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Öz

Amaç Bu çalışmanın amacı nörobiyoloji çalışmalarında sıkça kullanılmakta olan HT22 fare hipokampal hücre hattının, nöronal farklılaşma modeli olarak kullanılabilirliğinin 
anlaşılması için standart bir farklandırma besiyerine farklı sürelerde verdiği apoptotik cevabın sınanmasıdır.

Yöntem ve 
Gereçler

HT22 hücrelerinin ekilmesi ve farklandırma dışında kültüre edilmesi için HG-DMEM farklandırma için ise B27+ katkılı NB+ medyumu kullanılmıştır. Kontrol grubu 
da dâhil olmak üzere toplam 9 farklı grup standart olarak kültüre edilmiştir. Deney sonunda AnnexinV/PI işaretlemesiyle erken/geç apoptozis ve nekrozis oranları akım 
sitometrik olarak belirlenmiştir. Verilerin normal dağılıma uyup uymadığı Shapiro-Wilks testi ile sınandıktan sonra en uygun testle istatistiksel analiz gerçekleştirilmiştir.

Bulgular Gruplar arasındaki karşılaştırmada erken apoptozis (P<0.01) ve geç apoptozis (P<0.001) hücre popülasyon oranları açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit 
edilirken nekrozis açısından anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiştir (P=0.064). 48 ve 72 saat farklandırma besiyerinde kültüre edilen grupların büyük çoğunluğunda, sadece 
HG-DMEM ile veya 24 saat farklandırılan hücrelere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (P<0.001) erken apoptozis artışı olduğu görülmüştür. Farklandırma besiyeri 
ile kültüre edilen grupların çoğunluğunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı düzeyde geç apoptozis artışı gözlenirken (P<0.001),  farklı süreler farklandırılan gruplar arasında 
anlamlı bir fark gözlenmemiştir (P>0.05).

Sonuç Nörodejeneratif hastalıklara ait önemli patobiyolojik özelliklerin in-vitro düzeyde modellenmesinde sıkça kullanılan, fakat nöronal farklılaşma açısından uygunluğu ye-
terince bilinmeyen HT22 hippokampal hücre hattının, yaygın olarak kullanılan bir farklandırma besiyerine erken apoptozis (kültürleme süresine bağlı) ve geç apoptozis 
(süreden bağımsız) artışı şeklinde anlamlı tepkiler oluşturduğu anlaşılmıştır. Bulgularımız HT22 hücre hattının farklılaşma çalışmalarında kullanılabilirliği açısından 
apoptozis düzeyinde önemli ipuçları sunmaktadır.

Anahtar 
Kelimeler

HT22, Hipokampus, Nöronal Farklılaşma, Apoptozis, Akım Sitometri 

Abstract

Introduction � e aim of this study is to test the apoptotic response of the HT22 mouse hippocampal cell line to a broadly accepted di� erentiation medium at di� erent duration to understand 
its usability as a neuronal di� erentiation model.

Materials 
and Methods

For seeding and culturing HT22 cells aside the di� erentiation, HG-DMEM and for di� erentiation B27+ supplemented NB+ medium were used, respectively. A total of 9 
di� erent 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 � ow cytometric analysis of AnnexinV/PI labeled HT22 cells along with appropriate technical controls. A� er testing whether the raw data � t the normal 
distribution by utilizing Shapiro-Wilks test, further statistical analyzes were performed with the most appropriate parametric or non-parametric tests.

Results Statistically signi� cant di� erences were found in terms of early (P<0.01) and late apoptosis (P<0.001) cell population rates, while there was no signi� cant di� erence of necrosis 
(P=0.064). Signi� cant (P<0.001) increase in early apoptosis was evident in the majority of groups cultured with di� erentiation medium for 48 or 72 hours, compared to the 
cells cultured with only HG-DMEM or di� erentiation media for 24 hours. While there was a signi� cant increment in late apoptosis in the majority of the groups cultured with 
the di� erentiation medium compared to the control group (P<0.001), no signi� cant di� erence was observed between the groups di� erentiated for di� erent durations (P>0.05).

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

Keywords HT22, Hippocampus, Neuronal Di� erentiation, Apoptosis, Flow Cytometry
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INTRODUCTION
Nöronal farklılaşma gelişim ya da doğum sonrasında 
merkezi sinir sisteminde (MSS) nöron üretiminin yani 
nörogenezin temel basamaklarından birisi olarak ka-
bul edilmektedir1–3. Gelişim sırasında taslak halindeki 
MSS’nin birçok nörojenik tabakasında doğan nöral kök 
hücreler, bölünme yoluyla sayılarını arttırarak ve farklılaş-
maya başlayıp glial hücre tiplerine ya da farklı tip nöron-
lara dönüşmek üzere hücresel kararlar vermektedir. 
Doğumdan sonra ise, MSS’nin yalnızca iki tabakasında 
(hipokampus’un subgranüler tabakası ve ventriculus later-
alis’leri çevreleyen subventriküler tabaka) gözlenen nöron 
üretimi, Erişkin Hipokampal Nörogenez (EHN) ve Erişkin 
Olfaktör Nörogenez (EON) olarak isimlendirilmektedir4–7.
Fetal gelişim sırasında ve doğumdan sonra gerçekleşen 
nörogenez ile ilgili sayısız makale bulunmaktadır. Örneğin, 
erişkin nörogenez (EN) konusu günümüze kadar on bini 
aşkın PUBMED makalesine konu olmuştur 4,5. Buna 
rağmen, � zyolojik işleyişi hakkında bile halen yeteri kadar 
bilgi sahibi olmadığımız nörogenez’in MSS ile ilgili birçok 
hastalıkla ilişkili olduğu anlaşılmıştır8.

Dolayasıyla, fetal ve/veya EN’yi sağlıkta ve hastalıkta çeşit-
li açılardan daha iyi anlayabilmek için deney hayvanı kul-
lanımını gerektirmeyen, teknik olarak ölümsüzleştirilerek 
belli kültür pasajları boyunca hücresel ve moleküler kar-
akterlerini koruyabilen hücre hatları üzerinde oluşturu-
lan in-vitro modeller literatüre önemli katkılar sun-
maktadır9,10. Fetal gelişim sırasında nöral kök hücrelerin 
farklılaşmasına katkı sunan sinyal yollarını akti� eştirdiği 
düşünülen katkı maddeleri (retinoik asit, N2, B27), tropik 
faktörler (BDNF, GDNF) ve küçük moleküler (small mol-
ecules) vb. maddelerin kendi başına veya birleşim halinde 
kültür ortamına eklenmesiyle çeşitli hücre hatlarında suni 
olarak nöronal farklılaşma oluşturulduğu bilinmektedir 
10. Ancak nöronal farklılaşma modeli olarak kullanılan 
hücre hattı sayısı oldukça azdır10.

Bu çalışmada fare hipokampus (HP) dokusundan elde 
edilmiş, glutamata olan aşırı duyarlılığından dolayı 

Alzheimer, Parkinson vb. nörodejeneratif hastalıklarda 
oluşan glutamat sitotoksisitesini modellemek için sıklıkla 
kullanılan HT22 hücre hattının farklılaşma ortamına ver-
diği apoptotik tepkilerin akım sitometrik olarak test edil-
mesi amaçlanmıştır11,12.

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Hücre Kültürü

Nöral özelliklere sahip, ölümsüzleştirilmiş fare nöral 
hipokompal hücre hattı olan HT22 hücreleri (MERCK, 
Katolog No: SCC129), %10 fetal sığır 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) içeren yüksek-glikozlu DMEM 
medyumla (HG-DMEM, Dulbecco’s modi� ed Eagle’s me-
dium, Sigma, Katolog No: D6546), %5 CO2 içeren ve 37° C 
sıcaklıktaki inkübatörde kültüre edilmiştir (Resim 1A) 13. 
3 günde bir medyumları değiştirilen hücrelerin devam-
lılığını sağlamak amacıyla, hücreler %70-80 yoğunluğa ul-
aştığında, tripsin-EDTA ile (Katolog No: SM-2003-C), 37° 
C sıcaklıkta 3-4 dk muamele edildikten sonra 1:10 oranın-
da pasajlanmıştır. Deneyler sırasında, tüm deney grupları 
için 6. pasajdaki (P6) hücreler kullanılmıştır (Resim 1).

Deney Tasarısı
Akım sitometrik analiz, hücrelerin farklanma medyu-
mu [%2 B27+ katkısı (Katolog No: A3582801, GibcoTM, 
50X) içeren Nörobazal+ (NB+) medyum (NB, Katolog No: 
A3582901, GibcoTM)] ile değişik sürelerde (24, 48 ve 72 
saat) muamelesi sonucunda erken apoptozis, geç apopto-
zis ve nekrozis oranlarının belirlenmesi için ticari olarak 
satın alınmış olan Annexin V/PI kiti (BioLegend, Katolog 
No:640932) kullanılarak hücrelerin, akım sitometri ci-
hazıyla (BD FacsARIA III) ölçülmesi sonucu belirlenmiştir 
(n=6). Hücreler, � ask başına başına 1X106 hücre olacak 
şekilde T25 tip � asklara katkılı HG-DMEM medyumu ile 
ekilmiştir. Toplam 9 grubu içeren deney tasarısı Şekil 1’de 
ve aşağıda verilmiştir. 

1. Grupta (G1 grubu) hücreler katkılı HG-DMEM ile 

376



Sakarya Tıp Dergisi 2023;13(3):375-383  
ÖZTÜRK et al., Ht22 Fare Hipokampal Hücre Hattının Nöronal Farklanma Besiyerine Verdiği Apoptotik Tepkinin Ölçülmesi

377

ekildikten 24 saat sonra, 
2. Grupta (G2 grubu) ekildikten 48 saat sonra, 
3. Grupta (G3 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 

24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu me-
dyumla 24 saat muamele edildikten sonra, 

4. Grupta (G4 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu 
medyumla 24 saat muamele edilip 24 saatin sonun-
da medyum tekrar katkılı HG-DMEM ile değişip bu 
şekilde 24 saat bekletildikten sonra, 

5. Grupta (G5 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu 
medyumla 24 saat muamele edilip 24 saatin sonun-
da medyum tekrar katkılı HG-DMEM ile değişip bu 
şekilde 48 saat bekletildikten sonra, 

6. Grupta (G6 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu me-
dyumla 48 saat muamele edildikten sonra, 

7. Grupta (G7 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu 
medyumla 48 saat muamele edilip 48 saatin sonun-
da medyum tekrar katkılı HG-DMEM ile değişip bu 
şekilde 24 saat bekletildikten sonra, 

8. Grupta (G8 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu 
medyumla 48 saat muamele edilip 48 saatin sonun-
da medyum tekrar katkılı HG-DMEM ile değişip bu 
şekilde 48 saat bekletildikten sonra,

9. Grupta (G9 grubu) katkılı HG-DMEM ile ekildikten 
24 saat sonrasında medyum NB ile değiştirilip bu 
medyumla 72 saat muamele edildikten sonra, deney 
sonlandırılarak örnekler akım sitometrik analiz için 
hazırlanmıştır (Şekil 1).

Akım Sitometrik Analiz
Akım sitometrik analizler için Mersin Üniversitesi İleri 
Teknoloji Eğitim, Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde 
bulunan BD FACS Aria III cihazı kullanılmıştır. Her kul-
lanım öncesi cihazın 70’lik nozzle ile performans kon-
trolü ve drop delay değer tespiti yapılmıştır. Farklı gru-

plara ait hücre popülasyonlarında Erken/Geç Apoptozis 
ve Nekrozis durumlarını belirlemek amacıyla Annexin 
V ve Propidyum Iyodid (PI) kiti (BioLegend, Katolog 
No:640932) kullanılmıştır. Kit içerisindeki PI phycoeryth-
rin (PE) ile Annexin V ise Allophycocyanin (APC) kon-
juge � oresan boyalar ile işaretlidir. Hücrelerin bu boyalar 
ile işaretlenme özelliklerine göre hücrelerin durumunun 
nasıl belirlendiği aşağıdaki tabloda özetlenmiştir (Tablo 
1).

Tablo 1. Annexin V/PI ile işaretlenen hücrelerin işaretlenme du-
rumlarına göre sağlıklı, erken apoptotik, geç apoptotik ve nekro-
tik hücreler olarak değerlendirilme koşullarının gösterilmesi

Hücrelerin durumu Annexin V PI

Canlı ve sağlıklı - -

Erken apoptotik + -

Geç apoptotik + +

Nekrotik - +

Deney tasarısında belirtildiği üzere, hücre kültürü den-
eyleri sonlandırıldıktan sonra her bir bağımsız deneyden 
elde edilen hücre süspansiyonu ticari kitin belirtiği pro-
tokole uygun biçimde akım sitometrik analize hazırlan-
mıştır. Öncelikle, G1 grubuna ait hiçbir boya ile işaretle-
nmemiş 1x106 sayıda hücre, süspansiyon içerisinde debris 
niteliğinde parçalar olup olmadığını kontrol etmek amaçlı 
Forward Scatter Area (FSC-A) /Side Scatter Area (SSC-A) 
plotunda analiz edilmiş ve eğer debris var ise istenen özel-
liklerdeki popülasyon (P) P1 kapısı içerisine alınmıştır. P1 
kapısı içerisine alınan örnekler daha sonra APC’ye karşın 
PE plotunda analiz edilerek, P1 kapısında bulunan işaret-
siz hücrelerin APC ve PE lazerleri açısından negatif ışıma 
verip vermediğini kontrol etmek için değerlendirilmiştir. 
İkili işaretlemeler (Annexin V ve PI) gerçekleştirilmeden 
önce, sadece Annexin V ve sadece PI işaretlemeleri yapılan 
hücreler analiz edilerek boyaların özgünlüğü plot analizi ve 
voltaj özellikleri değerlendirilerek kontrol edilmiştir. Tüm 
kontroller gerçekleştirildikten sonra, 1x106/ml konsantra-
syonda hücre örnekleri kitin talimatlarına uygun biçimde 
Annexin ve PI boyaları ile ikili olarak işaretlenerek, akım 
sitometrik olarak analiz edilmiştir. 
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İstatistiksel Analiz
Her bir çalışma grubu altı bağımsız deneyden (n=6/grup) 
oluşacak şekilde gerçekleştirilmiştir.  Normallik varsayımı 
Shapiro-Wilk testi ile sınanmıştır. Shapiro-Wilk testi so-
nucuna göre normal dağılım yok ise (P<0.05) non-para-
metrik (Kruskal-Wallis) var ise (P>0.05) parametrik (One-
Way ANOVA) testler uygulanmıştır. Bu testler sonucunda 
istatistiksel olarak anlamlı fark (P<0.05) görülen veriler 
için, anlamlılığın hangi ikili gruplar arasında olduğunu 
tespit etmek için Bonferroni post-hoc testi uygulanmıştır. 
Analizler için IBM SPSS Statistics yazılımının ücretsiz 
deneme sürümü (26) kullanılmıştır. Non-parametrik ana-
liz uygulanan veriler box-plot gra� ği, parametrik uygu-
lananlar ise ortalama ± standart sapmayı temsil eden bar 
gra� ği biçiminde sunulmuştur. İstatistiksel analizi tamam-
lanan verilerin gra� kler haline dönüştürülmesi ve düzen-
lenmesi için Microso�  O�  ce yazılımı kullanılmıştır. 

BULGULAR
Elde edilen verilerin normal dağılımı incelendiğinde 
(Shapiro-Wilk testi), Geç Apoptozis testinin normal 
dağılıma uyduğu (P<0.001), Erken Apoptozis (P>0.05) ve 
Nekrozis (P>0.05) verilerinin uymadığı tespit edilmiştir. 
Dolayısıyla, Geç Apoptozis verilerinin istatistiksel anali-
zi One-Way ANOVA (parametrik), Erken Apoptozis ve 
Nekrozis verileri ise Kruskal-Wallis (non-parametrik) tes-
tleriyle analiz edilmiştir. 

HT22 hücre hattı morfolojik olarak incelendiğinde, kon-
trol grubunun (G1) ökromatik nükleusa sahip, epiteloid 
karakterde hücre morfolojsi sergilediği (Resim 1A), 2. 
Gruptaki (G2) hücrelerin de benzer bir morfolojide olduğu 
gözlenmiştir (Resim 1B). Farklandırma medyumu eklenen 
gruplarda (G3-G9) ise özellikle 48 ve 72 saat süreyle mua-
mele edilen farklandırma gruplarında daha belirgin olar-
ak, nörit benzeri uzantılara rastlanmıştır (Resim 1C, D). 

Resim 1. HT22 hücre hattının genel morfolojik ve farklandırma medyumları sonrasındaki görüntüsü. (A) Sadece HG-DMEM ile 
muamele edilen hücreler. (B) 24 saat farklandırma medyumu ile muamele edilen hücreler. (C) 48 saat farklandırma medyumu 
ile muamele edilen hücreler. (D) 72 saat farklandırma medyumu ile muamele edilen hücreler. Nükleus (asterisk *), nörit benzeri 
uzantılar (siyah oklar). Objektif büyüklüğü 10X, ölçek 10µm.
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Katkılı HG-DMEM medyum ile ekilip 24 saat tutunmaları 
için beklenen hücrelerin, değişik sürelerde farklanma me-
dyumu ile muamele edilmesi sonucu ölçülen erken apop-
tozis verileri incelendiğinde ise G6, G7 ve G9 gruplarında-
ki artışın, 1. Gruba (Kontrol, G1) göre (sırasıyla P=0,010, 
P=0,011 ve P=0,015) ve G3’e göre (sırasıyla P<0,001, 
P<0,001 ve P=0,001) istatistiksel olarak anlamlı olduğu 
tespit edilmiştir (Şekil 2, Şekil 3A). Geç apoptozisin, 1. 

Gruba (Kontrol, G1) kıyasla G5, G7, G8 ve G9 gruplarında 
artış gösterdiği ve istatistiksel olarak anlamlı olduğu belir-
lenmiştir (sırasıyla P=0.003, P=0.02, Pz0,001 ve P=0,001). 
Bu bulguların yanı sıra, G3’e göre G8’deki artışın da an-
lamı olduğu tespit edilmiştir (P=0.04) (Şekil 2, Şekil 3B). 
Nekrozis verileri incelendiğinde ise gruplar arasında an-
lamlı herhangi bir fark bulunmamıştır (Şekil 2, Şekil 3C).

Şekil 1. Deney tasarısının şematik olarak gösterilmesi. HG-DMEM (yüksek glikoz 
katkılı DMEM; high glucose DMEM).

Şekil 2. Farklı gruplarda Annexin V/PI işaretlemesine göre; canlı ve sağlıklı, erken 
apoptozis, geç apoptozis ve nekrozis durumundaki HT22 hücre popülasyon dağılım-
ları kadranlar (Q1-Q4) içerisinde gösterilmiştir. (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, (J) G9 grubu. Q1: nekrotik hücre popülasyonu, Q2: geç 
apoptotik hücre popülasyonu, Q3: sağlıklı hücre popülasyonu, Q4: erken apoptotik 
hücre popülasyonu. (n=6/grup).
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Şekil 3. HT22 hücrelerinin gruplar arası erken apoptozis (A), geç apoptozis (B) ve nekrozis oranları (C). (n=6/
grup). Şekil 3A için; (**: G3‘e göre anlamlı, P<0,001, #: G1’e göre anlamlı, P<0,05. ##: G3’e göre anlamlı, P<0,05). 
Şekil 3B için; Farklı çalışma gruplarında Annexin V (+) / PI (+) işaretlemesine göre tespit edilen geç apoptozis 
durumundaki HT22 hücre popülasyon oranları ortalama ±standart sapmayı temsil eden bar gra� ğinde gösterilm-
iştir. (*: G1‘e göre anlamlı, P<0,001. #: G1’e göre anlamlı, P<0,05, ##: G3’e göre anlamlı, P<0,05). Şekil 3C için; 
Farklı çalışma gruplarında Annexin V (-) / PI (+) işaretlemesine göre tespit edilen nekrotik HT22 hücre popülasyon 
oranları box-plot gra� ği ile gösterilmiştir. Gruplar arasında nekrotik hücre popülasyonu açısından istatistiksel olar-
ak anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir.

TARTIŞMA
Bu çalışmada fare HP dokusundan elde edilmiş HT22 
hücrelerinin, nöronal farklandırmada ve primer nöron 
kültürü protokollerinde sıkça kullanılan B27+ katkısı içer-
en medyum bileşimine, zamana bağlı verdiği apoptotik ve 
nekrotik tepkinin ölçülmesi amaçlanmıştır14. Bu doğrultu-
da, in-vitro ortamda farklı süre ve kombinasyonlarda fark-
landırma medyumuna tabi tutulan HT22 hücrelerinde, An-
nexin V/PI işaretlemesi ile erken apoptozis, geç apoptozis 
ve nekrozis hücre popülasyon oranları karşılaştırılmıştır. 
Annexin V işaretlemesi, hücre membranının dış yüzüne 
geçmiş olan fosfatidilserin tespitini yani hücrenin erken 
apoptozis evresine geçişini işaret etmektedir15,16. Kontrol 
grubuna (G1) veya 24 saat farklandırma ortamında tu-
tulan hücrelere (G3) kıyasla, 48 saat ve daha uzun fark-
landırma ortamında tutulan HT22 hücrelerinin (G6, 
G7, G9) daha yüksek oranda erken apoptozise uğradığı 
görülmüştür (Şekil 2, Şekil 3A). HT22 hücrelerinin, 24 
saatlik farklandırma medyumu ile kültürlenmeye ise an-
lamlı seviyede bir erken apoptotik tepki (G1/G3, P>0.05) 
oluşturmadığı tespit edilmiştir. Diğer yandan, Annex-
in V (+) ve PI (+) boyanan hücre popülasyon oranları 
değerlendirildiğinde farklandırma medyumunun kültür 
süresinden bağımsız olarak, HT22 hücrelerinde geç apop-

tozise yol açtığı anlaşılmıştır (Şekil 2, Şekil 3B). Membran 
hasarı ve DNA fragmantasyonları sebebiyle, geç apopto-
ziste geri döndürülemeyen hücresel kayıplar oluşabildiği 
bilinmektedir17. Bazı gruplarda tespit ettiğimiz anlamlı 
geç apoptozis artışı, bu gruplardaki HT22 hücrelerinin 
faklandırma medyumuna karşı geliştirdiği intrinsik ve 
ekstrinsik yollarla aktive olabilen, caspase ailesine ait pro-
teinlerin ifadelerini de etkilenmiş olabilir. HT22 hücre hat-
tının nöronal farklılaşması üzerine temellerini oluşturacak 
çalışmalarda, caspase ailesi proteinlerin ifade seviyeleri, 
akım sitometrik, western-blot veya immün� oresan işare-
tleme yöntemleriyle ya da söz konusu proteinleri kodlayan 
genlerin mRNA ifadeleri kantitatif RT-PCR veya � oresan 
in situ hibridizasyon vb. yöntemlerle tespit edilebilir. 

PI molekülünün membran bütünlüğü bozulmuş haldeki 
hücrelerin DNA’sına bağlandığı ve PI pozitif hücrelerin 
nekrotik hücreler olarak kabul edildiği bilinmektedir18. 
Annexin V (-) ve PI (+) işaretlenen hücre popülasyon or-
anları incelendiğinde, farklandırma medyumunun HT22 
hücreleri üzerinde kayda değer bir nekrotik etki oluştur-
madığını göstermiştir (Şekil 2, Şekil 3C). Bununla birlikte, 
farklandırma medyumu süreden bağımsız olarak geç ap-
optoza neden olurken nekrozda herhangi bir artışa ned-



Sakarya Tıp Dergisi 2023;13(3):375-383  
ÖZTÜRK et al., Ht22 Fare Hipokampal Hücre Hattının Nöronal Farklanma Besiyerine Verdiği Apoptotik Tepkinin Ölçülmesi

381

en olmaması da ilginç bir durumdur. Gerçekleştirdiğimiz 
akım sitometrik deneyler farklı süreler sonlandırılan kültür 
deneyleri sonrasında yapılmış olsa da farklandırma me-
dyumunun HT22 hücrelerinin ölüm hızını nasıl etkilediği 
konusunda sınırlı bilgiler sunmaktadır. İlerleyen çalışma-
ların hücre ölüm hızı ya da hücre bölünme hızını gerçek 
zamanlı olarak analiz etme kapasitesine sahip yöntemler 
ile tüm deney süreleri boyunca hücrelerin farklandırma 
medyumuna verdiği süregelen tepkiler ölçülebilir.

HT22 hücrelerinin farklandırma medyumu ile daha uzun 
süre kültüre edilmesine bağlı gözlemlediğimiz erken apop-
tozis artışının ya da zamandan bağımsız olarak ortaya çı-
kan geç apoptozis artışının nöronal farklılaşma açısından 
ne ifade ettiği soru işaretidir. Bu bağlamda, fetal nörogen-
ez sırasında programlanmış hücre ölümlerinin nöro-glial 
farklılaşma basamaklarının işlemesine katkı sunduğu dik-
kat çekicidir19,20. Erişkin rodentlerde nöral kök hücre oluşu-
mundan elektro� zyolojik olarak aktif nöron oluşumuna 
kadar gerçekleşen dönüşüm basamakları sırasında hücre 
popülasyonunun yaklaşık olarak yarısının farklılaşam-
adan aynı basamakta kaldığı (nöral kök hücre havuzunu 
koruduğu) ya da apoptozise uğradığı da bilinmektedir21,22. 
Dolayısıyla, doğal ortamında (fetal veya erişkin beyn-
indeki nörojenik tabakalar) gerçekleşen nöronal farklılaş-
ma basamakları sırasında programlı hücre ölümü olağan 
ve gerekli bir hücresel olay olarak kabul edilebilir.
 
HT22 hücre hattının HP dokusu kaynaklı bir hücre 
hattı olması sebebiyle, hipokampal nörogenez sırasın-
da gerçekleşen nöronal farklılaşmanın modellenmesi 
açısından makul bir model adayı olarak kabul edilebilir. 
Ancak HT22 hücrelerinin nöronal farklandırma kültür 
ortamlarındaki hücresel ve moleküler davranışlarına ait 
oldukça az bilgi bulunmaktadır. Literatür incelendiğinde 
HT22 hücre hattını nöral farklılaşma modeli olarak kul-
lanılabileceğini gösteren çok az sayıda araştırma olduğu 
görülmüştür23–26. Bu çalışmalarda, HT22 hücreleri N2 ve/
veya B27 katkısı içeren NB ile kültüre edildiğinde, nöral 
karakterde olan bu hücrelerin kolinerjik nöron özel-

liklerini gösterdiği raporlanmıştır23–25. Bu araştırmalarda, 
HT22 hücrelerinin farklandırılarak kazandıkları nöronal 
fenotipler gösterilmiş olsa da hücrelerin bu medyumlara 
karşı verdiği apoptotik yanıt değerlendirilmemiştir. Ay-
rıca sadece bu çalışmalardan elde edilen bilgiler sonu-
cunda HT22 hücrelerinin nöronal farklılaşmanın hangi 
aşamasında olduğunun ya da hücrelerdeki olgunlaşmanın 
derecesinin anlaşılması açısından da yeterli bilgiler sun-
mamaktadır23–25.

Bu çalışmada elde edilen, HT22 hücrelerinde, farklandır-
ma medyumuna karşı zamana bağlı oluşan erken veya 
geç evre apoptotik tepkilere ait bilgiler, HT22 hücreleri 
ile farklandırma protokolleri uygulayacak araştırmacılara 
faydalı bir temel sağlamaktadır. Ancak ilerleyen çalışma-
larda caspase bağımlı apoptotik tepkilerin de ölçülmesi 
bu çalışmada elde edilen, HT22 hücrelerin nöronal fark-
landırmaya karşı verdiği apoptotik tepkilerin daha kap-
samlı biçimde anlaşılmasına yardımcı olabilir.

Sonuç olarak, literatürde sıklıkla kullanılmakta olan HT22 
hücrelerinin nöronal farklılaşma medyumuna verdiği 
süreye bağlı apoptotik yanıtın değerlendirilmesi, basit ve 
yaygın olarak kabul gören bir yöntem ile incelenmiştir. 
Bu çalışma ile birçok araştırmanın konusunu oluşturan, 
nöronal farklılaşma mekanizmalarının devreye girmesiyle 
ilk basamakta proliferasyona uğrayan hücrelerin farklan-
ma basamakları ilerledikçe programlı bir biçimde apop-
toza uğraması ve farklılaşmayı tamamlayıp post-mitotik 
olgun nöronlar oluşturması şeklinde ilerleyen nörogenez 
sırasında gerçekleşen nöronal apoptoz ve bu olayın meka-
nizmasının daha iyi olarak anlaşılması açısından bazı sor-
uları cevapladığı düşünülebilir.
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