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FARE EMBRİYONİK KÖK HÜCRELERİNDEN ELDE EDİLEN ASTROSİTLERİN 

DEDİFERANSİYASYON KAPASİTESİNİN İNCELENMESİ 

Kemal Uğur Tüfekci 

Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinirbilimler AD. 

ugurtufekci@gmail.com 

ÖZET 

Astrositlerin nöral kök hücreler üzerinden nöronlara dönüşmesi nörolojik hastalıklar 
ve beyin hasarlarının tedavisinde yeni bir yaklaşım olabilmektedir. Bu dönüşümü etkileyen 

faktörler tam olarak açıklanamamıştır ve bunların anlaşılması karmaşık hastalık 
modellerinde veya konvansiyonel hücre kültür sistemlerinde oldukça zordur. Bu 

mekanizmaların açıklaması için serumsuz ve kontrollü bir mikro-çevrede yaşayan saf ve 
homojen hücre popülasyonu olan Fare embriyonik kök hücrelerinden (EKH) elde edilen 

astrosit hücreleri (mAGES; Mouse Astrocytes Generated from Embryonic Stem Cells) 
kullanılmıştır. Bu hücreler Fibroblast büyüme faktörü (FGF; Fibroblast growth factor) ile 

muamele edildiklerinde tekrar hücre döngüsüne girerek prolifere olmaya başlamaktadır.  
FGF Reseptörünün tirozin kinaz sinyallemesiyle Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) 

eksprese eden mAGES hücreleri Nestin ekprese eden Nöral Kök Hücrelere (NKH) 
dönüşmektedir. Yaptığımız fenotipik ve fonksiyonel karakterizasyonlara göre mAGES 

dediferansiyasyonu sonucu elde edilen hücreler EKH’lerden mAGES elde edilirken elde 
edilen NKH’lerle aynı olduğu belirlenmiştir. İnflamatuar aracı moleküllerin, özellikle 

İnterferon-gama (IFN-ɣ), mAGES hücrelerinin NKH’ye dediferansiyasyonunu önemli 
ölçüde engellemiştir. Bu mekanizmanın STAT1 fosforilasyonununa bağımlı olarak 

gerçekleştiği gösterildi.  

Bu çalışmada astrositlerin genetik manipülasyondan bağımsız olarak başka hücrelere 
dönüştüğü ortaya konuldu. Bu durum ilişkili sinyalleme aktivatörlerinin astrosit 

dediferansiyasyonunu nasıl baskıladığı veya tetiklediği ile astrositlerin bazı hastalıklarda 
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NKH’lere neden dönüşemediklerini açıklamaktadır. Bu faktörlerin rollerinin açığa 

kavuşturulması beyin hasarı ve nörodejenerasyonda rejenerasyonu sağlayacak ilaç 
hedeflerinin belirlenmesine yardımcı olacaktır. 

 

Anahtar kelimeler: Astrosit, Dediferansiyasyon, Fibroblast büyüme faktörü, Nöral kök 

hücreler 
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INVESTIGATION OF DEDIFFERENTIATION CAPACITY OF ASTROCYTES 

GENERATED FROM MURINE EMBRYONIC STEM CELLS 

Kemal Uğur Tüfekci 

Dokuz Eylül University, Institute of Health Sciences, Department of Neuroscience 

ugurtufekci@gmail.com 

ABSTRACT 

Conversion of astrocytic cells to neurons, through dedifferentiation to neural stem 
cells (NSC), can be an ideal approach to cure neurodegeneration and brain injuries. The 

signaling pathways regulating such a cell conversion are not fully elucidated, and it is 
quite challenging to determine in complex disease models or regular cell culture systems. 

In order to solve this problem, we established a serum-free, strictly controlled cellular 
model of pure and homogeneous “Mouse astrocytes generated from murine embryonic 

stem cells (mAGES).” mAGES cells proliferated by exposure to FGF and caused conversion 
of GFAP-expressing mAGES to nestin-expressing NSC. As a result of standard 

phenotyping, mAGES dedifferentiation gave rise to NSC which is similar to NSC lineage 
obtained directly by differentiation of ESC to neural cells. Inflammatory mediator 

molecules, especially interferon-gamma, affected mAGES de-differentiation and robustly 
debilitated the generation of NSCs from mAGES by STAT1 phophorylation independent of 

nitric oxide generation. Thus, in this project, signaling mechanism, which affect 
conversion of astrocytes without genetic manipulation, were described. The complex 

interaction between related signaling molecules promoting/inhibiting astrocyte 
dedifferentiation may disclose the reason why astrocytes ar not able to generate NSC in 

neurodegenerative diseases. Increased knowledge of such factors may provide innovative 

therapeutic opportunities to support such conversions as regeneration targets. 

 

Keywords: Astrocyte, Dedifferentiation, Fibroblast growth factor, Neural stem cells  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 
Olgun astrositler sağlam beyninde normal olarak prolifere olmamakta [1, 2], ancak 

literatürde astrositlerin hücre döngüsüne yeniden girişini ve kök hücrelere dönüşmesini 

sağlayan bazı moleküller tanımlanmıştır [3]. Bunlar, nükleotidler [4, 5], Epidermal büyüme 
faktörü (EGF) [6, 7], FGF2 [8-10], ve sonic hedgehog (SHH) [11]  gibi büyüme 

faktörleridir. Magdalena Götz ve ark. tarafından yapılmış öncü çalışmalar, SHH'nin bazı 

fare beyin hasarı modellerinde astrositleri dediferansiye ederek NKH’ye çevirdiğini 
göstermektedir [12]. 

Astrositlerin in vivo nöron oluşturamamasının nedeni, inflamasyon veya hastalık 
sırasında inhibitör faktörlerin salınması olabilmektedir [13]. Bu tür sinyaller, 

dediferansiyasyonu ve hücre döngüsüne yeniden girişi önleyebilir [14] veya notch 

sinyallemesi aracılığıyla [15] astrositlerin nörojeneze doğru yönelimini destekleyebilir. 
Hastalık modellerinde destekleyici [16], dediferansiyasyonu ve nörojenik dönüşümü 

engelleyen birkaç faktör aynı anda endojen olarak salınabilir [12], ve bu durum 
astrositlerin dediferansiyasyonu ve nörojenezin farmakolojik tetiklenmesine olanak 

tanıyan hedeflerin belirlenmesini zorlaştırmaktadır [17, 18]. 

 

Bu projede amacımız: 

1. Kök hücrelerden elde edilen astrositlerin dediferansiyasyon kapasitesinin 

belirlenmesi, 
2. Astrositik immün yanıtların bu dediferansiyasyona etkilerinin incelenmesi, 

3. Dediferansiyasyonu düzenleyen mekanizmanın açığa çıkarılmasıdır. 
Hipotez: FGF2 uygulaması astrosit dediferansiyasyonunu uyarırken immün uyaranlar 

bu mekanizmayı baskılamaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Astrositler 

Astrositler, nöronlar ve oligodendrositler gibi nöroektoderm kökenli merkezi sinir 
sisteminde (MSS) en yaygın bulunan glial hücrelerdir [19]. Astrositlerin sağlıklı MSS’de 

nöronlara mekanik destek dışında önemli fonksiyonları bulunmaktadır. Astrositler kan 
damarlarını genişleten ve daraltan çeşitli aracı moleküller (nitrit oksit, prostaglandinler, 

arakinodik asit) salgılayarak kan akışını modüle eder. Astrosit uzantıları tüm önemli 
sinapsları sararak sinaptik transmisyonu, sıvı, iyon ve pH homeostazını sağlar.  Ayrıca 

astrositlerin sinaptik aralıkta aktif moleküller olan Gamma aminobütirik asit (GABA), 
glutamat, pürinler, D-serin gibi nörotransmitterler salgılayarak sinaptik transmisyonda rol 

alır. MSS’de astrosit prosesleri bir taraftan kan damarları ile diğer taraftan ise nöronal 

perikarya, aksonlar ve sinapslar ile kontak halinde bulunur. Bu sayede nöronlar için gerekli 
olan glukoz ve diğer metabolitleri sağlayarak enerji ve metabolizmasında önemli bir görev 

üstlenmektedir. Kan beyin bariyerini serebral kapiller endotel hücreler, bazal lamina, 
perivasküler perisitler ve astrosit uçları oluşturmaktadır. Yetişkin farelerde yapılan 

çalışmalarda astrosit son ayakta bulunan kemik morfojenik protein (BMP) sinyallemesi ile 
serebral endotel hücrelerde kan beyin bariyeri özelliklerini regüle ettiği gösterilmiştir [1]. 

 

2.2. Astrogliosis 

Bazı merkezi sinir sistemi hastalıklarının ortak patolojilerinde reaktif astrogliosise 

rastlanmaktadır [20].  Bu süreç MSS hasarlarına karşı astrositlerin moleküler, hücresel ve 

fonksiyonel değişiklikleri kapsamakta ve hastalığın şiddetine göre farklılık göstermektedir 
[21]. Hafif şiddetli travmalarda veya MSS lezyonlarından uzakta meydana gelen hafif ve 

orta şiddetli astrogliosisde astrosit proliferasyonu neredeyse hiç görülmemektedir. GFAP 
düzeylerinin artışı gözlenmekte ve bunun yanına Bakır-Çinko süperoksit dismutaz, 

Glutatyon peroksidaz ve metallotiyonin enzimleri upregüle edilmektedir [22]. Orta şiddetli 
astrogliosisde indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve tümör nekrozis faktör(TNF)-α, -

β, interlökinler ve interferonlar gibi trofik faktör ve sitokinler salınmaktadır [23]. Hafif ve 
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orta şiddetli astrogliosisde, eğer ki uyaran ortadan kalkmışsa astrositik yanıtların 

rezolüsyonu oluşmakta ve sağlıklı dokularda gözlenen astrositik davranışlarına geri dönüş 
olmaktadır [24]. Bu durumun aksine fokal lezyonların, enfeksiyonun veya 

nörodejenerasyonun yakınındaki astrogliosis artmış astrositik proliferasyonla 
karakterizedir. Reaktif astrositlerin proliferasyonunu sağlayan moleküler faktörlerin tam 

olarak karakterize edilememesine rağmen EGF, FGF, Endotelin 1, Adenozin trifosfat (ATP), 

lipopolisakkarit ve NO’nun rolleri tanımlanmıştır [20]. Artmış proliferasyonun sonucunda 
komşu astrositlerin uzantıları birbirine karışmakta ve glial skar oluşumuna sebep 

olmaktadır. Bu şekildeki bir skar oluşumu genellikle ciddi doku hasarı, nekroz, tümörler, 
kronik nörodejenerasyon, enfeksiyon veya inflamatuvar infiltrasyon oluşan yerlerin 

sınırlarında astrositlerin farklı tipteki hücrelerle etkileşimiyle olmaktadır [1, 24]. Bu şekilde 
oluşan yapısal değişiklikler uzun sürelidir ve uyaranın rezolüsyonuyla ortadan 

kalkmamaktadır [24]. Ayrıca ilerlemiş glial skarlar yoğun inflamasyon durumlarında 
etraftaki sağlıklı dokuyu korumak üzere bariyer görevi görmektedir. Reaktif astrositler 

ayrıya eksitotoksik glutamat alımı, oksidatif strese karşı glutatyon üretimi, Amiloid-β peptid 
degradasyonu, ekstraselüler boşluk ve iyon dengesi düzenlemesi, kan beyn bariyeri 

onarımı ve MSS inflamasyonu düzenlemesi yaparak da MSS sinir sistemi hücrelerini ve 
dokusunu korur. Bütün bunlara rağmen, elde edilen yeni kanıtlara göre rekatif astrositlerin 

MSS fizyopatolojisine katkıda bulunduğu veya kaynağı olduğu öne sürülmektedir. Glial skar 
yapısındaki reaktif astrositler akson rejenerasyonunu engelleyen kollajen ve sülfat 

proteoglikanlarını sentezlemektedir [23]. Ayrıca genetik mutasyonlar sonucu astrosit 
fizyolojisinin değişmesi Alexander hastalığı veya Amyotrofik lateral skleroz gibi hastalıklara 

sebep olmaktadır [20]. Reaktif astrositlerin bu zıt etkileri astrogliosisin hem yararlı hem 

de zararlı etkilere sebep olabileceğini ortaya koymaktadır [1, 24].  
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2.3. Nöral Kök Hücreler 

2.3.1. Embriyonik Gelişimde Nöral Kök Hücreler 

Omurgalıların MSS gelişimi sırasında ilk olarak nöroepitelyal hücreler (NEH) 
oluşmaktadır. Bu hücreler MSS’nin en çok prolifere olan hücreleridir [25] ve astrosit, 

oligodendrosit, nöron ve ependimal hücre gibi tüm hücre tiplerinin temelini 
oluşturmaktadır. MSS oluşumu sırasındaki en önemli özelliği farklı bölgelerde lokalize olan 

NEH’lerin farklı hücre nesillerine dönüşmeyi sağlayan kader belirleyici molekülleri 
salgılamasıdır. Örneğin, ventral spinal kordda ifade edilen transkripsiyon faktörleri 

oligodendrosit transkripsiyon faktörü 2 (Olig2) ve Achaete-Scute Ailesi BHLH 
Transkripsiyon faktörü 1’in (Ascl1) erken dönemde motor nöron oluşumunu geç dönemde 

de oligodendrosit farklılaşmasını düzenlediği gösrerilmiştir [26, 27]. Fakat yapılan 

transplantasyon, genetik nesil haritalama ve motor nöronların genetik indüksiyonla 
öldürülmesi çalışmaları Olig2+ veya Ascl1+ motor nöron öncü hücrelerinin Olig2+ veya 

Ascl1+oligodendrosit öncü hücreleriyle aynı nesilden gelmediğini kanıtlamıştır [28, 29]. Bu 
yüzden, erken dönemdeki öncü hücreler olan NEH’ler bile ileri dönemde sadece spesifik 

nesil belirliyicilere sahip olduğundan in vivo koşullarda sadece tek bir hücre tipine 
farklılaşmaktadır [25]. 

In vitro koşullarda ise en azından NEH’lerin bazıları büyüme faktörleriyle uyarım 

sonucunda nöron-astrosit veya nöron-oligodendrosit gibi hem nöron hem de glial hücreleri 
oluşturabilmektedir [30]. NEH’ler nörosfer kültür koşullarına maruz bırakıldıklarında EGF 

ve SHH sinyal yolak aktivasyonu sonucunda gliojenik transkripsiyon faktörlerinin 
aracılığıyla astrosit, oligodendrosit ve nöronlara farklılaşabilmektedir [31, 32]. Sonuç 

olarak NEH’ler in vivo koşullarda tek nesle ve bazıları iki nesle farklılaşabilirken in vitro 
koşullarda multipotent olarak davranmaktadır. 

NEH’lerin çoğu in vivo koşullarda sınırlı sayıdaki hücre bölünmesinde kendini 

yenilemekte ve neredeyse tüm beyin bölgelerinde radyal glial hücrelerle (RGH) yer 
değiştirmektedir [33] ve RGH çoğu beyin bölgesindeki nörojenezden sorumludur [34]. 

İstisnali olarak ise spinal kordda RGH’ler nörojenezin sonunda ve gliogenezin 
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başlangıcında ortaya çıkmaktadır [26, 35]. İlginç olarak da bazı NEH’ler in vivo koşullarda 

istirahat halinde olmasına rağmen BMP gibi spesifik sinyal yolakları da bu hücreleri sessiz 
şekilde geçici arest halinde tutabilmektedir [36, 37]. Sonuç olarak erken dönemdeki nöral 

kök hücreler gelişmekte olan MSS’de in vivo koşullarda kısıtlı kendini yenileme ve tek veya 
kısıtlı nesil oluşturma potansiyeline sahiptir [31, 32]. 

RGH, NEH’lerden daha sonra astrositlerde sürekli eskprese edilen glutamat taşıyıcıları 

(GLAST, GLT-1, Glutamin sentaz, Aldh1L1), reaktif astrositlerde eksprese edilen vimentin, 
nestin, BLBP, DSD1-proteoglikan ve Tenascin-C ve yetişkin NKH’lerde ekprese edilen çeşitli 

gen ve proteini eksprese eder [38]. Her ikisi de bazal membranda ve CD133 (Prominin) 
eksprese edilen ventriküler apikal yüzeylerde aynı apiko-bazal polariteyi paylaşmaktadır 

[33, 39]. Yapılan in vivo ve primer kültür ile yapılan in vitro çalışmaların sonucunda 

RGH’lerin büyük bir kısmının çoğunlukla nöron olacak şekilde NEH’e benzer şekilde 
farklılaştığı kanıtlanmıştır [25]. NEH’e benzer şekilde RGH’lerde in vivo koşullarda üç farklı 

nesile farklılaşma gözlenmeyip sadece in vitro koşullarda büyüme faktörüyle uyarım 
sonucunda (örneğin, nörosfer kültür koşulları) multipotent davranışlara rastlanmaktadır. 

Kendilerini yenilemelerine istinaden, RGH ardışık olarak farklı nöron alttiplerini oluşturmak 
için asimetrik olarak bölünme geçirir [40, 41]. RGH’nin gelişim sırasında farklı nöron 

alttiplerini oluşturma potansiyeli oldukça sınırlıdır ve geç dönemdeki RGH’ler serebral 
korteksin derin katmanlarda erken dönemde oluşan nöronları oluşturamamaktadır [42]. 

Ayrıca RGH nörojenez sırasında en fazla 8 veya 9 kez bölünme geçirmekte gliogenez 
başlayacağı zaman beynin çoğu bölgesinde ortadan kaybolmaktadır. Bu ortadan kayboluş 

kendini tüketen simetrik nörojenik bölünmeler veya astrosit veya ependimal hücrelere 
dönüşme ile olmaktadır [43, 44]. Görüldüğü üzere RGH’ler, 1 kez bölünme geçiren veya 

simetrik olarak bölündüklerinde simetrik olarak tek bir nöron tipine dönüşen nöral öncü 
hücrelere (örneğin gelişmekte olan ön beyindeki bazal progenitörler) göre nesil ve 

bölünme olarak daha potent hücrelerdir [39, 45]. Bütün bunlara istinaden asimetrik 
bölünmeler ve farklı yavru hücre oluşturmalarına dayanarak, RGH ve NEH’ler nöronal 

progenitör hücrelerden açıkça farklı hücrelerdir in vivo koşullarda az sayıda 
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bölünebilmelerine karşın (rodentlerde; NEH için 2-4 bölünme, RGH için 6-8 bölünme) 

kendilerini yenileyebilme koşulunu sağlamaktadır [25]. Bununla birlikte nöronal progenitör 
hücreler NKH’lerin in vitro koşullardaki yeteneği olan nörosfer oluşumunu 

gerçekleştirememekte; multipotansi ve uzun süreli kendini yenileme özelliğinden yoksun 
kalmaktadır [38]. 

 

2.3.2. Postnatal Dönemde Nöral Kök Hücreler 

Memelilerde doğumdan sonra beyin bölgelerinin nörojenezi sonlanırken gliojenez 
onun yerine geçmektedir ve daha baskın hale gelerek yoğunlaşmaktadır [27]. Bu dönemde 

gelecekte beyaz cevher olacak bölgede veya hemen altında prolifere olan hücreler yoğun 
bir bant oluşturacak ve subventriküler zonu (SVZ) oluşturacaktır. Postnatal dönemde 

SVZ'nin, retroviral tek hücre işaretlemesiyle yavru hücrelerde belirlemeyle çoğunlukla glial 
progenitör hücre içerdiği gösterilmiştir. İşaretlenmiş nesildeki hücreler hem dağınık haldeki 

oligodendrosit ve öncü hücrelerini ve astrositleri hem de tek tip glial hücre kümelerinden 
oluşmaktadır [38, 39]. Devamı niteliğindeki çalışmalarda ise Olig2 transkripsiyon 

faktörünün artmış düzeylerinin astrosit farklılaşmasını inhibe ettiği ve oligodendrosit 
farklılaşmasına yol açtığı ortaya konmuştur [46]. Ayrıca serebral korteks gri cevherinde 

astrosit gruplarına farklılaşan ve astrosit dağılımına sebep olan astrosit öncü hücreleri gibi 

tek hücre tipine farklılaşan öncü hücreler parankim boyunca dağılmışlardır [47, 48]. 
İlginçtir ki serebral kortekste postnatal dönemde nöronal öncü hücrelerin bulunmaz iken 

postnatal 3-11 gün arasında hipoksiye maruz kalınması durumunda T-Box Beyin 1 
+(Tbr1+) dikenli piramidal nöronların mevcut GFAP+ hücrelerden oluştuğu gösterilmiştir 

[49]. Ek olarak in vitro ve in vivo düşük oksijene maruz kalınması postnatal serebral 
kortekssteki GFAP+ hücrelerden reaktif astrositlerin hasar yanıtına benzer şekilde 

multipotent ve kendini yenileyen hücreler oluşmasına yol açmıştır [49]. 

NG2 progenitör hücreler simetrik ve asimetrik olarak bölünerek yetişkin beyninde 
oligodendrositler ve NG2-glia hücre ağının oluşmasını sağlar [50]. Bu hücreler in vivo 
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koşullarda tek nesil veya iki nesile köken olmaktadır ve mevcut fenotipini primer kültür 

koşullarında koruyabilmektedir [51]. EGF ve FGF varlığındaki nörosfer kültür koşullarında 
bu hücreler ve alttipleri de multipotansi özelliği göstermektedir [50]. 

Özellikle postnatal dönemde dentat girus (DG) ve lateral ventirkülün lateral 

duvarında nörojenez devam etmektedir. Embriyonik gelişim sırasında lateral ventrikülün 
lateral duvarı gangliyonik kabartı olarak isimlendirilmekte ve bazal gangliyadaki 

projeksiyon nöronlarını ve telensefalonun tümündeki ve postnatal olfaktör bölge ara 
nöronları oluşturmaktadır [52]. Viral vektör veya genetik nesil izleme çalışmaları da 

postnatal SVZ’deki hücrelerin olfaktör bölgeye göç edip yerleştiğini kanıtlamıştır [38, 48]. 
Bu kökendeki hücreler GFAP+ hücrelerdir ve neonatal RGH’lerden köken almıştır [38]. 

 

2.3.3. Yetişkin Nöral Kök Hücreler 

Erken postnatal dönemde dokunun olgunlaşma süreci VZ ve SVZ’nin küçülmesi ve 
lateral ventrikülün lateral duvarında Subependimal zonda (SEZ) ve hipokampal oluşumun 

DG kısmındaki ikincil nörojenik alan olan subgranüler zonda (SGZ) ependimal hücrelerin 
olgunlaşması ile tamamlanmaya başlar [30, 33, 38]. Her iki alan da olfaktör bölgedeki yeni 

nöron oluşumlarına ve DG’deki granüler hücre katmanına katkıda bulunur ve embriyonik 
nörojenezdeki karakteristiklerini korurlar [38].  

Yetişkin NKH ependimal hücre tabakasının altında ve striatumun tabanında SEZ’de 

ince bir katman halinde bulunmakta in vitro koşullarda EGF veya FGF varlığında 
multipotansi özelliği göstermektedir [53, 54]. Bu hücreler en az 10-20 pasaj baoyunca 

kendilerini yenileyebilmekte ve in vitro koşullarda nöron, astrosit ve oligodendrositlere 
farklılaşabilmektedir. Bu hücrelerin klonal analizleri in vitro koşullarda sürekli-tek hücre 

canlı görüntüleme yapılabilmektedir [55, 56]. Bu yöntemle yapılan analizlerde SEZ’den 
elde edilen yetişkin NKH’ler büyüme faktörü eklemeksizin kültüre edildiğinde sadece 

nöronlara farklılaşmış ve glial hücrelere farklılaşmamıştır [56]. Ancak EGF veya FGF 
eklenmesi durumunda hücreler tekrar prolifere olmaya başlamış ve gliojenik potansiyel 
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kazanmıştır [56]. Sonuç olarak NKH’lerin çoğu in vivo koşullarda sadece nöronlara 

farklılaşabilirken in vivo koşullarda büyüme faktörleri de gliojenik süreçlerin aktive olmasını 
sağlamaktadır [55, 56]. 

 

2.4. Astrosit Farklılaşması 

Nörojenik sürecin sonuna doğru gliojenik süreç aktive olur ve astrosit ve 
oligodendrosit farklılaşması başlar. Nörojenik fazda yüksek miktarda eksprese edilen 

Nörojenin (Ngn) gibi bHLH transkripsiyon faktörleri gliojenik CBP/p300/Smad 
transkripsiyonel kompleksini sekestere ederek ve Janus Tirozin Kinaz (JAK)/ Sinyal 

transdüser ve transkripsiyon aktive edici (Signal Transducer and Activator of 
Transcription; STAT) yolağını baskılayarak gliogenez sürecini inhibe eder [57, 58]. Gelişim 

süreci devam ettikçe nöral öncü hücreler BMP, Lösemi inhibitor faktör (LIF)/Siliyer 
Nörotrofik faktör (CNTF) gibi gliojenik sitokinlerden gelen sinyallere yanıt vermeye başlar 

[59]. Bu durum astroglial genlerden GFAP ve S100 kalsiyum bağlayıcı protein B (S100β) 
promotorlarındaki STAT3 bağlanma noktalarının demetilasyonu ile gerçekleşir [60-62]. 

Astroglial farklılaşmada da nöronal farklılaşmadaki alt tiplerin belirlenmesi sürecindeki 
değişik sinyalleme kaskatları astrositlerin alt tiplerine faklılaşmasına yol açmaktadır. 

Gliojenik sürecin başlatılmasında özelleşme süreci başlamadan Cinsiyet belirleme bölgesi 

Y-kutusu 9 (Sex determining region Y-box 9; Sox9), Olig2 ve Serum yanıt faktörü (serum 
response factor; Srf) gibi transkripsiyon faktörleri önemli roller oynamaktadır [63-65]. 

Sox9 spinal kord gri cevher astrositleri oluşumu için gerekli iken beyaz cevher astrositlerine 
fazla etkisi yoktur. Nükleer faktör-1A (NF1A) da spinal kord gliogenez sürecinin 

başlangıcını ve astrositik belirteç ekspresyonlarını (GFAP) düzenler [66, 67]. Ayrıca yakın 
zamanda yapılan çalışmalara göre Sox9, NF1A ekspresyonunu indükler ve ikisi birlikte 

astroglial gelişimde özellikle metabolizma ve migrasyonda rol alan genlerin bulunduğu 
kaskadı başlatır [68]. Ventral nöral tüpte de astrosit farklılaşması bHLH transkripsiyon 

faktörlerinden stem cell leukaemia (SCL) ile düzenlenmektedir [69]. Buna ek olarak, Pax6 
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nörogenezi düzenlemesine rağmen astrosit farklılaşmasına öncü hücre proliferasyonunu 

inhibe ederek katkıda bulunur [70]. 

2.5. Astrosit Dediferansiyasyonu 
Astrositlerin beyin hasarı ve nörodejenerasyon durumundaki inflamatuar aktivasyon 

mekanizmaları literatürde iyi tanımlanmış olmasına rağmen plastisite ve soya bağlılıklarını 
etkileyen faktörler açısından daha az bilinmektedir. Örneğin, astrositik NKH’den gelen 

nörojenez, yetişkin memeli beyninin bazı kısımlarında gösterilmiştir [71]. Bu bölgelerin 
dışında olgun astrositlerin fonksiyonel nöronlara dönüştürülmesi ektopik nörojenik 

transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonunu gerektirir [18, 72-75]. Terapötik amaçlar için, 
astrositlerin genetik yeniden programlama gerekmeksizin nöronlara dönüştürülmesinin 

elverişli olacağı düşünülmektedir. İnflamasyon veya hastalık sırasında, astrosit 

aktivasyonu, örneğin, mikroglia [76-80], infiltre lökositler [81] veya stresli nöronlar (ATP; 
reaktif oksijen türleri) [24] tarafından salınan sitokinler tarafından tetiklenir. Ortaya çıkan 

astrogliosis, nöron yenilenmesi üzerinde hem zararlı hem de faydalı etkilere sahip olabilir 
[1, 21]. Şiddetli astrogliosisin önemli özellikleri, olgun, çoğalmayan astrositlerin hücre 

döngüsüne yeniden girişi ve glial skar oluşumudur [1, 82, 83]. Örneğin, TNF ile 
transkripsiyon faktörü Nükleer Faktör Kappa B’nin (NF-κB) aktivasyonu, astrositlerin bir 

dediferansiyasyonuyla ilişkili olduğu gösterilmiştir [16, 84]. Bu astrositlerden bazıları 
normal olarak nestin gibi NKH’de bulunan belirteçleri yeniden eksprese etmektedir [24]. 

Astrositlerin nöron üretme kapasitesine sahip hücrelere dönüştürülme potansiyeli, 
gelecekteki nörorejeneratif terapiler için, eğer normalde neden in vivo olarak astrositik 

soyları içinde kaldıklarının bilinmesi durumunda kullanılabilir [38, 82]. 

Reaktif astrositleri in vivo olarak neslini Notch sinyallemesi düzenlemekte ve 
RGH’lerin nörojeneze veya gliojeneze gideceğine karar vermektedir. Sürekli artmış Notch 

düzeyleri hücreleri RGH olarak tutmakta ve nörojenezle etkileşirken yükselen Noggin ve 
azalan Hes seviyeleri de Notch sinyallemesini inhibe ederek RGH ve NKH’lerin nörona 

farklılaşmasını sağlar [85]. Reaktif astrositlerin nörosfer kültür koşullarında NKH fenotipine 
geçişinde de Notch sinyallemesi rol almaktadır [86]. 
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Serebral korteksteki reaktif astrositlerin NKH özellikleri kazanımında SHH’nin 

sinayllemede önemli rolleri bulunmaktadır. SHH sinyal aracısı smoothened’ın yetişkin 
astrositlerde delesyonu yapıldığında travmatik beyin hasarı sonrası reaktif astrosit 

proliferasyonunun ve nörosfer oluşumunun azaldığı gösterilmiştir [12]. SHH en yüksek 
olarak plazmada ve beyin omurilik sıvısında (BOS) bulunmaktadır ve invaziv beyin hasarı 

sonrası beyin parankimine ulaşabilmektedir. Bu durum amiloidoz ve nöronal hücre ölümü 

gibi non-invaziv hasarlarda reaktif astrositlerin neden prolifere olmadığı açıklamaktadır 
[12]. 

Bu noktada skar oluşumunun azalmasına katkıda bulunan sinyal yolaklarının da 
incelenmesi gerekmektedir. Bu bağlamda FGF sinyallemesi ve delesyonu skar oluşumunu 

azaltan GFAP ve vimentin akla gelmektedir [87]. Bu tip ara filament proteinleri memran 

proteinlerini hedefleyerek FGF reseptörü (FGFR) aracılı sinyallemeyi 
kolaylaştırabilmektedir [88]. Bu tür sinyaller NKH ve hatta reaktif astrositlerin nörojenez 

potansiyelini etkilemekte ve skar oluşumunu azaltmayla yakından bağlantılıdır.  

İmmatür glial hücrelerin hasarlı dokuya translante edilmeleri çoğunlukla faydalı 

etkilere sahip olmuştur [89] ve transplante edilmiş kök hücrelerden salınan faktörler skar 
oluşumunu ve nöronal ölümü önlemektedir. Ayrıca beyinde NKH gibi davranan reaktif 

astrositlerin hasarlı bölgeye transplantasyonu da benzer etkilere yol açmaktadır [38]. 

Ayrıca spinal korddaki ependimal hücreler travmatik hasarla aktive olmakta, GFAP+ 
hücrelere farklılaşmakta ve hasar bölgesine göç ederek nöroprotektif faktörler 

salgılamaktadır [90]. 

2.6. Kök Hücreden Elde Edilen Astrositler 

Astrositlerin metabolik veya fonksiyonel çalışmalarında istirahat halindeki veya 

değişik aktivasyon senaryolarında bazı zorluklara rastlanmaktadır: i) in vivo çalışmalarda 
deneyin sonunda astrositler ve çevresindeki diğer hücre tiplerinin ayrımlanamaması, ii) 

Akış sitometri ile ayrımlanmış hücrelerle yapılan ex vivo çalışmalarda hücrelerin 
yaşatılamaması veya tanımlanamayan aktivasyon halleri ve iii) in vitro çalışmalardaki 
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hücrelerin karışık hücre tiplerini içermesi ve görece daha immatür hücrelerden oluşması 

[91]. Primer hücre kültüründe öncü hücreler, reaktif astrositler veya mikroglia gibi diğer 
hücre tipleri bulunabilmektedir. Bu yüzden, primer kültüre alternatif olarak prolifere 

olmayan ve aktive olmamış astrositlerin kök hücreden üretilmesi stratejisi önerilmektedir 
[92]. Bu yeni modelde pluripotent kök hücrelerden elde edilen NKH’lerin BMP4 ile inkübe 

edilmesiyle saf ve prolifere olmayan astrosit popülasyonu 24-48 saat içerisinde elde 

edilebilmektedir. Farklılaştırdığımız fare astrosit kök hücrelerinden elde edilen mAGES 
hücreleri GFAP, aquaporin 4 (AQP4) ve glial glutamat transporter-1 (GLT-1) eksprese 

etmekte, nöronal fonksiyonları desteklemekte ve immün yanıtlara katılmaktadır [92]. Bu 
protokol fare EKH ve hastalığa yatkın uyarılmış pluripoent kök hücre hatlarına 

uygulanabilmektedir ve primer kültürün aksine hücreler hünce döngüsünden çıkmakta 
nestin ekspresyonu neredeyse kaybolmaktadır. mAGES hücrelerinin transkriptom analizleri 

sonucunda da hücrelerin kortikal astrositlere benzerliği göze çarpmaktadır [92]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
3.1. Araştırmanın Tipi 

Araştırmamız deneysel niteliktedir. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 
Araştırmamızın Kasım 2014-Kasım 2015 tarihleri arasında Konstanz Üniversitesi’nde, 

ön çalışmaları yapılmıştır. Ocak 2017-Haziran 2017 tarihleri arasında Dokuz Eylül 

Üniversitesi’nde kendi laboratuvarımızda yürütülmüştür. 
3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Hücre kültürü çalışmasıdır. 
3.4. Çalışma Materyali 

Çalışmamızda CGR8 fare embriyonik kök hücre hattı ve bu hücre hattından 
farklılaştırılan Nöral kök hücreler (NKH) ve mAGES hücreleri kullanılmıştır. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 
Bağımlı değişken: GFAP, Nestin, S100B, BLBP, Sox2, Glut-1 ekspresyon düzeyleri, 

NF-κB nükleer translokasyonu 
Bağımsız Değişken: Ruxolitinib, IL-1β, TNF-α ve IFN-γ dozları, FGF2 inkübasyon süresi 

3.6. Veri Toplama Araçları 
3.6.1. Embriyonik Kök Hücre Kültürü 

Çalışmada besleyici hücreye gereksinim duymayan CGR8 fare EKH hattı 
kullanılmıştır. Hücreler %0,1 Jelatin ile kaplanmış kültür kaplarında; %10 FBS, 2mM 

Glutamax, 2 mM Sodyum piruvat, 100 µM Non-esansiyel amino asit, 50 µM β-
Merkaptoetanol, 100 U/ml Penisilin ve 100µg/ml Streptomisin ile desteklenen Glasgow’s 

MEM ortamında 37°C’de ve %5 CO2 koşullarında idame ettirilmiştir. Hücre kültür ortamına 

hergün taze olarak 104U/ml Lösemi inhibitor faktör (Leukemia Inhibitory Factor; mLIF) + 
3i (2 µM SU5402, 800 nM PD184352 and 3 µM CHIR99021) eklendi. Hücreler haftada 3 

kez 1:10 oranında pasajlandı. 
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3.6.2. Nöral Kök Hücre Üretimi 

CGR8 hücrelerinin NKH’ye farklılaşması için hücreler %0,1 Jelatin ile kaplanmış, 10 
cm çapında kültür kaplarına 5.6x105 yoğunlukta N2B27 ortamında (1:1 DMEM / F12 ve 

Neurobasal, N2-takviyesi, B27-takviyesi, 2 mM Glutamax, 100 uM β-merkaptoetanol, 7.5 
μg/ml insülin, 50 ug/ml Sığır Serum Albumini) ekildi ve 7 gün boyunca inkübe edilmiştir. 

Farklılaşmanın 7. gününde hücreler NKH ortamına [20 ng/ml Endotelyal büyüme faktörü 

(Endothelial growth factor; EGF) ve 20 ng/ml Fibroblast Büyüme Faktörü 2 (Fibroblast 
growth factor 2; FGF2) ile desteklenmiş N2B27 ortamı] alınarak 37°C’de ve %5 CO2 

koşullarında idame ettirildi. Hücreler haftada 2 kez 1:30 oranında pasajlanmıştır. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1: Hücre farklışmalarının şematik gösterimi 
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3.6.3. Nöral Kök Hücrelerin mAGES’e farklılaştırılması 

mAGES hücreleri, Kleiderman ve ark.’ın protokolüne göre NKH’lerden 
farklılaştırılmıştır [92]. Hücreler 100 μg/mL poli-L-Ornitin ve 200 μg/mL laminin kaplanmış 

96-kuyulu plaklara 2x104 hücre/kuyu yoğunlukta ekildi. NKH’ler, BMP4 ile desteklenmiş 
N2B27 ortamında 5 gün süreyle mAGES’a farklılaştırıldı. 

3.6.4. mAGES Hücrelerinin Nöral kök hücreye dediferansiyasyonu 

Beş günlük mAGES iki kez PBS ile yıkandı ve 20 ng/ml FGF2 ile takviye edilmiş N2B27 
ortamına alındı ve ortam iki günde bir değiştirildi. Kontrol olarak hücreler, BMP4 ve FGF2 

olmaksızın N2B27 ortamında kültüre edildi. Deneyler 1-10 gün aralığında yapılmıştır. 

3.6.5. Kantitatif PCR 
Total RNA izolasyonu RNeasy mini kit (Qiagen, Germany) protokolüne göre yapıldı. 

RNA konsantrasyonları spektrofotometrik olarak ölçülerek ve 1 μg RNA’dan iScript II 
Reverse Transcription Supermix (Biorad, Hercules, CA) kitiyle cDNA sentezi yapıldı. 

Kantitatif PCR, MyIQ cycler (BioRad, Hercules, CA) cihazında SsoFast EvaGreen qPCR 
Supermix kit (BioRad) kullanılarak üretici talimatlarına göre gerçekleştirildi. mRNA 

düzeylerindeki değişimler ΔΔCT yöntemine göre analiz edildi ve housekeeping gen olarak 
GAPDH kullanıldı . Kullanılan genlerin primer dizileri Tablo 1’de listelenmiştir. 

3.6.6. Immunfloresan Boyama ve EdU işaretlemesi 

İnkübasyonu biten hücreler %4 paraformaldehit ile fiske edildi. Fikse edilen 
hücrelere %0,1 Triton X-100 ile permeabilize edilip %10 FBS ile bloklandı. İlk olarak, bir 

timin analoğu olan EdU (5-Etinil-2′-deoksiüridin) boyaması yapılarak hücrelerin bölünüp 
bölünmediği gösterilmiştir. EdU boyaması için Baseclick, BCK-EdU555, (Neuried, 

Germany) kiti kullanıldı ve üretici talimatları izlenerek boyaması yapıldı. Ardından hücreler 

ilgili proteine özgü primer antikorla (Tablo 2) ve ardından Alexa Fluor-488 veya Alexa 
Fluor-647 konjuge sekonder antikorlar ile işaretlenmiştir. 
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Tablo 1: Kantitatif PCR'da kullanılan primer dizileri 

Gen Adı Forward Dizi (5’à3’) Reverse Dizi (5’à3’) 

Aldh1l1 CTCGGTTTGCTGATGGGGACG GCTTGAATCCTCCAAAAGGTGCGG 
Aqp4 GCTCAGAAAACCCCTTACCTGTGG TTCCATGAACCGTGGTGACTCC 

Blbp GGGTAAGACCCGAGTTCCTC ATCACCACTTTGCCACCTTC 
Cox-2 CCATTGAACCTGGACTGCAGAAGGC CGGAACTAAGAGGAGCAGCAATGC 

GAPDH CAGGCAGCTCAGGTTGACTCTG GGATGCAGGGATGATGTTC 
Gfap GCCCGGCTCGAGGTCGAG GTCTATACGCAGCCAGGTTGTTCTCT 

GLAST CTCTACGAGGCTTTGGCTGC GAGGCGGTCCAGAAACCAGTC 
Glt-1 GCAGCCATCTTCATAGCCCAAATG CTCATTCTATCCAGCAGCCAGTCC 

GS GTGTGTGGAAGAGTTACCTGAGTGG ATGTGCCTCAAGTTGGTCTCTGC 
IFN-β CTTCTCCACCACAGCCCTCTCC CCACCCAGTGCTGGAATTG 

IL-1β TTTTTGTTGTTCATCTCGGAGCCTGTAG GAGCACCTTCTTTTCCTTCATCTTTG 
IL-6 CCTCTGGTCTTCTGGAGTACCATAGC GGAGAGCATTGGAAATTGGGGTAGG 

iNOS TTGCCACGGACGAGACGGATAGG GGGGTTGTTGCTGAACTTCCAGTC 
Nestin CTGGAAGGTGGGCAGCAACT ATTAGGCAAGGGGGAAGAGAAGGTG 

Olig2 GGCGGTGGCTTCAAGTCATC TAGTTTCGCGCCAGCAGCAG 

S100b GGTTGCCCTCATTGATGTCTTCCAC CTTCCTGCTCCTTGATTTCCTCCAG 
TLR2 CCTCCGTCTTGGAATGTCACCAGG GAGCCACGCCCACATCATTC 

TLR3 GCCCCCTTTGAACTCCTCTTC AGATCCTCCAGCCCTCGATG 
TNF-α TAGCAAACCACCAAGTGGAGGAG GCAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAA 

   

Aldh1l1: Aldehid dehidrojenaz 1 ailesi, üye L1; Aqp4: Aquaporin 4; Blbp: Beyin lipid bağlama 

proteini; Cox-2: Siklooksijenaz 2; GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz; Glt-1: glial 
glutamat transporter-1; GS: Glutamin sentetaz; IFN-β: interferon-beta; IL-1β: interlökin-1 

Beta; IL-6: interlökin-6; iNOS: İndüklenebilen nitrik oksit sentaz; Olig2: oligodendrosit 
transkripsiyon faktörü 2; S100b: S100 kalsiyum bağlayıcı protein B; TLR2: Toll benzeri 

reseptör 2; TLR3: Toll benzeri reseptör 3; TNF-α: Tümör nekroz faktörü alfa 
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Tablo 2: İmmunfloresan boyamalarda kullanılan antikorlar 

Antikor Seyreltme oranı Katalog no Marka 

Aqp4 1:500 Sc-20812 Santa Cruz Biotechnology 

GFAP 1:1000 556330 BD Biosciences 
Nestin 1:500 MAB353 Millipore 

NF-κB p65 1:200 Sc-372 Santa Cruz Biotechnology 

S100b 1:1000 52532 Sigma-Aldrich 
Sox2 1:100 651902 Covance 

3.6.7. NF-κB aktivasyonunun belirlenmesi 
Hücreler IL-1β (10 ng/ml), TNF-α (10 ng/ml) ve IFN-γ (20 ng/ml) ve ayrıca bu 3 

sitokinin kombinasyonu (Complete Cytokine Mix; CCM) ile uyarıldı. 30 dk’lık uyarımın 
ardından hücreler %4 paraformaldehit ile fiske edildi. Fikse edilen hücreler %0,1 Triton 

X-100 ile permeabilize edilip %10 FBS ile bloklandı. Ardından hücreler NF-κB p65 (Santa 
Cruz, ABD) antikoruyla ve ardından Alexa Fluor-555 işaretli sekonder antikor ile işaretlendi. 

Hücrelerin görüntüsü Cellomics ArrayScan sayesinde yüksek çözünürlüklü CCD kamera ile 
alındı ve Hoescht-33342 ile yapılan nükleer boyamayla çakıştırılarak odaklama yapıldı. 

Yapılan incelemede NF-κB aktivasyonu “nükleer translokasyon” algoritmasına göre 
belirlendi [76]. 

3.6.8. Griess Yöntemiyle Nitrit Konsatrasyonu Ölçülmesi 

İnflamatuar uyarım sonucu hücre kültür ortamına salınan NO miktarı Griess 
yöntemine göre belirlendi. 96-kuyulu plaklarda uyarım sonucunda hücre kültür ortamı 

toplandı ve analiz için kullanıldı. Örneklerde bulunan NO konsatrasyonunun belirlnmesi için 
Sodyum Nitrit’in (NaNO2) değişik konsatrasyonlarıyla (0-10 µM) hazılanan standart eğirisi 

kullanıldı. Örnekler ve standartlardan 100’er µl kuyucuklara eklendi ve üzerilerine 25 µl 
Sulfanilamid (6,25 mM)-HCL (3M) karışımı eklenerek 560nm dalga boyunda arkaplan 

absorbans değerleri ölçüldü. Ardından kuyulara 12,5 µl N(l-naftil) etilen diamin 
dihidroklorür (NEDA; 12,5 mM) eklenerek 560 nm dalga boyunda absorbans değerleri 

ölçülerek konsantrasyonlar belirlendi. 
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3.6.9. Resazurin indirgenmesi ile hücre miktarının belirlenmesi 

Hücre miktarının belirlenmesi amacıyla Resazurin indirgenmesi yöntemi kullanıldı. 
Resazurin normalde floresan olmayan bir madde iken hücre içindeki dehidrojenaz 

enzimleri tarafından yıkılarak floresan ışıma verebilen Rezorufin’e dönüştürülmektedir. Bu 
bağlamda inkübasyonu biten hücreler üzerine son konsantrasyonu 10 μg/ml Olacak 

şekilde resazurin eklendi. Hücre kültür kabı 37°C’de 30 dakika inkübe edildi ve 530 nm 

eksitasyon ve 590 nm emisyon dalgaboylarında floresan yoğunlukları ölçüldü. Sonuçlar 
kontrole oranlanarak hesaplandı. 

3.6.10. Hücre proliferasyonunun izlenmesi (Cell Tracking) 
Prolifere olmayan mAGES hücrelerinin tekrar proliferasyon kapasitesinin kzanadığını 

göstermek için CFSE (5-(ve 6)-Karboksifloresin diasetat suksinimidil ester) işaretlemesi 

yapıldı. Diferansiye mAGES hücreleri PBS içindeki 10 µM CFSE ile 15 dk oda sıcaklığında 
inkübe edilerek işaretlendi ve bağlanmayan CFSE ortam ile yıkanarak uzaklaştırıldı. 

Ardından hücreler 1-10 gün arasında FGF ile inkübe edildi ve deney sonunda hücreler 
Hoecsht H-33342 ile boyanarak yüksek çıktılı hücre analiz sisteminde (High Content 

Screening, CellInsight CX5, Thermo Scientific, Schwerte, Almanya) analiz edildi. Hücre 
başına elde edilen total CFSE miktarındaki azalmalara göre hücrelerin kaç kez bölündüğü 

hesaplandı. 

 

Şekil 2: CFSE işaretlemesi ile proliferasyon analizinin şematik gösterimi 
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3.6.11. Canlı hücre Görüntüleme 

mAGES hücrelerinin dediferansiyasyonu canlı hücre görüntüleme sistemiyle (Zeiss 
cell observer) 37°C’de ve %5 CO2 içeren koşullarda izlendi. Bu amaçla hücreler FGF2 

muamelesinin 3. gününde mikroskopa yerleştirildi ve kültür kabında sabit alanlar 
belirlendi. Bu alanlar 20X büyütmede her 15dk’da 8 gün boyunca AxioCamHRm kamera 

sistemiyle görüntülendi. Hücrelerin kültür ortamındaki hareketleri ve proliferatif 

davranışları video halinde kaydedildi. 

3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

Araştırmanın takvimi şu şekildedir: 
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3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Veri analizleri Graphpad Prism’in 7.01 versiyonu ile yapıldı. Değerler ortalama ± 
standart hata olarak verilmiştir. Gruplar arası karşılaştırmalar Mann Withney U testi 

kullanılarak gerçekleştirildi. p değeri 0,05 ten küçük olan analizler istatistiksel anlamlı 
olarak ifade edildi. 

 

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 
Çalışmamızın tek sınırlılığı sadece kök hücreden elde edilen astrositlerde 

gerçekleştirilmiş olmasıdır. Daha geçerli ve kapsamlı bir çalışma olması için primer astrosit 
üzerinde de deneylerin yapılması gerekmektedir. Ancak primer kültürdeki saflık problem 

veya astrositlerin izolasyon sırasında aktive olmaları sorun yaratmaktadır (Bkz. Kısım 2.6). 

Bu ve yukarıda sayılan benzer sebepler çalışmanın sınırlılığı olmaktan çıkmaktadır. Ayrıca 
kullanılan in vitro model hayvan kullanımına alternatif olacak bir modeldir. Kök hücreden 

üretilen hücrenin fareden elde edilen primer astrosit hattına denk olması daha önceki 
çalışmalarda gösterilmiştir [92].  

 

3.10. Etik Kurul Onayı 
Çalışma DEÜ Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik kurulu tarafından 3055-GOA 

protokol ve 2016/32-09 karar numarasıyla uygun bulunmuştur. 
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4. BULGULAR 

4.1. mAGES Hücrelerinde Astrosit ve NKH Belirteç Proteinlerinin Ekspresyonu 

NKH’den mAGES farklılaştırılması sırasında NKH ve astrosit belirteçlerinin mRNA ve 
protein düzeyleri değişik zaman noktalarında incelendi. mRNA analizi için 0, 1, 3 ve 5. 

günlerde RNA izolasyonu için örnekler toplandı ve pozitif kontrol olarak primer astrosit 
RNA’sı kullanıldı. Astrosit belirteci olarak GFAP, AQP4, S100β, GLT-1, GLAST, GS ve 

ALDH1L1 ile NKH belirteci olarak Nestin, BLBP ve Olig2 mRNA’ları incelendi. mAGES 
hücreleri farklılaşmasında NKH belirteçlerinin mRNA düzeyleri azalırken astrosit belirteç 

düzeyleri artmaktadır (Şekil 3). 

Şekil 3: NKH ve mAGES hücrelerinde astrosit ve NKH belirteç mRNA düzeylerinin zamana 
bağlı değişimi 

NKH ve Astrosit belirteçlerinin protein düzeyinde incelemek için hücreler 

farklılaşmanın 5. gününde fikse edildi ve Astrosit belirteci olarak GFAP, AQP4 ve S100β ile 
NKH belirteci olarak Nestin ve SOX2 proteinleri boyandı. mAGES hücreleri farklılaşmasında 

NKH belirteçlerinin protein düzeyleri azalırken astrosit belirteç düzeyleri artmaktadır (Şekil 
4). 
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Şekil 4: NKH ve mAGES hücrelerinde astrosit ve NKH belirteç proteinlerinin immunfloresan 
boyama ile gösterimi 

 

4.2. mAGES Hücrelerinin İnflamatuvar Karakterizasyonu 
mAGES Hücrelerinin fonksiyonel karakterizasyonu için NFκB nükleer translokasyonu, 

proinflamatuar mRNA düzeyleri ve nitrit sekresyonları incelendi. NFκB nükleer 

translokasyonu için hücreler IL-1β, TNF-α ve IFN-γ ve ayrıca bu 3 sitokinin kombinasyonu 

(Complete Cytokine Mix; CCM) ile uyarıldı. NFκB translokasyonu olan hücrelerin oranı 

toplam hücre sayısına oranlanarak hesaplandı. Uyarım sonucunda mAGES hücrelerinin 

yaklaşık %80’inde NFκB translokasyonu gerçekleşmiştir (Şekil 5). 
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Şekil 5: mAGES Hücrelerinde inflamatuar uyaranlarla NFκB nükleer translokasyonu 
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mAGES hücrelerinde proinflamatuvar mRNA’ların düzeylerinin belirlenmesi için 

farklılaştırılmış hücreler 4 saat boyunca CCM ile uyarıldı ve RNA izolasyonu yapılarak IL-
1β, IL-6, TNF-α, iNOS, Interferon-beta (IFN-β), Cox-2, TLR2 ve TLR3 mRNA’ları amplifiye 

edildi. Uyarım sonucunda mAGES hücrelerinin primer astrositlere benzer bir patternde pro-
inflamatuvar yanıt verdiği belirlendi (Şekil 6). 
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Şekil 6: NKH, mAGES ve Primer astrositlerde CCM ile uyarım sonucu pro-inflamatuar 
belirteç mRNA'larının değişimi 

 

İnflamatuar yanıtların değerlendirilmesi amacıyla inflamatuar uyarım sonucu hücre 

kültür ortamına salınan Nitrit (NO2
-) konsantrasyonu Griess yöntemiyle ölçüldü. 

Farklılaştırılan mAGES hücreleri IL-1β, TNF-α ve IFN-γ ve ayrıca bu 3 sitokinin 

kombinasyonu (CCM) ile 72 saat inkübe edildi ve hücre kültür ortamı toplanarak NO2
- 

belirlendi. Ölçüm sonucuna göre hücrelerin sadece CCM ile uyarım sonucunda NO2
- 

salgıladıklerı belirlendi (Şekil 7). 
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Şekil 7: mAGES'da inflamatuar uyarım sonucunda Nitrit (NO2
-) salınımı 

 

4.3. mAGES Hücrelerinin Dediferansiyasyon Kapasitesi 
mAGES hücrelerinin dediferansiyasyon kapasitesini incelemek üzere hücreler 20 

ng/ml FGF ile 8 güne kadar inkübe edildi. Bu süre boyunca hücrelerdeki GFAP ve Nestin 
düzeyleri immunfloresan boyama yöntemiyle incelendi. Elde ettiğimiz görüntülere göre 

GFAP protein düzeyleri zamanla azalırken Nestin ile boyanan hücre sayısı artmaktadır 
(Şekil 8 ve 9). Ayrıca normalde hücre döngüsünden çıkan bu hücreler tek hücre döngüsüne 

girerek prolifere olmaya başlamışlardır (Şekil 9). Canlı hücre görüntüleme deneylerimizde 
de FGF ile uyarılan hücrelerde proliferasyonun meydana geldiği, ancak normal koşullarda 

hücrelerin bölünmediği gösterilmiştir (Şekil 10). 
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Şekil 8: FGF ile uyarım sonucu Astrosit ve NKH belirteçlerinin immunfloresan boyama ile 
gösterilmesi 

0.
	G
ün

 
Birleşik 

6.
	G
ün

 
4.
	G
ün

 
8.
	G
ün

 
DNA Nestin GFAP 



28 
 

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

F G F  in k ü b a s y o n u  (G ü n )

H
ü

c
re

 S
a

y
ıs

ı
(K

o
n

tr
o

le
 g

ö
re

 %
)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

F G F  in k ü b a s y o n u  (G ü n )

E
d

U
 p

o
zi

ti
f 

h
ü

c
re

(T
o

ta
l 

h
ü

c
re

y
e

 g
ö

re
 %

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

5 0

1 0 0

1 5 0

F G F  in k ü b a s y o n u  (G ü n )

G
F

A
P

 F
lo

re
s

a
n

 Y
o

ğ
u

n
lu

ğ
u

(K
o

n
tr

o
le

 g
ö

re
 %

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

F G F  in k ü b a s y o n u  (G ü n )

N
e

s
ti

n
 F

lo
re

s
a

n
 Y

o
ğ

u
n

lu
ğ

u
(K

o
n

tr
o

le
 g

ö
re

 %
)

 

Şekil 9: FGF2 ile dediferansiyasyonda hücre proliferasyonu ve astrosit-NKH belirteçlerinin 
zamana bağlı değişimi 
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Şekil 10: Canlı hücre görüntüleme yöntemiyle dediferansiyasyon sırasında 
proliferasyonun değişik zaman noktalarındaki görüntüleri 
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mAGES dediferansiyasyonunda prolifere olan hücrelerin kökenini belirlemek amacıyla 

ve hücrelerin kaç kez bölünerek prolifere olduğunu göstermek amacıyla CFSE ile 
işaretlenen hücreler değişik sürelerde FGF ile inkübe edildi ve inkübasyon sonunda 

hücrelerdeki toplam CFSE yoğunluğu ölçüldü. CFSE yoğunluğundaki azalma hücrelerin 
mitoz bölünme geçirdiğini göstermektedir. Elde ettiğimiz sonuca göre 8. güne doğru CFSE 

yoğunluğu iyice azalmış (Şekil 11) ve hücrelerin 1’den fazla kez bölünme geçirerek 

prolifere olduğu saptanmıştır (Şekil 12). 

 

Şekil 11: CFSE ile işaretli mAGES hücrelerinin FGF ile değişik zamanlarda inkübasyonu 
sonucu elde edilen CSFE yoğunluk histogramları 
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Şekil 12: CFSE yoğunluğuna göre hesaplanan hücre bölünme sayıları 
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Tüm bunlarla birlikte astrosit belirteçlerinden GFAP, AQP4, S100β, GLT1, ALDH1L1, 

GLAST ve GS ile NKH belirteçlerinden Nestin, BLBP, Sox2 ve Olig2’nin mRNA düzeyleri 
qPCR ile incelendi. FGF ile inkübe edilen hücrelerde zamana bağlı olarak astrosit belirteçleri 

azalırken NKH belirteçlerinin arttığı gözlenmiştir (Şekil 13). 
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Şekil 13: Astrosit ve NKH belirteçlerinin mRNA düzeylerinin dediferansiyasyon sırasında 
zamana bağlı değişii 
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mAGES dediferansiyasyonu sırasında hücrelerin inflamatuar özellikleri azalmaktadır. 
Bu durumu NFκB translokasyonunun ölçülmesi ile belirledik. 8 güne kadar FGF ile 

dediferansiye olan mAGES hücreleri CCM ile 30 dk boyunca uyarılarak NFκB 

translokasyon protokolü uygulandı. Elde ettiğimiz sonuca göre dediferansiyasyonun 5. 

gününden itibaren NFκB translokasyon yanıtları azalmaktadır (Şekil 14). 
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Şekil 14: Dediferansiyasyon sırasında NFκB nükleer translokasyon yanıtının değişimi 

 

4.4. Reaktif Astrositlerde mAGES Dediferansiyasyonu 

mAGES hücrelerinin inflamatuar uyaranlar ve bunların değişik kombinasyonlarıyla 
dediferansiyasyonun nasıl etkilendiği resazurin indirgenmesi, EdU, GFAP ve Nestin 

boyamalarıyla incelendi. Sitokinlerin tek uygulanmaları dediferansiyasyonu az miktarda 
baskılarken kombinasyonlarının additif etki gösterdiği belirlendi (Şekil 15). Ayrıca CCM ile 

uyarım ve IFN-γ uyarımı aynı oranlarda baskılamıştır. Bu bulguya göre baskılayıcı etkide 
temel rolü olan sitokinin IFN-γ olduğunu düşünerek sinyal mekanizması araştırıldı. 
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Şekil 15: İnflamatuar uyaranların mAGES Dediferansiyasyonuna etkileri 

 

4.5. STAT1 sinyallemesinin astrosit dediferansiyasyonundaki rolü 

Astrosit dediferensiyasyonunda inhibitör etkinin IFN-γ kaynaklı olduğu 
düşünüldüğünden etki mekanizmasının STAT1 aracılığıyla olup olmadığını belirlemek için 

JAK1/2 inhibitör molekülü olan Ruxolitinib (1 nM-10 µM) ile interferon sinyal yolağını 

baskıladık. Elde ettiğimiz sonuçlara göre CCM uyarımı sonucu 8 gün boyunca FGF2 ile 
indüklenen proliferasyon ve Nestin ekpresyonu azalmış, azalan GFAP ekspresyonu ise 
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artmıştır. Ancak Ruxolitinib kullandığımızda hücreler tekrar prolifere olmuş, Nestin 

ekspresyonu artmış ve GFAP ekspresyonu azalmıştır (Şekil 16). 
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Şekil 16: Ruxolitinib'in CCM ile baskılanan astrosit dediferansiyasyonuna etkisi 

Ayrıca, IFN-γ uyarımı sonucu 8 gün boyunca FGF2 ile indüklenen proliferasyon ve 

Nestin ekpresyonu azalmış, FGF2 muamelesi ile azalan GFAP ekspresyonu ise artmıştır. 
Ancak Ruxolitinib eklediğimizde hücreler tekrar prolifere olmuş, Nestin ekspresyonu 

artmış ve GFAP ekspresyonu azalmıştır (Şekil 17). 
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Şekil 17:Ruxolitinib'in IFN-γ ile baskılanan astrosit dediferansiyasyonuna etkisi 
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5. TARTIŞMA 
Post-mitotik astrositler yalnızca belirli durumlarda yeniden hücre döngüsüne girerek 

prolifere olmaktadır [12, 24]. Ancak astrositlerin dediferansiyasyonu ve nörona yeniden 

farklılaşması genetik olarak yeniden programlanmayı veya in vitro modellemesi çok zor 
olan patolojik koşulları gerektirmektedir. In vitro nörosfer modeli çalışmalarında nörojenik 

hücrelerin ortaya çıkışının lezyon bölgesindeki astrositlerin direk dönüşümünden ziyade 

kök hücrelerin lezyon bölgesine göç etmesi sonucu olabileceği ortaya konmuştur [12, 17, 
93-95]. Bizim çalışmamız ise astrosit dediferansiyasyonunun farzedilen mekanizması ve 

özelliklerinin tanımlanmasında karşılaşılan zorlukları ortadan kaldırmaktadır. Bu yüzden 
moleküler biyolojik ve gen mühendisliği yaklaşımlarını kullanmadan olgun astrositlerde 

hücre döngüsüne yeniden girişini kanıtlayabileceğimiz farklı bir deneysel yaklaşım 
kullanıldı. mAGES astrosit kültürlerindeki yüksek orandaki homojenite; hücre tipi, 

fonksiyonu ve plastisitesindeki değişikleri uzun zaman diliminde kantitasyona minimal 
düzeydeki karışıklık ile olanak sağlamaktadır. mAGES hücrelerinden FGF2’ye maruz 

bırakılarak dediferansiye edilen nörojenik NKH benzeri NKH2 hücreleri kendilerini 
yenileme, fenotip, proliferasyon özellikleri ve bipotent farklılaşma kapasitesine sahiptir. 

Özellikle mAGES hücre kültüründe pasajlama işlemi gerekmeksizin sadece ortam 
değiştirilerek nöronlara farklılaştırılabilmektedir [92]. Bu şekildeki bir dönüşümde 

transdiferansiyasyon olmadan iki basamaklı bir farklılaşma olmaktadır: i) mAGES hücreleri 
NKH2’ye dediferansiye olmakta (8 gün, FGF2 ile) ve ii) NKH2 hücreleri nörona 

farklılaştırılmaktadır (14 gün). 

Primer hücre veya diğer karmaşık hücre kültür sistemlerinde dediferansiyasyonun en 
temel sorunu mevcut kök hücre popülasyonunun dışlanamamasıdır. mAGES hücrelerinin 

tamamen karakterize edilmiş olmalarına rağmen [92], astrositlerinin tümünün NKH2’ye 
farklılaşmasının doğrudan kanıtlanabilmesi oldukça önem taşımaktadır. CFSE 

seyrelmesiyle hücre bölünmesi analizi ve canlı hücre görüntüleme yöntemleri direkt olarak 
hücre bölünmelerini ölçerek yaklaşık %90 oranında hücrenin deney yapılan zaman 

aralığında yeniden hücre döngüsüne girdiğini gösterdi. Bu denli yüksek bir oran NKH2 



36 
 

oluşumunda düşük bir oranda mAGES hücre grubunun dışlanabilirliğini ve uygun koşullar 

sağlandığında yüksek verimle astrositlerin dediferansiye olduğunu göstermektedir. 
Literatürle kıyasladığımızda ise Sirko ve ark. tarafından 2013 yılında yayınlanan çalışmada 

kesici-delici alet yaralanması modelinde fare beyinlerinden izole edilen astrositlerin 
yalnızca %22,5’i nörosfer oluşturabilmiştir [12]. 

Bazı çalışmalarda ise astrositlerde proliferasyonun uyarılması için EGF’nin gerekli 

olduğu belirtilmiştir [6, 7]. Ancak mAGES hücrelerinde fonksiyonel EGF reseptörü 
bulunmasına rağmen bizim çalışmamızda sadece FGF2 uygulaması dediferansiyasyonu 

indüklemiştir. Ayrıca primer astrositlerle yapılan çalışmalarda FGF2 inkübasyonu ile 
hücrelerin tekrar hücre döngüsüne girerek prolifere olduğu gösterilmiştir [8-10]. 

Çalışmalar arasındaki bu şekildeki uyumsuzluklar hücrelerin olgunluk düzeyine göre farklı 

sinyalleme sistemlerinin aktive olmasından kaynaklanabilmektedir. Bu bağlamda EGF’nin 
daha az farklılaşmış hücrelerde, primer astrosit kültüründeki bazı alt popülasyonlarda etkili 

olabileceği düşünülmektedir. 

Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz bulgular FGF2’nin sinir sistemi gelişimi [96] ve 

akut MSS hasarlarındaki rolleriyle [13] uyumludur. FGF2 kök hücrelerde NKH  
proliferasyonunu uyarmakta ve travmatik hasar veya iskemi sonrası rejenerasyonu 

ilerletmektedir [13, 97, 98]. Akut nörotravma vakalarında artmış olan FGF2 bu durumlarda 

görülen astrosit proliferasyonu ile koreledir ancak Parkinson hastalığı gibi kronik 
nörodejeneratif hastalıklarda FGF2 düzeylerinin düşük olması [99] dolayısıyla astrositler 

prolifere olamamaktadır [12]. 

mAGES kullanımına alternatif olarak tam olarak farklılaşmış saf astrosit popülasyonu 

elde etmek için uygulanacak yöntem akım sitometrik hücre dizilemedir (örn. Aqp4/GLT-1 

pozitif hücreler). Fakat bu işlem serum maruziyeti (beyin hücreleri için fizyolojik olmayan 
bir durum) ve astrositlerin tripsin muamalesiyle kültür kabından kaldırılmasını 

içermektedir. Bu işlemler astrositleri aktive etmekte ve hücre karakteristiklerini 
değiştirmektedir [1, 21, 100]. Çalışmamızın bulguları yukarıda saydığımız dış etkenlerin 
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örneği olarak patolojik olarak etkili maddelerin dediferansiyasyonu baskılayıcı etkisini 

göstermiş ve bunlardan IFNγ’nın rolünü başarıyla saptayarak istenmeyen etkilerini 
doğrulamıştır. IFNγ ve CCM, STAT1 yolağını aktive ederek dediferansiyasyonu 

baskılamakta ve JAK/STAT yolağı inhibitörü Ruxolitinib ise bu etkiyi baskılayarak FGF ile 
indüklenmiş proliferasyonu devam ettirmektedir. Ancak STAT1 ve FGF2 sinyallemeleri 

arasındaki moleküler bağlantıların ortaya çıkarılması gerekmektedir. Astrosit 

dediferansiyasyonu; yalnızca in vivo infiltre olan hücreler [81, 101] veya mikroglia [102, 
103] tarafından üretilen sitokin IFNγ tarafından değil, mikroglia tarafından yüksek 

miktarda salgılanan pro-inflamatuar moleküllerden TNF ve IL-1 [76-80] tarafından da 
inhibe edilmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
Sonuç olarak çalışmamızda astrositlerin, yeni nöronlara farklılaşma kapasitesine 

sahip NKH’lere dönüşmesi sırasında immün yanıtların süreci nasıl etkilediği ve bu etkiyi 

hangi yolak üzerinden gösterdiği ortaya çıkarıldı. Çalışmamızda geliştirdiğimiz sistem, 
bulgularımız ışığında yeni hedeflerin tanımlanmasına ve MSS patolojilerinde astrositlerin 

nöronlara dönüştürülmesi için yeni ilaç adaylarının taranmasını kolaylaştıracak ve daha 

sonra in vivo etkinlik denemelerine ön bilgi sağlayacaktır.  

Ayrıca dediferansiyasyonun IFNγ ile inhibe edilmesi mekanizmasının Ruxolitinib ile 

geri dönüşümünde FGF2 yolağı ile JAK/STAT yolağı arasındaki moleküler etkileşimlerin 
açığa çıkarılması yeni ilaç hedeflerini ortaya çıkaracaktır. 
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ABSTRACT

Conversion of astrocytes to neurons, via de-differentiation to neural stem cells (NSC), may be a
new approach to treat neurodegenerative diseases and brain injuries. The signaling factors affect-
ing such a cell conversion are poorly understood, and they are hard to identify in complex disease
models or conventional cell cultures. To address this question, we developed a serum-free, strictly
controlled culture system of pure and homogeneous “astrocytes generated from murine embryon-
ic stem cells (ESC).” These stem cell derived astrocytes (mAGES), as well as standard primary astro-
cytes resumed proliferation upon addition of FGF. The signaling of FGF receptor tyrosine kinase
converted GFAP-positive mAGES to nestin-positive NSC. ERK phosphorylation was necessary, but
not sufficient, for cell cycle re-entry, as EGF triggered no de-differentiation. The NSC obtained by
de-differentiation of mAGES were similar to those obtained directly by differentiation of ESC, as
evidenced by standard phenotyping, and also by transcriptome mapping, metabolic profiling, and
by differentiation to neurons or astrocytes. The de-differentiation was negatively affected by
inflammatory mediators, and in particular, interferon-c strongly impaired the formation of NSC
from mAGES by a pathway involving phosphorylation of STAT1, but not the generation of nitric
oxide. Thus, two antagonistic signaling pathways were identified here that affect fate conversion
of astrocytes independent of genetic manipulation. The complex interplay of the respective signal-
ing molecules that promote/inhibit astrocyte de-differentiation may explain why astrocytes do not
readily form neural stem cells in most diseases. Increased knowledge of such factors may provide
therapeutic opportunities to favor such conversions. STEM CELLS 2016;34:2861–2874

SIGNIFICANCE STATEMENT

Making use of completely growth arrested, mature stem cell-derived murine astrocytes
(mAGES), we demonstrate here the reprogramming of such cells into neural stem cells by
FGF2, and attenuation of this process by inflammatory cytokines. The findings shed light on
the factors and signaling mechanisms involved in astrocyte plasticity, with respect to regenera-
tive processes in the brain that depend on astrocyte derived neural stem cells.

INTRODUCTION

Astrocytes are well-recognized for their inflam-
matory activation upon injury, but less is
known on factors that affect their plasticity
and lineage commitment. For example, neuro-
genesis from astrocytic neural stem cells has
been demonstrated in certain niches of the
adult mammalian brain [1–4]. Outside these
niches, conversion of mature astrocytes into
functional neurons requires expression of
ectopic neurogenic transcription factors [5–13].
For therapeutic purposes, conversion of astro-
cytes to neurons without genetic reprogram-
ming would be favorable.

During inflammation or disease, astrocyte
activation is promoted by cytokines released
from, for example, microglia [14–18], infiltrat-
ing leukocytes [19], or stressed neurons (ATP;
reactive oxygen species) [20, 21]. The resultant
“astrogliosis” may have both detrimental and
beneficial effects on neuron regeneration [22,
23]. Important features of severe astrogliosis
are the re-entry of mature, nonproliferating
astrocytes into the cell cycle, and the forma-
tion of glial scars [23–27]. For instance, activa-
tion of the transcription factor NF-kB by TNF
has been shown to be associated with a de-
differentiation of astrocytes [28, 29]. Some of
these astrocytes re-express markers normally
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found in neural stem cells, such as nestin [20, 30, 31]. The
potential of astrocytes to be transformed into cells capable of
generating neurons may be used for future neuroregenerative
therapies, if more becomes known why they normally stay
within their astrocytic lineage in vivo [24, 32, 33].

Mature astrocytes do not normally proliferate in the intact
brain [23, 34], but several molecules that induce cell cycle re-
entry and reversion to stem cells have been described [35].
These comprise nucleotides [36, 37], and growth factors such
as EGF [38, 39], FGF2 [40–42], or sonic hedgehog (SHH) [43].
Pioneering work by Magdalena G€otz and colleagues found
that SHH also de-differentiated astrocytes in certain mouse
injury models. Astrocytes exposed to this factor and isolated
even from uninjured brains could be converted into self-
renewing and neurogenic neural stem cells in vitro, although
neurogenesis could not be demonstrated in vivo [44].

The reason for the failure of astrocytes to form neurons
in vivo might be the release of inhibitory factors during
inflammation or disease [45]. Such signals could either pre-
vent de-differentiation and cell cycle re-entry [46], or they
may favor astrocyte lineage commitment over neurogenesis
(e.g., bone morphogenetic proteins (BMPs) [47, 48], or notch
signaling [49]). Several factors that promote [28] and inhibit
de-differentiation and neurogenic conversion may be released
simultaneously in disease models [44, 45], and this makes it
hard to identify targets that would allow pharmacological trig-
gering of endogenous de-differentiation and neurogenesis
from astrocytes [10, 50].

An alternative approach to in vivo disease models are
well-controlled cell cultures. We have recently established an
in vitro system of pure and post-mitotic “murine astrocytes
generated from embryonic stem cells” (mAGES) [51]. These
cells show transriptomic, metabolic, and functional (glutamate
uptake, glutamine release, response to cytokines) properties
similar to primary astrocytes. As they can be maintained in
medium without serum, their inflammatory activation state is
very low, and the culture system allows the addition or
removal of single factors under strictly controlled conditions.
We tested several factors for their capacity to de-differentiate
mAGES to NSC and found that the addition of FGF2 induced
cell cycle re-entry and a full conversion of astrocytes into neu-
rogenic NSC. This system was used to explore underlying sig-
naling pathways. Moreover, we used the system to identify
inflammatory factors that inhibit neurogenic conversion of
astrocytes. IFN-g (IFNg) and the JAK-STAT pathway triggered
by this cytokine were identified as important counter-
regulators of de-differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Full details are given in Supporting Information

Differentiation/Preparation of Neural Stem Cells,
mAGES, and Primary Astrocytes

NSC and mAGES were differentiated from murine embryonic
stem cells (mESC) and maintained as described earlier [51]. In
brief, NSC were maintained in N2B27-medium [1:1 DMEM/
F12 and Neurobasal-medium, N2-supplement, B27-
supplement, 2 mM Glutamax, 100 mM b-mercaptoethanol,
7.5 mg/ml insulin, 50 mg/ml BSA] supplemented with 20 ng/

ml EGF and FGF2. NSC were re-plated in N2B27-medium sup-
plemented with 20 ng/ml bone morphogenetic protein 4
(BMP4) and differentiated into mAGES for 5 days. If mAGES
were cultured for longer periods, medium containing 10 ng/
ml BMP4 was changed every other day. Preparation of prima-
ry astrocytes [14, 17] is described in Supporting Information.

De-Differentiation of mAGES to NSC2

Five days-old mAGES were washed twice with PBS, and
N2B27-medium supplemented with 20 ng/ml FGF2 was
added. Medium was changed every other day. Experiments
were performed on day 1-10. As control, cells were cultured
in N2B27-medium without BMP4 and FGF2. To further main-
tain mAGES-derived NSC2, cells were re-plated at a density of
10,000 cells per cm2 in N2B27-medium supplemented with 20
ng/ml FGF2 (6EGF) on gelatin-coated dishes. Medium was
changed every other day, and cells were passaged twice a
week equal to original NSC.

Differentiation of NSC/NSC2 into Neurons

NSC2 were seeded at a density of 30,000 cells per cm2 in
N2B27-medium supplemented with 10 ng/ml FGF2 on poly-L-
ornithine-hydrobromide/laminin coated plates. On day 2, FGF2
concentration was reduced to 5 ng/ml. On day 4, N2B27-
medium without FGF2 was added. Medium was changed every
other day. Experiments were performed on day 14-21.

Quantitative RT-PCR, Immunocytochemistry, and EdU
Labeling

Quantitative PCR (qPCR) and immunocytochemistry have been
performed as described before [51]. Primers and antibodies
are listed in Supporting Information. To detect DNA synthesis,
cells were incubated for 48 hours with 10 mM of the thymi-
dine analog 5-Ethynyl-20-deoxyuridine (EdU) (Baseclick, BCK-
EdU555, Neuried, Germany), then fixed, permeabilized, and
stained according to the manufacturer’s instruction. Antigen-
positive cells (1,000 cells/condition) were counted by the
automated screening microscope CellInsight CX5 (Thermo Sci-
entific, Schwerte, Germany) using the predefined algorithm
“target activation.”

Measurement of Viability/Proliferation

Resazurin reduction and release of lactate dehydrogenase
(LDH) were measured according to standard protocols [52].

Live Imaging and Single Cell Tracking

De-differentiation of mAGES was followed by time-lapse video
microscopy on a Zeiss cell observer at 378C. Phase contrast
images were taken every 15 minutes from day 3-10 using a
20x phase contrast objective and an AxioCamHRm camera. In
addition, mAGES were transfected for single cell tracking with
a retroviral vector encoding DsRed, as described earlier [53].
Pictures of the red channel were taken every 0.5 hour with a
10x objective. Single cell tracking and the generation of con-
secutive lineage trees was performed using Timm’s Tracking
Tool as described earlier [54, 55].

CFSE Labeling and Measurement of Label Dilution in
Adherent Culture

Adherent cultures of mAGES were incubated with 10 mM
CFSE (in PBS) for 15 minutes, and washed thereafter. De-
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differentiation was initiated by addition of 20 ng/ml FGF2. At
the end of the incubation, cells were stained with H-33342,
and total CFSE intensity per cell was measured in live cells by
an automated screening microscope (CellInsight CX5, Thermo
Scientific, Schwerte, Germany). As control, CFSE-labeled astro-
cytes were maintained in medium without growth factors. To
define the classes of non-dividing and dividing cells, a thresh-
old has been set, which comprises 95% of the cells in control
cultures. To normalize the data with regard to the starting
population (day 0), cells were grouped into cells that have
divided once, twice, or three times. Label-dilution factors per
cell were used to back-calculate numbers of divisions, assum-
ing a serial log2 intensity reduction per cell division.

Statistical Analysis

Experimental data are based on three “biological replicates”
(different cell lots/differentiations); each of these data points
being the means of several “technical replicates” (repeated
measures/wells within one experiment), unless otherwise stat-
ed. Data are presented as means6 SEM. Statistical analysis
was performed using ANOVA with GraphPad Prism, followed
by Dunnett’s post hoc test, unless otherwise indicated.

RESULTS

Cell Cycle Re-Entry of Mature Astrocytes under
Defined Conditions

To investigate cell cycle re-entry of murine astrocytes, cells
were exposed to the growth factors EGF and FGF2, and incor-
poration of the thymidine analog EdU was measured to
detect DNA synthesis/proliferation. Standard primary astro-
cytes [14, 17], normally maintained in medium containing
10% serum, were cultured in N2B27-medium without serum
to exclude effects of other growth factors. In such cultures,
some basic proliferation was observed, and this was increased
by exposure to EGF for 8 days (about 10% of cells). FGF2
induced proliferation of a significantly larger fraction of cells
(Fig. 1A, 1B), and EGF attenuated the response to FGF2.
Affected astrocytes under these conditions divided once or
twice within 10 days, and then exited the cell cycle again.
Observations beyond that time frame were not pursued, due
to the difficulty to maintain our primary cultures without
serum and endothelium-derived factors [56] for more than
two weeks (data not shown).

As second experimental system, homogeneous cultures of
murine astrocytes generated from embryonic stem cells
(mAGES) [51] were used. In such cells, no basic proliferation
was observed at all, and added EGF had no effect. However,
most of the cells started to proliferate when exposed to FGF2
(Fig. 1C, 1D), and EGF did not blunt this effect. Cell cycle re-
entry was sustainable, as mAGES exposed to FGF2 for 8 days
could be replated and further expanded in N2B27-medium
containing FGF2 (Supporting Information Fig. 1). Thus, mAGES
as well as primary astrocytes re-enter the cell cycle in
response to FGF2, although the time course and re-entry effi-
ciency differed between both cell types.

Conversion of mAGES to Neural Stem Cells by FGF2

Phenotypic changes associated with cell cycle re-entry were
investigated by immunocytochemistry. Standard primary

astrocyte cultures, as also observed by others [57–59], always
contained some nestin-positive cells (neural stem cell marker),
and some glial fibrillary acidic protein (GFAP, astrocyte mark-
er)-nestin double-positive immature astrocytes. Upon FGF2
exposure, nestin-staining increased, while GFAP expression
decreased. This switch from a genuine astrocytic phenotype
to a more immature precursor cell type was also observed in
mAGES (Fig. 1B, 1D; Supporting Information Fig. 2A, 2B). In
the latter cultures, star-shaped astrocytes with fine radial pro-
cesses adopted hypertrophic processes (typically seen in reac-
tive astrocytes) within the first few days of FGF2 exposure. At
day 6, they adopted a bipolar morphology with two elongated
processes, and finally the typical morphology of neural stem
cells (NSC) was observed (Supporting Information Fig. 3).
Thus, astrocytes exposed to FGF2 did not only re-enter the
cell cycle, but also generated neural stem-like cells (NSC2),
which could be maintained (by FGF2 or by FGF2 plus EGF) in
a self-renewing state for �14 passages (Fig. 1E, Supporting
Information Fig. 1).

A quantification of this conversion showed that EdU incor-
poration and downregulation of GFAP started from day 5 to
6. Upregulation of nestin expression started directly after
FGF2 exposure, and increased continuously (Fig. 2A, 2B).

The mAGES cultures were selected for further studies on
cell cycle re-entry as they are more homogeneous, show no
basic proliferation and no need for serum. To ascertain that
all cells in these cultures were fully differentiated astrocytes,
mAGES were cultured for one month in BMP4-containing
medium, under conditions in which transiently-silenced pre-
cursor cells are unlikely to survive [60]. The subsequent with-
drawal of BMP4 and exposure to FGF2 resulted in a
conversion into NSC2 with the same time course and efficien-
cy as with 5-days old mAGES (Fig. 2C). Removal of BMP4 did
not induce a de-differentiation within 8 days as shown by a
lack of EdU incorporation. Moreover, we repeated the process
with mAGES derived from three single cell clones of NSC, and
with iPS-derived mAGES. In all cultures nestin and EdU incor-
poration were upregulated by FGF2, while GFAP-expression
was downregulated (Fig. 2D). Thus, conversion of mAGES to
NSC2 required FGF2 and was generalizable for various NSC.

Need for FGF2 Signaling, but not EGF, for mAGES
De-Differentiation

For investigation of the signaling events involved in the con-
version of mAGES into NSC2, phosphorylation of key proteins
was quantified in the absence or presence of pathway-specific
kinase inhibitors (Fig. 3A). An increased phosphorylation of
ERK (pERK) and AKT (pAKT) was observed in response to FGF2
(Fig. 3B); levels of phosphorylated p38, JNK, or c-jun did not
change (Supporting Information Fig. 4A). SU5402 (inhibitor of
the FGF receptor (FGFR1) tyrosine kinase) inhibited the FGF2-
induced phosphorylation of ERK and AKT (Fig. 3B, 3C) at non-
cytotoxic concentrations (Supporting Information Fig. 4B). This
was paralleled by an inhibition of the de-differentiation of
mAGES in the presence of FGF2, as seen from reduced prolif-
eration, inhibited EdU incorporation, and reduced expression
of nestin (Fig. 3D, 3E). Thus, FGF receptor kinase activity was
necessary for the conversion of mAGES to NSC2.

While Ly294002 (inhibitor of AKT phosphorylation) did not
affect the response of mAGES exposed to FGF2 (data not
shown), the MEK1/2 inhibitor U0126 (prevention of pERK
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formation) (Supporting Information Fig. 5A) inhibited the FGF2-
induced proliferation of mAGES (Supporting Information Fig. 5B).
U0126 also inhibited DNA synthesis in mAGES exposed to FGF2
(Supporting Information Fig. 5C) at non-cytotoxic concentrations
(Supporting Information Fig. 5D), while FGF2-induced upregula-
tion of nestin was not affected (Supporting Information Fig. 5C).
This suggests that FGF receptor-induced phosphorylation of ERK,
but not AKT, drives cell cycle re-entry, but not necessarily acquisi-
tion of other stem cell properties (nestin regulation).

Since other studies described rather an involvement of EGF
than FGF2 in the de-differentiation of astrocytes, we investigat-
ed a putative role of endogenously produced EGF [38, 39]. The
EGF receptor kinase inhibitor gefitinib inhibited EGF-induced
phosphorylation of ERK and AKT at non-cytotoxic concentration
of 0.1 mM (Fig. 3F, Supporting Information Fig. 6A), while

phosphorylation of ERK and AKT induced by FGF2 was not
affected (Fig. 3F, Supporting Information Fig. 6D). To test if any
indirect EGF receptor activation is necessary for the de-
differentiation of mAGES, cells were coexposed to FGF2 plus

gefitinib (1 mM). The EGF receptor inhibitor had no effect on
EdU incorporation, nestin expression (Fig. 3G), or proliferation
(Supporting Information Fig. 6B, 6C). Thus, EGF is neither suffi-
cient (Fig. 1C) nor necessary for the conversion of mAGES into
NSC2.

Characterization of NSC2 as Multipotent
Neural Stem Cells

After having found that NSC2 are able to self-renew (>14
passages), we investigated their developmental potency with
respect to neurogenesis and gliogenesis: when NSC2 were

Figure 1. Cell cycle re-entry of mature astrocytes under controlled conditions. (A): Primary murine astrocytes were exposed to 20 ng/ml
FGF2 or 20 ng/ml EGF or combinations thereof for 8 days. The nucleoside analog EdU (10 mM) was added during the last 48 hours. EdU incor-
poration into the DNA was visualized by immunocytochemistry, and the number of EdU-positive nuclei was counted by an automated
screening microscope (1000 nuclei/condition). Data are means6 SEM for three cell preparations. ***, p< .0001; *, p< .01 (Tukey’s post-
test). (B): Representative images are shown for cells treated as in (A). Left: EdU incorporation was visualized by immunocytochemistry
(green), and nuclei were stained with H-33342 (red). Right: GFAP (green) and nestin (red) were visualized by immunocytochemistry, and
nuclei were stained with H-33342 (blue). (C): Three different lots of mAGES were treated and analyzed as in (A). In control cultures (N2B27,
serum-free medium without additional factors), less than one cell per condition was found to be EdU-positive (< 0.1%). Data for cells
exposed to growth factors are as indicated (given as means6 SEM). ***, p< .0001; ns, not significant (Tukey’s post-test). (D): The mAGES
were immunostained as in (B); a scale bar and color keys are displayed on the images. (E): Summary of the experimental procedure and find-
ings of A-D: FGF2 drives the transformation of GFAP-positive, nonproliferating astrocytes (here exemplified by the pure and defined popula-
tion of mAGES to proliferating nestin-positive neural stem cells (here called NSC2). Abbreviations: EdU, 5-Ethynyl-20-deoxyuridine; GFAP, glial
fibrillary acidic protein; mAGES, murine astrocytes generated from embryonic stem cells; NSC2, neural stem-like cells.
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exposed to BMP4, they adopted the typical star-shaped mor-
phology of astrocytes within 3 days, and expressed GFAP and
aquaporin 4 (Aqp4) to a similar extent as mAGES (Fig. 4A,
4B). The resultant astrocyte population was therefore termed

“mAGES2.” To investigate the neurogenic potential of NSC2,
they were re-plated on poly-ornithine/laminin, and FGF2 was
gradually withdrawn from the medium to allow spontaneous
differentiation. After 14 days, the culture consisted of 60%

Figure 2. Conversion of mAGES to neural stem cells by FGF2. (A): Cultures of mAGES were exposed to 20 ng/ml FGF2 for 1-9 days,
before they were fixed. EdU was added 48 hours prior to termination of the experiment. The percentage of EdU-positive nuclei was
determined. (B): GFAP and nestin were visualized by immunocytochemistry in cells treated as in (A). The percentage of positive cells is
displayed. (C): As shown in the schematic, NSC were differentiated for 30 days to mAGES by exposure to BMP4, before they were
exposed to FGF2 (0 or 20 ng/ml) for 8 days. EdU was added to the medium for the last 48 hours. GFAP and nestin were visualized by
immunocytochemistry. Nuclei were stained with H-33342. FGF2 induced a conversion of fully mature mAGES into NSC2. Note that
exposure of NSC to BMP4 for 5 days leads to homogeneous cultures of nonproliferating mAGES; long-term differentiation was chosen
to render unlikely the presence of remaining NSC. (D): Embryonic stem cell-derived NSC (pool), three single cells clones of these NSC
(#1-3), and induced pluripotent stem cell (iPS)-derived NSC were differentiated to mAGES (the left side of the diagram shows a typical
phenotypic outcome for pool cells). Such mAGES were exposed to FGF2 for 8 days, and incubated with EdU for the last 48 hours. GFAP,
nestin, and EdU-incorporation were visualized by immunocytochemistry, and the percentage of positive cells was determined by an
automated screening microscope (means6 SEM). Abbreviations: EdU, 5-Ethynyl-20-deoxyuridine; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
mAGES, murine astrocytes generated from embryonic stem cells; NSC, neural stem cells; NSC2, neural stem-like cells; n.d, not
detectable.
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Figure 3. Need for FGF2 signaling, but not EGF, for mAGES de-differentiation. (A): Overview of inhibitor targets and signaling pathways
affecting de-differentiation from mAGES to NSC2. (B): Cultures of mAGES were preincubated for 30 minutes with SU5402 (10 mM), and
exposed to FGF2 (20 ng/ml) for 20 minutes. Cell lysates were analyzed by Western blot for AKT and ERK, and their phosphorylated
forms (pAKT, pERK). (C): Densitometric quantification of the ratio between phosphorylated and un-phosphorylated proteins from three
experiments as in (B). ***, p< .0001; **, p< .001 (vs. FGF2). (D): To measure proliferation, mAGES were exposed for 8 days to 0 (ctrl)
or 20 ng/ml FGF2 plus increasing concentrations of SU5402, and resazurin reduction was used as surrogate measure of cell number. The
data indicate the percentage of increased resazurin fluorescence signal (proportional to cell number) relative to ctrl conditions. (E): Nes-
tin protein and EdU incorporation were visualized in mAGES treated as in (D), and incubated with EdU for the last 48 hours. Positive
cells were counted by an automated screening microscope. (F): The mAGES were preincubated for 30 minutes with Gef, and exposed to
20 ng/ml EGF or FGF2 for 20 minutes, before AKT, ERK, and their phosphorylated forms were determined by Western blot. (G): The
mAGES were exposed for 8 days to 0 (ctrl) or 20 ng/ml FGF2 plus increasing concentrations of gefitinib; EdU was added for the last 48
hours. EdU incorporation and nestin protein were visualized by immunocytochemistry. Positive cells were counted by an automated
screening microscope. Data are means6 SEM. Abbreviations: EdU, 5-Ethynyl-20-deoxyuridine; Gef, gefitinib; GFAP, glial fibrillary acidic
protein; mAGES, murine astrocytes generated from embryonic stem cells; NSC2, neural stem-like cells.



bIII-tubulin-positive (TUJ1) neurons, and about 30% GFAP-
positive astrocytes (Fig. 4C, 4D). Nestin expression was found
to decrease to 20% after an additional week’s culture (not
shown). Conversely, most TUJ1-positive cells expressed the
post-mitotic neuronal marker NeuN in the nucleus (Fig. 4E). In
summary, NSC2 were found to be multipotent stem cells, giv-
ing rise to astrocytes and neurons with the same differentia-
tion efficiency as the original NSC population.

Comparison of NSC2 with NSC Concerning Gene
Expression and Function

To further characterize the phenotype of NSC2, several cell
type marker genes were selected, and their expression levels

were compared with those found in mAGES and NSC (Fig.
5A). All astrocyte markers were lower in NSC/NSC2 than in
mAGES. The glutamate transporter Glt-1 (SLC1A2) and the
calcium-binding protein S100B were even lower expressed in
NSC2 than in NSC. Neural stem cell markers (Nestin, Blbp,

Olig2) were upregulated in NSC2 (and NSC) compared with
mAGES. Thus, qPCR analysis confirmed the similarity of NSC2
with NSC.

Next, expression of over 34,000 genes (covered by 45,000
probesets) was measured in mESC, NSC, mAGES, and NSC2 by
microarray hybridization. Principal component analysis of
global gene expression showed clustering of NSC2 and NSC
samples as opposed to distinct groupings for the mESC and

Figure 4. Characterization of NSC2 as multipotent neural stem cells. NSC2, that is, neural stem-like cells obtained from mAGES, were
differentiated into either astrocytes (mAGES2) with BMP4 for 3 days (A, B) or into neurons (C, D, E). (A): Phase contrast images show
typical neural stem cell morphology of NSC and NSC2 and astrocytic morphology of mAGES and mAGES2. (B): Resentative immunofluo-
rescence images of mAGES2, generated from NSC2 by exposure to BMP4 (for 3 days): GFAP (green), and either Aqp4 or nestin are
shown (red). Nuclei were stained with H-33342 (blue). (C): NSC2 were differentiated into neurons by a stepwise reduction and subse-
quent withdrawal of FGF2 for 14 days. After fixation, TUJ1( red) and either GFAP or nestin (green) were visualized by immunocytochem-
istry. Nuclei were stained with H-33342 (blue). (D): Either NSC or NSC2 were differentiated into neurons and stained as in (C). Then, the
percentage of antigen-positive cells was counted by an automated screening microscope in three different experiments (data are
means6 SEM). (E): Phenotyping of neurons generated from NSC2 by coimmunostaining for bIII-tubulin (TUJ1, red) and NeuN (green).
Black/white images show individual fluorescent channels for clarity; the colored composite image combines both channels. Abbrevia-
tions: Aqp4, aquaporin 4; EdU, 5-Ethynyl-20-deoxyuridine; GFAP, glial fibrillary acidic protein; IFNg, interferon-g; mAGES, murine astro-
cytes generated from embryonic stem cells; NSC, neural stem cells; NSC2, neural stem-like cells; TUJ1, bIII-tubulin.
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Figure 5. Comparison of primary (NSC) and secondary (NSC2) neural stem cells for gene expression, metabolism and inflammatory
competence. (A): Expression levels (mRNA, measured by qPCR) in NSC, NSC2, and mAGES of astrocyte markers (Gfap, Aqp4 (aquaporin),
Glt-1 (Slc1A2, glutamate transporter), Kir4.1 (inwardly-rectifying potassium channel), Aldh1L1, S100b), or NSC markers (nestin, Olig2,
Blbp). ***, p< .0001; **, p< .001; *, p< .01; ns, not significant (vs. NSC2). (B): Transcriptome data (microarray) obtained for murine
embryonic stem cells (mESC), NSC, mAGES, and NSC2. The 2D principal component analysis plot shows 4 biological replicates of each
cell type and the 95% confidence interval as shaded ellipses. (C): Heatmap of gene expression values for known astrocyte (blue) and
NSC (red) marker genes (listed vertically) [51]. Z-scores of normalized expression data plotted for four NSC, four mAGES, and three NSC2
samples (listed horizontally). Blue colors represent low, red colors high expression, with z-scores ranging from 1.4 to 21.4. Full gene
names and corresponding expression values are listed in Supporting Information Fig. 7. (D): Cells were exposed to a cytokine mix (510
ng/ml TNFa, 10 ng/ml IL1b, 20 ng/ml IFNg) for 30 minutes, and immunostained for the transcription factor NFjB. Cytosol/nucleus ratio
of NFkB was measured by an automated screening microscope to identify cells with NFkB nuclear translocation. (E): Citrate was mea-
sured in the supernatant after 3 and 24 hours to calculate citrate release (normalized to total protein content). (F): Glucose/lactate con-
centrations were measured in the supernatant after 3 and 24 hours. Uptake/release rates (normalized to total protein content) were
calculated. Data are means6 SEM from two biological replicates. Abbreviations: mAGES, murine astrocytes generated from embryonic
stem cells; mESC, murine embryonic stem cells; NSC, neural stem cells; NSC2, neural stem-like cells.
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mAGES samples, and thus demonstrated the close similarity
of NSC2 and NSC (Fig. 5B). This was further confirmed by
analysis of significantly differentially expressed genes (DEG):
no DEG was found for the NSC/NSC2 comparison.

For a targeted comparison, genes identified previously to
distinguish astrocytes from neural stem cells [51] were selected.
A heatmap of their normalized expression values, extracted
from the microarray data, confirmed the similarity of NSC2 and
NSC, and their pronounced differences to mAGES (Fig. 5C).

The high proportion of astrocyte genes in the above com-
parisons may obscure minor differences between the NSC popu-
lations. Therefore, we used a recently-identified set of in vivo
NSC-specific genes [32] to compare NSC2 with NSC and mAGES.
More than 70% of these marker genes showed higher expres-
sion in NSC2/NSC than in mAGES (Supporting Information Fig.
8), demonstrating conformity of NSC2 and NSC. The remaining
30% showed high variability in mAGES samples, and were here
not suitable to clearly distinguish NSC from mAGES.

After this detailed phenotyping, functional comparisons
were performed on the basis of features already known to
differ between NSC and mAGES [51]. First, inflammation-

related signaling was explored. Cells were exposed to an
inflammatory cytokine mix (TNFa, IL1b, and IFNg) for 30
minutes, and NFkB translocation was measured. NSC2/NSC
showed no response at all, while more than 90% of the cells
in mAGES/mAGES2 cultures showed NFkB translocation into
the nucleus (Fig. 5D). Thus, NSC2 are clearly not reactive
astrocytes. A comparison of the metabolism showed that
mAGES2/mAGES released citrate, and exhibited similar glu-
cose consumption and lactate release rates (Fig. 5E, 5F). In
contrast, NSC/NSC2 did not release citrate and showed higher
metabolic rates compared with mAGES/mAGES2. These data
confirm a complete conversion from an astrocytic to a neural
stem cell identity, when mAGES are de-differentiated to NSC2.

Evidence for Direct NSC2 Generation from
Differentiated Astrocytes

Although the mAGES population comprises >99% astrocytes
(GFAP-positive) [51], it cannot be entirely excluded that NSC2
arise from a minor subpopulation of nondifferentiated cells
that is re-activated by FGF2. Therefore, two competing
hypotheses may explain the generation of NSC2 (Fig. 6A): the

Figure 6. Evidence for generation of NSC2 from differentiated astrocytes. (A): Two working hypotheses on the origin of NSC2 have
been formulated for further testing. Hypothesis-1: putative nestin-positive quiescent stem cells (red) within the mAGES population
(<1%) are stimulated by FGF2 to proliferate (green nuclei), while original mAGES (blue) die. Hypothesis-2: FGF2 induces cell cycle re-
entry of a large subpopulation of mAGES (green nuclei); these convert to GFAP1/nestin1-positive cells, and later to nestin1/GFAP2 NSC.
(B): Experimental design to investigate the phenotype of transition cells: mAGES were exposed to FGF2 (0 (blue)/20 ng/ml (red)) for up
to 7 days; EdU was added for the last 48 hours before immunostaining. (C): Cells were treated as in (B). EdU1/GFAP1, and EdU1/GFAP2

cells were counted by high-content imaging. (D): The experiment described in (C) was performed with Aqp4-staining instead of GFAP.
(E): The mAGES were exposed to FGF2 (20 ng/ml) for 10 days, and the percentage cells (from original population) that divided at least
once during this period was scored. To identify dividing cells, two different methods were used. Left: mAGES were stained with CFSE
before the experiment; quantification of CFSE-fluorescence per cell after the experiment was used to identify cells that had divided 0, 1,
2, 3 or several times, based on label dilution. Right: live-cell continuous time-lapse imaging (tracking of 84 DsRed-transfected single cells
was used (details in Supporting Information Figs. 10, 11). All data are means6 SEM of three (left) or two (right) biological replicates.
Abbreviations: Aqp4, aquaporin 4; CFSE, carboxyfluorescein; EdU, 5-Ethynyl-2�-deoxyuridine; GFAP, glial fibrillary acidic protein.
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first assumes that some cells within the mAGES population
did not differentiate into mature astrocytes upon exposure to
BMP4, but rather stayed in a dormant stem cell state. They
may start to proliferate upon exposure to FGF2, and overgrow
the mAGES. The second hypothesis assumes that a large pro-
portion of mAGES re-enters the cell cycle, and convert into
NSC2.

For hypothesis-1 to be true, the original mAGES would need
to die upon exposure to FGF2, in order to make space for the
expanding NSC, and to explain the observed loss of GFAP-
positive cells. Therefore, we carefully examined signs of cell
death, and we also measured release of LDH into the medium
as integral measure of putatively ongoing cell death. No indica-
tion of cell death was observed (Supporting Information Fig.
10A). Hypothesis-1 would be strengthened, if quiescent stem
cells could be identified. However, we did not identify any
CD1331 cells, and the mAGES cultures were homogeneously
Ki672, p271, within the range of our detection limits [51].

Hypothesis-2 would be supported, if intermediate cell
stages would be identified that combine properties of astro-
cytes and proliferating cells; for example, GFAP- and/or Aqp4-
positive astrocytes should be observed to re-enter the cell cycle
and incorporate EdU into DNA upon exposure to FGF2. For this
purpose, cells double-positive for EdU and an astrocyte marker
were identified at different time points during the 8-day de-dif-
ferentiation process (Fig. 6B). At all timepoints, most of the pro-
liferating (EdU-positive) cells coexpressed GFAP and/or Aqp4
(Fig. 6C, 6D). After day 7, the proportion of GFAP and EdU
double-positive cells decreased, consistent with the downregu-
lation of GFAP after prolonged FGF2 exposure. These data indi-
cate that mature, GFAP- and Aqp4-positive astrocytes re-
entered the cell cycle in response to FGF2.

Three imaging approaches were used to gain further
insight: first, we used an established method of fluorescent
label (CFSE) dilution [61] (adapted to adherent culture) to cal-
culate the percentage of dividing cells. A histogram of total
CFSE intensity in 20,000 cells showed that label intensity
decreased in 72% of the cells in FGF2-exposed cultures (to
indicate at least one division), compared to control cells not
exposed to FGF2. Taking into account the quantification of
label dilution steps (2x, 4x, 8x) in cells, and calculating back
the respectively increased cell numbers at the time point of
analysis, we found that >50% of the mAGES originally present
at day 0 had divided at least once (Fig. 6E, Supporting Infor-
mation Fig. 10B).

Second, to confirm the CFSE-labeling data, and to directly
follow mAGES division, live cell time lapse imaging was per-
formed. The mAGES were transfected with DsRed to track sin-
gle cells (using Timm’s Tracking Tool, which has been
developed to track freshly isolated neural stem cells in vitro
[54, 55]) (Supporting Information Fig. 11B, 11D, Supporting
Information Video 1). Lineage trees were produced for 84
cells, of which 42 (50%) divided during 10 days of FGF2 expo-
sure. Many of the cells divided once (19%), while another
large subpopulation (19%) divided �3 times (Supporting Infor-
mation Fig. 10C). Most of the cells (60%) started their first
cell division on days 6-8 of FGF2 exposure (Supporting Infor-
mation Fig. 10D), which is consistent with EdU incorporation
starting to increase at day 5.

As third imaging approach, we followed the cells by phase
contrast time-lapse microscopy in low density cultures, to

make sure that the entire population could be captured. This
independent set of experiments also showed that around 50%
of the mAGES (flat cells with a star-shaped morphology) divid-
ed (Supporting Information Fig. 11A, 11C, Supporting Informa-
tion Video 2). After two to three divisions, cells changed their
appearance and adopted a morphology similar to that of NSC
(Supporting Information video 2, Supporting Information Fig.
3). No cell division was observed in control cultures main-
tained in medium containing no factors (Supporting Informa-
tion Video 3). Thus, a large body of evidence supports
hypothesis-2.

Blocking the Generation of NSC2 from mAGES by IFNc
Signaling

To investigate how de-differentiation of astrocytes may be
affected by mediators present in a pathological environment,
mAGES were exposed to inflammatory cytokines (TNFa, IL1b,
IFNg) during de-differentiation with FGF2. For a first overview,
resazurin reduction was measured to assess cell proliferation
in response to FGF2. TNFa or IL1b alone did not reduce pro-
liferation, but a combination of both cytokines was effective.
IFNg, alone or in combination with other cytokines, also
attenuated the proliferation of mAGES (Fig. 7A). These data
were confirmed, when EdU incorporation was measured: the
complete cytokine mix (CCM) or various combinations of the
three cytokines reduced DNA synthesis to a large extent (Fig.
7B). IFNa or IFNb did not show any effect on the FGF2-
induced de-differentiation of mAGES (not shown). Thus, the
IFNg receptor specifically affected astrocyte de-differentiation,
in addition to its effect described directly on quiescent NSC
[62]. Notably, the downregulation of GFAP and the upregula-
tion of nestin during de-differentiation were affected by the
same cytokine combinations as for proliferation/DNA synthe-
sis, but the overall effect size was smaller (Supporting Infor-
mation Fig. 12).

As IFNg alone was sufficient to inhibit the de-
differentiation of mAGES, its mechanism of action was further
explored. No effect of nitric oxide (NO) due to induction of
inducible nitric oxide synthase (iNOS) after cytokine exposure
could be observed, as tested by several iNOS inhibitors (L-
NNA, AMT, 7-NINA) or NO-donors in mAGES during exposure
to FGF2 (data not shown). Ruxolitinib (Rux), an inhibitor of
JAK1/2 (Fig. 3A), was used to test the role of the JAK/STAT
pathway. In mAGES exposed to FGF2 plus IFNg or CCM,
cotreatment with ruxolitinib prevented the attenuation of pro-
liferation, and of EdU incorporation, which is otherwise trig-
gered by IFNg or CCM (Fig. 7C, 7D, Supporting Information
Fig. 13A, 13B). Western blot analysis revealed that the same
concentration of Rux, which showed strong effects on cell
fate (1 mM), also completely blocked phosphorylation of
STAT1 after short-term exposure to IFNg or CCM (Fig. 7E, 7F),
or after prolonged exposure (Supporting Information Fig.
13C). We also found that neither IFNg nor ruxolitinib affected
upstream FGF2 signaling (phosphorylation of ERK) (Supporting
Information Fig. 13D). From this, we conclude that the JAK/
STAT pathway, triggered by IFNg, attenuates astrocyte de-
differentiation downstream of FGF2 receptor surface expres-
sion and proximal signaling (Fig. 3A).
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DISCUSSION

It is widely accepted that postmitotic astrocytes may re-enter
the cell cycle under certain conditions [20, 44]. However, de-
differentiation of genuine astrocytes into neural stem cells
and their conversion into neurons usually requires genetic
reprogramming or pathological situations, like trauma, excito-
toxicity, or stroke [50, 62–69]. It has been suggested that
migration of cells from the stem cell niches to the lesion site
also contributes [70] to the in vivo emergence of neurogenic
cells (identified by in vitro neurosphere assays [44, 67]). Most

likely, various mechanisms contribute to the astrocyte activa-
tion/de-differentiation observed in vivo, and they are paral-
leled by large heterogeneity within the astrocyte population
and the NSC [22, 62, 68, 71, 72]. We chose here a simplified
experimental approach that allowed direct and quantitative
studies of cell cycle re-entry of mature astrocytes, not manip-
ulated by molecular biology approaches. The high homogenei-
ty of the mAGES astrocyte cultures used here allowed
quantifications of cell type, function, and plasticity over long
time spans and with little background noise. This facilitated
the identification of an FGF2 receptor pathway (involving

Figure 7. Block of the generation of NSC2 from mAGES by IFNg signaling. (A): The mAGES were exposed to 20 ng/ml FGF2 for 8 days,
and resazurin reduction was used as surrogate measure of cell number. Data indicate the percentage of increased resazurin fluorescence
signal (proportional to cell number) relative to ctrl conditions (no FGF2). FGF2-exposed cells were cotreated with various combinations
of inflammatory cytokines (10 ng/ml TNFa, 10 ng/ml IL1b, 20 ng/ml IFNg) or complete cytokine mix (CCM). Data are means6 SEM;
***, p< .0001; *, p< .01; ns, not significant (vs. FGF2). (B): The experiment was performed as in (A), with EdU added during the last
48 hours, and staining of nuclei with H-33342. Percentage of EdU-positive cells was quantified. (C): The mAGES were exposed to 20 ng/
ml FGF2 for 8 days. FGF2-exposed cells were cotreated with 20 ng/ml IFNg and various concentrations of ruxolitinib (Rux). EdU was
quantified as in (B). (D): The experiment was performed as in (C), with CCM instead of IFNg. (E): The mAGES were preincubated for 30
minutes with ruxolitinib (1 mM), and exposed to FGF2 (20 ng/ml) and/or IFNg (20 ng/ml) for 20 minutes. Phospho-STAT1 (pSTAT1) was
analyzed by Western blot (actin as loading control). The experiment was repeated once with similar result. (F): The experiment was per-
formed as in (E), with CCM instead of IFNg. The experiment was repeated once with similar result. Abbreviations: CCM, complete cyto-
kine mix; EdU, 5-Ethynyl-2�-deoxyuridine; IFNg, interferon-g; pSTAT1, Phospho-STAT1.
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tyrosine kinase activation and ERK phosphorylation) as a sig-
nal for cells to resume proliferation. The neurogenic NSC2
derived from mAGES astrocytes upon FGF2 exposure resem-
bled NSC concerning self-renewal, phenotype, metabolism,
proliferation behavior, and bi-potent differentiation capacity.
Thus, the type of neurogenic cells generated here does not
resemble reactive astrocytes (that may divide once or twice in
the brain, and retain many astrocytic markers), but rather
exemplifies full reversion to an NSC-like state. Notably, cul-
tures of mAGES could be converted into neurons without any
re-plating steps, and only by change of medium conditions
within about three weeks (not shown). However, this conver-
sion of astrocytes to neurons in a cell culture dish is not to
be confused with trans-differentiation [73]; in our system,
mAGES first de-differentiated into NSC2 (10 days; 1FGF2),
and afterwards generated neurons (14 days; -FGF2).

A central issue of all de-differentiation studies with prima-
ry cells or other complex cell cultures is the exclusion of a
major role of an already present stem cell population, or of a
transgene affecting the cell cycle [29]. Although mAGES have
been carefully characterized and phenotyped for the absence
of cells with quiescent NSC markers [51], it was important to
provide direct evidence that a majority of astrocytes in the
cultures transformed into NSC2. Co-staining of EdU and Aqp4
suggested that indeed mature astrocytes re-entered the cell
cycle. CFSE-label dilution and live imaging of mAGES cultures,
as a direct measure of cell division, further confirmed the cell
cycle re-entry of about 50% of the cells (within the experi-
mental time span observed). This high percentage (a) excludes
the proliferation of only a minor subpopulation within mAGES
cultures as major cause of NSC2 formation, and (b) corrobo-
rates a high efficiency of astrocyte de-differentiation under
optimal conditions. For comparison, 22.5% of the astrocytes
isolated from murine brains after stab-wound injury were able
to form neurospheres [44].

In some studies, EGF has been shown to induce prolifera-
tion in astrocytes [38, 39]. This was not confirmed here,
although mAGES expressed functional EGF receptors (Fig. 3A).
Even an indirect contribution was excluded, as de-
differentiation of mAGES was possible in the presence of non-
cytotoxic, but effective concentrations of the EGF receptor
inhibitor gefitinib. In view of these findings, it may be worth
investigating in models that have been assumed to be EGF-
dependent [38], whether production of endogenous FGF2
after exposure to EGF [39] would provide the pivotal signal
for proliferation of cells. In fact, primary astrocytes have been
observed to re-enter the cell cycle in response to FGF2 [40-
42]. Discrepancies between studies may be due to different
signaling systems being employed, depending on the maturity
status of cells: EGF may have a more important role for less
differentiated cells, and such cells are found as a subpopula-
tion in primary astrocyte cultures.

The findings of our study are consistent with the broad
role of FGF2 in neurodevelopment [74] and acute CNS injuries
[45]. The cytokine stimulates proliferation of NSC in stem cell
niches [45, 75–77], and it improves regeneration after trau-
matic injury or ischemia [78, 79]. The high levels of FGF2
found in acute neurotrauma correlate with a proliferation of
astrocytes in such conditions, while low or absent regulation
in chronic neurodegenerative diseases, such as Parkinson’s
disease [80], correlate with a failure of astrocytes to

proliferate [44]. The importance of FGF2 (in contrast to EGF)
on NSC maintenance and astrocyte differentiation inhibition is
in good agreement with earlier findings on rat [81]. However,
terminally-differentiated astrocytes generated by exposure of
rat NSC to BMP4 did not de-differentiate upon exposure to
FGF2, and thus behaved differently from mAGES.

To obtain a pure population of fully differentiated astro-
cytes, an alternative to mAGES is the use of primary cultures
in combination with FACS sorting or panning for genuine
astrocyte markers [56, 82]. In our hands, the required manip-
ulations and culture conditions led to a slight inflammation-
like activation of (untreated) astrocytes, and such conditions
largely change their properties [22, 23, 83]. The findings pre-
sented here, confirm the pronounced effects that external
inflammatory factors may have: for instance, the model sys-
tem established here allowed for the identification of IFNg as
one of the pathologically-relevant inflammatory factors likely
to attenuate the de-differentiation of astrocytes in many dis-
ease models. IFNg (and complete cytokine mix) inhibited the
de-differentiation of mAGES by a phosphorylation of STAT1,
while inhibition of the JAK/STAT pathway by ruxolitinib
restored FGF2-induced proliferation. The exact interference
between STAT1 phosphorylation and FGF2 signaling needs fur-
ther examination (Fig. 3A). The astrocyte de-differentiation
was not only attenuated by IFNg, a cytokine produced in vivo
from infiltrating cells [19, 84] and from microglia [85, 86], but
also by the very common combination of microglia-derived
[14–18] inflammatory factors TNF plus IL-1. In our study, IL-1
or TNF alone did not attenuate de-differentiation. This may be
due to an intrinsic property of such NF-kB-inducing cytokines
to rather support de-differentiation of astrocytes [28, 87].

CONCLUSION

In summary, we have presented here evidence for defined sig-
naling pathways that antagonistically control the conversion
of astrocytes to NSC, that is, cells capable of forming new
neurons. The experimental system developed on the basis of
these findings may be used to identify targets, and possibly
to screen for new drug candidates that foster the conversion
of astrocytes to neurons in CNS pathologies, and that could
then be tested in vivo for their efficacy.
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