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HT22 hiicre hattinin farklilasma karakterinin koloni canhlik testi ile
sinanmasi
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Amag: Bu calismanin amaci hali hazirda gesitli ndrodejeneratif hastaliklarin modellenmesinde
kullanilmakta olan HT22 hiicre hattinin nérogenez modeli olarak da kullanilabilirliginin koloni
canlilik testi ile sinanmasidir. Yontem: Yalnizca HG-DMEM medyumu ile muamele edilen
hiicreler kontrol grubu (K), 24 saat HG-DMEM medyumda birakildiktan sonra sirasiyla 24, 48 ve
72 saat B27+ katkili NB+ medyumu ile inkiibe edilen hiicreler ise grup 1 (G1), grup 2 (G2) ve grup
3 (G3) olarak belirlenmistir. Tiim gruplar daha sonra %0.5’lik kristal violet ile boyanarak
goriintillenmistir. Elde edilen goriintiilerden koloni sayimi yapilarak hiicre canlilik oranlari tayin
edilmis ve istatistiksel analiz gergeklestirilmistir. Bulgular: Tiim gruplar arasindaki koloni
canhlik oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamlh bir farklilik saptanmistir (p<0.0001).
Farkliligin yoni, kontrol grubuna kiyasla deney gruplarindaki diisiis egilimi olmakla birlikte;
grup 1 ile grup 2 ve grup 3 birbirleriyle karsilastirildiginda gozlenen azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gorilmiistiir (p<0.0001). Ancak grup 2 ve grup 3 arasinda farklilik
gorilmemistir (p=0.254). Sonug: Ozetle, HT22 hiicre hattinin nérogenez modeli olarak
kullanilabilirligi basit ve ucuz bir yontem ile sinirh diizeyde olsa da sinanmigtir. Bu ¢alismada
uygulanan farklilastirma protokolii kullanilarak hiicresel farklilasmanin degisik basamaklarini
temsil eden faktorler gen ve/veya protein ekspresyonu seviyesinde de test edilebilirse, HT22
hiicrelerinin yaygin bicimde nérogenez modeli olarak kullanilabilirligi ortaya ¢ikarilabilir.

Anahtar kelimeler: HT22, hipokampus, noérogenez, noronal farklilasma, koloni canlilik testi

Yazinin gelis tarihi: 20.07.2020 Yazinin kabul tarihi: 25.09.2020

Sorumlu Yazar: Nail Can Oztiirk, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Anatomi AD, Ciftlikkoy
Kampiisii, PK. 33110, Tel: 0324 36100001(29055), E-posta: nail.ozturk@mersin.edu.tr

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2020;13(3) 331


https://orcid.org/0000-0001-9459-2120
mailto:nail.ozturk@mersin.edu.tr

HTZ22 Hiicre hattinin farklilasma karakteri

Testing the differentiation character of HT22 cell line via colony
survival assay

Abstract

Aim: The aim of this study is to test the feasibility of HT22 cell line, which is in a current use in
the modeling of various neurodegenerative diseases, as a neurogenesis model by colony survival
assay. Method: Group of cells treated with HG-DMEM medium was designated as control group
(K) while equivalent counterparts upon the same treatment that subjected to NB + medium
supplemented with B27+ for 24 (G1), 48 (G2), and 72 hours (G3), respectively. All groups were
then imaged by staining with 0.5% crystal violet under inverted microscope. Cell viability rates
were determined by counting the colonies from the visuals obtained and statistical analysis was
performed. Results: A statistically significant difference in colony viability rates between
different groups was evident (p<0.0001). The direction of difference was in a decrement trend in
the experimental groups compared to the control group (p<0.0001). However, when the two
individual experimental groups (G2 vs G3) were compared, there was no significance (p=0.254).
Conclusion: In summary, feasibility the use of HT22 cell line as a neurogenesis model has been
tested in the current study, albeit limited, by a simple and inexpensive method. If the factors
representing the different stages of cellular differentiation can also be tested at the gene and / or
protein expression level using the differentiation protocol used in this study, the availability of
HT22 cells as a neurogenesis model will be better revealed.
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Giris hatti bulunmaktadir.19 Fare HP dokusundan
elde edilmis HT22 hiicreleri de s6z konusu
hiicre hatlarindan birisi olarak kabul
edilebilir. Glutamat’a olan asiri
duyarliligindan dolay1 HT22 hicreleri,
Alzheimer, Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklarda olusan glutamat
sitotoksisitesini modellemek icin
kullanilmaktadir.1112 Fakat, EHN ile noron
iiretim merkezlerinden biri olan HP’den elde
edilmis HT22 hiicre hattinin noral
farklilasma modeli olarak kullanilmas1 yok
denecek kadar azdir.1314

Norogenez, genel tanim olarak noéral
kok hiicrelerin bir seri ¢ogalma ve
farklilasma basamaklarina girerek olgun
noronlara dénlismesi olarak tanimlanabilir.!
Intra-uterin  yasamda  olduk¢a  hizh
gerceklesen noron iretim donglsiiniin
dogumla birlikte yavasladigli ve yasamin
ilerleyen kisimlarinda beynin sadece iki
tabakasinda sinirlandigl anlasilmistir.2-5 Bu
iki alandan birinin hipokampus’un (HP)
gyrus dentatus’undaki subgrantiler tabakasi
oldugu  bilinmektedir. Bu tabakada
gerceklesen cogalma, farklilasma ve Calismamizda, HT22 hiicre hatt,
olgunlasma gibi hiicresel basamaklari ticari bir noéral farklilastirma medyumuna
kapsayan norobiyolojik dongiiye Eriskin farkli sireler tabi tutularak, hiicrelerin
Hipokampal Norogenez (EHN) adi zamanla bu medyum icerisinde canh
verilmektedir.6-9 kalabilme durumlari koloni canlilik yontemi

kullanilarak sinanmistir.
Noron iiretimini farkli acilardan ?

inceleyen cok sayida arastirmaci, nérogenez

calismalar altinda bir kulvar olusturmustur. Yontem

Konuya ait genis bir yelpazedeki sorular, in-
vivo arastirmalarinin yani sira hiicre kiltiiri
ortaminda icra edilen in-vitro ¢alismalarla
da onemli olgiide cevaplanabilmektedir.
Norobiyolojik arastirmalar i¢in kullanilan
insan, fare ve sican dokularindan elde
edilerek oOltimstzlestirilmis bircok hiicre
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Hiicre Kiiltiirii

HT4 hiicrelerinin subklonu olarak,
noronal dzelliklere sahip, 6liimsiizlestirilmis
fare hipokampal hiicre hatti1 olarak iiretilen
HT22  hicreleri, 1tretici firmas:i olan
MERCK'’in talimatlar1 dogrultusunda kiiltiire
edilmistir (Katolog No: SCC129).!5 Buna
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gore, hiicreler %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) iceren yiiksek-glikozZlu DMEM
medyumla (HG-DMEM, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Sigma, Katolog No: D6546),
%5 CO2 iceren ve 37 °C sicakliktaki

Hiicre canlilik testi

Hiicre canlilik testi icin uygulanan
yontem Franken ve ark.'nin!é yaptigi calisma
modifiye edilerek tasarlanmistir. Kisaca,
hiicreler kuyucuk basina 500 hiicre olacak
sekilde 6 kuyucuklu petrilere katkili HG-
DMEM medyumunda ekilip bir gece boyunca
tutunmalar icin beklenmistir. Ertesi giin,
kontrol (K) grubu disindaki gruplarin
medyumlar1 B27+ katkis1 (Katolog No:
A3582801, Gibco™, 50X) iceren Norobazal+
(NB+) medyum (NB, Katolog No: A3582901,
Gibco™) ile degistirilmistir. ilk gruptaki
hiicreler (G1) 24 saat, ikinci gruptaki
hiicreler (G2) 48 saat ve iiglincii gruptaki
hiicreler (G3) ise 72 saat boyunca bu
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Resim 1. HT22 (fare hipokampal) hiicre hattinin genel morfolojisi, 200X.

HT22 Hiicre hattinin farklilasma karakteri

inkiibatorde kiiltiire edilmistir. 2-3 gilinde
bir medyumlar1 (katkili medyum) degisen
hiicreler, %70 konfluent oldugunda tripsin-
EDTA ile (Katolog No: SM-2003-C), 37 °C
sicaklikta muamele edilerek, 1/10 oraninda
pasajlanmistir. Tim deneyler ic¢in 7.
pasajdaki (P7) hiicreler kullanilmistir
(Resim 1).

farklilastirma medyumu ile muamele
edilmigtir. Bu surelerin sonunda,
farklhilastirma medyumlari uzaklastirilmis ve
hiicrelerin medyumlar eski medyumlari ile
degistirilip (katkilh HG-DMEM) bir kolonide
50’den fazla sayida koloni olusana kadar
beklenmistir (2 giin). Deney tasarimizi
anlatan sematik goriinim Sekil 1’de
verilmistir. Bu siirecte hiicreler, %5 CO;
iceren ve 37°C sicakliktaki inkiibatorde
kiiltiire  edilmistir. ~ Koloni  olusumu
gozlendikten sonra hiicreler %0.5’lik kristal
violet (KV, Katolog No: C0775, Sigma-
Aldrich) ile boyanmistir. Daha sonrasinda
koloni sayimi yapilarak koloni canlilik
oranlari (%) tayin edilmistir.
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K 1.gln || 2.gin || 3.gin | 3¢ :\NB
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Sekil 1. Deney tasarisinin sematik gosterilmesi. HG DMEM (yiiksek glikoz katkili-high glucose,
DMEM,), NB+ medyum, kontrol (K), G1 (1. grup), G2 (2. grup), G3 (3. grup), deneyin

sonlandirilmasi (Kirmizi ¢arpi).
Istatistiksel analiz

Verilerin her grupta normal dagilima
uygun olup olmadig1 Shapiro Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen
veriler icin tanimlayici istatistik olarak
ortalama ve standart sapma degerleri
verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir farklilik olup olmadigini anlamak
icin parametrik One Way ANOVA testi
uygulanmistir. One Way ANOVA testi tiim
gruplar arasinda anlamh bir farklihik
oldugunu (p=0.0002) gostermistir. Bu
anlamliligin hangi ikili gruplar arasindaki
farkliliktan kaynaklandigin1 tespit etmek
icin ise LSD posthoc testi
gerceklestirilmistir. Verilerin analizi IBM
Statistics paket programinin deneme
sturimiinde gerceklestirilmis ve istatistik
anlamlilikta p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Standart katkili HG-DMEM
medyumuna ekilip koloni olusana kadar
bekletilen grup (K) ve standart katkili HG-
DMEM medyumuna ekilip hiicreler tutunana
kadar beklendikten sonra bu medyum
uzaklastirtlip  yerine noéral farklilasma
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medyumu olan B27+ katkil1 NB+ ile sirasiyla
24 saat (G1), 48 saat (G2) ve 72 saat (G3)
muamele edilip, bu siirelerin sonunda
farklilasirma medyumu uzaklastirilip,
yerine yeniden katkili HG-DMEM medyumu
ilave edildikten ve koloni olusumu gozlenip
koloni canlilik testine tabi tutulan HT22
hiicrelerini iceren 6’1 kuyucuklu petriler
(grup basina ii¢ kuyucuk) sirasiyla Resim
2’de verilmistir.

Degisik stireler boyunca
farklilastirma medyumunda tutulan hiicre
gruplari (Resim 2B-D) kontrol grubu (Resim
2A) ile c¢oklu olarak Kkarsilastirildiginda,
canlilik orani agisindan istatistiksel olarak
farklilik tespit edilmistir (p<0.0001) (Sekil
2). Farkliligin y6ni, kontrol grubuna kiyasla
deney gruplarindaki disiis egilimi olmakla
birlikte; 24 saat farklilastirma medyumunda
tutulan hiicreler ile 48 ve 72 tutulan hiicre
gruplari ayr1 ayri birbirleriyle
karsilastirildiginda gozlenen azalmanin da
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0.0001) (Sekil 2). Ancak 48
saat ve 72 saat farklilastirma gruplari
arasindaki canlilik oran farkinda istatistiksel
olarak anlamlilik gériilmemistir (p=0.254)
(Sekil 2).
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Resim 2. Hiicre canlilik testi sonucu 6’1 kuyucuklu petrilere ait kolonilerin goriiniimii. Kontrol
grubu (A); 24; 48 ve 72 saat B27+ katkili NB+ medyumu ile inkiibe edilen G1 (B); G2 (C) ve G3
(D) gruplarina ait HT22 hiicre kolonileri (siyah oklar) goriilmektedir (%0,5’lik kristal violet).

Koloni Sayisina Gore Canhihik Testi
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Sekil 2. Canli koloni sayisina gore analiz edilen yiizdesel canlilik orani grafigi. Yalnizca HG-DMEM
medyumunda birakilan K grubu ve 24, 48 ve 72 saat B27+ katkili NB+ medyumu ile inkiibe edilen
G1, G2 ve G3 gruplarina ait HT22 hiicre koloni canlilik oranlarina ait degisim grafigi
goriilmektedir. Coklu gruplar arasinda yapilan One Way ANOVA testi sonucu grafigin iist sag
késesinde verilmistir (p=0.002). Ikili gruplar arasindaki LSD post hoc testi degerleri ise ikili grafik
barlar1 arasindaki parantez isaretlerinin iizerinde belirtilmistir.
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Tartisma

Eriskin ndrogenez alaninda
gliniimiize dek yayinlanan bilimsel makale
sayis1 10.000°li sayilara ulasmis ve 6zellikle
2016-2019 yillar1 arasindaki yayin hacminin
bile  yaklasitk 2500 kadar oldugu
bildirilmistir.1718 Bu bilgi, ndérogenez ve
onun temel alt kulvari olan noral farklilasma
ile ilgili konulara ne kadar ilgili duyuldugunu
ortaya koymaktadir. Bu konularda sorularin
standart bicimde cevaplanmasinda
6limsiizlestirilmis hiicre hatlarinin roli
biiyliktiir. Bu baglamda, noérogenez’in
eriskin beyninde simirlandigi iki bolgeden
biri olan HP’den koken alan
olimsiizlestirilmis HT22 hiicre hattinin
neden yaygin bir noéral farklilasma modeli
olarak kullanilmadig1 halen soru isaretidir.

Literatiir incelendiginde HT22 hiicre
hattimi nodral farklilasma modeli olarak
kullanilabilirligini sinayan yalnizca iki
arastirma oldugu go6zlenmistir.1314 Sinirh
sayidaki bu literatiir drneklerinde, HT22
hiicrelerinin 24-48 saat boyunca N2
takviyesi iceren NB medyumu ile muamele
edildiginde aktif kolinerjik néronlarda
gozlenen  faktorleri  eksprese  ettigi
bildirilmistir.1314 Bu bilgilere dayanarak ilgili
arastirma ekipleri, farklilastirma ortamina
alinan HT22 hiicrelerinin,
farklilastirilmamis HT22 hiicrelerine kiyasla
daha iyi bir HP modeli ve ayrica kolinerjik
faktorleri sentez etmeleri agisindan da iyi bir
Alzheimer hastaligt modeli olabilecegi
Onermesinde bulunmuslardir. 13,14
Bahsedilen iki arastirmada farkhlastirma
protokoliine alinan HT22 hiicrelerinin
kolinerjik  ozellikler gosterdigine dair
bulgular heyecan verici olsa da sadece bu
bilgiler tlizerinden néral farklilasma veya
olgunlagsmanin derecesini anlamak giictiir.
Oysaki, noral farklilasma sirasinda veya
sonucunda olgunlasan noronlarin sentez
etmesi gereken altin standart degerindeki
NeuN, Map2, B-tubulin vb. néron spesifik
proteinlerin ekspresyonlari ne morfolojik
(immiinohistokimyasal) ne de Western-Blot

gibi immiin-fenetotipik yontemlerle
desteklenmemistir. Bu tip noron spesifik
olgunlasma faktorlerinin HT22 hiicre

hattinda eksprese oldugunu gosteren bir
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arastirmaya da rastlanmamistir. Eger, HT22
hiicrelerinin néron spesifik olgunlasma
faktorlerini de sentez edip etmedigi
sinanabilir ve olumlu belirtiler
gozlenebilirse HT22 hiicreleri ¢ok daha
yaygin bicimde noral farklilastirma modeli
olarak kullanilabilir.

Ote yandan, calismamizda kullanilan
B27+ katkili NB+ ya da bunlarin bir énceki
ticari nesli olan sade B27 katkih NB
medyumlari, noral farklilastirma amaciyla
ticari olarak kullanilan besi yerleridir.19.20
Calismamizda HT22 hiicrelerinin zamana
bagh olarak B27+ katkili NB+ medyumuna
verdigi tepki dlciilerek, bu medyumun HT22
hiicrelerinin farklilastirilmasi icin
uygunlugu en temel anlamda sinanmistir. Bu
amagcla, noral farklhlastirma calismalarinda
daha once hi¢ kullanilmamis ve ayni
zamanda oldukg¢a basit bir yontem olan
koloni canlilik testi uygulanmistir. Koloni
canlilik testi, kiiltiirde kullanilan kuyuya ya
da petriye tutunan hiicrelerden kacg
tanesinin koloni olusturdugunu
histokimyasal boyalarla tespit edebilmek
lizerine tasarlanmis bir metottur.l6 Bu
yontem genellikle farkli doz radyasyon ya da
ilac  uygulamalarina maruz birakilan
hiicrelerin, s6z konusu uygulamalar
sonrasinda koloni olusturabilme
yeteneklerini 6lcmek icin
kullanilmaktadir.1621.22

Calismamizda, ana medyum olan HG-
DMEM’de 24 saat kaldiktan sonra 24, 48 ve
72 saat noral farklilagtirma medyumuna tabi
tutulan gruplardaki koloni sayisi; sadece HG-
DMEM medyumunda tutulan kontrol
grubunda olusan koloni sayisiyla
kiyaslandiginda, K’'den G1 ve G3’e dogru
gidildikce istatistiksel olarak anlamh
diizeyde azalmistir (Sekil 2). Bu egiliminin
ne anlama geldigini dogru bigcimde
yorumlamak kritik éneme sahiptir. Ornegin,
G2 ile G3 kiyaslandiginda, koloni sayisinin
%33.3’ten %6.4’e kadar diismesi; G1’'deki
hiicrelerin farklilastirma medyumuna 24
saat daha maruz birakildiklarinda canh
kalabilme ya da koloni olusturma
yeteneklerinin 4.2 kat azaldigini isaret
etmektir. Ote yandan, koloni sayis1 ifadesi
kullanildiginda, ilk etapta, tutunan bir
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hiicrenin en azindan 50 adet hiicre iceren bir
topluluk  olusturma  kapasitesi  akla
gelmektedir. HT22 hiicre  hattinin
6lumsiizlestirilmis oldugu diisiiniildiigiinde,
bu say1 teorik olarak sinirsiz olabilir. Fakat
in-vivo noral farklilasma mekanizmalari
diistiniildiigiinde, proliferasyona ugrayan
hiicre sayisi ve devaminda farklilasan hiicre
sayisl arttikea, proliferasyonun yavaslamasi,
farklilasma evresini tamamlayip post-
mitotik olgun noéronlar olustuk¢a ise
proliferasyonun tekrar artmasi bigiminde
noral kok hiicre havuzu koruyucu dogal bir
denge oldugu diisiiniilmektedir.623 Buna
gore, farklilastirma medyumuna maruz
kaldike¢a hiicrelerin canli halde kalabilmeleri
yani koloni olusturabilme yeteneklerinin
azalmasi noral farklilasmanin ilerledigi
anlamina gelebilir. Ya da canli koloni
kavrami say1 degil de biiytikliik acisindan
irdelenecek olursa, olusan kolonilerin
kapladiklari alan bliyiikliigli analiz edilebilir.
Koloni canlilik testinden elde edilen bilgiler
hiicresel farklilasmayla ilgili baskaca
faktorler acgisindan da desteklenebilirse

(imminositokimya, western blot, flow
sitometri vb. yontemlerle) arastirma
sorulari daha ayrintili bicimde
cevaplanabilir.

Sonug olarak calismamizda,
literatiirde zaten baskaca modellerin

olusturulmasi i¢in kullanilmakta olan HT22
hiicre hattinin bir noéronal farklilasma
modeli olarak kullanilabilirligi basit ve ucuz
bir yontem ile test edilmistir. Ek olarak
c¢alismamizda uygulanan farklilastirma
protokolii uygulandiginda, hiicresel
farklilasmanin farkli basamaklarini temsil
eden faktorler, gen ve/veya protein
ekspresyonu seviyesinde de test edilebilirse,
HT22  hiicrelerinin  yaygin  bicimde
norogenez modeli olarak kullanilabilirligi
ortaya ¢ikarilmis olacaktir.
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