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1. OZET

INSAN MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ FONKSiYONEL
NORONLARA FARKLILASTIRILMASI

Noronlara farklilagma kapasitesi ve klinik uygulanabilirligi ile mezenkimal kok
hiicreler, doku rejenerasyonu ve norogelisimsel siiregleri anlamak igin ylriitiilen
calismalarda en Onemli yetiskin kok hiicre kaynagini olusturmaktadir. Insan
mezenkimal kok hiicre (iMKH) kaynakli noronlar iizerine yapilan caligmalarda,
ndronal aktivite biiyiikk oranda sadece norogelisimsel protein ekspresyonlar: ile
gosterilmektedir. Noropatolojik siireclerin modellenmesi ve ndronal farklilagma
mekanizmasinin incelenmesi gibi calismalar agisindan insan ndron kiiltiirlerinin
olusturulmas1 6nem kazanmaktadir. Dolayisiyla kiiltiirde goriilen yerlesik néronal
aglar, aktivite yonilyle sinaptik sinyal iletim yetenegi ve fonksiyon spesifik
olgunlagma agisindan da arastirilmalidir. Buna gore, bu c¢alismada, hEGF, bFGF,
NGF, FGF-8, BDNF, IBMX ve B27 iceren tek adimli bir sitokin bazli indiiksiyon
protokolii ile néronlara farklilasan kemik iligi iMKH’lerin islevselligi analiz
edilmistir. Hem iMKH hiicre hatlari hem de saglikli dondrlerden elde edilen
iMKH’lerden farklilagtirilan noronlar, yapisal ve fonksiyonel néronal mRNA ve
proteinleri (BIII Tiibiilin, NSE, NF ve Nestin) ifade etmistir. Ayrica iMKH kaynakl
noronlarin (iIMKH-N6ron), TH, ChAT, VGLUTI1, DAT ve GAD67 gibi fonksiyona
ozgii proteinleri farkli diizeylerde ifade ettigi tespit edilmistir. Sonug olarak, bu
calisma, uygun ndronal indiikleyicilerin varliginda, kemik iligi iMKH’lerinin
fonksiyonel noronlara farklilasabildigini ve dopaminerjik-kolinerjik ndron
popiilasyonlar1 olusturabildigini ortaya koymustur. Boylece, bu fonksiyonel iMKH-
Noron’larinin, néronal farklilasma ve néropatoloji ¢alismalarinda bir in vitro model

olarak kullanilabilecek nitelikte oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: fonksiyonel noron, mezenkimal kok hiicre, noronal

farklilasma, ChAT, DAT, GAD67, TH, VGLUT1.

Bu calisma, Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu tarafindan desteklenmistir. Proje No: 2019-14.



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-§, 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 (BIII Tubulin, NSE, NF and Nestin). In addition, h(MSC-derived
neurons (hMd-Neuron) were found to express function-specific proteins such as TH,
ChAT, VGLUTI1, 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.
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3. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), osteoblastlar, kondrositler, adipositler, kas
hiicreleri, perisitler, retikiiler fibroblastlar ve noéronlar dahil olmak iizere farkl
embriyonik kokenlerden olgun hiicrelere farklilasabilen yetiskin kok hiicreleridir (1—-
5). MKH’ler kemik iligi, yag dokusu, amniyotik sivi, dis pulpasi, endometriyum, kas,

periost, plasenta, sinoviyal s1vi ve wharton jeli icinde bulunur (6).

MKH’ler, diger kok hiicre tiirlerine kiyasla bazi avantajli 6zelliklere sahiptir. Yetiskin
dokularindan kolayca izole edilebilir ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltilabilir. Ayrica, yiiksek
farklilagsma kapasitesi, diisiik immiinlojik yanit, zayif timor olusturma riski gibi

ozellikleri ile klinik uygulanabilirligi yiiksektir (7,8).

MKH’ler, miyokardiyal enfarktiis, felg, Crohn hastalif1 ve diyabet gibi cesitli
hastaliklarin tedavisine odaklanan klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir (7). Ayrica
MKH’ler, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi onarimlari i¢in incelenmistir
(9,10). Ornegin, MKH’lerden farklilagtirilmis fonksiyonel néronlar, nérodejeneratif
hastaliklar1 hedefleyen calismalarda kullanilmistir (11,12). MKH’leri ndronlara
doniistiirmek i¢in yillar iginde cesitli stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejilerde
kullanilan indiikleyiciler genellikle dort gruba ayrilir: kiiciik molekiiller, epigenetik
modifikasyonlar, psikotropik ilaglar ve zenginlestirilmis ortam (kimyasal
indiikleyicileri olan orta kokteyller) (13-17). Alternatif olarak, nd&ronlarin
MKH’lerden farklilagsmasi, ortak kiiltiir kosullari, eksozomlar ve grafen substratlar

kullanmak gibi farkli yollar bildirilmistir (18-24).

Kimyasal uyaranlar iceren ortamlarda MKH’lerin néronal farklilasma girisimleri,
diger yontemlere kiyasla daha hizli bir farklilasma orani saglamigtir (25). Noronal
farklilasmanin tanimlanmasinda siklikla, morfoloji doniisiimleri ve ndronal gen
ekspresyon degisimleri incelenmektedir. Ancak her noronal indiikkleme metodu bire
bir benzer ndronal olgunlagsma gostermediginden kendisine 6zgilidiir. Dolayistyla,
farklilagmis noronlarin islevselliginin, her yeni tanimlanan protokol i¢in incelenmesi
gereklidir (26). Insan mezenkimal kok hiicrelerden néronlarm islevselligini
degerlendirmek icin, elektrofizyolojik kayitlar ve kalsiyum goriintiileme uygulanabilir

ve daha sonra ger¢ek noronlarla karsilagtirilarak iIMKH’ler farklilagtirilarak elde edilen



noronlarin aktivite Ozellikleri i¢in analiz edilebilir (14,27). Noronal aktivite
degerlendirme yoOntemleri arasinda, yama kelepgesi ve kalsiyum iyon taginmasinin
floresan goriintiilemesi, sinaptik akimlar1 kaydetmek ve gorsellestirmek i¢in oldukca
hassas tekniklerdir (14,28,29). Cogu olgun néron herhangi bir dis uyaran olmadan
dogas1 geregi sinyal iiretebilmektedir. Bu genellikle spontan aktivite olarak adlandirilir
ve noronlarda néronal agin gelismekte oldugunu ve bunun yani sira hiicresel 6zgiinliik
i¢in dnemli oldugunu gosterir (29). insan MKH’leri, birkag yolu izleyerek néronlara
farklilasabildiginden (transdiferansiyasyon), iMKH’den tiiretilmis néronlarin klinik
acidan kullanimi i¢in islevsellik, noronal farklilasma caligmalarinda 6nemli hale
gelmistir (14,30-32). Sadece birkag ¢aligma, insan mezenkimal kok hiicresi (iIMKH)
kaynakli néronlarin kimyasal veya elektriksel uyarilara cevap verdigini ve fonksiyonel
olarak aktif oldugunu gostermistir (14,33). Literatiirde, iIMKH néronlarinin aktivitesi
ile ilgili oldukc¢a az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Buna goére, iMKH’den tiiretilmis
noronlar ile ilgili klinik degeri olabilecek ¢alismalarda, bu néronlarin aktivasyonu ve

fonksiyonel sinaps olusumlari tanimlanmalidir (14,34-36).

iMKH’ler transdiferansiyasyon Ozellikleri ile rejenerasyon tibbi alaninda, gesitli
hastaliklar i¢in terapdtik stratejiler bakimindan kullanilmaktadir. iMKH’lerin
multipotent farklilasma ve plastisite kabiliyetlerinden dolayi, farkli dokulara ait gesitli
proteinleri ifade etmeleri beklenir. Dolayisiyla, iMKH-Noron’lar, spesifik noronal
proteinleri ifade etmeleri ve norodejeneratif hastaliklara yonelik belirli tipte ndron
eldesi i¢in potansiyel bir kok hiicre kaynagi olmalar1 bakimindan umut vaad

etmektedir (14,22,37-40).

Bu calismada, saglikli dondrlerden izole edilen iMKH’ler ve iMKH hiicre hatlari,
belirli ndronal farklilasma indiikleyicilerinin bir kombinasyonunu iceren (hEGF,
bFGF, NGF, FGF-8, BDNF, IBMX ve B27) besiyeri kullanilarak noronlara
farklilastirilmistir. Farklilasmis iMKH’lerin BIIT Tiibiilin, NSE, NF ve Nestin néronal
belirtecleri ifade ettigi gosterilmistir. Buna ek olarak, iIMKH-N6ron’larinin TH, ChAT,
VGLUTI, DAT ve GAD67 gibi fonksiyona 6zgii proteinleri farkli seviyelerde ifade
ettigi saptanmistir. Boylece, bu c¢alisma ile kemik iligi iMKH'lerinin ndronlara
farklilasabildigi ve uygun noronal indiikleyiciler varliginda dopaminerjik-kolinerjik

ndron popiilasyonlart olusturabildigi goriilmiistiir. Sonug olarak, in vitro yontemle



iMKH’ler farklilagtirilarak fonksiyona 06zgli olarak olgunlasabilen ndronlar elde
edilmistir. Boylece bu ¢alismanin sonuglari, ndronal farklilasma ve in vitro hastalik

modelleme ¢alismalarina kaynaklik edebilecek niteliktedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Kok hiicre biyolojisi alani, deneysel ve klinik uygulamalara yonelik dogal
potansiyelleri ile birden fazla kok hiicre tiiriiniin devam eden karakterizasyonu ile
gelismeye devam etmektedir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), varliklar ve in
vitro ¢ogalma ve genetik manipiilasyon i¢in nispeten basit gereksinimleri nedeniyle en

umut verici kok hiicre tlirlerinden biridir (1).

MKH’ler, hiicrelere farklilasma yeteneklerinden dolay1 kabaca “mezenkimal” olarak
veya kemik iliginde bulunan destekleyici yapilarin karmasik dizisinden ortaya

ciktiklar i¢in “ilik stromal hiicreleri” olarak tanimlanirlar.

MKH’ler ilk olarak 1966 yilinda Friedenstein ve meslektaglar1 tarafindan
tamimlanmistir. Arastirmacilar, farelerin bobrek kapsiillerine yapilan kemik iligi
nakillerinin, kemik iligi hiicrelerinin proliferasyonuna ek olarak kemik yapisi
olusumuna neden oldugunu bildirmistir. Bu gézlemler, kemik iliginin kemik yapilar
olusturabilen bir hiicre popiilasyonu icerdigini gdstermistir (41). Yillar sonra 1991°de,
“mezenkimal kok hiicre” terimi, bu hiicrelerin kemik, kikirdak, tendon, ligament,
adipositler, dermis, kas, bag dokusu ve kemik iligi stromasina farklilasabildigini
gozlemleyen Caplan tarafindan bulunmustur (42). Pittenger ise insan kemik iliginin
stromal hiicrelerin bir alt popiilasyonu olan multipotent kok hiicreler icerdigini

gostererek MKH arastirmalarini farkli bir asamaya tasimistir (2).

MKH’ler, genel ¢ok potansiyelleri ve ¢cok sayida dokudan gorece izolasyon kolayligi
nedeniyle doku miihendisligi ve terapotik uygulamalar icin biiyiik bir g¢ekicilige
sahiptir (3,43). MKH’lerin potansiyel plastisitesi, kendini yenileme kapasitesi ve
immiinmodiilasyona katilma yetenekleri, klinik doku rejenerasyonu ve tedavi

stratejileri icin biiylik bir potansiyel sunmaktadir (7,44).
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Sekil 4.1.1. MKH’ler cesitli fetal, neonatal ve yetiskin dokulardan izole edilebilir ve farkli hiicre
tiplerine doniisebilir. EKH’ler embriyonik kok hiicreler, iPKH’ler indiiklenen pluripotent kok hiicreler,

MKH’ler mezenkimal kok hiicreler (45-55).

MKH’lerin en ¢ok ¢alisilan ve erisilebilir kaynagi kemik iligidir (K1), ancak MKH’ler
karaciger, fetal kan, kordon kani ve amniyotik s1vi dahil olmak {izere bir dizi dokudan
izole edilmistir (5,56—61). Kemik iliginden tiiretilen insan mezenkimal kok hiicreleri
(iIMKH’ler), hiicre tedavisi ve doku miihendisligi i¢in ¢ekici bir yetiskin kok hiicre
kaynagini temsil eder, ¢iinkii iMKH’ler farkli hiicre soylarina farklilasma
potansiyellerini korurken kolayca elde edilebilir ve gogaltilabilir (62). MKH’ler kemik
iliginden izole edilebilir ve ex vivo olarak fenotipte herhangi bir belirgin degisiklik

veya fonksiyon kayb1 olmaksizin ¢ogaltilabilir (4).



Hematopoietik olmayan MKH’ler ilk once kemik iliginden osteoblastlar, adipositler
ve kondrositler gibi ii¢ germ tabakasinin liyelerine farklilasabilen klonal, plastik
yapiskan hiicreler olarak tanimlanmistir. iMKH’ler birden fazla mezenkimal kdkene
doniisebilir. Soy olarak farklilasirlar ve olgun farklilagmis bir hiicre tipine donlismeden
once birkag¢ katman ve gen ifadesinde degisiklikler iceren farklilagsma asamalarindan

gecerler.

Mezenkimal kok hiicre progenitorleri, insan kemik iliginde, koloni olusturan birim
fibroblastlar (CFU-F’ler) olarak adlandirilan olusturabilen fibroblast benzeri hiicre
kolonileri olusturma yetenekleriyle tanimlanmis hiicrelerdir. Bu onciiler, ¢ok soylu

farklilasma kapasitesine sahiptir ve “stromal kok hiicre hipotezini” destekler (4,63,64).

4.1.1. Kemik iligi MKH’leri

MKH’ler bir¢ok farkli dokudan izole edilebilir. Bununla birlikte, kemik iligi, insan
transplantasyonu agisindan en ¢ok kullanilan MKH kaynagini temsil eder ve basit bir

prosediirle kolayca elde edilebilmektedir (65-67).

Ki-MKH’ler énemli bir parakrin fonksiyonu ile karakterize edilir ve sekretomlarinda
bulunan anjiyojenik faktorler, biiyiime faktorleri ve sitokinler nedeniyle terapdtik
anjiyojenez icin klinik uygulamalarda tercih edilebilir (67—69). Ki-MKH’ler, hasarli
dokularda fibroz, proliferasyon, apoptoz, kemotaksis, immiinmodilator ve
anjiyogenez siirecleriyle ilgili ¢esitli endokrin faktodrleri salgilar. Bu etkilerle, Ki-
MKH’ler hasarli bolgenin iyilesmesini, bagisiklik sisteminin yanitin1 uyarabilir ve
diger hiicreleri apoptozdan koruyabilir (70). Tablo 4.1.1.1 endokrin faktorlerin listesini

Ozetlemektedir.



Tablo 4.1.1.1. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreler tarafindan salgilanan endokrin faktorler.

Salgilanan Faktorler

Islevi

Temel fibroblast biiyiime faktori (bFGF)
(71,72)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) (73)

Kivrimli salgilanan protein-1 (SFRP1) (74)

Kivrimli salgilanan protein-2 (SFRP2) (75)

Stanniokalsin-1 (STC-1) (76)

Doniisen biiylime faktorii B (TGF-B) (72)

miR-10b-5p, miR-22-3p, miR-191, miR-222,
miR-21, let-7a (77)

Hiicre hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve
farklilagmast

Metaloproteinaz-1 (MMP1) (72)

Metaloproteinaz 9 (MMP9) (78)

Plazminojen aktivator (PA) (72)

Tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) (72)

Hiicre dig1 matrisin yeniden modellenmesi

Anjiyopoietinler (ANG'ler) (79)

Fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) (71)

Doniisen biiylime faktorii  (TGF-B) (72)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
(80)

miR-132 (81)

miR-222, miR-21, let-7f (77)

Damarlanma

Hepatosit biiyliime faktorii (HGF) (82)

Insan I6kosit antijeni G5 (HLA-GS) (83)

Indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) (84,85)

Uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) (86)

Interlokin-6 (IL-6) (87)

Interl5kin-10 (IL-10) (88)

Losemi inhibe edici faktor (LIF) (89)

Prostaglandin E2 (PGE2) (90)

Doniistiiriicii biiylime faktorii B (TGF-B) (72,82)

miR-143-3p (77)

Immiinmodiilator

4.1.1.1. izolasyonu ve Kkiiltiirii

Ki-iMKH’ler genellikle insanlarda pelvisin iistiinde iliak krestinden alinan bir kemik
iligi aspiratindan izole edilir (91). Teknik olarak ¢ocuk donérlerden 5-10 ml kemik

iligi aspirat1 basma 176-178 milyon hiicre elde etmek miimkiindiir (92). Yetiskin

dondrlerden ise, 50-375 milyon arasi hiicre elde edilebilmektedir (93).




Sekil 4.1.1.1.1. Kemik iligi aspirasyonu cerrahi teknigi (91)

Buna ek olarak, iMKH’ler kemik iliginde toplam ¢ekirdekli hiicre popiilasyonunun
cok kiiclik bir kismini (% 0.0001) temsil eder, ancak standart hiicre kiiltiirii teknikleri
kullanilarak ekilebilir ve ¢ogaltilabilir (92).

MKH’leri kemik iligi aspirati, kordon kani veya periferik kandan izole etmek i¢in
numuneler, Percoll veya Ficoll gibi bir yogunluk gradyan soliisyonunda par¢alanmaya
tabi tutulur, ardindan hiicreler 1x10* ile 0.4x10° arasinda degisen yogunluklarda
kaplanir. Mononiikleer izolasyon igin 8/cm? hiicre, segilen fetal siir serumu igeren
uygun kiiltiir ortaminda yeniden siispanse edilir ve yaklasik 2-6 giin boyunca plastik

kaplara yapismasina izin verilir (93,94).

Kiiltiirdeki MKH’ler fibroblastik bir morfolojiye sahiptir ve plastik kiiltiir kaplarinin
ylizeyine yapisir. Izolasyon isleminden sonraki siire icinde saflastirilmis MHK ’ler elde
etmek i¢in, yapiskan olmayan hematopoietik hiicrelerin karigiminin kiiltiir kaplarindan

cikarilmasi gerekir. Birincil kiiltlirler genellikle 12-16 giin siireyle muhafaza edilir, bu
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stire zarfinda hematopoietik hiicre popiilasyonlar: elenirken MKH’ler doku kiiltiirti

tabanina yapisir; bu nedenle kalan hiicrelerin 2-3 hafta biiylimesine izin verilir.

4.1.1.2. immiinfenotiplemesi

Hiicre popiilasyonlarinin karisimi iginde ortak bir hiicre tipinin siniflandirilmast,
genellikle hiicre yiizey isaretlerinin arastirilmasini gerektiren FACS (Floresan Aktive
Hiicre Ayirma) veya MACS (Manyetik Aktive Hiicre Ayirma) yodntemleriyle
gerceklestirilir. Bu ylizey molekiilleri, hiicre tiirleri arasindaki hetero ve homo-tipik
etkilesimlerden gesitli sekillerde sorumludur ve ayrica biiyiime faktorleri, sitokinler

veya hiicre dig1 matrisler i¢in reseptorler olarak hizmet eder.

Tipik MKH fenotipi, temel ylizey antijenlerinin ekspresyonunun gelistirilmesi ve

kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi yoluyla dikkate alinmustir.

Buna paralel olarak, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), MKH’leri
tanimlamak i¢in ti¢ kriter bildirmistir (95):

1. MKH’ler kiiltiirde muhafaza edildiklerinde plastik yiizeye yapigsmalidir.

2. MKH’ler, CD73, CD90 ve CDI105 gibi farklilasma yiizey belirteclerini ifade
etmelidir. Ancak MKH’ler, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 ve insan lokosit
antijeni (HLA)-DR gibi hematopoietik antijenlerin ifadesinden ve monositler,

makrofajlar ve B hiicreleri i¢in belirteglerden yoksun olmalidir (57,95,96).

3. MKH’ler kondroblastlar, osteoblastlar ve adipositler seklinde farklilasabilmelidir ve
bu nedenle bu hiicrelerin fizyolojik kosullarda olusturdugu tiim dokular1 olusturma

potansiyeline sahip olmalidir (95).

Farkli kokenlerden tiiretilen MKH’ler farkli 6zelliklere ve farklilasma potansiyeline
sahiptir (43,97). Dahasi, farkli kaynaklardan gelen MKH’ler, cesitli parakrin

faktorlerin seviyelerinde 6nemli dlciide farklilik gosterir (43).

Gliniimiizde, klinik c¢aligmalarda kullanilan en yaygin olarak bildirilen MKH
kaynaklar1 kemik iligi, yag dokusu ve gobek kordonudur. Bu kismen erisilebilirlik,

izolasyon kolayligi ve MKH tabanli onarim verimliliginden kaynaklanmaktadir.
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Farkli dokulardan tiiretilen en yaygin arastirtlan MKH’lerin 6zellikleri ve farklilagma

potansiyelleri Tablo 4.1.1.2.1° de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1.1.2.1. Yaygin farkli doku kaynakli MKH’lerin 6zellikleri ve farklilagma potansiyeli (43)
Doku kaynag Karakter Farkhlasmanin Referanslar
ozellikleri potansiyeli
Adipoz dokusu CD73, CD90, CD29, | Adiposit, kondrosit, | (33,98,99)
CD44, CD71, CD105, | osteoblast
CD13, CD166,
STRO-1
Amniyotik sivi CD44, CD90, CD105, | Adiposit, (100,101)
CD13, CD29, CD71, | kardiyomiyosit
CDI120a benzeri hiicre,
kondrosit, osteoblast
Kemik iligi CD73, CD90, CD105, | Adiposit, tenosit, | (102-105)
STRO-1 vaskiiller diiz kas
hiicresi
Dis pulpasi CD29, CD44, CD90, | Adiposit, ndron | (106-109)
CD105 benzeri hiicre,
odontoblast,
miyojenik soylar
Endometrium CD29, CD90, CD73, | Adiposit, kondrosit, | (110,111)
CD105 osteoblast
Periferal kan CD44, CD90, CD105, | Adiposit, osteoblast, | (112)
HLA-ABC fibroblast
Plasenta CD29, CD73, CD90, | Adiposit, kondrosit, | (113,114)
CD105 osteoblast,
miyotiibiiler hiicre
pankreas  progenitor
hiicresi,
néron benzeri hiicre,
retina hiicresi
Sinovyum CD44, CD90, CD105, | Adiposit, kondrosit, | (98,115,116)
CD147, STRO-1 osteoblast, iskelet kast
hiicresi
Deri CD44, CD73, CD90, | Adiposit, kondrosit, | (117-119)
CD105, CD166, | osteoblast, néron
SSEA-4, Vimentin benzeri hiicre,
pankreas hiicresi,
endotelyal hiicre
Gobek kordonu CD29, CD44, CD73, | Adiposit, kondrosit, | (120,121)
CD90, CD105 osteoblast, iskelet kasi
hiicresi, endotel
hiicresi,
kardiyomiyosit
benzeri hiicre,
néron benzeri hiicre
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4.1.1.3. Mezodermal farkhilasmasi

Kemik iligi MKH’lerinin mezodermal farklilagsma gostermesi iIMKH karakteristigini
ortaya koymaktadir. Ancak, sadece immiinfenotipleme yapilmas: yeterli degildir.

Fibroblastlar da benzer fenotip gostermektedir.

MKH’ler, osteoblastlar, kondrositler, adipositler, tendon hiicreleri gibi embriyonik
mezodermden tiiretilen hiicrelerin yani sira ektodermal 6zelliklere sahip hiicrelerin

ozelliklerini de edinebilirler (94).
Osteojenik Farkhilasma

MKH’lerin osteogeneze indiiksiyonu, en iyi in vitro olarak gosterilen, oldukca
programlanmis bir siiregtir. Sentetik glukokortikoid deksametazom ile muamele,

MKH proliferasyonunu uyarir ve osteojenik soy farklilagmasini destekler (122,123).

Osteojenik farklilagma, B-gliserofospat, askorbik asit-2-fosfat, deksametazon ve FBS
varligiyla indiiklenir. Bu kiiltiir kosullar1 altinda, hiicreler alkalin fosfataz, osteokalsin

ve osteopontin aktivitesini ve ayrica ECM i¢inde kalsiyum birikimini arttirir (124).

MKH’lerin osteojenik hiicre tipine farklilagmasi, alkalin fosfataz ekspresyonunun

belirlenmesi ile degerlendirilir.
Kondrojenik Farkhilasma

Kondrojenez MKH’ler belirli kosullarda Kkiiltiirlendiginde gerceklestirilir. Hiicre
kiiltiirtinde, insiilin, transferrin, selenyum, linoleik asit, selenyum asit, piruvat,
askorbik fosfat, deksametazon, ve TGF- III (125) ile ayrica ilave IGF-1 ve kemik
morfogenetik proteinleri ile birlikte (BMP)-2 (126) desteklenen DMEM ile
gerceklestirilir.

MKH’lerin kondrojenik hiicre tipine farklilasmasi, proteoglikanlarin ve tip II kollajen
sentezinin veya kalsiyum birikintilerinin mineralizasyonu belirlenmesi ile

degerlendirilir.
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Adipojenik Farkhlasma

In vitro adipojenik indiiksiyon, deksametazon, indometasin, insiilin ve 3-izobiitil-1-
metilksantin (IBMX) dahil olmak {izere spesifik ortam takviyeleri gerektirir (127).
Adipogenezin molekiiler regiilasyonu, adipogenik siire¢ (128) ve sinyal verme i¢in ¢ok
onemli olan peroksizom proliferator-aktive reseptdr gama (PPAR-y) dahil olmak tlizere

cesitli transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilir.

MKH’lerin adipojenik hiicre tipine farklilasmasi, yag damlaciklarinin belirlenmesi ile

degerlendirilir.

4.1.2. Kemik iligi MKH’lerin noronlara farkhilasmasi

Kemik iligi MKH’ler diger hiicre tiplerine farklilasabilir ve hiicre dis1 sinyallere yanit
olarak farklilasmams duruma geri dénebilir (129). KI-MKH’ler néronlara
farklilagabilir ve néronlardan da geri farklilasabilir (130). Lui vd. Ki-MKH’lerin
norositlere indiiklenmesinde ve norositlerin, dis faktorleri ortadan kaldirarak in vitro
olarak Ki-MKH’lere déniistiiriilmesinde basarili olmustur (130). Geri farklilasmis
olan KI-MKH’ler artan hiicre sag kalimi ve farklilasma potansiyeli gdstermis, boylece
indiiklenmemis KI-MKH’lere kiyasla siganlarda beyin hasarinm bilis islevini

gelistirmistir.

MKH’lerin in vitro noral farklilasmasi ile ilgili yeni ¢aligmalar, Sanchez-Ramos vd.
(15) ve Woodbury vd. (1) tarafindan 2000 yilinda yapilan iki eszamanli ¢alismadan
ortaya ¢ikmistir. Sican, fare ve insan MKH’lerinin, farkli kimyasallarin veya biiyiime
faktorlerinin kombinasyonlar1 ile muamesinden sonra noéral belirtecleri ifade eden
noronal morfolojiye sahip hiicrelere farklilasabilecegini bildirmislerdir. Bu iki
calisma, MKH’lerin noéral hiicrelere farklilasma potansiyelini belirleyen ilk

calismalardir.
Woodbury, MKH’lere DMEM i¢erisinde BME, DMSO ve BHA ile muamele etmis ve

hiicrelerin yaklasik % 80’inin morfolojisini degistirdigini gozlemlemistir. Muamele

edilen MKH’lerin, olgunlagsmamig ndral belirte¢ olan Nestin i¢in 5 saat sonra pozitif
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oldugu, 6 giin sonra ise negatif oldugu goriilmiistiir. Muameleden sonra noral
belirtegler TrkA, Tau ve NSE icin ¢ok az hiicre pozitif boyanirken hicbirinin GFAP
icin pozitif olmadig1 goriilmiistiir. Sanchez-Ramos ise, MKH’lere EGF ve RA veya
BDNF ile RA ile muamele etmis ve NeuN, Nestin ve GFAP ekspresyonunu

gozlemlemistir.

4.2. Norodejeneratif Hastaliklara Yonelik Cahsmalarda MKH Kaynakh

Noronlarim Kullanilmasi

Merkezi sinir sistemi, insan viicudundaki en karmasik ve daha az anlasilan sistem
olarak kabul edilir. Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), Multipl
Skleroz (MS), Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Hungtington hastaligi (HD) gibi
merkezi sinir sistemi bozukluklar1 veya hastaliklari, genellikle sinir dokusunun
yapilariin ve islevlerinin bozulmasina ve geri dondiiriilemez sekilde bozulmasina yol

acar. Hastalar genellikle bu ciddi biligsel veya fiziksel kayiptan etkilenir (11).

Bir¢ok norodejeneratif hastalik, noérodejeneratif siireclerin bir sonucu olarak ortaya
cikar. Bu tiir hastaliklar néronlarda ilerleyici dejenerasyona yani ndérodejenerasyona
neden olur. Norodejenerasyon, néronlarin 6liimleri de dahil olmak {izere asamali yap1
veya islev kaybidir. Dolayisiyla, saglikli néron dokusu eldesi ve buna yonelik
molekiiler belirteclerin belirlenmesi, néropatolojinin modellenmesi ve anlasilmasi

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde temel ¢alismalar1 olusturmustur.

Bunlar arasinda Alzheimer hastaligi (AD), diinya capinda yaklasik 47 milyon insani
etkileyen en yaygin norodejeneratif hastaliktir. Yaslanmanin, AD gelisimi i¢in en
onemli risk faktorii oldugu varsayilmaktadir. Yavas biligsel bozulma ve bunama ile
sonuglanan siirekli sinaptik hasar ve ndronal kayip, hastalifin 6zellikleridir. AD’nin
ana mikroskobik ve patolojik isaretleri, beyinde toplanan Amiloid Beta ve Tau
proteinidir (131-133). Bu plaklarin ve yumaklarin koruyucu mu yoksa nedensel mi
oldugu kesin olarak bilinmemektedir. Hipokampiis ve neokortekste azalan asetilkolin,

asetilkolinesteraz (AChE) ve asetiltransferaz seviyeleri ve bazal 6n beyin kolinerjik
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cekirdeklerinde (BFChN) azalmig ndron seviyeleri, hastaligin kolinerjik olusum

hipotezinin nedenleridir (16).

Ikinci en yaygin noérodejeneratif hastalik olan Parkinson hastaligi (PD), siddetli
hareket bozuklugu, titreme, sertlik ve postural instabiliteye neden olmaktadir
(134,135). Beyin i¢inde anormal alfa-siniiklein protein kiimelerinin varligi, hastaligin
en dnemli ndropatolojik dzelligidir. Ozellikle, alfa-siniiklein kiimelerinin, etkilenen
noronlar i¢indeki Lewy cisimciklerinde biriktigi gozlenir (136). PD’deki yiiriime
zorluklari, substantia nigra’daki noronlarin  kademeli dejenerasyonundan
kaynaklanmaktadir. Bu ndronlarin temel sorumlulugu motor aktivitelerde dengeyi

saglamak i¢in dopamin {iretmektir (137).

Geng eriskinlerde merkezi sinir sisteminin (MSS) en yaygin norolojik
bozukluklarindan birisi ise Multipl Skleroz (MS)’dur (138,139). MS, aksonal kayba
ve kalict norolojik sakatliga yol agan, merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik,
otoimmiin, inflamatuar, demiyelinizan bir hastaligidir (140). Multipl Skleroz’un
patolojik 06zelligi, merkezi sinir sistemi icinde plaklar veya lezyonlar olarak
adlandirilan, degisken glioz ve enflamasyon ve goreceli aksonal koruma ile birlikte
multipl fokal miyelin kaybi alanlaridir (141). MS i¢in mevcut tedaviler, biiyiik 6l¢iide
immiinomodiilator veya immiinosupresif ilaglardan olusur ve relapslarin sikligini ve

yogunlugunu azaltmay1 amaglamaktadir (140).

Bir diger norodejeneratif hastalik ise Huntington hastaligi (HD) olup, otozomal
dominant bir modelde miras kalan ve dordiincii kromozomun kisa kolunda bulunan
Huntingtin geninin ilk eksonunda poligliitamin (CAG) tekrarlar1 bulundugunda ortaya
cikan en yaygin monojenik nérodejeneratif hastaliktir. Bu genin igindeki mutasyon
kotii protein tliretimine yol agar ve sonugta koreik hareket gibi hastalik belirtilerine ve
biligsel ve duygusal duygularda sikintilara neden olur. HD, hastalarin ¢ogunda 6liime
yol acar (16,142). Uygun bir geleneksel tedavinin olmamasi, HD gibi nérodejeneratif

hastaliklarin ¢ogu arasinda paylasilan bir 6zelliktir.
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Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastalig1 ise, motor korteks, beyin sapi ve
omurilikten iist ve alt motor noronlar1 tutan, kas denervasyonuna, kaybina ve dliime
yol agan, yetiskinlerde baslayan bir norodejeneratif hastaliktir (143). ALS i¢in etkili
bir tedavi yoktur, ancak benzotiyazol riluzol progresyon oranini yavaglatir ve
sagkalimi ii¢ ay uzatir (144). ALS vakalarinin yaklasik % 10’u aileseldir (fFALS) ve en
az 32 genetik lokustaki mutasyonlardan kaynaklanir (145—148). Sporadik ALS (sALS)
vakalari % 90’11 olusturur ve genetik etiyoloji biiyiik 6lciide bilinmemektedir (149).
Son zamanlarda, hastadan tiiretilen kok hiicreleri kullanan ALS hastalik modelleri,
ALS’nin patogenezini ve test ilag stratejilerini arastirmak i¢in gelistirilmistir (150—

152).

Insan kemik iligi mezenkimal kdk hiicreleri, 6zellikle rejenerasyon tibbi alaninda,
¢esitli insan hastaliklari i¢in terapotik stratejiler agisindan arastirilmistir. Ki-MKH’ler,
klinik uygulamalarda terapotik etkileri ile birlikte kendi kendini yenileme, farklilagma,
gbc etme, anti-inflamatuar ve immiinmodiilasyon yetenegine sahiptir (153). Ayrica
MKH’lerin yaralanmaya yanit olarak, apoptoz ve stres yanitini sinirlandirarak ve yara
onarimini artiran immiin hiicreleri toplayarak doku onarimina aracilik edebilen biiyiik

miktarlarda biyoaktif molekiil salgiladig1 gosterilmistir (76,154,155).

Bu 6zellikleri ile mezenkimal kok hiicre uygulamalari, norodejeneratif hastaliklara
yonelik umut verici niteliktedir. MKH’ler ile ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisine

yonelik hem in vitro hem de in vivo tedavi yaklagimlar1 bulunmaktadir.

4.2.1. In vitro hastahlk modelleme ¢alismalar

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), kikirdak, kemik, yag hiicreleri ve néron gibi
cesitli hiicre tiplerine farklilagabilen multipotent hiicrelerdir. Son c¢alismalar,
MKH’lerin epidermal biiytime faktorii (EGF) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF2)
dahil olmak iizere biiylime faktorleri tarafindan in vitro indiiksiyonunun, bunlarin
noral benzeri hiicrelere farklilagmasina neden oldugunu gostermistir. Bu kiiltiirler
ayrica bir kolinerjik ndron belirteci olan ChAT’1 da ifade eder; ve TH, noral hiicreler

icin bir dopaminerjik ndéron belirtecidir. Maksimum farklilagsma potansiyeline sahip
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bir protokol olusturmak i¢in, MKH’ler FGF2, EGF, BMP-9, retinoik asit ve heparin
iceren noral indiiksiyon ortamini kullanarak ii¢ deneysel kiiltiir kosulu altinda
incelenmistir. Yagdan tiiretilen MKH’ler, toplam 9 giinliik bir siire i¢cin >% 80
birlesiklige ulastiktan sonra 3 pasaj i¢in in vitro olarak ekstrakte edilmis ve
cogaltilmistir. Hiicreler daha sonra CD belirtegleri i¢in CD44 pozitif ve CD45 negatif
olarak akis sitometrisi ile karakterize edilmistir. MKH’ler daha sonra noral indiiksiyon
ortami ile muamele edilmis ve morfolojik degisiklikler Q-PCR ile karakterize
edilmistir. Farklilastirilmis MKH’ler olgunlasmamis ve olgun ndronlar i¢in belirtecleri
ifade etmistir; B III Tiibiilin (TUBB3) ve MAP2, bu hiicrelerin fonksiyonel néronlara
farklilasma potansiyelini gdostermektedir. MKH’lerin indiiksiyonu igin gelistirilmig
protokoller, ndrodejeneratif hastaliklarda terapotik uygulamalar i¢in MKH’lerin tekrar

iiretilebilirligini ve standart tiretimini kolaylastirabilmekte ve saglayabilmektedir (37).

Mezenkimal kok hiicreler, noronlara farklilasma yetenegine sahiptir ve bu nedenle,
noronal doku rejenerasyonu uygulamalar1 ve norogelisimsel siirecleri anlamak i¢in
potansiyel yetiskin kok hiicre kaynaklarindan biridir. Buna gore, yapilmis olan bir
caligmada; tek adimli sitokin bazli indiiksiyon protokolii (EGF, bFGF, NGF, FGF-8,
BDNF, IBMX ve B27) ile néronlara farklilastirilmis Ki-iMKH’lerin islevselligi analiz
edilmistir. Hem iMKH hiicre hatlarindan hem de saglikli donérlerden elde edilen
iMKH’lerden farklilasan noronlar (>% 74), spontan aktivite gdstermis ve tipik bir
olgunlagan ndron olarak elektriksel uyarima milisaniyeler i¢inde yanit gostermistir.
Yapilan immiinboyamalarda yapisal ve fonksiyonel ndronal proteinlerin (Nestin,
NeuN, NF, Sinaptofizin, PSD 95, PGP 9.5) pozitif ifadeleriyle noronal farklilagmaya
ilerleyebildigi gortilmustiir. Ayrica, 12 giin noronal farklilagma boyunca Nestin
ekspresyonlari tespit edilmis, buna karsilik ¢ogalan hiicre isaretleyicilerinden Ki-67
ekspresyonu farklilasma ile birlikte anlamli derecede azalmistir. Buna gore, ndronal
indiiklenmis iMKH’ler i¢in hiicre fraksiyonlama analizi, Nestin pozitif hiicrelerin
neredeyse %90’ min Ki-67 ve Sox-2 i¢in de negatif oldugunu gostermistir, bu da
mezankimal kok hiicrelerin kendini yenileme ve ¢ogalma 6zelliklerini yitirmeye ancak
noronal belirteglerin ifadesini siirdiirmeye devam ettigini dolayisiyla ndronal
olgunlagma siirecinde olduklarini gostermistir. Bu sonuglar, hem hiicre hatt1 hem de
kemik iligi dondrlerinden indiiklenen iMKH’lerin néronal 6zelliklerini dikkat ¢ekici

bir sekilde ortaya koymustur. Sonuglar, noronal indiikleyicilerin  bir
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kombinasyonunun, KI-iMKH’lerinin spontan aktiviteye sahip yiiksek verimli
fonksiyonel noronlara farklilagsma kapasitesini arttirdigini ve elektrofizyolojik olarak
aktif duruma olgunlastigini ortaya koymaktadir. Kavramsal olarak, bu islevsel iMKH-
Noronlarin, noropatolojilerin ve noronal farklilasma calismalarinin  hastalik

modellemesi i¢in bir arag olarak kullanilabilecegini gostermektedir (14).

Parkinson hastaligi (PD) {lizerine yapilan arastirmalar, a-siniikleinin hiicrelerden
salindigini1 ve hiicreden hiicreye aktarim yoluyla beynin bir bolgesinden digerlerine
yayildigin1 gostermektedir. Prion benzeri davraniglari agisindan, a-siniiklein gelisimi,
a-siniikleinopatilerin patogenezinde ve ilerlemesinde anahtar rol oynar. a-siniiklein ile
zenginlestirilmis modeller kullanarak, MKH’lerin, N-metil-D-aspartat reseptorleri ile
etkilesimin modiilasyonu yoluyla hiicre dis1 a-siniikleinin klatrin aracili endositozunu
bloke ederek a-siniiklein iletimini inhibe ettigini gosterilmistir. Bu, kortikal ve
dopaminerjik noronlar iizerinde, a-siniikleinle zenginlestirilmis modellerde motor
aciklarin fonksiyonel iyilesmesiyle birlikte, sagkalim etkisine yol agmistir. Ayrica,
MKH’lerden tiiretilen ¢0ziiniir bir faktér olan galektin-1’in, bu modellerde
kiimelenmis a-sintikleinin iletim kontroliinde 6énemli bir rol oynadigini belirlenmistir.
Mevcut veriler, MKH’lerin, hiicre dis1 a-siniiklein iletiminin inhibisyonu yoluyla
noroprotektif 6zellikler sergiledigini gdstermistir; bu da, MKH’lerin 6zelliginin, o-
siniikleinopatili deneklerde bir hastalik modifiye edici tedavi olarak hareket

edebilecegini diisiindiirmektedir (38).

PD iizerine yapilan diger bir calismada ise; bir Parkinson hiicre modeli olan 1-metil-
4-fenilpiridinyumiyon (MPP+) ile indiiklenen PCI12 hiicreleri iizerinde kurkumin
(CUR) ile aktive edilen insan gobek kordonu tiirevi mezenkimal kok hiicrelerin (1GK-
MKH) terapétik etkileri degerlendirilmistir. Kurkumin uygulanan PC12 hiicrelerinde,
hiicre ¢ogalmasit ve dopaminerjik noronal hiicrelere farklilagma potansiyeli ve
antioksidasyon gozlenmistir. Mikrotiibiille iligkili protein-2 (MAP-2) ve dopamin
sentezinde hiz siirlayicit bir enzim olan tirozin hidroksilazin (TH) proliferasyonu
artmis ve yliksek ekspresyon gostermistir. Ayrica sitokin tespiti, IL-6, IL-10 ve NGF
ekspresyonunun, iGK-MKH-CUR ile tedavi edilen grupta diger gruptakilerle
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek olduguna dair bir ipucu vermistir. Bu

etkiler, tek basmma iGK-MKH’lerin siipernatantlar1 kullanildiginda bu kapsamda
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goriilmemistir. Bu 6n kosullama, Kurkumin uygulanan MKH’lerin PD’deki terapdtik
uygulamalarin1 gelistirebilir. Bu nedenle iGK-MKH-CUR, PD hiicre modelinin
proliferasyonunu ve farklilagsmasini tesvik etmek i¢in potansiyel bir strateji olabilir, bu

nedenle PD’de yeni bir terapotik yaklasima yeni bakis acilari saglar (156) .

Bagka bir ¢calisma ise; MKH’leri olgun dopamin salgilayan hiicrelere indiiklemeyi ve
indiiksiyonu degerlendirmek icin bir biyoanaliz olusturmay1 amag¢lamistir. Bu amagla,
bir TH promotdrii, dopamin sentezinde hiz sinirlayici enzim ve kirmizi floresan protein
DsRed2’yi igeren bir raportdr vektdr olusturulmustur. Insan néroblastomunun
transfeksiyonu, dopamin sentezi, SH-SYS5Y hiicreleri, yapilandirilmis raportor
plazmidin giivenilirligini dogrulamistir. Transfekte iMKH’lerinin dopaminerjik
farklilagsmasinin ardindan, akim sitometrisi kullanilarak TH eksprese eden hiicreler
tanimlanmistir. Daha ileri ¢aligmalar, farklilagmig hiicrelerin sadece TH promotoriinii
aktive etmekle kalmayip, aym1 zamanda TH proteinini ifade ettigini ve dopamin
salgiladigini ortaya ¢ikarmistir. Bildirilen sonuclara gére, MKH’ler, PD dahil olmak
izere su anda tedavi edilemeyen hastaliklar icin yenilik¢i tedavi vaadi sunmakta ve
MKH’lerin dopaminerjik bir kadere dogru in vitro olarak programlanabilecegini

gostermektedir (39).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), kemik iligi (KI), yag dokusu (AD) ve gobek
kordonu kam (GKK) dahil olmak {iizere farkli kaynaklardan elde edilir. insan
MKH’lerinin, beyinden tiiretilmis norotrofik faktdre (BDNF) yanit olarak -
aminobutirik asit ((GABA)erjik noronlar1) {lireten noronlara farklilagabildigi
arastirllmistir. GABAerjik néronal farklilasma i¢in bu potansiyel, farkli Ki, AD ve
GKK kaynaklarindan tiiretilen MKH’lerde de degerlendirilmistir. Bu amagla Ki-, AD-
ve GKK-MKH’ler poli-D-lizin / laminin {izerinde BDNF ile kaplanmis ve BDNF’siz
kiiltiirlenen kontrol MKH’ler ile karsilastirilmustir. Ayrica, BDNF uygulanan Ki- ve
GKK-MKH gruplari, GAD67’yi kontrol MKH’lerinden daha yiiksek seviyelerde ifade
ederken, GAD67, BDNF ile tedavi edilen AD-MKH grubunda artis gdstermemistir.
Immiinositokimyada, BDNF’ye maruz kalma, Ki-, AD- ve GKK-MKH’lerin kontrol
kiiltiirlerine ~ kiyasla ~ GABA+/GABA"/4’ 6-diamidino-2-fenilindol ~ (DAPI)"
hiicrelerinin  yiizdelerinin artmastyla gosterildigi  gibi, GABAerjik noronal

farklilasmayi tesvik etmistir. Ozellikle, BDNF ile indiiklenen GABAerjik noronal
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farklilasmadan sonra, GABA"/DAPI" hiicreleri (%), diger gruplara kiyasla Ki-
MKH’lerde 6nemli &lgiide artmistir. Sonug olarak, KI-MKH, insan MKH’lerinin

GABAerjik noronal farklilasmasi i¢in en ideal hiicre kaynagi oldugu belirlenmistir

(40).

4.2.2. Kiiltiirde elde edilen noronlar ile in vivo ¢alismalar

K-IMKH’ler, klinik uygulamalarda terapotik etkileri birlikte destekleyebilen kendi
kendini yenileme, ¢ok soylu farklilagsma, go¢, anti-enflamatuar ve immiinomodiilasyon
yetenegine sahiptir. Hem otolog hem de allojenik K-IMKH’ler k&k hiicre tedavisinde
kullanilabilmektedir. Ki-MKH’ler, Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastalig
(PD), Multipl Skleroz (MS) ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)’dan olusan ¢esitli

norodejeneratif hastaliklara yaygin olarak uygulanmistir.

Alzheimer hastalig1 i¢in onaylanmis ilaclar sadece hastaligin ilerlemesini engeller ve
neredeyse tiim vakalarda sakinlestirici etkilere sahiptir (16,157). AD’de kok hiicre
temelli tedavilerin preklinik ¢calismalar1 degisken etkiler sergilemesine ragmen, bunlar
cogunlukla AP yiikiinde azalma ve AP indirgeyici enzimlerde artis ile iligkilidir.
AD’de kok hiicre tedavisinden elde edilen sonuglar tipik olarak MKH’lerin tiirlerine

ve kaynaklarina baglidir.

Mezenkimal kok hiicreler, terapodtik etkilerini dort ana mekanizma araciligiyla
gosterirler:

1) dejenere noronlari restore etmek;

2) salgilanan faktorler yoluyla néroproteksiyon;

3) hastalik gelisiminden sorumlu hiicreler iizerinde immiinmodiilator etkiler
uygulamak; ve

4) endojen hiicrelerin proliferasyonu (158).

Insan Ki-MKH’leri, serumda ve oksidatif streste IL-1, IL-2, TNF-o. ve IFN-y’y1
azaltmistir, bu da anti-inflamasyon potansiyeli ve amiloid B1-42 genlerinin

ekspresyonunun diizenlenmesini gostermistir ve boylece Alzheimer hastaligindaki
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semptomlart iyilestirmistir (159). lyilesme etkileri, anti-inflamasyon ve ndrogenez
ozellikleri indiiklemek i¢in KI-MKH’lerin uygulanmasindan sonra sigan intraserebral
kanamasinda gériilmiistiir (160). Bununla birlikte, KI-MKH’lerin terapétik etkileri
hala arastirilmaktadir ve gelecekteki sonuglar, KI-MKH’leri klinikte yaygin olarak
uygulamak i¢in daha iyi kanitlar saglayabilir.

Parkinson hastaligina yonelik tedavilerin ¢ogu beyindeki dopaminin restorasyonu ile
ilgilidir, ancak bu tedavilerin ¢ok fazla yan etkisi arastirmacilar1 alternatif terapotik
ajanlar aramaya itmistir. Umit verici bir hedef, hastaligin iyilestirilmesi ve tedavisinde

rejeneratif tibbin, 6zellikle kok hiicrelerin kullanilmasidir (134,137).

MKH’lerin farkli kosullar ve maddelerle 6n muamelesi, MKH’lerin terapotik etkilerini
artirabilir. Bu yontem PD tedavisinde de harika sonuclar gdstermistir. Noral
farklilagma siirecinde MKH’lerin hipoksik 6n kosullandirilmasi (%3 Oz tedavisi) HIF-
la, P38 MAPK ve fosforile ERK ekspresyonunda bir artisa neden olmustur. Genetik
profilindeki bu degisiklikler, artan ndrosfer {iretimi, dopaminerjik ndronal
farklilasmanin yani sira ndronal hiicrelerin artan farklilasmasiyla sonuglanmustir.
Hipoksik 6n kosullandirma tarafindan iiretilen ndronlar, uzun siireli hayatta kalma

sergiler ve siradan noronlardan daha terapotik olabilir (22).

Mezenkimal kok hiicreler, a-siniiklein iletiminin engellenmesinde 6nemli bir rol
oynar. MKH’ler bunu, N-metil-D-aspartat reseptorleri ile etkilesim ve o-siniiklein
endositozunun inhibisyonu yoluyla yapar. Arastirmalar, salgilanan ‘“galektin-1"
faktoriiniin, a-siniikleinin iletiminin kontroliinde 6nemli bir rolii oldugunu géstermistir

(38,161).

Parkinson hastaliginda, KI-MKH’ler hasarli néronlar1 yeniden olusturma yetenegine
sahiptir (162,163). Dahasi, KI-MKH’ler dopamin tasiyict baglanma aktivitesini
gelistirebilir, bu da dopaminerjik ndronlarin iyilesmesi ve korunmasiyla sonuglanir
(164). PD hastalarinda Ki-MKH’ler kullanilirken birkag¢ klinik ¢alisma yapilmistir
(NCTO02611167, NCT01446614, NCTO00976430). Tamamlanan c¢aligmalar, PD
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hastalarinda 36 aylik Ki-MKH transplantasyonundan sonra herhangi bir yan etki

olmaksizin iyilesme gostermistir (162).

Parkinson hastaligina yonelik baska bir caligmada ise, ortalama hastalik siireleri 14,7+
7,56 yil arasinda degisen 22-62 yas araligindaki 7 hasta, otolog kemik iliginden
tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerin tek dozlu, tek tarafli transplantasyonunun
prospektif, kontrolsiiz, pilot calismasina katilmistir. Ki-MKH’ler, stereotaksik cerrahi
ile sublateral ventrikiiler bolgeye transplante edilmistir. Hastalar 10 ile 36 ay arasinda
degisen bir siire takip edilmistir. Birlesik Parkinson Hastaligi Derecelendirme
Olgegi’ne (UPDRS) gore, ortalama “kapalr” puan1 65422,06 ve ortalama “agik” puani
50,6%15,85 olarak belirlenmistir. Calismada, yedi hastadan iici, UPDRS’ne gore
“kapalr” / “agik” durumlarinda siirekli bir iyilesme gostermistir. Son takiplerinde,
ortalama “kapali” skor 43,3 olarak belirlenmistir ve baslangica gore %22,9 artmustir.
Son takipte "acik" ortalama puan %38 iyilesme ile 31,7 olarak belirlenmistir. Ayrica,
ylz ifadesi, yiirime ve donma gibi semptomlarda 6znel bir iyilesme bulunmustur;

uygulama iki hastanin ilag dozajiin 6nemli 6l¢iide diigmesini saglamistir (165).

Benzer bir ¢alismada ise, PD tanisindan 5 ila 15 yil sonra 8 Parkinson hastasinin ve 4
Parkinson hastalig1 yaninda bunama gibi ilave semptomlar1 da olan hastanin, iki tarafl
olarak subventrikiiler bolgesine (SVZ) KI-MKH nakli gergeklestirilmistir ve 12 ay
stireyle takip edilmistir. Tedavi sonrast PD hastalari, UPDRS puanlama sisteminde
“acik” donemde %17,92 ve “kapali” donemde %31,21°'lik oranda iyilesme
gostermistir. Takip siiresince hastalarin ila¢ dozlarinda artis olmamustir. Oznel olarak,
hastalar konusmada netlik, semptomlardan titreme, sertlik ve donma ataklarinda
azalma bildirmistir. Sonuglara gore; hastaligin erken evrelerinde (5 yildan az) Ki-
MKH nakledilen hastalar, daha sonraki asamalardan (11-15 yil) daha fazla iyilesme
gostermis ve hastalik ilerlemesi olmamistir. Bununla birlikte, Parkinson hastalig
yaninda ilave semptomlar1 da olan hastalarin, kok hiicre naklinden sonra klinik

durumlarinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir (166).

Multipl Skleroz hastaligina yénelik bir ¢alismada; biiyiitiilmiis ve cogaltilmis Ki-
MKH’lerin intratekal enjeksiyonu giivenlidir ve 3-6 aylik tedavi icin calisilan 10
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hastada ilerlemis MS’deki iyilesme parametrelerini arttirmistir (167). Baska bir
caligma, intravendz yolla verilen KI-MKH’lerin, dolayl olarak bagisiklik sistemlerini
diizenleyerek ve noronlar1 yeniden olusturarak noronal hasari sinirlandirdigini kabul
etmektedir (168). Arastirma grubu, insanlarda Ki-MKH’leri incelemeye yonelik
kilavuz olan MS igin tek bir intravendz Ki-MKH dozunun giivenilirligini ve etkinligini

degerlendirmek i¢in yakin zamanda protokolii yayinlamistir (169).

KI-MKH transplantasyonu, ALS hastalarinda kendi kendini yenileyebilen ve néral
koruyucu ozellikler gostermistir. ALS hastalarinda yapilan faz I / II klinik ¢alismada
Ki-MKH’ler giivenlidir (170-172). KIi-MKH’lerin intravendz ve intratekal
enjeksiyonu, tedavi edilen tiim hastalarda ALS Fonksiyonel “Derecelendirme

Olgegi’nde ve “Zorunlu Hayati Kapasite” yiizdesinde bir azalma gdstermistir (171).

[lag temelli tedavilerden farkl olarak, canli hiicreleri kullanan tedaviler, tek bir hareket
tarzina odaklanmak yerine, zamanla degisen bir ortama dinamik olarak yanit verme
avantajina sahiptir (173). Norolojik yaralanmalart MKH’lerle tedavi etmek i¢in, bu
hiicreler gébek kordonu (iGK-MKH’ler) (174), kemik iligi (KI-MKH’ler) (175),
amniyotik sivi (176) veya yag dokusu (AD-MKH’ler) (23) gibi farkli kaynaklardan
elde edilebilir.

Yaral1 bolgeye implante edildikten sonra, MKH’ler asagidaki terapotik mekanizmalari
uygulayabilir: norotrofik faktorlerin salgilanmasi (177), ndrogenezin indiiksiyonu ve
astroglial aktivasyon (178), akson biiylimesi ve sinaptik baglantilarin gli¢lendirilmesi
(179), anti-apoptotik, immiinomodiilatér (10,180) ve anti-inflamatuar etkiler (181),
oksidatif stresin azaltilmasi (182,183), genis bir biyoaktif molekiil yelpazesi igeren
ekzozomlarin salgilanmasi (184,185) ve ndronal siirecler ve transkripsiyon faktorleri

ile ilgili ¢ok sayida genin ekspresyonu (186).

Genel olarak, nakledilen MKH’ler, sinir hiicrelerinin hayatta kalmalarini siirelerini
iyilestirmek ve farklilagmalarin1 hizlandirmak amaciyla 6nceden in vitro olarak
yeniden programlanmistir (187,188). MKH’lerin noronal koékene dogru in vitro
yeniden programlanmasi dort farkli strateji ile gergeklestirilebilir (Sekil 4.1.2.1):
psikotropik ilaglar, kiigilk molekiiller, zenginlestirilmis ortam ve epigenetik

modifikasyonlar. Buna karsilik, diger arastirma gruplari daha once yeniden
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programlanmamis MKH’leri (189) ve hatta tedavi edilen bolgeye biiylime
faktorlerinin enjeksiyonunu izlemistir (190). Aksine, diger arastirma gruplar1 daha
once yeniden programlanmamis MKH’leri nakletmistir ve hatta bunu, tedavi edilen

bolgeye biiylime faktorlerinin enjeksiyonu izlemistir.
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Sekil 4.2.2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH’ler) in vitro farklilasmasmin sematik siireci. ilaclar,
kiigiik molekiiller, kiiltiir ortaminin zenginlesmesi ve epigenetik degisiklikler (A) gibi farklilasma
faktorleri, MKH iizerinde reaktif astrositoz, sinaptogenez, ndrogenez, miyelinasyon, apoptoz
inhibisyonu ve anjiyogenez artis1 gibi farkli etkiler yapar. Ek olarak, inhibisyon apoptozu ve
enflamasyon da indiiklenir. MKH, MKH’nin oligodendrosit progenitor hiicresinin (OPC) kayip miyelini
onarmak icin birlestirilmesi gereken yerleri isaretledigi remiyelinizasyonu (yani multipl skleroz)
desteklemek i¢in uygulanabilir (B). Ayrica, MKH’ler, fel¢ten sonra hasarli alanlarin ve beynin hasarl
devrelerinin eski haline dondiiriilmesini saglamak i¢in kullanilabilir (C). Son olarak, MKH’lerin

terapdtik uygulamasi, omurilik yaralanmasinin (D) tedavisinde umut verici bir yaklasimi temsil edebilir

(13).
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S. MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢aligmast siiresince iizerinde ¢alisilan kemik iligi 6rnekleri Istanbul Medipol

Universitesi, Kemik 1ligi Nakli Merkezi tarafindan saglanmistir. Deneyler sirasinda

yaklasik 10 hasta verici olarak kullanilmistir. Vericiler, poliklinige gelen ve teshis ya

da tedavi maksatli kemik iligi veren 2-10 yas araligindaki saglikli bireylerdir. Vericiler

sozlii ve yazili olarak c¢alisma hakkinda bilgilendirilmis ve hasta onam formu

imzalatilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan materyallere ait bilgiler Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Tez kapsaminda kullanilan materyallere ait bilgiler

Materyal Marka Katalog Numarasi
Agaroz Sigma A9539
Asetik asit Sigma A6283
Anti-NSE Abcam ab53025
Anti-f aktin Cell Signaling Technology 3700
Anti-BIII Tibiilin Abcam ab18207
Antikor seyreltme soliisyonu 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 ALBOO1.R
Cam tabanli 6 kuyucuklu plaka NEST 801004
CD34 Abcam ab18227
CD45 Abcam ab134202
CD73 Abcam ab157335
CD90 Abcam ab95700
CD105 Abcam ab53321
CellTiter-Glo Liiminesans
Hiicre Canlilig1 Analiz kiti Promega G7573
ChAT Abcam ab18736
ChAT primer Oligomer
Clarity Western ECL Substrat Bio-Rad 1705061
DAPI 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 tabanl
petri Thermo Fisher Scientific FD35-100
GADG67 primer Oligomer
GAPDH primer Sentebio Lab
GeneRuler 1 kb DNA cetveli Thermo Scientific SMO0311
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 1B24001
iBlot 2 %4-12 Bis-Tris jel Thermo Fisher Scientific NW04120BOX
iMKH hiicre hatt1 Riken BioResource Research
(UE7T-13) Center RBRC-RCB2161
Izopropanol Sigma 1070222511
Jel yiikleme boyasi (6X) BioLabs B7024S
Kimtech Science Precision
Wipes Yumusak Mendil Kimberly-Clark Professional 06-677-72
L-Glutamin Gibco 25030-081
MES SDS Yi iriitme 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
Norobazal medyum Gibco 21103-049
Niikleaz 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 INtRON Biotechnology 21141
Ripa tampon Thermo Scientific 89900
RNeasy mini kit (50) Qiagen 74104
RNaz free su Qiagen 129112
SensiFAST SYBR No-Rox kit Bioline BI0O-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
VGLUT]I primer Oligomer
BIII Tiibiilin primer Sentebio Lab
4X Laemmli tampon Bio-Rad 1610747
6 kuyucuklu plaka NEST 703001
10 X bloklama soliisyonu Thermo Fisher Scientific 37520
96 kuyucuklu siyah polistiren
plaka Corning 3603

5.1. Kemik iliginden Insan Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu ve

Immiinfenotiplemesi

Kemik iliginden insan mezenkimal kok hiicresi (iMKH) izolasyonu igin;

15 ml’lik santrifijj tiipiine 9 ml 1X PBS (Ca’, Mg") fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(phosphate buffered saline) koyulup tizerine 1 ml kemik iligi numunesi eklenip
hafifce karistirildi.

10 ml’lik seyreltilmis kemik iligi,baska bir 15 ml’lik santrifiij tiiptindeki 5 ml
Ficoll iizerine tiip duvarindan yavag¢a damla damla birakildi.

Kemik iligi 6rneginden iMKH’lerin izolasyonu i¢in diferansiyel santrifiij
yontemi kullanildi. Tiim tiipler, 4°C sicakliginda 2500 rpm’de 25 dakika
siireyle santrifiijlendi.

Daha sonra numuneler 4 farkli katmana ayrildi; en alttaki kirmizi tabaka
kirmizi kan hiicreleri igerir; bu tabakanin tstiindeki renksiz siv1 Ficoll igerir;
Ficoll’iin tepesinde bulunan beyaz, bulutlu tabaka, kemik iliginde kok hiicreler
de dahil olmak iizere c¢esitli hematopoietik hiicrelerin bir bilesimi olan
mononiikleer hiicreler icerir ve en iistteki sar1 tabaka serum igerir.

Serum kismi atildiktan sonra, pipet bulutlu tabaka iizerinde dondiiriilerek
mononiikleer hiicre tabakasi araylizden ¢ikarildi ve yeni 15 ml’lik bir santrifiij
tiipline aktarildi. Hacim DMEM-LG hiicre besiyeri ile 10 ml’ye tamamlanip,
Ficoll kalintilarint uzaklagtirmak i¢in 4°C sicakliginda 1800 rpm’de 10 dakika

stireyle santrifiij yapildi.
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6. Siipernatant atilip, hiicre peleti 10 ml DMEM-LG ile siispanse edilip tekrar
1800 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij yapildi. Bu kez, slipernatant atildi ve
pelet %20 FBS ve %1 P/S i¢ceren 10 ml DMEM-LG ile siispanse edildi.

7. Hiicre siispansiyonu, 25 cm?'lik bir hiicre kiiltiirii flaskina aktarildi ve 37°C’lik,

%5 CO:z igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.

Izolasyondan sonraki 4.-5. giiniin sonunda, yiizeye yapismayan hiicreler %20 FBS ve
%1 P/S igeren DMEM-LG besiyeri degisimi ile atild1 ve yapisik hiicreler pasaj 0 (P0O)
olarak isimlendirildi. ilk besiyeri degisiminden 2-3 giin sonra tekrar besiyeri degisimi
yapildi. Saglikli donér iMKH’leri izolasyon isleminden sonra cogalmaya birakildiklari
icin koloniler olusturdular. Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda, daha genis bir ortama

aktarmak i¢in pasajlama prosediirii uygulandi.

1. Besiyeri flasktan atildi ve dnceden 1sitilmis %0.25 Tripsin/EDTA soliisyonu
ile hiicreler 3 dakika 37°C de inkiibe edildi.

2. 3 dakika sonunda hiicrelerin flask yilizeyinden kalkmaya bagladiklar:
gortldiigiinde, tripsinin iki kat1 miktarda 6nceden 1sitilmig %10 FBS ve %1 P/S
iceren besiyeri ile pipetaj yapilarak tripsin notralizasyonu saglandi.

3. Hiicre siispansiyonu 15 ml’lik bir santrifiij tiipiine aktarild1 ve 4°C sicakliginda
1500 rpm’de 5 dakika stireyle santrifiijlendi.

4. Siipernatant atilip, hiicre peleti %10 FBS ve %1 P/S igeren 20 ml DMEM-LG
ile siispanse edilip, 75 cm?®’lik bir hiicre kiiltiirii kabma aktarild1 ve 37°C’lik,

%35 CO:z igeren inkiibatérde inkiibe edildi.

iMKH’lerin alt kiiltiirii 6-7 giinde bir hiicrelerin ¢ogalma ortami genisletilerek
gerceklestirildi. Hiicrelerin alt kiiltiir siireci en fazla 6. pasaja kadar devam ettirildi.

Her donérden elde edilen iMKH’ler ayni sirayla islendi ve tiim deneylerde kullanildi.

Kiiltlirde yetistirilen izole edilmis hiicrelerin iMKH fenotipini dogrulamak i¢in, pasaj
3’ten sonra hiicreler akim sitometri analizine tabi tutuldu. Akim sitometrisi (FCM)
FACS (Floresan Aktive Hiicre Ayirma) (Bioprotect IV Giivenlik Kabini ile BD Influx
Hiicre Siiflandiricis1) sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Veriler FlowJo (V10)

yazilimi ile analiz edildi.
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Izole edilmis iMKH’lerinin immiinfenotiplemesi, asagidaki insan antijenlerine kars

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

1. Kiiltiir ortaminda 1 adet 75 cm?®’lik hiicre kiiltiirii kabinda bulunan pasaj 3’teki
iMKH’lere pasajlama prosediirii uygulandiktan sonra, hiicre peleti kullanilacak
antikor sayisina gore; CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CDI105 ve
boyanmamis olmak tizere 9 ml %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-LG ile
siispanse edildi.

2. Ardindan her bir propilen akim sitometrisi tiipiine 1 ml olacak sekilde dagitildi.
Tiipler 4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiijlendi.

3. Siipernatant atilip, her tiipteki hiicre peleti 100 pl 1X PBS (Ca', Mg") ile
siispanse edildi.

4. Karanlik ortamda, boyanmamis hari¢ diger tliplere 5 pl antikor eklendi.
Antikorlar eklendikten sonra tiipler folyolanip 4°C sicaklikta 1 saat boyunca
inkiibe edildi.

5. 1 saat sonunda her tiipe 1 ml 1X PBS (Ca’, Mg") eklendi ve pipetaj yapildi.

6. Tipler 4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiijlendi.

7. Siipernatant atilip, her tiipteki hiicre peletine 500 pl 1X PBS (Ca’, Mg") eklendi
ve pelet siispanse edildi.

8. Hiicre analizi yapilmadan 6nce her tiipe 5 pl DNAz eklendi.

9. Tipler buz icerisinde analize gdtiiriildii.

Tez caligmasi siiresince kullanilan iMKH hiicre hatlar1 (UE7T-13 hiicreleri, no.
RBRC-RCB2161; RIKEN, Japonya) da fenotipik dogrulama i¢in ayr1 prosediire tabi
tutuldu ve iMKH fenotipi gosterdikleri dogrulandi. iMKH hiicre hatlarinin
imminfenotiplemesi, asagidaki insan antijenlerine kars1 antikorlar ile gerceklestirildi:

CD34, CD44, CD45, CD73, CD90 ve CD105.
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5.2. insan Mezenkimal K6k Hiicrelerin Noronlara Farkhlastirilmasi

Noronal farklilasma deneyleri i¢cin iMKH hiicre hatlar1 ve 5 farkli saglikli donérden
izole edilen iMKH’leri kullanild1. izolasyon sonrasinda pasaj 3’e gelen iMKH’ler ve
iMKH hiicre hatlar1 ndronal indiiksiyondan 6nce cam tabanli kiiltiir petrilerine ekildi.
Hiicre yogunlugu 1-1.5x10% ¢ optimize edildi. Hiicrelerin kiiltiirii %10 FBS ve %1 P/S
iceren DMEM-LG ile yapild1 ve 24 saat boyunca 37°C’lik, %5 CO:z2 i¢eren inkiibatérde
inkiibe edildiler.

Noéronal indiiksiyon (NI) besiyeri;

e 20ng/ml hEGF,

e 40 ng/ml bFGF,

e 10ng/ml FGF-8,

e 40 ng/ml NGF,

e 10 ng/ml BDNF,

e 0.125 mM dbcAMP,
e (0.5 mM IBMX,

e 2 mM L-Glutamin,
e 1XB27

%1 P/S

iceren serumsuz nérobazal medyum ile hazirlandi. 24 saatin sonunda NI besiyeri ile
degisim yapildi. Daha sonra hiicrelerin besiyeri, farklilagsma igslemi boyunca her 48
saatte bir NI besiyeri ile degistirildi. Buna uygun olarak iMKH’lerden farklilastirilan
noronlar, farkli zaman araliklarinda (GO, G2, G6, G12, G18 ve G21) qRT-PCR, RT-
PCR, immiinfloresan boyama, akim sitometrisi, WB, hiicre canlilig1 ve kalsiyum

boyama deneyleri i¢in kullanildi.
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Sekil 5.2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin biiylime faktorleri ile ndronlara farklilastiriimasi

5.3. Noronlara Indiiklenen Insan Mezenkimal Kok Hiicrelerde Hiicre

Canhhigimin Analiz Edilmesi

Noronlara indiiklenen iMKH’ler {izerinde hiicre canlilifinin analizi i¢in CellTiter-Glo

liminesans hiicre canlilik analiz kiti kullanild.

1. 3 farkli donoére ait iMKH’ler 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicre yogunlugu
6x10*¢ optimize edildi.

2. GO, G2, G6, G12, G18 ve G21 igin 6 ayr1 plakaya, her dondr hiicresinden 3’er
kuyucuk olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler, kuyucukta 100 pl besiyeri
icerigi olacak sekilde %10 FBS ve %1 P/S igeren DMEM-LG ile kuyucuklara
ekildi ve 24 saat boyunca 37°C’lik, %5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe
edildiler.

3. 24 saat inkiibasyonun ardindan, NI besiyeri ile degisim yapildi. iMKH’ler
belirlenen siireler (GO, G2, G6, G12, G18 ve G21) boyunca; Ni besiyeri ile
muamele edildi. Her 48 saatte bir besiyeri degisimi yapilarak, belirlenen zaman

araliklar1 sonunda deney sonlandirildi.
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4. CellTiter-Glo substrati ve CellTiter-Glo tamponu birbiri ile karistirilip
CellTiter-Glo reaktifi hazirland1.

5. Analiz i¢in karanlik ortamda her kuyucuga 4 pl CellTiter-Glo reaktifi eklendi
ve plaka folyolandi.

6. Plaka 5 dakika boyunca 25 rpm’ da ¢alkalayicida bekletildi.

7. Ardindan SpectraMax i3 cihazinda liiminesans okutma yapildi.

5.4. Insan Mezenkimal Kok Hiicrelerden Elde Edilen Néronlarin Fenotipik

Dogrulamasi

Noronlarin fenotipik dogrulamasi i¢in, ndronal proteinlere ait mRNA diizeyleri tersine

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

RT-PCR deneyi i¢in; iMKH hiicre hatlar1 ve donér kaynakli iMKH’ler cam tabanli 6
kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1-1.5x10° hiicre olacak sekilde %10 FBS ve %1
P/S igceren DMEM-LG ile ekildi ve ertesine giine kadar 37°C’lik, %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi giin; GO hiicrelerinden RNA izolasyonu yapildi. G2,
G6 ve G12 hiicrelerinin besiyeri ise, NI besiyeri ile degistirildi. Farklilasma islemi
boyunca her 48 saatte bir degisim yapildi. Buna uygun olarak iMKH’lerden
farklilastirilan noronlardan, farkli zaman araliklarinda (G2, G6 ve G12) RNA

izolasyonu yapildi.

RNA izolasyonu igin;

1. 1lk olarak 1:1 oraninda RNAse free dH20 ile %70’lik etanol hazirlandu.

2. Qiagen RNeasy mini kite ait RLT buffer ilk kez a¢ildiginda, i¢ine 10 pl
BME eklendi.

Bir strafor kutusuna egimli olacak sekilde buz dolduruldu.

4°C sicakligindaki 1X PBS (Ca*, Mg") buza koyuldu.

1.5 mI’lik tlipler isimlendirildi ve buza alindi.

S v kW

Hiicrelerin bulundugu plaka buz iizerine alindi.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

Kuyucuklardaki besiyeri dikkatlice ¢ekilip atildi.

2 kere 1 ml 1X PBS ile hafifce yikama yapildi.

PBS dikkatlice ¢ekilip atild.

Her kuyucuga 300 pl RLT lizis tamponu eklendi.

Kaziyicr ile weller kazindi.

Toplanan stvi, steril 1.5 mI’lik tiipe aktarilir.

S1v1 berrak hale gelene kadar karistiricida karistirildi.

Tiim s1v1 2 mI’lik QIAshredder mor toplama tiipiline aktarildi.

12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifiij yapildi.

Santriflij sonunda mor tiiplin altinda kalan tim sivi alindi ve steril 1.5

ml’lik bir tiipe aktarildi.

Stvinin iistiine 300 pl %70’lik etanol eklendi ve karistirici karistirildi.
Tiim s1v1 2 mI’lik RNase pembe toplama tiipiine aktarildu.

12000 G’de 4°C’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Tiipiin altinda toplanan siv1 atildi.

Filtreye 350 ul RW1 tamponu koyuldu.

12000 G’de 4°C’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Tiipiin altindaki siv1 atild1.

Steril bir tiipe 90 nul DNaz reaksiyon tamponu (1X) ve 10 pl DNaz koyuldu.

Bu 100 pl’lik karigim filtreye koyuldu.

Tiip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

15 dakika sonunda pembe tiipiin altindan toplanan siv1 dokiildi.
Filtreye 350 ul RW1 tamponu koyuldu.
12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Tiipiin altinda toplanan siv1 atildi.

500 pl RPE tamponu koyuldu.

12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifiij yapildu.
Tiipiin altinda toplanan siv1 atildi.

Filtreye 350 ul RW1 tamponu koyuldu.
12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Tiipiin altinda toplanan siv1 atildi.

500 ul RPE tamponu koyuldu.
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38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.

12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Tiipiin altinda toplanan siv1 atildi.

12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifiij yapildi.

Tiipiin altindaki s1v1 atildi.

12000 G’de 4°C’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Filtre yeni bir toplama tiipiline takildu.

30 pl RNase free dH2O filtrenin merkezine damlatildu.
1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

12000 G’de 4°C’de 2 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonunda tiipiin dibinde toplanan s1vi artik RNA i¢ermektedir.

Konsantrasyon 6l¢limii i¢in bir miktar RNA ayrildi.

Ana stok -80°C’ye kaldirild1.

Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in;

1. NanoDrop One spektrofotometre cihazindan RNA (ng/ul) sekmesi segildi.

Y T

Cihazin alt 6l¢tim kaidesi dH20 ve yumusak mendil ile temizlendi.
I1k olarak bos (blank) olarak 1 ul RNase free dH20 tanitildi.

Alt 6l¢tim kaidesi yumusak mendil ile temizlendi.

Ol¢ciim yapildi.

RNA ¢ok yavasca pipetlendikten sonra 1 ul alinip alt 6l¢iim kaidesine koyuldu,

6. Ard arda 3 kere ayni 6rnekle 6l¢lim yapildi. Her 6l¢tim arasinda kaide yumusak

mendil ile temizlendi.

7. 3 oOlgiim degeri topland1 ve ortalamalar1 alinarak RNA konsantrasyon degeri

belirlendi.

cDNA izolasyonu igin;

1. 1000 ng konsantrasyondaki RNA’dan 1 pl alacak sekilde, konsantrasyonlari

Olciilen RNA’lardan kullanilacak miktarlar belirlendi.

2. Bir strafor kutusuna buz dolduruldu.
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3. Bir tiipte RNA 6rnegi, RNA igermeyen kit karisimi ve DEPC uygulanmis su

iceren cDNA reaksiyon 6rnegi hazirlandi.

2 ul 10X RT Tampon
0.8 ul 25X dNTP karigimi
2 ul 10X RT Random Primerler

1 ul Tersine Transkriptaz

YV V. V V V

4.2 ul DEPC uygulanmis su

10 pl karigim

+

X ul RNA

+

Y pl DEPC uygulanmis su

20 pl cDNA reaksiyonu

Hacim: 20 pl

25°C

37°C 85°C 4°C

10:00 2:00:00 5:00

Sekil 5.4.1. cDNA reaksiyonu
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PCR reaksiyonu i¢in;

1.

Bir strafor kutusuna buz dolduruldu.

2. Toz haldeki primerler, lriine ait bilgilerde belirtilen miktarda niikleaz

icermeyen dH20 ile ¢ozdiriildi ve 100 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlandi. Ardindan niikleaz icermeyen dH20 ile 1:10 diliisyon yapilarak

10 mM konsantrasyonda PCR kosullarina uygun primerler hazirlandu.

iMKH hiicre hatlar1 i¢cin BIII Tiibiilin, NSE ve GAPDH, dondér kaynakli
iMKH’ler i¢in BIII Tiibiilin, NSE, NF, Nestin ve GAPDH primerleri kullanildu.

BIII Tiibiilin 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'

1000 ng konsantrasyondaki RNA’dan elde edilmis olan cDNA’dan 1 pl alind1.
Bir tlipte cDNA 6rnegi, cDNA icermeyen kit karisimi ve DEPC uygulanmis su

iceren PCR 6rnegi hazirlandi:

> 1 ul cDNA

» 5 ul 5X Q5 Reaksiyonu tamponu
» 5 ul5X Q5 Yiiksek GC giiglendirici
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> 0.25 ul Q5 Polimeraz

» 0.5 ul 10mM dNTP karisimi

> 1.25ul 10uM F
» 1.25ul 10uM IR

» 10.75 ul DEPC uygulanmis su

25 ul PCR reaksiyonu

Hacim: 25 pl

Primer Eslesmesi Primer Uzamasi

Denatiirasyon

Sekil 5.4.2. BIII Tiibiilin PCR reaksiyonu

Hacim: 25 pl

Primer Eslesmesi Primer Uzamasi

Denatiirasyon

Sekil 5.4.3. NSE PCR reaksiyonu

38



Hacim: 25 pl

Primer Eslesmesi Primer Uzamast

Denatiirasyon

Sekil 5.4.4. GAPDH PCR reaksiyonu

Hacim: 25 pl

Primer Eslesmesi Primer Uzamast

Denatiirasyon

Sekil 5.4.5. NF PCR reaksiyonu
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Hacim: 25 pl

Denatiirasyon Primer Eglesmesi Primer Uzamasi
95°C | 95°C | 52°C i 72°C i G i 72°C | 4°C
| | | i :
| I I T |
5:00 © 00:30 1 00:30  00:45 130X 10:00 | w

Sekil 5.4.6. Nestin PCR reaksiyonu

Reaksiyonlar tamamlandiktan sonra agaroz jelde yiiriitme kismina gecildi.

Oncelikle soliisyonlar hazirlandi.

500 ml i¢in EDTA soliisyonu ig¢in;

93.05 g of EDTA disodyum tuzu tartildi (MA=372.24 g/mol).
400 ml dH20 i¢inde ¢ozdiiriildii.

NaOH peletleri ile pH 8 olarak ayarlandi.

dH20 ile hacim 500 ml’ye tamamlandi.

YV V VY V V

Soliisyon otoklavlandi.

1 litre 50X TAE i¢in;

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

700 ml dH20 iginde ¢ozdiriildii.

57.1 ml saf asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) yavasca eklendi.
Soliisyon hacmi dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

pH 8.5 olarak ayarlandu.

Y V. V V V V

Oda sicakliginda muhafaza edildi.

40



1 litre 1X TAE i¢in;

> 20 ml 50X TAE o6l¢iildi.

> 980 ml dH20 eklenerek hacim 1 litreye tamamlandi.

%1°lik agaroz jel hazirlandu:

Ornek sayisina bagl olarak kiiciik veya biiyiik jel hazirlands;

Kiictk jel i¢in 0.5 g agaroz tartildi ve 50 ml 1X TAE i¢ine aktarildi.

Biiyiik jel i¢in 1 g agaroz tartildi ve 100 ml 1X TAE igine aktarildi.
Mikrodalga firinda 3-4 dakika siire ile kaynatilarak agarozun erimesi saglandi.
Jel biraz soguduktan sonra igerisine;

Kiiciik jel i¢in 2.5 pl Red-Safe eklendi, hafif¢e sallanarak karigsmasi saglandi.
Biiytik jel i¢in 5 pul Red-Safe eklendi, hafif¢e sallanarak karismasi saglandi.
Jel yavasca jel tepsisine dokiildii, ardindan tarak jele oturtuldu.

Jel oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Jele yiiklenecek ornekler hazirlandi:

25 ul PCR 6rnegi igerisine 5 pl yiikleme boyast eklendi.

Jele ilk olarak 6-7 pl marker yiiklendi.

Ardindan sirasiyla 30 pl 6rnekler yiiklendi.

100 voltta 6rnek biiyiikliigline bagl olarak 45-60 dakika arasi yiiriitme yapildi.
cDNA ifadeleri kemiliiminesan goriintiileme sistemi ile saptandi. Bu asamada

ChemiDoc MP Goériintiileme Sistemi (Bio-Rad) kullanildi.

Noronlarin fenotipik dogrulamasi icin, néronlara ait protein ifadeleri western blot ile

gosterildi.

Western blot deneyi i¢in; iMKH hiicre hatlari cam tabanli 6 kuyucuklu plakalara, her
kuyucukta 1-1.5x10° hiicre olacak sekilde %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-LG ile
ekildi ve ertesine giine kadar 37°C’lik, %5 CO:z iceren inkiibatorde inkiibe edildi.

41



Ertesi giin; GO hiicreleri protein lizati elde etmek i¢in Ripa/PIC ile toplandi. G2, G6

ve G12 hiicrelerinin besiyeri ise, NI besiyeri ile degistirildi. Farklilasma islemi

boyunca her 48 saatte bir degisim yapildi. Buna uygun olarak iMKH’lerden

farklilastirilan néronlar, farkli zaman araliklarinda (G2, G6 ve G12) protein lizati elde

etmek i¢in Ripa/PIC ile toplandi.

Protein izolasyonu i¢in;

A

11

14.

15.
16.

17.
18.

. Bir strafor kutusuna egimli olacak sekilde buz dolduruldu.

4°C sicakligindaki 10 ml Ripa tamponu i¢ine 1 adet PIC tableti eklendi ve
vorteks yardimiyla ¢6zdiiriildii, buza koyuldu.

4°C sicakligindaki 1X PBS (Ca', Mg") buza koyuldu.

1.5 mI’lik tiipler isimlendirildi ve buza alindu.

Bir tiipe sirasiyla 1:9 oraninda BME:4X Laemmli tampon karisimi
hazirlandi.

Hiicrelerin bulundugu plaka buz iizerine alindi.

Kuyucuklardaki besiyeri dikkatlice ¢ekilip atildi.

1 ml 1X PBS ile hafifce yikama yapildu.

PBS dikkatlice ¢ekilip atildu.

. Her kuyucuga 30-40 pul miktarinda Ripa/PIC eklendi ve hiicre kaziyicisi ile

kuyucuklar kazinip elde edilen lizat tiipe aktarildu.

. Elde edilen lizat 25 rpm ¢alkalayicida 20 dakika 4°C’de inkiibe edildi.
12.
13.

Ardindan tiip 4°C sicakliginda 10000 G’de 5 dakika stireyle santrifiijlendi.
Santrifiij sonunda siipernatant kismi1 dikkatlice alinip yeni bir tiipe aktarildi
ve buza alindi, pelet kismi atildi.

Protein lizatinin bir kismi konsantrasyon 6l¢iimii i¢in ayri bir tlipe alindi ve
-80°C’ye koyuldu.

Protein lizatinin kalan kismi ise SDS muamelesi i¢in hazirlandi.

Bir tiipe 1:3 oraninda sirasiyla BME-4X Laemmli tampon karisimi:protein
lizat1 koyuldu ve yavasca pipetaj yapilarak karistirildi, buza alindi.

Kuru 1s1 blogu 100°C”’ ye ayarlandi ve tiip 5 dakika siireyle 1sitildi.

5 dakika sonunda tiip hizlica buza alind1 ve -20°C’ye koyuldu.
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19.-80°C’ye kaldirilan protein lizatt buza alindi, eridikten sonra

konsantrasyon Ol¢tiimii yapildi.

Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in;

1. NanoDrop One spektrofotometre cihazindan Protein (A280) ve 1 Abs (1
mg/ml) sekmeleri se¢ildi.

Cihazin alt 6l¢tim kaidesi dH20 ve yumusak mendil ile temizlendi.

[1k olarak bos (blank) olarak 1 ul Ripa/PIC tanitildi.

Alt 6l¢tim kaidesi yumusak mendil ile temizlendi.

A I S

Protein lizat1 iyice pipetlendikten sonra 1 pl lizat alt 6l¢iim kaidesine koyuldu,

Ol¢ciim yapildi.

6. Ard arda 3 kere ayn1 6rnekle 6l¢lim yapildi. Her 6l¢tim arasinda kaide yumusak
mendil ile temizlendi.

7. 3 dl¢tim degeri toplandi ve ortalamalar1 alinarak protein konsantrasyon degeri

belirlendi.
Western blot igin;
1. Oncelikle 500 ml 10X TBST hazirlandi:
» 44 g NaCl ve 12 g Trizma baz tartild1.
» 450 ml dH20 i¢inde ¢ozdiiriildii.
» pH 7.6 olarak sabitlendi.
» Hacim dH20 ile 500 ml’ye tamamlandi.
2. Ardindan 1 litre 1X TBST hazirlandi:
» 100 ml 10X TBST ve 900 ml dH20 karistirildi.

» 500 pul Tween 20 eklendi.
» pH kontrol edilerek 7.6 olmasi saglandi.
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10.

11

13.

14.

15.

16.

20X MES tamponu dH20 ile 1X’e diliie edildi.

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

MES tamponu tanka dolduruldu.

SDS muamelesi yapilmis olan -20°C’deki protein lizatlar1 ve 4°C’deki belirteg
cikartilip buza alindu.

%4-12 Bis-Tris protein jellere belirte¢ ve hacimleri esitlenen farkh
konsantrasyonlardaki protein drnekleri (G0,G2,G6,G12) yiiklendi.
Tampon igerisine 1 ml NuPAGE antioksidan eklendi.

iBlot-2 sistemi mini jel tank ile 160 voltta yiiriitme islemi
gerceklestirildi.

Yiirtitme islemi sonunda jel kaseti dikkatlice acild1 ve jel dH20 ig¢ine alindi.

Fazlalik kisimlar bistiiri yardimi ile kesildi.

. Transfer islemi i¢in iBlot-2 sistemi jel transfer cihazi kullanildi.

12.

Cihaza oncelikle alttan iiste dogru sirasiyla; bakir anot, anot alt
kisim, PVDF membran sandvi¢ sistemi yerlestirildi. Membran
iizerine daha dnce dH20 icine alinan jel dikkatlice yerlestirildi. Jelin
istiine dH20 ile 1slatilmis filtre kagidi yerlestirildi. Silindir ile
iistiinden gecerek hava kabarciklari yok edildi.Ustiine katot iist
kisim yerlestirildi ve tekrar silindir ile tistiinden gecildi. En {iste
emici destek yerlestirildi ve cihazin kapagi1 kapatildi.

Transfer igslemi, 20V ve 1.3A kosullarinda 7 dakika siire ile kuru
blotlama yapilarak gergeklestirildi.

Transfer sonrast PVDF membran %100 metanol ile aktiflestirilip,
ardindan dH20 i¢ine alinda.

Anti-BIII Tibiilin ve Anti-NSE birincil antikorlarina bagli olarak,
bloklama soliisyonu i¢in %5’lik BSA hazirlandi:

» 0.5 g BSA hassas tartida tartildi. Ardindan 10 ml 1X TBST
icine koyulup tamamen ¢6zlinene kadar karistiricida
karistirildi.

1.5-2 saat siire ile calkalayict iizerinde oda sicakliginda bloklama

islemi yapildi.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.
28.

Bloklama sonrasinda birincil antikorlar, diliisyon oranina gore
bloklama soliisyonunun i¢ine eklendi.

» Anti-BIII Tubulin antikoru 1:1000 ve Anti-NSE antikoru 1:750

oraninda eklendi.

Membranlar birincil antikor soliisyonu ile gece boyunca 4°C’de
calkalayici tizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde birincil antikor soliisyonu uzaklastirilip
-20°C’ye alindi. Ardindan 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika
calkalayici izerinde yikama yapildi.
Sonrasinda ikincil antikor olarak %5 BSA ile anti-rabbit IgG, HRP-bagh
antikoru 1:2000 oraninda hazirlandi.
Membranlar ikincil antikor soliisyonu ile 1.5-2 saat siire ile oda
sicakliginda ¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi.
Ikincil antikor soliisyonu uzaklastirilip 1X TBST ile 3 kere 5 er dakika
calkalayici tizerinde yikama yapildi.
Sonrasinda membranlara 1:1 oraninda Clarity Western ECL Substrat kiti
uygulandi. Membran karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edildi.
Protein bantlar1 kemiliiminesan goriintiileme sistemi ile saptandi. Bu agamada
ChemiDoc MP Goériintiileme Sistemi (Bio-Rad) kullanildi.

B-aktin bantlarin1 goriintiilemek i¢in dncelikle stripping tamponu hazirlandi:

» 500 ml i¢in; 0.2 M oraninda Glisin tartild1 ve siseye aktarildi. 450 ml
dH20 eklenerek, sisenin i¢ine balik atildi ve manyetik karistiricida
cOziinene kadar karistirildi. HCl ve NaOH ile pH 2.7 olarak sabitlendi.

» Hacim dH20 ile 500 mlI’ye tamamlandi. %0.1 oraninda Tween 20
eklendi. pH tekrar kontrol edilerek 2.7 olmasi saglandi. Tampon 4°C’ye
kaldirildi. Kullanilacagr zaman su banyosunda isitilarak 55-60°C’ye
getirildi.

Membranlar 5 dakika siireyle stripping tamponu ile muamele edildiler.
Ardindan 1X TBST ile 1 kere 5 dakika siireyle yikama yapild.
Anti-f aktin birincil antikoruna bagli olarak, bloklama soliisyonu i¢in

%)5°1ik BSA hazirlandi.
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29.1.5-2 saat siire ile ¢alkalayici lizerinde oda sicakliginda bloklama

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

islemi yapildi.
Bloklama sonrasinda birincil antikorlar, diliisyon oranina gore
bloklama soliisyonunun i¢ine eklendi.

» Anti-f aktin antikoru 1:1000 oraninda eklendi.
Membranlar birincil antikor soliisyonu ile gece boyunca 4°C’de
calkalayici iizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde birincil antikor soliisyonu uzaklastirilip
-20°C’ye alindi. Ardindan 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika
calkalayict tizerinde yikama yapildi.
Sonrasinda ikincil antikor olarak %5 BSA ile goat anti-mouse IgG, HRP-bagh
antikoru 1:2000 oraninda hazirlandi.
Membranlar ikincil antikor soliisyonu ile 1.5-2 saat siire ile oda
sicakliginda ¢alkalayici iizerinde inkiibe edildi.
Ikincil antikor soliisyonu uzaklastirilip 1X TBST ile 3 kere 5’er dakika
calkalayici iizerinde yikama yapildi.
Sonrasinda membranlara 1:1 oraninda Clarity Western ECL Substrat kiti
uygulandi. Membran karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edildi.
Protein ifadeleri kemiliiminesan goriintiileme sistemi ile saptandi. Bu agamada
ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad) kullanildi.
Protein ifadelerinin grafiksel analizinde Image J ve GraphPad Prism

programlar1 kullanildi.

5.5. Fonksiyona Ozgii Noronlarin incelenmesi

5.5.1. Kantitatif Ger¢cek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

iMKH hiicre hatt1 ve saglikli donoér iMKH’lerinden RNA izole edildikten sonra, 1000
ng konsantrasyona sahip RNA’dan cDNA elde edildi

Kontrol, Giin 2, Giin 6 ve Glin 12 6rnekleri kullanilarak, qRT-PCR analizi her 6rnek

icin li¢ biyolojik kopya halinde gergeklestirildi.
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Analiz sirasinda kullanilan blank ve 6rnek reaksiyon igerikleri asagidaki gibidir:

Blank reaksiyonu Ornek reaksiyonu
5 ul SYBR No-Rox 5 ul SYBR No-Rox
3 ul Niikleaz free su 2 ul Niikleaz free su
1 pl Forward primer 1 pl Forward primer
1 pl Reverse primer 1 pl Reverse primer
cDNA icermez 1 ul cDNA

CFX Connect-Real Time System (BIO RAD) kullanilarak gergeklestirilen qRT-PCR

reaksiyonlar i¢in. parametreler su sekildedir:

e 95 °(C’de 2 dakika polimeraz aktivasyonu,
e 95 C’de 5 saniye denatiirasyon,
e 55 (C’de 10 saniye primer eslesmesi

e 72 C’de 15 saniye primer uzamasi
Deneylerde kullanilan primerlerin listesi agagidaki 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’
» GADG67
F: 5'-TGTCCAGGAAGCACCGCCATAA-3’
R: 5'-TCCTTGACGAGAATGGCAGAGC-3’
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» VGLUTI1
F: 5'-GCAAGTACATCGAGGACGCCAT-3’
R: 5'-GCCACGATGATGGCATAGACTG-3'

5.5.2. Akim sitometrisi

Ticari iMKH hiicre hatlar1 8 tane cam tabanli 6 kuyucuklu plakalara ekildi. 6 tanesine
NI besiyeri ile 6 giin boyunca ndronlastirma siireci uygulandi. Diger 2 tanesi ise
kontrol grubu iMKH’leri sadece biiyiime besiyeri ile muamele edildi. iMKH-
Noron’lar ve iMKH’ler ile 6 giiniin ardindan ndronal alt tiplendirme igin akim

sitometrisi deneyi yapildi.

1. Oncelikle boyama tamponu hazirlandu:

» 1 ml %0.9’luk sodyum azit ve 3 gr BSA karistirilip, 100 ml 1X PBS
(Ca",Mg") igine eklendi ve karismasi saglandi.

2. Kuyucuklardan besiyeri ¢ekildi ve dnceden 1sitilmisg 1X Tryple ile hiicreler 3
dakika 37°C de inkiibe edildi.

3. 3 dakika sonunda boyama tamponu ile ndtralizasyon saglandi.

4. Indiiklenmis hiicre siispansiyonu 15 ml'lik bir santrifiij tiipiine, kontrol hiicre
slispansiyonu ise baska bir 15 ml'lik santrifiij tiipline aktarildi ve 4°C
sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

5. Siipernatant atildi. Indiiklenmis hiicrelerin peleti 5 ml ve kontrol hiicrelerinin
peleti 5 ml 1X PBS ile siispanse edildi, her tiipte 1 ml olacak sekilde 5’er ayr1
polipropilen tiipe aktarildu.

1. TH iMKH-NG6ron boyanmig 1. TH iMKH boyanmis

2. TH iMKH-No6ron boyanmamig 2. TH iMKH boyanmamis

3. ChAT iMKH-No6ron boyanmis 3. ChAT iMKH boyanmis

4. ChAT iMKH-No6ron boyanmamis | 4. ChAT iMKH boyanmamis
5. Ikincil iMKH-N6ron boyanmis | 5. Ikincil iMKH boyanmis

6. Her tiipe 100 pul boyama tamponu eklendi, pelet yavasca siispanse edildi.
7. Tipler 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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10.
11.

12.

13

18.
19.

20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

20 dakika sonunda her tiipe 1 ml boyama tamponu eklendi.

Tiipler 4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonunda tiipler ters ¢evrilip siipernatant siizdiirtildii.

Ardindan tiipler vorteks iizerindeyken her tiipe 100 pl soguk perm tamponu
damla damla eklendi.

Tiipler 30 dakika buzda inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonrast her tiipe 1 ml boyama soliisyonu eklendi.
14.
15.
16.
17.

4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildu.

Santrifiij sonunda tiipler ters ¢evrilip slipernatant stizdiiriildii.

Her tiipe 100 pl boyama tamponu eklendi ve pelet yavasga siispanse edildi.
Birincil antikor koyulacak tiiplere TH: 1:50 ve ChAT: 1:75 oraninda 100 pl
birincil antikor dillisyonu eklenirken, boyanmayacak ve ikincil antikor
koyulacak tiiplere ise 100 pl boyama tamponu eklendi.

Tiipler folyolandi ve 45 dakika 4°C’de ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi her tiipe 1 ml soguk 1X PBS eklendi ve pelet yavasca
siispanse edildi.

Ardindan tiiplere 1:200 oraninda goat anti rabbit Alexa Fluor 555 ikincil
antikor eklendi. Boyanmayacak tiiplere ise 1X PBS eklendi.

Tiipler folyolandi ve 45 dakika 4°C’de ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi her tiipe 1 ml soguk 1X PBS eklendi.

4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildu.

Santrifiij sonunda tiipler ters ¢evrilip slipernatant stizdiiriildii.

Her tiipe 500 pl soguk 1X PBS eklendi, pelet yavasca siispanse edildi.

4°C sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonunda tiipler ters gevrilip stipernatant siizdiiriildii.

Her tiipe 500 pl soguk 1X PBS eklendi, pelet yavasga siispanse edildi.

Tiiplere 5 ul DNaz eklendi ve buz igerisinde analizi gotiiriildii.

5.5.3. immiinfloresan boyama

Ticari iMKH hiicre hatlar1 6 tane 35 mm’lik cam tabanli petrilere ekildi. 3 tanesine NI

besiyeri ile 6 giin boyunca noéronlastirma siireci uygulandi. Diger 3 tanesi ise kontrol
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grubu iMKH’leri sadece biiylime besiyeri ile muamele edildi. iMKH-Noron’lar ve

iMKH’ler ile 6 giinlin ardindan immiinsitokimya deneyi yapildi.

1. Tim hiicrelerin besiyeri ¢gekildikten sonra, hiicreler 500 ul 1X PBS (Ca",Mg")
ile 1 kez yikandu.

2. Ardindan igleminden sonra 400 ul %4’lik PFA ile 15 dakika siire ile oda
sicakliginda inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon asamasmin bitimini takiben PFA ortamdan uzaklastirilarak,
hiicreler 500 pl 1X PBS ile 2 kez yikandu.

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

5. Petrilere 400 ul 1X bloklama soliisyonu eklendi.

6. Hiicreler 45 dakika boyunca oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile inkiibe

edildi.

7. 45 dakika sonra bloklama soliisyonu uzaklastirilip, hiicreler 500 ul 1X PBS ile
2 kez yikandi.
8. 1.5 mI’lik tliplere birincil antikor ve antikor seyreltme soliisyonu karistirilarak

birincil antikor diliisyonlar1 hazirlandi:

9.
TH: 1:100 ChAT: 1:100
Goat Anti-Rabbit Goat Anti-Rabbit
Alexa Fluor 555 Alexa Fluor 555
1:500 1:500
Indiiklenmis (G6) Kontrol
Birincil Birincil Ikincil Birincil Birincil Ikincil
TH ChAT TH ChAT
+ + + +
Rabbit Rabbit Rabbit Rabbit Rabbit Rabbit
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Birincil antikor eklenecek petrilere 100 pl birincil antikor eklendi, ikincil
antikor eklenecek petrilere ise bu asamada antikor seyreltme soliisyonu
eklendi.

Petriler 4°C’de gece boyunca inkiibe edildiler.

%0.2’lik Tween 20°1i PBS hazirlandi: 50 ml 1X PBS igerisine 100 pul Tween
20 eklendi ve berrak hale gelene kadar karigtirida karistirildi.

Inkiibasyon bitiminde birincil antikor ortamdan uzaklastirilip, 500 ul 1X PBS
ile 2 kez yikama yapildi.

1.5 mI’lik tiiplere ikincil antikor ve antikor seyreltme soliisyonu karistirilarak
ikincil antikor diliisyonlar1 hazirlandi.

100 pl ikincil antikor eklenip, petriler folyolanip 3 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitiminde ikincil antikor ortamdan uzaklastirilip, calkalayici
izerinde her biri 4’er dakikalik 4 kere Tween 20’li PBS ile yikama yapildi.
Tween 20’li PBS ortamdan uzaklastirilip, petrilere hiicre ¢ekirdeklerinin
goriintiilenebilmesi i¢in 200 ul DAPI soliisyonu eklenip 3 dakika ¢alkalayici
izerinde inkiibe edildiler.

DAPI eklenmesinin ardindan 1 kere Tween 20°li PBS ile yikama yapildi.

Son olarak her petriye 500 pl sodyum azit eklenip, folyolu bir sekilde hiicreler
goriintlileninceye kadar +4 derecede muhafaza edilecektir.

Sonrasinda Zeiss LSM 800 Konfokal Mikroskop ile goriintiileme yapildi.

5.5.4. Western blot

Noronlarin alt tiplendirmesi icin, néronlara ait protein ifadeleri western blot ile

gosterildi.

Ticari iMKH hiicre hatlar1 cam tabanli 6 kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1-1.5x10°
hiicre olacak sekilde %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-LG ile ekildi ve ertesine giine
kadar 37°C’lik, %5 CO:z igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.
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Ertesi giin; GO hiicreleri protein lizati elde etmek i¢in Ripa/PIC ile toplandi. G2, G6

ve G12 hiicrelerinin besiyeri ise, NI besiyeri ile degistirildi. Farklilasma islemi

boyunca her 48 saatte bir degisim yapildi. Buna uygun olarak iMKH’lerden

farklilastirilan néronlar, farkli zaman araliklarinda (G2, G6 ve G12) protein lizati elde

etmek i¢in Ripa/PIC ile toplandi.

Materyal ve Metot boliimiinde 5.5. numarali kisimda daha 6nceden anlatildig1 gibi

protein izolasyonu ve konsantrasyon Ol¢limii yapildi. Ardindan western blot

yontemine uygun sekilde ornek yilikleme, yiiriitme ve transfer basamaklari

gergeklestirildi.

1.

Transfer sonrasinda Anti-TH ve Anti-ChAT birincil antikorlarina bagl
olarak, bloklama soliisyonu i¢in %5’lik BSA hazirlandi.

Bloklama sonrasinda Anti-TH antikoru 1:5000 ve Anti-ChAT antikoru
1:5000 oraninda bloklama soliisyonu igerisine eklendi.

Membranlar birincil antikor soliisyonu ile gece boyunca 4°C’de
calkalayici iizerinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitiminden sonra 1X TBST ile yikamalar yapilip, ikincil antikor
olarak %35 BSA ile goat anti-rabbit IgG, HRP-bagh antikoru 1:2000 oraninda

hazirlandi.

. Ikincil antikor ile 1.5-2 saat siire ile oda sicakliginda inkiibe edilen

membranlara, ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad) ile
kemiliiminesan goriintiileme islemi uygulandi.

B-aktin bantlarini goriintiilemek i¢in, 5.5. numarali kisimda daha 6nceden
anlatildig1 gibi stripleme islemi yapildi.

Anti-p aktin birincil antikoruna bagli olarak, bloklama soliisyonu i¢in
%>5°1lik BSA hazirlandi.

Bloklama sonrasinda Anti-B aktin antikoru 1:1000 oraninda bloklama
soliisyonu igerisine eklendi.

Membranlar birincil antikor soliisyonu ile gece boyunca 4°C’de

calkalayici lizerinde inkiibe edildi.
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10. Inkiibasyon bitiminden sonra 1X TBST ile yikamalar yapilip, ikincil antikor
olarak %5 BSA ile ile goat anti-rabbit IgG, HRP-bagli antikoru 1:2000
oraninda hazirlandi.

11. Ikincil antikor ile 1.5-2 saat siire ile oda sicakliginda inkiibe edilen
membranlara, ChemiDoc MP Gorintilleme Sistemi (Bio-Rad) ile
kemiliiminesan goriintiileme islemi uygulandi.

12. Protein ifadelerinin grafiksel analizinde Image J ve GraphPad Prism

programlari kullanildi.

5.6. istatistik

Istatistiksel analizlerde; Image J, SPSS (IBM), GraphPad Prism 8 programlari ve ikili
karsilagtirmalarda T test unpaired, ¢oklu karsilastirmalarda ise One-way Anova testleri

kullanildi.
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6. BULGULAR

6.1. Saghkh kemik iligi donorlerinden izole edilmis hiicreler ve insan mezenkimal

kok hiicre hatti mezenkimal kok hiicre fenotipi gosterir

Ik olarak, insan kemik iliginden izole edilen hiicrelerin, 2006 yilinda yayinlanan
Uluslararast Hiicresel Terapi Dernegi kriterlerine (95) uygun olarak MKH’ler oldugu
gosterilmistir. Kiiltliriin ilk asamalarinda, yapismamuis hiicreler elendi ve plastik kiiltiir
yiizeyine hiicrelerin ¢ok kii¢iik bir orani tutundu. Bu hiicreler, fibroblast benzeri bir
morfolojiye sahipti, koloniler olusturdular ve pasaj 3 (P3) olarak toplanan hiicrelerin
%95’inden fazlasinin akim sitometri analizleri ile MKH’ler oldugu tespit edildi. Farkli
saglikli donorlerden elde edilen sonuglar, P3’teki bu yapisik hiicrelerin; CD29, CD44,
CD73, CD90 ve CDI105 icin pozititken CD14, CD31, CD34 ve CD45’in negatif
ekspresyonu ile iIMKH immiinfenotipine sahip oldugu gosterildi (Sekil 6.1.1). Akim
sitometrisi FACS (Floresan Aktive Hiicre Ayirma) (Bioprotect IV Giivenlik Kabini ile
BD Influx Hiicre Smiflandiricisi) sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler FlowJo

(V10) yazilimi ile analiz edildi.
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Sekil 6.1.1. Saglikli dondriin kemik iligi stromasindan (donor-1, yas=4) izole edilmis hiicreler, tipik

iMKH fenotipi gosterir. (A) Fenotipik karakterizasyon i¢in akim sitometrisi ile analiz edilen hiicreler;

CD44, CD73, CD90 ve CD105 igin pozitif ekspresyon gosterirken, CD34 ve CD45 i¢in negatif olarak

tespit edildi.

Ayrica, iIMKH hiicre hatt1 ile de akim sitometri analizi yapilarak iIMKH
immiinfenotipine sahip olduklar1 gosterildi. iIMKH hiicre hatti; CD44, CD73, CD90 ve
CD105 i¢in pozititken CD34 ve CD45 igin negatif ekspresyon gosterdi (Sekil 6.1.2).
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Sekil 6.1.2. iMKH hiicre hattt iMKH fenotipi gosterir. (A) iMKH’ler, fenotipik karakterizasyon igin
akim sitometrisi ile analiz edildi. Hiicreler, CD34 ve CD45 i¢in negatif ekspresyon ile CD44, CD73,
CD90 ve CD105 igin pozitif ekspresyon gosterdi.

6.2. Insan mezenkimal kok hiicreleri in vitro olarak noronlara farklilasabilir

iMKH’lerin noronal farklilagsmasini incelemek i¢in, baslangigta insan kemik iligi
MKH hiicre hatti iIMKH) kullanild1 (191-195). Yeterli farklilasma kapasitesine sahip

in vitro noronal hiicrelerin olusumunu iyilestirmek i¢in, daha 6nce tanimlanmis
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kombinasyonun zenginlestirilmis bir formu olan viral olmayan néronal indiiksiyon
yontemi kullanildi (195). Noronal hiicre morfolojisi, Ni iizerine 24 saat i¢inde gozlendi

ve hemen hemen tiim iIMKH hiicre hatlar1, noritli bipolar ndron benzeri hiicrelere

farklilast1 (Sekil 6.2.1).

bFGF
';JE((;;FF Bipolar
; noron
FGF-8 ey ¥ L
BDNF =>4 l morfolojisi
dbCAMP E :
IBMX ; ¥
/ -....- ...\_i

iMKH hiicre hatti
iMKH-NGron

Sekil 6.2.1. iMKH hiicre hattinin néronal indiiksiyonunun sematik gosterimi

Kemik 1iligi donérlerinden noronal indiiklenmis iMKH’lerin fenotipik/fonksiyonel

karakterizasyonundan &nce 12 giin siireyle NI korundu ve Kkiiltiirdeki noronal

morfolojiler degiskendi (Sekil 6.2.2).

bFGF F Farkli néron
hEGF | ) morfolojileri
NGF J ® =\
FGF-8 7 |
BDNF Y

dbCAMP F [
IBMX .

Dondr kaynakh iMKH

iMKH-NGron '
Sekil 6.2.2. Saglikli dondrlerin kemik iliginden izole edilmis iMKH’lerin ndronal indiiksiyonunun

sematik gosterimi
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iMKH-Noron

Norit uzantilarina sahip morfolojik olarak néronal hiicreler 10 farkli bagimsiz alandan
saylldt ve noronal morfoloji yiizdeleri belirlendi. Bir yandan, kemik iligi
donérlerinden tiiretilen iMKH’ler Ni'nin 1. giiniinde néronal morfoloji (%65)
gosterirken, ndronal hiicre yiizdesi 3. glinde %80 olarak artis gosterdi (Resim 6.2.1 a

ve Resim 6.2.1 b).

Resim 6.2.1. Norit uzantilar1 olan noéral hiicre morfolojisi, iMKH ndral indiiksiyonunun 1. giiniinde
ortaya ¢ikar. (A) Parlak alan goriintiileri, kiiltiirdeki saglikli kemik iligi donorlerinden g1, g3 ve g5 (a,
b, ¢) ile iMKH-No6ron morfolojisini temsil eder. Goriintiiller 10X altinda alinmigtir. Kesikli kareler
sirastyla 2 kat bitytitiilmiistiir (a’, b’, ¢’). Oklar ndritten ndrite ve ndritten hiicre govdesi u¢ noktalarna

isaret etmektedir.

iMKH dondérlerinden alinan en yiiksek noronal hiicre oran1 5. Giinde %85 olarak

belirlendi, bu oran 12. giinde %90-95’e kadar hafifce artt1 (Resim 6.2.2).
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Resim 6.2.2. Saglikli donorlerden kemik iligi iMKH’si fenotipik o6zelliklerle iMKH-No6ron’a
farklilasmistir. Parlak alan goriintiileri, indiiklenmemis iMKH proliferasyonu korurken (a, d), 12. giinde
kiiltirde morfolojik olarak noron benzeri hiicrelere yol agan noral kaynakli insan kemik iligi
dondriinden tiiretilen iIMKH’nin %80-90’1n1 temsil eder (b, d). insan 6rneklerinden iMKH-Noron’un

morfolojisi, ndrit uzatma modellerinde goriildiigii gibi kiiltiirde farklilik gosterir (b, d).

6.3. Noronal indiiksiyon ortami insan mezenkimal kok hiicrelerin canhihigim

siirdiirerek noronlara farkhilasmasini saglar

Kemik iligi dondrlerinden iMKH-No6ron’larin {izerinde ileri analizler yapilmadan
once, NI ortaminin hiicre canliligina etkisi belirlendi. Bunun i¢in 2., 6., 12., 18., ve 21.
giinde kemik iligi donorlerinden iMKH’lerin ndronal indiiksiyonu sirasinda hiicre
canlilig1 ve apoptozu degerlendirildi. 21. glin sonunda iMKH-NG6ronlar’in herhangi bir
hiicre dis1 matris proteini veya kaplama malzemesi eklenmeden Ni ortaminda uzun

stireler boyunca hayatta kalabilecegi goriildii.
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Sekil 6.3.1. Saglikli donér kaynakli iMKH-No6ron’larin canliligi, Cell Titer Glo (Promega) hiicre

g21

gl18

canlilik testi kullanilarak kiiltirde daha fazla olgunlagma igin degerlendirildi. Kiiltiirde g0-g21

araliginda %14°liik bir azalma gostererek olgun néronlarin canliliklarini stirdiikdiikleri gézlemlendi.

6.4. insan mezenkimal kok hiicrelerden in vitro ortamda yiiksek oranda

fonksiyonel noronlar elde edilebilir

Norona 6zgii ozellikler i¢in RT-PCR ile BIII Tibiilin, NSE ve GAPDH noronal
transkriptleri degerlendirildi, iMKH hiicre hattindan indiiklenerek elde edilen néronlar
(IMKH-Noron); noronal belirtegler i¢in (g2, g6, g12), hem de indiiklenmemis iMKH
hiicre hatt1 (g0), BIII Tiibiilin ve NSE transkriptlerini ve protein ekspresyonlarini

gosterdi.

BIII Tiibiilin

NSE

GAPDH

Resim 6.4.1. 12 giin boyunca néral indiiklenmis iMKH hiicre hattinda BIII tiibiilin ve NSE RT-PCR

sonuglari.
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g0 g2 g6 gl2

ﬂIII Tiibiilin -——— W W S— 52 kDa

B-aktin - — - 43 kDa

B g0 g2 g6 gl2
NSE —— G S — 47 kDa
B-akiin o e - 43 1Da

Resim 6.4.2. 12 giin boyunca noral indiiklenmis iMKH hiicre hattinda (A) BIII tiibiilin ve (B) NSE

western blot sonuglari.

Noronal farklilagsmanin fenotipik bir sonucu olarak, BIII Tiibiilin, Nestin, NSE, NF ve
referans gen GAPDH noéronal transkriptleri degerlendirildi. RT-PCR sonuglari,
donorden tiiretilen IMKH-No6ron’larin, 2. giinde erken néronal belirte¢ NSE’nin ve 10.
giinde ge¢ noronal belirteg NF’nin transkriptlerine sahip oldugunu gdsterdi. BIII
Tibiilin ve Nestin’in transkriptleri, tim farklilasma asamalarinda tespit edildi.
Bununla birlikte, indiiklenmemis iMKH’de ayrica daha once bildirilmis olan BIII

Tiibiilin ve Nestin mRNA’lar1 (Resim 6.4.3) tespit edildi (17,196-198).

g0 g2 g6 gl2

BIII Tiibiilin -
.

Resim 6.4.3. Noronal farklilagsma (g0-gl12) sirasinda yapilan RT-PCR sonuglarina gore, dondrden
tiretilen iMKH-Noron’larda PBIII tiibiilin, Nestin, NSE, NF transkriptlerinin varligina kars
indiiklenmemis iMKH’lerde (g0) transkriptler goriilmemistir.
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6.5. Insan mezenkimal kok hiicre kaynakl néronlar fonksiyona 6zgii mRNA’lar1

ifade eder

Noronal farklilagsmanin ardindan fonksiyona 6zgii mRNA ifadelerinin saptanmasi i¢in,
TH (Tirozin Hidroksilaz), ChAT (Kolin Asetiltransferaz), GAD67 (Glutamik Asit
Dekarboksilaz 67), DAT (Dopamin Aktif Tastyict), VGLUT1 (Vezikiiler Glutamat

Tasiyicist 1) ve referans gen GAPDH ndéronal transkriptleri degerlendirildi.

qRT-PCR transcript sonuglari, donoérden tiiretilen iMKH-No6ron’larin, TH hari¢ 2.
gilinden 6. gline gegerken belirgin bir sekilde artis gosterdigini ortaya koydu. TH igin
ise, 6. giinden 12. giine gegerken belirgin bir artis saptandi. iMKH hiicre hattindan elde
edilen iIMKH-No6ron’larda ise, DAT hari¢ 2. giinden 6. giine gecerken anlamli
derecede artig goriildii. DAT i¢in ise, kontrole oranla 2. giinde belirgin bir artis tespit

edilirken, 2. giinden 12. gline dogru orantil1 sekilde bir azalma goriildii.

Sonuglara gore, dondr kaynakli iMKH-No6ron’lar ChAT ndronal transkriptleri
bakimindan 6. giinde istatistiksel olarak anlamlilik (*p<0.05) gosterdi. iMKH hiicre
hattindan elde edilen iMKH-N6ron’larin ChAT noéronal transkriptleri bakimindan
istatistiksel olarak, 2. giinde anlamlilik (*p<0.05), 6. giinde ise yiiksek derecede
anlamlilik  (**0.05<p<0.001) gosterdigi saptandi. Donodrden tiiretilen iMKH-
Noron’larin GAD67 noronal transkriptleri agisindan 6. giinde istatistiksel olarak
anlamlilik (*p<0.05) ve 12. giinde yliksek anlamlilik (**0.05<p<0.001) gosterdigi
belirlendi. Dondr kaynakli iMKH-No6ron’larda DAT transkriptlerine bakildiginda ise,
6. glinde istatistiksel olarak anlamlilik (*p<0.05) saptandi. 12. gline dogru, istatistiksel
anlamliligin (*p<0.05) devam ettigi tespit edildi (Sekil 6.5.1).
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Sekil 6.5.1. Grafikler, donor kaynakli ve hiicre hattindan tiiretilen iIMKH-No6ron’larda noronal
indiiksiyondan sonra, néronal alt tiplendirme bakimindan; sirasiyla A) iMKH dondr ChAT, B) iMKH
hiicre hatt1 ChAT, C) iMKH donér TH, D) iMKH hiicre hatti TH, E) iMKH donér GAD67, F) iMKH
hiicre hattt GAD67, G) iMKH donér DAT, H) iMKH hiicre hatti DAT, I) iMKH donér VGLUTI, 1)
iMKH hiicre hattt VGLUT1, kontrol ve indiiklenmis, referans gen GAPDH’e gore normalize edilmis
mRNA ifadeleri i¢in qRT-PCR sonuglarini temsil eder. *p<0.05, **0.05<p<0.001, ***p<0.0001.

Bu deney setinde, iMKH-No6ron’larda g0-g12 araliginda Dopaminerjik, Kolinerjik,
Gabaerjik ve Glutamaterjik néron mRNA ifadeleri incelendi. iMKH hiicre hattindan
elde edilen iIMKH-No6ron’lardan ve donor kaynakli iMKH-No6ron’lardan, bu fonksiyon
spesifik noron tipleri icin istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Ancak,

norodejeneratif hastaliklardan Alzheimer hastali§i diinya nufiisunda yaklasik 47
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milyon bireyde goriilmektedir ve en yaygin nodrodejeneratif hastaliktir (131).
Parkinson hastalig1 ise goriilme siklig1 bakimindan diinyada ikinci siradadir (136).
Bireylerde goriilme sikliklarina (insidans) dayanarak; fonksiyona 6zgii néronlarla
ilgili devam deneylerinde bu iki nérodejeneratif hastalifa odaklanilip, Kolinerjik ve

Dopaminerjik noronlara farklilagsmalar1 incelendi.

6.6. iMKH-Néron’lar dopaminerjik ve kolinerjik noronlara

farkhilasabilmektedir

iMKH-Noron’larin fonksiyona 6zgii sekilde farklilasma siirecini incelemek igin 6.
giinde iMKH-Noron’larda ChAT ve TH pozitif hiicrelerin yiizdeleri degerlendirildi.
Akim sitometri analizi; iMKH hiicre hattindan elde edilen iMKH-No6ron’larin %75,60
oraninda ChAT pozitif ve %63,69 oraninda TH pozitif oldugunu gdsterdi. Ayrica
hedef dis1 baglanma olasiligin1 saptamak igin ilk olarak sadece ikincil antikor
boyamasi yapildi. Sonugcta, ikincil antikorun anlamli sayilacak oranlarda hedef dis1
baglanma yapmadig: goriildii (Sekil 6.6.1). Akim sitometrisi FACS (Floresan Aktive
Hiicre Ayirma) (Bioprotect IV Giivenlik Kabini ile BD Influx Hiicre Siniflandiricisi)

sistemi kullanilarak gergeklestirildi.

iMKH-NGron Sekonder
%0.13 AF555

10! iMKH_Sekonder 10°

%0.21 AF555

60
1000 0 10 20 30 40 50 60”000
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Sekil 6.6.1. iMKH hiicre hatlarinin ndral indiiksiyondan sonra g6’da, noronal alt tiplendirme
bakimindan ChAT ve TH varligini1 gosteren akim sitometrisi analizi; A) ChAT antikoru i¢in Alexa Fluor
555 kontrol boyamasi, B) TH antikoru i¢in Alexa Fluor 555 kontrol boyamasi, C) iMKH’lerde ChAT
kontrol boyamasi, D) iMKH’lerde TH kontrol boyamasi, E) iMKH-Noron’larda ChAT boyamasi, F)
iMKH-No6ron’larda TH boyamasi.

iMKH-Noron’larin fonksiyona 6zgii sekilde farklilasma siirecini incelemek i¢in, 6.
giinde iMKH hiicre hattinden elde edilen iMKH-No6ron’larda ChAT ve TH pozitif
hiicrelerin saptanmasi i¢in immiinfloresan boyamalar yapildi. 20 X ve 40 X objektif

biiyiitme oranlarinda floresan mikroskop ile (Zeiss LSM800 Konfokal Mikroskop)
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goriintiilemeler yapildi. Goriintiilemeler ve analizler sirasinda Zen Blue Goriintii

Analiz Programi kullanildu.

Oncelikle, her iki antikor i¢in de bdlgelerinde hedef dis1 baglanma durumunu saptamak
amacl ilk olarak sadece ikincil antikor boyamasi yapildi. Sonugta, ikincil antikorun

herhangi bir hedef dis1 baglanma yapmadigi goriildii (Resim 6.6.1 ve Resim 6.6.2).

Alexa Fluor 555 DAPI MERGE

Resim 6.6.1. Ikincil antikor kontrolii i¢in yapilan negatif kontrol boyamas1; Alexa Fluor 555 (a), DAPI
niikleer boyamasi b), MERGE c¢) ile. 20 X 6l¢ekte goriintiileme yapilmistir. Olgek cubuklar1 50 pm’yi

temsil etmektedir.

Alexa Fluor 555 DAPI MERGE

Resim 6.6.2. Ikincil antikor kontrolii i¢in yapilan negatif kontrol boyamas1; Alexa Fluor 555 (a), DAPI

niikleer boyamasi b), MERGE c¢) ile. 40 X 6lcekte goriintiileme yapilmistir. Olgek cubuklar1 20 pm’yi

temsil etmektedir.
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Boyamalar sonucu ChAT kontrol hiicrelerinde (ChAT-iMKH) pozitif boyamalar
saptandi (Resim 6.6.3, Resim 6.6.4, Resim 6.6.5 ve Resim 6.6.6).

ChAT DAPI MERGE

[SN—

50 ym

Resim 6.6.3. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
ChAT kontrol (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 20 X 6lcekte goriintiileme yapilmstir.
Olgek gubuklart 50 um’yi temsil etmektedir.

ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.4. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

ChAT kontrol (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 20 X Slcekte goriintiileme yapilmstir.

Olgek gubuklar1 50 pm’yi temsil etmektedir.
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ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.5. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
ChAT kontrol (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X 6lgekte goriintiileme yapilmustir.
Olgek ¢ubuklar1 20 um’yi temsil etmektedir.

ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.6. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gdosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

ChAT kontrol (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X 6lcekte goriintiileme yapilmustir.

Olgek gubuklar1 20 um’yi temsil etmektedir.

ChAT antikoru ile immiinfloresan boyamalar yapildiginda iMKH-Noron’larda ¢ok
yliksek oranlarda pozitiflik goriildii (Resim 6.6.7, Resim 6.6.8, Resim 6.6.9 ve Resim
6.6.10).
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ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.7. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
ChAT iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 20 X &lgekte goriintiileme
yapilmustir. Olgek cubuklar1 50 um’yi temsil etmektedir.

ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.8. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

ChAT iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 20 X &l¢ekte goriintiileme

yapilnustir. Olgek cubuklar1 50 um’yi temsil etmektedir.
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ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.9. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
ChAT iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X odlcekte goriintiilleme
yapilmistir. Olgek ¢ubuklar1 20 pm’yi temsil etmektedir.

ChAT DAPI MERGE

Resim 6.6.10. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

ChAT iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X dlgekte goriintiilleme

yapilmustir. Olgek gubuklar1 20 um’yi temsil etmektedir.

Boyamalar sonucu TH kontrol hiicrelerinde (TH-iMKH) pozitif boyamalar saptandi
(Resim 6.6.11, Resim 6.6.12, Resim 6.6.13 ve Resim 6.6.14).
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TH DAPI MERGE

Resim 6.6.11. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
TH kontrol (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 20 X &lgekte goriintiileme yapilmistir. Olgek

cubuklar1 50 pm’yi temsil etmektedir.

TH DAPI MERGE

Resim 6.6.12. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

TH kontrol (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 20 X dlgekte goriintiileme yapilmstir. Olgek

¢ubuklar1 50 um’yi temsil etmektedir.
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TH DAPI MERGE

Resim 6.6.13. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
TH kontrol (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 40 X &lgekte goriintiileme yapilmistir. Olgek
cubuklar1 20 pm’yi temsil etmektedir.

TH DAPI MERGE

Resim 6.6.14. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

TH kontrol (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c). 40 X 6lcekte goriintiileme yapilmistir. Olgek

gubuklari 20 um’yi temsil etmektedir.
TH antikoru ile immiinfloresan boyamalar yapildiginda iMKH-No6ron’larda ¢ok

yiiksek oranlarda pozitiflik goriildii (Resim 6.6.15, Resim 6.6.16, Resim 6.6.17 ve
Resim 6.6.18).
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TH DAPI MERGE

[ |
50 pm

Resim 6.6.15. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gdsteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
TH iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 20 X dl¢ekte goriintiileme yapilmustir.
Olgek cubuklar1 50 um’yi temsil etmektedir.

TH DAPI MERGE

Resim 6.6.16. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da

TH iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamas1 b), MERGE c) ile. 20 X dl¢ekte goriintiileme yapilmustir.

Olgek cubuklar1 50 um’yi temsil etmektedir.
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TH DAPI MERGE

Resim 6.6.17. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odakli goriintiiler; g6’da
TH iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X 6l¢ekte goriintiileme yapilmistir.
Olgek gubuklar1 20 um’yi temsil etmektedir.

TH DAPI MERGE

Resim 6.6.18. Noronal alt tiplendirme protein ifadelerini gosteren temsili es odaklt goriintiiler; g6’da

TH iMKH-Néron (a), DAPI niikleer boyamasi b), MERGE c) ile. 40 X dlgekte goriintiileme yapilmustir.

Olgek gubuklar1 20 um’yi temsil etmektedir.

iMKH-No6ron’larin fonksiyona 6zgii sekilde farklilagsma siirecini incelemek ChAT ve
TH antikorlan ile yapilan immiinfloresan boyama goriintiileri analiz edildiginde,
kontrol hiicrelerinde (iMKH) var olan ekspresyon diizeylerinin iMKH-No6ron’larda da
artarak devam ettigi ve bu artigin istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik (***p<0.0001)

gosterdigi saptandi.
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Sekil 6.6.2. iMKH hiicre hattinin noronlara farklilastirilmasini takiben g6’da, A) ChAT ve B) TH
ekspresyonlarinin immiinsitokimya analizleri. ChAT c¢ekirdek ****p<0.0001, TH sitoplazma

*#3%p<( 0001,

iMKH-Noron’larinspesifik noronlara farklilasma siirecini incelemek ic¢in, iIMKH
hiicre hatt1 ile g0, g2, g6 ve gl12 giin araliginda yapilan western blot sonucuna gore;
ChAT ve TH antikorlarina 6zgii protein ifadelerin dort ayr glinde de eksprese edildigi
gortildii. Referans gen olan B-aktin bantlarinda giinlere bagl olarak anlamli bir

farklilik goriilmedi.

ChAT protein ifadesinde g0’a gore 2. giinden itibaren protein ifadesinde anlamli artig
gozlemlendi. 6. giinden itibaren ise 12. giline kadar protein ifadesinin anlamli derecede

artarak devam ettigi goriildii.

TH protein ifadesinde 2. giinde anlamli artis gbzlemlendi. 6. giinden itibaren ise 12.

giine kadar protein ifadesinin anlamli derecede artarak devam ettigi goriildii.
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Resim 6.6.19. iMKH hiicre hatt1 kaynakli iMKH-Noron’lara ait ChAT ve TH protein ifadelerini zamana

bagli olarak (g0-g12) gésteren western blot sonuglart.

iMKH-N6ron’larin noéron spesifik farklilagma siirecini incelemek i¢in, iMKH hiicre
hatt1 ile g0, g2, g6 ve gl2 giin araliginda yapilan western blot bantlar1 analiz
edildiginde; noronal farklilasma siireci ile orantili bir sekilde TH ve ChAT

ekspresyonlarinda kontrole kiyasli anlamli derecede artiglar saptandi.

ChAT protein ifadesi sonuglari incelendiginde, g0 ile g2 arasinda belirgin bir artis
goriilmekle birlikte istatistiksel olarak da yiiksek anlamlilik (****p<0.0001) saptandi.
g2, g6 ve gl2 sirastyla incelendiginde artisin devam ettigi gortildii. Sonug olarak, 0.
ve 12. giin araliginda Kolinerjik nérona 6zgii protein ifadesinin istatistiksel olarak

yliksek anlamlilik (****p<0.0001) gosterdigi belirlendi.

TH protein ifadesi sonuglar1 incelendiginde, g0 ile g2 arasinda artis (*p<0.05) oldugu,
g2 ile g6 arasinda ise belirgin bir artig goriilmekle birlikte istatistiksel olarak da yiiksek
anlamlilik  (**0.05<p<0.001) saptandi. Noronal farklilasmanin 12. giiniine
gelindiginde ise istatistiksel olarak anlamli (*p<0.05) sekilde artisin devam ettigi
goriildii. Sonug olarak, 0. ve 12. gilin araliinda Dopaminerjik nérona 6zgii protein

ifadesinin istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik (****p<0.0001) gosterdigi belirlendi.
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Sekil 6.6.3. iMKH hiicre hattinin néronlara farklilastirilmasimi takiben, A) ChAT ve B) TH

ekspresyonlarinin zamana bagl olarak (g0-g12) kontrol grubu ile karsilastirilmis western blot analizleri.

£p<0.05, **p<0.005, ****p<0.001, ****p<0.0001.
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7. TARTISMA ve SONUC

iMKH’lerin kiiltir ortaminda noronlara farklilasabildigi birgok calismada
gosterilmistir (1,14,15,37—40). Ancak noronal farklilasma ile yapilan g¢alismalarla
ilgili sorgulanan konulardan birisini, fonksiyonel néronlarin stirdiiriilebilir ve yiiksek
verimine yol acan basarili bir indiiksiyon yonteminin tanimlanmasi olusturmaktir (57).
Daha onceki ¢alismamizda, hiicre hattindan veya saglikli dondrlerden izole edilen
kemik iligi iMKH’lerinin tek agamali bir protokolle fonksiyonel néronlara farklilastigi
ve spontan aktivite sergiledikleri gosterilmistir (14). Bu tez calismasinda ise,
iMKH’lerden farklilagtirilan bu néronlarin fonksiyonel alt tipleri analiz edilmis,
dopaminerjik ve kolinerjik néron popiilasyonlar: tespit edilmistir. Dolayisiyla elde
edilen sonuglar, bu 6zel noron gruplar ile iligkili ndropatolojilerin ve tedavi
yaklagimlarinin iMKH’lerden elde edilen bu deneysel modelde ¢alisilabilme

potansiyelini gostermistir.

Bu ¢aligmada, dncelikle iMKH hiicre hatti ve donor kaynakli stromal hiicrelerin iMKH
fenotipi gosterip gostermedigi incelenmistir. Bu kapsamda, RT-PCR sonuglarina gore,
iMKH’lerden farklilastirilan néronlarin, néronal mRNAlarin ve proteinlerin (BIII
Tiibiilin, NSE, NF ve Nestin) pozitif ifadeleriyle ndronal farklilasmaya ilerleyebildigi
goriilmiistiir. Calismanin devaminda ise, ndronal indiikleme (NI) ortamiin hiicre
canliligina etkisi arastirilmistir. Noronal indiiksiyon ortaminda olgunlagsmaya birakilan
kemik iligi IMKH’lerinin, kiiltiir ortaminda uzun siire (21 giin) hayatta kalabildigi ve

ndron canliligina olumsuz bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.

Noronal mikro-gevreyi taklit eden doku miihendisligi araclar1 kullanilarak kiiltiir
kosullarinin iyilestirilmesi, iMKH-No6ron’larin olgunlagsma siirecini daha detayli bir
sekilde incelemek icin uygulanabilir. Bu ¢aligmalar, iMKH-No&ron’larin fonksiyonel
noronal aglar olusturma yeteneklerini anlamak icin genigletilebilir. Ayrica, néronlarin
yeteneklerini, Ozelliklerini ve doku/isleve 6zgii fenotiplerini iyi tanmimlamak ig¢in
iMKH-Noron’lar (veya kok hiicrelerden tiiretilen diger islevsel noronlar) iizerinde

daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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iMKH hiicre hatti iMKH-No6ron’lar1 ve donér iMKH-No6ron’lar karsilastirildiginda,
iMKH hiicre hatlarindan tiiretilen iMKH-No6ron’larin ayni oldugunu ve ¢ogunlukla
bipolar yapilara sahip oldugu go6zlemlenmistir. Aksine, insan kemik iligi
dondrlerinden gelisen iMKH-NoOron’lar, ndrit uzantilari  yoniiyle heterojenlik
gostermistir. Bu durum, iMKH hiicre hattinin hiicreleri genetik olarak aym
oldugundan, daha az karmagik néronlara yol agmalarini agiklar. Ayrica, bu ¢aligmada
kullanilan iMKH hiicre hatti, néronlara farklilasmadan birka¢ néronal belirte¢ ifadesi
gosterirken, dondrden tiiretilen iMKH’ler, ndronal proteinlerin diisiik ekspresyonlarini

gostermistir.

iMKH hiicre hattindan tiiretilen ve donér kaynakli iMKH-No6ron’larinda, Kolinerjik,
Dopaminerjik, Gabaerjik, Glutamaterjik gibi farkli ndron tiplerine ait fonksiyona 6zgii
ifadelere bakildiginda; iMKH hiicrelerinin, plastisite 6zelliginden dolay1 fonksiyon
spesifik noronal proteinleri ifade edebildigi goriilmektedir. Ayrica, akim sitometrisi
caligmalari, noéronal fonksiyona ©zgli proteinleri ifade eden iMKH hiicre
popiilasyonunun, noronal farklilagma ile birlikte degismedigini gostermistir. Ancak,
mRNA ve protein diizeyinde analiz edildiginde ise noronal farklilasma boyunca

ekspresyonun anlamli derecede arttigini1 géstermistir.

qRT-PCR sonuglari; iMKH-Noron’larda kritik olarak 6. giin civarinda fonksiyona
0zgii noron kaderinin sekillendigini, bir yol ayrimina girildigini ve ortamda ndron
tipinin ifadesini siirdiirmesi i¢in gerekli olan faktorler bulundugu takdirde olgunlagsma
siirecinin devam edebilecegini , ancak uygun faktorler olmadigindaise néronlarda bir
kararsizlik olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Noron spesifik mRNA ifadesinin
mevcut olmasi, var olan mRNA’nin tamaminin proteine doniisecegine dair kesinlik
sunmadig1 i¢in, noron olgunlagsma siirecine girdikten sonra mRNA diizeylerinin
olgunlagmay1 siirdirmeye yeterli olup olmayacagi hakkinda kesin bilgi
verememektedir. Ayrica, 12. giinde western blot ile tespit edilen TH ve ChAT 1n
noronal farklilasma giinlerine gore artmig protein diizeyleri (****p<0.0001) de bu
yaklagimi desteklemektedir. Ayni sekilde, immiinfloresan boyama sonuglarinda da,
iMKH hiicre boyamalarinda gézlemlenen ChAT ve TH ekspresyonlarinin, iMKH-
Noron’larda istatistiksel olarak anlamli bir artig (****p<0.0001) gosterdigi
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goriilmektedir. Fonksiyon spesifik ndron tiplerinin olgunlasma siireci 6. giin civarinda
noronal olgunlagsma faktorleri esliginde siirdiiriilerek, ve 12. glinden sonraki siirecte de

takip edilirek noron kaderi daha kapsamli analiz edilebilir.

Diger taraftan kemik iligi dondrlerinden izole edilen iMKH’ler, ayr1 farklilagma
yeteneklerine sahip farkli alt popiilasyonlara sahip olabilir. Bu nedenle, izole
hiicrelerin ~ kemik iliginden iMKH’ler olarak immiinfenotiplendirilmesi,
arastirmacilarin iMKH’leri spesifik ndron tiiriine yol acan farklilasma kapasiteleri i¢in
degil, iMKH genel o6zellikleri i¢in siniflandirilmasina izin verir. Ayrica, iMKH-
Noron’lar, Dopaminerjik, Kolinerjik, Gabaerjik noéronlar vb. gibi belirli tipte
noronlarin yiliksek verimlilikle eldesi icin potansiyel bir kok hiicre kaynagi olarak
kullanilabilir (40,199,200). Bu amacla, belirli kosullar altinda yiiksek saflikta belirli
bir noéron tipine farklilagma potansiyeli olan iMKH alt popiilasyonlar: hiicre ayirma
yontemi (FACS veya MACS) ile ayristirilabilir. Benzer yaklasim ile yapilan bir
calisgmada Nestin pozitif iMKH’lerden noéronlart bagarili bir sekilde verdigi
bildirilmistir (201,202). iMKH alt tiplerinden fonksiyona/dokuya spesifik néronlar
elde etmeye odaklanmak, noronal farklilasma caligmalar1 icin klonal tabanli bir
yaklasim olabilir. Ayrica iMKH-No6ron’larin yapisal siniflaria gore siniflandiriimasi,
belirli norotransmiter reseptor tlirlerine ev sahipligi yapmasi ve bunlarin
fonksiyon/dokuya 6zgii yeteneklerinin genel olarak arastirilmasi, genis bir yelpazede
sinir sistemi deformasyonlar1 i¢in rejeneratif calismalara dnciiliik edebilir ve boylelikle

hastalik modelleri ve klinik dncesi terapotik yaklagimlar sunabilir (203,204).

Birlikte ele alindiginda, bu bulgular, tanimlanmis bir indiiksiyon protokolii araciligiyla
iMKH hiicre hattindan veya dondrden tiiretilen iMKH’lerden in vitro olarak kolayca
elde edilebilen iIMKH-No6ronlari’nin fonksiyonel yetenek kazanabildigini ortaya
koymaktadir. Sonug olarak, iIMKH-No6ron’lar, hastalik modelleme, doku miihendisligi
yaklagimlari, noronal farklilasma mekanizmasini incelemek ve yeni dogmus
noronlarin iMKH’lerden hiyerarsik olusumunu anlamak da dahil olmak {izere ¢ok

cesitli uygulamalar icin kullanilabilecek niteliktedir.
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