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Bu ¢alismanin amaci norobiyoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilmakta olan HT22 fare hipokampal hiicre hattinin, noronal farklilasma modeli olarak kullanilabilirliginin
anlagilmasi i¢in standart bir farklandirma besiyerine farkl siirelerde verdigi apoptotik cevabin sinanmasidir.

HT22 hiicrelerinin ekilmesi ve farklandirma diginda kiiltiire edilmesi icin HG-DMEM farklandirma igin ise B27+ katkili NB+ medyumu kullanilmigtir. Kontrol grubu
da dahil olmak tizere toplam 9 farkl grup standart olarak kiiltiire edilmistir. Deney sonunda AnnexinV/PI isaretlemesiyle erken/ge¢ apoptozis ve nekrozis oranlar1 akim
sitometrik olarak belirlenmistir. Verilerin normal dagilima uyup uymadig Shapiro-Wilks testi ile sinandiktan sonra en uygun testle istatistiksel analiz ger¢eklestirilmistir.

Gruplar arasindaki karsilagtirmada erken apoptozis (P<0.01) ve geg apoptozis (P<0.001) hiicre popiilasyon oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilirken nekrozis agisindan anlamli bir fark olmadig1 gozlenmistir (P=0.064). 48 ve 72 saat farklandirma besiyerinde kiiltiire edilen gruplarin biiyiik gogunlugunda, sadece
HG-DMEM ile veya 24 saat farklandirilan hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlaml diizeyde (P<0.001) erken apoptozis artis: oldugu goriilmiistiir. Farklandirma besiyeri
ile kiiltiire edilen gruplarin ¢ogunlugunda kontrol grubuna kiyasla anlamh diizeyde geg apoptozis artisi gzlenirken (P<0.001), farkli siireler farklandirilan gruplar arasinda
anlaml bir fark gézlenmemistir (P>0.05).

Norodejeneratif hastaliklara ait 6nemli patobiyolojik 6zelliklerin in-vitro diizeyde modellenmesinde sik¢a kullanilan, fakat néronal farklilasma agisindan uygunlugu ye-
terince bilinmeyen HT22 hippokampal hiicre hattinin, yaygin olarak kullanilan bir farklandirma besiyerine erken apoptozis (kiiltiirleme siiresine bagli) ve ge¢ apoptozis
(stireden bagimsiz) artis1 seklinde anlaml tepkiler olusturdugu anlagilmigtir. Bulgularimiz HT22 hiicre hattinin farklilagma ¢aligmalarinda kullanilabilirligi agisindan
apoptozis diizeyinde 6nemli ipuglari sunmaktadir.
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The aim of this study is to test the apoptotic response of the HT22 mouse hippocampal cell line to a broadly accepted differentiation medium at different duration to understand
its usability as a neuronal differentiation model.

For seeding and culturing HT22 cells aside the differentiation, HG-DMEM and for differentiation B27+ supplemented NB+ medium were used, respectively. A total of 9
different groups, including the control group, were cultured in standard cell culture environment. At the end of the experiment, the rates of early/late apoptosis and necrosis
were determined via flow cytometric analysis of AnnexinV/PI labeled HT22 cells along with appropriate technical controls. After testing whether the raw data fit the normal
distribution by utilizing Shapiro-Wilks test, further statistical analyzes were performed with the most appropriate parametric or non-parametric tests.

Statistically significant differences were found in terms of early (P<0.01) and late apoptosis (P<0.001) cell population rates, while there was no significant difference of necrosis
(P=0.064). Significant (P<0.001) increase in early apoptosis was evident in the majority of groups cultured with differentiation medium for 48 or 72 hours, compared to the
cells cultured with only HG-DMEM or differentiation media for 24 hours. While there was a significant increment in late apoptosis in the majority of the groups cultured with
the differentiation medium compared to the control group (P<0.001), no significant difference was observed between the groups differentiated for different durations (P>0.05).

HT22 hippocampal cell line, which is frequently used in in-vitro modeling of significant patho-biological features of neurodegenerative diseases, but poorly understood for the
suitability in neuronal differentiation, has a markedly increased response to a widely accepted differentiation medium in terms of early apoptosis (culturing duration dependent)
and late apoptosis (regardless of duration). Our findings provide important clues at the level of apoptosis in terms of the usability of the HT22 cell line in differentiation studies.

HT22, Hippocampus, Neuronal Differentiation, Apoptosis, Flow Cytometry
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INTRODUCTION

Noronal farklilagma gelisim ya da dogum sonrasinda
merkezi sinir sisteminde (MSS) noéron iretiminin yani
norogenezin temel basamaklarindan birisi olarak ka-
bul edilmektedir'=. Gelisim sirasinda taslak halindeki
MSSnin bir¢ok norojenik tabakasinda dogan noéral kok
hiicreler, boliinme yoluyla sayilarini arttirarak ve farklilag-
maya baslayip glial hiicre tiplerine ya da farkli tip néron-
lara dontismek tizere hiicresel kararlar vermektedir.
Dogumdan sonra ise, MSSnin yalnizca iki tabakasinda
(hipokampus'un subgraniiler tabakasi ve ventriculus later-
alis’leri gevreleyen subventrikiiler tabaka) gézlenen néron
iiretimi, Eriskin Hipokampal Nérogenez (EHN) ve Eriskin
Olfaktor Norogenez (EON) olarak isimlendirilmektedir*~.
Fetal gelisim sirasinda ve dogumdan sonra gerceklesen
nérogenez ile ilgili sayisiz makale bulunmaktadir. Ornegin,
eriskin nérogenez (EN) konusu giintimiize kadar on bini
agkin PUBMED makalesine konu olmustur 4,5. Buna
ragmen, fizyolojik isleyisi hakkinda bile halen yeteri kadar
bilgi sahibi olmadigimiz norogenez’in MSS ile ilgili bir¢ok
hastalikla iligkili oldugu anlagilmistir®.

Dolayasiyla, fetal ve/veya EN’yi saglikta ve hastalikta gesit-
li agilardan daha iyi anlayabilmek i¢cin deney hayvani kul-
lanimini gerektirmeyen, teknik olarak 6liimstizlestirilerek
belli kiltiir pasajlar1 boyunca hiicresel ve molekiiler kar-
akterlerini koruyabilen hiicre hatlar1 {izerinde olusturu-
lan in-vitro modeller literatiire 6nemli katkilar sun-
maktadir®'®. Fetal gelisim sirasinda noral kok hiicrelerin
farklilagmasina katki sunan sinyal yollarm: aktiflestirdigi
distiniilen katki maddeleri (retinoik asit, N2, B27), tropik
faktorler (BDNF, GDNF) ve kiictiik molekiiler (small mol-
ecules) vb. maddelerin kendi basina veya birlesim halinde
kiltiir ortamina eklenmesiyle gesitli hiicre hatlarinda suni
olarak noronal farklilasma olusturuldugu bilinmektedir
10. Ancak noronal farklilasma modeli olarak kullanilan

hiicre hatt1 say1s1 oldukea azdir™.

Bu ¢aligmada fare hipokampus (HP) dokusundan elde

edilmis, glutamata olan asir1 duyarlibgindan dolay:

Alzheimer, Parkinson vb. nérodejeneratif hastaliklarda
olusan glutamat sitotoksisitesini modellemek i¢in siklikla
kullanilan HT22 hticre hattinin farklilasma ortamina ver-
digi apoptotik tepkilerin akim sitometrik olarak test edil-

mesi amaglanmigtir''2.

GEREC ve YONTEMLER
Hiicre Kiiltiirii
Noral ozelliklere sahip, olimsiizlestirilmis fare noral
hipokompal hiicre hatti olan HT22 hiicreleri (MERCK,
Katolog No: SCC129), %10 fetal sigir serum (fetal bovine
serum, FBS (Katolog No: ES-009-B), 2mM L-glutamin
(Katolog No: TMS-002-C) ve %1 penisilin-streptomisin
(Katolog No: TMS-AB2-C) igeren yiiksek-glikozlu DMEM
medyumla (HG-DMEM, Dulbeccos modified Eagle’s me-
dium, Sigma, Katolog No: D6546), %5 CO2 igeren ve 37° C
sicakliktaki inkiibatorde kiiltiire edilmistir (Resim 1A) 13.
3 ginde bir medyumlar1 degistirilen hiicrelerin devam-
liligin1 saglamak amaciyla, hiicreler %70-80 yogunluga ul-
astiginda, tripsin-EDTA ile (Katolog No: SM-2003-C), 37°
C sicaklikta 3-4 dk muamele edildikten sonra 1:10 oranin-
da pasajlanmistir. Deneyler sirasinda, tiim deney gruplari

i¢in 6. pasajdaki (P6) hiicreler kullanilmigtir (Resim 1).

Deney Tasaris1
Akim sitometrik analiz, hiicrelerin farklanma medyu-
mu [%2 B27+ katkis1 (Katolog No: A3582801, GibcoTM,
50X) igeren Norobazal+ (NB+) medyum (NB, Katolog No:
A3582901, GibcoTM)] ile degisik siirelerde (24, 48 ve 72
saat) muamelesi sonucunda erken apoptozis, ge¢ apopto-
zis ve nekrozis oranlarinin belirlenmesi i¢in ticari olarak
satin alinmis olan Annexin V/PI kiti (BioLegend, Katolog
No0:640932) kullanilarak hiicrelerin, akim sitometri ci-
haziyla (BD FacsARIA III) 6l¢tilmesi sonucu belirlenmistir
(n=6). Hiicreler, flask bagina basina 1X106 hiicre olacak
sekilde T25 tip flasklara katkili HG-DMEM medyumu ile
ekilmistir. Toplam 9 grubu iceren deney tasarist $ekil 1'de

ve asagida verilmistir.

1.  Grupta (G1 grubu) hiicreler katkih HG-DMEM ile
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ekildikten 24 saat sonra,

Grupta (G2 grubu) ekildikten 48 saat sonra,

Grupta (G3 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu me-
dyumla 24 saat muamele edildikten sonra,

Grupta (G4 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu
medyumla 24 saat muamele edilip 24 saatin sonun-
da medyum tekrar katkili HG-DMEM ile degisip bu
sekilde 24 saat bekletildikten sonra,

Grupta (G5 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu
medyumla 24 saat muamele edilip 24 saatin sonun-
da medyum tekrar katkili HG-DMEM ile degisip bu
sekilde 48 saat bekletildikten sonra,

Grupta (G6 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu me-
dyumla 48 saat muamele edildikten sonra,

Grupta (G7 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu
medyumla 48 saat muamele edilip 48 saatin sonun-
da medyum tekrar katkili HG-DMEM ile degisip bu
sekilde 24 saat bekletildikten sonra,

Grupta (G8 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu
medyumla 48 saat muamele edilip 48 saatin sonun-
da medyum tekrar katkili HG-DMEM ile degisip bu
sekilde 48 saat bekletildikten sonra,

Grupta (G9 grubu) katkili HG-DMEM ile ekildikten
24 saat sonrasinda medyum NB ile degistirilip bu
medyumla 72 saat muamele edildikten sonra, deney
sonlandirilarak 6rnekler akim sitometrik analiz i¢in

hazirlanmistir (Sekil 1).

Akim Sitometrik Analiz
Akim sitometrik analizler icin Mersin Universitesi Ileri
Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezinde
bulunan BD FACS Aria III cihazi kullanilmistir. Her kul-
lanim 6ncesi cihazin 70’lik nozzle ile performans kon-

trolii ve drop delay deger tespiti yapilmustir. Farkli gru-

plara ait hiicre popiilasyonlarinda Erken/Geg¢ Apoptozis
ve Nekrozis durumlarini belirlemek amaciyla Annexin
V ve Propidyum Iyodid (PI) kiti (BioLegend, Katolog
No:640932) kullanilmistir. Kit igerisindeki PI phycoeryth-
rin (PE) ile Annexin V ise Allophycocyanin (APC) kon-
juge floresan boyalar ile isaretlidir. Hiicrelerin bu boyalar
ile isaretlenme o6zelliklerine gore hiicrelerin durumunun
nasil belirlendigi asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo
1).

Tablo 1. Annexin V/PI ile isaretlenen hiicrelerin isaretlenme du-
rumlarina gore saglikli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekro-
tik hiicreler olarak degerlendirilme kogullarinin gésterilmesi

Hiicrelerin durumu Annexin V PI
Canli ve saglikli - -
Erken apoptotik + -
Geg apoptotik + +
Nekrotik - +

Deney tasarisinda belirtildigi tizere, hiicre kiiltiirti den-
eyleri sonlandirildiktan sonra her bir bagimsiz deneyden
elde edilen hiicre siispansiyonu ticari kitin belirtigi pro-
tokole uygun bi¢imde akim sitometrik analize hazirlan-
mistir. Oncelikle, G1 grubuna ait hicbir boya ile isaretle-
nmemis 1x106 sayida hiicre, siispansiyon icerisinde debris
niteliginde parcalar olup olmadigini kontrol etmek amacl
Forward Scatter Area (FSC-A) /Side Scatter Area (SSC-A)
plotunda analiz edilmis ve eger debris var ise istenen 6zel-
liklerdeki popiilasyon (P) P1 kapisi igerisine alinmistir. P1
kapusi igerisine alman 6rnekler daha sonra APC’ye karsin
PE plotunda analiz edilerek, P1 kapisinda bulunan isaret-
siz hiicrelerin APC ve PE lazerleri agisindan negatif 151ma
verip vermedigini kontrol etmek i¢in degerlendirilmistir.
ikili igaretlemeler (Annexin V ve PI) gerceklestirilmeden
once, sadece Annexin V ve sadece PI isaretlemeleri yapilan
hiicreler analiz edilerek boyalarin 6zgiinliigii plot analizi ve
voltaj 6zellikleri degerlendirilerek kontrol edilmistir. Tim
kontroller gergeklestirildikten sonra, 1x106/ml konsantra-
syonda hiicre 6rnekleri kitin talimatlarina uygun bigimde
Annexin ve PI boyalari ile ikili olarak isaretlenerek, akim

sitometrik olarak analiz edilmistir.
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Istatistiksel Analiz
Her bir ¢alisma grubu alt1 bagimsiz deneyden (n=6/grup)
olusacak sekilde gerceklestirilmistir. Normallik varsayimi
Shapiro-Wilk testi ile sinanmustir. Shapiro-Wilk testi so-
nucuna gore normal dagilim yok ise (P<0.05) non-para-
metrik (Kruskal-Wallis) var ise (P>0.05) parametrik (One-
Way ANOVA) testler uygulanmuistir. Bu testler sonucunda
istatistiksel olarak anlamli fark (P<0.05) gorilen veriler
i¢in, anlamliligin hangi ikili gruplar arasinda oldugunu
tespit etmek i¢in Bonferroni post-hoc testi uygulanmistir.
Analizler igin IBM SPSS Statistics yaziliminin iicretsiz
deneme siiriimii (26) kullanilmistir. Non-parametrik ana-
liz uygulanan veriler box-plot grafigi, parametrik uygu-
lananlar ise ortalama + standart sapmayi temsil eden bar
grafigi biciminde sunulmustur. Istatistiksel analizi tamam-
lanan verilerin grafikler haline doniistiiriilmesi ve diizen-

lenmesi i¢cin Microsoft Office yazilimi kullanilmigtur.

BULGULAR
Elde edilen verilerin normal dagilimi incelendiginde
(Shapiro-Wilk testi), Ge¢ Apoptozis testinin normal
dagilima uydugu (P<0.001), Erken Apoptozis (P>0.05) ve
Nekrozis (P>0.05) verilerinin uymadig: tespit edilmistir.
Dolayisiyla, Geg Apoptozis verilerinin istatistiksel anali-
zi One-Way ANOVA (parametrik), Erken Apoptozis ve
Nekrozis verileri ise Kruskal-Wallis (non-parametrik) tes-

tleriyle analiz edilmistir.

HT?22 hiicre hatt1 morfolojik olarak incelendiginde, kon-
trol grubunun (G1) okromatik niikleusa sahip, epiteloid
karakterde hiicre morfolojsi sergiledigi (Resim 1A), 2.
Gruptaki (G2) hiicrelerin de benzer bir morfolojide oldugu
gozlenmistir (Resim 1B). Farklandirma medyumu eklenen
gruplarda (G3-G9) ise 6zellikle 48 ve 72 saat siireyle mua-

mele edilen farklandirma gruplarinda daha belirgin olar-

ak, norit benzeri uzantilara rastlanmistir (Resim 1C, D).

Resim 1. HT22 hiicre hattinin genel morfolojik ve farklandirma medyumlar: sonrasimdaki goriintiisii. (A) Sadece HG-DMEM ile

muamele edilen hiicreler. (B) 24 saat farklandirma medyumu ile muamele edilen hiicreler. (C) 48 saat farklandirma medyumu

ile muamele edilen hiicreler. (D) 72 saat farklandirma medyumu ile muamele edilen hiicreler. Niikleus (asterisk *), norit benzeri

uzantilar (siyah oklar). Objektif biiyiikliigii 10X, olgek 10um.




Sakarya Tip Dergisi 2023;13(3):375-383
OZTURK et al., Ht22 Fare Hipokampal Hiicre Hattinin Noronal Farklanma Besiyerine Verdigi Apoptotik Tepkinin Olgiilmesi

Katkilt HG-DMEM medyum ile ekilip 24 saat tutunmalar1
i¢in beklenen hiicrelerin, degisik stirelerde farklanma me-
dyumu ile muamele edilmesi sonucu 6l¢iilen erken apop-
tozis verileri incelendiginde ise G6, G7 ve G9 gruplarinda-
ki artigin, 1. Gruba (Kontrol, G1) gore (sirastyla P=0,010,
P=0,011 ve P=0,015) ve G3e gore (sirasiyla P<0,001,
P<0,001 ve P=0,001) istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 2, Sekil 3A). Geg apoptozisin, 1.

(2% )

Hiicrelerin ekilmesi

Gruba (Kontrol, G1) kiyasla G5, G7, G8 ve G9 gruplarinda
artig gosterdigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belir-
lenmistir (sirastyla P=0.003, P=0.02, Pz0,001 ve P=0,001).
Bu bulgularin yani sira, G3e gore G8deki artigin da an-
lam1 oldugu tespit edilmistir (P=0.04) (Sekil 2, Sekil 3B).
Nekrozis verileri incelendiginde ise gruplar arasinda an-
lamli herhangi bir fark bulunmamustir (Sekil 2, Sekil 3C).

0. 24. 48. 72: 96. 120.
Saat Saat Saat Saat Saat Saat'
I | | | .
1. Grup HG-DMEM R
2. Grup HG-DMEM HG-DMEM .
3. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) .
4. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) HG-DMEM .
5. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) HG-DMEM HG-DMEM .
6. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) Neurobasal+ (B27+) .
7. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) Neurobasal+ (B27+) HG-DMEM .
8. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) Neurobasal+ (B27+) HG-DMEM HG-DMEM .
9. Grup HG-DMEM Neurobasal+ (B27+) Neurobasal+ (B27+)  Neurobasal+ (B27+) .

‘ : deney sonlandirildi

Sekil 1. Deney tasarisimin sematik olarak gosterilmesi. HG-DMEM (yiiksek glikoz

katkili DMEM; high glucose DMEM).

- Ty

Sekil 2. Farkli gruplarda Annexin V/PI isaretlemesine gore; canli ve saglikli, erken

apoptozis, ge¢ apoptozis ve nekrozis durumundaki HT22 hiicre popiilasyon dagilim-
lar1 kadranlar (Q1-Q4) icerisinde gosterilmistir. (A) Negatif kontrol (NK), (B) G1
grubu, (C) G2 grubu, (D) G3 grubu, (E) G4 grubu, (F) G5 grubu, (G) G6 grubu,
(H) G7 grubu, (I) G8 grubu, () G9 grubu. Q1I: nekrotik hiicre popiilasyonu, Q2: ge¢
apoptotik hiicre popiilasyonu, Q3: saghkl hiicre popiilasyonu, Q4: erken apoptotik

hiicre popiilasyonu. (n=6/grup).
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p<0.001

F=5.24 P=0.064
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Hucre Poptilasyon Orani (%)

Sekil 3. HT22 hiicrelerinin gruplar aras: erken apoptozis (A), ge¢ apoptozis (B) ve nekrozis oranlar: (C). (n=6/
grup). Sekil 3A icin; (**: G3'e gore anlamli, P<0,001, #: G1e gore anlamli, P<0,05. ##: G3e gore anlamli, P<0,05).
Sekil 3B icin; Farkli ¢alisma gruplarinda Annexin V (+) / PI (+) isaretlemesine gore tespit edilen ge¢ apoptozis

durumundaki HT22 hiicre popiilasyon oranlari ortalama tstandart sapmay: temsil eden bar grafiginde gosterilm-

istir. (*: G1'e gore anlamli, P<0,001. #: Gle gore anlamli, P<0,05, ##: G3'e gore anlamli, P<0,05). Sekil 3C igin;

Farkli calisma gruplarinda Annexin V () / PI (+) isaretlemesine gire tespit edilen nekrotik HT22 hiicre popiilasyon

oranlar1 box-plot grafigi ile gosterilmistir. Gruplar arasinda nekrotik hiicre popiilasyonu agisindan istatistiksel olar-

ak anlaml bir farkhilik tespit edilmemistir.

TARTISMA

Bu ¢aligmada fare HP dokusundan elde edilmis HT22
hiicrelerinin, néronal farklandirmada ve primer néron
kiltiirti protokollerinde sik¢a kullanilan B27+ katkisi iger-
en medyum bilesimine, zamana bagl verdigi apoptotik ve
nekrotik tepkinin 6l¢iilmesi amaglanmustir'®. Bu dogrultu-
da, in-vitro ortamda farkli siire ve kombinasyonlarda fark-
landirma medyumuna tabi tutulan HT22 hiicrelerinde, An-
nexin V/PI isaretlemesi ile erken apoptozis, ge¢ apoptozis
ve nekrozis hiicre popiilasyon oranlar1 karsilagtirilmistir.
Annexin V isaretlemesi, hiicre membranimnin dis ytiziine
gecmis olan fosfatidilserin tespitini yani hiicrenin erken
apoptozis evresine gecisini isaret etmektedir'>'e. Kontrol
grubuna (G1) veya 24 saat farklandirma ortaminda tu-
tulan hiicrelere (G3) kiyasla, 48 saat ve daha uzun fark-
landirma ortaminda tutulan HT22 hiicrelerinin (G6,
G7, G9) daha yiiksek oranda erken apoptozise ugradigi
gorulmistir (Sekil 2, Sekil 3A). HT22 hiicrelerinin, 24
saatlik farklandirma medyumu ile kiiltiirlenmeye ise an-
laml seviyede bir erken apoptotik tepki (G1/G3, P>0.05)
olusturmadig: tespit edilmistir. Diger yandan, Annex-
in V (+) ve PI (+) boyanan hiicre popiilasyon oranlari
degerlendirildiginde farklandirma medyumunun kiltir

stiresinden bagimsiz olarak, HT22 hiicrelerinde ge¢ apop-

tozise yol agtig1 anlagilmistir (Sekil 2, Sekil 3B). Membran
hasar1 ve DNA fragmantasyonlar1 sebebiyle, ge¢ apopto-
ziste geri dondiiriilemeyen hiicresel kayiplar olusabildigi
bilinmektedir'”. Bazi gruplarda tespit ettigimiz anlamli
gec apoptozis artisi, bu gruplardaki HT22 hiicrelerinin
faklandirma medyumuna kars1 gelistirdigi intrinsik ve
ekstrinsik yollarla aktive olabilen, caspase ailesine ait pro-
teinlerin ifadelerini de etkilenmis olabilir. HT22 hiicre hat-
tinin noronal farklilagmast tizerine temellerini olusturacak
calismalarda, caspase ailesi proteinlerin ifade seviyeleri,
akim sitometrik, western-blot veya immiinfloresan isare-
tleme yontemleriyle ya da s6z konusu proteinleri kodlayan
genlerin mRNA ifadeleri kantitatif RT-PCR veya floresan

in situ hibridizasyon vb. yontemlerle tespit edilebilir.

PI molekiiliiniin membran butinliigii bozulmus haldeki
hiicrelerin DNAsina baglandig1 ve PI pozitif hiicrelerin
nekrotik hiicreler olarak kabul edildigi bilinmektedir's.
Annexin V (-) ve PI (+) isaretlenen hiicre popiilasyon or-
anlar1 incelendiginde, farklandirma medyumunun HT22
hiicreleri tizerinde kayda deger bir nekrotik etki olustur-
madigini gostermistir (Sekil 2, Sekil 3C). Bununla birlikte,
farklandirma medyumu siireden bagimsiz olarak ge¢ ap-

optoza neden olurken nekrozda herhangi bir artisa ned-
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en olmamasi da ilging bir durumdur. Gergeklestirdigimiz
akim sitometrik deneyler farkli stireler sonlandirilan kiltiir
deneyleri sonrasinda yapilmis olsa da farklandirma me-
dyumunun HT22 hiicrelerinin 6liim hizini nasil etkiledigi
konusunda sinirl bilgiler sunmaktadir. flerleyen ¢aligma-
larin hiicre 6liim hizi ya da hiicre béliinme hizini gergek
zamanl olarak analiz etme kapasitesine sahip yontemler
ile tiim deney stireleri boyunca hiicrelerin farklandirma

medyumuna verdigi stiregelen tepkiler 6l¢iilebilir.

HT22 hiicrelerinin farklandirma medyumu ile daha uzun
stire kiiltiire edilmesine bagli gozlemledigimiz erken apop-
tozis artiginin ya da zamandan bagimsiz olarak ortaya ¢i-
kan ge¢ apoptozis artiginin néronal farklilasma agisindan
ne ifade ettigi soru isaretidir. Bu baglamda, fetal nérogen-
ez sirasinda programlanmus hiicre 6liimlerinin noro-glial
farklilagsma basamaklarinin islemesine katki sundugu dik-
kat ¢cekicidir'®®. Erigskin rodentlerde noral kok hiicre olusu-
mundan elektrofizyolojik olarak aktif néron olusumuna
kadar gerceklesen dontisiim basamaklar: sirasinda hiicre
popiilasyonunun yaklagik olarak yarisinin farklilagam-
adan ayni basamakta kaldigi (noral kok hiicre havuzunu
korudugu) ya da apoptozise ugradigi da bilinmektedir*-?,
Dolayisiyla, dogal ortaminda (fetal veya eriskin beyn-
indeki norojenik tabakalar) gerceklesen noronal farklilas-
ma basamaklar1 sirasinda programli hiicre 6limi olagan

ve gerekli bir hiicresel olay olarak kabul edilebilir.

HT22 hiicre hattinin HP dokusu kaynakli bir hiicre
hatt1 olmasi sebebiyle, hipokampal nérogenez sirasin-
da gerceklesen noronal farklilasmanin modellenmesi
agisindan makul bir model adayi olarak kabul edilebilir.
Ancak HT22 hiicrelerinin néronal farklandirma kltir
ortamlarindaki hiicresel ve molekiiler davranislarina ait
oldukea az bilgi bulunmaktadir. Literatiir incelendiginde
HT22 hiicre hattin1 noéral farklilasma modeli olarak kul-
lanilabilecegini gosteren ¢ok az sayida arastirma oldugu
gorulmistir®-. Bu ¢alismalarda, HT22 hiicreleri N2 ve/
veya B27 katkisi iceren NB ile kiiltiire edildiginde, noral

karakterde olan bu hiicrelerin kolinerjik noéron 6zel-

liklerini gosterdigi raporlanmistir*® *. Bu arastirmalarda,
HT22 hiicrelerinin farklandirilarak kazandiklar1 néronal
fenotipler gosterilmis olsa da hiicrelerin bu medyumlara
kars1 verdigi apoptotik yanit degerlendirilmemistir. Ay-
rica sadece bu c¢aligmalardan elde edilen bilgiler sonu-
cunda HT22 hiicrelerinin néronal farklilagmanin hangi
agamasinda oldugunun ya da hiicrelerdeki olgunlasmanin
derecesinin anlasilmasi agisindan da yeterli bilgiler sun-

mamaktadir?-%,

Bu ¢aligmada elde edilen, HT22 hiicrelerinde, farklandir-
ma medyumuna kars1 zamana bagli olusan erken veya
gec evre apoptotik tepkilere ait bilgiler, HT22 hiicreleri
ile farklandirma protokolleri uygulayacak arastirmacilara
faydali bir temel saglamaktadir. Ancak ilerleyen caligma-
larda caspase bagimli apoptotik tepkilerin de dl¢tilmesi
bu ¢alismada elde edilen, HT22 hiicrelerin noéronal fark-
landirmaya kars1 verdigi apoptotik tepkilerin daha kap-

samli bi¢cimde anlagilmasina yardimei olabilir.

Sonug olarak, literatiirde siklikla kullanilmakta olan HT22
hiicrelerinin noronal farklilasma medyumuna verdigi
stireye bagli apoptotik yanitin degerlendirilmesi, basit ve
yaygin olarak kabul géren bir yontem ile incelenmistir.
Bu ¢aligma ile bir¢ok arasgtirmanin konusunu olusturan,
noronal farklilagma mekanizmalarinin devreye girmesiyle
ilk basamakta proliferasyona ugrayan hiicrelerin farklan-
ma basamaklar1 ilerledik¢e programli bir bi¢imde apop-
toza ugramasi ve farklilasmay:r tamamlayip post-mitotik
olgun néronlar olusturmas: seklinde ilerleyen nérogenez
sirasinda gergeklesen ndronal apoptoz ve bu olayin meka-
nizmasinin daha iyi olarak anlagilmas: agisindan bazi sor-

ulari cevapladig: diistintilebilir.
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