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Ozet: Kok hiicreler organizmayi olusturan ve organizmanin yasami boyunca bircok hiicre tipine
farklilasabilme, kendini yenileyebilme ve ¢ogalabilme yetenegine sahip 6zel hiicrelerdir. Her doku iyice
farklilasmis, 6zellesmis karmasik 6zelliklere sahip olsa da, kendilerine ait kok hiicrelere sahip olduklari
son zamanlarda deneysel uygulamalarla da bildirilmektedir. K6k hiicrelerin iyilestirici, yenilestirici,
genglestirici uygulamalardaki fonksiyonel rolleri siddetle vurgulanmaktadir. Olgun koék hiicrelerin uygun
besiyeri sartlarinda, uygun zamanda yapilmis, yeterli uyarilarla farkli hiicre ve farklilasmis dokulara
doniisebildigini gosteren pek cok calisma vardir. Tibbi tedavileri destekleyen kdk hiicre uygulamalars,
teknolojinin gelisimiyle birlikte ortaya ¢ikan miihendislik driinleri ve uygun biyolojik faktorlerin
kullanimiyla birlikte hastaliklarin tedavi edilmesine bagli olarak rejeneratif tip alaninda da yeni
yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadir. In vitro kosullarda ¢ok sayida hiicre ¢esidine farklilasma kapasitesi
tasiyan kok hiicrelerin saglikli ve fonksiyonel olarak izolasyonu rejeneratif tip alaninda biiytik heyecan ve
istek uyandirmaktadir. Cesitli amaglarla farkl hiicre hatlarini elde etmeye yonelik yontem ve protokoller
stirekli gelistirilmektedir. Istenen hiicre hatlarinda farklilasmay1 saglamak iizere 6zel biiyiime gelistirici
kombinasyonlari, hiicre - hiicre ve hiicre- c¢evre etkilesimlerini iyilestiren polimer sistemleri
arastirilmaktadir. Bizim su anki ¢alismamizda kobaylarda fonksiyonel olfaktor koék hiicre izolasyonu,
uygun ortamda olfaktdr kok hiicre liretimi ve nérolojik farklilastirma yapabilmek hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, Klinik uygulamalar, Rejeneratif tip, Farklilasma

Isolation of Olfactory Stem Cells and Neurogenic Differentiation in
Guinea Pigs

Abstract: Stem cells are special cells that form the organism and have the ability to differentiate into
many cell types throughout the life of the organism, self-renew and proliferate. Although each tissue has
thoroughly differentiated, specialized and complex properties, recent experimental applications also
report that they have their own stem cells. Functional roles of stem cells are strongly emphasized in
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rehabilitative, regenerative and rejuvenating applications. There are many studies showing that adult
stem cells may be transformed into different cells and differentiated tissues with sufficient warnings made
at the appropriate time, under suitable medium conditions. New approaches also emerge in regenerative
medicine depending on the treatment of diseases together with the use of appropriate biological factors
and engineering products that emerge with the development of technologies and stem cell applications
supporting medical treatments. A healthy and functional isolation of stem cells that are capable of
differentiating into various cell types under in vitro conditions arouses great excitement and aspiration in
the field of regenerative medicine. Methods and protocols are continually being developed to obtain
different cell lines for various purposes. In order to provide differentiation in the desired cell lines, special
growth-promoting combinations, and polymer systems that improve cell - cell and cell - environment
interactions are investigated. In the current study, it was aimed to perform functional olfactory stem cell
isolation in guinea pigs, olfactory stem cell production and neurogenic differentiation in the appropriate

environment.
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GIRIS

Kok hiicreler organizmayr olusturan ve
organizmanin yasami boyunca bir¢ok hiicre
tipine farklilasabilme, kendini yenileyebilme ve
¢ogalabilme yetenegine sahip 6zel hiicrelerdir
(10). Uygun kosullarda farklilasarak gesitli doku
ve organlar1 olusturan farkli  hiicrelere
dontisebilme 6zelligine sahip olan kok hiicreler
bu ozellikleri ile giiniimiizde tibbin birgok
alaninda ve doku miihendisligi calismalarinda
yogun sekilde kullanilmaktadir. Gelecekte, kok
hiicreler bu o6zellikleri ile hasar gormiis doku
veya organlarin hiicresel tedavisinde
uygulanabilme potansiyeline sahiptir. Kok
hiicreler, bircok arastirmacinin ilgisini ¢ekmis ve
kemik iligi basta olmak iizere, bircok kok hiicre
kaynagim1 kullanarak yapilan arastirmalar ve
uygulamalar sonucu, “rejenaratif tip” kavrami
gelismistir (5). Elde edildikleri kaynaklara gore
farkl farklilasma potansiyellerine sahip olan kok
hiicreler ile yapilan ¢alismalar, hiicrelerin elde
edildigi kaynaklar ve kullanim alanlari, birgok
tartismayl da beraberinde getirmistir (3, 9,12,
17).

Kok hiicreler kemik iligi disinda yag dokusu, kas
dokusu, tiikriik bezi, sinoviyal sivi, plasenta ve
olfaktor dokudan elde edilebilmektedir (3).
Yapilan bir¢ok calisma gostermistir ki olfaktor
mukozada noral ve néral olmayan bilesenlerden

olusan bir kok hiicre hatti bulunmaktadir (9).
Olfaktor kok hiicrelerin noérojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma potansiyeline sahip
oldugu bildirilmistir (18). Olfaktor kok hiicrelerin
spinal kord travmalarina bagh hasarlarin ve
cesitli norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
etkili olabilecegi belirtilmektedir (7).

Kok hiicreler genellikle normoksik veya son
yillarda popiilarite kazanmaya baslayan hipoksik
ortamda iretilebilmektedir. Hipoksik ortamda
hazirlanan kok hiicrelerin engraftman, yasam
sliresi ve parakrin dzelliginin arttig1 bildirilmistir
(19). Hipoksiye baglh olarak hiicre proliferasyonu
ve migrasyonu, anjiogenez ve antioksidan etki ile
ilgili kemoattraktanlarin ve biiyiime faktorlerinin
ekspresyonunda artis saglandigl gdosterilmistir
(4).

Calismamizda kobaylarda olfaktor koék hiicre
izolasyonu sonrasi olfaktér kok hiicre iiretimi
saglanarak, deneysel olarak olfaktor kok
hiicrelerin norojenik diferansiasyonunu
gostermek hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOD

Calismadaki kobaylar Yerel Etik Kurulu'ndan
alinan 2013/140 sayili etik kurul onay: ile
kullanilmistir. Hayvan deneyleri Deney Hayvani
Laboratuvari’'nda yapilmistir. Calisma esnasinda
5199 numarali “Hayvanlar1 Koruma Kanunu” ve
Tarim ve Koy Isleri Bakanlig’nin deneysel ve
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diger bilimsel amaclar i¢in kullanilan deney
hayvanlarinin korunmasi, deney hayvanlarinin
lretim yerleri ile deney yapacak olan
laboratuvarlarin kurulus, c¢alisma, denetleme,
usul ve esaslarina dair yonetmeligine ve Helsinki
Bildirgesinin deney hayvanlarnt ile ilgili
maddelerine uyulmustur.

Deney Hayvan Uygulamalari

Calismamizda 6 adet 6-8 haftalik yaklasik
agirliklar1 500-658 gr arasi olan disi kobaylar
(Guinea pig, Caviaporcellus) kullanild1 ve 12 saat
aydinlik - 12 saat karanlik siklusunda, 25 °C
sicaklikta, serbest besin ve su alabildikleri bir
ortam hazirlandi.

Kobaylar intraperitoneal sodyum tiopental (120
mg/kg) kullanilarak sakrifiye edildi. Seperator
yardimi ile kobaylarin kraniumu sagital planda
acildi. Olfaktér bolge mikroskop yardimi ile
ortaya konuldu(Zeiss OPMI®; Carl Zeiss,
Goettingen, Germany). Olfaktér mukoza eksize
edilerek soguk zincir saglanarak kok hiicre
laboratuvarina ulastirildi.

Olfaktér Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii
Kobayin olfaktéor bolgesinden alinan olfaktér
mukoza tripsin-kollejenaz vasitasi ile enzimatik
disseksiyona alindiktan sonra 800 g'de
santrifiigasyon ile hiicrelerinden ayrildi. Elde
edilen hiicreler primer kiiltiir olusturmak i¢in T-
150 flaskta %1 antibiyotik, %10 Fetal Bovine
Serum (FBS) iceren Diisiik Glikozlu Dulbecco’nun
Modifiye Eagle Medyumu (DMEM-LG) icerisinde
37 C° ortam sartlar1 saglanarak kiiltiire edildi.
Primer kiltir siireci tamamlanan hiicreler
tripsinle kaldirilarak ayni besiyeri ortaminda
tekrar kiltiire alindi . Bu sekilde pasajlama
islemleri yapildi. Bu islemler sirasinda 3 gilinde
bir besiyeri degistirilen flasktaki hiicrelerin %70
konfluense ulasmasi beklendi. Primer Kkiiltir
slireci tamamlanan hiicreler tripsinle kaldirilarak
ayni besiyeri ortaminda tekrar Kkiiltiire alindi
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(birinci pasaj) (Resim 1). Birinci pasaj siirecinde
flasktaki hiicreler 2%70 konfluense ulastiktan
sonra tripsin ile kaldirillarak FBS ile yikamasi
yapildiktan sonra %1 penisilin ve %10 FBS iceren
DMEM-LG ile resiispanse edildi (ikinci pasaj)
(Resim 2).
kontrol testleri icin 6rnek alindi ve iiretim
%80 iizerinde canli hiicre olmasi
(tretim o6ncesi en az 20.000, liretim sonrasli en az
20.000.000 hiicre) arandi. Akim sitometrik
analizde, CD73, CD105, CD90 pozitif, CD34, CD45,
HLA-DR negatif oldugu gosterildi.

Hiicre slispansiyonundan Kkalite

sonunda

Olfaktor Ko6k Hiicrelerin Norojenik
Farkhilastirilmasi
izolasyonun ardindan ikinci pasaji yapilan

olfaktor kok hiicreler 104 hiicre olacak sekilde
onceden fibronektin ile kaplanan center well
icine aktarildi. Hiicreler, kiiltiire adaptasyon icin
24 saat %10 FBS iceren DMEM besiyerinde
inklibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda  hiicrelerin  bulundugu  besiyeri
uzaklastirildi. Center well igindeki hiicreler PBS
ile 2 kez yikandi Hiicrelerin iizerine 2ml
Mesenchymal Stem Cell Neurogenic
Differentiation medyumu eklendi. Hiicrelerin
norojenik farklilasma medyumu 7 giin boyunca
giin asir1 degistirildi. Hiicrelerdeki morfolojik

degisiklikler her giin invert faz kontrast
mikroskop ile gozlendi (Resim 3).
BULGULAR

izolasyonu yapilarak kiiltiire edilen olfaktér kok
hiicrelerin noérojenik farkhlastirilmasi saglandi.
Primer pasajlarinda kiiltiir ortamindaki olfaktor
kok hiicrelerin boyutlari nispeten daha kiigliktii
ve sayica az olarak gozlendi (Resim 1-2).
Norojenik farklilastirma sonrasi olusan hiicrelere
bakildiginda iiretilen hiicrelerin boyutlar1 daha
biiylik ve ndron yapilarina daha fazla benzerlik
gostermekteydi (Resim 3).
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Resim 1. Olfaktor dokudan elde edilen kok hiicrelerin alt kiiltiirti. 1. Pasaj.

Resim 3. Uretilen olfaktér kék hiicrelerin nérojenik farklilagsmasi (Norojenik diferansiasyon daha belirgin
ve hiicre boyutlar1 daha biiyiik)
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TARTISMA

Kok hiicreler, kendini yenileme ve farkli hiicre
hatlarina farklilasabilme yetenegine sahip 0zel
hiicrelerdir (11). Ancak, her kok hiicre tiirt, elde
edildigi kaynaga bagh olarak farkli farklilasma
potansiyeline sahiptir. Kok hiicreler farkli sinyaller
verildiginde bu ozellikleri in vitro kosullarda da
gosterebilir (15, 16). Yapilan bir¢ok calisma
gostermistir ki olfaktor epitelden normal gelisen
eriskin olfaktér mukozada noral ve noral olmayan
bilesenlerden olusan bir kok hiicre hatt1 hiyerarsisi
bulunur (6). Literatiirde olfaktdr kok hiicrelerin
karekterizasyonu i¢cin immiinohistokimya ve
farklllasma c¢alismalar1 yapilmis elde edilen
sonuglara gore olfaktor kaynakli kok hiicrelerin
kendini yenileyebilme ve ndrosfer olusturma,
kondrojenik, norojenik, kardiyak ve adipojenik
farklilasma kapasitesine sahip, aym1 zamanda
multipotent kok hiicre antijenleri olan CD29, CD73,
CD 90, CD105, CD146 antijenlerini tasiyan hiicreler
olduklar bildirilmistir (6, 9).

Yapilan deneysel c¢alismalarda olfaktér kok
hiicrelerin sicanlarda  intervertebral disk
rejenerasyonunda etkili olabilecegi bildirilmistir
(18). ilave olarak, deneysel hipokampal hasar
olusturulan farelerde olfaktor kok hiicrelerin hasar
bolgesine goc ettigi ve endojen ndrogenezi uyardigi
ve sinaptik iletiyi diizelttigi bunlara bagh olarak da
farelerde O6grenme ve hafiza davranislarini
diizenledigi gosterilmistir (13). Olfaktor kok
hiicreler omurilik hasarlarinda kortikospinal yol
rejenerasyonunda rol oynadiklar1 iizerinde de
durulmustur (1, 2). Otolarengoloji alaninda ise
olfaktor kaynakli kok hiicrelerin, erken ortaya
¢ikan sensdrinéral isitme kaybi varliginda isitme
kaybi etki olusturabilecegi
deneysel calismalarda gosterilmistir (14). Bizim
calismamizda  kobaylardan  olfaktér  hiicre
izolasyonu sonrasi bu hiicrelerin nérojenezi
saglanmistir. Boylece deneysel olarak yapilacak
calismalarda  olfaktér kok  hiicrelerin  bu
ozelliklerinin kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
Norojenik diferansiasyon sonrasi elde edilen néron
ozellikleri tasiyan hiicrelerin ise yapilacak deneysel

uzerinde olumlu

calismalarda gerek fasiyal sinir hasarinda
gereksede sensdrinoral isitme kayb1 modellerinde
alternatif — calisma  alanlar1  olusturabilecegi
disintlebilir. K6k  hiicreler genel olarak

normoksik Kkosullarda tretilmektedir. Alternatif
olarak son dénemlerde hipoksik ortamda iiretilen
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kok hiicrelerin bazi klinik tablolarda daha etkin
olabilecegi bildirilmistir (6, 15). Hipoksik ortamda
hazirlanan koék hiicrelerin engraftman, yasam
siireleri ve  parakrin arttig1
bildirilmistir. idiopatik pulmoner fibrozis, hipoksik
kok hiicrelerin etkisinin incelendigi en Onemli
orneklerden biridir (6, 15). Hipoksik ortamda
tiretilen kok hiicreler bleomisine sekonder gelisen
idiopatik pulmoner fibrozis gelisimini engelledigi
gosterilmistir (6, 13). Bizim ¢alismamiz olfaktor
kok hiicrelerin kiltiiriiniin yapildig1 bir ¢alismadir.
Fakat calismamizda az sayida kobay kullandigimiz
icin morfolojik olarak farkliliklar1 istatistiksel
olarak tespit edilememistir. Daha fazla sayida
kobay ile yapilacak c¢alismalarda farklh Kkiiltiir

ozelliklerinin

ortami alternatifleri denenerek hiicre
farkliliklarinin  daha net ortaya konulacag
diistiniilmektedir.
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