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İNSAN OLFAKTOR KÖK HÜCRELERİN İZOLASYONU KÜLTÜRÜNÜN 
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Fasiyal paraliz dünyada ve ülkemizde görülen, popülasyonda 30/100.000 insidansı olan, 
konjenital, nörolojik, metabolik, toksik, neoplastik, enfeksiyöz, travmatik, iatrojenik ve 
idiopatik nedenlere bağlı olarak ortaya çıkabilen bir hastalıktır. Bu hastalık, insan 
sağlığını ciddi olarak etkilemenin yanında estetik ve dolayısıyla psikolojik problemlere 
de neden olur. Şimdiye kadar hastalığın tedavisine yönelik çeşitli yaklaşımlar 
uygulanmasına rağmen gerek iyileşme hızı gerekse de iyileşme hızına bağlı sekeller, 
hastalığın tedavisinin önünde önemli engeller oluşturmaktadır. Bu nedenle hasar 
görmüş sinire bağlı patolojilerin giderilmesinde yeni yaklaşımların geliştirilmesi oldukça 
önemlidir. Kök hücre alanındaki gelişmeler ve kök hücreye dayalı tedavi 
yaklaşımlarındaki ilerlemeler sinir doku hasarlarının tedavisinde de yeni ümitlere yol 
açmaktadır. Periferik sinir hasarlarında yağ, kemik iliği ve hipokampal nöral kök hücre 
kullanan deneysel çalışmalarda bazı olumlu sonuçlar elde edilse de problemin çözümü 
henüz mümkün olmamıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda kök hücre tedavilerinde 
başarının sağlanması için hasar görmüş bölgenin sahip olduğu mikroçevre ile uygulanan 
kök hücre kaynağının uygun olması gerektiği vurgulanmaktadır. Literatürde bu konu ile 
ilgili çalışmalar az sayıda olsa da giderek önem kazanmaktadır. Ayrıca şimdiye kadar 
fasiyal sinir hasarlarının rejenerasyonunda bu alanda herhangi bir çalışmaya da 
rastlanılmamıştır. Buna göre de bu tez çalışmasının amacı; insan olfaktör mukoza 
biyopsi örneklerinden kök hücrelerin izolasyonu, devamlı kültürünün yapılması, 
karakterizasyonu ve kriyoprezervasyonunu gerçekleştirilmekle, olfaktör kök 
hücrelerden yeterli miktarda hücre kitlesi elde edilip ilk kez olarak hasar görmüş fasiyal 
sinir rejenerasyonunda (ratlarda) niş temellerine dayalı yeni bir yaklaşım geliştirilmesi 
ayrıca ileride hücresel tedaviler ve doku mühendisliği çalışmalarında kullanılmak üzere 
olfaktör kök hücre kriyobankının oluşturulması olmuştur. Bu amaçla tez kapsamında 
İstanbul Eğitim ve Araştırma Hastanesi Kulak Burun Boğaz Baş ve Boyun Cerrahisi 
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Bölümü’nde septoplasti operasyonu öncesi onamları alınan 3 hastadan olfaktör 
mukoza biyopsi örnekleri alınarak Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü 
Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’nda getirildi ve olfaktör kök 
hücrelerin izolasyonu, kültürü, karekterizasyonu ve kriyoprezervasyonu gerçekleştirildi. 
Devamlı kültürü yapılan hücreler morfolojik olarak incelendi. Elde edilen hücrelerin kök 
hücre karakterizasyonunu yapmak üzere hücreler adipojenik, osteojenik ve nörojenik 
farklılaşma kitleri ile indüklendi ve akım sitometri yöntemi ile immünfenotipik 
karakterizasyonları yapıldı ve elde edilen kök hücrelerin kriyoprezervasyonu 
gerçekleştirildi. Olfaktör kök hücreler, in vivo çalışmalarda kullanılmak üzere CM-DiI ile 
işaretlendi ve hücrelerin üst üste 9 kez pasajlanmasıyla çok tabakalı hücre kitlesi elde 
edildi. Elde edilen çok tabakalı hücre kitlesinin canlılığının belirlenmesi için in vitro 
kültürü yapıldı. CM-DiI ile işaretli olfaktör kök hücre kitlesi ile deneysel fasiyal paraliz 
oluşturulan ratlarda kök hücrelerin periferik sinir rejenerasyonuna etkisini belirlemek 
üzere in vivo çalışmalar iki aşamada gerçekleştirildi. Bezm-i Alem Vakıf Üniversitesi 
Deney Hayvanları Laboratuvarı’nda 7 adet Wistar Hannover (350–380 gr) dişi rat 
kullanılarak yapılan ön çalışmalarda fasiyal kesi sonrası 4 farklı yöntem kullanılarak kök 
hücrelerin kesi bölgesine inokülasyonu sağlandı. Çalışmada 1. ratın hasar bölgesine 
10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 olfaktör kök hücre inoküle edildi, 2. ratın 
hasar bölgesine 10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 olfaktör kök hücre 
inoküle edildi ve inokülasyon bölgesi rattan alınan yaklaşık 1mm3 yağ dokusu ile (fasya) 
ile sarıldı, 3 ve 4. ratın hasar bölgesine 10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 
olfaktör kök hücre inoküle edildi ve inokülasyon bölgesine fibrin glue uygulaması 
yapıldı, 5 ve 6. ratların hasar bölgesine CM-DiI ile işaretlenen çok tabakalı hücre kitlesi 
inoküle edildi, kontrol grubu olarak 7. ratın hasar bölgesine 10µl PBS aktarıldı. Deney 
öncesi fasiyal paralizin ölçümü, deney sonrası ise iyileşmenin belirlenmesi için tam kat 
kesi öncesi ve sonrası 2., 4., 6., ve 8., haftalarda bıyık hareketleri Wiskers skorlama 
olarak değerlendirildi. Sonuçlar Mann Whitney U istatistiği kullanılarak hesaplandı. Ön 
çalışma sonuçları dikkate alınarak in vivo çalışmaların ikinci basamağında 27 adet rat 
M, T ve K isimleri verilerek 3 gruba ayrıldı her bir grupta ratların sol fasiyal siniri 
kesildikten ve sinir uçları neurotube poliglikolik asit konduite anastomoz yapıldı. 
Konduitin içine M grubu için hazırlanan çok tabakalı hücre pelleti, T grubu için PBS 
eklendi. Kontrol grubu olan K grubuna herhangi bir madde verilmedi. Ratlarda iyileşme 
2., 4., 6., 8., ve 10. haftalarda  fizyolojik, bıyık hareketleri ve elektrofizyolojik olarak 
izlendi. 10 hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek hasar bölgesinden histolojik inceleme 
için preparatlar hazırlandı. Preparatlar hematoksilen, eozin, S100, Toluidin Blue ile 
boyandı ve florasan mikrokopta incelendi. Sonuçlar Mann-Whitney U ile ve Anova ile 
yapılan istatistik ile değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara göre olfaktör dokudan elde 
edilen hücrelerin morfolojik, immünfenotipik ve farklılaşma özellikleri bakımından kök 
hücre karakterine sahip oldukları ayrıca dondurularak saklanan hücrelerin 24 ay 
sonunda canlılıklarını %91 oranında korudukları belirlendi. Olfaktör kök hücrelerin CM-
DiI boyası ile işaretlediği ayrıca hücrelerin 9 kez üst üste pasajlanmasıyla elde edilen 
çok tabakalı hücre kitlesinin kültür ortamında canlılığını koruduğu belirlendi. Whiskers 
skorlamalarına göre yapılan ön çalışma sonuçlarına göre, uygulanan 4 farklı yöntem 
içinde en fazla iyileşmenin görüldüğü grubun olfaktör kök hücreler ile hazırlanan çok 
tabakalı hücre kitlesi uygulanan grup olduğu belirlendi. 27 rat ile yapılan in vivo 
çalışmalarda elde edilen fizyolojik ve elektrofizyolojik sonuçlara göre fasiyal sinir 
rekonstrüksiyonunda olfaktör kök hücreler kullanılan grupta sinir rejenerasyonun daha 
hızlı gerçekleştiği (p=0,030) ve bıyık hareketlerindeki düzelmenin amplitüd 
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değerlerindeki artış ilişkili olarak daha fazla ve anlamlı olduğu belirlendi (p=0,001). 
S100 boyama ile yapılan histolojik değerlendirmede gözlenen sonuçlara bakıldığında da 
M grubunda hasar bölgesine nakledilen kök hücrelerin Schwann benzeri hücrelere 
dönüştükleri belirlendi. Elde edilen bu sonuçlar olfaktör kök hücrelerin kullanıldığı 
grupta belirlenen sinir rejenerasyon hızı ve düzeyini destekler niteliktedir (p<0,05). 
2012-07-04 KAP02 numaralı proje ile Yıldız Teknik Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar 
Proje Koordinatörlüğü tarafından desteklen bu çalışma ile TÜBİTAK tarafından 
yayınlanan 2003-2023 Teknoloji Öngörü Çalışmasında vurgulanan “Türkiye’de 
yapılması gereken bilimsel çalışmalar için kök hücre teknolojilerinin geliştirilmesi ve 
özellikle rejeneratif tıp uygulamalarında kullanılabilir hale gelmesi” hedefine de uygun 
olarak ulaşılabilir tek nöral kök hücre olan olfaktör kök hücrelerin ülkemizde ilk kez 
olarak izolasyonu, karakterizasyonu ve kriyoprezervasyonu gerçekleştirildi, kriyobankı 
oluşturuldu, doku mühendisliğinde kullanılmak üzere çok tabakalı hücre kitlesi 
hazırlandı ve fasiyal sinir hasarlarında kullanılmasıyla sinir rejenerasyonunu hızlandıran 
etkin bir hücresel tedavi yöntemi önerildi. 
 
Anahtar Kelimeler: Fasiyal Sinir, Olfaktör Kök Hücre, Elektromyografi 
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ABSTRACT 

 

ISOLATION, CULTURE AND CHARACTERIZATION OF HUMAN OLFACTORY 
STEM CELLS AND INVESTIGATION OF THEIR EFFECT ON REGENERATION 

OF DAMAGED RAT FACIAL NERVES 

 

Olga Nehir ÖZTEL 

 

Department of Bioengineering 

PhD. Thesis 

 

Adviser: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDİYEV 

 
Facial paralysis is a disorder that is seen in our country and worldwide, has an incidence of 

30/100.000 and can result from congenital, neurological, metabolic, toxic, neoplastic, 

infectious, traumatic, iatrogenic and idiopathic reasons. The disorder, as well as affecting 

human health seriously, creates esthetic and psychological problems. Although several 

approaches are in application in order to treat this disorder, recovery rate and sequels related 

to recovery rate are grand obstacles against treatment. For that matter, development of new 

approaches is required to remove pathologies related to damaged nerves. Progresses in stem 

cell research and their application for treatment are also very promising for treatment of the 

damages in nervous tissue. Although fat, bone marrow and hippocampal neural stem cells 

have been shown to have affirmative consequences on peripheral nerve damages in some 

experimental studies, a precise solution has not been shown yet. Latest studies state that in 

order to succeed in stem cell treatments, the micro-environment of the damaged area and the 

stem cell source have to be coherent. Studies in the literature related to this topic are 

numerically few, but they progressively gain importance. Besides, until now, no study has been 

conducted in this area to show the effect on regeneration of damaged facial nerves. 

Hereunder, the aim of this thesis study is stem cell isolation from human olfactory mucous 

biopsies, continuous culture, characterization and cryopreservation of these cells, 

development of a new approach based on niche for regeneration of damaged facial nerves (of 

rats) for the first time and generation of an olfactory stem cell cryobank for the use of cellular 

treatment and tissue engineering studies. For this purpose, olfactory mucous biopsy samples 

were obtained from three patients with consent prior to a septoplasty operation in Istanbul 

Education and Research Hospital, Department of Otolaryngology Head and Neck Surgery and 

brought to Yildiz Technical University, Department of Bioengineering in Cell Culture and Tissue 

Engineering Laboratory for isolation, culture, characterization and cryopreservation. 
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Continuously cultured cells were morphologically investigated. Cells that were obtained from 

biopsy samples were induced with adipogenic, osteogenic and neurogenic differentiation kits 

for stem cell characterization, immunophenotypically characterized by flow cytometry and 

obtained stem cells were cryopreserved. Olfactory stem cells were stained with CM-DiI to be 

used in in vivo studies and a multi-layered cell mass was obtained after passaging the cells 9 

times. Obtained multi-layered cell mass was cultured in vitro to determine viability. In vivo 

studies to investigate the effect of CM-DiI labeled olfactory stem cell mass on peripheral nerve 

regeneration of experimentally face paralyzed rats have been conducted in two steps. In the 

preliminary examination, 7 Wistar Hannover (350-380 gr) female rats were used for a facial cut 

and inoculation of stem cells in the cut area using 4 different methods in Bezm-i Alem 

University Experimental Animal Laboratory. In this study, 500.000 CMD-DiI labeled olfactory 

stem cells in 10µl PBS were inoculated in damaged area of rat 1, 500.000 CMD-DiI labeled 

olfactory stem cells in 10µl PBS were inoculated in damaged area of rat 2 and the inoculation 

area was covered with approximately 1mm3 fat tissue (fascia) from the same rat, 500.000 

CMD-DiI labeled olfactory stem cells in 10µl PBS were inoculated in damaged area of rat 3 and 

4 and fibrin glue was applied to inoculation area, CM-DiI labeled multi-layered cell mass was 

inoculated on damaged area of rats 5 and 6 and as a control group rat 7 was given 10µl PBS 

into damaged area. In order to determine facial paralysis before the experiment and recovery 

rate after the experiment; whisker movements were scored on Weeks 2, 4, 6 and 8 before and 

after the full-thickness cut. The results were calculated using Mann Whitney U statistics. 

Considering the results of preliminary experiments; on the second step of in vivo studies, 27 

rats were divided into 3 groups named M, T and K and for each group rat facial nerves on the 

left side were cut and nerve ends were anastomosed into neurotube poliglycolic acid conduit. 

Multi-layered cell pellet was added into conduit for Group M and PBS was added into conduit 

for Group T.  Group K was not supplemented additionally since it was the control group. 

Recovery in rats was monitored physiologically, electrophysiologically and with whisker 

movements on weeks 2, 4, 6, 8 and 10. At the end of Week 10, rats were sacrificed and 

preparations were taken from damage area for histological examination. Preparations were 

stained with hematoxylene, eosin, S100, Toluidine Blue and observed under fluorescent 

microscope. The results were statistically evaluated using Mann-Whitney U and Annova. 

According to the results, the cells obtained from olfactory tissue had stem cell characteristics 

in terms of morphology, immunophenotype and differentiation features and the cells were 

able to remain 91% viable after 24 months after cryopreservation. It was determined that the 

olfactory stem cells were labeled with CM-DiI stain and the multi-layered cell mass obtained 

from passaging the cells 9 times was able to preserve viability in the culture media. According 

to the whisker scores, among the four different methods the highest recovery rate was 

observed in the group that was applied with multi-layered cell mass prepared from olfactory 

stem cells. Physiological and electrophysiological results obtained from in vivo studies on 27 

rats show that nerve regeneration in facial nerve reconstruction was faster in groups applied 

with olfactory stem cells (p=0,030. It was shown using histological evaluation with S100 

staining that stem cells applied to the damage area in Group M were differentiated into 

Schwann-like cells. This study, supported by 2012-07-04 KAP02 numbered project and Yıldız 

Technical University Scientific Research Projects Coordination Department, aims to fulfill the 

statement published on 2003-2023 Technology Foresight Study by TÜBİTAK that highlights the 

importance of  “development of stem cell technologies for scientific studies to be conducted in 

Turkey and their availability especially in regenerative medicine” by isolating, characterizing 
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and cryopreserving of olfactory stem cells which are the only available neural stem cells for the 

first time in our country, by creating a cryobank, by generating a multi-layered cell mass to be 

used in tissue engineering and by pointing to a new cellular treatment method that accelerates 

nerve regeneration of facial nerve damages. 

Key words: Facial nevre, Olfactory Stem Cells, Electromyography 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

1.1 Literatür Özeti 

Fasiyal sinir; yüz kaslarının inervasyonunu, dudak hareketleri ile konuşma ve ses 

çıkarma işlevlerini, gülme, ağlama gibi otonomik mimik hareketlerini sağlayan yedinci 

kafa çifti siniridir [1], [2], [3]. Inflamasyon, travma, tümör çıkarılması 

veya cerrahi manipülasyonlar insanda periferik  yüz sinirlerinin dejenerasyonuna yol 

açabilir [4]. Bu durum hastalarda fonksiyonel ve estetik sorunlara, dolayısıyla da sosyal 

ve psikolojik açıdan yıkıcı durumlara neden olan yüz felcini meydana getirebilir [5]. 

Değişik nedenlerle ortaya çıkan periferik fasiyal sinir hasarlarında, özellikle tam kat 

kesiye bağlı paralizilerde kendiliğinden iyileşme görülmez. Bu nedenle fasiyal sinir 

hasarlarının tedavisinde günümüzde uç-uca anastomoz, otolog veya desellülerize 

greftler ile anastomoz, konduit ile anastamoz veya distal fasiyal sinirin proksimal 

kranial sinirlere anastomozu gibi birçok tedavi yöntemi kullanılmaktadır. Uç uca 

anastomoz yaygın tedavi yöntemi olmasına rağmen sinir kaybının fazla olduğu 

durumlarda kullanılamamaktadır. Sinir kaybının fazla olduğu durumlarda, Schwann 

hücresi (SH) ve bazal lamina içeren otojen sinir grefti ve proksimal kranial sinirin 

kullanılması altın standart olarak kabul edilmesine rağmen sağlam bir sinirin feda 

edilmesi ve bu sinirdeki fonksiyon kaybı nedeniyle dezavantajları bulunmaktadır.  

Ayrıca tedavi sonrası fasiyal diskinezi, sinkinezi, timsah gözyaşları ve stapes kas 

kontraksiyonları gibi sekeller oluşabilmektedir [6]. Yapılan çalışmalarda sinir 

fonksiyonlarının geri kazanılması için Schwann hücreleri, bazal lamina, nörotropik 

faktörler (NTF) ve hücre adezyon moleküllerinin (HAM) hasar bölgesinde 
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rejenerasyonu sağlamada elzem olduğu bildirilmiştir [7], [8], [9]. Schwann hücrelerinin 

myelinizasyon sağlamaları konduit kullanımında başarının sağlanmasında önemli rol 

oynar [8], [9], [10], [11], [12].  Ancak konduit kullanılarak yapılan anatomozda mevcut 

Schwann hücre kaynağı sınırlı olduğunda remyelinizasyon etkin olarak gerçekleşemez 

[10], [11], [12]. 

Son yıllarda rejeneratif tıbbın gelişmesiyle kök hücrelerin (KH) klinikte uygulanmasına 

yönelik çalışmalar giderek artmaktadır. Kök hücreler organizmayı oluşturan ve 

organizmanın yaşamı boyunca birçok hücre tipine farklılaşabilme, kendini 

yenileyebilme ve çoğalabilme yeteneğine sahip, farklı kaynaklardan elde edilebilen özel 

hücrelerdir [13], [14]. Günümüzde kök hücreler kullanılarak yapılan hücresel 

tedavilerin merkezi sinir hastalıklarında (Parkinson, şizofreni, nörodejeneratif 

hastalıklar, Alzheimer) kullanımı ile ilgili çalışmalar umut vericidir [15], [16], [17], [18]. 

Bunun yanında periferik sinir hasarlarında yağ, kemik iliği ve hipokampal nöral kök 

hücre kullanan deneysel çalışmalarda da olumlu sonuçlar elde edilmiştir [19], [12], 

[20], [21]. Günümüzde hücresel tedavi yöntemlerinde, mezenkimal kök hücrelerin 

(MKH) Schwann hücrelerine farklılaşmasıyla, periferik sinir rejenerasyonunda tedavi 

etkinliğinin artması yeni ümitlere yol açmıştır [20].   

Yakın zamanda insan burun boşluğu mukozasında da kök hücrelerin bulunduğu tespit 

edilmiştir. Olfaktör kök hücreler (OKH) olarak adlandırılan bu hücreler sinir 

hasarlanmasını takiben duyu nöronlarının rejenere olmasını böylece koku alma 

duyularının yeniden kazanılmasını sağlar. Yapılan çalışmalarda olfaktör nörosfer 

kaynaklı hücrelerin sadece kök hücrelerden oluşmadığı, kök hücrelerin bir alt türü olan 

nörosfer formunda hücreler, progenitör ve prekürsör hücrelerden meydana geldiği 

bildirilmiştir [22], [23], [24], [25], [26], [27]. Ayrıca olfaktör nörosfer kaynaklı 

hücrelerin, kondrosit farklılaşmasına indüklenerek rat intervertebral disk 

rejenerasyonunda başarı ile kullanıldığı gösterilmiştir [28]. Bunun yanında deneysel 

hipokampal hasar oluşturulan farelerde yapılan bir çalışmada olfaktör kök hücrelerin 

hasar bölgesine göç ettiği, orada endojen nörojenezi uyardığı, sinaptik transmisyonu 

tamir ettiği böylece farelerin öğrenme ve hafıza davranışlarının düzeldiği gösterilmiştir 

[29]. Merkezi sinir sistemi hasarlarının tamirinde de kullanılan olfaktör kaynaklı kök 
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hücrelerin, omuriliğin hasarlı bölgesinde kortikospinal nöronların rejenerasyonunu 

sağladıkları da bildirilmiştir[30], [31]. 

Desellülerize allojenik arter konduit ile Schwann hücreleri ve otolog adipoz kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerin (AD-MKH) rat fasiyal sinir rejenerasyonunda karşılaştırıldığı 

bir çalışmada, AD-MKH’lerin immün reaksiyona neden olmayan, nöronların hayatta 

kalmalarını ve nörojenezi uyaran, Schwann hücrelerinin büyümelerini, olgunlaşmalarını 

ve farklılaşmalarını sağlayan nörotropik faktörleri salgıladıkları bildirilmiştir. Çalışmada 

hücre ekilen konduitlerde daha iyi rejenerasyon görülmesine rağmen fonksiyonel 

iyileşme sağlanamamıştır [32], [12]. Bu nedenle de sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel 

iyileşme için yeni yaklaşımlar geliştirilmesi oldukça önemlidir.  

Kök hücrelerin farklılaşma potansiyelleri, içinde bulundukları niş ortamı ile 

yönlendirildiğinden, farklı kaynaklardan elde edilen kök hücrelerin [33] farklılaşma 

özellikleri değişkendir. Niş bileşenleri de kök hücrenin bulunduğu bölgeye göre 

değişebilir [34], [35], [36]. Buna göre de sinir dokusu kaynaklı kök hücrelerin ve 

bulundukları bölgedeki çevresel faktörlerin sinir hasarlarının rejenerasyonunda 

kullanılması umut vericidir. Bu nedenle sinir dokusunun rejenerasyonunda uygun kök 

hücre - niş ortamı belirlenmelidir.  

Nöral ve glial spesifik antijenlere sahip olfaktör bölge kök hücrelerinin [37], [38], [39], 

[40] yağ dokusu, kemik iliği göbek kordonu gibi diğer kök hücre kaynaklarına göre nöral 

hücre serilerini oluşturmada daha avantajlı olduğu düşünülebilir. 

Son 10 yılda sinir hasarlarının tedavisinde yeni yaklaşımlar geliştirilmektedir. Doku 

mühendisliği ile oluşturulan yapılar kullanılarak fonksiyonunu kaybeden sinirlerin nöral 

imputlarının ve kas fonksyonlarının iyileştirilmesiyle doğal yüz hareketleri, kabul 

edilebilir morbidite ve uzun süreli stabilite sağlanabilmesinin mümkün olduğu 

gösterilmiştir [41], [42], [43], [44]. 

Yine de günümüzde fasiyal sinir paralizisinde farklı tedavi yöntemlerinin uygulanmasına 

rağmen henüz problemin çözülmesi mümkün olmamıştır. Olfaktör kaynaklı kök 

hücreler(OKH) ile ilgili son yıllardaki çalışmalar ise periferik sinir hasarlarında OKH' lerin 

tedavi açısından önemli bir potansiyele sahip olduğunu düşündürmektedir[12], [23], 

[24], [25], [27], [32]. 
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Literatüre bakıldığında, yakın zamanda keşfedilen OKH ile ilgili dünyada henüz az sayıda 

çalışma bulunmaktadır (Pubmed sonuçlarına göre, başlığında “olfactory stem cell” 

geçen 73 makale bulunuyor). Ülkemizde ise olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin 

izolasyonu, kültürünün yapılması ile ilgili herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

1.2 Tezin Amacı 

Bu çalışmanın amacı; insan burun boşluğundan olfaktör kök hücreleri içeren biyopsi 

öneklerinden OKH’lerin izolasyonu, uzun süreli kültürünün yapılması karakterizasyonu, 

kriyoprezervasyonu gerçekleştirerek, OKH’lerden yeterli miktarda hücre kitlesi elde 

edilip ilk kez olarak hasar görmüş fasiyal sinir rejenerasyonunda (ratlarda) etkinliğinin 

incelenmekle hasar görmüş sinir hücrelerinin rejenerasyonunda yeni bir yaklaşım 

geliştirilmesi ile ileride doku mühendisliğinde kullanılmak üzere OKH’lerin 

kriyobankının oluşturulmasıdır. 

1.3 Hipotez 

Çalışmanın hipotezini hasar görmüş fasiyal sinir dokusunun rejenerasyonunda önemli 

rol oynayan niş ortamını göz önünde bulundurarak ilk kez olarak olfaktör kök 

hücrelerinin kullanılması oluşturur. 

Hedefe ulaşmak için aşağıdaki basamaklar gerçekleştirildi; 

 Onamı alınan septoplasti hastalarından alınan olfaktör biyopsilerinin uygun 

koşullarda laboratuvara getirilmesi, 

 Olfaktör biyopsilerinden olfaktör kök hücrelerin izolasyonu ve 

karakterizasyonunun yapılması, 

 Olfaktör kök hücrelerin kriyoprezervasyonu gerçekleştirilerek kriyobankının 

oluşturulması, 

 Olfaktör kök hücrelerin CM-DiI ile işaretlenmesi ve in vitro çok tabakalı hücre 

kitlesinin elde edilmesi, 
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 Ön çalışma için Wistar Hannover dişi ratlarda fasiyal paraliz modeli 

oluşturulması ve farklı kök hücre uygulama yöntemleri karşılaştırılarak en uygun 

yöntemin belirlenmesi, 

 27 Wistar Hannover dişi rat 3 gruba ayrılarak fasiyal paraliz deney grupları 

oluşturulması ve kesilen sinir uçları neurotube poliglikolik asit konduite 

anastomozunun yapılması, konduit içine işaretlenen ve çok tabakalı hücre 

kitlesi halinde hazırlanan olfaktör kök hücrelerin aktarılması, 

 Deney hayvanlarının 8 hafta boyunca elektrofizyolojik ve whiskas skorlama ile 

incelenmesi, 8 hafta sonunda hayvanların sakrifiye edilmesi ve sinir dokusunun 

histolojik olarak incelenmesi, 

 Elde edilen sonuçların histolojik ve istatistiksel olarak değerlendirmesidir.  
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BÖLÜM 2 

GENEL BİLGİLER 

2.1 Fasiyal Sinir 

2.1.1 Fasiyal Sinirin Tarihçesi 

Fasiyal sinirin varlığına ilişkin bilgiler uzun zaman önceye dayanmaktadır. Fasiyal sinirin 

petröz kemik kanalındaki ilk tespiti 1523-1562 yılları arasında yaşamış olan Gabriel 

Fallopius tarafından yapılmıştır. Daha sonra 1621-1675 yılları arasında yaşamış olan 

Thomas Willis kulak fizyolojisini açıklamıştır.  Willis,  1664 de yazmış olduğu   “Cerebri 

Anatome” de fasiyal siniri kafa boşluğu içinde tarif etmiş fakat bu sinirin işitme 

fonksiyonu ile ilişkili olduğunu düşünmüştür [4], [7], [45]. Sir Charles Bell, 1821 yılında 

trigeminal sinir ve fasiyal sinirin anatomik ayrımını belirlemiş, yüz mimik kaslarının 

motor dalının fasiyal sinir motor dalı olduğunu göstermiştir [1], [7], [46].  
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2.1.2 Fasiyal Fasiyal Sinirin (Yüz Siniri- Nervus Facialis) Yapısı 

Fasiyal sinir, intrakranial, intratemporal ve ekstratemporal olmak üzere 3 kısımdan 

oluşan,  motor lifler, özel viseral tat lifleri, parasempatik otonomik lifler ve genel duyu 

lifleri olarak adlandırılan 4 sinir lifi içeren, temporal, zigomatik, bukkal, mandibular ve 

servikal olarak adlandırılan dallara ayrılan mikst (karışık)bir sinirdir (Şekil 2.1) [1], [9], 

[12], [32], [46], [47].  

 

Şekil 2.1 Fasiyal sinirin dalları 

Fasiyal sinir yüz mimik kaslarının inervasyonundan sorumlu olan, dudak hareketleri ile 

konuşma ve ses çıkarma işlevlerini yerine getiren, bunun yanında gülme, ağlama gibi 

otonomik mimik hareketleri ile duygusal durumların da ifadesini sağlayan yedinci kafa 

çifti siniridir. Emosyonların fasyo-vokal gösterisi denen bu ifade şekillerinin önemli bir 

kısmını sağlayan yüz mimiklerini oluşturur. Tat duyusunu ise genikulat gangliona kadar 

beraber seyrettiği intermedier sinir ile submandibular, sublingual ve lâkrimal glandın 

otonomik sekretuar inervasyonu ile dilin ¾ ön bölümünde sağlar. 

Fasiyal sinir multifasiküler sinir yapısına sahiptir. Meatal, labirentin ve timpanik kısımda 

tek fasikül bulunurken, distal mastoid kısım 2-3 fasikül, ekstrakranial kısım ise 6-10 

fasikülden oluşur. En dışta epinörium, fasiküllerin arasında ise perinörium tabakası 

bulunur (Şekil 2. 2) [1], [46], [47]. 
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Şekil 2.2 Sinirin yapısı 

2.2 Fasiyal Paraliziler 

Fasiyal sinir paralizi en sık görülen kranial sinir hastalığıdır ve sinir dallarının bir 

kısmında hasar oluşturarak karakteristik fasiyal bozuklukla sonuçlanır. Travma, tümör 

oluşumu, idiyopatik şartlar, serebral felç, psödobulbar palsi ve virüslerin neden olduğu 

çoklu etyolojiye sahiptir. Nadir olarak dental tedaviler sırasında da lokal anestezi 

enjeksiyonu veya üçüncü azı dişinin çekilmesi ile oluşan enfeksyondan sonra ortaya 

çıktığı da bildirilmiştir. Postoperatif fasiyal paralizlerin veya lingual ve/veya inferior 

alveolar sinir hasarlarının insidansı birçok yazar tarafından bildirilmiştir. Literatürde 

konu ile ilgili; lokal anestezi sırasında iğneye bağlı travma (yanlış iğne seçimi veya 

anesteziklerin epinöryuma bulaşması), diş çekilmesine bağlı olarak intranöral hematom 

oluşumu veya sıkışma, lokal anestezi toksisitesi, enfeksiyonlar, osteotomiler,  

preprostetik işlemler, tümör ve kistlerin çıkarılması temporamandibular bağlantı 

ameliyatları, yüz kırıkları ve yarık dudak/damak cerrahi tedavileri gibi farklı 



9 

 

etyolojilerden söz edilmektedir. Fasiyal sinir paralizileri ortaya çıkma nedenlerine bağlı 

olarak merkezi ve periferal orjinli, tam veya kısmi olabilir [12], [32], [48], [49], [50]. 

2.2.1 Patofizyoloji 

Sağ ve sol fasiyal sinirler göz kırpma, gözleri açıp kapama, gülme, kaş çatma, gözyaşı ve 

tükürük salgılaması gibi birçok fonksiyonu kontrol eder. Ayrıca orta kulaktaki stapedial 

kası inerve eder ve dilin 2/3 anterior bölgesinden tat duyusunu taşır. Fasiyal sinir yüzün 

her iki kısmında kafatası içindeki dar bir kemik kanaldan kulağın altından kaslara doğru 

uzanır. Akut inflamasyon ve fasiyal sinir ödemi gibi patolojiler kemik kanalı içindeki 

fasiyal sinire hasar verir ve ezilmeye bağlı iskemi oluştururlar [47]. Bunun dışında 

çocuklukta görülen, etyolojisi aydınlatılmamış ve genellikle spontan geliştiği düşünülen, 

nadir olarak da altta yatan patolojilerle ortaya çıkan akut düşük motor nöron fasiyal 

paralizisi görülmektedir. Bozulmaların yayılması hasar bölgesi ile ilgilidir. Proksimal 

lezyonlar gözyaşının azalması, hiperakuzi ve dilin 2/3’lük ön bölümünde tat kaybıdır. 

İdiyopatik fasiyal paralizilerin patofizyolojisi ise belirsizdir. Belirtiler sıklıkla viral 

hastalığı takiben 2-3 hafta içinde ortaya çıkar. Nöropatinin altında yatan sebebin, sinire 

aktif viral invazyon ve immün demiyelinizasyon olduğu düşünülmektedir. Sinirdeki 

fiziksel şişmenin patolojik rolü henüz açıklık kazanmamıştır. Spesifik patolojilerin 

çeşitliliği akut düşük motor nöron fasiyal paralizine neden olabilir ki bu durum bazı 

araştırmacılar tarafından çocuklarda lösemi ile de ilişkilendirilmiştir. Erişkinlerde 

yapılan çalışmalarda asiklovirin tek başına kullanılmasının steroid tedavisinden daha az 

etkili olduğu bildirilmiştir. Asiklovir streoid kombinasyonu iditopatik fasiyal paralizin 

sonucunu değiştirmemiştir. Varicella zorster virüsünün genukülat gangliyonda neden 

olduğu Ramsay-Hunt sendromu (Herpes Zoster Otikus). Unilateral fasiyal paralizlere dış 

kulak kanalındaki veya yumuşak damaktaki herpetik veziküller eşlik eder ve prognozu 

idiyopatik fasiyal paralizilerden daha iyi değildir. Tedavide intravenöz asiklovir steroid 

kombinasyonu önerilir. Erişkinlerde alternatif tedavi olarak B12 vitamininin tek başına 

ya da steroidler ile kombinasyonu steroidlerin tek başına kullanılmasından daha hızlı 

etki gösterdiği belirlenmiştir. Randomize kör çalışmalarda %100 hiparbarik oksijen 

tedavisinin, aynı basınçta %7 oksijenli ortamda yapılan steroid tedavisinden daha hızlı 

sonuç verdiği, yüksek oksijen konsantrasyonunun etkili olduğu belirlendi. Cerrahi 
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olarak fasiyal sinir kanalı üzerindeki baskının azaltılması idiyopatik fasiyal palsinin 

tedavisinde etkili olmadığından günümüzde kabul görmemektedir.  Yüz bölgesindeki 

kalıcı zayıflığın fonksiyonel ve kozmetik etkileri bulunur. Şekilsel bozukluklar belirgin 

fizyolojik morbiditeye neden olurlar. Sinir onarımı, greft veya yer değiştirme gibi 

cerrahi tetkikler fonksiyonların ve görünüşün geri kazanılmasını amaçlar. Sinir nakli 

etkilenen ucun distalinden iletim sağlayan kranial sinir gövdesine örneğin kontralateral 

fasiyal sinir veya hipoglosal “atlama gretfi”’ne bağlanır. Bu tekniğin paralizin 

oluşumunu takiben 2 yıl içinde uygulanması zorunludur. Kas nakli veya 

mikronörovasküler serbest kas transferi de tercih edilir [1].  

Fasiyal sinir embriyolojik gelişimde ikinci brankial arktan meydana gelir. Motor lifleri 

yüzün mimik kaslarının yanında ikinci brankial arktan kaynaklanan çeşitli kasları 

(stilohyoid, stiloglosus,  digastrik kas arka karnı, platisma, kulak kepçesi kasları ve 

m.stapediu) da inerve eder. Fasiyal sinir çekirdekleri ponsta bulunur. Klinik açıdan 

supranuklear (fasiyal sinirin korteks ile ponstaki çekirdekleri arasındaki kısmı)ve 

infranuklear (fasiyal sinir çekirdeklerinden uç dallara kadar olan kısmı)olarak iki 

anatomik parçaya ayrılan fasiyal sinirin bu parçalarında meydana gelen lezyonların 

ortaya çıkardığı klinik tablolar birbirinden tamamen farklıdır.  

Fasiyal sinirin korteks ve çekirdekler dâhil olmak üzere supranuklear parçasında 

meydana gelen paralizilere santral fasiyal paralizi, çekirdeklerden sonra ortaya çıkan 

paralizilere ise periferik fasiyal paralizi adı verilir [1],[9], [51].  

2.2.2 Santral fasiyal paraliziler 

Santral fasiyal paralizilerde alın bölgesine giden liflerin fonksiyonu sağlam ipsilateral 

korteksten katılan supranükleer sinir lifleri nedeniyle normaldir. Santral paralizilerde 

ayrıca, yüz alt yarımında meydana gelen felce, aynı tarafta bulunan dil, kol, el ve 

parmaklar da parezi biçiminde katılabilir. 

2.2.3 Periferik fasiyal paraliziler 

Nükleer ve periferik fasiyal paralizilerde,   yüz yarımına ait tüm liflerde fonksiyon kaybı 

oluşur. Bunun nedeni yüzün üst yarımında her iki beyin yarımküresinden gelen lifler 
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bulunurken, alt yarımında ancak bir yarım küreden gelen liflerin bulunmasıdır [1], [9], 

[52].   

2.2.4 Fasiyal Sinir Hasarlarının Sınıflandırılması 

İdiopatik paraliziler periferik tüm fasiyal paralizilerin %50’sinden fazlasını oluşturarak 

birinci sırada yer alırlar. İkinci sırada %20 ile travmalar, üçüncü sırada ise enfeksiyöz 

nedenler gelir (Çizelge 2. 1). Periferik sinir hasarlarının sınıflandırılmasında 

Sunderland’ın belirlediği hasar dereceleri kabul edilir [53]. Bunlar; nöropraksi, 

aksonotmezis, nörotmezis, cerrahi travma, temporal kemik kırıkları, ve tümör 

invazyonu ile oluşan hasarlardır. Hasarların ilk üç derecesi viral, inflamatuar ve immün 

hastalıklar ile ilişkilidir. İlk iki derece hasarlarda (nöropraksi ve aksonotmezis), 

genellikle inflamatuar sinir lezyonlarında, ödemin neden olduğu intranöral sıkışma 

sonucunda görülür. Bu Bell paralizisi ve herpes zoster otikusda da görülen tablodur [1]. 

Venöz drenajın bozulmasına bağlı olarak ödem gelişmesi ve bu ödemin sinirdeki 

sıkışmayı daha da şiddetlendirerek aksonlardan sonra endonöriuma da hasar 

vermesiyle oluşan tablo üçüncü derece hasar (nörotmezis) olarak adlandırılır. Bu 

duruma akut supüratif otitis media, kolestetomlu kronik otitis media, yavaş büyüyen 

tümörler ve sinir kesisine neden olmayan temporal kemik kırıkları neden olur. Burada 

sinirdeki ekstranöral sıkışma sonucunda aksoplazma akımında kesilmeye neden olan ve 

sinir dokusundaki venöz drenajın bozulması en önemli etkendir. Dördüncü ve beşinci 

dereceleri travma, temporal kemik kırıkları, veya tümör invazyonu gibi sinir 

devamlılığının bozulduğu durumlardaki sınıflandırmadır ve derecelerdeki iyileşme en iyi 

koşullarda bile ilk üç derecedeki hasardaki kadar başarılı sonuçlanmaz [1], [47], [54]. 
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Çizelge 2.1 Fasiyal paralizin nedenleri.

 

 

2.3 Fasiyal Paralizinin Değerlendirmesinde Kullanılan Nörodiagnostik Testler 

Fasiyal paralizin tanısında ve değerlendirilmesinde birçok farklı test kullanılır. Bunlar 

anatomik, fizyolojik, akustik ve elektriksel temelli testlerdir. Bu testler genel olarak, iki 

taraftaki gözyaşı salgısının karşılaştırılması için yapılan Schirmer Gözyaşı Testi, saf ton 

odyogram ile stapedial sinir fonksiyonu incelemede kullanılan akustik refleks testi ve 

elektriksel testler olan (Sinir ileti zamanı (Latency),  şiddet-süre eğrisi (SDC), Sinir 

eksitabilite testi (NET), Maksimal Stimülasyon Testi (MST), Elektromiyografi (EMG), 

Elektronöronografi (ENoG), Antidromik Potansiyeller, Trigeminofasiyal Refleks 
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(TFR))sinirin fizyolojik durumunun belirlenmesinde kullanılan testlerdir. Bu testler 

fasiyal sinirin ulaşılabilir kısmı çok kısa olduğundan, genellikle lezyonun distalinden 

yapılır [55]. Fasiyal paralizilerin en sık karşılaşılan nedenlerinden biri travmadır. 

Travmanın derecesi, müdahalenin yapılma zamanı, belirtilerin ortaya çıkma süresinin 

yanında yaranın temiz ya da kontamine olması da prognozu belirleyici sebeplerdendir. 

Motor çekirdeği ponsta bulunan fasiyal sinir çekirdeğinin rostral kısmından 

kaynaklanan lifer sadece kontralateral kortikobulber yoldan inerve olurlar. 

İnervasyondaki bu farklılık, periferik ve santral fasiyal paralizilerin ayırıcı tanısında 

kullanılır. Santral fasiyal paralizilerde alın bölgesine giden liflerin fonksiyonu normaldir. 

Nükleer ve periferik fasiyal paralizilerde ise, yüz yarımına ait bütün liflerde fonksiyon 

kaybı meydana gelir. Kafa travmaları ve iatrojeni, travmatik paraliz olgularında ilk iki 

sırayı oluştururlar. Hematom ve kemik fragman batması gibi sık görülen hasar 

nedenlerinin yanında ateşli silah yaralanmaları görülme sıklığı olarak daha az olmasına 

rağmen şiddeti ve başlangıç hızı açısından en kötü prognoza sahip grubu 

oluşturmaktadır. 

2.3.1 Elektromiyografi 

Kas hareketleri ve duruşları, kaslar ile periferik ve merkezi sinir sistemi arasında ileri ve 

geri olarak ilerleyen elektrik sinyalleri ile sağlanır. Omurilikte veya motor sistemde bir 

patoloji oluştuğunda motor nöronlar, kaslar ya da nöromuskular bağlantılardaki 

elektrik sinyallerinin karakteristiği değişir. Bu nedenle mevcut patolojinin belirlenerek 

teşhis edilmesi için hem kasların hem de motor sistemin birlikte değerlendirilmesi 

gerekir. Kas içindeki elektrik sinyalleri elektromiyograma göre değerlendirilir. Kasların 

aksiyon potansiyellerinin kaydedilmesi ve yorumlanmasında elektromiyografi kullanılır 

[56]. 

Sinir hücreleri arası iletişim (neural network) mikro ya da milivoltlar düzeyinde elektrik 

akımları ile sağlanır. Bu voltajların gerek merkezi sinir sistemi (MSS) gerekse periferal 

bölgelerde yorumlanıp anlamlandırılması ile sinir sistemindeki iletim değerlendirilebilir 

hale gelir. Elektromiyografi merkezi kontrol stratejileri, sinir hücreleri boyunca olan 

sinyalin sinir kas kavşağına transferi, motor ünitede kas hücrelerinin elektriksel 

aktivasyonu, karmaşık biyomekaniksel olaylar zinciri, agonist ve antagonist kas 
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tendonları üzerine etki eden ve kemiklere taşınan baskının üretimi hakkında bilgi 

edinilmesini sağlar. 

EMG, uzun yıllar boyunca laboratuvar araştırmalarında kullanılmasının yanında 

elektrik, elektronik, bilgisayar ve biyomedikal alanlarda teknolojinin de gelişmesiyle 

birçok deneysel çalışmada da kullanıma uygun hale gelmiştir. EMG uygulamalarının 

büyük çoğunluğunun temel amacı, kasların aktivasyon zamanlarını ölçmek, kasların 

kasılma profillerini tanımlamak ve kas kasılmasının fiziksel yükünü ve yorgunluk 

oluşumunu tanımlamak için kullanılmaktadır [57]. Elektronörografi, 

elektromiyografinin periferik sinirin incelenmesinde kullanılan yöntemidir. 

2.4 Kök Hücreler 

Kök hücreler organizmayı oluşturan ve organizmanın yaşamı boyunca birçok hücre 

tipine farklılaşabilme, kendini yenileyebilme ve çoğalabilme yeteneğine sahip özel 

hücrelerdir [58], [59]. Uygun koşullarda farklılaşarak çeşitli doku ve organları oluşturan 

farklı hücrelere dönüşebilme özelliğine sahip olan kök hücreler bu özellikleri ile 

günümüzde tıbbın birçok alanında ve doku mühendisliği çalışmalarında yoğun şekilde 

kullanılmaktadır. Kök hücreler bu özellikleri ile ileride vücutta hasar görmüş doku veya 

organların hücresel tedavisinde uygulanabilmesinin ümit verici olmasıdır. Kök 

hücrelerin bu özellikleri birçok araştırmacının ilgisini çekmiş ve kemik iliği başta olmak 

üzere, farklı kök hücre kaynaklarını kullanarak yapılan araştırmalar ve uygulamalar 

sonucu, “rejenaratif tıp” kavramı gelişmiştir [60], [61].  

Elde edildikleri kaynaklara göre farklı farklılaşma potansiyellerine sahip olan kök 

hücreler ile yapılan çalışmalar, hücrelerin elde edildiği kaynaklar ve kullanım alanları, 

birçok tartışmayı da beraberinde getirmiştir [62]. En çok tartışılan kök hücre olan 

embriyonik kök hücreler, farklı hücre hatlarına dönüşme potansiyeli açısından avantajlı 

olmalarına rağmen, etik sorunlar ve donör sağlığı açısından oluşturduğu tehlikeler 

sebebiyle bazı çalışmalarda tercih edilememektedirler [63], [64].  
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2.4.1 Kök Hücrelerin Genel Özellikleri 

Kök hücreler, kendini yenileme, klonlaşarak kendi kopyasını oluşturabilme ve farklı 

hücre hatlarına farklılaşabilme yeteneğine sahip özel hücrelerdir [65]. Bu 3 özelliğin 

tümüne (Kendini yenileme, Klonlaşma, Farklılaşma) sahip olan bir hücre kök hücre 

olarak tanımlanabilir (Şekil 2. 3).  

 

Şekil 2.3 Kök hücrelerin genel özellikleri 

 

Kendini Yenileme 

Kök hücrelerin temel özelliklerinden biri olan kendini yenileme terimi, hücrenin 

çoğalma yeteneğini belirler. Kök hücreler bu yönden ölümsüz, sürekli ve sınırsız 

bölünme yeteneğine sahip hücrelerdir. Bunun yanında, Houck ve arkadaşlarının yaptığı 

in vitro çalışmalarda, kök hücrelerden farklı olarak somatik hücrelerin en fazla 80 kez 

bölünebildiği ve daha sonra bu hücrelerin yaşlanması sonucunda replikasyonlarının 

azaldığı gösterilmiştir [66]. 

Klonlaşma 

Klonlaşma, bir hücrenin aynı yapıya sahip birden fazla hücreyi üretme kapasitesi olarak 

tanımlanır. Klonlaşma özelliği hücrelere, kendi özelliklerine sahip yeni hücreler 

üretebilme yeteneği kazandırır. Böylece hücrelerin homojen hücre grupları 

oluşturabilmelerini sağlar. Sonuçta tamamen aynı hücresel ve genetik yapıya sahip olan 

hücrelerden bir hücre hattı oluşturulabilir [64]. 
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Farklılaşma 

Kök hücreler organizmada ihtiyaç duyulduğunda farklı hücrelere dönüşebilme 

potansiyeline sahip hücrelerdir. Ancak, her kök hücre türü, elde edildiği kaynağa bağlı 

olarak farklı farklılaşma potansiyeline sahiptir. Kök hücreler farklı sinyaller verildiğinde 

bu özellikleri in vitro koşullarda da gösterebilir. Erişkin kaynaklardan elde edilen kök 

hücrelerde, embriyonik ve fetüs kaynaklı kök hücrelerin sahip olduğu yetenekler 

sınırlıdır. Bu nedenle kök hücrelerin işlevlerini tanımlamada, hücrelerin farklılaşma 

potansiyellerinin de göz önünde bulundurulması gerekmektedir. Kök hücreler 

mezoderm, endoderm ve ektoderm olarak adlandırılan üç germ tabakasından meydana 

gelen hücrelerden oluşur. Bu üç germ tabakası, tüm vücut hücrelerinin embriyonik 

kaynağını oluşturmaktadır. Vücudun oluşumu sırasında, bu 3 germ tabakasının her biri 

farklı özelleşmiş hücreleri meydana getirir (Çizelge 2. 2) [67].  

 

Çizelge 2.2 Embriyonik Germ Tabakalarından Gelişen Farklı Dokular 

Embriyonik Germ Tabakaları Farklılaşmış Dokular  

Endoderm Timus, Tiroid, Paratiroid Bezi, Larinks, Trake, 

Akciğer, İdrar kesesi, Vajina, Üretra 

Gastrointestinal Dokular, Karaciğer, Pankreas, 

Gastrointestinal Sistem İç Yüzeyi Solunum 

Sistemi İç Yüzeyi  

Mezoderm Kemik İliği, Kan, Adrenal Korteks, Lenf Dokuları, 

Çizgili, Düz ve Kalp Kasları, Bağ Doku (Kemik ve 

Kıkırdak dâhil), Ürojenital Sistem, Kalp ve Kan 

Damarları (Vasküler Sistem) 

Ektoderm Deri, Sinir Sistemi (Nöroektoderm), Adrenal 

Medulla, Hipofiz Bezi, Baş ve Yüz Bağ Dokuları, 

Göz, Kulak 
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Elde edildikleri kaynağa bağlı olarak kök hücreler, totipotent, pluripotent, multipotent 

ve unipotent olarak adlandırılan 4 farklı farklılaşma potansiyeli gösterirler [67].  

2.4.1.1 Totipotent Hücreler 

Totipotent terimi Totus-Tam, bölünmemiş ve Potentia-Güç, potansiyel anlamına gelen 

kelimelerden türeyen ve her şeyi yapabilen anlamına gelen Latince bir terimdir. 

Fertilizasyon ile oluşan tek hücreli embriyo (zigot) ilk totipotent hücre olarak 

adlandırılır ve tek başına tüm organizmayı meydana getirebilecek genetik bilgiye ve 

potansiyele sahiptir.  

Ayrıca erken embriyonik dönem olarak adlandırılan blastomerin oluştuğu embriyonun 

ilk 4- 5. gününe kadar oluşan hücrelere de “totipotent hücreler” adı verilmektedir. 

Totipotent hücreler organizmanın tüm yapılarını ve ekstra embriyonik yapılarda olan 

göbek kordonu, amniyon kesesi, Wharton Jeli ve plasentayı da oluşturabilecek 

yeteneğe sahiptirler. Totipotent hücreler organizmanın gelişimini takiben farklılaşma 

potansiyellerine göre pluripotent, multipotent, ünipotent özellik gösterebilirler. 

2.4.1.2 Pluripotent Kök Hücreler 

Pluripotent terimi Latince “çeşitli, çok” anlamına gelen Plures ve Potentia-Güç 

kelimelerinden türemiştir. Pluripotent hücreler fertilizasyondan sonra, 4- 5. günde 

oluşan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hücrelerdir. Bu hücreler, in vivo 

embriyonik gelişim sırasında ve in vitro koşullar altında embriyonun üç germ tabakası 

olan endoderm, mezoderm ve ektodermden meydana gelen her türlü hücre tipini 

(yaklaşık 200 farklı hücre) oluşturabilme potansiyeline sahip hücrelerdir. Bu eşsiz 

farklılaşma özelliğine sahip olmalarına rağmen pluripotent hücreler, işlev gören bir 

organizmayı oluşturabilecek kabiliyette değildirler. Pluripotent kök hücreler birçok 

farklı hücre türünü oluşturmalarına rağmen totipotent hücreler gibi ekstra embriyonik 

tabakaları oluşturamazlar. Yapılan çalışmalarda erken dönem insan embriyolarından 

alınan hücreler ile fetüs dokusundaki gonad kökenli hücrelerin de pluripotent özelliğe 

sahip oldukları gösterilmiştir [68], [69]. 
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2.4.1.3 Multipotent Kök Hücreler 

Embriyonik gelişimin daha ileri evresinde görülen bu hücreler sadece kendi kökeninde 

bulunan özelleşmiş hücrelere ve doku gruplarına farklılaşabilirler. Bu hücreler sınırlı 

farklılaşabilme kapasitesine sahip olmalarına rağmen çok sayıda hücre türüne 

farklılaşabilmektedir. Multipotent hücreler, kemik iliğinde yüksek miktarda olmak 

üzere kordon kanı ve yağ dokusunda da bulunur [68]. 

2.4.1.4 Unipotent Hücreler 

Latince “tek, bir” anlamına gelen unus kelimesinden türetilmiştir. Unipotent hücreler, 

sadece bir çeşit hücre grubuna farklılaşabilen hücrelerdir. Bu hücreler, erişkin 

organizmada, tek bir seri boyunca farklılaşabilirler. Ayrıca, doku yenilenmesinde de rol 

oynarlar. Ancak, daha geniş doku hasarlarında, hasarlı bölgenin tamiri için pluripotent 

kök hücreler devreye girer [68], [70]. 

2.4.2 Kök Hücrelerin Elde Edildiği Kaynaklar 

Embriyonik kök hücre kaynakları olan, erken embriyon dönemindeki blastosist, 

embriyonel yapraklar ve fetal dokular dışında kök hücreler, birçok farklı erişkin 

dokudan da izole edilir (Şekil 2. 4). Günümüzde mevcut olan kök hücre kaynaklarına ek 

olarak tıbbi ve laboratuar tekniklerinin gelişmesiyle ileride, daha farklı kök hücre 

kaynaklarının da keşfedilmesi beklenmektedir [71], [72]. 
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Şekil 2.4 Kök hücre kaynakları 

2.4.2.1 Embriyonik Kök Hücreler 

Fertilize yumurta, olgun bir organizma oluncaya kadar bölünür ve farklılaşır. İnsan dâhil 

tüm erişkin memeliler, sinir (nöronlar), kas (miyositler), deri (epiteller), kan 

(eritrositler, monositler, lenfositler, v.b.), kemik (osteositler) ve kıkırdak hücreleri 

(kondrositler) gibi 200’ den fazla hücre çeşidinden oluşur [73]. 

Embriyonik kök hücrelerinin 1998 yılında Wisconsin-Madison Üniversitesinde James 

Thomson tarafından keşfinden sonra insan embriyonik kök hücrelerinin (iEKH) elde 

edilmesi ve kültürünün yapılması, biyoloji bilimi için çok önemli bir ilerleme olmasının 

yanında doku mühendisliği ve rejeneratif tıp için de dev bir adım olmuştur [74], [75]. 

İnsan embriyonik kök hücrelerinin elde edildiği embriyolar, blastosist adı verilen 4–5 

günlük içi boş mikroskobik kürelerdir. Blastosist üç yapıdan oluşur: Blastosisti kaplayan 

katman olan trofoblast; blastosistin içinde bulunan boşluk olan blastosöl ve blastosölun 

bir ucunda bulunan ve yaklaşık 200 hücreden oluşan iç hücre kitlesidir (Şekil 2. 5 ) [76]. 
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Şekil 2.5 Embriyonik kök hücreler 

2.4.2.2 Erişkin Kök Hücreler 

Erişkin kök hücreler, erişkin vücudunda bulunan farklılaşmamış hücrelerdir. Bunlar, 

hasar gören dokuları tamir etmede kullanılan hücreleri oluşturan ve/veya ölen 

hücrelerin yerini alan hücrelerdir ve üretildikleri farklı organlardaki özel yerlerde 

bulunurlar [77]. Erişkin kök hücreler, 1950’ li yıllarda kemik iliğinden alınan kök 

hücreler kullanılarak kök hücre nakli yapılmasından bu yana klinikte kullanılmaktadır. 

Bu tarihten bu yana, alternatif doku onarım olasılıkları sunan ve kordon kanı, yağ, cilt, 

goblet hücreleri ve periferik kan (PK) gibi elde edilmesi daha kolay hücre 

kaynaklarından elde edilen diğer kök hücre türleri tanımlanmıştır. Erişkin kök hücreler 

farklılaştıkları dokular temel alınarak hematopoetik ve mezenkimal kök hücreler olarak 

2 gruba ayrılırlar [78], [79], [80]. 

 

 

2.4.2.2.1 Mezenkimal Kök Hücreler 

Memeli kemik iliği mikro çevresi, kemik homeostazisi ve hematopoezini destekleyen 

birçok farklı elemandan oluşur. Bu elemanlardan biri de mezenkimal hücreler olarak 
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adlandırılan hücrelerdir. Mezenkimal kök hücreler; başlıca kemik iliğinde bulunan ke-

mik, kas, kıkırdak, tendon, yağ ve kemik iliği stromal hücrelerine farklılaşma yeteneğine 

sahip olan multipotent progenitor hücrelerdir. Kemik iliğinde non-hematopoetik kök 

hücrelerin varlığı ilk olarak 130 yıl önce Alman patolog Cohnheim tarafından ile 

sürülmüştür. Friedenstein ve arkadaşları, 1976'da fibroblast kolonisi yapan ünitelerde 

(CFU-F), nonhematopoetik kemik iliği progenitörleri olan mezenkimal kök hücreleri 

(MKH) tanımlamıştır. Friedenstein, fetal buzağı serumu içeren kemik iliği materyalinin 

ortama yayılması sonucunda, adezyon yeteneği olan, morfolojik olarak fibroblastlara 

benzeyen, kemik ve yağ hücrelerine farklılaşma yeteneğine sahip hücre kolonilerinin 

varlığını bildirmiştir. Takip eden yıllarda yapılan çalışmalarda mezenkimal kök 

hücrelerin her üç germ yaprağından köken alan hücre ve/veya dokulara farklılaşabilen 

non-hematopoetik multipotent kök hücreler oldukları anlaşılmıştır. Günümüzde bu 

hücreler genel olarak mezenkimal tip hücrelere farklılaşma yeteneklerinden dolayı 

mezenkimal kök hücre olarak adlandırılmışlardır. Farklı hücre hattına farklılaşabilme 

yeteneğine sahip MKH’ler ile yapılan yoğun çalışmalar sonucu birçok farklı dokudan 

mezenkimal kök hücrelerin elde edilmesi mümkün olmuştur [80], [81], [82] (Çizelge 2. 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 2.3 Bazı mezenkimal kök hücre kaynakları (Alfabetik sırayla)  

1. Adipoz doku kaynaklı MKH’ler  
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2. Amniyotik sıvı ve amniyotik membran kaynaklı MKH’ler  

3. Kemik iliği MKH’ler  

4. Dental pulp MKH’ler 

5. Endometriyal MKH’ler 

6. Limbal doku kaynaklı MKH’ler 

7. Menstrual-kan kaynaklı MKH’ler   

8. Kas ve periost kaynaklı MKH’ler  

9. Periferal kan kaynaklı MKH’ler  

10. Plasenta ve fetal membran kaynaklı MKH’ler 

11. Tükürük bezi kaynaklı MKH’ler  

12. Deri ve sünnet derisi kaynaklı MKH’ler 

13. Amniyotik insan umbilikal kord altı membran kaynaklı MKH’ler 

14. Snovial sıvı kaynaklı MKH’ler 

15. Wharton’s jeli (WJ) kaynaklı MKH’ler  

 

 

 

Mezenkimal kök hücreler (MKH), yayılma potansiyeli olan ve in vitro olarak 

kondrojenik, osteojenik, adipojenik ve miyojenik serilere dönüşebilen hücreler olarak 

tanımlanır (Şekil 2. 6).  
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Şekil 2.6 Mezenkimal kök hücrelerin farklı hücre türlerine farklılaşma potansiyeli.  

Mezenkimal kök hücreler, sahip oldukları farklılaşma potansiyelleri ve zayıf immün 

yanıt oluşturma özellikleri sayesinde klinik kullanıma uygundurlar. Bu özellikleri ile 

mezenkimal kök hücreler Avrupa birliği (AB) tıp ajansı tarafından İlaç Hücre (Cell Drug) 

kapsamına almışlardır [83], [84]. 

2.4.2.2.1.1 Mezenkimal Kök Hücrelerin Genel Özellikleri 

Uluslararası Hücre Tedavileri Topluluğu (ISCT) mezenkimal kök hücreleri tanımlamak 

için 3 özellik bildirmiştir:  

 MKH’ler standart kültür ortamında plastik yüzeye tutunabilen hücrelerdir,  

 MKH’ler yüzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi non-

hematopoetik hücre yüzey belirteçlerini eksprese etmelerine rağmen, CD45, 

CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi tipik hematopoetik 

belirteçleri göstermezler,  

 İn vitro koşullarda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaşabilirler [85]. 

2.4.2.2.1.2 Mezenkimal Kök Hücrelerin Morfolojik Özellikleri 

Kültür ortamındaki mezenkimal kök hücrelerin morfolojileri, ışık veya faz kontrast 
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mikroskobu ile incelendiğinde fusiform şekilli, iğ şeklinde ve fibroblast benzeri hücre 

toplulukları olarak görülürler. Morfolojik özellikleri fibroblastlara benzemekle birlikte 

en önemli farkları nükleus yerleşiminin fibroblastlarda asimetrik olmasına karşın bu 

hücrelerde simetrik olmasıdır [86], [87]. 

2.4.2.2.1.3 Mezenkimal Kök Hücrelerin İmmünofenotipik Özellikleri 

Mezenkimal kök hücrelerin fenotipik özellikleri ile ilgili çalışmalar genellikle primer 

hücreden ziyade kültürde çoğaltılmış hücrelerde araştırılmıştır. Primer mezenkimal kök 

hücrelerin fenotipik özellikleri hakkında sınırlı sayıda çalışma vardır. Kültürde 

çoğaltılmış mezenkimal kök hücrelerin antijenik özelliklerine bakıldığında kendilerine 

has bir belirteç taşımadıkları; endotel, epitel ve kas hücrelerine benzer fenotipik 

özelliklere sahip oldukları görülmektedir. Kültürde çoğaltılmış mezenkimal kök hücreler 

CD45, CD34, CD14, CD11 gibi hematopoetik belirteçleri ve CD80, CD86, CD40 gibi ko-

stimülator molekülleri eksprese etmezler. Mezenkimal kök hücre için tipik olarak kabul 

edilen belirteçler CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/4)'tür. Fibroblast yüzey markeri olan 

STRO-1 mezenkimal kök hücreler tarafından da eksprese edilmektedir. Ayrıca 

mezenkimal kök hücreler CD71 (transferin reseptör) ve CD90 (thy-1) taşırlar. Farklı 

dokulardan elde edilen hücreler genel olarak benzer fenotipik özelliklere sahip olmakla 

birlikte, bazı farklılıklar da göze çarpmaktadır. Örneğin, yağ dokusundan elde edilen 

mezenkimal kök hücreler, yüzeyinde CD49d taşırken, CD106 taşımamaktadır; kemik 

iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler de ise aksine CD49d negatif, CD106 pozitifir. 

Erişkin mezenkimal kök hücrelerin, hücre yüzeyinde HLA sınıf I antijenlerini zayıf 

eksprese ettikleri, HLA sınıf II antijenlerini taşımadıkları, ancak hücre yüzeyinde 

taşınmayan HLA sınıf II antijenlerin stoplazmada bulunduğu saptanmıştır. Mezenkimal 

kök hücrelerin ko-stimülator molekülleri ve HLA sınıf II antijenlerini eksprese 

etmemeleri gibi özellikleri graft versus host hastalığı tedavisinde kullanılmalarına 

olanak sağlamıştır. Fetal karaciğer kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin ise HLA sınıf II 

antijenleri hem hücre yüzeyinde hem de intrastoplazmik olarak içermedikleri 

gösterilmiştir. Bu bulgular MKH antijen ekspresyonunun fetal yaşamdan erişkin yaşama 

geçişte değiştiğini düşündürmektedir. 
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Mezenkimal kök hücreler ve hematopoetik kök hücreler bir çok adezyon molekülünü 

ortak olarak bulundururlar. Bunların başlıcaları fibronektin, laminin ve kollojene bağ-

lanmadan sorumlu olan integrin ailesi ve L-Selektindir. Mezenkimal kök hücrelerin 

ayrıca sitokin, kemokin ve ekstraselüler matriks proteinlerini sentezleme yeteneği 

vardır. Salgıladıkları başlıca sitokinler Interleukin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, 

IL-15, Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), Flt-3 ligand ve stem cell 

faktördür (SCF). Ayrıca kültür ortamlarına IL-1α ilave edildiğinde, granulocyte-colony 

stimulating faktör (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating faktör (GM-

CSF) salgılama yeteneği kazanırlar. Mezenkimal kök hücrelerin GM-CSF, G-CSF, SCF ve 

IL-6 salgılama yetenekleri, allojeneik ve otolog hematopoetik kök hücre nakillerinde, 

hematopoetik kök hücrelerin yerleşim, çoğalma ve farklılaşmalarına katkı sağlayarak 

nötrofil ve trombosit engrafmanını hızlandırıcı etki gösterdiği düşünülmektedir [88] 

[89], [90], [91], [92] 

2.4.2.2.1.4 Mezenkimal Kök Hücrelerin Farklılaşması 

Erişkin kemik iliğinden elde edilen mezenkimal kök hücreler farklı dizilere farklılaşabilir 

(Adiposit, Miyofibroblast, Osteoblast, Endotelyal hücre, Kondrosit, Nöral hücre, Kalp 

kası, Karaciğer hücresi, İskelet kası, Böbrek tübül hücresi, Tenosit). Farklılaşmalarda rol 

oynayan genlerin bir kısmı yapılan çalışmalarla belirlenmiştir (Şekil 2. 7). Osteogenez, 

adipogenez ve kondrogenezin her üçünde de rol oynayan genler: Period homolog 

1(PER1), Nebulette (NEBL), nöronal hücre adezyon molekülü (neuronal cell adhesion 

molecule-NR-CAM), FK506-BP 5, İnterlökin 1 tip-II reseptörü (IL1R2), Çinko parmak 

protein 145 (ZNF145), Doku inhibitörü MMP 4 (TIMP4), Serum amiloidi A2. Bu 

farklılaşmış hücreler CD29, CD44, CD105 ve CD166 için pozitiftir ve yaklaşık iki günlük 

bir iki katına çıkma ömrü vardır, altı kata kadar kültürde genişleyebilir ve biyolojik 

işlevleri yaşlanma ile azalmaz. MKH’lerin basit bir kemik iliği aspiratından 10 hafta 

içinde yaklaşık 50 kez ikiye katlanarak çoğaltılması mümkündür. Bunların özellikleri, ilk 

ve ikinci trimesterde fetal kan, karaciğer ve kemikten, amniyotik sıvı ve kordon 

kanından ve erişkin periferal kandan, yassı kemikler ve adipoz dokudan alınan 

hücrelere benzerdir. Ayrıca, herhangi bir telomer kısalması ya da karyotipik anomali 

olmaksızın belirli koşullar altında yüzden fazla kez çoğaltılabilen bu hücrelerin CD133 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1079613&rendertype=table&id=tbl1
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1079613&rendertype=table&id=tbl1
javascript:dn();
javascript:dn();
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pozitif bir alt popülasyonunun, yalnızca mezenkimal hücre türlerine değil 

(osteoblastlar, kondrositler, adipositler, miyositler) aynı zamanda endotel ve 

nöroektodermal fenotip ve işleve sahip hücrelere de farklılaşma kabiliyeti de 

kanıtlanmıştır. İnsan MKH’lerinin (iMKH’ler) fare iskelet miyositler ile kültüre 

edildiğinde kas hücrelerine farklılaşması ve sınırlı miyojenik potansiyel göstermesi ile 

insan MKH’lerinin daha geniş bir farklılaşma kabiliyeti olduğu da öne sürülmüştür. 

Kardiyomiyosit farklılaşma da, uygun morfoloji, fizyolojik kardiyomiyojenik yanıt ve 

uygun adrenerjik ve muskarinik yüzey reseptörlerinin ifadesi ile gösterilmiştir [116]. 

Daha önce, erişkin kemik iliğinden alınan kök hücrelerin, embriyonik hücrelerin 

totipotent olması karşısında benzer bir hücre türünü ürettiği düşünülmekteydi. Bu 

multipotent erişkin kök hücrelerin keşfi ile kalıtsal ya da dejeneratif hastalıkların 

tedavisi ve kıkırdak, kemik ve miyokardiyum gibi dokuların onarımı için gelecek vaat 

eden ve daha bol bir potansiyel kaynak sunulmuştur [93], [94], [95], [96], [97], [98]. 

 

Şekil 2.7 MKH farklılaşmasında rol alan gen sayıları 

2.4.2.2.2 Hematopoetik Kök Hücreler 

Hematopoetik kök hücreler, kendini yenileme kabiliyetine ve özelleşmiş kan 

hücrelerine, (eritrositler, trombositler ve lökositlere) farklılaşma kabiliyetine sahip, 

farklılaşmamış hücrelerdir. Farklı fonksiyonel hücre tiplerini (, monosit/makrofaj, 

adipogenez kondrogenez 

osteogenez 
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bazofil, eozinofil, eritrosit, trombosit, mast hücreleri, dendritik hücreler, B ve T 

lenfositler) oluşturabilirler (Şekil 2. 8).  

 

Şekil 2.8 Multipotent özelliğe sahip hematopoetik kök hücreler 

 

Günümüzde 4 farklı kaynaktan (kemik iliği, kordon kanı, periferik kan ve plasenta) elde 

edilen hematopoetik kök hücreler, miyeloablatif, miyeloablatif benzeri ya da 

miyeloablatif olmayan işlemlerden sonra lenfohematopoetik işlevin geri kazanımı için 

kullanılmaktadır. E. D. Thomas tarafından 1963’te tanımlanan, kemik iliğinden elde 

edilen kök hücreler, klasik kök hücre kaynağı olarak kabul edilmektedir. Bir 

hematopoetik kök hücre kaynağı olarak periferal kan 1981’de kanıtlanmıştır ve kordon 

kanı bir kaynak olarak 1988’de tanıtılmıştır. Farklı kök hücre kaynakları, hücrelerin sayı 

ve özelliklerine göre farklı rekonstrüktif ve immünojenik özelliklere sahiptir. 

Hematopoetik kök hücreler, miyeloid ve lenfoid dizileri de içerecek şekilde tüm kan 

hücresi türlerini meydana getirme kabiliyetine sahiptir. Hematopoetik kök hücrelerin 

iskelet kası, kalp kası, karaciğer, endotel hücreler ve nöronlara farklılaştığını bildiren 

çalışmalar da günümüzde mevcuttur [99], [100]. 
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2.4.2.2.3 Nöral kök hücreler 

Kısa süre öncesine kadar sinir sistemi hücrelerinin kendilerini yenileyemedikleri 

düşünülüyordu. Ancak son yıllarda yapılan araştırmalarda insan beyninde nöral 

hücrelerin öncülü olan kök hücrelerin olduğu anlaşıldı [101]. Bu kök hücrelerin, fetusun 

beyin ve sinir sistemini oluşturan ve nöron, astrosit ve oligodendrositleri oluşturan kök 

hücrelere benzediği belirlenmiştir (Şekil 2. 9). 

 

 

Şekil 2.9 Nöral kök hücreler 

 

Nöral kök hücreler (NKH) uzun süreli kendini yenilemeye yönelik kapasiteye sahip ve 

farklı nöral soylar üretebilen özel somatik hücrelerdir. in vivo olarak büyük ölçüde pasif 

olduğuna inanılan erişkin NKH’lerin kimlikleri halen tartışma konusudur. Bir dizi genetik 

izleme serisine dayalı önde gelen model olan farmakolojik ablasyon, morfolojik ve 

immünositokimya analizi, gliyal fibriller asidik protein (GFAP) ortaya koyan ve belli 

radyal gliyal özellikler gösteren özel astrositlerin subventriküler bölge (SVZ) ve 

subgranüler bölgede (SGZ) erişkin NKH’lerin bulunduğunu öne sürmektedir (Şekil 2. 

10).  
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Şekil 2.10 Nöral kök hücreler beynin subventriküler bölge ve subgranüler bölgesinde 

üretilir. 

Yaralanma halinde memeli ön beynindeki karıncıkların etrafındaki CD133+ ependi mal 

hücreler etkinleşerek erişkin NKH görevini gören radyal gliya benzeri hücrelere 

dönüştüğü gözlenmiştir. Erişkin SGZ’de cinsiyet belirleme bölgesi Y-kutusu 2’yi (Sox2) 

ifade eden ve daha fazla Sox2+ hücresinin, nöron ve astrositin artmasına sebep olan bir 

grup hücre popülasyonunun erişkin NKH’si olduğu öne sürülmüştür. Erişkin merkezi 

sinir sistemindeki (MSS) bazı hücrelerin normal şartlarda ya da büyük yaralanmalar 

sonrasında nörojeneze aracılık etmede NKH rolü üstleniyor olması, olfaktör epiteldeki 

erişkin nörojenezinin kanıtıdır. 

Erişkin NKH’lerinin özellikleri tamamen karakterize edilmiştir. Örneğin, insan beyninde 

nöron, astrosit ve oligodendrosit üretme kapasitesine sahip tripotent NKH’nin varlığı in 

vivo olarak gösterilmiştir [94], [100], [102], [103]. 

Memeli beyninde hem kendini yenileyebilen hem de merkezi sinir sistemin üç nesil 

yolu boyunca üretebilen bir NKH popülasyonu mevcuttur, fakat NKH’nin postnatal 

MSS’deki in vivo tanımlanması ve lokalizasyonunun zor olduğu ortaya konmuştur. Kısa 

süre önce, farklı çalışmalar kirpikli ependimal (CE) hücrelerinin ve özel subependimal 

bölge (SEZ) astrositlerinin erişkin beynindeki NKH için aday olduklarını göstermiştir. 

Başka bir çalışmada ise bu iki NKH adayının in vitro olarak multipotent küresel klon – 

nörosfer – oluşturma potansiyelini incelenmiş ve postnatal ve erişkin beyninden izole 

edilen ve multipotent proliferatif klonlar – nörosferler – olarak büyüyebilen hücreler 

nöron, astrosit ve oligodendrosit oluşturma özelliğine sahip olduğu gözlenmiştir.  
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Nörosfer oluşturan hücreler nöral kök hücre olarak kabul edilebilir ve hem temel 

nörogelişim süreçleri için bir model, hem de beyin yaralanmaları ve nörodejeneratif 

hastalıkların tedavisi için potansiyel bir kaynak teşkil etmektedir. NKH’nin biyolojisini 

anlamada önemli bir adım da onların tanımlanmaları ve in vivo lokalizasyonlarıdır. 

Periventriküler subependimal bölgenin bir nörojenez kaynağı olduğu ve bu bölgenin 

muhtemelen postnatal ve erişkin beynindeki en yüksek NKH yoğunluğunu içerdiği 

gösterilmiştir. Subependimal bölgenin altındaki ventriküler sistemin etrafındaki kirpikli 

ependimal hücreler başka bir önerilen NKH kaynağıdır. Kirpikli ependimal hücrelerinin 

erişkin memelilerde yeni nöronlar üretme yeteneğine sahip olma ihtimalinden uzun 

süredir şüphe edilmiştir ve bu durum düşük omurgalılarda MSS yaralanmaları 

sonrasında CE’nin nöron üretmesine dair raporlarla desteklenmiştir. 

NKH’lerin anatomik konumu ve nesil özellikleri ancak nihayet subependimal bölgede ve 

koku alma bulbunda farklılaşmak ya da etraftaki hipokampal nöral devreye entegre 

olmak amacıyla rostral migratör akımda migrasyona uğrayan progenitörler üretmek 

için bölündükleri hipokampal dentat girus (DG) içinde tanımlandıkları zaman tespit 

edilmiştir. HKH’lere benzer biçimde, netsin+ olan NKH’ler işlevsel olarak sürekli kendini 

yenileyen ve hem gliyal hem de nöral nesilden ara ve olgun hücreler üretme 

potansiyeline sahip olan hücreler olarak tanımlanabilir. Memeli merkezi sinir 

sisteminde yer alan nöron ve nöroglial hücreler aynı progenitor nöronal kök 

hücresinden köken almaktadır. Bu hücreler farklılaşmamış hücreler olarak, sinir 

sisteminin en az bulunan ve en primordial hücreleridir. Nöronal kök hücrelerin taşıması 

gereken özellikler şu şekilde belirlenmiştir: 1. Multipotent hücreler olmalı ve sinir 

sistemi hücrelerinden nöron, astrosit ve oligodendrositlerin bütün alt tiplerine 

farklılaşabilmelidir, 2. Sinir sistemi hücre tiplerine farklılaşabilme ve sinir sisteminin 

dejenere veya hasarlanmış bölgelerinde yeniden çoğalabilme yeteneğinde olmalıdır 3. 

Seri olarak transplante edilebilir olmalıdır. 4. Kendi kendini yenileyebilir olmalı, aynı 

potansiyel ve özellikleri taşıyan yeni hücreler üretebilme yeteneğinde olmalıdır. 

Multipotent nöronal kök hücreler, merkezi sinir sisteminin gelişimi boyunca bulunan 

hücreler olmakla birlikte, erişkinlerde, belirli bölgelerde bulunabilirler. Bir HMG box 

transkripsiyon faktörü olan, SOX2, farelerde in vivo ve in vitro nöral kök/progenitor 

hücrelerde gösterilmiştir. Sinir sistemi gelişmesi sırasında, NKH’lerin, SSEA-1, HNK-1, 
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PSA-NCAM, prominin-1, gp130, kondroidin sülfat proteoglikanları, heparan sülfat 

proteoglikanları, cystatin C, galectin- 1, glikolipidler, ve Notch I eksprese ettikleri 

gösterilmiştir [104], [105], [106]. 

 

2.4.3 Olfaktör bulbun yapısı ve olfaktör bulbdaki nörojenez 

Erişkin burnunda olfaktör mukoza nazal boşluğun superior-posterior bölgesinde 

solunum mukozasıyla serpiştirilerek parçalı dağılım gösterir. Olfaktör duyu aksonları 

demet halinde toplanır ve kibriform plakasından ön beynin altındaki kafatası tabanına 

yayılan olfaktör bulbda sinaps yapan kafatasına girer. Olfaktör duyu nöronları ile diğer 

nöronların en büyük farkı ölüm riskini azaltmak için dış çevre ile yakınlık kurmasıdır. 

Olfaktör duyu nöronlarının dendritleri epitelin içine gömülüdür ve duyusal iletim 

proteinleri içeren çoklu siller ile sarılıdır. Bu siller üzerini kaplayan mukus içinde uzanır 

ve yüzeyin sadece birkaç mikron altında bulunur. Toksik gazların solunması durumunda 

olfaktör epitelyum ve nöronlar zarar görür.  N-metil-formimino-metilester ve metil 

bromidin solunması duyu nöronlarının geri dönüşümlü kaybına ve geçici koku alma 

kaybına yol açar. Buğday tohumu agglutinin- yaban turp peroksidaz ile nazal lavaj 

yapıldığında, epitelyum içindeki duyu nöronların kaybına neden olur ve duyusal 

nöronların hayatta kalmasını etkileyecek büyük moleküller için potansiyel gösteren, 

bazal hücre proliferasyonu stimüle edilir. Olfaktör nöronlar virüsler ve bakterilerin 

beyne gitmeleri için de yön sağlar ve bu nedenle onlar, enfeksiyona yanıt olarak 

koruyucu bir mekanizma gibi apoptoz karşı savunmasız olabilirler *139+. Çevre 

hassasiyeti de olfaktör nörojenezinin kullanıma karşı savunmasız olduğunu 

ispatlamaktadır. Örneğin yetişkin farelerde tek naris kapatılması ile indüklenen aşırı 

kullanımda açık tarafı epitel kalınlığı azalır ve rejenerasyonun devamlılık kabiliyetinin 

yok olmasıyla birlikte duyusal nöronlar kaybolur. Bu kaybın mekanizması bilinmemekle 

birlikte aşırı kullanılma toksinlere veya enfeksyonlara bağlı olarak açık tarafta 7 ve 8 

aylık kapanmaya bağlı olarak yüksek miktarda polimorfonükleer lökositlerin 

oluşmasından kaynaklanabileceği bildirilmiştir. Yaşın ilerlemesiyle birlikte ratlarda 

özellikle de antero-dorsal bölgede olfaktör epitelin proliferatif ve nörojenik 

kapasitesinin gerilediği belirlenmiştir. Posterior burun boşluğunda nörojenez daha iyi 

korunmuş olduğu için bu yaştan ziyade kendiliğinden kullanımı etkileyebilir. Antero-
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dorsal bölgedeki olfaktör epitelin histolojisi yaşlanan ratlarda tabakaların azalması, 

nöronların kaybı ve destek hücrelerinin proliferasyonunun artmasıyla değerlendirilir. 

Benzer değişiklikler insanlarda da yaşa bağlı olarak olfaktör epitelyum kalınlığının 

artması, duyu nöronlarının azalması ve solunum epitelindeki olfaktör epitelinin parçalı 

dağılımı ile gözlenir [140].  

2.4.4 Olfaktör kök hücreler 

Yapılan birçok çalışma göstermiştir ki olfaktör epitelden normal gelişen erişkin olfaktör 

mukozada nöral ve nöral olmayan bileşenlerden oluşan bir kök hücre hattı hiyerarşisi 

bulunur. Bu kanıtlar fare ve sıçanlarda görülmesine rağmen insanların da dâhil olduğu 

tüm omurgalıların olfaktör mukozasında aynı prensipler kabul edilir ancak yine de insan 

dokusunda bazı farklılıklar olduğu rapor edilmiştir [141]. Olfaktör sinirinin 

hasarlanmasını takiben duyu nöronları rejenere olur ve hayvanlar koku alma duyularını 

yeniden kazanırlar. Bu önemli delil yatay bazal hücrelerin kök hücre olduğunu ve 

rejenerasyondan sorumlu olduklarını ortaya koyar. Yatay bazal hücreler yavaş çoğalır, 

kendini yeniler ve in vivo ve in vitro olarak tüm olfaktör epitelyum hücre tiplerini 

oluştururlar. Olfaktör epitelin kimyasal ablasyonu yatay bazal hücrelerin 

proliferasyonunu ve daha sonra ve epitelin rejenerasyonunu indükler, böylece koku 

alma fonksiyonunu geri kazandırır. Kimyasal ablasyondan sonra olfaktör epitelin 

yenilenmesi yatay bazal hücreler gibi, duyu nöronlarının destekleyici hücreler Bowman 

bezi ve kanal hücrelerin oluşmasını sağlayan küre şeklindeki bazal hücrelerin 

transplantasyonuyla sağlanır. Bu küre hücrelerinin mi yatay bazal hücrelerin mi gerçek 

kök hücre rolü oynağının tartışılmasına neden olur. Hücre dinamiklerinin analizi 

olfaktör epiteldeki bazal hücrelerin bir hızlı bölünen popülasyonu (1 bölünme/gün) ve 

bir yavaş bölünen (1 bölünme/~60 gün) popülasyonu olan iki ayrı popülasyonu 

arasında belirlenir. Hızlı bölünen popülasyon bazal membrandan nöronal tabakaya göç 

ederken yavaş bölünen popülasyon bazal membranda kalır. Bu davranışlar yavaş 

bölünen kök hücreler ile uyumludur ve hızlı bölünmeye imkân verir, in vitroda 

görüldüğü gibi direk amplifiye olan nöral progenitörler ve lokasyonlarının da yatay 

bazal hücrelerle tutarlı olması kök hücre olduklarını ve küresel bazal hücrelerin de hızlı 

bölünen prekürsörler olduğunu gösterir. Elektron mikroskobu altında da küresel bazal 
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hücrelerden duyu nöronlarına geçiş tipi olduğunun görülmesi bazı küresel bazal 

hücrelerin olgunlaşmamış nöronlar olduğunun kanıtıdır. Küresel bazal hücreler in vitro 

açil nöronal öncüllerdir, yatay bazal hücreler çoğalabilir ve küresel bazal hücrelere, 

olfaktör nöronlara ve olfaktör ensheathing hücrelere dönüşebilir. Bu çalışmalar yatay 

bazal hücrelerin olfaktör epitelin tüm hücrelerini oluşturabileceğini göstermiştir. İn vivo 

olarak küresel bazal hücrelerin yatay bazal hücrelerden ortaya çıkması yatay bazal 

hücrelerinin olfaktör epitelin uzun süreli rejenerasyonunu sağlayan gerçek kök hücreler 

olduğunu, küresel bazal hücrelerin multipotent transit geçiş ve nöronal öncül hücreleri 

olduklarını gösterir. Bazal tabakanın altında bulunan olfaktör ensheating hücrelerin 

kaynağı henüz tam olarak belirlenememiştir ancak elektron mikroskobu çalışmaları 

epitelin bazal tabakasını ortaya çıkarmış ve bunların yatay bazal hücreler olduğunu 

göstermiştir. Buna rağmen hücre tipi kesin olarak belirlenememiştir bir ek olarak kök 

hücreler fare, sıçan ve insan olfaktör mukozasından in vitro olarak çoğaltılabilmektedir. 

Bu hücreler multipotenttirler ve epitelyal ve nöral hatların yanında embriyonik 

mezodermal ve endodermal hatları da oluşturabilirler. Multipotent kök hücreler 

embriyonik sıçan olfaktör mukozasından alınıp kültüre edilmiş lamina propriadaki bazı 

hücreler tarafından eksprese edilen 3 mazenkimal markırı da eksprese etmişlerdir. 

Erişkin insan olfaktör lamina propriasından kültürü yapılan hücreler CD 19/32 ve insan 

mezenkimal kök hücre markırlarını eksprese ederler, nöral hat fenotipini halen 

koruduğundan isim olarak ekto-mezenkimal kök hücre olarak da önerilmiştir. Bu 

çalışmalar kök hücrelerin epitelyum içindeki yatay bazal hücrelerden farklı olarak 

alttaki olfaktör lamina propriadan da sağlanabileceğini göstermiştir. Buna rağmen 

hücre kültüründe elde edilen bu gibi hücrelerin dokudaki yerleşik hücre tipi kimlikleri 

bilinmemektedir. Bu muhtemelen daha önce fare nöral kök hücreleri için gösterilen 

izolasyonu gerektirir [23], [24], [107], [108], [109], [110]. 

2.4.5 Olfaktör epiteldeki nörolojik niş 

Hücresel bir niş hücreler arası matriks, lokal parakrin ve otokrin sinyal çevresi, komşu 

hücreler ile temasın yanında yakınlardaki damarlardan difuz eden hormonlar gibi dış 

faktörlerden meydana gelir. Hücresel bir niş aynı zamanda hücre yüzeyinde bulunan 

hücre yüzey reseptörleri ve bu reseptörlerin hücreler arası sinyallere cevap verme 
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yetenekleriyle tanımlanır. Yatay bazal hücreler bazal membran içinde ICAM-1 ve β1, 

β4, α1, α3 integrinlerini, kollajen reseptörü görevi gören ayrıca  α6, fibronektin ve 

laminin eksprese ederler. ICAM-1 ekspresyonu için seçilip koloni olarak 

büyütüldüğünde, yatay bazal hücreler kök hücre özelliği olan kendini yenileme ve 

küresel bazal hücrelere, olfaktör duyu nöronlarına ve glialara dönüşme özelliği 

gösterirler. Kök hücre nişinin önemli bir yönü ise asimetrik hücre bölünmesine karşı 

simetrik hücre bölünmesini düzenlemek üzere kutuplaşma mekanizması sağlamasıdır. 

Sinir sisteminin gelişiminde nöral kök hücreler iki kutupludurlar ve bazal membrandan 

apikal yüzeye doğru yayılırlar. Apikal membrandaki proteinlerin hücrenin simetrik mi 

asimetrik mi bölüneceğinin belirlenmesinde rol oynadığı öngörülmektedir. Kök hücre, 

bir bazal membran üzerinde epitelde yer aldığı durumunda, yüzey membran, kutupları 

belirtmek üzere bazal membranın matris proteinleri ile etkileşir. Bazal membranın 

asimetrik bölünmeye karşı simetrik bölünmesindeki spesifik rölünde yatay bazal 

membranın henüz rolü belirlenmemiştir. Olfaktör epitelin nörojenik nişinin karmaşıklığı 

çok geniş sayıda büyüme faktörleriyle ve olfaktör epitelde bulunan reseptörleriyle 

gösterilir. Örneğin nörotropinler ve onların reseptörleri bazı özel hücreler tarafından 

eksprese edilirler. Yatay bazal hücreler TrkA ve NT4 eksprese ederken duyu nöronları 

TrkB abd TrkC ve tüm nörotropinleri eksprese eder. Destek hücreler, gelişen nöronlar 

ve olfaktör ensheating hücreler diğer kombinasyonları eksprese ederler. Bazal hücreler 

ve nöronlar CNTF ve dopamin D2 reseptörünü eksprese eder. Destek hücreler 

nöronlar, bazal hücrelerin tümü FGF2’ yi eksprese ederken sadece nöronlar GDNF 

eksprese ederler. Yatay bazal hücreler epidermal büyüme faktör reseptörünü eksprese 

eder ve EGFR, EGF ve TGFα sinyallerine yanıt olarak artar. Yatay bazal hücrelerin 

reseptörlerinin tüm repertuarı bilinmemektedir ancak yatay bazal hücrelerin 

proliferasyonlarını inhibe eden aynı zamanda stimüle eden EGFR aktivasyonu gibi 

faktörlerin var olduğu kabul edilir. Bu tahmin yatay bazal hücrelerin her 30-60 günde 

bölünmesinin sadece dış etkenlerle nöronların ve onların küresel bazal hücre 

progenitörlerinin tahrip olmasıyla olfaktör hücre hatlarının ortaya çıkmasından 

kaynaklanır. Diğer yandan duyu nöronları multipotent küresel hücreler tarafından 

sürdürülürler. Organizmanın yaşam süresi için proliferasyon kapasitesini sürdürebilmek 

için yatay bazal hücrelerin proliferasyonunu baskılayan çoklu faktörler bulanabilir. 
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Bazal laminaya yakın olan lamina propriada bulunan kılcal damardan kaynaklı olabilen 

bazı faktörler tiroksine ile nöral progenitörlerin hayatta kalmalarının regülasyonunu 

gerçekleştirir. Difuz olabilen faktörlerin ve hormonların yanında direk temas ile 

hücreler arası sinyaller sinir sisteminin gelişiminin düzenlenmesinin önemli bir 

parçasıdır. Erişkin olfaktör epitelin çevresel etmenler ile zarar görmesi durumunda 

farklılaşmış hücrelerden kök hücrelerin kendilerini oluşturmak üzere direk sinyal 

iletmesi avantajlıdır. Destek hücreler epitelin lüminal yüzeyine uç ayaklarıyla yatay 

bazal hücreler ile yakın ilişkisi olan bazal membrana yayılır. Destek hücreleri duyusal 

nöron dendritleriyle çevrilidir ve epitel yüzey ile sıkı bağlantı yapar. Bunların dış 

çevrede mukus içine yayılmış mikrovilileriyle yerleştikleri görülür. Duyu nöronlarıyla 

birlikte destek hücreler çevreden yatay bazal hücrelere taşıyıcı sinyaller için yolak 

sağlar. Nöronların farklılaşması gibi aksonları da bazal yayılarak yatay bazal hücrelerle 

demet halinde sarılıp bazal membrandan epiteli terk eder. Lamina propriaya giren 

akson demetleri bazal membranla yakın ilişkili olfaktör ensheating hücreler ile sarılır ve 

epitelyum üzerinden görünür hale gelir. Sonuç olarak yatay bazal hücreler de lamina 

propriadaki Bowman bezi ve epiteldeki demetleriyle yakından ilgilidir[111], [112], 

[113], [114].  

2.5 Olfaktör Bulb Nörojenezi 

Olfaktör epitel olfaktör mukozanın en üst tabakasıdır özelleşmiş koku bezlerini 

(Bowman bezleri) içeren lamina-propriayı ve kendi özelleşmiş glia hücreleri ile 

çevrelenmiş koku duyu aksonları olan olfaktör ensheathing hücrelerini barındırır. 

Erişkin olfaktör epitelyum nöral gelişimi ve rejenerasyonu anlamak için ilgi çekici bir 

model sağlar. Olfaktör epitelyum tüm erişkin insanlarda nöronlara ve progenitörlere 

erişim sağlanabilen tek kök hücre kaynağıdır. Bu da insanda kök hücreden olgun 

nörona nörojenezinin kontrolünü, düzenleyici genlerin, büyüme faktörlerinin ve 

sitokinlerin belirlenmesine imkân sağlar. Yatay bazal hücreler olarak adlandırılan doku 

spesifik kök hücreler olfaktör sistemdeki nöral olan ve olmayan tüm hücre tiplerini 

oluşturabilirler. Yatay bazal hücrelerin “kök hücre nişi” bazal membranın lokasyonuyla 

ve epitelin diğer hücre tipleriyle direk temasıyla ilgilidir. Bu hücre soyunun durumunu 

ve hücrelerarası boşlukta bulunan çoklu büyüme faktörlerine cevabını izlemek için 
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ideal bir lokasyondur. Bu niş proliferasyonun normal seviyesini düşükte tutar (~50 gün) 

ancak olfaktör epitelyum yeterince zarar gördüğünde multipotent transit çoğalan 

hücreler ve küresel bazal hücrelerin hızlı proliferasyonu tetikler (Şekil 2. 11) [115], 

[116], [117], [118], [119], [120], [121], [122].  

 

Şekil 2.11 İnsan olfaktör sisteminin anatomisi.  

 

Bilindiği gibi erişkin beyninde yeni nöronlar, hipokampüsün (Şekil 2. 12) subventriküler 

bölgesinde üretilir. Nöral progenitörler subventriküler bölge içinde oluşarak göç 

ederler ve ara nöronlar olarak burun içindeki olfaktör duyu nöronlarının aksonları için 

hedef olan olfaktör bulb içinde nöral çevrime katılır [120], [121], [122].  
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Şekil 2.12 Hipokampüsün beyinde yerleşimi 

Bu nöronlar erişkinlikte olfaktör epitelyum içindeki bir nörojenik niş içinde kök 

hücrelerden sürekli olarak farklılaşmak suretiyle oluşurlar. Kök hücreler, travma ve 

toksinler tarafından hasar oluştuğunda olfaktör epitel içindeki tüm hücrelerin rejenere 

olmasından sorumludur. Bu kök hücreler, yatay bazal hücreler, bazal membran olarak 

adlandırılan hücreler arası matriksin yanında aynı zamanda etraflarındaki hücreler 

tarafından salgılanan birçok büyüme faktörü ve dolaşımdan taşınan hormonlar ile 

birlikte bir niş meydana getirirler. Olfaktör mukozadan izole edilen multipotent kök 

hücreler, endodermal ve mezodermal kökenli hücrelerin yanında bilinen nöral hatları 

oluşturan hücreleri de meydana getiriler [117], [118], [119], [120], [121], [122].  

Diğer memelilerde olduğu gibi insanlarda da subventriküler bölgede nörojenez, 

nöronların oluşturup göç etmesiyle olfaktör bölge içindeki ara nöronları meydana 

getirmek suretiyle devam eder [123]. Beynin bir bölümü olan olfaktör bulb, burnun 

içindeki olfaktör epitelin içindeki duyu nöronlarından aksonal sinyalleri alır (Şekil 2. 13).  

 



38 

 

Şekil 2.13 Olfaktör epitelyum 

Memelilerde olfaktör mukoza tipik olarak nazal boşluğun dorsal posterior kısmında 

medyal ve lateral olarak nazal septum ile sarılı, türbinat kemikleri ile çevrilidir, duyu 

nöronlarının dendritlerinden duyu sillerinin çıkıntıları için çok geniş bir yüzey alanı 

sunar. İnsan olfaktör mukozası yapısal olarak diğer omurgalılardakine benzer şekilde 

aynı hücre tipleri içeren yalancı tabakalı (pseudostratified) olfaktör epitelyumdan 

oluşur. Fetus ile karşılaştırıldığında erişkin insanlarda nazal kavitenin superior posterior 

bölgesindeki olfaktör epitelin kaybolduğu, yerine solunum ve kübik epitelin geçtiği 

görülür. Olfaktör bölge yetişkinlerde olfaktör epitelde bitişik olmayan parçalı bir 

dağılım gösterir. Diğer taraftan olfaktör epitelin erişkin insandaki dağılımı fetusa göre 

aneterior ve inferiyor olarak daha geniştir. Günümüze kadar insan olfaktör mukoza 

analizleri otopsi ve biyopsi ile çıkarılan materyal ve sistematik olmayan ve olfaktör 

mukozanın tamamen ayrılması ile yapılmaktaydı. Subventriküler bölgede nörojenezi 

meydana getiren olfaktör duyu nöronlarının aksonları olfaktör epiteli terk eder ve 

lamina propria içinde mitral/tufted hücreleri ve ara nöronlar ile sinaps yaptığı olfaktör 

bulba girmeden fasikül ve demet şekline dönüşür [123], [124]. Yetmiş yıl önce ilk kez 

olarak erişkin fare olfaktör epitelinin bazal hücrelerinde mitotik aktivite görüldükten 

[125] kısa süre sonra toksik olarak hasarlanan maymunda olfaktör duyu nöronlarının 

rejenerasyonu gözlendi [126]. Kurbağada, balıkta, kedi ve köpekte, yılanbalığında, 

farede, maymunda ve insanda yapılan birçok çalışmada da bu gözlem doğrulandı. 

Olfaktör duyu nöronlarının çevresel faktörlerle hasarlanması, olfaktör epitelde, tüm 

omurgalıların günlük hayatlarındaki yemek aramak, avlanmak, sosyal iletişim ve üreme 

amaçlı birçok durum için gerekli olan koku duyusunun sağlanması için nörojenezi 

meydana getirir. Bunun önemi erişkin ön beyninin nörojenezi için olfaktör bulbdaki ara 

nöronların periferde meydana gelen nörojenezin devamlılığı için yeni merkezi dolaşım 

sağlaması için gerekli olmasıdır. Örneğin; olfaktör bulb ara nöronlarının kimyasal hasar 

ile kaybı ve duyu inervasyonu ile geri gelmesi bunun kanıtıdır[127], [128]. Olfaktör 

mukoza yaşayan erişkin insanlarda ulaşılabilirdir ve sağlıklı ve hasta dokulardaki erişkin 

nörojenezinin biyolojisini anlamak için erişilebilir bir kaynak sunar [129]. Aynı zamanda 

sinir sisteminin tedavisi için hücre transplantasyonu kaynağıdır [25], [130]. Olfaktör 
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nöral kök hücrelerin ve nişinin biyolojisinin anlaşılması klinik uygulamaların 

optimizasyonu için oldukça önemlidir. 

2.4.3 Olfaktör epitelde nörojenezin düzenlenmesi 

Olfaktör epitelde nörojenez birçok olgun duyu nöronunda olduğu gibi duyusal 

dendritlerin yoğunluğunun sabit yüzey yoğunluğuyla sürdürülmesi için sıkı bir şekilde 

düzenlenmesine rağmen üretilen olgunlaşmamış birçok nörondan yalnızca bir kısmı 

hayatta kalır. Nörojenez, olfaktör sinir kesilmesine bağlı olarak apoptotik hücre 

ölümüne neden olan çinko sülfat ve metimazol gibi toksinlerle bağlı olarak duyu 

nöronlarının ölümüyle uyarılır [125], [131],[132], [133], [134]. Nöronların kaybı, 

duyusal nöron popülasyonlarının geri kazanılmasıyla bazal hücre mitozunu artırır ve 

fonksyonlar geri kazanılır. Nöral prekürsörlerin yüksek olmasına bağlı olarak olfaktör 

epitelin kalınlığı erişkin sıçanda yaşa bağlı olarak 60-330 gün sabit kalır. Epitelyum 

kalınlığının artmamasını, proliferasyonun apoptotik hücre ölümüyle dengelenmesi 

takip eder. Apoptoz olgunlaşmış ve olgunlaşmamış nöronlardan meydana gelen bazal 

hücrelerden yeni oluşan olfaktör nöronların tüm gelişim basamaklarında meydana 

gelir. Kök ve progenitör proliferasyonu düzenleyen bazı büyüme faktör sinyalleri 

belirlenmiştir. Yatay bazal hücre proliferasyonu EGF ve TGFα, küre şekilli bazal hücreler 

FGF2 tarafından uyarılır. İn vivo’ da uygun FGF reseptör alt tipleri (FGFR1 ve FGFR2) 

sunulur ve FGF2 immün reaktivitesi küre şekilli bazal hücreler ve destek hücrelerde de 

bulunur. EGF ve FGF2 nöral kök hücre proliferasyonunun önemli indikatörlerindendir 

ve erişkin beyninden nörosferlerin oluşması için gerektiği gibi olfaktör mukozadan 

multipotent nörosferlerin oluşması için de gereklidir. Doku homeostazı bazal hücre 

proliferasyonunu ve hayatta kalmasını uyaran LIF salgılayan boyanmış nöronlardan 

pozitif feed-back alarak sürdürülür. Benzer şekilde inflamasyon veya hücre ölümünde 

açığa çıkan nitrik oksit diğer büyüme faktörlerinin proliferasyonunu belirgin şekilde 

uyarır. Bazal hücre proliferasyonunun negatif feed-backi in vivo ve in vitro gelişen 

nöronların lokal yoğunluğu ile muhtemelen BMP2/4/7 yoluyla sağlanır. İn vitro’ da 

duyu nöron farklılaşması TGFβ2, IGF1 ve dopamin ile indüklenir. IGF1 ve dopamin 

olfaktör epiteldeki mukus lavajında bulunur ve hedef kaynaklı faktör gibi davranarak 

nöron epitelyum yüzeye ulaşan dendritler olarak nöronların gelişiminde seçici avantaj 
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sağlar. Dopamin olfaktör bulb içindeki sinaps yapan periglomerular ara nöronlardan 

ulaşılan duyu aksonları için hedef kaynaklı faktör olarak benzer rol oynayabilir. 

Olgunlaşmamış olfaktör nöronların hayatta kalması büyük ölçüde PGDF daha az ölçüde 

BDNF’ ye bağlıdır.  

2.6 Erişkin hücrelerin kriyoprezervasyonu 

Kriyoprezervasyon hücrelerin toplanmasında ve transplatasyonundan önemli rol oynar. 

Birçok ülkenin kriyobankında 250,000’den fazla insan lökosit antijen tiplendirilmiş 

kordon kanı bulunmaktadır. KH’ler için optimal dondurma derecesi ve 

kriyoprezervasyon formülasyonları kliniklerde rutin olarak yapılmaktadır. Standart KH 

kriyoprezervasyon çözeltisi olan %10 DMSO içeren 90% fetal dana serumunda 

(FBS)hücrelerin canlılığı korunabilmektedir. İyi bir hücre saklanması ile erişkin kök 

hücrelerin klinik olarak güvenli olması sağlanabilir [135], [136], [137]. 

2.7 CM-DiI 

CM-DiI güçlü, fotostabil floresan özelliğe ve minimal sitotoksisiteye sahip, uzun süreli 

olarak intrasellüler membranlar, lipozomlar, virüsler ve lipoproteinleri işaretlemeye 

imkân veren bir DiI türevidir. CM-DiI diğer lipofilik karbosiyaninlerden (DiI, DiO, PKH2 

ve PKH26) farklı olarak işaretleme sırasında hücre süspansyonunda osmolarite 

düzenleyici ajanlara veya boyama sırasında medyumda boyanın çökmemesi için 

tuzsuzlaştırma gerektirmez. Bunun yanında DiI standart doku fiksasyonları sırasında 

uzun süre korunmamaktadır. CM-DiI bu sınırlayıcı etkileri giderecek şekilde DiI’ın sabit 

aldehitlerinin yerine peptid ve proteinlere konjuge olarak bağlanan hafif tiyol-reaktif 

klorometil içeren klorometilbenzamid ve metilbenzamid türevidir [138].  
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2.8 Neurotube Konduit 

Neurotube primer veya sekonder periferal sinir tamiri veya rekonstrüksyonu için 

tasarlanmış bir emilebilir örülmüş poliglikolik asit meş tüpüdür.  Tüp sinir aralıklarının 

tamiri için klasik sinir grefti tekniğinin yerini alır. Tüpün duvarları kuvvet ve esneklik için 

olukludur. Bu oluklar tüpün normal fizyolojik yumuşak doku basınçları altında 

kapanmasını önler (Şekil 2. 14). Neurotube hidroliz işlemi yoluyla emilir [139]. 

 

 

Şekil 2.14 Neurotube sinir konduiti. Emilebilir örülmüş poliglikolik asit meş tüpü. 
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BÖLÜM 3 

                                                                                             MATERYAL ve METOD 

3.1 Materyal 

3.1.1 Ekipman 

 Steril Hücre Kültür Odası 

 Hava akımlı kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera Safe, Faster BH-EN 

2006) 

 Karbondioksitli inkübatör (New Brunswick scientific CO-150 37°C) 

 İnverted mikroskop (Olympus CKX41) 

 Işık mikroskobu (Olympus) 

 Santrifüj (Eppendorf, Thermo Micromax RF, Hettich ZENTRIFUGEN – EBA20) 

 Manyetik karıştırıcı (Heidolph MR3000) 

 Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG) 

 Buz makinesi (Scotsman AF100) 

 Vortex (LMS VTX-3000L) 

 Su banyoları (GFL (Gesselschaft Für Labortechnik) mbH, Kerman) 

 Dondurucular (Beko (+4,-20°C), Arçelik (+4,-20°C), GFL (-40°C)) 

 -195°C Azot Tankı ve Azot taşıma tankları (DMC air liquid systems) 

 Otoklav (Kerman, HIRAYAMA) 
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 UV-spektrofotometre (Jasco V-530) 

 Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104) 

 10, 50, 100, 1000 µl ‘lik mikropipetler (Thermo, Pippetman) 

 100, 300 µl ‘lik çok kanallı pipetler (Thermo) 

 1-10, 10-100, 100-1000 μl ‘lik Tek Kullanımlık Pipet Uçları (AxyGen) 

 Santrifüj tüpleri 15, 50 ml’ lik (IsoLAB) 

 Hücre kültür flaskları 25cm2,75cm2(TPP, Corning) 

 Serolojik Pipet Tabancası (Thermo) 

 Serolojik pipetler 1, 2, 5, 10, 25 ml (Blau Brand Germany) 

 5ml’lik Kriyotüpler (TPP) 

 50-1000 ml’lik otoklavlanabilir cam şişeler (ISOLAB, SCHOTT) 

 2, 5, 10, 50 cc’ lik enjektör (Ayset) 

 0,22 μm ve 0, 45 μm’lik şırınga filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius) 

 Lam ve Lamel (Isolab) 

 Lateks eldiven (Broche) 

 Flow Sitometre 

 Etüv (Elektro-mag) 

 96 kuyulu plakları (TPP) 

 24 kuyulu plakları (TPP) 

 6 kuyulu plakları (TPP) 
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3.1.2 Kimyasallar 

Hidroklorik asit, HCl (Merck 100314) 

Sodyum Hidroksit, NaOH (Riedel de Haen) 

Azot gazı (BOS) 

Sodyum klorür, NaCl (Sigma) 

Sodyum bi karbonat, NaHCO3(Merck) 

Potasyum hidroksit, KOH (Merck) 

Dipotasyum fosfat, K2HPO4(Sigma) 

Potasyum di hidrojen fosfat, KH2PO4(Riedel de Haen8210A) 

Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH2PO4H2O (Merck) 

Di sodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4(Riedel de Haen81890) 

Potasyum klorür, KCl (Carlo Erba 360107) 

Fetal Bovine serum, FBS (Biochrom AG 1038K) 

Dimetilsülfoksit (DMSO)(Sigma D2650) 

Mayer’s hematoksilen (Lab vision) 

Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) 1.0 g/L D-Glucose(1X)(Invitrogen 11880) 

Glutamax™-I  (Invitrogen 35050-079) 

Antibiotic-Antimycotic (Invitrogen 15240-062) 

Tripan blue (%0,5)(Biologycal Industry 628255) 

Trypsin, 0.05% (1X) with EDTA 4Na, liquid (Invitrogen 25300-054) 

DMEM-F12 (Sigma D6421) 

CM-Dil (InvitrogenTM) 

Dispaz II (Gibco 17105-041) 
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3.1.3 Deneylerde Kullanılan Tamponların, Kimyasalların, Besiyerlerinin, Dondurma, 

Boyama ve Farklılaşma Solüsyonlarının Hazırlanması 

3.1.3.1 Tamponlar ve Kimyasallar 

3.1.3.1.1 Fosfat Tamponlu Tuz Solüsyonu (PBS) Çözeltisi 

Fosfat Tamponlu Tuz Solüsyonu tamponu hücre içi ve dışındaki ozmotik basıncı 

dengede tutan, böylece hücrelerin su alıp şişmesini ve büzüşerek zarar görmesini 

engelleyen bir solüsyondur. İçeriğindeki inorganik tuzlar ve su, hücre metabolizmasını 

destekler. Ortamın pH’ını tamponlayarak hücreler için uygun bir ortam sağlar. 1x PBS 

çözeltisinin hazırlanması için NaCl 4g, KCl 0,2g, Na2HPO4 1,44g ve KH2PO4 0,24g olacak 

şekilde tartıldı. Distile deiyonize su ile 800ml’ye tamamlandı ve manyetik karıştırıcıda 

40 dakika çözünmeye bırakıldı. Çözelti pH 7,4 olacak şekilde NaOH ve COOH ile 

hazırlandı. Son hacim 1 litreye deiyonize su ile tamamlandı. Hazırlanan PBS otoklav’da 

1atm basınçta 121oC’de 20 dakika steril edildi. Steril PBS tamponu +4oC’ da saklandı.  

3.1.3.1.2 Tripsin-EDTA Solüsyonu 

Tripsin hücre pasajlarında kullanılan serin proteaz tipi temel bir enzimdir. Tripsin, lizin 

ve arjinin aminoasitlerinden peptid bağlarını yıkarak hücrelerin yapıştıkları yüzeyden 

ayrılmalarını sağlar. Tez çalışmasında kök hücrelerin pasajında %0,25 EDTA’lı tripsin 

solüsyonu kullanıldı.  

3.1.3.1.3 Dispaz II Solüsyonu 

Doğal proteaz olan dispaz, Bacillus polymyxa tarafından üretilen, amino-endopeptidaz 

metalloenzimdir. Çalışmada stok dispaz solüsyonu için 10mg olarak tartılan enzim DPBS 

ile 10mg/ml olacak şekilde hazırlandı. Çalışma solüsyonu olan 2,4U dispazın 

hazırlanması için stok çözeltiden 138ml alınarak DPBS ile 1ml’ ye tamamlandı.  
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3.1.3.2 Besiyerlerinin Hazırlanması 

3.1.3.2.1 Düşük Glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM) 

Eagle bazal medyumu literatürdeki ilk orijinal formülasyonundan beri birçok 

modifikasyona uğratılarak günümüze kadar geliştirilmiştir. En yaygın olarak kullanılan 

modifikasyonu ise DMEM bazal medyumudur. DMEM, Bazal Besiyeri Eagle’ın (Basal 

Medium Eagle) aminoasit ve vitaminlerinin bunların yanında diğer destekleyici 

bileşiklerin de fazla bulunduğu modifikasyonudur. Orijinal DMEM formülasyonu ilk 

olarak fare embriyonik hücrelerinin kültüründe gösterilmiştir ve 1000mg/L glukoz 

içerir. 4500ml/L glukoz eklenmiş olan daha gelişmiş bir modifikasyonunun da belirli 

hücre tipleri için daha optimum koşulları oluşturduğu gösterilmiştir. Çalışmalarda, ticari 

olarak satın alınan 500ml lik DMEM’in içine çalışmaya hazır hale gelebilmesi için 2,5ml 

Anti-anti (Invitrogen) ve 5ml Glutamax (Gibco) eklendi. Hazırlanan stok bazal 

medyumdan 45ml alınarak 50ml’lik bir falkon içerisine konuldu ve üzerine 5ml FBS 

eklenerek %10 FBS içeren tam besiyeri hazırlandı. Hazırlanan besiyeri kısa bir vorteks 

işlemi ile homojen hale getirildi ve 4oC de muhafaza edildi. Çalışma öncesinde hücreler 

üzerinde negatif bir etki oluşturmaması için hazırlanan tam besiyeri 37oC de ısıtılarak 

kullanıldı. 

Fetal Sığır Serumu (FBS) 

Fetal Sığır Serumu, içeriğindeki yüksek düzeydeki büyümeyi hızlandırıcı ve düşük 

düzeydeki büyümeyi yavaşlatıcı faktörler nedeniyle, hücre kültüründe en sık kullanılan 

bileşenlerden biridir. Çalışmamızda ısı ile inaktive edilen hazır FBS, 0,22’lik filtrelerden 

geçirilerek alikotlandı ve son konsantrasyonu %10 olacak şekilde, DMEM ile hazırlanan 

tam besiyerinde kullanıldı. 

Dondurma Solüsyonu (Kriyoprotektan)  

Çalışmamızda olfaktör kök hücrelerin kriyoprezervasyonunda %80 Dimetil Sülfoksit 

(DMSO) ve %20 FBS ile hazırlanan ve dondurma sırasında eşit hacimde süspanse hücre 

ile karıştırılıp son konsantrasyonu %10 DMSO olacak şekilde literatürde de yaygın 

olarak kullanılan dondurma solüsyonu hazırlandı. 
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3.1.3.2.1.1 Kültürün ve Kullanılan Besiyerlerinin pH ve Sterillik Kontrolü 

Her bir pasaj esnasında kültür ve besiyerleri, kontaminasyon ve pH açısından incelendi. 

Sterilliği tayin edilecek besiyeri ve kültür ortamından alınmış örnekler kanlı agara, 

sabouraud agara ve %10 FBS içeren sıvı besiyerlerine inoküle edildi. Örnekler 37C’de 

72 saat inkübe edilerek kontrolleri yapıldı. Ayrıca hücre kültürlerinden besiyeri 

örnekleri alınarak yayma preparat hazırlandı ve Giemsa boyama ile incelendi. 

3.1.3.3 Boyama Solüsyonlarının Hazırlanması 

Tripan Mavisi (TB) Solüsyonu 

Tripan Mavisi molekül yapısı C34H23N6O14S4Na4olan (Şekil 3. 1), canlı hücrelerde 

fagositoz olayını incelemek için kullanılan vital bir boyadır. Canlı hücreler 

boyanmazken, ölü hücreler hücre zarından boyayı geçirerek mavi renkte görülür. 

Çalışmalarda hazır TB solüsyonu %50 süspanse hücre içeren besiyeri ile karıştırılarak 

kullanıldı.   

 

 

Şekil 3.1 Tripan mavisi molekül yapısı. 

 

 

Tripan Mavisi (TB) ile Canlı Hücrelerin Sayılması 

Hücrelerin sayımının kolay yapılması için 100 kat seyretme tercih edildi. Besiyeri ile 

yıkanarak santrifüj edilen, süpernatantı uzaklaştırılan ve ardından resüspanse edilen 

hücre süspansiyonundan 2µl otomatik pipet ile çekilerek 1,5ml’lik steril eppendorf 

tüpü içine aktarıldı. Üzerine 98µl tripan mavisi solüsyonu ve 100µl besiyeri eklenerek 

iyice pipetaj yapıldı. Thoma lamının her iki bölümüne de lam ile lamel arasına 10 ar µl 
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hücre süspansiyonundan dikkatlice yayıldı. Ters mikroskop altında tripan mavisi ile 

maviye boyanmamış olan hücreler sayıldı. 

Thoma lamı 

Hücre kültüründe hücrelerin sayılması için kullanılan Thoma lamı üzerinde üçlü 

çizgilerle birbirinden ayrılmış 16 büyük kareden oluşan yivler bulunan özel mikroskop 

bir lamıdır. Her büyük karenin alanı 1mm2’dir (Şekil 3. 2).  

 

Şekil 3.2 Thoma lamı üzerindeki yivler 

Lam üzerine konulan sıvının derinliği 0,1mm’dir. Sonuçta her büyük kare üzerindeki sıvı 

hacmi 10-4ml’dir. Thoma lamı üzerindeki karelerin içine düşen hücrelerin sayısı, 

seyreltme faktörü ve Thoma lamı sabiti olan 10.000 ile çarpılarak 1ml’ deki hücre sayısı 

bulunur. Daha sonra aşağıdaki formül ile istenilen dilüsyon yapıldı. 

  Başlangıçtaki Dilüsyon  x  Ortalama Sayılan Hücre x 10.000  

    İçin Katılan Miktar                    Sayısı                        (Sabit) 

Dilüsyon Miktarı = 

ml’ de İstenilen Hücre Sayısı    

CM-DiI Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

CM-DiI stok solüsyonunun hazırlanmasında dimethyl sulfoksit (DMSO) kullanıldı. Steril 

15ml falkon tüpü içerisinde 1mg CM-DiI, steril DMSO ile laminar flow kabinde 1–2 

mg/mL olacak şekilde hazırlandı. Karanlık ortamda hazırlanan stok solüsyon pipetaj ile 
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homojenize edildikten sonra alikotlandı ve ışık görmeyecek şekilde ambalajlanıp -20ºC’ 

da kullanılıncaya kadar muhafaza edildi. 

CM-DiI Çalışma Solüsyonu 

CM-DiI ve benzeri diğer karbosiyaninlerin moleküler ağırlıkları 1’e yakın olduğundan 

1µM ≈ 1µg/mL olarak kabul edilir. Boyama solüsyonunun hazırlanması için CM-DiI, 

laminar flow kabinde ve karanlık ortamda, steril PBS içinde 1ml’de 5µL olacak şekilde 

hazırlandı (Sülfonatlanmış karbosiyaninler 20µM’nin üzerindeki konsantrasyonlarda 

çözünürdürler ancak görüntülenmeleri zaman alır. Belirgin bir görüntü için 4 saat 

beklenmesi gerekmektedir). Hazırlanan solüsyon alüminyum folyo ile ışık görmeyecek 

şekilde sarılarak -20°C’ da muhafaza edildi. 

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

DAPI,  floresan mikroskopi ve akım sitometride DNA'yı işaretlemek için 

kullanılan floresan bir boyadır. Stok solüsyonun hazırlanması için, 5mg tartılan DAPI 

flakon içine aktarılır. Üzerine 250µl bidistile su eklenip vortekslenerek stok solüsyon 

hazırlanır. Stok solüsyon 1µg/ml olacak şekilde metanol ile seyreltilerek çalışma 

solüsyonu hazırlanır. 

Histolojik Boyamalar 

Çalışmamızda, histolojik incelemeler için sakrifiye edilen ratlardan çıkarılan fasiyal sinir 

dokuları, 0,5ml PBS içeren steril 2ml’lik eppendorf tüpleri içinde İstanbul Eğitim 

Araştırma Hastanesi Patoloji Laboratuvarı’na götürüldü. Biyopsi örnekleri burada, 10% 

formalin içerisinde fikse edildi, parafim bloklara gömüldü ve mikrotom ile kesitler 

hazırlandı. Hazırlanan preparatlar hematoksilen, eosin (Merck, Darmstadt, Germany) 

ve rejenerasyonu değerlendirmek için toluidin blue (Merck, Darmstadt, Germany) ve 

S100 ile boyandı. Boyama işleminin ardından preparatlar Yıldız Teknik Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’na 

getirilerek ters faz kontrast mikroskobu altında UV ışıkta incelendi.  

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=DAPI&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Floresans_mikroskopisi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ak%C4%B1%C5%9F_sitometresi&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Floresan&action=edit&redlink=1
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3.2 Metot 

3.2. 1 Hücre Kültür Çalışmaları 

3.2.1.1 Donörün Çalışma Hakkında Bilgilendirilmesi ve Onamlarının Alınması 

Çalışma öncesi İstanbul Eğitim Araştırma Hastanesi Etik Kurul’una yapılan başvurumuz 

değerlendirilerek çalışma için onay verildi (Ek 1). Septoplasti ameliyatı öncesi donörler 

çalışma hakkında bilgilendirildi, onayları alınan gönüllüler Etik Kurul Onam Formu’nu 

doldurup imzaladı. Ameliyatı yapacak olan doktorlar da konu hakkında bilgilendirildi ve 

işlemin herhangi bir risk taşımadığı onayı alındı. Onay alma işlemine hastane 

personelinden bir kişi de şahitlik etti. 

3.2.1.2 Olfaktör Bölgeden Biyopsi Alınması 

Çalışmada 22, 36 ve 41 yaşlarında 3 erkek donördün biyopsi örnekleri kullanıldı. Onamı 

alınan septoplasti hastalarından, genel anestezi altında iken Uzman Doktor Ayşegül 

BATIOĞLU KARAALTIN tarafından0° teleskop (Karl Storz, Tuttlingen, Germany) ile 

endoskopik görüş altında olfaktör bölgeden yaklaşık 0,3cm çapında biyopsi alındı. 

Örnekler, içinde PBS bulunan 1.5ml’lik eppendorf tüpleri içine steril şekilde aktarıldı ve 

soğuk taşıma ortamında Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü, Hücre 

Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’na getirildi. 

3.2.1.3 Olfaktör Dokudan Kök Hücrelerin İzolasyonu 

Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği 

Laboratuvarı’na getirilen doku örneği ince uçlu pens ile alınarak steril petri kabı içinde 

PBS ile 3 kez yıkandı. Yıkanan olfaktör mukoza dokusu steril pens yardımıyla içinde 1ml 

2,4Ul dispaz enzimi bulunan petri kabı içine aktarıldı. Dokunun enzim ile muamelesi 

için 37°C’ da 30 dakika inkübe edildi. Enzim ile inkübe edilen olfaktör dokusu steril pens 

ile içinde anti-anti içeren PBS bulunan petri kabı içine aktarıldı. Olfaktör dokudan kök 

hücrelerin mekanik olarak ayrılabilmesi için insülin enjektörleri kullanıldı. Uçları 90° 

eğilen enjektörlerin bir tanesi dokuyu sabit tutmak diğer ise olfaktör kök hücrelerin 
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bulunduğu lamina propria tabakasının fiziksel olarak ayrılması için kazıma işleminde 

kullanıldı. Mekanik ayrılmanın ardından olfaktör epitelden ayrılan lamina propria 

dokusu yaklaşık 1mm2’lik parçalar halinde kesilerek 6 kuyulu kültür plaklarına 

yerleştirildi. Parçaların üzerine 12mm çapında lameller kapatılıp %10 fetal dana serumu 

içeren DMEM besiyerinde %5CO2 ve %95 nem içeren 37°C’lik etüvde inkübasyona 

bırakıldı. 2 hafta sonunda doku üzerine kapatılan lameller steril pens yardımıyla ters 

çevrilerek yeni bir kuyuya aktarıldı, hücrelerin bulunduğu bütün kuyuların üzerine %FBS 

içeren DMEM besiyeri eklenerek %5CO2 ve %95 nem içeren 37°C etüvde inkübasyona 

bırakıldı. 

3.2.1.4 Olfaktör Kök Hücrelerin Devamlı Kültürünün Yapılması 

Hücrelerin bulunduğu besiyeri 2 günde bir tazelendi. Hücrelerin yüzey kaplamaları 

günlük olarak invert faz kontrast mikroskobu ile yapıldı. Yüzey kaplaması %80’e 

ulaştığında hücrelerin besiyeri uzaklaştırıldı. 3ml PBS ile hücreler ve içinde bulundukları 

kültür kabı yıkandı. Daha sonra serolojik pipet yardımıyla PBS uzaklaştırıldı ve 

hücrelerin üzerine 3ml Tripsin-EDTA eklenerek 3 dakika CO2 içeren 37°C’lik etüvde 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda hücrelerin ayrılması invert faz 

kontrast mikroskobunda incelendi. Kültür kabına hafifçe vurularak hücrelerin zeminden 

tamamen ayrılmaları sağlandı. Kültür kabının yüzeyinden ayrılan hücreler 5ml serolojik 

pipet yardımıyla çekilerek 15ml’lik eppendorf tüpüne aktarıldı. Üzerine 0,1ml serum 

eklenerek pipetaj yapıldı. Bu aşamada serum kullanılması ile Tripsin-EDTA enzim 

aktivasyonu durduruldu. Daha sonra hücrelerin içinde bulundukları falkon tüpleri 

400xg’ de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet 

el ile vurularak resüspanse edildi ve üzerine 5ml PBS eklendi. Pipetaj yapılarak yeniden 

400xg’ de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatant uzaklaştırıldı. Pellet 

el ile vurularak resüspanse edildi. Hücrelerin TB ile Thoma lamında sayımı yapıldıktan 

sonra hücrelerin üzerine %10 FBS içeren DMEM eklendi ve 6X103 hücre/cm2 olacak 

şekilde 25cm2’lik flasklara aktarıldı.  
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3.2.1.5 Olfaktör Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Çalışma kapsamında, olfaktör dokudan izole edilen hücrelerin kök hücre özelliklerinin 

belirlenmesi için morfololojik inceleme, flow sitometri ile immünfenotipleme ve 

adipojenik, nörojenik ve kondrojenik farklılaşma protokolleri uygulandı. 

3.2.1.5.1 İmmün Boyama ve Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) Analizi 

Olfaktör bölgeden izole edilerek kültürü yapılan hücrelerin 3. pasajında hücreler 

Tripsin-EDTA ile flask yüzeyinden ayrıldı ve PBS ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

Yıkama sonunda resüspanse edilen hücre pelletinden sayım yapılarak 8x106 hücre 

olacak şekilde hücreler eppendorf tüplerine aktarıldı. Hücrelerin üzerine belirlenen 

yüzey işaretleyicilerine özel fluorasan izosiyonat (FITC) ve fikoeritrin (PE)- konjuge 

monoklonal antikorlar (CD14-PE, CD117-PE, CD11b-PE, CD13-PE, CD44-PE, anti-human 

CD90, anti-human CD116-PE, Mouse IgG1-PE, CD146-PE, CD73-PE, HLA-ABC-PE, CD29-

PE, Mouse IgG1 K- PE, CD105-PE, Mouse IgG1- FITC, anti-HLA-DR-FITC) ve uygun izotip 

kontrollerinden 10µl eklenerek oda ısısında karanlıkta 45 dakika inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrası hücrelerin üzerine %0,1 sodyum azid içeren PBS yıkama solüsyonu 

eklenerek 5 dakika 1780 rpm’de hücreler santrifüj edildi. Daha sonra hücrelerin üzerine 

400µl hücre yıkama solüsyonu eklendi ve hücreler pipetaj yapılarak resüspanse edildi. 

Hazırlanan hücre süspansiyonu FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA) akış sitometri 

cihazında okutularak ve analizi BD Cell Quest TM software programı ile gerçekleştirildi.  

3.2.1.5.2 Olfaktör Mezenkimal Kök Hücrelerin Adipojenik Farklılaştırılması 

İzolasyonun ardından ikinci pasajı yapılan olfaktör kök hücreler 104 hücre olacak şekilde 

center well içine aktarıldı. Hücreler, kültüre adaptasyon için 24 saat %10 FBS içeren 

DMEM besiyerinde inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin 

bulunduğu besiyeri uzaklaştırıldı. Center well içindeki hücreler PBS ile 2 kez yıkandı. 

Daha sonra olfaktör kök hücreler üzerine 2ml STEMPRO® Adipogenesis Differentiation 

medyumu eklendi. Hücreler 7 gün boyunca gün aşırı STEMPRO® Adipogenesis 

Differentiation medyumu eklenerek kültüre edildi. Hücrelerdeki morfolojik değişiklikler 

her gün invert faz kontrast mikroskop ile gözlendi. 
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3.2.1.5.3 Olfaktör Mezenkimal Kök Hücrelerin Nörojenik Farklılaştırılması 

İzolasyonun ardından ikinci pasajı yapılan olfaktör kök hücreler 104 hücre olacak şekilde 

önceden fibronektin ile kaplanan center well içine aktarıldı. Hücreler, kültüre 

adaptasyon için 24 saat %10 FBS içeren DMEM besiyerinde inkübasyona bırakıldı. 24 

saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin bulunduğu besiyeri uzaklaştırıldı. Center well 

içindeki hücreler PBS ile 2 kez yıkandı. Hücrelerin üzerine 2ml Mesenchymal Stem Cell 

Neurogenic Differentiation medyumu eklendi. Hücrelerin nörojenik farklılaşma 

medyumu 7 gün boyunca gün aşırı değiştirildi. Hücrelerdeki morfolojik değişiklikler her 

gün invert faz kontrast mikroskop ile gözlendi. 

3.2.1.5.4 Olfaktör Mezenkimal Kök Hücrelerin Kondrojenik Farklılaştırılması 

İzolasyonun ardından ikinci pasajı yapılan olfaktör kök hücreler 104 hücre olacak şekilde 

center well içine aktarıldı. Hücreler, kültüre adaptasyon için 24 saat %10 FBS içeren 

DMEM besiyerinde inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin 

bulunduğu besiyeri uzaklaştırıldı. Center well içindeki hücreler PBS ile 2 kez yıkandı. 

Hücrelerin üzerine 2ml StemPro® Chondrogenesis Differentiation medium eklendi ve 

medyum 26 gün boyunca gün aşırı tazelendi. Hücrelerdeki morfolojik değişiklikler her 

gün invert faz kontrast mikroskop ile gözlendi. 

3.2.1.5.4.1 Kondrojenik Farklılaştırılma Medyumu ile İndüklenen Olfaktör 

Mezenkimal Kök Hücrelerin Alcian Blue ile Boyanması 

Kondrojenik farklılaşmanın 26. gününde hücrelerin kondrojenik farklılaşmasının 

gösterilmesi için Alcian Blue kiti kullanıldı. Bunun için öncelikle besiyeri uzaklaştırıldı ve 

hücrelerin üzerine 2ml saf alkol pastör pipeti yardımıyla damlatıldı. 5 dakika oda 

ısısında bekletildikten sonra pastör pipeti yardımıyla 2ml dH2O ile alkolün yıkanması 

sağlandı. Daha sonra üzerine 2ml %3’lük asetik asit (Sciencell, 8378c) damlatıldı ve 3 

dakika bekletildi. Asetik asit uzaklaştırılarak 2ml  %1 Alcian Blue (pH: 2,5) ile 30-60 

dakika boyunca hücrelerin boyanması sağlandı. Boya uzaklaştırılarak 2 dakika 2ml dH2O 

ile yıkandı, üzerine %0,1’lik Nuclear Fast Red 10-20 dakika uygulandı ve boya 

uzaklaştırılarak dH2O ile yıkandı. Hücreler invert faz kontrast mikroskobuyla incelendi. 
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3.2.2 CM-DiI ile Olfaktör Kök Hücrelerin İşaretlenmesi 

Yüzey kaplaması %90’a ulaşan olfaktör kök hücrelerin besiyeri uzaklaştırıldı. Hücreler 

PBS ile 2 kez yıkandı. 5ml PBS içinde hazırlanan CM-DiI hücrelerin üzerine eklendi. 

Hücreler 37°C’ da 4 dakika, ardından 4°C’da 15 dakika inkübe edildi. Düşük sıcaklıktaki 

inkübasyon boyanın plazma membranında görünür olmasını sağlarken endositozisi 

yavaşlatır. Böylece boyanın sitoplazmik veziküllere yerleşmesini engeller. Boyama 

işlemi tamamlandığında flasktaki boya uzaklaştırıldı, hücreler PBS ile yıkandı ve 

hücrelerin besiyeri tazelenerek boya görünür hale gelinceye dek 37°C’ da inkübasyona 

bırakıldı. 

3.2.3 Çok Tabakalı Hücre Kitlesinin Hazırlanması 

Çok tabakalı hücre kitlesinin hazırlanması için, 25cm2’lik flask içinde kültürü yapılan 

olfaktör kök hücreler yüzey kaplaması %90’ a ulaştığında Tripsin-EDTA ile kaldırıldı. 

Pelletin hazırlanması için tripsinize edilip yıkama yapılan hücreler %90 yüzey kaplaması 

yapmış olan diğer bir 25cm2’lik flask içine eklendi. Bu işlem 8 kez olmak üzere gün aşırı 

tekrarlandı. 14. gün flaskın kenarına hafifçe vurularak hücrelerin flask yüzeyinden 

kalkmaları sağlandı. Elde edilen çok tabakalı hücre pelleti, içinde steril ve anti-anti 

içeren PBS bulunan steril bir petri kabı içine transfer edildi. Steril pensler yardımıyla 

1mm3’lük parçalara ayrılan çok tabakalı hücre pelleti, in vivo deneylerde kullanılmak 

üzere 500µL PBS içeren eppendorf tüplerine aktarıldı. Çok tabakalı hücre pelletinden 

ayrılan parçalardan bir kısmı, hücrelerin invazyon yeteneklerinin korunup 

korunmadığının belirlenmesi için 6 kuyulu petri kabına transfer edildi. Üzerine 

12mm2’lik lamel kapatıldıktan sonra %10 FBS içeren DMEM besiyerinde 37C°’da %5 

CO2 içeren etüvde inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin adezyonu 2 hafta boyunca 

gözlendi. 
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3.2.4 in vivo Deney Hayvanı Çalışmaları 

3.2.4.1 Ön çalışmalar 

3.2.4.1.1 Ratlarda Anestezi ve fasiyal paraliz oluşturulması 

Ön çalışmalar için 7 rata 5mg/kg intramusküler ksilazine HCl (Rompun %2 Bayer) ile 

premedikasyon yapıldıktan sonra 35mg/kg intramusküler ketamine HCl (Alfamine %10 

Ege Vet) ile genel anestezi sağlandı. Tüm hayvanlarda sağ kulak altındaki bölge tıraş 

edildi ve yaklaşık 1cm' lik insizyonla girilerek fasiyal sinir stilomastoid foremene en 

yakın bölgede Uzm. Dr. Ayşegül Karaaltın tarafından bulunup (Şekil 3. 3) kesi yapıldı 

(Şekil 3. 4) ve 0,2mm’lik segment çıkartıldı. Fasiyal sinir kesisi sonrası, sinir uçları Zeiss 

mikroskop (Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY), altında 11.0 mikrosuture  (Ethicon Inc, 

Somerville, NJ) edildi. 

 

Şekil 3.3 Rat fasiyal sinirin bulunması 
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Şekil 3.4 Rat fasiyal sinirinde tam kat kesi ile paraliz oluşturulması. 

Yüz siniri, oldukça ince bir sinir olduğundan, hücre transplantasyonunda hasar 

bölgesine hücre lokasyonunun sağlanması önemlidir. Bu nedenle çalışmamızda, kültürü 

yapılıp CM-DiI ile işaretlenen hücreler 4 farklı şekilde hazırlandı (Çizelge 3. 1). 

Hazırlanan hücreler 0,2ml’ lik eppendorf tüpler içinde, soğuk taşıma ortamında Bezm-i 

Alem Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarına getirildi ve hasar bölgesine 

transplantasyon yapıldı. 

Çizelge 3.1 

Yöntem 
Adı 

Yöntem Açıklaması Rat 
No 

Yöntem 1 Hasar bölgesine 10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 olfaktör kök 
hücre inoküle edildi 

1 

Yöntem 2 Hasar bölgesine 10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 olfaktör kök 
hücre inoküle edildi ve inokülasyon bölgesi rattan alınan yaklaşık 1mm

3
 yağ 

dokusu ile (fasya) ile sarıldı 

2 

Yöntem 3 Hasar bölgesine 10µl PBS içinde CM-DiI ile işaretlenen 500.000 olfaktör kök 
hücre inoküle edildi ve inokülasyon bölgesine fibrin glue+olfaktör kök hücre 

uygulaması yapıldı 

3, 4 

Yöntem 4 Hasar bölgesine CM-DiI ile işaretlenen çok tabakalı hücre kitlesi inoküle 
edildi. 

5, 6 

Kontrol Hasar bölgesine 10µl PBS aktarıldı 7 
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3.2.4.2 in vivo Ön Çalışmaların Değerlendirilmesi 

Çalışma kapsamında in vivo ön çalışmaların değerlendirilmesinde ratların fizyolojik 

değerlendirmesi, tam kat kesi öncesi ve sonrası Wiskers skorlama olarak preoperatif ve 

postoperatif olarak skorlama yapıldı. Elde edilen sonuçlar Mann-Whitney U istatistik 

yöntemi ile değerlendirildi. 

3.2.5 Esas Çalışmalar 

3.2.5.1 Ratlara Anestezi Verilmesi ve fasiyal paraliz oluşturulması 

Çalışma kapsamında 3 gruba ayrılan 27 adet rata 5mg/kg intramusküler ksilazine HCl 

(Rompun %2 Bayer) ile premedikasyon yapıldıktan sonra 35mg/kg intramusküler 

ketamine HCl (Alfamine %10 Ege Vet) ile genel anestezi sağlandı. Deneyin birinci 

gününde tüm gruptaki hayvanlarda sağ kulak altındaki bölge tıraş edildi ve yaklaşık 

1cm’ lik insizyonla girilerek fasiyal sinir stilomastoid foramene en yakın bölge Uzm. Dr. 

Ayşegül BATIOĞLU KARAALTIN, Doç. Dr. Mehmet Veli KARAALTIN, Uzm. Dr. Belit Merve 

ŞENER ve Asistan Dr. Artunç Kaan TURANOĞLU tarafından bulunup (Şekil 3. 5) kesi 

yapıldı (Şekil 3. 6) ve 0,2mm’lik segment eksize edildi. Fasial sinir kesisi sonrası, sinir 

uçları Zeiss mikroskop (Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY), altında 11.0 sütür ile nörotube 

konduite mikrosuture  (Ethicon Inc, Somerville, NJ) edildi (Şekil 3. 7). M, T ve K olarak 3 

gruba ayrılan ratlara yapılan uygulama çizelge 3. 2’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.5 Fasiyal sinirin bulunması 
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Şekil 3.6 Fasiyal sinirin kesilmesi 

 

Şekil 3.7 Kesilen sinir uçlarının konduite anastomozu 
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Çizelge 3.2 Deney Grupları 

M grubu Ratların sol fasiyal siniri kesildikten sonra açık kalan konduit içine CM-DiI ile 

işaretlenen çok tabakalı olfaktör kök hücre kitlesi 100µL pipet yardımıyla 

aktarıldı 

T grubu Ratların sol fasiyal siniri kesildikten sonra sinir uçları konduite anastomoz 

yapıldı ve konduitin içine 100µL pipet yardımıyla PBS eklendi 

K grubu Ratların sol fasiyal siniri kesildikten sonra sinir uçları konduite anastomoz 

yapıldı. 

 

Postoperatif dönemde işlem yapılan bölgede akıntı, kızarıklık ya da şişme takip edildi. 

Deney öncesi fasiyal paralizin ölçümü, deney sonrası ise iyileşmenin belirlenmesi için 

tam kat kesi öncesi ve sonrası bıyık hareketleri, Wiskers skorlama olarak ölçüldü. 

3.2.5.2 Whiskers Skorlama 

Bıyık hareketleri 5 point-skalaya göre değerlendirildi. 0:hiç hareket yok; 1: Güçlükle 

farkedilebilir hareket; 2: Az anlamlı hareket; 3: Anlamlı fakat simetrik olmayan hareket; 

4:Simetrik hareket. 

3.2.5.3 Elektromiyografi 

Elektrofizyolojik incelemeler Uzman Doktor Turgut Adatepe tarafından Neuro-MEP 2 

kanallı dijital EMG ve EP cihazı (Neurosoft, Russia) ile yapıldı. Toprak elektrot olarak 

kullanılan subdermal tekli iğne elektrot (Subdermal Single Needle Electrodes,13 mm ve 

0.4mm 27G TE/S50716-002, Technomed, USA) sağ arka ayağa yerleştirildi (Şekil 3. 8).  



60 

 

 

Şekil 3.8 Ratlara EMG elektrotlarının bağlanması 

 

Ratlarda sağ tarafa yapılan fasiyal sinir kesisi ve tamiri sonrası dudak kasları üzerine 

kayıt elektrot olarak yapışkan yüzey elektrotları (Plaquette Adhesive Surface 

Electrodes, TE/K50431-002, Techmomed, USA) yerleştirildi (Şekil 3. 9).  

 

 

Şekil 3.9 Dudak kasları üzerine kayıt elektrot olarak yapışkan yüzey elektrotlarının 

yerleştirilmesi 
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Fasiyal sinir ana turunkusu sağda (fasiyal sinir kesisi yapılan taraf) ve solda (kontrol) 

stilomastiod foramenden çıktığı yerde yapılan kesinin hemen proksimalinden (fasiyal 

sinir ana trunkusuna tam kesinin hemen proksimaline dış kulak yolunun 2-3mm altına) 

maksimum ulaşılan şiddetin %10 üzerinde bir şiddette (supramaksimal) elektriksel 

olarak uyarıldı (Şekil 3. 10).  

 

 

Şekil 3.10 Toprak elektrot olarak kullanılan subdermal tekli iğne elektrot (A). Dudak 

kasları üzerine kayıt elektrot olarak yapışkan yüzey elektrotları (B). 

 

Elde edilen bileşik kas aksiyon potansiyelleri ölçülerek milisaniye cinsinden latans, 

milivolt cinsinden amplitüd, milisaniye cinsinden süre ve milisaniye X milivolt cinsinden 

alan değerleri kaydedildi. ENoG incelemesi, fasiyal sinir kesisi yapılmadan önce, kesi 

yapıldıktan sonra rekonstrüksiyondan önce ve rekonstrüksiyondan sonra 2., 4., 6., 8. ve 

10. haftalarda tekrarlandı. Elektrofizyolojik incelemeler tek kör olarak çalışıldı. 

Amplitüd değerleri hasarda akson kaybını, rejenerasyonda da aksonal rejenerasyonu 

gösterdiği için sinir iyileşmesi tüm gruplarda kesi sonrası 0’a düşen amplitüd 

değerlerinin yükselişi ile takip edildi.  

A 
B 
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3.2.5.4 Histopatolojik İnceleme 

10. hafta sonunda histopatolojik çalışma için ratlar 100mg/kg intramuskular Ketamine 

HCl ile sakrifiye edildi. Fasiyal sinir dokuları, 0,5ml PBS içeren steril 2ml’lik eppendorf 

tüpleri içinde İstanbul Eğitim Araştırma Hastanesi Patoloji Laboratuvarı’na götürüldü. 

Biyopsi örnekleri burada, 10% formalin içerisinde fikse edildi parafim bloklara gömüldü 

ve mikrotom ile kesitler hazırlandı. Hazırlanan preparatlar hematoksilen, eosin (Merck, 

Darmstadt, Germany) ve rejenerasyonu değerlendirmek için toluidin blue (Merck, 

Darmstadt, Germany) ve troponin C gibi kalsiyum bağlı protein ailesinin üyesi olup 

Schwann hücrelerinin boyanmasını sağlayan S100 boyası ile boyandı. Boyama işleminin 

ardından preparatlar Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü Hücre Kültürü 

ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’na getirilerek ters faz kontrast mikroskobu altında 

UV ışıkta incelendi. 

3.2.5.4.1 Hücrelerin 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile işaretlenmesi 

Hazırlanan preparatların DAPI boyama işlemi Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik 

Bölümü Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. Boyama 

işlemi öncesi distile su ile 5mg/ml stok DAPI solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan stok 

solüsyon 300nM olacak şekilde PBS ile seyreltilerek çalışma solüsyonu olarak 

hazırlandı. Hazırlanan çalışma solüsyonu preparatların üzerine uygulandı ve 3 dakika 

inkübe edilir. Örnek birkaç kez PBS ile yıkanır.  

3.2.6 İstatistik 

Ratların bıyık hareketlerine bağlı Whiskers skorlama sonucu elde edilen veriler Mann 

Whitney U istatistiği kullanılarak hesaplandı. Elektrofizyolojik test sonuçları ise ANOVA 

ve student t-test kullanılarak değerlendirildi. Tüm veriler Statistical Packages of Social 

Sciences (SPSS, version 16.0 for Windows) ile değerlendirilmiş ve p<0.05 istatistiki 

olarak anlamlı kabul edildi.  
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BÖLÜM 4 

DENEYSEL SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

Çalışmanın amacına uygun olarak deneysel çalışmalar in vitro ve in vivo çalışmalar 

olarak 2 temel başlık altında toplandı. in vitro çalışmalarda; farklı donörlerin olfaktör 

mukozalarından kök hücrelerin izolasyonu, kültüre adaptasyonu, devamlı kültürünün 

yapılması, kriyoprezervasyonu ve kriyobankının oluşturulması sağlandı. İkinci aşamada 

olfaktör kök hücrelerin, fasiyal paraliz oluşturulan ratlarda periferik sinir 

rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi için 7 adet rat ile ön çalışmalar yapılıp ardından 

ön çalışma sonuçlarına göre belirlenen stratejiler kullanılarak 27 rat ile deneysel 

çalışmalar tamamlandı. Elde edilen tüm sonuçlar, morfolojik, immün fenotipik, 

histolojik ve istatistiksel olarak değerlendirildi. 

4.1 in vitro Deneysel Çalışmalar 

4.1.1 Farklı Donörlerden Olfaktör Biyopsilerin Elde Edilmesi 

İstanbul Eğitim Araştırma Hastanesi Etik Kurulu’ndan alınan izinle olfaktör bölgeden 

0,3mm çapında biyopsi alınmak üzere tüm gönüllülere işlem hakkında bilgi verildi ve 

yazılı onamları alındı. Çalışmada septoplasti operasyonu yapılan 20, 36 ve 41 

yaşlarındaki 3 erkek bireyden 0° teleskop (Karl Storz, Tuttlingen, Germany) ile 

endoskopik görüş altında olfaktör bölgeden biyopsiler Uzm Dr. Ayşegül BATIOĞLU 

KARAALTIN TARAFINDAN alındı. İzole edilip kültürü yapılan olfaktör mezenkimal kök 

hücrelerin morfolojik özellikleri ve çoğalma kapasiteleri, ilerleyen pasajlarda morfolojik 

incelemeler ve hücre sayımı ile karşılaştırıldığında donörler arasında yaşa bağlı belirgin 

bir fark gözlenmedi. Bu nedenle tez çalışmasının ilerleyen aşamalarında 36 yaşındaki 
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bireyden elde edilen OKH’ler kullanıldı.  

4.1.2 Olfaktör Biyopsisinden Olfaktör Kök Hücrelerin İzolasyonu ve Kültürünün 

Yapılması 

Olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin izolasyonunda olfaktör epitel bölge ile kök 

hücrelerin bulunduğu lamina propria tabakasının ayrılması için kazıma yöntemi 

kullanılmakla, izolasyon için steril kabin şartlarından uzaklaşmaya ve mikroskoba gerek 

kalmadan dokuların birbirlerinden ayrılması sağlandı. Lamina propriadan hücrelerin 

ayrılması ve devamlı kültürünün yapılması için eş büyüklükte 6 parçaya ayrılan ve 

düşük glikozlu DMEM besiyerlerinde kültürü yapılan olfaktör hücrelerin ilerleyen 

pasajlarda yapılan morfolojik incelemelerinde hücrelerin mezenkimal kök hücre 

morfolojisine sahip hücreler oldukları gözlendi.  

%10 FBS içeren DMEM besiyerinde primer kültürü yapılan olfaktör dokudan hücrelerin 

adezyonu 8. günde görüldü (Şekil 4.1). Yüzey kaplaması %80’ e ulaştığında hücreler 

25cm2’lik flasklara pasajlandı. Hücrelerin alt kültürleri devam ettirildi (Şekil 4.2) 

 

 

Şekil 4.1 Olfaktör doku biyopsisinden izole edilen kök hücrelerin kültürü. Hücrelerin 
dokudan adezyonu, 8. Gün (10X) 
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Şekil 4.2 Olfaktör dokudan elde edilen hücrelerin alt kültürü. 1. pasaj,14. Gün (20 X) 

 

4.1.3 Olfaktör Bölgeden Elde Edilen Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Çalışmada olfaktör bölgeden izole edilen hücrelerin kök hücre özelliklerinin 

belirlenmesi için farklılaşma ve immünfenotipleme yöntemleri kullanıldı.  

4.1.3.1 Olfaktör Bölgeden Elde Edilen Hücrelerin Adipojenik Kondrojenik Nörojenik 

Farklılaşması 

Olfaktör biyopsilerden izole edilip kültürü yapılan hücrelerin Adipojenik Kondrojenik 

Nörojenik farklılaşma medyumları ile indüklenmesi sonucunda invert faz kontrast 

mikroskobu ile yapılan inceleme ile hücrelerin adiposit hücrelerine dönüştükleri ve 

hücre içi yağ veziküllerinin oluştuğu görüldü (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3 Olfaktör kök hücrelerin adipojenik farklılaşması 

Nörojenik farklılaşma medyumu ile indüklenen hücrelerin kullanılan Mesenchymal 

Stem Cell Neurogenic Differentiation Kit'te belirtilen morfolojiye sahip, sinir hücre 

benzeri akson ve dendritik uzantıları olan hücreler oldukları gözlendi (Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.4 Olfaktör kök hücrelerin nörojenik farklılaşması 

Kondrojenik farklılaşma medyumu ile indüklenen olfaktör kök hücreler, farklılaşmayı 

takiben Alcian Blue ile boyandı. İnvert faz kontrast mikroskobu ile yapılan inceleme 

sonucunda farklılaşan hücrelerin mavi boyandıkları gözlendi (Şekil 4.5).   

 

Hücre içi yağ 
vezikülleri 

Nöron 
benzeri hücre 
morfolojisine 
sahip 
hücreler 
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Şekil 4.5 Olfaktör kök hücrelerin kondrojenik farklılaşması. Alcian Blue ile boyama (10X) 

 

Böylece elde ettiğimiz hücrelerin kök hücrelerin özelliği olan adipojenik, nörojenik ve 

kondrojenik farklılaşma özelliğine sahip oldukları görüldü.  

4.1.3.2 Olfaktör Bölgeden İzole Edilip Kültürü Yapılan Hücrelerin 

İmmünofenotiplendirilmesi 

Olfaktör bölgeden izole edilip kültürü yapılan 2 pasajındaki hücrelerin 

immünofenotiplendirilmesi için FACSCalibur akım sitometri cihazı kullanılarak yapılan 

analiz sonuçlarına göre; elde edilen hücrelerin, mezenkimal kök hücreler için pozitif 

yüzey markerları olan CD14-PE, CD44, anti-human CD90, CD146, CD73, CD29, CD105 

markerlarını yüksek seviyede, negatif yüzey markerları olan CD117, CD11b, CD13, anti-

human CD116, Mouse IgG1, HLA-ABC, Mouse IgG1 K, Mouse IgG1, anti-HLA-DR 

markerlarını ise düşük seviyede eksprese ettikleri gösterildi (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6 Olfaktör kök hücrelerin immünfenotiplendirilmesi. 

4.1.4 Olfaktör Kök Hücrelerin CM-DiI ile işaretlenmesi 

CM-DiI ile işaretlenen OKH’ler invert mikroskop altında incelendi. Boya ile 

inkübasyonun ardından 4 saat kültürde bekletilen hücrelerin floresan ışık altında yeşil 

filtre ile yapılan görüntülenmesinde yüzey kaplaması gerçekleşen flask içindeki tüm 

alanlardaki hücrelerin boyandığı görüldü. Böylece boyama optimizasyonu sağlandı ve 

sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere uygulanacak boyama yöntemi belirlendi (Şekil 

4.7).  

 

Şekil 4.7 CM-DiI ile işaretlen olfaktör kök hücreler (A. 10X, B. 40X) 

A B 
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4.1.5 Çok Tabakalı Hücre Pelleti Oluşturulması 

CM-DiI ile işaretlenen olfaktör kök hücrelerin üst üste pasaj yapılarak hazırlanan çok 

tabakalı hücre kitlesinin invert faz kontrast mikroskopta hem beyaz ışık altında  hem de 

yeşil filtre ile UV ışık altında yapılan incelemelere göre kültürdeki hücrelerin 

canlılıklarını korudukları ve adezyon kabiliyetlerini sürdürdükleri gözlendi (Şekil 4.8, 

4.9, 4.10). 

 

 

Şekil 4.8 Çok tabakalı hücre kitlesi elde etmek amacıyla kültürü yapılan OKH’ler. Tek 
tabakalı hücreler (A), trpisinize edilerek 2. flask içine pasajlanan OKH’ler (B) (20X) 

 

 

 

Şekil 4.9 Üst üste 9 pasaj yapılan OKH’lerin mikroskobik görüntüsü (20X) 

A B 
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Şekil 4.10 Üst üste 9 pasaj yapılan CM-DiI ile işaretlenen OKH’lerin mikroskobik 
görüntüsü (20X) 

 

4.1.5.1 Hücre pelletinin in vivo transplantasyon için hazırlanması 

CM-DiI ile boyanıp birer gün ara ile üst üste pasajlanan OKH’lerden oluşan hücre 

pelleti, 9. pasajın ardından flaska hafifçe vurularak flaskın köşelerinden başlayarak 

ayrıldı (Şekil 4. 11). Elde edilen pellet enjektör ucu yardımıyla gözle eşit görülen 

parçalara ayrılarak içinde PBS bulunan 0,2ml’lik eppendorf tüplerine aktarıldı. 
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Şekil 4.11 CM-DiI ile işaretlenen olfaktör kök hücrelerden hazırlanan çok tabakalı hücre 
kitlesi (10X) 

 

4.1.5.2 Ön çalışma sonuçları 

4.1.5.2.1 Wiskers Skorlama Sonuçları 

Ratlarda deney öncesi fasiyal paralizin ölçümü, deney sonrası ise iyileşmenin 

belirlenmesi için tam kat kesi öncesi ve sonrası bıyık hareketleri Wiskers skorlama 

olarak ölçüldü. Buna göre 7 ratın preop bıyık hareketlerinin skorları 4 olarak belirlendi. 

Fasiyal kesi sonrası 4 farklı yöntem kullanılarak kök hücrelerin kesi bölgesine 

inokülasyonu sağlandıktan sonra ratların 4., 6., ve 8., haftalarda yapılan whiskers 

skorlamalarına göre kök hücre uygulanan ratlarda bıyık hareketlerinde kontrole göre 

artış gözlendi. Sonuçlar Mann Whitney U istatistiği kullanılarak hesaplandı (p<0,05). 

Elde edilen sonuçlara göre olfaktör kök hücrelerden elde edilen çok tabakalı hücre 

kitlesinin diğer hücrelere göre 2. ayda sinir rejenerasyonunu sağladığı belirlendi. 

Böylece in vivo çalışmalarda OKH’lerin hasar bölgesine inokülasyonu için çok tabakalı 

hücre kitlesi kullanılması uygun olduğu belirlendi (Çizelge 4.1). 
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Çizelge 4.1 Ön çalışma Wiskers Skorlama sonuçları. 

Ratlar Preop değeri Postop 4. Hafta Postop 6. Hafta Postop 8. Hafta 

1. Rat 4 0 1 2 

2. Rat 4 1 2 3 

3 ve 4. Rat 4 2 2 3 

5 ve 6. Rat 4 2 3 4 

7. Rat 4 0 0 1 

4.2 Esas Çalışmalar 

Ratlarda deney öncesi fasiyal paralizin ölçümü, deney sonrası ise iyileşmenin 

belirlenmesi için tam kat kesi öncesi ve sonrası bıyık hareketleri Wiskers skorlama 

olarak ölçüldü. Wiskers skorlama için 27 adet ratın bıyık hareketleri incelendi, herhangi 

bir patoloji izlenmediğinden tüm ratlar için preop wiskers skor değeri 5point-skalaya 

göre değerlendirildi (0: hiç hareket yok; 1: güçlükle farkedilebilir hareket; 2: az anlamlı 

hareket; 3: anlamlı fakat simetrik olmayan hareket; 4: simetrik hareket). Bu dönemde 

işlem yapılan bölge akıntı, kızarıklık ya da şişme açısından ve ratlar da bıyık hareketleri 

yönünden takip edildi. Bıyık hareketleri Ratların postop 2, 4, 6, 8 ve 10. haftalardaki 

elektrofizyolojik değerlendirmelerinde, her seferinde 5mg/kg intramusküler ksilazine 

HCl (Rompun %2 Bayer) ile premedikasyon ve 35mg/kg intramusküler ketamine HCl 

(Alfamine %10 Ege Vet) ile genel anestezi uygulandı. Anestezi sonrası elektrofizyolojik 

testler ile sinir hasarındaki düzelme kaydedildi.  
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4.2.1 Esas Çalışmaların Wiskers Skorlama Sonuçları 

Fasiyal sinir kesisi öncesi tüm ratlarda yüz kaslarının hareketli, bıyık hareketlerinin 

simetrik olduğu belirlendi. Fasiyal sinir kesisinden sonra tüm gruplarda sağ taraftaki 

bıyıklar hareketini kaybetti. Klinik gözlemlerde bıyık hareketlerinde 5 nokta skalasına 

göre ortalama 4.hafta K grubunda 0,4±0,5;  T grubunda 0,7±0,5;  M grubunda 1,0±0,5 

olarak kaydedilirken 10. hafta K grubunda 1,4±0,5;  T grubunda 1,8±0,4;  M grubunda 

3,0±0,5 olarak kaydedildi. 6. haftadan itibaren tüm grup skorlarındaki artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmakla birlikte M grubundaki skorların sinir kesisi öncesi normal 

skorlara ulaşmada 6. haftadan itibaren K grubundan, 10. Haftadan itibaren T 

grubundan anlamlı farklı olduğu izlendi (p<0,001) (Çizelge 4.2, Şekil 4.12). 

 

Çizelge 4.2 Esas Çalışmaların Wiskers Skorlama Sonuçları 

Haftalar  Whiskers Skorlama  

 M Grubu T Grubu K Grubu 

4. Hafta 1,0±0,5 0,7±0,5 0,4±0,5 

10. Hafta 3,0±0,5 1,8±0,4 1,4±0,5 
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Şekil 4.12 Fasiyal sinir kesisi sonrası 0’a düşen bıyık hareket skorundaki artışın gruplara 

göre dağılımı 

4.2.2 Olfaktör Kök Hücre Transplante Edilen Ratlarda EMG ile Fasiyal Sinirin 

Elektrofizyolojik Değerlendirmesi 

Ratlarda deney öncesi fasiyal paralizin ölçümü, deney sonrası ise iyileşmenin 

belirlenmesi için tam kat kesi öncesi ve sonrası bıyık hareketleri Wiskers skorlama 

olarak ölçüldü. Latens ve amplitüd değerleri ise elektromiyografi (EMG) ile ölçüldü. 

Aksonal rejenerasyon hızı amplitüd değerlerindeki artış üzerinden değerlendirildi. Buna 

göre de ikinci haftadan itibaren tüm gruplardaki amplitüd artışı (sinir kesisi sonrası 

değerlere göre) istatistiksel olarak anlamlı bulunmakla birlikte M grubundaki amplitüd 

değerlerinin sinir kesisi öncesi değerlere ulaşmada 2. haftadan itibaren K grubunda, 4. 

haftadan itibaren T grubundan anlamlı farklı olduğu izlendi (p=0,030, p>0,001) (Çizelge 

4.3). 
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Çizelge 4.3 Grupların haftalara göre amplitüd (mV) ortalamaları 

Amplitüd (mV)  M grubu T grubu K grubu 0.119 

0. Hafta (Önce)  7,1±1,1 7.9±1,8 8,6±1,6 <0.001 

0. Hafta (Sonra)  1,1±0,8 0,0±0,1 0,1±0,1 0,012 

2. Hafta  1,2±0,8 0,3±0,2 0,5±0,3  0,011 

4. Hafta  2,3±0,9 1,0±0,5 1,4±0,7 0,004 

6. Hafta 3,1±0,7 2,2±0,6 1,8±0,8 <0,001 

8. Hafta 4,7±0,9 2,6±0,6 3,1±0,6 <0,001 

10. Hafta 5,4±0,7 4,0±0,5 3,6±0,6 <0,001  

p <0,01 <0,01 <0,01  

 

Amplitüd değerleri hasarda akson kaybını, rejenerasyonda da aksonal toparlanmayı 

gösterdiği için sinir iyileşmesi tüm gruplarda kesi sonrası 0’a düşen amplitüd 

değerlerinin yükselişi ile takip edildi. Sinir kesisi yapılmadan önce elde ettiğimiz ENoG 

yanıtları ortalama 1ms latensli ve 8-10 mV amplitüdlü iken sinir kesildikten sonra kesi 

proksimalinden yapılan uyarıya yanıt alınamadı. Rekonstrüksiyon sonrası M grubunda 

2. hafta geç latensli (2ms) ve düşük amplitüdlü (0,3mV) yanıtlar alınmaya başlanırken, 

4. hafta 1mV amplitüdlü polifazik yanıtlar elde edildi (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13 Kesi öncesi A, sonrası B ve 2. Haftadan itibaren amplitüd değerlerindeki 

yükseliş C 

 

Rekonstrüksiyon sonrası M grubunda 2. hafta geç latensli (2ms) ve düşük amplitüdlü 

(0,3mV) yanıtlar alınmaya başlanırken, 4. hafta 1mV amplitüdlü polifazik yanıtlar elde 

edildi (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.14 4. hafta 1mV amplitüdlü polifazik yanıtlar 

 

2., 4., 6., 8. ve 10. haftalarda yapılan ENoG incelemelerinde latens, amplitüd, süre ve 

alan değerleri kaydedilse de aksonal rejenerasyon hızı amplitüd değerlerindeki artış 

üzerinden değerlendirildi. İkinci haftadan itibaren tüm gruplardaki amplitüd artışı (sinir 

kesisi sonrası değerlere göre) istatistiksel olarak anlamlı bulunmakla birlikte (Çizelge 

4.2), 3. gruptaki amplitüd değerlerinin sinir kesisi öncesi değerlere ulaşmada 2. 

haftadan itibaren K grubundan, 4.haftadan itibaren T grubundan anlamlı olarak farklı 

olduğu izlendi (p=0,030, p>0,001). 
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4.2.3 Bıyık Hareketleri ve Aksonal Rejenerasyonun Korelasyonu 

Bıyık hareket skorlarındaki artış ile aksonal rejenerasyon hızındaki artış arasında 

korelasyon Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 16.0 for Windows) ile 

değerlendirildi ve p<0.05 istatistiki olarak anlamlı kabul edildi (p=0,001, r=0,769). 

4.2.4 Lif Dejenerasyonu 

Dejenerasyon derecesi elde edilen bileşik aksiyon potansiyellerinin amplitüdleriyle 

doğrudan ilişkilidir. Bu ilişkiden yararlanılarak sağlam ve hasta taraf cevapları 

karşılaştırıldı ve aksonal dejenerasyonun yüzdesi belirlendi. Buna göre; fasiyal sinir tam 

kat kesisi sonrası lif dejenerayonu K grubunda %98,9±1,9;  T grubunda %99,3±1,2;  M 

grubunda %81,9±10,3 iken rekonstrüksiyon sonrası 10. haftada K grubunda %54,9±8,6;  

T grubunda %51,2±8,3;  M grubunda %26,6±7,4 olarak belirlendi. Fasiyal sinir tam kat 

kesisi sonrası M Grubundaki lif dejenerasyonunun, sinir kesisi öncesi normal değerlere 

ulaşmada 4. haftadan itibaren T ve K grubundan anlamlı farklı olduğu izlendi (p=0,005) 

(Çizelge 4.4) (Şekil 4.15).  

 

Çizelge 4.4 4 ve 10. haftalardaki lif dejenerasyonu yüzdeleri 

Haftalar  Lif Dejenerasyonu 

 M Grubu T Grubu K Grubu 

4. Hafta %81,9±10,3 %99,3±1,2 %98,9±1,9 

10. Hafta %26,6±7,4 %51,2±8,3 %54,9±8,6 
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Şekil 4. 15 Gruplara göre akson hasarının haftalara göre düzelmesi  

4.2.5 Fasiyal sinirin histolojik analizi 

Hematoksilen eosin ve toluidine blue ile boyanan preparatların mikroskobik 

incelemesinde T ve K grubunda 10. haftada yara iyileşmesine bağlı konnektif doku artışı 

ve desorganize nöral fibriller görülürken, M grubunda sinir fasiküllerinin daha organize 

olduğu ve normal sinir aksial kesitine benzediği görüldü. Floresan mikroskobu altında 

sinir aksiyal kesitinde CM-Dil ile işaretlenmiş OE-MKH' ler fibriller arasında kırmızı 

renkte izlendi (Şekil 4.16) 

 

  

Şekil 4.16 Sinir aksiyal kesitinde CM-Dil ile işaretlenmiş OE-MKHler (Floresan 

mikroskobu X60). 
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4.2.6 S100 boyama sonuçları 

Fasiyal sinirin parafim kesitlerinin S100 boyası ile boyanması sonucu OKH verilen 

grupta hasar bölgesindeki sinirin remyelinizasyonunu sağlayan Schwann hücrelerinin 

bulunduğu bölgelerin kahverengi olarak boyandığı görüldü (Şekil 4.17). S100 boyası ile.  

 

 

Şekil 4.17 Schwann hücrelerinin bulunduğu alanlar (kahverengi) 

4.3 Tartışma 

Bu çalışmada farklı donörlerin olfaktör mukozasından alınan örneklerden olfaktör kök 

hücrelerin izolasyonu, kültürünün yapılması, karakterizasyonu, kriyoprezervasyonu ve 

ilk kez olarak sinir rejenerasyonunda kullanılmak üzere çok tabakalı kök hücre kitlesi 

elde edildikten sonra fasiyal paraliz oluşturulmuş ratlarda sinir rejenerasyonuna etkisi 

gösterildi. 

Çeşitli nedenlerden kaynaklanan sinir hasarları, insan sağlığını ciddi olarak etkilemenin 

yanında estetik ve dolayısıyla psikolojik problemlere de neden olur [140], [141], [142]. 

Şimdiye kadar bu patolojinin tedavisine yönelik çeşitli tedavi yaklaşımları 

uygulanmasına rağmen gerek iyileşme hızı gerekse de iyileşme hızına bağlı sekeller 

hastalığın tedavisinin önünde önemli engeller oluşturmaktadır [49], [143], [144], [145], 

[146]. Bu nedenle hasar görmüş sinire bağlı patolojilerin giderilmesinde yeni 
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yaklaşımların geliştirilmesi oldukça önemlidir. Son yıllarda kök hücre alanındaki 

gelişmeler ve kök hücreye dayalı tedavi yaklaşımlarındaki ilerlemeler nörolojik 

hastalıkların tedavisinde de yeni ümitlere yol açmaktadır. Yapılan çalışmalarda 

Parkinson, Alzheimer, gibi hastalıkların tedavisinde kök hücreler ile tedaviye yönelik 

alınan olumlu sonuçlar [64], [147], [148], [149], kök hücrelerin klinikte kullanılmasına 

olan ilgiyi giderek arttırmıştır. Aynı zamanda periferik fasiyal sinir hasarlarının 

tedavisinde yağ dokusundan elde edilen kök hücreler ile yapılan çalışmada bazı olumlu 

sonuçlar elde edilmiş ancak yeterli olmamıştır [12], [32]. Bunun yanında hipokampüs 

kaynaklı nöral kök hücrelerin periferik fasiyal sinir hasarlarında kullanıldığı bir 

çalışmada Schwann hücre yerine nöral kök hücre kullanılması ile Schwann hücrelerin 

kaynağının sınırlı olmasına bağlı dezanantajların giderildiği bildirilmiştir [150]. Ancak 

hipokampüs kaynaklı kök hücrelerin klinik uygulamalarda kullanılması günümüzde 

mümkün olmadığından bu yöntemin sinir hasarlarında klinik kullanımı mümkün 

olmamaktadır.  

Son yıllarda kök hücre niş kavramı ile ilgili gelişmeler tedavinin temelinde kök 

hücrelerin tek başına değil aynı zamanda onların bulundukları niş ortamının da mutlaka 

dikkate alınmasının gerekli olduğunu ortaya koymaktadır [106], [151], [152]. Ancak 

şimdiye kadar fasiyal sinir hasarlarının rejenerasyonunda bu alanda herhangi bir 

çalışma yapılmamıştır. Bu nedenle bu tez çalışmasında hasar görmüş sinir hücrelerinin 

tedavisinde tedavi hedefleri niş temelleri dikkate alınarak belirlendi. Böylece sinir 

rejenerasyonunda ulaşılabilir tek nöral kök hücre kaynağı olan olfaktör dokudan [23], 

[24], [26], [109], [153], [154], [155] elde edilen kök hücrelerin fasiyal sinir hasarlarına 

etkisini incelemeyi amaçladık. Bunun esas nedenlerinden biri olfaktör bölgenin niş 

komponentlerinin sinirin rejenerasyonunu sağlamada uygun bir aday kök hücre 

kaynağı olduğunun düşünülmesidir.  

Literatürde, hücresel tedavilerde otolog hücre kaynaklarının kullanılmasının önemi 

vurgulanmaktadır. Bunun en önemli nedeni nakledilen retrovirüs ve lentivirüsler ile 

indüklenmiş pluripotent hücrelerdeki ekzojen DNA ya da bu yönteme alternatif olarak 

geliştirilen plazmid bazlı ya da protein RNA veya küçük moleküller ile yapılan 

manipülasyonlarla geri dönüşümsüz genetik modifikasyonları içeren hücresel ürünlerin 
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hastaya nakledilmesiyle oluşabilecek potansiyel problemlerdir. Otolog kök hücrelerin 

indüklenmiş kök hücrelerden farklı olarak immün ret riski bulunmaz. Diğer yandan 

hasta kaynaklı kök hücreler epigenetik hafızayı muhafaza edemediklerinden tamamen 

farklılaşmış dokuların gelişmesini sınırlarlar. Tüm bu avantajlarının yanında hasta 

kaynaklı farklılaşmamış kök hücrelerin otolog transplantasyonunda nakledilen 

hücrelerin tümör hücresi gibi davrandıkları ve kanser oluşturma risklerinin bulunduğu 

bildirilmiştir. Oysaki nöral kök hücreler gibi farklılaşma potansiyelleri daha düşük olan 

ve farklılaşmamış hücrelere göre daha fazla farklılaşmış olan kök hücrelerin 

kullanımının tümörojenite riskini azalttığı bildirilmiştir [156]. Bu bilgiler ışığında 

hücresel tedavilerde otolog kök hücrelerin kullanımının mevcut tedavi yaklaşımları 

içinde en uygun olduğu düşünülebilir. Böylece niş temelleri de göz önüne alındığında 

özellikle de sinir hasarlarından ulaşılabilir ve hasta açısından alınması risk oluşturmayan 

tek nöral kök hücre kaynağı olan olfaktör bölgeden elde edilen olfaktör kök 

kullanılması, sinir hasarlarının tedavisi için oldukça umut vericidir. Tüm bu veriler göz 

önüne alındığında bu tez çalışmasında deneysel fasiyal paraliz oluşturan ratlarda 

olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin sinir rejenerasyonuna etkisini belirlemeyi 

amaçladık.  

Amaca ulaşmak için tez kapsamında deneyler 2 aşamada gerçekleştirildi. 1. aşamada 

İstanbul Eğitim ve Araştırma Hastanesi Kulak Burun Boğaz Baş ve Boyun Cerrahisi 

Bölümü’nde onamı alınan 20, 36 ve 41 yaşlarında 3 erkek donörden septoplasti 

operasyonu sonrası olfaktör mukoza biyopsileri Uzm. Dr. Ayşegül Batıoğlu Karaaltın 

tarafından alındı. Soğuk taşıma ortamında Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik 

Bölümü Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’na getirildi. Olfaktör 

biyopsilerin kök hücrelerin izolasyonu için literatürde Dispaz enzimi ile inkübasyonun 

ardından olfaktör epitel ve kök hücreleri içeren lamina propria tabakasının fiziksel 

olarak ayrılması, parçalara ayrılan lamina propria tabakasından hücrelerin kültür 

kaplarına adezyonunun yapılması için lamel ile kapatılarak %10 FBS içeren DMEM 

besiyerinde inkübasyon yöntemi gösterilmiştir [153]. Tez çalışması kapsamında 

laboratuarımıza getirilen biyopsi örnekleri literatüre uygun şekilde hazırlandı. İzolasyon 

sonunda hücrelerin kültür kaplarına adezyonu günlük olarak izlendi. Elde edilen 
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sonuçlara göre olfaktör dokudan iğ şeklinde simetrik çekirdekli kök hücre morfolojisine 

sahip hücrelerin kültüre adaptasyon sağladıkları ve prolifere oldukları görüldü.  

Literatürde olfaktör kök hücrelerin karekterizasyonu için immünohistokimya ve 

farklılaşma çalışmaları yapılmış elde edilen sonuçlara göre olfaktör kaynaklı kök 

hücrelerin kendini yenileyebilme ve nörosfer oluşturma, kondrojenik, nörojenik, 

kardiyak ve adipojenik farklılaşma kapasitesine sahip, aynı zamanda multipotent kök 

hücre antijenleri olan CD29, CD73, CD 90, CD105, CD146 antijenlerini taşıyan hücreler 

oldukları bildirilmiştir [27], [155], [157], [158], [159], [160]. Bu bilgiler ışığında 

çalışmamızda izolasyonun ardından devamlı kültürü yapılan hücrelerin 

karekterizasyonu için flow sitometri ile immünfenotiplendirme ve adipojenik, 

osteojenik ve nörojenik farklılaşma çalışmaları gerçekleştirildi. Elde ettiğimiz sonuçlara 

göre izole edilen hücrelerin, immünfenotipik olarak kök hücre markerlarını taşıdığı ve 

farklılaşma özellikleri bakımından kondrojenik, nörojenik ve adipojenik hücrelere 

farklılaşabildikleri böylece kök hücre karakterine sahip oldukları belirlendi. 

Olfaktör mukoza, olfaktör bulb, olfaktör yumru ve priform kortekste yeni nöronların 

sürekli kendini yenilediklerinin [161] bilinmesine rağmen bu progenitör hücrelerin 

rejenerasyonunda yaşa bağlı faktörlerin etkisi halen tartışılmaktadır.  Ratlarda in vivo 

kendini yenileme ve nörojenez kabiliyetlerinin yaşa bağlı olarak azaldığı bildirilmiştir 

[162]. Bunun yanında fare SVZ kaynaklı NKH’lerin yaşın ilerlemesine rağmen nöron, 

astrosit ve oligodendrositleri oluşturma kabiliyetlerini sürdürdükleri gösterilmiştir [12], 

[32]. Yapılan çalışmalar deney hayvanlarında böyleyken insan ile ilgili yaşa bağlı 

faktörlerin olfaktör bölgedeki nörojeneze etkisi ile ilgili bir çalışmaya rastlamadık. Buna 

göre de bu çalışmada 20, 36 ve 41 yaşındaki 3 erkek donörden alınan biyopsi 

örneklerinden izole edilen olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin kültürü incelendi. 

Hücrelerin alt kültürleri için her bir flaska eşit sayıda (105) hücre ekilerek 

proliferasyonları ve yüzey kaplama hızları günlük olarak incelendi. Bireylerden elde 

edilen OKH’lerin kültüre adaptasyon ve proliferasyonunda, primer kültürde ve devam 

eden pasajlardaki alt kültürlerinde göre belirgin bir fark gözlenmedi.   

Literatürde olfaktör kök hücrelerin uygun kriyoprezervasyon koşullarının belirlendiği 

bir çalışma bulunmamaktadır. Bunun yanında kök hücrelerin kriyoprezervasyonunda 
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en yaygın olarak kullanılan yöntem %10 DMSO içeren kriyoprotektanlar kullanılarak 

yapılan kademeli dondurma yöntemidir [163]. Çalışmamızda olfaktör bölgeden izole 

edilip kültürü yapılan kök hücrelerin canlılıklarını ve kök hücre özelliklerini 

kaybetmeden uzun süreli saklanması için %20 DMSO ve %80 FBS ile hazırlanan ve 

dondurma sırasında son DMSO konsantrasyonu %10 olacak şekilde kullanılan 

kriyoprotektan solüsyonu kullanılarak kademeli dondurma yöntemi gerçekleştirildi. 

Kriyoprezervasyonu yapılıp sıvı azotta saklanan hücrelerin 2, 8, 12 ve 24 ay sonra 

çözme işlemi yapılıp canlılıkları incelendiğinde dondurulan tüm örneklerdeki hücrelerin 

canlılığının %89-95 arasında olduğu belirlendi. Böylece olfaktör kök hücrelerin 

kriyoprezervasyonunda da diğer kök hücrelerde olduğu gibi son konsantrasyonu %10 

olacak şekilde hazırlanan DMSO solüsyonlarının kullanılmasının uygun olduğu 

gösterildi. Ayrıca bu tez çalışması ile ülkemizde ilk kez olarak Yıldız Teknik Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarında olfaktör 

kök hücreler izole edilip kültürü yapıldı ve doku mühendisliği çalışmalarında 

kullanılmak üzere sıvı azot içinde kriyobankı oluşturuldu. Oluşturulan kriyobankta 

canlılığını muhafaza eden hücreler kullanılarak laboratuarımızda kıkırdak doku 

mühendisliği çalışması gerçekleştirildi [164].  

Kök hücrelerin fiziksel ve morfolojik özelliklerinin belirlenmesinin yanında in vivo 

çalışmalardaki hücrenin kaderinin belirlenmesi için birçok farklı işaretleme yöntemi 

kullanılmaktadır. Günümüzde özellikle kök hücre çalışmalarında hücrelerinin 

işaretlemesinde kullanılmak üzere daha az toksik etki ve daha uzun süre kalıcılık 

gösteren farklı sitoplazmik ve membran boyaları geliştirilmiştir [157]. Bunlar içinde CM-

DiI minimum toksisiteye ve uzun süreli kalıcılığa sahip bir membran boyasıdır [138]. 

Literatürde farklı kaynaklardan elde edilen hücrelerin işaretlenmesinde kullanılan CM-

DiI’ın olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerde kullanılması ile ilgili bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Böylece çalışma kapsamında dünyada ve ülkemizde ilk kez olarak 

olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin işaretlemesinde CM-DiI kullanıldı. 

Hasar görmüş sinir dokusunun tedavisinde günümüzde doğrudan koaptasyon altın 

standart olarak kullanılmaktadır. Doğrudan koaptasyonun uygulanamadığı uzun sinir 

boşluklarında ise otolog veya allojenik greft kullanımı veya sinir rehber kanalları gibi 
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birçok yöntem kullanılmaktadır [165], [166], [167], [168]. Doku mühendisliği ile sinir 

hasarının giderilmesinde kök hücrelerinin materyal desteği olmadan kullanıldığı 

durumlarda transplante edildikleri bölgedeki lokalizasyonları çoğu zaman yetersizdir. 

Bu da hücresel tedavi yöntemleri ile sinir rejerenerasyonunda başarı sağlanmasını 

sınırlamaktadır. Bu sınırlamaları ortadan kaldırmak için çalışmamızda ilk kez olarak elde 

ettiğimiz olfaktör bölge kaynaklı kök hücrelerin transplante edildikleri bölgede kalıcı 

lokalizasyonunu sağlamak amacıyla çok tabakalı hücre kitlesi elde edildi. Elde edilen bu 

çok tabakalı hücre kitlesinin kültür ortamında canlılığını ve proliferasyon kabiliyetelerini 

de koruduğu gözlendi. Çok tabakalı hücre kitlesinin çalışmada kullanılmasının esas 

nedeni hücre sayısına ve etkileşimine bağlı olarak hücrelerin bulunduğu mikro çevre, 

salgıladıkları sinyal molekülleri ve bu çevrede hücrelerin proliferasyonunu destekleyen 

metabolitlerin miktarının yüksek olmasının beklenmesidir. Bu durum elde edilen bu 

kitlenin hasar görmüş sinir hücrelerinin rejenerasyonunda daha etkili olacağını 

düşündürmektedir. Yaptığımız literatür çalışmalarında konu ile ilgili herhangi bir yayına 

rastlanmamıştır. Tez çalışması kapsamında fasiyal paraliz oluşturulan 7 rat üzerinde 

Bezm-i Alem Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarında yapılan ön çalışmalarda 

kullanılan CM-DiI ile işaretli çok tabakalı hücre kitlesinin diğer gruplarda kullanılan 

süspanse hücre, ve fibrin glueya göre sinir hasar bölgesine entegrasyon sağlamada 

daha etkin olduğu 2 ay boyunca takip edilen ratların whiskers skorlaması ile belirlendi 

(p<0,05). Böylece çalışmanın 27 rat kullanılarak yapılacak olan in vivo aşamalarında 

hazırlanan çok tabakalı hücre kitlesinin kullanılmasına karar verildi.  

Günümüzde sinir hasarlarının tedavisinde uygulanan yöntemler içinde en dikkat çekici 

olanları doku mühendisliği ile hazırlanan sinir kanalları ile tedavi yöntemidir. Yapılan 

birçok çalışmada sinir boşluğunun onarılmasında aksonal rejenerasyonun ve 

myelinizasyonun yönlendirilmesi için otolog veya allojenik arterler, venler veya sentetik 

biyobozunur yapılar kullanılmaktadır [32], [150], [162], [169]. Çalışmamızda canlılığını 

ve proliferasyon yeteneğini kaybetmediği belirlenen olfaktör mukoza kaynaklı kök 

hücrelerden elde edilen çok tabakalı hücre kitlesinin sinir rejenerasyonunda 

kullanılmasında, etkinliği yapılan çalışmalarla ortaya konulan ve cerrahi tedavilerde 

insanlarda başarı ile uygulanan poliglikolik ait sinir kondüiti kullanılarak rejenerasyonun 

etkinliğinin arttırılması amaçlandı. Böylece çalışma kapsamında emilebilir örülmüş 
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poliglikolik asit meş tüpü olan Neurotube’ün, 2 ucuna kesilen sinir uçlarına anastomozu 

yapıldı. Kesi bölgesine aktarılan kök hücreler tüp içine verildi. İşlem esnasında 

hücrelerin tüpün duvarlarına hemen adezyon yaptıkları gözlendi. Bu şekilde 

transplante edilen hücrelerin kesi bölgesine entegrasyonu sağlanmış oldu. Böylece bu 

tez çalışması ile dünyada ve ülkemizde ilk kez olarak kök hücreden doku 

mühendisliğinde kullanılmak üzere herhangi bir madde kullanılmadan çok tabakalı 

hücre kitlesi elde edilmiş oldu. Yine bu çalışma ile ilk kez olarak elde edilen bu hücre 

kitlesini sinir hasarlarının tedavisinde Neurotube konduit ile kullanmakla dünyada ve 

ülkemizde ilk kez olarak sinir hasarlarının tedavisinde yeni bir yöntem önerildi ve 

literatüre katkı sağlandı. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

5.1 Sonuç Değerlendirmesi 

Bu çalışma ile ülkemizde ilk kez olarak izolasyonu ve devamlı kültürü yapılan olfaktör 

bölge kaynaklı kök hücrelerin kriyoprezervasyonu gerçekleştirilip kriyobankı 

oluşturularak periferik fasiyal sinir hasarlarının tedavisinde kullanılmak dünyada ilk kez 

çok tabakalı hücre kitlesi elde edildi. Ayrıca olfaktör kök hücrelerin işaretlenmesinde 

daha önce uygulanmayan CM-DiI boyası kullanıldı. Elde edilen işaretlenmiş hücre kitlesi 

deneysel fasiyal paraliz oluşturulan ratlarda sinir hasarının tedavisinde kullanıldı. 

Böylece bu tez çalışmasında, fasiyal paralizin tedavisinde hasta kaynaklı ve hasta 

açısından minimum risk oluşturan, laboratuvar şartlarında kültürü yapılarak 

çoğaltılabilen ve uzun süreli muhafaza edilebilen bir kök hücre kaynağı olan olfaktör 

kök hücreler kullanılarak yeni bir yaklaşım ortaya konuldu ve günümüzde halen etkin 

bir tedavisi olmayan fasiyal paraliz olgularının tedavisinde olfaktör kök hücrelerin 

kullanılmasının önü açılarak konu ile ilgili literatüre katkı da yapıldı. 

5.2 Öneriler 

Bu çalışma ile ulaşılabilir tek nöral kök hücre olan OKH’lerin fasiyal sinir hasarlarında 

sinir rejenerasyonunu hızlandıran etkin bir hücresel tedavi yöntemi olarak önerilebilir. 

Ayrıca değişik nedenlerle ortaya çıkan ve periferik sinir sisteminin farklı bölgelerinde 

tutulum yapan diğer periferik sinir hasarlarında ve hatta merkezi sinir hasarlarında 

da OKH’ler kullanılması ile doku mühendisliği yaklaşımlarının uygulanması önerilir. 
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