T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

INSAN OLFAKTOR KOK HUCRELERIN iZOLASYONU KULTURUNUN
YAPILMASI KARAKTERIZASYONU VE HASAR GORMUS FASIYAL SINiRIN
(RATLARDA) REJENERASYONUNA ETKiSINiN INCELENMESi

OLGA NEHIR OZTEL

DOKTORA TEZi
BiYOMUHENDISLIK ANABILiM DALI
BiYOMUHENDISLIK PROGRAMI

DANISMAN
PROF. DR. ADIL ALLAHVERDIYEV

ISTANBUL, 2014



T.C.
YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

INSAN OLFAKTOR KOK HUCRELERIN iZOLASYONU KULTURUNUN
YAPILMASI KARAKTERIZASYONU VE HASAR GORMUS FASIYAL SIiNiRIN
(RATLARDA) REJENERASYONUNA ETKiSINiN iINCELENMESi

Olga Nehir OZTEL tarafindan hazirlanan tez calismasi 19.08.2014 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Bélimii’nde
DOKTORA TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigmani

Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Yildiz Teknik Universitesi

Jiiri Oyeleri
Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Yildiz Teknik Universitesi

Dog. Dr. Mehmet Veli KARAALTIN

Acibadem Universitesi

Yrd. Dog. Dr. Alper YILMAZ

Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Tiilay IREZ

Yeni Yiizyil Universitesi

Yrd. Dog. Dr. Melahat BAGIROVA

Yildiz Teknik Universitesi




Bu calisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje KoordinatérlGgi’ niin
2012-07-04 KAPO2 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOz

Doktora egitimim boyunca akademik bilgisini ve tecriibesini benden esirgemeyen,
degerli danisman hocam Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV'e; calismalarim boyunca
ayni ilgi ve destegi gésteren hocam Yrd. Dog. Dr. Melahat BAGIROVA'ya;

Tezin gergeklesmesindeki katkilarindan dolayi Biyomiihendislik Bolim Baskani Prof. Dr.
ibrahim ISILDAK’a, Kimya-Metalurji Fakiiltesi Dekanligi’na, Yildiz Teknik Universitesi
Rektorligi’'ne,

Tez ¢alismasina degerli katkilarindan dolayi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Kulak Burun Bogaz
Klinigi, Uzm. Dr. Aysegiil BATIOGLU KARAALTIN basta olmak lzere, Acibadem
Hastanesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Blimi’nden Do¢. Dr. Mehmet Veli
KARAALTIN’a, Saglik Bakanlig istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Kulak Burun
Bogaz Klinigi Uzm. Dr. Belit Merve SENER ve Bashekim Doc. Dr. Ozgiir YiGiT, Asistan Dr.
Artung Kaan TURANOGLU’na, Néroloji Boliimi Uzm. Dr. Turgut ADATEPE’ye,
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’na ve ¢alisanlarina,

Kocaeli Universitesi K6k Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi
(KOGEM) Miidiirii Prof. Dr. Erdal KARAOZ e ve ¢alismalarima desteklerinden dolayi Dr.
Ayca AKSOY ve Biyolog Glilay Beyazit'a,

Acibadem LabCell Hiicre Laboratuvari ve Kordon Kani Bankasi Mesul Miduri Prof. Dr.
Erciment OVALI’ya ve Dr. Fatma EYUBOGLU’na

Bu calismayr 2012-07-04 KAPO2 numarali proje ile destekleyen Yildiz Teknik
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Koordinatdrligii’'ne;

Biyomihendislik Bolimimiuziin kurucusu ve eski bolim baskani degerli bilim adami
rahmetli Prof. Dr. M. Mustafa AKDESTE ve yine eski bolim baskanimiz ve degerli
hocamiz rahmetli Prof. Dr. Huriye KUZU’ya;

Hicre Kiltirti ve Doku Mihendisligi grubumuza 6zellikle de, Melike ERSOZ, Sezen
CANIM ATES, Serap YESILKIR BAYDAR, Emrah Sefik ABAMOR, Gékce UNAL, Rabia CAKIR
KOG, Serkan YAMAN, Hilal TOPTAS, Ozlem Ayse OZYILMAZ, Necati FINDIKLI, Zafer Nihat
CANDAN, Asli Pinar ZORBA'’ ya,

Biyomiihendislik Béliimiiniin Degerli Ogretim Uyesi hocalarima, asistanlara ve calisma
arkadaslarima,

Sabri ve emekleri icin cok sevgili Sarper GUDEK’ e,

Hayatimin her aninda desteklerini benden esirgemeyen en degerli varliklarim annem
Fatma OZTEL ve babam Omer OZTEL’e;

SONSUZ TESEKKURLER

Temmuz, 2014
Olga Nehir OZTEL



ICINDEKILER

Sayfa

SIMIGE LISTESI.vviutiteteietetetete ettt ettt et ettt e et ae et ebe s eaeseesete s esessesensesesesetensanes [

KISALTIVIA LISTESI ...ttt ettt ettt tese ettt sae s s et enseseneesesessaessesenessarn X

SEKIL LISTESI ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et ese st e s etens et ene s ereneane Xii

CIZELGE LISTES cveuivetieeteeeteeet ettt ettt ettt ettt aeeaebe st ssesese s esensesenseseneesesens xiii

(074 =5 LR Xiv

ABSTRACT ....eiitiee ettt sttt sttt ettt ste e st e e st e e s ate e s baeesbaeesabeeesabaeessbeeesasaeessbeeesabeeensseessseas Xvii
BOLUM 1

GIRIS vttt ettt ettt ettt et ettt et et et ettt e et eae et te et ete e et eae et ere s et eas et ene s etens 1

1.1 Lit@ratlr OZ@ti cuvveeeeeeerieieeeete et ettt ettt st eteete e eaeeteeseseereetenseneeseeeennas 1

1.2 TZIN AMACTcciiiiiiiiiiiei et 4

L3 HIPOTOZ e 4
BOLUM 2

GENEL BILGILER .....ueveteeieteeieteteeeteeeetete et et eaetesete e et te s esenseseseesesensesessssesensesensesensasesens 6

D A o T 17 1 YT 1 SRR 6

2.1.1 Fasiyal Sinirin TaringeSi ... 6

2.1.2 Fasiyal Fasiyal Sinirin (YUz Siniri- Nervus Facialis) Yapis!......cccccccuvveeenneee. 7

2.2 Fasiyal Paraliziler....... e 8

D N oY o) 174/ ] [o | SRR 9

2.2.2 Santral Fasiyal Paraliziler.....ooo e 10

2.2.3 Periferik Fasiyal Paraliziler.........ooccouviiiieeee e, 11

2.2.4 Fasiyal Sinir Hasarlarinin Siniflandirilmasi........ccooceeeeiiieicciiieeeeee s 11

2.3 Fasiyal Paralizinin Degerlendirmesinde Kullanilan N6érodiagnostik Testler .... 12

2.3.1 Elektromiyografi .....ccoccceiiieeeeee e 13

P o] 1N (ol =] [T PP PPPIN 14

2.4.1 Kok Hiicrelerin Genel OzelliKIEri..........coeveveeerereeeeeeeeeeeeeeeeees e, 15

2.4.1.1 Totipotent HUCIrEler ..ot 17

2.4.1.2 Pluripotent KOk HUCreler .......uueeeeeei i, 17

2.4.1.3 Multipotent KOK HUCIElEr.....uvveeeieeeieciiieeeeec e 18

2.4.1.4 UNipotent HUCIEIEN ......cooveeiireeeee ettt 18

2.4.2 Kok Hiicrelerin Elde Edildigi Kaynaklar.........cccovvveeeeeieiieiiiiiieeeeeecceeenns 18

2.4.2.1 Embriyonik KOk HUCIEIEr .....uvvvveeieeeieiiiieeeeecc e, 19

2.4.2.2 Eriskin KOK HUCIEIEN .....ccooeiirreeeeee et 20

2.4.2.2.1 Mezenkimal Kok HUcreler........cccoevveeeeeciieeeeeciieeees 21

\"



2.4.2.2.1.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Genel

OZellIKIETi v, 23
2.4.2.2.1.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik
OZellIKIETT v, 24
2.4.2.2.1.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin
imminofenotipik Ozellikleri..................... 24
2.4.2.2.1.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Farkllagmasi ....ceeeeeveveeeiivciieeecnieee e 25
2.4.2.2.2 Hematopoetik KOk HUCreler ......cccoveeeviiveeeivciieeeens 27
2.4.2.2.3 NOral kok hUcreler .....ccuveveviieieiiieee e 28
2.4.3 Olfaktor bulbun yapisi ve olfaktor bulbdaki nérojenez.................cc....... 31
2.4.4 OIfaktor KOK hUCIrEler....cooviiiiiieee et 32
2.4.5 Olfaktor epiteldeki NOrolojik Nig......cueeeeeciieeeiciiee e 33
2.5 OIfaktor Bulb NOIOJENEZI w.uveeeeee e ittt e e e rree e e e 35
2.5.1 Olfaktor epitelde nérojenezin diizenlenMeESi.......ceveeeeveeeiciiiieeeeeeeeeeenns 39
2.6 Eriskin hiicrelerin Kriyoprezervasyonu........cccccceeeeeccciiiieeeeeeeseccciereeee e e e 40
P2 A 1V | ST 40
2.8 NeUurotube KONAUIL .....cuuueeieiiiiiieieeeee et e e e e 41
BOLUM 3
MATERYEL V& IMETOD ...ttt e e e e e e et e e e e e e e e e e aaae e e e e e e e enesanan 42
T 1 =Y Y7 PP 42
. T I 14 ¢ - [ o 1SRRI 42
T A (1 41 1Y 11 = SRR 44
3.1.3 Deneylerde Kullanilan Kimyasallarin, Tamponlarin, Besiyerlerinin, Kilttr
Ortamlarinin, Dondurma ve Farklilasma Medyumlarinin Hazirlanisi..... 45
3.1.3.1 Tamponlar ve Kimyasallar .......ccccccceeeveimvreeieeeeeeccnreeeee e, 45
3.1.3.1.1 Fosfat Tamponlu Tuz Sollisyonu (PBS) Cozeltisi ........ 45
3.1.3.1.2 Tripsin-EDTA Sollisyonunun Hazirlanmasi................. 45
3.1.3.2 Besiyerlerinin Hazirlanmas! ........cceeeeecciiveeeeeeeeeeecnreeeee e 46
3.1.3.2.1 Duslik Glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle
Medyumu (DMEM) .....uveeeieeeieiiireeeeee e 46
3.1.3.2.1.1 Kiltaran ve Kullanilan Besiyerlerinin
Sterillik Kontroll.......ccocovveeeeiiieeeiniieeeens 47
3.1.3.3 Boyama Sollisyonlarinin Hazirlanmasi........cccccceeveevvveeeeeeeeeeennns 47
BL2 IMIELOM ...ttt sttt e et e e eanee s 50
3.2.1 Hicre KUUr CaliSmalari ... e iecciieeeee et eeesrreeee e e e e 50
3.2.1.1 Donoriun Calisma Hakkinda Bilgilendirilmesi Ve Etik Kurul Onayi
ANINMAST 1ttt ettt e st e e s e e e snee e snee e 50
3.2.1.2 Olfaktor Mukozadan Biyopsi AlINMaSi......eeveeeeericcinrveeeeeeeeieennnns 50
3.2.1.3 Olfaktér Mukozadan Kok Hiicrelerin izolasyonu...................... 50
3.2.1.4 Olfaktor Kok Hiicrelerin Devamli Kiltlrinin Yapilmasi .......... 51
3.2.1.5 Olfaktor Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu .........ccccceeveeeeeennnns 52
3.2.1.5.1 Immiin Boyama ve Fluorescence-Activated Cell Sorting
(FACS) ANQlIZi cevevveeeveeeeiieecieeeciee e 52
3.2.1.5.2 Olfaktor Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik
Farklilastirlmast.......oooccceiiiiieei e, 52

Vi



3.2.1.5.3 Olfaktor Mezenkimal K&k Hicrelerin Nérojenik

FarkhlagtirtImast.. ..o ecveee i 53
3.2.1.5.4 Olfaktor Mezenkimal K&k Hicrelerin Kondrojenik
FarkhlagtirtImasi.. ..o eeveeeiieiiee e 53
3.2.1.5.4.1 Kondrojenik Farkhlagtiriilma Medyumu ile
induklenen Olfaktor Mezenkimal Kok
Hicrelerin Alcian Blue ile Boyanmasi....... 53
3.2.2 CM-Dil ile olfaktor kok hiicrelerin isaretlenmesi.......cccveeevecveeeeiniiienenns 54
3.2.3 Gok tabakal hiicre kitlesinin hazirlanmast .......ccceeevvciieeiniiieee e 54
3.2.4 in vivo Deney Hayvani Calismalari......cccoeccuveeiieiiieeieiiiiee e ceiiee e 55
3.2.4.1 0N CalISMAIAr cevieeeeieticeceeeeeee et 55
3.2.4.1.1 Ratlarda Anestezi ve fasiyal paraliz olusturulmasi .... 55
3.2.4.2 in vivo 6n ¢alismalarin degerlendirilmesi.......cccccccvveeeeinveeennns 57
RN Y [ 6 111 - | - SRR 57
3.2.5.1 Ratlara Anestezi Verilmesi ve fasiyal paraliz olusturulmasi ..... 57
3.2.5.2 Whiskers SKorlama ........coocuieeiniiieieniiee e 59
3.2.5.3 Elektromyografi.......cccceeieiiieeiece e 59
3.2.5.4 Histopatolojik INceleme.......cccvvveeeeeciceeeeeceeeeeeeee e, 62
3.2.5.4.1 Hicrelerin 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile
iSAretleNMESi ....evviieeeee e 62
3.2.6 ISTALISTIK Lvouveveeieeeceeeee ettt ettt ettt ae s 62
BOLUM 4
DENEYSEL SONUGLAR VE TARTISMA ...ttt tee e aee e svae e s e aee e s e e 63
4.1 in vitro Deneysel CaliSmMalar.....ccueeeeeiei e 63
4.1.1 Farkh Donérlerin Olfaktér Mukoza Biyopsilerinden Kok Hiicrelerin
[ZOIASYONU ..ttt ettt ettt ettt e et saesteseeenas 63
4.1.2 Olfaktdr Mukoza Biyopsisinden Olfaktér Kok Hiicrelerin izolasyonu Ve
KGRRUranTtn Yapilmashcccoueveeeeee e ceectrrreee e e e eeeetnrreeeeeeeeeeeanes 64
4.1.3 Olfaktér Mukozadan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hicrelerin
KarakterizasyOnuU ........occccuvreiieiie ettt e e e e e eeearrer e e e e e e e e eanes 65
4.1.3.1 Olfaktér Dokudan Elde Edilen Hiicrelerin Adipojenik
Kondrojenik Norojenik Farklilasmast ........ccoeeevvveeeeeeeeineccnnnnen. 65
4.1.3.2 Olfaktor Bdlgeden izole Edilip Kiiltiir(i Yapilan Hiicrelerin
Imminofenotiplendirilmesi ........cccocveveeeeieiceeececeeee s 67
4.1.4 Olfaktor Kok Hucrelerin CM-Dil ile isaretllenmesi .......eeeeeeeeeeccvvvveeeeennnn. 68
4.1.5 Cok Tabakali Hiicre Pelleti Olusturulmast ........cooeeevvveeeeeeeiieiiiirneeeeeeeenn, 69
4.1.5.1 Hiicre pelletinin in vivo transplantasyon icin hazirlanmasi...... 70
4.1.5.2 On ¢aliSma SONUGIAIT.....ocuiieeeeieeeciceeeeeeeeeeee e 71
4.1.5.2.1 Wiskers Skorlama sonuglari........ccccccovveeeeeeeiecccnnnnnen. 71
4.2 ES@S CalISMalar........euiiiiei it e e e e e e e e e e e e 72
4.2.1 Esas Calismalarin Wiskers Skorlama Sonuclari........ccccceeeeeeieecciniiennnennn. 73
4.2.2 Olfaktor Kok Hucre transplante edilen ratlarda EMG ile fasiyal sinirin
elektrofizyolojik Degerlendirmesi.......ccccveeeeeecciiiiiieee e, 74
4.2.3 Biyik Hareketleri ve Aksonal Rejenerasyonun Korelasyonu................... 77

vii



4.2.4 Lif DEJENEIASYONU .cciiuuiiieieiiiieeesiireeessiteeesssiteeesssiseeessssseeessssseeeessssseeeens 77

4.2.5 Fasiyal sinirin histolojik analizi.......ccccecoveeiiiiiieiiniiiie e, 78
4.2.6 S100 boyama SONUGIAIT....cc.uviii it 79
G I -1 A 1] o - E O 79

BOLUM 5

SONUGC VE ONERILER ...ttt ettt sttt se ettt sesaesaesesnesaennas 86
5.1 S0NUG DEBerlendirMesSi....cc.ueeee ettt e e e 86
I 2 0 10 T=1 41 1= TSSO 86

KAYINAKLAR .ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et et aaeaeseeeseeeean e aeseeeeenaeenaaaeseeeeeennnnnnn 87

EK-A

Etik KUrul ONay BeIGEIETI ...uuuveeeieieee ettt e et e e e e e e e e nnes 102

(0] =161V TR 103

viii



SIMGE LIiSTESI

Bp

Ca

cm

cm
cm-1
CO2

Da

I

lo

kDa

k

kJ

M

Mg

ml

mm
mM
Na2HPO4
NAC
NaCl
NaH2PO4
NaHB4
NaHCO3
NaN3
NaOH
NH2
nm

Baz cifti
Konsantrasyon
Kalsiyum

santimetre
santimetre kare
Isinlar dalga sayilar
Karbondioksid
Dalton

Gegen Isinin siddeti
Gelen isinin siddeti
kilo dalton
Absorpsiyon katsayisi
Kilo Joule

molar

miligram

mililitre

milimetre

milimolar

Sodyum hidrojen fosfat
N-asetil sistein
Sodyum kloriir
Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum Bor Hidrir
Sodyum Hidrojen Karbonat
Sodyum azid
Sodyum hidroksit
amino

nanometre

alfa

beta

gama

mu

mikrogram
mikrolitre
mikrometre
santigrat derece



KISALTMA LISTESI

7-AAD
ADKMKH
CcD
CO2
dH20
dk
DMEM
DMSO
DNA
DSO
EC50
EDTA
ELISA

FBS

FDA

FITC

HE
IMDM
MKH
mRNA
MTT
OBKMKH
PBS

PCR

pH

Rpm
RPMI-1640
SB

TNF-a
uv

7 -Amino-Aktinomisin D

Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicre

CD hiicre ylzey antijeni bulunduran hiicre
Karbondioksit

distileSu

dakika

Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu

Dimetil stlfoksit

Deoksiriboniikleik asit

Diinya Saghk Orgiti

Etkili konsantrasyonun %50’si

Etilendiamin tetraasetik asit

Enzim Bagli immunosorbent Test [Enzyme Linked Immunosorbent
Assay]

Fetal Sigir Serum [Fetal Bovine Serum]

Food and Drug Administration

Fluorescein isothiocyanate

Hematoksilen Eozin boyasi

Iscove’un Modifiye Eagle Medyumu

Mezenkimal kok hiicre

Mesajci Ribonikleik Asit
3-[4,5-dimetiltriazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid
Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre

Fosfat Tampon Sollisyonu [Phosphate buffered saline]
Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Polymerase Chain Reaction]
Potansiyel hidrojen

Revolutions per minutes

Roswell Park Memorial Institute-1640

Saglik Bakanhgi

Timor nekroz faktor alfa

Ultraviyole



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7
Sekil 2.8
Sekil 2.9
Sekil 2.10

Sekil 2.11
Sekil 2.12
Sekil 2.13
Sekil 2.14
Sekil 3.1
Sekil 3.2
Sekil 3.3
Sekil 3.4
Sekil 3.5
Sekil 3.6
Sekil 3.7
Sekil 3.8
Sekil 3.9

Sekil 3.10
Sekil 4.1
Sekil 4.2

Sekil 4.3
Sekil 4.4
Sekil 4.5
Sekil 4.6
Sekil 4.7
Sekil 4.8

Sayfa
Fasiyal sinirin dallari ... 7
STNTFIN YAPIS cetettttieteteretetetettteteeeeeeeeeaaeeeeeeeeeeeaeeeeaeeeeeeaaessasesesesnsesasnsnsssssnnesnnnnes 8
Kok hiicrelerin genel 0zelliKIeri.........oocveeiiiiiiieiiiiiee e 15
KOK hUcre KaynakIars ......eceeeeeeeeiiiee e 19
Embriyonik KOK hUCreler .......viviiiiiee e 20
Mezenkimal kok hticrelerin farkl hiicre tiirlerine farklilasma potansiyeli. 23
MKH farkhlasmasinda rol alan gen sayilar ......ccccoccveeeeicieeeicccieee e 26
Multipotent Ozellige sahip hematopoetik kok hiicreler .........ooeeeeennnnnneneen. 27
NOIal KOK NUCIEIEI .ttt e e 28
Noral kok hiicreler beynin subventrikiler bélge ve subgraniler
bolgedesinde Uretilir.......uueeeeeei e 29
insan olfaktdr sisteminin @aNatOMISi.......ccveeiveeieeiiieeiee e 36
Hipokampusilin beyinde yerlesimi ......ccccuvveeeiiiiccciiiiieeeee e 36
OlfaktOr EPItElYUM .. ..eiieeeeeee e e e e 37
Neurotube sinir konduiti. Emilebilir 6riilmis poliglikolik asit mes tipd .... 41
Tripan mavisi MOIeKUl YaPISI.....cccceuiiiieieee e 47
Thoma lami Gzerindeki YiVIEr ..........uviviiiieiie e 48
Rat fasiyal sinirin bulunmasi ..........oeeveiiieiccie e, 55
Rat fasiyal sinirinde tam kat kesi ile paraliz olusturulmasi ...........cccceee.... 56
Fasiyal Sinirin bUlUNMAST ..cccco i 57
Fasiyal Sinirin KeSilMESi ....cceei e 58
Kesilen sinir uglarinin konduite anastomozu ..........cccccvveeeeeeeieeccciiiieeeeeen, 58
Ratlara EMG elektrodlarinin baglanmasi .......ccccceeeveecciiiieee e, 60
Dudak kaslari Gizerine kayit elektrod olarak yapiskan ylizey elektrodlarinin
VEIIESTIMIMESI cevvieieeieeeeee e e e e e reeee s 60
Toprak elektrod olarak kullanilan subdermal tekli igne elektrod (A). Dudak
kaslari (izerine kayit elektrod olarak yapiskan yiizey elektrodlari (B) ........ 61
Olfaktor doku biyopsisinden izole edilen kdk hiicrelerin kaltird. Hicrelerin
dokudan adezyonu, 8. GUN (10X) ....ceieeeieiiiiirreeieeeeeieeireeeeeeeeeeescrrrreeeeee e 64
Olfaktor dokudan elde edilen hiicrelerin alt kiltird. 1. pasaj,14.
GUN (20 X) ettt ettt ettt ettt s e e s bee e st e e sbt e e sbe e e sabeeesaneeeas 65
Olfaktor kok hicrelerin adipojenik farklilasmas ......eeeeeeeeeeicciiivveeeeeeeeeninnns 66
Olfaktor kok hicrelerin norojenik farklilasmasi.....cveeeeeeeeeeecciiveeeeeeeeeeniennns 66
Olfaktor kok hicrelerin kondrojenik farklilasmasi. Alcian Blue ile boyama 67
Olfaktor mukoza kaynakl kdk hticrelerin immiinfenotiplendirilmesi. ....... 68
CMDil ile isaretlen olfaktor kok hiicreler (A. 10X, B. 40X ) ..ccovvvevvveeeeeeenns 68

Cok tabakali hiicre kitlesi elde etmek amaciyla kiltiiri yapilan OKH'ler.
Monolayer hiicreler (A), trpisinize edilerek 2. flask icine pasajlanan OKH’ler
(=3 B 710 )4 ISR 69



Sekil 4.9
Sekil 4.10

Sekil 4.11
Sekil 4.12
Sekil 4.13
Sekil 4.14
Sekil 4.15

Sekil 4.16

Sekil 4.17

Ust (iste 9 pasaj yapilan OKH’lerin mikroskobik goériintiisii (20X) ............... 69
Ust Uiste 9 pasaj yapilan CM-Dil ile isaretlenen OKH’lerin mikroskobik

GOPUNLUSU (20X) wreeeirieeireeeiieeeiie e et e ertee e e riee e e rtee e sae e e saeeesaeeesnseeesareeesnneeas 70
CMDil ile isaretlenen olfaktor kdk hiicrelerden hazirlanan ¢ok tabakali
hUcre Kitlesi (10X). ..eiiuireeiieeeiee et see e ae e s e are e sbee e s e eans 71
Fasiyal sinir kesisi sonrasi 0’a disen biyik hareket skorundaki artisin
gruplara gore dagiliMmi.......cueeeeeii i e 74
Kesi 6ncesi A, sonrasi B ve 2. Haftadan itibaren amplitiid degerlerindeki
YUKSEIS Coeeeeeeeeeeee ettt e e e e e et e e e e e e e e e nbreaeeeeaeeeas 76
4. hafta ImV ampluttdli polifazik yanitlar. .......ccceveieeiiniiieeiinieec e, 76
Gruplara gore akson hasarinin haftalara gore diizelmesi..........ccuuee......... 78
Sinir aksiyal kesitinde CM-Dil ile isaretlenmis OE-MKHler (Florasan
MIKFOSKOBU (XB0).. ..vvvvieiiiiiiiiiiiieeeee ettt eesearrer e e e e e e eessbrrrereeeeeeas 78
Schwann hiicrelerinin bulundugu alanlar (kahverengi)..........ccccvveenneee. 79

xii



CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.1
Cizelge 2.2
Cizelge 2.3
Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 4.1
Cizelge 4.2
Cizelge 4.3
Cizelge 4.4

Sayfa
Fasiyal paralizin nedenleri ... 11
Embriyonik Germ Tabakalarindan Gelisen Farkli Dokular ....................... 16
Bazi mezenkimal kok hiicre kaynaklari (Alfabetik sirayla) .........cccc.uu....... 22
(]I 0117111 56
(DL YAV CY (U] o] 1= o TSR 59
On calisma Wiskers Skorlama SONUGIar .......c.ccceeevevveeveececececeeeeceees 72
Esas Calismalarin Wiskers Skorlama Sonuglar .........cocccvviveeeieiieccnnnnnen. 73
Gruplarin haftalara gore amplitiid (mV) ortalamalari .........ccccuvveeenneee. 75
4 ve 10. haftalardaki lif dejenerasyonu ylzdeleri.......ccccceevvveeiinciveennns 77

xiii



OZET

INSAN OLFAKTOR KOK HUCRELERIN iZOLASYONU KULTURUNUN
YAPILMASI KARAKTERIZASYONU VE HASAR GORMUS FASIYAL SINiRIN
(RATLARDA) REJENERASYONUNA ETKIiSINiN INCELENMESi

Olga Nehir OZTEL

Biyomihendislik Bolimi
Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Fasiyal paraliz diinyada ve llkemizde gorilen, poplilasyonda 30/100.000 insidansi olan,
konjenital, norolojik, metabolik, toksik, neoplastik, enfeksiydz, travmatik, iatrojenik ve
idiopatik nedenlere bagh olarak ortaya cikabilen bir hastaliktir. Bu hastalik, insan
sagligini ciddi olarak etkilemenin yaninda estetik ve dolayisiyla psikolojik problemlere
de neden olur. Simdiye kadar hastaligin tedavisine yonelik cesitli yaklasimlar
uygulanmasina ragmen gerek iyilesme hizi gerekse de iyilesme hizina bagh sekeller,
hastaligin tedavisinin oniinde 6nemli engeller olusturmaktadir. Bu nedenle hasar
gormus sinire bagl patolojilerin giderilmesinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesi oldukca
onemlidir. Kok hiicre alanindaki gelismeler ve kok hiicreye dayali tedavi
yaklasimlarindaki ilerlemeler sinir doku hasarlarinin tedavisinde de yeni Gmitlere yol
acmaktadir. Periferik sinir hasarlarinda yag, kemik iligi ve hipokampal néral kék hiicre
kullanan deneysel ¢alismalarda bazi olumlu sonuglar elde edilse de problemin ¢6zimii
henliz mimkin olmamistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda kék hiicre tedavilerinde
basarinin saglanmasi icin hasar gérmis bolgenin sahip oldugu mikrogevre ile uygulanan
kok hiicre kaynaginin uygun olmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Literatlirde bu konu ile
ilgili calismalar az sayida olsa da giderek 6nem kazanmaktadir. Ayrica simdiye kadar
fasiyal sinir hasarlarinin rejenerasyonunda bu alanda herhangi bir calismaya da
rastlanilmamistir. Buna gore de bu tez calismasinin amaci; insan olfaktor mukoza
biyopsi oOrneklerinden kok hicrelerin izolasyonu, devamh kiltirinin yapilmasi,
karakterizasyonu ve kriyoprezervasyonunu gerceklestiriimekle, olfaktér kok
hiicrelerden yeterli miktarda hiicre kitlesi elde edilip ilk kez olarak hasar gormius fasiyal
sinir rejenerasyonunda (ratlarda) nis temellerine dayali yeni bir yaklasim gelistirilmesi
ayrica ileride hiicresel tedaviler ve doku mihendisligi calismalarinda kullanilmak {izere
olfaktor kok hicre kriyobankinin olusturulmasi olmustur. Bu amacla tez kapsaminda
istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Kulak Burun Bogaz Bas ve Boyun Cerrahisi

Xiv



Bolimi’'nde septoplasti operasyonu o©ncesi onamlari alinan 3 hastadan olfaktor
mukoza biyopsi érnekleri alinarak Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bolimii
Hicre Kultir ve Doku Miuhendisligi Laboratuvari’nda getirildi ve olfaktér kok
hiicrelerin izolasyonu, kiiltiirt, karekterizasyonu ve kriyoprezervasyonu gerceklestirildi.
Devamli kiilturd yapilan hiicreler morfolojik olarak incelendi. Elde edilen hiicrelerin kdk
hlcre karakterizasyonunu yapmak lzere hiicreler adipojenik, osteojenik ve nérojenik
farklilagma kitleri ile indiklendi ve akim sitometri yontemi ile immiinfenotipik
karakterizasyonlari yapildi ve elde edilen kok hiicrelerin kriyoprezervasyonu
gerceklestirildi. Olfaktor kok hiicreler, in vivo calismalarda kullaniimak lGizere CM-Dil ile
isaretlendi ve hiicrelerin Ust Uste 9 kez pasajlanmasiyla ¢ok tabakali hiicre kitlesi elde
edildi. Elde edilen ¢ok tabakali hicre kitlesinin canliliginin belirlenmesi igin in vitro
kiltird yapildi. CM-Dil ile isaretli olfaktor kok hiicre kitlesi ile deneysel fasiyal paraliz
olusturulan ratlarda kok hticrelerin periferik sinir rejenerasyonuna etkisini belirlemek
lizere in vivo ¢alismalar iki asamada gerceklestirildi. Bezm-i Alem Vakif Universitesi
Deney Hayvanlar Laboratuvari’'nda 7 adet Wistar Hannover (350-380 gr) disi rat
kullanilarak yapilan 6n ¢alismalarda fasiyal kesi sonrasi 4 farkli yontem kullanilarak kok
hiicrelerin kesi boélgesine inokilasyonu saglandi. Calismada 1. ratin hasar bolgesine
10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000 olfaktor kok hiicre inokile edildi, 2. ratin
hasar bdlgesine 10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000 olfaktér kok hiicre
inokile edildi ve inokilasyon bdlgesi rattan alinan yaklasik 1Imm3 yag dokusu ile (fasya)
ile sarildi, 3 ve 4. ratin hasar bolgesine 10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000
olfaktor kok hucre inokile edildi ve inokilasyon bolgesine fibrin glue uygulamasi
yapildi, 5 ve 6. ratlarin hasar bolgesine CM-Dil ile isaretlenen ¢ok tabakali hiicre kitlesi
inoktle edildi, kontrol grubu olarak 7. ratin hasar bélgesine 10ul PBS aktarildi. Deney
oncesi fasiyal paralizin 6lgimi, deney sonrasi ise iyilesmenin belirlenmesi igin tam kat
kesi Oncesi ve sonrasi 2., 4., 6., ve 8., haftalarda biyik hareketleri Wiskers skorlama
olarak degerlendirildi. Sonuglar Mann Whitney U istatistigi kullanilarak hesaplandi. On
calisma sonuglari dikkate alinarak in vivo ¢alismalarin ikinci basamaginda 27 adet rat
M, T ve K isimleri verilerek 3 gruba ayrildi her bir grupta ratlarin sol fasiyal siniri
kesildikten ve sinir uclari neurotube poliglikolik asit konduite anastomoz yapildi.
Konduitin igine M grubu i¢in hazirlanan ¢ok tabakali hiicre pelleti, T grubu igin PBS
eklendi. Kontrol grubu olan K grubuna herhangi bir madde verilmedi. Ratlarda iyilesme
2., 4., 6., 8., ve 10. haftalarda fizyolojik, biyik hareketleri ve elektrofizyolojik olarak
izlendi. 10 hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek hasar bolgesinden histolojik inceleme
icin preparatlar hazirlandi. Preparatlar hematoksilen, eozin, S100, Toluidin Blue ile
boyandi ve florasan mikrokopta incelendi. Sonuglar Mann-Whitney U ile ve Anova ile
yapilan istatistik ile degerlendirildi. Elde edilen sonuclara gére olfaktor dokudan elde
edilen hiicrelerin morfolojik, immunfenotipik ve farklilasma ozellikleri bakimindan kok
hiicre karakterine sahip olduklari ayrica dondurularak saklanan hicrelerin 24 ay
sonunda canliliklarini %91 oraninda koruduklari belirlendi. Olfaktér kdk hiicrelerin CM-
Dil boyasi ile isaretledigi ayrica hiicrelerin 9 kez Ust Uste pasajlanmasiyla elde edilen
cok tabakali hiicre kitlesinin kiltir ortaminda canhligini korudugu belirlendi. Whiskers
skorlamalarina gore yapilan 6n calisma sonuglarina gore, uygulanan 4 farkli yontem
icinde en fazla iyilesmenin gorildigi grubun olfaktor kok hiicreler ile hazirlanan ¢ok
tabakall hiicre kitlesi uygulanan grup oldugu belirlendi. 27 rat ile yapilan in vivo
calismalarda elde edilen fizyolojik ve elektrofizyolojik sonucglara gore fasiyal sinir
rekonstriiksiyonunda olfaktor kok hicreler kullanilan grupta sinir rejenerasyonun daha
hizli  gerceklestigi (p=0,030) ve biyik hareketlerindeki dizelmenin amplittid
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degerlerindeki artis iliskili olarak daha fazla ve anlamli oldugu belirlendi (p=0,001).
$100 boyama ile yapilan histolojik degerlendirmede gozlenen sonuglara bakildiginda da
M grubunda hasar bélgesine nakledilen kdk hiicrelerin Schwann benzeri hiicrelere
donustikleri belirlendi. Elde edilen bu sonuglar olfaktor kok hicrelerin kullanildigi
grupta belirlenen sinir rejenerasyon hizi ve dizeyini destekler niteliktedir (p<0,05).
2012-07-04 KAPO2 numarali proje ile Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Proje Koordinatérligli tarafindan desteklen bu calisma ile TUBITAK tarafindan
yayinlanan 2003-2023 Teknoloji Ongérii Calismasinda vurgulanan “Tirkiye’de
yapilmasi gereken bilimsel g¢aligmalar igin kdk hiicre teknolojilerinin gelistirilmesi ve
ozellikle rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilabilir hale gelmesi” hedefine de uygun
olarak ulasilabilir tek noral kok hiicre olan olfaktor kok hiicrelerin tlkemizde ilk kez
olarak izolasyonu, karakterizasyonu ve kriyoprezervasyonu gergeklestirildi, kriyobanki
olusturuldu, doku mihendisliginde kullanilmak (izere ¢ok tabakali hiicre kitlesi
hazirlandi ve fasiyal sinir hasarlarinda kullanilmasiyla sinir rejenerasyonunu hizlandiran
etkin bir hiicresel tedavi yontemi onerildi.

Anahtar Kelimeler: Fasiyal Sinir, Olfaktor Kok Hiicre, 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 OZTEL

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

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-Dil 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-Dil 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-Dil labeled olfactory
stem cells in 10ul PBS were inoculated in damaged area of rat 1, 500.000 CMD-Dil labeled
olfactory stem cells in 10ul PBS were inoculated in damaged area of rat 2 and the inoculation
area was covered with approximately 1mm? fat tissue (fascia) from the same rat, 500.000
CMD-Dil labeled olfactory stem cells in 10ul PBS were inoculated in damaged area of rat 3 and
4 and fibrin glue was applied to inoculation area, CM-Dil labeled multi-layered cell mass was
inoculated on damaged area of rats 5 and 6 and as a control group rat 7 was given 10ul 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-Dil 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 KAPO2 numbered project and Yildiz
Technical University Scientific Research Projects Coordination Department, aims to fulfill the
statement published on 2003-2023 Technology Foresight Study by TUBITAK 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
Xviii



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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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Fasiyal sinir; yliiz kaslarinin inervasyonunu, dudak hareketleri ile konusma ve ses
¢citkarma islevlerini, glilme, aglama gibi otonomik mimik hareketlerini saglayan yedinci
kafa cifti siniridir  [1], [2], [3]. Inflamasyon, travma, timor ¢ikarilmasi
veya cerrahi manipilasyonlar insanda periferik yiz sinirlerinin dejenerasyonuna yol
acgabilir [4]. Bu durum hastalarda fonksiyonel ve estetik sorunlara, dolayisiyla da sosyal
ve psikolojik agidan yikici durumlara neden olan yiz felcini meydana getirebilir [5].
Degisik nedenlerle ortaya cikan periferik fasiyal sinir hasarlarinda, 6zellikle tam kat
kesiye bagh paralizilerde kendiliginden iyilesme goérilmez. Bu nedenle fasiyal sinir
hasarlarinin tedavisinde glinimiizde ug-uca anastomoz, otolog veya deselliilerize
greftler ile anastomoz, konduit ile anastamoz veya distal fasiyal sinirin proksimal
kranial sinirlere anastomozu gibi bircok tedavi yontemi kullanilmaktadir. U¢ uca
anastomoz yaygin tedavi yontemi olmasina ragmen sinir kaybinin fazla oldugu
durumlarda kullanilamamaktadir. Sinir kaybinin fazla oldugu durumlarda, Schwann
hiicresi (SH) ve bazal lamina iceren otojen sinir grefti ve proksimal kranial sinirin
kullanilmasi altin standart olarak kabul edilmesine ragmen saglam bir sinirin feda
edilmesi ve bu sinirdeki fonksiyon kaybi nedeniyle dezavantajlari bulunmaktadir.
Ayrica tedavi sonrasi fasiyal diskinezi, sinkinezi, timsah gozyaslari ve stapes kas
kontraksiyonlari gibi sekeller olusabilmektedir [6]. Yapilan c¢alismalarda sinir
fonksiyonlarinin geri kazanilmasi icin Schwann hicreleri, bazal lamina, norotropik

faktorler (NTF) ve hiicre adezyon molekillerinin (HAM) hasar bolgesinde



rejenerasyonu saglamada elzem oldugu bildirilmistir [7], [8], [9]. Schwann hilicrelerinin
myelinizasyon saglamalari konduit kullaniminda basarinin saglanmasinda 6nemli rol
oynar [8], [9], [10], [11], [12]. Ancak konduit kullanilarak yapilan anatomozda mevcut
Schwann hicre kaynagi sinirh oldugunda remyelinizasyon etkin olarak gergeklesemez

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

Son yillarda rejeneratif tibbin gelismesiyle kdk hiicrelerin (KH) klinikte uygulanmasina
yonelik calismalar giderek artmaktadir. Kok hicreler organizmayl olusturan ve
organizmanin yasami boyunca bircok hiicre tipine farklilasabilme, kendini
yenileyebilme ve ¢ogalabilme yetenegine sahip, farkl kaynaklardan elde edilebilen 6zel
hiicrelerdir [13], [14]. Gulnlimizde kok hicreler kullanilarak yapilan hicresel
tedavilerin merkezi sinir hastaliklarinda (Parkinson, sizofreni, noérodejeneratif
hastaliklar, Alzheimer) kullanimi ile ilgili calismalar umut vericidir [15], [16], [17], [18].
Bunun yaninda periferik sinir hasarlarinda yag, kemik iligi ve hipokampal néral kék
hiicre kullanan deneysel calismalarda da olumlu sonuclar elde edilmistir [19], [12],
[20], [21]. GlUnlmuizde hicresel tedavi yontemlerinde, mezenkimal kok hiicrelerin
(MKH) Schwann hicrelerine farklilasmasiyla, periferik sinir rejenerasyonunda tedavi

etkinliginin artmasi yeni imitlere yol agmistir [20].

Yakin zamanda insan burun boslugu mukozasinda da kok hiicrelerin bulundugu tespit
edilmistir. Olfaktor kok hiicreler (OKH) olarak adlandirilan bu hiicreler sinir
hasarlanmasini takiben duyu ndronlarinin rejenere olmasini bdylece koku alma
duyularinin yeniden kazanilmasini saglar. Yapilan c¢alismalarda olfaktor nérosfer
kaynakli hiicrelerin sadece kok hiicrelerden olusmadigi, kok hiicrelerin bir alt tiirii olan
norosfer formunda hiicreler, progenitér ve prekirsér hicrelerden meydana geldigi
bildirilmistir [22], [23], [24], [25], [26], [27]. Ayrica olfaktor norosfer kaynakh
hiicrelerin, kondrosit farklilasmasina indlklenerek rat intervertebral disk
rejenerasyonunda basari ile kullanildigi gosterilmistir [28]. Bunun yaninda deneysel
hipokampal hasar olusturulan farelerde yapilan bir ¢calismada olfaktor kok hiicrelerin
hasar bolgesine goc ettigi, orada endojen noérojenezi uyardigi, sinaptik transmisyonu
tamir ettigi boylece farelerin 6grenme ve hafiza davranislarinin dizeldigi gésterilmistir

[29]. Merkezi sinir sistemi hasarlarinin tamirinde de kullanilan olfaktor kaynakh kok



hicrelerin, omuriligin hasarli bélgesinde kortikospinal ndéronlarin rejenerasyonunu

sagladiklari da bildirilmistir[30], [31].

Desellilerize allojenik arter konduit ile Schwann hiicreleri ve otolog adipoz kaynakh
mezenkimal kdk hiicrelerin (AD-MKH) rat fasiyal sinir rejenerasyonunda karsilastirildigi
bir ¢alismada, AD-MKH’lerin immin reaksiyona neden olmayan, néronlarin hayatta
kalmalarini ve nérojenezi uyaran, Schwann hiicrelerinin biyimelerini, olgunlasmalarini
ve farklilasmalarini saglayan noérotropik faktorleri salgiladiklari bildirilmistir. Calismada
hiicre ekilen konduitlerde daha iyi rejenerasyon goérilmesine ragmen fonksiyonel
iyilesme saglanamamistir [32], [12]. Bu nedenle de sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel

iyilesme igin yeni yaklasimlar gelistirilmesi oldukga 6nemlidir.

Kok hcrelerin farklilasma potansiyelleri, icinde bulunduklari nis ortami ile
yonlendirildiginden, farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin [33] farklilasma
ozellikleri degiskendir. Nis bilesenleri de koék hicrenin bulundugu bdlgeye gore
degisebilir [34], [35], [36]. Buna gore de sinir dokusu kaynakh kok hiicrelerin ve
bulunduklari bdlgedeki ¢evresel faktorlerin sinir hasarlarinin  rejenerasyonunda
kullanilmasi umut vericidir. Bu nedenle sinir dokusunun rejenerasyonunda uygun kok

hiicre - nis ortami belirlenmelidir.

Noral ve glial spesifik antijenlere sahip olfaktér bolge kék hiicrelerinin [37], [38], [39],
[40] yag dokusu, kemik iligi gobek kordonu gibi diger kok hiicre kaynaklarina gére noral

hiicre serilerini olusturmada daha avantajli oldugu distnulebilir.

Son 10 yilda sinir hasarlarinin tedavisinde yeni yaklagsimlar gelistiriimektedir. Doku
muhendisligi ile olusturulan yapilar kullanilarak fonksiyonunu kaybeden sinirlerin noral
imputlarinin ve kas fonksyonlarinin iyilestiriimesiyle dogal yiiz hareketleri, kabul
edilebilir morbidite ve uzun sireli stabilite saglanabilmesinin mimkin oldugu

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

Yine de gliniimizde fasiyal sinir paralizisinde farkl tedavi yéntemlerinin uygulanmasina
ragmen heniz problemin ¢6zilmesi mimkin olmamistir. Olfaktér kaynakh kok
hiicreler(OKH) ile ilgili son yillardaki calismalar ise periferik sinir hasarlarinda OKH' lerin
tedavi acisindan 6énemli bir potansiyele sahip oldugunu dustindirmektedir[12], [23],

[24], [25], [27], [32].



Literatlire bakildiginda, yakin zamanda kesfedilen OKH ile ilgili dlinyada heniiz az sayida
calisma bulunmaktadir (Pubmed sonuglarina gore, bashginda “olfactory stem cell”
gecen 73 makale bulunuyor). Ulkemizde ise olfaktér bélge kaynakli kok hiicrelerin

izolasyonu, kiltirinin yapilmasi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismanin amaci; insan burun boslugundan olfaktér kék hiicreleri iceren biyopsi
Ooneklerinden OKH’lerin izolasyonu, uzun siireli kiiltlirinin yapilmasi karakterizasyonu,
kriyoprezervasyonu gerceklestirerek, OKH’lerden yeterli miktarda hiicre kitlesi elde
edilip ilk kez olarak hasar gormus fasiyal sinir rejenerasyonunda (ratlarda) etkinliginin
incelenmekle hasar goérmdis sinir hiicrelerinin rejenerasyonunda yeni bir yaklasim
gelistirilmesi ile ileride doku mihendisliginde kullanilmak {zere OKH’lerin

kriyobankinin olusturulmasidir.

1.3 Hipotez

Calismanin hipotezini hasar géormdis fasiyal sinir dokusunun rejenerasyonunda onemli
rol oynayan nis ortamini géz onlinde bulundurarak ilk kez olarak olfaktér kok

hiicrelerinin kullanilmasi olusturur.
Hedefe ulasmak icin asagidaki basamaklar gerceklestirildi;

e Onami alinan septoplasti hastalarindan alinan olfaktor biyopsilerinin uygun

kosullarda laboratuvara getirilmesi,

e Olfaktor  biyopsilerinden  olfaktér  kék  hicrelerin  izolasyonu  ve

karakterizasyonunun yapilmasi,

o Olfaktor kok hicrelerin kriyoprezervasyonu gercgeklestirilerek kriyobankinin

olusturulmasi,

e Olfaktor kok hiicrelerin CM-Dil ile isaretlenmesi ve in vitro ¢ok tabakal hiicre

kitlesinin elde edilmesi,



On calisma icin Wistar Hannover disi ratlarda fasiyal paraliz modeli
olusturulmasi ve farkh kok hiicre uygulama yontemleri karsilastirilarak en uygun

yontemin belirlenmesi,

27 Wistar Hannover disi rat 3 gruba ayrilarak fasiyal paraliz deney gruplari
olusturulmasi ve kesilen sinir uglari neurotube poliglikolik asit konduite
anastomozunun yapilmasi, konduit icine isaretlenen ve c¢ok tabakali hiicre

kitlesi halinde hazirlanan olfaktor kok hiicrelerin aktarilmasi,

Deney hayvanlarinin 8 hafta boyunca elektrofizyolojik ve whiskas skorlama ile
incelenmesi, 8 hafta sonunda hayvanlarin sakrifiye edilmesi ve sinir dokusunun

histolojik olarak incelenmesi,

Elde edilen sonuglarin histolojik ve istatistiksel olarak degerlendirmesidir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Fasiyal Sinir

2.1.1 Fasiyal Sinirin Tarihgesi

Fasiyal sinirin varligina iliskin bilgiler uzun zaman 6nceye dayanmaktadir. Fasiyal sinirin
petréz kemik kanalindaki ilk tespiti 1523-1562 yillari arasinda yasamis olan Gabriel
Fallopius tarafindan yapilmistir. Daha sonra 1621-1675 vyillari arasinda yasamis olan
Thomas Willis kulak fizyolojisini agiklamistir. Willis, 1664 de yazmis oldugu “Cerebri
Anatome” de fasiyal siniri kafa boslugu icinde tarif etmis fakat bu sinirin isitme
fonksiyonu ile iliskili oldugunu dustinmdistdr [4], [7], [45]. Sir Charles Bell, 1821 yilinda
trigeminal sinir ve fasiyal sinirin anatomik ayrimini belirlemis, yiiz mimik kaslarinin

motor dalinin fasiyal sinir motor dal oldugunu gostermistir [1], [7], [46].



2.1.2 Fasiyal Fasiyal Sinirin (Yiiz Siniri- Nervus Facialis) Yapisi

Fasiyal sinir, intrakranial, intratemporal ve ekstratemporal olmak tzere 3 kisimdan
olusan, motor lifler, 6zel viseral tat lifleri, parasempatik otonomik lifler ve genel duyu
lifleri olarak adlandirilan 4 sinir lifi iceren, temporal, zigomatik, bukkal, mandibular ve
servikal olarak adlandirilan dallara ayrilan mikst (karisik)bir sinirdir (Sekil 2.1) [1], [9],
[12], [32], [46], [47].

~_ | T Branchial motor
|| B isceral motor
= Special sensary
| B General sensory

(
+ Internal acoustic
\ meatus

1 Motor nucleus
© of facial nerve

| Posteriorauricular
|/ branch

Sekil 2.1 Fasiyal sinirin dallari

Fasiyal sinir yliz mimik kaslarinin inervasyonundan sorumlu olan, dudak hareketleri ile
konusma ve ses cikarma islevlerini yerine getiren, bunun yaninda glilme, aglama gibi
otonomik mimik hareketleri ile duygusal durumlarin da ifadesini saglayan yedinci kafa
cifti siniridir. Emosyonlarin fasyo-vokal gosterisi denen bu ifade sekillerinin 6nemli bir
kismini saglayan ytz mimiklerini olusturur. Tat duyusunu ise genikulat gangliona kadar
beraber seyrettigi intermedier sinir ile submandibular, sublingual ve lakrimal glandin

otonomik sekretuar inervasyonu ile dilin % 6n béliminde saglar.

Fasiyal sinir multifasikiler sinir yapisina sahiptir. Meatal, labirentin ve timpanik kisimda
tek fasikiil bulunurken, distal mastoid kisim 2-3 fasikil, ekstrakranial kisim ise 6-10
fasikilden olusur. En dista epinérium, fasikillerin arasinda ise perinérium tabakasi

bulunur (Sekil 2. 2) [1], [46], [47].



AKSON
1

% MIYELIN KILIF

EPINORYUM

PERINORYUM

FASIKUL
KAN DAMARLARI

Sekil 2.2 Sinirin yapisi

2.2 Fasiyal Paraliziler

Fasiyal sinir paralizi en sik gorilen kranial sinir hastaligidir ve sinir dallarinin bir
kisminda hasar olusturarak karakteristik fasiyal bozuklukla sonuglanir. Travma, timor
olusumu, idiyopatik sartlar, serebral felg, psédobulbar palsi ve virislerin neden oldugu
coklu etyolojiye sahiptir. Nadir olarak dental tedaviler sirasinda da lokal anestezi
enjeksiyonu veya Ugclincl azi disinin ¢ekilmesi ile olusan enfeksyondan sonra ortaya
ciktigr da bildirilmistir. Postoperatif fasiyal paralizlerin veya lingual ve/veya inferior
alveolar sinir hasarlarinin insidansi bir¢cok yazar tarafindan bildirilmistir. Literatiirde
konu ile ilgili; lokal anestezi sirasinda igneye bagh travma (yanlis igne se¢imi veya
anesteziklerin epinéryuma bulasmasi), dis cekilmesine bagli olarak intranéral hematom
olusumu veya sikisma, lokal anestezi toksisitesi, enfeksiyonlar, osteotomiler,
preprostetik islemler, timoér ve kistlerin ¢ikarilmasi temporamandibular baglanti
ameliyatlari, yGz kiriklari ve vyarik dudak/damak cerrahi tedavileri gibi farkl
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etyolojilerden s6z edilmektedir. Fasiyal sinir paralizileri ortaya ¢ikma nedenlerine bagh

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

2.2.1 Patofizyoloji

Sag ve sol fasiyal sinirler gbz kirpma, gozleri agip kapama, gilme, kas catma, gozyasi ve
tikilruk salgilamasi gibi bircok fonksiyonu kontrol eder. Ayrica orta kulaktaki stapedial
kasi inerve eder ve dilin 2/3 anterior bolgesinden tat duyusunu tasir. Fasiyal sinir ylziin
her iki kisminda kafatasi icindeki dar bir kemik kanaldan kulagin altindan kaslara dogru
uzanir. Akut inflamasyon ve fasiyal sinir 6demi gibi patolojiler kemik kanali igindeki
fasiyal sinire hasar verir ve ezilmeye bagh iskemi olustururlar [47]. Bunun disinda
cocuklukta gorilen, etyolojisi aydinlatilmamis ve genellikle spontan gelistigi diisiiniilen,
nadir olarak da altta yatan patolojilerle ortaya ¢ikan akut diisik motor néron fasiyal
paralizisi gorilmektedir. Bozulmalarin yayilmasi hasar bdlgesi ile ilgilidir. Proksimal
lezyonlar gozyasinin azalmasi, hiperakuzi ve dilin 2/3’lik 6n boliminde tat kaybidir.
idiyopatik fasiyal paralizilerin patofizyolojisi ise belirsizdir. Belirtiler siklikla viral
hastalig takiben 2-3 hafta icinde ortaya ¢ikar. Noropatinin altinda yatan sebebin, sinire
aktif viral invazyon ve immiin demiyelinizasyon oldugu dislintilmektedir. Sinirdeki
fiziksel sismenin patolojik roli henliz agiklik kazanmamistir. Spesifik patolojilerin
cesitliligi akut disik motor néron fasiyal paralizine neden olabilir ki bu durum bazi
arastirmacilar tarafindan cocuklarda l6semi ile de iliskilendirilmistir. Eriskinlerde
yapilan ¢alismalarda asiklovirin tek basina kullanilmasinin steroid tedavisinden daha az
etkili oldugu bildirilmistir. Asiklovir streoid kombinasyonu iditopatik fasiyal paralizin
sonucunu degistirmemistir. Varicella zorster virlsliniin genukilat gangliyonda neden
oldugu Ramsay-Hunt sendromu (Herpes Zoster Otikus). Unilateral fasiyal paralizlere dis
kulak kanalindaki veya yumusak damaktaki herpetik vezikiller eslik eder ve prognozu
idiyopatik fasiyal paralizilerden daha iyi degildir. Tedavide intravenoz asiklovir steroid
kombinasyonu onerilir. Eriskinlerde alternatif tedavi olarak B12 vitamininin tek basina
ya da steroidler ile kombinasyonu steroidlerin tek basina kullanilmasindan daha hizh
etki gosterdigi belirlenmistir. Randomize kor calismalarda %100 hiparbarik oksijen
tedavisinin, ayni basingta %7 oksijenli ortamda yapilan steroid tedavisinden daha hizli
sonuc¢ verdigi, yiksek oksijen konsantrasyonunun etkili oldugu belirlendi. Cerrahi
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olarak fasiyal sinir kanali Uzerindeki baskinin azaltilmasi idiyopatik fasiyal palsinin
tedavisinde etkili olmadigindan gliniimizde kabul gormemektedir. Yiiz bolgesindeki
kalici zayifhigin fonksiyonel ve kozmetik etkileri bulunur. Sekilsel bozukluklar belirgin
fizyolojik morbiditeye neden olurlar. Sinir onarimi, greft veya yer degistirme gibi
cerrahi tetkikler fonksiyonlarin ve gorlnulsin geri kazanilmasini amaglar. Sinir nakli
etkilenen ucun distalinden iletim saglayan kranial sinir govdesine érnegin kontralateral

nr

fasiyal sinir veya hipoglosal “atlama gretfi”’ne baglanir. Bu teknigin paralizin
olusumunu takiben 2 il iginde uygulanmasi zorunludur. Kas nakli veya

mikronorovaskiler serbest kas transferi de tercih edilir [1].

Fasiyal sinir embriyolojik gelisimde ikinci brankial arktan meydana gelir. Motor lifleri
ylzin mimik kaslarinin yaninda ikinci brankial arktan kaynaklanan cesitli kaslari
(stilohyoid, stiloglosus, digastrik kas arka karni, platisma, kulak kepcesi kaslari ve
m.stapediu) da inerve eder. Fasiyal sinir cekirdekleri ponsta bulunur. Klinik acidan
supranuklear (fasiyal sinirin korteks ile ponstaki cekirdekleri arasindaki kismi)ve
infranuklear (fasiyal sinir cekirdeklerinden ug¢ dallara kadar olan kismi)olarak iki
anatomik parcaya ayrilan fasiyal sinirin bu parcalarinda meydana gelen lezyonlarin

ortaya cikardigi klinik tablolar birbirinden tamamen farkhdir.

Fasiyal sinirin korteks ve cekirdekler dahil olmak Uzere supranuklear pargasinda
meydana gelen paralizilere santral fasiyal paralizi, ¢cekirdeklerden sonra ortaya cikan

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

2.2.2 Santral fasiyal paraliziler

Santral fasiyal paralizilerde alin bolgesine giden liflerin fonksiyonu saglam ipsilateral
korteksten katilan suprantkleer sinir lifleri nedeniyle normaldir. Santral paralizilerde
ayrica, ylz alt yariminda meydana gelen felce, ayni tarafta bulunan dil, kol, el ve

parmaklar da parezi biciminde katilabilir.

2.2.3 Periferik fasiyal paraliziler

Nikleer ve periferik fasiyal paralizilerde, yiz yarimina ait tiim liflerde fonksiyon kaybi

olusur. Bunun nedeni yizin Ust yariminda her iki beyin yarimkiresinden gelen lifler
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bulunurken, alt yariminda ancak bir yarim kireden gelen liflerin bulunmasidir [1], [9],

[52].

2.2.4 Fasiyal Sinir Hasarlarinin Siniflandirilmasi

idiopatik paraliziler periferik tiim fasiyal paralizilerin %50’sinden fazlasini olusturarak
birinci sirada yer alirlar. ikinci sirada %20 ile travmalar, tgiinci sirada ise enfeksiydz
nedenler gelir (Cizelge 2. 1). Periferik sinir hasarlarinin siniflandirilmasinda
Sunderland’in belirledigi hasar dereceleri kabul edilir [53]. Bunlar; noropraksi,
aksonotmezis, norotmezis, cerrahi travma, temporal kemik kiriklari, ve tlimor
invazyonu ile olusan hasarlardir. Hasarlarin ilk (¢ derecesi viral, inflamatuar ve immiin
hastaliklar ile iliskilidir. ilk iki derece hasarlarda (noropraksi ve aksonotmezis),
genellikle inflamatuar sinir lezyonlarinda, ddemin neden oldugu intrandral sikisma
sonucunda gorilir. Bu Bell paralizisi ve herpes zoster otikusda da goriilen tablodur [1].
Veno6z drenajin bozulmasina bagli olarak 6¢dem gelismesi ve bu 6demin sinirdeki
sitkismayl daha da siddetlendirerek aksonlardan sonra endonériuma da hasar
vermesiyle olusan tablo (g¢lincli derece hasar (noérotmezis) olarak adlandirilir. Bu
duruma akut supuratif otitis media, kolestetomlu kronik otitis media, yavas blyiyen
timorler ve sinir kesisine neden olmayan temporal kemik kiriklari neden olur. Burada
sinirdeki ekstrandral sikisma sonucunda aksoplazma akiminda kesilmeye neden olan ve
sinir dokusundaki ven6z drenajin bozulmasi en énemli etkendir. Dordiincli ve besinci
dereceleri travma, temporal kemik kiriklar, veya timor invazyonu gibi sinir
devamliliginin bozuldugu durumlardaki siniflandirmadir ve derecelerdeki iyilesme en iyi

kosullarda bile ilk ti¢ derecedeki hasardaki kadar basarili sonuglanmaz [1], [47], [54].
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Cizelge 2.1 Fasiyal paralizin nedenleri.

Tablo-1: Fasiyal Paralizi Nedenleri
Dogum E nfeksiyon latrojentk
Molding Otitis  ehsterma/media  Sembelbpontin ki cemahist
Foreeps kullantmy (akmtkronik) Mandibuler blok ane stz Aisi
Myotondk distrofi Mastoidit Parotis cerrahist
Mabius Sendromu Herpes Zoster Antitetanozserum
Poliomyelit Temporal kemik cemahisi
Nirolojik Sugigedi
Opetiuler s2ndrom Kizmmik idiopatik
Millard-Cubler sendromn  Enflstyozmonomkleoz  Bell
Sefilik tetanoz Inflenz Melerson-Roshental sendromu
Peddofiimr serebri Akt supuratif parotid Oteimmun s2ndrom
Gratmlomatiz Temporal arterit
Neoplastik enfeksiyonlar Multipl skleroz
Kolestzatoma Wegener granulo matozisi (10)
7. sin timdril Travma
Glomus jugulate Kaf tabanikurklan Toksik
Lasemi Viiz varalanmalary Talidomid
Meningiom Penetmn  orh kuldk  Tefamoz
Kasmomprimer  vada  yaralanmabn Difteri
metaztatik) Barotavma (yikeeklk v Karbonmonolsit
Sarkombar sualty) Etilen glikol
Alkolizm
Epingralpsadokist (9)  Metaholik
Diabetes mellitus

2.3 Fasiyal Paralizinin Degerlendirmesinde Kullanilan Norodiagnostik Testler

Fasiyal paralizin tanisinda ve degerlendirilmesinde bir¢cok farkli test kullanilir. Bunlar
anatomik, fizyolojik, akustik ve elektriksel temelli testlerdir. Bu testler genel olarak, iki
taraftaki gozyasi salgisinin karsilastirilmasi i¢in yapilan Schirmer Goézyasi Testi, saf ton
odyogram ile stapedial sinir fonksiyonu incelemede kullanilan akustik refleks testi ve
elektriksel testler olan (Sinir ileti zamani (Latency), siddet-siire egrisi (SDC), Sinir
eksitabilite testi (NET), Maksimal Stimilasyon Testi (MST), Elektromiyografi (EMG),

Elektrondronografi (ENoG), Antidromik Potansiyeller, Trigeminofasiyal Refleks
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(TFR))sinirin fizyolojik durumunun belirlenmesinde kullanilan testlerdir. Bu testler
fasiyal sinirin ulasilabilir kismi ¢ok kisa oldugundan, genellikle lezyonun distalinden
yapilir [55]. Fasiyal paralizilerin en sik karsilagilan nedenlerinden biri travmadir.
Travmanin derecesi, miidahalenin yapilma zamani, belirtilerin ortaya ¢ikma siresinin
yaninda yaranin temiz ya da kontamine olmasi da prognozu belirleyici sebeplerdendir.
Motor c¢ekirdegi ponsta bulunan fasiyal sinir c¢ekirdeginin rostral kismindan
kaynaklanan lifer sadece kontralateral kortikobulber yoldan inerve olurlar.
inervasyondaki bu farklilik, periferik ve santral fasiyal paralizilerin ayirici tanisinda
kullanilir. Santral fasiyal paralizilerde alin bolgesine giden liflerin fonksiyonu normaldir.
Nikleer ve periferik fasiyal paralizilerde ise, yliz yarimina ait bitin liflerde fonksiyon
kaybi meydana gelir. Kafa travmalari ve iatrojeni, travmatik paraliz olgularinda ilk iki
sirayl olustururlar. Hematom ve kemik fragman batmasi gibi sik gorilen hasar
nedenlerinin yaninda ategsli silah yaralanmalari goriilme sikligi olarak daha az olmasina
ragmen siddeti ve baslangic hizi acisindan en kot prognoza sahip grubu

olusturmaktadir.

2.3.1 Elektromiyografi

Kas hareketleri ve duruslari, kaslar ile periferik ve merkezi sinir sistemi arasinda ileri ve
geri olarak ilerleyen elektrik sinyalleri ile saglanir. Omurilikte veya motor sistemde bir
patoloji olustugunda motor noéronlar, kaslar ya da noéromuskular baglantilardaki
elektrik sinyallerinin karakteristigi degisir. Bu nedenle mevcut patolojinin belirlenerek
teshis edilmesi icin hem kaslarin hem de motor sistemin birlikte degerlendirilmesi
gerekir. Kas icindeki elektrik sinyalleri elektromiyograma gore degerlendirilir. Kaslarin
aksiyon potansiyellerinin kaydedilmesi ve yorumlanmasinda elektromiyografi kullanilir

[56].

Sinir hicreleri arasi iletisim (neural network) mikro ya da milivoltlar diizeyinde elektrik
akimlari ile saglanir. Bu voltajlarin gerek merkezi sinir sistemi (MSS) gerekse periferal
bolgelerde yorumlanip anlamlandiriimasi ile sinir sistemindeki iletim degerlendirilebilir
hale gelir. Elektromiyografi merkezi kontrol stratejileri, sinir hiicreleri boyunca olan
sinyalin sinir kas kavsagina transferi, motor Unitede kas hicrelerinin elektriksel

aktivasyonu, karmasik biyomekaniksel olaylar zinciri, agonist ve antagonist kas
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tendonlari Gzerine etki eden ve kemiklere tasinan baskinin Uretimi hakkinda bilgi

edinilmesini saglar.

EMG, uzun yillar boyunca laboratuvar arastirmalarinda kullanilmasinin yaninda
elektrik, elektronik, bilgisayar ve biyomedikal alanlarda teknolojinin de gelismesiyle
bircok deneysel ¢alismada da kullanima uygun hale gelmistir. EMG uygulamalarinin
blylk ¢ogunlugunun temel amaci, kaslarin aktivasyon zamanlarini 6lgmek, kaslarin
kasilma profillerini tanimlamak ve kas kasilmasinin fiziksel yukini ve yorgunluk
olusumunu tanimlamak icin kullaniimaktadir [57]. Elektronorografi,

elektromiyografinin periferik sinirin incelenmesinde kullanilan yontemidir.

2.4 Kok Hiuicreler

Kok hicreler organizmayi olusturan ve organizmanin yasami boyunca birgcok hiicre
tipine farklilagsabilme, kendini yenileyebilme ve ¢ogalabilme yetenegine sahip 0zel
hicrelerdir [58], [59]. Uygun kosullarda farklilasarak cesitli doku ve organlari olusturan
farkli hicrelere donisebilme 06zelligine sahip olan kok hiicreler bu o6zellikleri ile
glinimuzde tibbin bircok alaninda ve doku mihendisligi calismalarinda yogun sekilde
kullanilmaktadir. Kok hiicreler bu 6zellikleri ile ileride vicutta hasar gérmus doku veya
organlarin hiicresel tedavisinde uygulanabilmesinin Umit verici olmasidir. Kok
hiicrelerin bu 6zellikleri bircok arastirmacinin ilgisini cekmis ve kemik iligi basta olmak
Uzere, farkh kok hiicre kaynaklarini kullanarak yapilan arastirmalar ve uygulamalar

sonucu, “rejenaratif tip” kavrami gelismistir [60], [61].

Elde edildikleri kaynaklara goére farkli farklilasma potansiyellerine sahip olan kdk
hiicreler ile yapilan ¢alismalar, hicrelerin elde edildigi kaynaklar ve kullanim alanlari,
bircok tartismayl da beraberinde getirmistir [62]. En cok tartisilan kok hiicre olan
embriyonik kok hticreler, farkh hiicre hatlarina donlisme potansiyeli acisindan avantajli
olmalarina ragmen, etik sorunlar ve donor sagligi acisindan olusturdugu tehlikeler

sebebiyle bazi calismalarda tercih edilememektedirler [63], [64].
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2.4.1 Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hiicreler, kendini yenileme, klonlasarak kendi kopyasini olusturabilme ve farkh
hiicre hatlarina farklilasabilme yetenegine sahip 6zel hiicrelerdir [65]. Bu 3 6zelligin
timine (Kendini yenileme, Klonlasma, Farklilasma) sahip olan bir hiicre kék hiicre

olarak tanimlanabilir (Sekil 2. 3).

Kendini yenileme @

o @
Ozellesmis
Hicrelere
Farkhlasma

Sekil 2.3 Kok hticrelerin genel 6zellikleri

Kendini Yenileme

Kok hicrelerin temel 06zelliklerinden biri olan kendini yenileme terimi, hicrenin
cogalma yetenegini belirler. Kok hicreler bu yonden oOlimslz, slirekli ve sinirsiz
boélinme yetenegine sahip hiicrelerdir. Bunun yaninda, Houck ve arkadaslarinin yaptig
in vitro ¢alismalarda, kok hiicrelerden farkl olarak somatik hiicrelerin en fazla 80 kez
bollinebildigi ve daha sonra bu hiicrelerin yaslanmasi sonucunda replikasyonlarinin

azaldigi gosterilmistir [66].

Klonlagma

Klonlasma, bir hiicrenin ayni yapiya sahip birden fazla hiicreyi liretme kapasitesi olarak
tanimlanir. Klonlasma o0zelligi hiicrelere, kendi ozelliklerine sahip yeni hicreler
Uretebilme vyetenegi kazandirir. Boylece hicrelerin homojen hiicre gruplari
olusturabilmelerini saglar. Sonucta tamamen ayni hiicresel ve genetik yapiya sahip olan

hiicrelerden bir hiicre hatti olusturulabilir [64].
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Farkhlagsma

Kok hiicreler organizmada ihtiya¢ duyuldugunda farkli hiicrelere doénisebilme
potansiyeline sahip hiicrelerdir. Ancak, her kok hticre tir(, elde edildigi kaynaga bagli
olarak farkh farkhlasma potansiyeline sahiptir. Kok hiicreler farkh sinyaller verildiginde
bu o6zellikleri in vitro kosullarda da gosterebilir. Eriskin kaynaklardan elde edilen kdk
hicrelerde, embriyonik ve fetls kaynakl kok hiicrelerin sahip oldugu yetenekler
sinirhdir. Bu nedenle kok hiicrelerin islevlerini tanimlamada, hicrelerin farkhlasma
potansiyellerinin de g6z o©ninde bulundurulmasi gerekmektedir. Kok hiicreler
mezoderm, endoderm ve ektoderm olarak adlandirilan ti¢ germ tabakasindan meydana
gelen hicrelerden olusur. Bu ¢ germ tabakasi, tim viicut hicrelerinin embriyonik
kaynagini olusturmaktadir. Viicudun olusumu sirasinda, bu 3 germ tabakasinin her biri

farkl 6zellesmis hiicreleri meydana getirir (Cizelge 2. 2) [67].

Cizelge 2.2 Embriyonik Germ Tabakalarindan Gelisen Farkli Dokular

Embriyonik Germ Tabakalari Farklilasmis Dokular

Endoderm Timus, Tiroid, Paratiroid Bezi, Larinks, Trake,
Akciger, idrar  kesesi, Vajina, Uretra
Gastrointestinal Dokular, Karaciger, Pankreas,
Gastrointestinal Sistem i¢ Yizeyi Solunum

Sistemi ¢ Yiizeyi

Mezoderm Kemik iligi, Kan, Adrenal Korteks, Lenf Dokulari,
Cizgili, Diiz ve Kalp Kaslari, Bag Doku (Kemik ve
Kikirdak dahil), Urojenital Sistem, Kalp ve Kan

Damarlari (Vaskuler Sistem)

Ektoderm Deri, Sinir Sistemi (Noroektoderm), Adrenal
Medulla, Hipofiz Bezi, Bas ve Yiiz Bag Dokulari,
GOz, Kulak
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Elde edildikleri kaynaga bagh olarak kdk hicreler, totipotent, pluripotent, multipotent

ve unipotent olarak adlandirilan 4 farkli farkhlasma potansiyeli gosterirler [67].

2.4.1.1 Totipotent Hiicreler

Totipotent terimi Totus-Tam, bdélinmemis ve Potentia-Glig, potansiyel anlamina gelen
kelimelerden tlireyen ve her seyi yapabilen anlamina gelen Latince bir terimdir.
Fertilizasyon ile olusan tek hicreli embriyo (zigot) ilk totipotent hiicre olarak
adlandirilir ve tek basina tim organizmaylr meydana getirebilecek genetik bilgiye ve

potansiyele sahiptir.

Ayrica erken embriyonik donem olarak adlandirilan blastomerin olustugu embriyonun
ilk 4- 5. giinline kadar olusan hiicrelere de “totipotent hiicreler” adi verilmektedir.
Totipotent hiicreler organizmanin tim yapilarini ve ekstra embriyonik yapilarda olan
gobek kordonu, amniyon kesesi, Wharton Jeli ve plasentayr da olusturabilecek
yetenege sahiptirler. Totipotent hiicreler organizmanin gelisimini takiben farklilasma

potansiyellerine gore pluripotent, multipotent, Unipotent 6zellik gdsterebilirler.

2.4.1.2 Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent terimi Latince “gesitli, ¢ok” anlamina gelen Plures ve Potentia-Gig
kelimelerinden tliremistir. Pluripotent hicreler fertilizasyondan sonra, 4- 5. giinde
olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir. Bu hicreler, in vivo
embriyonik gelisim sirasinda ve in vitro kosullar altinda embriyonun (¢ germ tabakasi
olan endoderm, mezoderm ve ektodermden meydana gelen her tirli hiicre tipini
(yaklagik 200 farkli hiicre) olusturabilme potansiyeline sahip hiicrelerdir. Bu essiz
farklilasma o6zelligine sahip olmalarina ragmen pluripotent hiicreler, islev géren bir
organizmay! olusturabilecek kabiliyette degildirler. Pluripotent kok hiicreler bircok
farkli hiicre tirlni olusturmalarina ragmen totipotent hicreler gibi ekstra embriyonik
tabakalari olusturamazlar. Yapilan calismalarda erken dénem insan embriyolarindan
alinan hiicreler ile fetis dokusundaki gonad kokenli hiicrelerin de pluripotent 6zellige

sahip olduklari gosterilmistir [68], [69].
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2.4.1.3 Multipotent Kok Hiicreler

Embriyonik gelisimin daha ileri evresinde gorilen bu hiicreler sadece kendi kdkeninde
bulunan 6zellesmis hiicrelere ve doku gruplarina farkhlasabilirler. Bu hiicreler sinirli
farkhlasabilme kapasitesine sahip olmalarina ragmen c¢ok sayida hiicre tiirline
farklilagabilmektedir. Multipotent hicreler, kemik iliginde ylksek miktarda olmak

Uzere kordon kani ve yag dokusunda da bulunur [68].

2.4.1.4 Unipotent Hiicreler

Latince “tek, bir” anlamina gelen unus kelimesinden tiretilmistir. Unipotent hiicreler,
sadece bir c¢esit hicre grubuna farklilasabilen hiicrelerdir. Bu hicreler, eriskin
organizmada, tek bir seri boyunca farkhlasabilirler. Ayrica, doku yenilenmesinde de rol
oynarlar. Ancak, daha genis doku hasarlarinda, hasarl bélgenin tamiri igin pluripotent

kok hicreler devreye girer [68], [70].

2.4.2 Kok Hiicrelerin Elde Edildigi Kaynaklar

Embriyonik kok htlicre kaynaklari olan, erken embriyon dénemindeki blastosist,
embriyonel yapraklar ve fetal dokular disinda koék hicreler, bircok farkh eriskin
dokudan da izole edilir (Sekil 2. 4). Glinimiizde mevcut olan kok hiicre kaynaklarina ek
olarak tibbi ve laboratuar tekniklerinin gelismesiyle ileride, daha farkli kok hicre

kaynaklarinin da kesfedilmesi beklenmektedir [71], [72].
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Sekil 2.4 Kok hiicre kaynaklari

2.4.2.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Fertilize yumurta, olgun bir organizma oluncaya kadar béliiniir ve farklilasir. insan dahil
tim eriskin  memeliler, sinir (noronlar), kas (miyositler), deri (epiteller), kan
(eritrositler, monositler, lenfositler, v.b.), kemik (osteositler) ve kikirdak hiicreleri

(kondrositler) gibi 200" den fazla hiicre ¢esidinden olusur [73].

Embriyonik kdk hiicrelerinin 1998 yilinda Wisconsin-Madison Universitesinde James
Thomson tarafindan kesfinden sonra insan embriyonik kok hicrelerinin (iEKH) elde
edilmesi ve kultlrinln yapilmasi, biyoloji bilimi i¢in ¢cok dnemli bir ilerleme olmasinin
yaninda doku miihendisligi ve rejeneratif tip icin de dev bir adim olmustur [74], [75].

insan embriyonik kék hiicrelerinin elde edildigi embriyolar, blastosist adi verilen 4-5
glnlik ici bos mikroskobik kirelerdir. Blastosist (i¢ yapidan olusur: Blastosisti kaplayan
katman olan trofoblast; blastosistin icinde bulunan bosluk olan blastosol ve blastosélun

bir ucunda bulunan ve yaklasik 200 hiicreden olusan i¢ hiicre kitlesidir (Sekil 2. 5) [76].
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Sekil 2.5 Embriyonik kék hicreler

2.4.2.2 Eriskin K6k Hiicreler

Eriskin kok hicreler, eriskin viicudunda bulunan farklilasmamis hicrelerdir. Bunlar,
hasar goren dokular tamir etmede kullanilan hicreleri olusturan ve/veya &len
hiicrelerin yerini alan htcrelerdir ve Uretildikleri farkh organlardaki 6zel yerlerde
bulunurlar [77]. Eriskin kok hucreler, 1950" li yillarda kemik iliginden alinan kok
hicreler kullanilarak kék hiicre nakli yapilmasindan bu yana klinikte kullanilmaktadir.
Bu tarihten bu yana, alternatif doku onarim olasiliklari sunan ve kordon kani, yag, cilt,
goblet hiicreleri ve periferik kan (PK) gibi elde edilmesi daha kolay hiicre
kaynaklarindan elde edilen diger kok hiicre tirleri tanimlanmustir. Eriskin kék hicreler
farkhlastiklari dokular temel alinarak hematopoetik ve mezenkimal kdk hiicreler olarak

2 gruba ayrilirlar [78], [79], [80].

2.4.2.2.1 Mezenkimal Kok Hiicreler

Memeli kemik iligi mikro cevresi, kemik homeostazisi ve hematopoezini destekleyen

bircok farkl elemandan olusur. Bu elemanlardan biri de mezenkimal hicreler olarak
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adlandirilan hicrelerdir. Mezenkimal kdk hicreler; baslica kemik iliginde bulunan ke-
mik, kas, kikirdak, tendon, yag ve kemik iligi stromal hiicrelerine farklilasma yetenegine
sahip olan multipotent progenitor hiicrelerdir. Kemik iliginde non-hematopoetik kok
hicrelerin varhg ilk olarak 130 yil 6nce Alman patolog Cohnheim tarafindan ile
surllmustir. Friedenstein ve arkadaslari, 1976'da fibroblast kolonisi yapan (nitelerde
(CFU-F), nonhematopoetik kemik iligi progenitorleri olan mezenkimal kok hicreleri
(MKH) tanimlamistir. Friedenstein, fetal buzagi serumu igceren kemik iligi materyalinin
ortama yayilmasi sonucunda, adezyon yetenegi olan, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen, kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip hiicre kolonilerinin
varligini  bildirmistir. Takip eden vyillarda yapilan g¢alismalarda mezenkimal kok
hicrelerin her ¢ germ yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokulara farklilasabilen
non-hematopoetik multipotent kok hiicreler olduklari anlasiimistir. Ginimiizde bu
hiicreler genel olarak mezenkimal tip hiicrelere farklilasma yeteneklerinden dolayi
mezenkimal kok hiicre olarak adlandirilmiglardir. Farkli hiicre hattina farklilasabilme
yetenegine sahip MKH’ler ile yapilan yogun c¢alismalar sonucu birgok farkli dokudan
mezenkimal koék hiicrelerin elde edilmesi mimkin olmustur [80], [81], [82] (Cizelge 2.

3).

Cizelge 2.3 Bazi mezenkimal kdk hiicre kaynaklari (Alfabetik sirayla)

1. Adipoz doku kaynakh MKH’ler
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2. Amniyotik sivi ve amniyotik membran kaynakli MKH’ler

3. Kemik iligi MKH’ler

4. Dental pulp MKH’ler

5. Endometriyal MKH’ler

6. Limbal doku kaynakh MKH’ler

7. Menstrual-kan kaynakh MKH’ler

8. Kas ve periost kaynakli MKH’ler

9. Periferal kan kaynakli MKH’ler

10. Plasenta ve fetal membran kaynakli MKH’ler

11. Tukarik bezi kaynakli MKH’ler

12. Deri ve slinnet derisi kaynakli MKH’ler

13. Amniyotik insan umbilikal kord alti membran kaynakli MKH’ler

14. Snovial sivi kaynakh MKH’ler

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

Mezenkimal kok hicreler (MKH), yayilma potansiyeli olan ve in vitro olarak
kondrojenik, osteojenik, adipojenik ve miyojenik serilere doniisebilen hiicreler olarak

tanimlanir (Sekil 2. 6).
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Sekil 2.6 Mezenkimal kdk hiicrelerin farkl hiicre turlerine farklilasma potansiyeli.

Mezenkimal kok hicreler, sahip olduklari farklilasma potansiyelleri ve zayif immiin
yanit olusturma ozellikleri sayesinde klinik kullanima uygundurlar. Bu 6zellikleri ile
mezenkimal kok hiicreler Avrupa birligi (AB) tip ajansi tarafindan ilag Hiicre (Cell Drug)

kapsamina almislardir [83], [84].

2.4.2.2.1.1 Mezenkimal K6k Hiicrelerin Genel Ozellikleri
Uluslararasi Hicre Tedavileri Toplulugu (ISCT) mezenkimal kék hiicreleri tanimlamak
icin 3 6zellik bildirmistir:

e MKH'’ler standart kiltiir ortaminda plastik ylizeye tutunabilen hiicrelerdir,

e MKH’ler yilzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi non-
hematopoetik hiicre ylizey belirteclerini eksprese etmelerine ragmen, CD45,
CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi tipik hematopoetik
belirtecleri gostermezler,

e invitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farkhlasabilirler [85].

2.4.2.2.1.2 Mezenkimal K6k Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri
Kaltir ortamindaki mezenkimal kok hicrelerin morfolojileri, 1sitk veya faz kontrast
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mikroskobu ile incelendiginde fusiform sekilli, ig seklinde ve fibroblast benzeri hiicre
topluluklari olarak gorulirler. Morfolojik ozellikleri fibroblastlara benzemekle birlikte
en Onemli farklari niikleus yerlesiminin fibroblastlarda asimetrik olmasina karsin bu

hicrelerde simetrik olmasidir [86], [87].

2.4.2.2.1.3 Mezenkimal K6k Hiicrelerin immiinofenotipik Ozellikleri

Mezenkimal kok hicrelerin fenotipik ozellikleri ile ilgili calismalar genellikle primer
hiicreden ziyade kiiltiirde ¢ogaltilmis hiicrelerde arastirilmistir. Primer mezenkimal kok
hiicrelerin fenotipik 06zellikleri hakkinda sinirli sayida calisma vardir. Kiltirde
¢ogaltilmis mezenkimal kok hicrelerin antijenik 6zelliklerine bakildiginda kendilerine
has bir belirte¢ tasimadiklari; endotel, epitel ve kas hiicrelerine benzer fenotipik
ozelliklere sahip olduklari gortlmektedir. Kiltlirde ¢ogaltiimis mezenkimal kék hicreler
CD45, CD34, CD14, CD11 gibi hematopoetik belirtecleri ve CD80, CD86, CD40 gibi ko-
stimilator molekiilleri eksprese etmezler. Mezenkimal kék hiicre icin tipik olarak kabul
edilen belirtecler CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/4)'tlr. Fibroblast yuzey markeri olan
STRO-1 mezenkimal kdk hicreler tarafindan da eksprese edilmektedir. Ayrica
mezenkimal kok hicreler CD71 (transferin reseptor) ve CD90 (thy-1) tasirlar. Farkh
dokulardan elde edilen hiicreler genel olarak benzer fenotipik 6zelliklere sahip olmakla
birlikte, bazi farkliliklar da géze carpmaktadir. Ornegin, yag dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hicreler, yizeyinde CD49d tasirken, CD106 tasimamaktadir; kemik
iligi kaynakl mezenkimal koék hicreler de ise aksine CD49d negatif, CD106 pozitifir.
Eriskin mezenkimal kok hicrelerin, hiicre ylzeyinde HLA sinif | antijenlerini zayif
eksprese ettikleri, HLA sinif 1l antijenlerini tasimadiklari, ancak hiicre ylizeyinde
tasinmayan HLA sinif Il antijenlerin stoplazmada bulundugu saptanmistir. Mezenkimal
kok hucrelerin ko-stimilator molekilleri ve HLA sinif Il antijenlerini eksprese
etmemeleri gibi Ozellikleri graft versus host hastaligi tedavisinde kullaniimalarina
olanak saglamistir. Fetal karaciger kaynakl mezenkimal kok hiicrelerin ise HLA sinif Il
antijenleri hem hiicre ylzeyinde hem de intrastoplazmik olarak icermedikleri
gosterilmistir. Bu bulgular MKH antijen ekspresyonunun fetal yasamdan eriskin yasama

geciste degistigini dlisindirmektedir.
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Mezenkimal kok hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler bir cok adezyon molekilini
ortak olarak bulundururlar. Bunlarin baslicalari fibronektin, laminin ve kollojene bag-
lanmadan sorumlu olan integrin ailesi ve L-Selektindir. Mezenkimal koék hiicrelerin
ayrica sitokin, kemokin ve ekstraselller matriks proteinlerini sentezleme yetenegi
vardir. Salgiladiklari baslica sitokinler Interleukin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14,
IL-15, Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), FIt-3 ligand ve stem cell
faktordiir (SCF). Ayrica kiltiir ortamlarina IL-1a ilave edildiginde, granulocyte-colony
stimulating faktor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating faktor (GM-
CSF) salgilama yetenegi kazanirlar. Mezenkimal kok hiicrelerin GM-CSF, G-CSF, SCF ve
IL-6 salgilama yetenekleri, allojeneik ve otolog hematopoetik kdk hiicre nakillerinde,
hematopoetik kok hiicrelerin yerlesim, cogalma ve farklilasmalarina katki saglayarak
notrofil ve trombosit engrafmanini hizlandirici etki gosterdigi diisiiniilmektedir [88]

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

2.4.2.2.1.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlagsmasi

Eriskin kemik iliginden elde edilen mezenkimal kdk hiicreler farkh dizilere farkhlasabilir
(Adiposit, Miyofibroblast, Osteoblast, Endotelyal hiicre, Kondrosit, Noral hiicre, Kalp
kasi, Karaciger hiicresi, iskelet kasi, Bobrek tibdiil hiicresi, Tenosit). Farklilasmalarda rol
oynayan genlerin bir kismi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Sekil 2. 7). Osteogenez,
adipogenez ve kondrogenezin her lglinde de rol oynayan genler: Period homolog
1(PER1), Nebulette (NEBL), néronal hiicre adezyon molekili (neuronal cell adhesion
molecule-NR-CAM), FK506-BP 5, interldkin 1 tip-Il reseptérii (IL1R2), Cinko parmak
protein 145 (ZNF145), Doku inhibitéri MMP 4 (TIMP4), Serum amiloidi A2. Bu
farklilasmis hiicreler CD29, CD44, CD105 ve CD166 icin pozitiftir ve yaklasik iki glinlik
bir iki katina ¢itkma 6mri vardir, alti kata kadar kdltirde genisleyebilir ve biyolojik
islevleri yaslanma ile azalmaz. MKH’lerin basit bir kemik iligi aspiratindan 10 hafta
icinde yaklasik 50 kez ikiye katlanarak ¢ogaltiimasi mimkindir. Bunlarin 6zellikleri, ilk
ve ikinci trimesterde fetal kan, karaciger ve kemikten, amniyotik sivi ve kordon
kanindan ve eriskin periferal kandan, yassi kemikler ve adipoz dokudan alinan
hiicrelere benzerdir. Ayrica, herhangi bir telomer kisalmasi ya da karyotipik anomali

olmaksizin belirli kosullar altinda ylizden fazla kez cogaltilabilen bu hicrelerin CD133
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pozitif bir alt popllasyonunun, vyalnizca mezenkimal hiicre tirlerine degil
(osteoblastlar, kondrositler, adipositler, miyositler) ayni zamanda endotel ve
noroektodermal fenotip ve isleve sahip hiicrelere de farklilasma kabiliyeti de
kanitlanmistir. insan MKH’lerinin (iMKH’ler) fare iskelet miyositler ile Kkiiltire
edildiginde kas hiicrelerine farklilasmasi ve sinirli miyojenik potansiyel gostermesi ile
insan MKH’lerinin daha genis bir farklilasma kabiliyeti oldugu da 6ne striImustir.
Kardiyomiyosit farklilasma da, uygun morfoloji, fizyolojik kardiyomiyojenik yanit ve
uygun adrenerjik ve muskarinik ylzey reseptorlerinin ifadesi ile gosterilmistir [116].
Daha once, eriskin kemik iliginden alinan kok hcrelerin, embriyonik hicrelerin
totipotent olmasi karsisinda benzer bir hiicre tlrlini Urettigi distinilmekteydi. Bu
multipotent eriskin kok hicrelerin kesfi ile kalitsal ya da dejeneratif hastaliklarin
tedavisi ve kikirdak, kemik ve miyokardiyum gibi dokularin onarimi igin gelecek vaat

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

osteogenez

914

o

adipogenez v kondrogenez

Sekil 2.7 MKH farkhlasmasinda rol alan gen sayilari

2.4.2.2.2 Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik kok hicreler, kendini yenileme kabiliyetine ve 0zellesmis kan
hiicrelerine, (eritrositler, trombositler ve |okositlere) farklilasma kabiliyetine sahip,

farklilasmamis hucrelerdir. Farkli fonksiyonel hicre tiplerini (, monosit/makrofaj,
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bazofil, eozinofil, eritrosit, trombosit, mast hiicreleri, dendritik hicreler, B ve T

lenfositler) olusturabilirler (Sekil 2. 8).
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Sekil 2.8 Multipotent 6zellige sahip hematopoetik kok hiicreler

GUnumuzde 4 farkh kaynaktan (kemik iligi, kordon kani, periferik kan ve plasenta) elde
edilen hematopoetik kok hicreler, miyeloablatif, miyeloablatif benzeri ya da
miyeloablatif olmayan islemlerden sonra lenfohematopoetik islevin geri kazanimi igin
kullanilmaktadir. E. D. Thomas tarafindan 1963’te tanimlanan, kemik iliginden elde
edilen koék hicreler, klasik kok hiicre kaynagl olarak kabul edilmektedir. Bir
hematopoetik kok hiicre kaynagi olarak periferal kan 1981’de kanitlanmistir ve kordon
kani bir kaynak olarak 1988’de tanitilmistir. Farkh kék hiicre kaynaklari, hiicrelerin sayi
ve Ozelliklerine gore farkli rekonstriktif ve imminojenik 06zelliklere sahiptir.
Hematopoetik kok hiicreler, miyeloid ve lenfoid dizileri de icerecek sekilde tim kan
hiicresi tirlerini meydana getirme kabiliyetine sahiptir. Hematopoetik kok hiicrelerin
iskelet kasi, kalp kasi, karaciger, endotel hiicreler ve noronlara farkhlastigini bildiren

¢alismalar da gliniimizde mevcuttur [99], [100].
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2.4.2.2.3 Noral kok hiicreler

Kisa slre oncesine kadar sinir sistemi hicrelerinin kendilerini yenileyemedikleri
dislintliyordu. Ancak son vyillarda yapilan arastirmalarda insan beyninde noral
hicrelerin 6nculi olan kok hiicrelerin oldugu anlasildi [101]. Bu kok hiicrelerin, fetusun
beyin ve sinir sistemini olusturan ve noron, astrosit ve oligodendrositleri olusturan kék

hicrelere benzedigi belirlenmistir (Sekil 2. 9).
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Sekil 2.9 Noral kok hiicreler

Noral kok hiicreler (NKH) uzun sireli kendini yenilemeye yonelik kapasiteye sahip ve
farkli noral soylar Uretebilen 6zel somatik hiicrelerdir. in vivo olarak biyiik 6l¢lide pasif
olduguna inanilan eriskin NKH’lerin kimlikleri halen tartisma konusudur. Bir dizi genetik
izleme serisine dayali dnde gelen model olan farmakolojik ablasyon, morfolojik ve
immunositokimya analizi, gliyal fibriller asidik protein (GFAP) ortaya koyan ve belli
radyal gliyal oOzellikler gosteren 0Ozel astrositlerin subventrikiiler bolge (SVZ) ve
subgraniler bolgede (SGZ) eriskin NKH’lerin bulundugunu 6ne sirmektedir (Sekil 2.

10).
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Sekil 2.10 Noral kék hiicreler beynin subventrikiiler bolge ve subgraniiler bolgesinde

Uretilir.

Yaralanma halinde memeli 6n beynindeki karinciklarin etrafindaki CD133+ ependi mal
hicreler etkinleserek eriskin NKH gorevini goren radyal gliya benzeri hiicrelere
donlstigl gozlenmistir. Eriskin SGZ'de cinsiyet belirleme bolgesi Y-kutusu 2’yi (Sox2)
ifade eden ve daha fazla Sox2+ hiicresinin, néron ve astrositin artmasina sebep olan bir
grup hicre popllasyonunun eriskin NKH’si oldugu one slrilmistir. Eriskin merkezi
sinir sistemindeki (MSS) bazi hiicrelerin normal sartlarda ya da blyilk yaralanmalar
sonrasinda norojeneze aracilik etmede NKH roli Gstleniyor olmasi, olfaktor epiteldeki

erigkin nérojenezinin kanitidir.

Eriskin NKH’lerinin 6zellikleri tamamen karakterize edilmistir. Ornegin, insan beyninde
noron, astrosit ve oligodendrosit Gretme kapasitesine sahip tripotent NKH’nin varligi in

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

Memeli beyninde hem kendini yenileyebilen hem de merkezi sinir sistemin U¢ nesil
yolu boyunca Uretebilen bir NKH poplilasyonu mevcuttur, fakat NKH'nin postnatal
MSS’deki in vivo tanimlanmasi ve lokalizasyonunun zor oldugu ortaya konmustur. Kisa
sire once, farkh calismalar kirpikli ependimal (CE) hiicrelerinin ve 6zel subependimal
bolge (SEZ) astrositlerinin eriskin beynindeki NKH icin aday olduklarini géstermistir.
Baska bir calismada ise bu iki NKH adayinin in vitro olarak multipotent kiiresel klon —
norosfer — olusturma potansiyelini incelenmis ve postnatal ve eriskin beyninden izole
edilen ve multipotent proliferatif klonlar — norosferler — olarak biylyebilen hiicreler

noron, astrosit ve oligodendrosit olusturma oOzelligine sahip oldugu gozlenmistir.
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Norosfer olusturan hiicreler néral kok hiicre olarak kabul edilebilir ve hem temel
norogelisim siregleri icin bir model, hem de beyin yaralanmalari ve nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi icin potansiyel bir kaynak teskil etmektedir. NKH’ nin biyolojisini
anlamada 6nemli bir adim da onlarin tanimlanmalari ve in vivo lokalizasyonlaridir.
Periventrikller subependimal boélgenin bir nérojenez kaynagi oldugu ve bu bdélgenin
muhtemelen postnatal ve eriskin beynindeki en yiksek NKH yogunlugunu icerdigi
gosterilmistir. Subependimal bdlgenin altindaki ventrikiler sistemin etrafindaki kirpikli
ependimal hiicreler baska bir 6nerilen NKH kaynagidir. Kirpikli ependimal hiicrelerinin
eriskin memelilerde yeni noéronlar Gretme yetenegine sahip olma ihtimalinden uzun
siredir stphe edilmistir ve bu durum disik omurgalilarda MSS yaralanmalari
sonrasinda CE'nin néron Uretmesine dair raporlarla desteklenmistir.

NKH’lerin anatomik konumu ve nesil 6zellikleri ancak nihayet subependimal bdlgede ve
koku alma bulbunda farklilasmak ya da etraftaki hipokampal néral devreye entegre
olmak amaciyla rostral migratér akimda migrasyona ugrayan progenitorler iretmek
icin bollindukleri hipokampal dentat girus (DG) icinde tanimlandiklari zaman tespit
edilmistir. HKH’lere benzer bicimde, netsin+ olan NKH’ler islevsel olarak slirekli kendini
yenileyen ve hem gliyal hem de noéral nesilden ara ve olgun hiicreler Ulretme
potansiyeline sahip olan hicreler olarak tanimlanabilir. Memeli merkezi sinir
sisteminde yer alan noéron ve noroglial hiicreler ayni progenitor néronal kok
hiicresinden koken almaktadir. Bu hicreler farklilasmamis hicreler olarak, sinir
sisteminin en az bulunan ve en primordial hiicreleridir. Noronal kok hiicrelerin tagimasi
gereken Ozellikler su sekilde belirlenmistir: 1. Multipotent hiicreler olmali ve sinir
sistemi hlicrelerinden noéron, astrosit ve oligodendrositlerin bitin alt tiplerine
farklilasabilmelidir, 2. Sinir sistemi hiicre tiplerine farklilasabilme ve sinir sisteminin
dejenere veya hasarlanmis bolgelerinde yeniden ¢ogalabilme yeteneginde olmalidir 3.
Seri olarak transplante edilebilir olmalidir. 4. Kendi kendini yenileyebilir olmali, ayni
potansiyel ve oOzellikleri tastyan yeni hiicreler (retebilme yeteneginde olmalidir.
Multipotent néronal kék hiicreler, merkezi sinir sisteminin gelisimi boyunca bulunan
hiicreler olmakla birlikte, eriskinlerde, belirli bolgelerde bulunabilirler. Bir HMG box
transkripsiyon faktori olan, SOX2, farelerde in vivo ve in vitro néral kok/progenitor

hiicrelerde gosterilmistir. Sinir sistemi gelismesi sirasinda, NKH’lerin, SSEA-1, HNK-1,
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PSA-NCAM, prominin-1, gp130, kondroidin silfat proteoglikanlari, heparan silfat
proteoglikanlari, cystatin C, galectin- 1, glikolipidler, ve Notch | eksprese ettikleri

gosterilmistir [104], [105], [106].

2.4.3 Olfaktor bulbun yapisi ve olfaktér bulbdaki nérojenez

Eriskin burnunda olfaktér mukoza nazal boslugun superior-posterior bolgesinde
solunum mukozasiyla serpistirilerek parcali dagihm gosterir. Olfaktor duyu aksonlari
demet halinde toplanir ve kibriform plakasindan 6n beynin altindaki kafatasi tabanina
yaylilan olfaktor bulbda sinaps yapan kafatasina girer. Olfaktér duyu néronlari ile diger
noronlarin en blyuk farki 6lim riskini azaltmak igin dis gevre ile yakinlik kurmasidir.
Olfaktor duyu noéronlarinin dendritleri epitelin icine gomdlidir ve duyusal iletim
proteinleri iceren goklu siller ile sarilidir. Bu siller Gizerini kaplayan mukus iginde uzanir
ve ylzeyin sadece birka¢ mikron altinda bulunur. Toksik gazlarin solunmasi durumunda
olfaktor epitelyum ve noéronlar zarar gorir. N-metil-formimino-metilester ve metil
bromidin solunmasi duyu néronlarinin geri dénisimli kaybina ve gegici koku alma
kaybina yol acar. Bugday tohumu agglutinin- yaban turp peroksidaz ile nazal lavaj
yapildiginda, epitelyum icindeki duyu noéronlarin kaybina neden olur ve duyusal
noronlarin hayatta kalmasini etkileyecek blylk molekiller icin potansiyel gésteren,
bazal hiicre proliferasyonu stimile edilir. Olfaktoér néronlar virtsler ve bakterilerin
beyne gitmeleri icin de yon saglar ve bu nedenle onlar, enfeksiyona yanit olarak
koruyucu bir mekanizma gibi apoptoz karsi savunmasiz olabilirler [139]. Cevre
hassasiyeti de olfaktor norojenezinin kullanima karsi savunmasiz  oldugunu
ispatlamaktadir. Ornegin yetiskin farelerde tek naris kapatilmasi ile indiiklenen asiri
kullanimda acik tarafi epitel kalinhgl azalir ve rejenerasyonun devamlilik kabiliyetinin
yok olmasiyla birlikte duyusal néronlar kaybolur. Bu kaybin mekanizmasi bilinmemekle
birlikte asiri kullanilma toksinlere veya enfeksyonlara bagli olarak acik tarafta 7 ve 8
aylik kapanmaya bagh olarak vyiksek miktarda polimorfoniikleer I6kositlerin
olusmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Yasin ilerlemesiyle birlikte ratlarda
Ozellikle de antero-dorsal boélgede olfaktor epitelin proliferatif ve nérojenik
kapasitesinin geriledigi belirlenmistir. Posterior burun boslugunda norojenez daha iyi

korunmus oldugu icin bu yastan ziyade kendiliginden kullanimi etkileyebilir. Antero-
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dorsal bolgedeki olfaktor epitelin histolojisi yaslanan ratlarda tabakalarin azalmasi,
noronlarin kaybi ve destek hiicrelerinin proliferasyonunun artmasiyla degerlendirilir.
Benzer degisiklikler insanlarda da yasa bagh olarak olfaktor epitelyum kalinliginin
artmasi, duyu néronlarinin azalmasi ve solunum epitelindeki olfaktor epitelinin pargali

dagilimi ile gézlenir [140].

2.4.4 Olfaktor kok hiicreler

Yapilan birgok ¢alisma gdstermistir ki olfaktor epitelden normal gelisen erigkin olfaktor
mukozada noral ve noral olmayan bilesenlerden olusan bir kék hiicre hatti hiyerarsisi
bulunur. Bu kanitlar fare ve sicanlarda gortlmesine ragmen insanlarin da dahil oldugu
tiim omurgallarin olfaktéor mukozasinda ayni prensipler kabul edilir ancak yine de insan
dokusunda bazi farkhhklar oldugu rapor edilmistir [141]. Olfaktdr sinirinin
hasarlanmasini takiben duyu néronlari rejenere olur ve hayvanlar koku alma duyularini
yeniden kazanirlar. Bu 6nemli delil yatay bazal hiicrelerin kok hiicre oldugunu ve
rejenerasyondan sorumlu olduklarini ortaya koyar. Yatay bazal hiicreler yavas cogalir,
kendini yeniler ve in vivo ve in vitro olarak tim olfaktor epitelyum hiicre tiplerini
olustururlar. Olfaktor epitelin  kimyasal ablasyonu vyatay bazal hiicrelerin
proliferasyonunu ve daha sonra ve epitelin rejenerasyonunu indikler, béylece koku
alma fonksiyonunu geri kazandirir. Kimyasal ablasyondan sonra olfaktor epitelin
yenilenmesi yatay bazal hiicreler gibi, duyu néronlarinin destekleyici hiicreler Bowman
bezi ve kanal hicrelerin olusmasini saglayan kire seklindeki bazal hicrelerin
transplantasyonuyla saglanir. Bu kire hiicrelerinin mi yatay bazal hiicrelerin mi gergek
kok hicre roli oynaginin tartisiilmasina neden olur. Hicre dinamiklerinin analizi
olfaktor epiteldeki bazal hiicrelerin bir hizh boliinen popiilasyonu (1 bolinme/giin) ve
bir yavas bolinen (1 boélinme/~60 gilin) popllasyonu olan iki ayri popllasyonu
arasinda belirlenir. Hizli béliinen popilasyon bazal membrandan néronal tabakaya go¢
ederken yavas bolinen poplilasyon bazal membranda kalir. Bu davranislar yavas
bollinen kok hiicreler ile uyumludur ve hizli bélinmeye imkan verir, in vitroda
goruldugi gibi direk amplifiye olan noral progenitorler ve lokasyonlarinin da yatay
bazal hiicrelerle tutarli olmasi kék hicre olduklarini ve kiresel bazal hicrelerin de hizli
boliinen prekiirsorler oldugunu gosterir. Elektron mikroskobu altinda da kiresel bazal
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hiicrelerden duyu noéronlarina gecis tipi oldugunun goérilmesi bazi kiiresel bazal
hicrelerin olgunlasmamis néronlar oldugunun kanitidir. Kiresel bazal hiicreler in vitro
acil néronal oncillerdir, yatay bazal hiicreler gogalabilir ve kiiresel bazal hiicrelere,
olfaktor noronlara ve olfaktér ensheathing hiicrelere donulsebilir. Bu ¢calismalar yatay
bazal hiicrelerin olfaktér epitelin tiim hiicrelerini olusturabilecegini géstermistir. in vivo
olarak kiiresel bazal hiicrelerin yatay bazal hiicrelerden ortaya ¢ikmasi yatay bazal
hiicrelerinin olfaktor epitelin uzun siireli rejenerasyonunu saglayan gercek kok hiicreler
oldugunu, kiresel bazal hiicrelerin multipotent transit gecis ve néronal dncil hiicreleri
olduklarini gosterir. Bazal tabakanin altinda bulunan olfaktér ensheating hicrelerin
kaynagi heniliz tam olarak belirlenememistir ancak elektron mikroskobu calismalari
epitelin bazal tabakasini ortaya c¢ikarmis ve bunlarin yatay bazal hicreler oldugunu
gostermistir. Buna ragmen hiicre tipi kesin olarak belirlenememistir bir ek olarak kok
hicreler fare, sican ve insan olfaktor mukozasindan in vitro olarak ¢ogaltilabilmektedir.
Bu hicreler multipotenttirler ve epitelyal ve noéral hatlarin yaninda embriyonik
mezodermal ve endodermal hatlari da olusturabilirler. Multipotent kok hicreler
embriyonik si¢an olfaktér mukozasindan alinip kiltire edilmis lamina propriadaki bazi
hicreler tarafindan eksprese edilen 3 mazenkimal markiri da eksprese etmislerdir.
Eriskin insan olfaktor lamina propriasindan kilttrt yapilan hiicreler CD 19/32 ve insan
mezenkimal kok hicre markirlarini eksprese ederler, néral hat fenotipini halen
korudugundan isim olarak ekto-mezenkimal kok hilicre olarak da o6nerilmistir. Bu
calismalar koék hicrelerin epitelyum igindeki yatay bazal hicrelerden farkli olarak
alttaki olfaktér lamina propriadan da saglanabilecegini gostermistir. Buna ragmen
hiicre kiltiirinde elde edilen bu gibi hiicrelerin dokudaki yerlesik hticre tipi kimlikleri
bilinmemektedir. Bu muhtemelen daha 6nce fare néral kék hiicreleri icin gbsterilen

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

2.4.5 Olfaktor epiteldeki norolojik nig

Hicresel bir nis hiicreler arasi matriks, lokal parakrin ve otokrin sinyal ¢evresi, komsu
hiicreler ile temasin yaninda yakinlardaki damarlardan difuz eden hormonlar gibi dis
faktorlerden meydana gelir. Hiicresel bir nis ayni zamanda hiicre ylzeyinde bulunan
hiicre ylzey reseptorleri ve bu reseptorlerin hiicreler arasi sinyallere cevap verme
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yetenekleriyle tanimlanir. Yatay bazal hiicreler bazal membran iginde ICAM-1 ve B1,
B4, al, a3 integrinlerini, kollajen reseptorii gorevi géren ayrica a6, fibronektin ve
laminin eksprese ederler. ICAM-1 ekspresyonu icin secilip koloni olarak
blyutlildiginde, yatay bazal hiicreler kok hiicre o6zelligi olan kendini yenileme ve
kiiresel bazal hucrelere, olfaktér duyu néronlarina ve glialara donisme o6zelligi
gosterirler. Kok hicre nisinin dnemli bir yoni ise asimetrik hiicre bélinmesine karsi
simetrik hiicre bolinmesini dizenlemek Uzere kutuplasma mekanizmasi saglamasidir.
Sinir sisteminin gelisiminde noral kok hicreler iki kutupludurlar ve bazal membrandan
apikal ylzeye dogru yayilirlar. Apikal membrandaki proteinlerin hiicrenin simetrik mi
asimetrik mi boliineceginin belirlenmesinde rol oynadigl 6ngoériilmektedir. Kok hiicre,
bir bazal membran lzerinde epitelde yer aldigi durumunda, ylizey membran, kutuplari
belirtmek Uzere bazal membranin matris proteinleri ile etkilesir. Bazal membranin
asimetrik bolinmeye karsi simetrik boélinmesindeki spesifik réliinde yatay bazal
membranin heniz roll belirlenmemistir. Olfaktor epitelin nérojenik nisinin karmasikligi
cok genis sayida bilylime faktorleriyle ve olfaktor epitelde bulunan reseptorleriyle
gosterilir. Ornegin ndrotropinler ve onlarin reseptorleri bazi ézel hiicreler tarafindan
eksprese edilirler. Yatay bazal hiicreler TrkA ve NT4 eksprese ederken duyu ndronlari
TrkB abd TrkC ve tiim norotropinleri eksprese eder. Destek hiicreler, gelisen néronlar
ve olfaktor ensheating hiicreler diger kombinasyonlari eksprese ederler. Bazal hiicreler
ve noronlar CNTF ve dopamin D2 reseptorini eksprese eder. Destek hiicreler
noronlar, bazal hiicrelerin timi FGF2' yi eksprese ederken sadece noéronlar GDNF
eksprese ederler. Yatay bazal hiicreler epidermal bliylime faktor reseptoriini eksprese
eder ve EGFR, EGF ve TGFa sinyallerine yanit olarak artar. Yatay bazal hiicrelerin
reseptorlerinin  tim repertuari bilinmemektedir ancak yatay bazal hicrelerin
proliferasyonlarini inhibe eden ayni zamanda stimiile eden EGFR aktivasyonu gibi
faktorlerin var oldugu kabul edilir. Bu tahmin yatay bazal hiicrelerin her 30-60 glinde
boliinmesinin sadece dis etkenlerle noéronlarin ve onlarin kiresel bazal hicre
progenitorlerinin tahrip olmasiyla olfaktér hiicre hatlarinin ortaya c¢ikmasindan
kaynaklanir. Diger yandan duyu ndronlari multipotent kiresel hiicreler tarafindan
sirdurulurler. Organizmanin yasam siresi icin proliferasyon kapasitesini stirdiirebilmek

icin yatay bazal hicrelerin proliferasyonunu baskilayan c¢oklu faktorler bulanabilir.
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Bazal laminaya yakin olan lamina propriada bulunan kilcal damardan kaynakli olabilen
bazi faktorler tiroksine ile noral progenitorlerin hayatta kalmalarinin regiilasyonunu
gercgeklestirir. Difuz olabilen faktorlerin ve hormonlarin yaninda direk temas ile
hiicreler arasi sinyaller sinir sisteminin gelisiminin diizenlenmesinin 6nemli bir
parcasidir. Eriskin olfaktor epitelin cevresel etmenler ile zarar géormesi durumunda
farkhlasmis hicrelerden kok hiicrelerin kendilerini olusturmak Uzere direk sinyal
iletmesi avantajlidir. Destek hiicreler epitelin liminal ylizeyine uc¢ ayaklariyla yatay
bazal hiicreler ile yakin iliskisi olan bazal membrana yayilir. Destek hiicreleri duyusal
noron dendritleriyle cevrilidir ve epitel ylizey ile siki baglanti yapar. Bunlarin dis
cevrede mukus icine yayillmis mikrovilileriyle yerlestikleri goriliir. Duyu noéronlariyla
birlikte destek hicreler gevreden yatay bazal hiicrelere tasiyici sinyaller igin yolak
saglar. Noronlarin farkhlasmasi gibi aksonlari da bazal yayilarak yatay bazal hiicrelerle
demet halinde sarilip bazal membrandan epiteli terk eder. Lamina propriaya giren
akson demetleri bazal membranla yakin iligkili olfaktér ensheating hiicreler ile sarilir ve
epitelyum Uzerinden gorinir hale gelir. Sonug olarak yatay bazal hiicreler de lamina
propriadaki Bowman bezi ve epiteldeki demetleriyle yakindan ilgilidir[111], [112],
[113], [114].

2.5 Olfaktor Bulb Norojenezi

Olfaktor epitel olfaktér mukozanin en (st tabakasidir 6zellesmis koku bezlerini
(Bowman bezleri) iceren lamina-propriayl ve kendi o6zellesmis glia hicreleri ile
cevrelenmis koku duyu aksonlari olan olfaktoér ensheathing hiicrelerini barindirir.
Eriskin olfaktor epitelyum noéral gelisimi ve rejenerasyonu anlamak igin ilgi ¢ekici bir
model saglar. Olfaktor epitelyum tim eriskin insanlarda néronlara ve progenitorlere
erisim saglanabilen tek koék hiicre kaynagidir. Bu da insanda kok hicreden olgun
norona norojenezinin kontroliinli, dizenleyici genlerin, biylime faktorlerinin ve
sitokinlerin belirlenmesine imkan saglar. Yatay bazal hiicreler olarak adlandirilan doku
spesifik kok hiicreler olfaktor sistemdeki noral olan ve olmayan tim hicre tiplerini
olusturabilirler. Yatay bazal hiicrelerin “kék hiicre nisi” bazal membranin lokasyonuyla
ve epitelin diger hiicre tipleriyle direk temasiyla ilgilidir. Bu hiicre soyunun durumunu
ve hiicrelerarasi boslukta bulunan c¢oklu biiyiime faktorlerine cevabini izlemek igin
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ideal bir lokasyondur. Bu nis proliferasyonun normal seviyesini disukte tutar (~50 giin)
ancak olfaktér epitelyum yeterince zarar gordigiinde multipotent transit ¢ogalan
hicreler ve kiiresel bazal hicrelerin hizh proliferasyonu tetikler (Sekil 2. 11) [115],

[116], [117], [118], [119], [120], [121], [122].
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Sekil 2.11 insan olfaktor sisteminin anatomisi.

Bilindigi gibi eriskin beyninde yeni néronlar, hipokampusin (Sekil 2. 12) subventrikiler
bolgesinde (retilir. Noral progenitorler subventrikiler bdlge icinde olusarak goc
ederler ve ara noronlar olarak burun icindeki olfaktér duyu néronlarinin aksonlari igin

hedef olan olfaktor bulb icinde noéral cevrime katilir [120], [121], [122].
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Sekil 2.12 Hipokampusiin beyinde yerlegimi

Bu ndronlar eriskinlikte olfaktor epitelyum igindeki bir nérojenik nis icinde kok
hiicrelerden slirekli olarak farkhlasmak suretiyle olusurlar. Kok hiicreler, travma ve
toksinler tarafindan hasar olustugunda olfaktor epitel icindeki tim hiicrelerin rejenere
olmasindan sorumludur. Bu kok hiicreler, yatay bazal hiicreler, bazal membran olarak
adlandirilan hicreler arasi matriksin yaninda ayni zamanda etraflarindaki hicreler
tarafindan salgilanan bircok bliyime faktori ve dolasimdan tasinan hormonlar ile
birlikte bir nis meydana getirirler. Olfaktér mukozadan izole edilen multipotent kdk
hiicreler, endodermal ve mezodermal kdkenli hiicrelerin yaninda bilinen néral hatlari

olusturan hiicreleri de meydana getiriler [117], [118], [119], [120], [121], [122].

Diger memelilerde oldugu gibi insanlarda da subventrikiler boélgede nérojenez,
noronlarin olusturup go¢ etmesiyle olfaktor bdlge igindeki ara noéronlari meydana
getirmek suretiyle devam eder [123]. Beynin bir bélimi olan olfaktor bulb, burnun

icindeki olfaktor epitelin igcindeki duyu néronlarindan aksonal sinyalleri alir (Sekil 2. 13).

NAZAL BOSLUK LUMENi

/ OLFAKTOR SILLER

DESTEK HUCRELER —>

DUYU NORONU

KURE BAZAL HUCRELER

-<— BAZAL MEMBRAN

YATAY BAZAL HUCRELER

AKSON DEMETI
BOWMAN BEZi

LAMINA PROPRIA
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Sekil 2.13 Olfaktor epitelyum

Memelilerde olfaktér mukoza tipik olarak nazal boslugun dorsal posterior kisminda
medyal ve lateral olarak nazal septum ile sarili, tlirbinat kemikleri ile cevrilidir, duyu
noronlarinin dendritlerinden duyu sillerinin ¢ikintilari igin ¢ok genis bir ylzey alani
sunar. insan olfaktér mukozasi yapisal olarak diger omurgalilardakine benzer sekilde
ayni hicre tipleri iceren yalanci tabakal (pseudostratified) olfaktor epitelyumdan
olusur. Fetus ile karsilastirildiginda eriskin insanlarda nazal kavitenin superior posterior
bolgesindeki olfaktor epitelin kayboldugu, yerine solunum ve kiibik epitelin gectigi
goralur. Olfaktor bolge yetiskinlerde olfaktér epitelde bitisik olmayan pargali bir
dagilim gosterir. Diger taraftan olfaktor epitelin eriskin insandaki dagilimi fetusa gore
aneterior ve inferiyor olarak daha genistir. Ginimiize kadar insan olfaktér mukoza
analizleri otopsi ve biyopsi ile cikarilan materyal ve sistematik olmayan ve olfaktor
mukozanin tamamen ayrilmasi ile yapilmaktaydi. Subventrikiler bolgede nérojenezi
meydana getiren olfaktor duyu ndéronlarinin aksonlari olfaktor epiteli terk eder ve
lamina propria icinde mitral/tufted hiicreleri ve ara noronlar ile sinaps yaptigi olfaktor
bulba girmeden fasikiil ve demet sekline donlisir [123], [124]. Yetmis yil 6nce ilk kez
olarak eriskin fare olfaktor epitelinin bazal hicrelerinde mitotik aktivite gorildiikten
[125] kisa silre sonra toksik olarak hasarlanan maymunda olfaktér duyu néronlarinin
rejenerasyonu gozlendi [126]. Kurbagada, balikta, kedi ve kopekte, yilanbaliginda,
farede, maymunda ve insanda yapilan bircok calismada da bu gozlem dogrulandi.
Olfaktor duyu noronlarinin cevresel faktorlerle hasarlanmasi, olfaktor epitelde, tim
omurgalilarin ginlik hayatlarindaki yemek aramak, avlanmak, sosyal iletisim ve lireme
amagli birgok durum igin gerekli olan koku duyusunun saglanmasi i¢in norojenezi
meydana getirir. Bunun dnemi eriskin 6n beyninin nérojenezi icin olfaktor bulbdaki ara
noronlarin periferde meydana gelen nérojenezin devamliligi igin yeni merkezi dolagim
saglamasi icin gerekli olmasidir. Ornegin; olfaktér bulb ara néronlarinin kimyasal hasar
ile kaybi ve duyu inervasyonu ile geri gelmesi bunun kanitidir[127], [128]. Olfaktor
mukoza yasayan eriskin insanlarda ulasilabilirdir ve saglikli ve hasta dokulardaki eriskin
norojenezinin biyolojisini anlamak igin erisilebilir bir kaynak sunar [129]. Ayni zamanda

sinir sisteminin tedavisi icin hicre transplantasyonu kaynagidir [25], [130]. Olfaktor
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noral kok hicrelerin ve nisinin biyolojisinin anlasiimasi  klinik uygulamalarin

optimizasyonu igin olduk¢a énemlidir.

2.4.3 Olfaktor epitelde norojenezin diizenlenmesi

Olfaktor epitelde noérojenez bircok olgun duyu néronunda oldugu gibi duyusal
dendritlerin yogunlugunun sabit ylzey yogunluguyla siirdirilmesi icin siki bir sekilde
diizenlenmesine ragmen Uretilen olgunlasmamis bir¢cok nérondan yalnizca bir kismi
hayatta kalir. Norojenez, olfaktor sinir kesilmesine bagh olarak apoptotik hicre
O0limine neden olan cinko silfat ve metimazol gibi toksinlerle bagl olarak duyu
noronlarinin olimdiyle uyarihr [125], [131],[132], [133], [134]. Noronlarin kaybi,
duyusal néron popilasyonlarinin geri kazanilmasiyla bazal hiicre mitozunu artirir ve
fonksyonlar geri kazanilir. Noral prekirsorlerin yiksek olmasina bagli olarak olfaktor
epitelin kalinligi eriskin sicanda yasa bagh olarak 60-330 glin sabit kalir. Epitelyum
kalinhginin artmamasini, proliferasyonun apoptotik hiicre olimuiyle dengelenmesi
takip eder. Apoptoz olgunlasmis ve olgunlasmamis néronlardan meydana gelen bazal
hiicrelerden yeni olusan olfaktér néronlarin tim gelisim basamaklarinda meydana
gelir. Kok ve progenitor proliferasyonu diizenleyen bazi biylime faktoér sinyalleri
belirlenmistir. Yatay bazal hiicre proliferasyonu EGF ve TGFa, kiire sekilli bazal hiicreler
FGF2 tarafindan uyarilir. in vivo’ da uygun FGF reseptor alt tipleri (FGFR1 ve FGFR2)
sunulur ve FGF2 immiin reaktivitesi kire sekilli bazal hiicreler ve destek hiicrelerde de
bulunur. EGF ve FGF2 noral kék hiicre proliferasyonunun 6énemli indikatérlerindendir
ve eriskin beyninden norosferlerin olusmasi icin gerektigi gibi olfaktor mukozadan
multipotent noérosferlerin olusmasi icin de gereklidir. Doku homeostazi bazal hiicre
proliferasyonunu ve hayatta kalmasini uyaran LIF salgilayan boyanmis ndéronlardan
pozitif feed-back alarak siirdirilir. Benzer sekilde inflamasyon veya hiicre 6limiinde
aciga citkan nitrik oksit diger bliyime faktorlerinin proliferasyonunu belirgin sekilde
uyarir. Bazal hicre proliferasyonunun negatif feed-backi in vivo ve in vitro gelisen
néronlarin lokal yogunlugu ile muhtemelen BMP2/4/7 yoluyla saglanir. in vitro’ da
duyu noéron farklilasmasi TGFB2, IGF1 ve dopamin ile indiklenir. IGF1 ve dopamin
olfaktor epiteldeki mukus lavajinda bulunur ve hedef kaynakli faktor gibi davranarak
noron epitelyum yiizeye ulasan dendritler olarak néronlarin gelisiminde secici avantaj
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saglar. Dopamin olfaktor bulb icindeki sinaps yapan periglomerular ara néronlardan
ulasilan duyu aksonlari icin hedef kaynakli faktor olarak benzer rol oynayabilir.
Olgunlasmamis olfaktér néronlarin hayatta kalmasi biylik 6lciide PGDF daha az dlclide

BDNF’ ye baghdir.

2.6 Erigkin hiicrelerin kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon hiicrelerin toplanmasinda ve transplatasyonundan énemli rol oynar.
Birgok ulkenin kriyobankinda 250,000’den fazla insan I6kosit antijen tiplendirilmis
kordon kani bulunmaktadir. KH’ler icin optimal dondurma derecesi ve
kriyoprezervasyon formiilasyonlari kliniklerde rutin olarak yapilmaktadir. Standart KH
kriyoprezervasyon ¢oOzeltisi olan %10 DMSO iceren 90% fetal dana serumunda
(FBS)hiicrelerin canliigi korunabilmektedir. iyi bir hiicre saklanmasi ile eriskin kék

hiicrelerin klinik olarak giivenli olmasi saglanabilir [135], [136], [137].

2.7 CM-Dil

CM-Dil giiclii, fotostabil floresan 6zellige ve minimal sitotoksisiteye sahip, uzun sireli
olarak intraselliler membranlar, lipozomlar, virUsler ve lipoproteinleri isaretlemeye
imkan veren bir Dil tirevidir. CM-Dil diger lipofilik karbosiyaninlerden (Dil, DiO, PKH2
ve PKH26) farkli olarak isaretleme sirasinda hiicre slspansyonunda osmolarite
diizenleyici ajanlara veya boyama sirasinda medyumda boyanin ¢ékmemesi igin
tuzsuzlagtirma gerektirmez. Bunun yaninda Dil standart doku fiksasyonlari sirasinda
uzun siire korunmamaktadir. CM-Dil bu sinirlayici etkileri giderecek sekilde Dil’in sabit
aldehitlerinin yerine peptid ve proteinlere konjuge olarak baglanan hafif tiyol-reaktif

klorometil iceren klorometilbenzamid ve metilbenzamid tlirevidir [138].
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2.8 Neurotube Konduit

Neurotube primer veya sekonder periferal sinir tamiri veya rekonstriiksyonu icin
tasarlanmis bir emilebilir 6riilmis poliglikolik asit mes tiptdir. Tip sinir araliklarinin
tamiri icin klasik sinir grefti tekniginin yerini alir. Tipin duvarlari kuvvet ve esneklik igin
olukludur. Bu oluklar tipin normal fizyolojik yumusak doku basinglari altinda

kapanmasini 6nler (Sekil 2. 14). Neurotube hidroliz islemi yoluyla emilir [139].

Sekil 2.14 Neurotube sinir konduiti. Emilebilir 6rilmis poliglikolik asit mes tlipu.
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman

v

v

Steril Hucre Kiltir Odasi

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

2006)

Karbondioksitli inkiibatdr (New Brunswick scientific CO-150 37°C)
inverted mikroskop (Olympus CKX41)

Istk mikroskobu (Olympus)

Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF, Hettich ZENTRIFUGEN — EBA20)
Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)

Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

Vortex (LMS VTX-3000L)

Su banyolari (GFL (Gesselschaft Fur Labortechnik) mbH, Kerman)
Dondurucular (Beko (+4,-20°C), Arcelik (+4,-20°C), GFL (-40°C))
-195°C Azot Tanki ve Azot tasima tanklari (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 pl ‘lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)

100, 300 pl ‘lik cok kanalli pipetler (Thermo)

1-10, 10-100, 100-1000 pl ‘lik Tek Kullanimlik Pipet Uglari (AxyGen)
Santriftij tupleri 15, 50 ml’ lik (IsoLAB)

Hiicre kaltar flasklari 25cm?,75¢cm?(TPP, Corning)

Serolojik Pipet Tabancasi (Thermo)

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

5ml’lik Kriyotlpler (TPP)

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

2, 5,10, 50 cc’ lik enjektor (Ayset)

0,22 um ve 0, 45 um’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
Lam ve Lamel (Isolab)

Lateks eldiven (Broche)

Flow Sitometre

Etlv (Elektro-mag)

96 kuyulu plaklari (TPP)

24 kuyulu plaklari (TPP)

6 kuyulu plaklari (TPP)
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3.1.2 Kimyasallar

Hidroklorik asit, HCl (Merck 100314)

Sodyum Hidroksit, NaOH (Riedel de Haen)

Azot gazi (BOS)

Sodyum klorir, NaCl (Sigma)

Sodyum bi karbonat, NaHCOs(Merck)

Potasyum hidroksit, KOH (Merck)

Dipotasyum fosfat, K;HPO4(Sigma)

Potasyum di hidrojen fosfat, KH,PO,4(Riedel de Haen8210A)
Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,PO4H,0 (Merck)
Di sodyum hidrojen fosfat, Na,HPO4(Riedel de Haen81890)
Potasyum kloriir, KCI (Carlo Erba 360107)

Fetal Bovine serum, FBS (Biochrom AG 1038K)
Dimetilstlfoksit (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 (Invitrogen™)

Dispaz Il (Gibco 17105-041)
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3.1.3 Deneylerde Kullanilan Tamponlarin, Kimyasallarin, Besiyerlerinin, Dondurma,

Boyama ve Farklilagsma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

3.1.3.1 Tamponlar ve Kimyasallar

3.1.3.1.1 Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS) Cozeltisi

Fosfat Tamponlu Tuz Sollisyonu tamponu hiicre ici ve disindaki ozmotik basinci
dengede tutan, boylece hiicrelerin su alip sismesini ve blizliiserek zarar gérmesini
engelleyen bir soliisyondur. icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini
destekler. Ortamin pH’ini tamponlayarak hiicreler icin uygun bir ortam saglar. 1x PBS
¢Ozeltisinin hazirlanmasi i¢in NaCl 4g, KCl 0,2g, Na,HPO,4 1,44g ve KH,P0,40,24g olacak
sekilde tartildi. Distile deiyonize su ile 800ml’ye tamamlandi ve manyetik karistiricida
40 dakika ¢6ziinmeye birakildi. Cozelti pH 7,4 olacak sekilde NaOH ve COOH ile
hazirlandi. Son hacim 1 litreye deiyonize su ile tamamlandi. Hazirlanan PBS otoklav’'da

latm basingta 121°C’de 20 dakika steril edildi. Steril PBS tamponu +4°C’ da saklandi.

3.1.3.1.2 Tripsin-EDTA Soliisyonu

Tripsin hiicre pasajlarinda kullanilan serin proteaz tipi temel bir enzimdir. Tripsin, lizin
ve arjinin aminoasitlerinden peptid baglarini yikarak hiicrelerin yapistiklari ylizeyden
ayrilmalarini saglar. Tez ¢alismasinda kok hiicrelerin pasajinda %0,25 EDTA’l tripsin

soltisyonu kullanildi.
3.1.3.1.3 Dispaz Il Soliisyonu

Dogal proteaz olan dispaz, Bacillus polymyxa tarafindan lretilen, amino-endopeptidaz
metalloenzimdir. Calismada stok dispaz sollisyonu igin 10mg olarak tartilan enzim DPBS
ile 10mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Calisma sollisyonu olan 2,4U dispazin

hazirlanmasi icin stok ¢ozeltiden 138ml alinarak DPBS ile 1ml’ ye tamamlandi.
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3.1.3.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

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

Eagle bazal medyumu literatlirdeki ilk orijinal formilasyonundan beri bircok
modifikasyona ugratilarak glinimiize kadar gelistirilmistir. En yaygin olarak kullanilan
modifikasyonu ise DMEM bazal medyumudur. DMEM, Bazal Besiyeri Eagle’in (Basal
Medium Eagle) aminoasit ve vitaminlerinin bunlarin yaninda diger destekleyici
bilesiklerin de fazla bulundugu modifikasyonudur. Orijinal DMEM formdilasyonu ilk
olarak fare embriyonik hucrelerinin kaltirinde gosterilmistir ve 1000mg/L glukoz
icerir. 4500ml/L glukoz eklenmis olan daha gelismis bir modifikasyonunun da belirli
hiicre tipleri icin daha optimum kosullari olusturdugu gosterilmistir. Calismalarda, ticari
olarak satin alinan 500ml lik DMEM’in i¢ine ¢alismaya hazir hale gelebilmesi igcin 2,5ml
Anti-anti (Invitrogen) ve 5ml Glutamax (Gibco) eklendi. Hazirlanan stok bazal
medyumdan 45ml alinarak 50ml’lik bir falkon icerisine konuldu ve Uzerine 5ml FBS
eklenerek %10 FBS iceren tam besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri kisa bir vorteks
islemi ile homojen hale getirildi ve 4°C de muhafaza edildi. Calisma dncesinde hiicreler
izerinde negatif bir etki olusturmamasi icin hazirlanan tam besiyeri 37°C de isitilarak

kullanildi.

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fetal Sigir Serumu, icerigindeki yliksek diizeydeki bliylimeyi hizlandirici ve disik
diizeydeki blylumeyi yavaslatici faktorler nedeniyle, hiicre kiltiriinde en sik kullanilan
bilesenlerden biridir. Calismamizda isi ile inaktive edilen hazir FBS, 0,22’lik filtrelerden
gecirilerek alikotlandi ve son konsantrasyonu %10 olacak sekilde, DMEM ile hazirlanan

tam besiyerinde kullanildi.

Dondurma Soliisyonu (Kriyoprotektan)

Calismamizda olfaktor kok hicrelerin kriyoprezervasyonunda %80 Dimetil Silfoksit
(DMSO) ve %20 FBS ile hazirlanan ve dondurma sirasinda esit hacimde siispanse hiicre
ile karnistirlhp son konsantrasyonu %10 DMSO olacak sekilde literatiirde de yaygin

olarak kullanilan dondurma soliisyonu hazirlandi.
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3.1.3.2.1.1 Kiltiiriin ve Kullanilan Besiyerlerinin pH ve Sterillik Kontrolii

Her bir pasaj esnasinda kiiltlir ve besiyerleri, kontaminasyon ve pH agisindan incelendi.
Sterilligi tayin edilecek besiyeri ve kiltir ortamindan alinmis 6rnekler kanh agara,
sabouraud agara ve %10 FBS iceren sivi besiyerlerine inokiile edildi. Ornekler 37°C’de
72 saat inkiibe edilerek kontrolleri yapildi. Ayrica hiicre kiltirlerinden besiyeri

ornekleri alinarak yayma preparat hazirlandi ve Giemsa boyama ile incelendi.
3.1.3.3 Boyama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Tripan Mavisi (TB) Soliisyonu

Tripan Mavisi molekil yapisi CisHo3NgO14S54Nazolan (Sekil 3. 1), canli hicrelerde
fagositoz olayini incelemek i¢in kullanilan vital bir boyadir. Canli hiicreler
boyanmazken, 6li hiicreler hiicre zarindan boyayl gecirerek mavi renkte gorulir.
Calismalarda hazir TB sollisyonu %50 slispanse hiicre iceren besiyeri ile karistirilarak

kullanildi.

NH> HoN
OH HO
o} (S
S-S

SOzH HO3S

Sekil 3.1 Tripan mavisi molekdl yapisi.

Tripan Mavisi (TB) ile Canli Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayiminin kolay yapilmasi icin 100 kat seyretme tercih edildi. Besiyeri ile
yikanarak santriflij edilen, stipernatanti uzaklastirilan ve ardindan reslispanse edilen
hiicre slispansiyonundan 2ul otomatik pipet ile cekilerek 1,5ml’lik steril eppendorf
tipl icine aktarildi. Uzerine 98pl tripan mauvisi soliisyonu ve 100pl besiyeri eklenerek

iyice pipetaj yapildi. Thoma laminin her iki bélimine de lam ile lamel arasina 10 ar pl
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hiicre slispansiyonundan dikkatlice yayildi. Ters mikroskop altinda tripan mavisi ile

maviye boyanmamis olan hiicreler sayildi.

Thoma lami
Hicre kalturinde hicrelerin sayilmasi igin kullanilan Thoma lami Uzerinde Ugla
cizgilerle birbirinden ayrilmis 16 buylk kareden olusan yivler bulunan 6zel mikroskop

bir lamidir. Her biyiik karenin alani Imm?dir (Sekil 3. 2).
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Sekil 3.2 Thoma lami Gizerindeki yivler

Lam Gzerine konulan sivinin derinligi 0,1mm’dir. Sonugta her biyiik kare tGzerindeki sivi
hacmi 10”*ml’dir. Thoma lami Gzerindeki karelerin icine disen hicrelerin sayisi,
seyreltme faktorl ve Thoma lami sabiti olan 10.000 ile garpilarak 1ml” deki hiicre sayisi

bulunur. Daha sonra asagidaki formdl ile istenilen dillisyon yapildi.

Baslangictaki Diliisyon x Ortalama Sayilan Hiicre x 10.000
igin Katilan Miktar Sayisi (Sabit)

Dillisyon Miktari =

ml’ de istenilen Hiicre Sayisi

CM-Dil Stok Solliisyonunun Hazirlanmasi

CM-Dil stok solisyonunun hazirlanmasinda dimethyl sulfoksit (DMSQ) kullanildi. Steril
15ml falkon tlipi icerisinde 1mg CM-Dil, steril DMSO ile laminar flow kabinde 1-2

mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Karanlik ortamda hazirlanan stok solisyon pipetaj ile
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homojenize edildikten sonra alikotlandi ve 151k grmeyecek sekilde ambalajlanip -202C’

da kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

CM-Dil Galigma Soliisyonu

CM-Dil ve benzeri diger karbosiyaninlerin molekiler agirhklar 1’e yakin oldugundan
1uM = 1ug/mL olarak kabul edilir. Boyama soliisyonunun hazirlanmasi icin CM-Dil,
laminar flow kabinde ve karanlik ortamda, steril PBS icinde 1ml’de 5uL olacak sekilde
hazirlandi (Sulfonatlanmis karbosiyaninler 20uM’nin (izerindeki konsantrasyonlarda
¢Ozlintrdirler ancak goriintlilenmeleri zaman alir. Belirgin bir gorintl icin 4 saat
beklenmesi gerekmektedir). Hazirlanan sollisyon aliminyum folyo ile i1sik grmeyecek

sekilde sarilarak -20°C’ da muhafaza edildi.

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

DAPI, floresan mikroskopi ve akim  sitometride  DNA'yi isaretlemek  igin
kullanilan floresan bir boyadir. Stok sollisyonun hazirlanmasi icin, 5mg tartilan DAPI
flakon icine aktarilir. Uzerine 250ul bidistile su eklenip vortekslenerek stok soliisyon
hazirlanir. Stok solisyon 1ug/ml olacak sekilde metanol ile seyreltilerek c¢alisma

solisyonu hazirlanir.
Histolojik Boyamalar

Calismamizda, histolojik incelemeler i¢in sakrifiye edilen ratlardan cikarilan fasiyal sinir
dokulari, 0,5ml PBS iceren steril 2ml'lik eppendorf tiipleri icinde istanbul Egitim
Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvari’na goétirildi. Biyopsi 6rnekleri burada, 10%
formalin igerisinde fikse edildi, parafim bloklara gémildi ve mikrotom ile kesitler
hazirlandi. Hazirlanan preparatlar hematoksilen, eosin (Merck, Darmstadt, Germany)
ve rejenerasyonu degerlendirmek icin toluidin blue (Merck, Darmstadt, Germany) ve
S100 ile boyandi. Boyama isleminin ardindan preparatlar Yildiz Teknik Universitesi
Biyomihendislik Bolimi Hicre Kultliri ve Doku Mihendisligi Laboratuvari’na

getirilerek ters faz kontrast mikroskobu altinda UV isikta incelendi.
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3.2 Metot

3.2. 1 Hiicre Kiltir Calismalari

3.2.1.1 Donériin Calisma Hakkinda Bilgilendirilmesi ve Onamlarinin Alinmasi

Calisma dncesi istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Etik Kurul’'una yapilan basvurumuz
degerlendirilerek calisma icin onay verildi (Ek 1). Septoplasti ameliyati dncesi donérler
calisma hakkinda bilgilendirildi, onaylari alinan gondlliler Etik Kurul Onam Formu’nu
doldurup imzaladi. Ameliyati yapacak olan doktorlar da konu hakkinda bilgilendirildi ve
islemin herhangi bir risk tasimadigi onayl alindi. Onay alma islemine hastane

personelinden bir kisi de sahitlik etti.

3.2.1.2 Olfaktor Bélgeden Biyopsi Alinmasi

Calismada 22, 36 ve 41 yaslarinda 3 erkek dondrdiin biyopsi 6rnekleri kullanildi. Onami
alinan septoplasti hastalarindan, genel anestezi altinda iken Uzman Doktor Aysegl
BATIOGLU KARAALTIN tarafindan0° teleskop (Karl Storz, Tuttlingen, Germany) ile
endoskopik goris altinda olfaktor bolgeden yaklasik 0,3cm capinda biyopsi alindi.
Ornekler, icinde PBS bulunan 1.5ml’lik eppendorf tiipleri icine steril sekilde aktarildi ve
soguk tasima ortaminda Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimi, Hiicre

Kialtarla ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’na getirildi.

3.2.1.3 Olfaktor Dokudan Kék Hiicrelerin izolasyonu

Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik B6liimii Hiicre Kiiltiirii ve Doku Mihendisligi
Laboratuvari’na getirilen doku 6rnegi ince uglu pens ile alinarak steril petri kabi icinde
PBS ile 3 kez yikandi. Yikanan olfaktor mukoza dokusu steril pens yardimiyla icinde 1ml
2,4Ul dispaz enzimi bulunan petri kabi icine aktarildi. Dokunun enzim ile muamelesi
icin 37°C’ da 30 dakika inkiibe edildi. Enzim ile inkilibe edilen olfaktor dokusu steril pens
ile icinde anti-anti iceren PBS bulunan petri kabi icine aktarildi. Olfaktor dokudan kdok
hiicrelerin mekanik olarak ayrilabilmesi icin insilin enjektorleri kullanildi. Uclari 90°

egilen enjektorlerin bir tanesi dokuyu sabit tutmak diger ise olfaktor kék hiicrelerin
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bulundugu lamina propria tabakasinin fiziksel olarak ayrilmasi igin kazima isleminde
kullanildi. Mekanik ayrilmanin ardindan olfaktor epitelden ayrilan lamina propria
dokusu vyaklasik 1mm?lik parcalar halinde kesilerek 6 kuyulu kiltiir plaklarina
yerlestirildi. Pargalarin lGzerine 12mm ¢apinda lameller kapatilip %10 fetal dana serumu
iceren DMEM besiyerinde %5CO, ve %95 nem igeren 37°C'lik etlivde inkiibasyona
birakildi. 2 hafta sonunda doku lzerine kapatilan lameller steril pens yardimiyla ters
cevrilerek yeni bir kuyuya aktarildi, hiicrelerin bulundugu bitiin kuyularin Gzerine %FBS
iceren DMEM besiyeri eklenerek %5C0O; ve %95 nem igeren 37°C etlivde inkiibasyona
birakildi.

3.2.1.4 Olfaktor Kok Hiicrelerin Devamli Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hicrelerin bulundugu besiyeri 2 glinde bir tazelendi. Hicrelerin yizey kaplamalari
glnliik olarak invert faz kontrast mikroskobu ile yapildi. Yizey kaplamasi %80’e
ulastiginda hicrelerin besiyeri uzaklastirildi. 3ml PBS ile hiicreler ve iginde bulunduklari
kiiltir kabi yikandi. Daha sonra serolojik pipet yardimiyla PBS uzaklastirildi ve
hiicrelerin lzerine 3ml Tripsin-EDTA eklenerek 3 dakika CO, iceren 37°C'lik etlivde
inkiilbasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin ayrilmasi invert faz
kontrast mikroskobunda incelendi. Kiltlr kabina hafif¢e vurularak hiicrelerin zeminden
tamamen ayrilmalari saglandi. Kiltlr kabinin ylzeyinden ayrilan hicreler 5ml serolojik
pipet yardimiyla cekilerek 15ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 0,1ml serum
eklenerek pipetaj yapildi. Bu asamada serum kullanilmasi ile Tripsin-EDTA enzim
aktivasyonu durduruldu. Daha sonra hiicrelerin icinde bulunduklari falkon tipleri
400xg’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda slipernatant uzaklastirildi. Pellet
el ile vurularak reslispanse edildi ve tizerine 5ml PBS eklendi. Pipetaj yapilarak yeniden
400xg’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda slpernatant uzaklastirildi. Pellet
el ile vurularak resilispanse edildi. Hiicrelerin TB ile Thoma laminda sayimi yapildiktan
sonra hicrelerin Gizerine %10 FBS iceren DMEM eklendi ve 6X10° hiicre/cm? olacak

sekilde 25cm?lik flasklara aktarildi.
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3.2.1.5 Olfaktér Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda, olfaktor dokudan izole edilen hiicrelerin kdk hiicre 6zelliklerinin
belirlenmesi igin morfololojik inceleme, flow sitometri ile imminfenotipleme ve

adipojenik, noérojenik ve kondrojenik farklilasma protokolleri uygulandi.

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

Olfaktor bolgeden izole edilerek kiltirl yapilan hicrelerin 3. pasajinda hicreler
Tripsin-EDTA ile flask ylzeyinden ayrildi ve PBS ile yikama islemi gergeklestirildi.
Yikama sonunda resiispanse edilen hiicre pelletinden sayim yapilarak 8x10° hicre
olacak sekilde hicreler eppendorf tiplerine aktarildi. Hicrelerin lzerine belirlenen
ylizey isaretleyicilerine 6zel 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 1gG1- FITC, anti-HLA-DR-FITC) ve uygun izotip
kontrollerinden 10pul eklenerek oda isisinda karanlikta 45 dakika inklibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasi hiicrelerin {izerine %0,1 sodyum azid iceren PBS yikama soliisyonu
eklenerek 5 dakika 1780 rpm’de hiicreler santrifiij edildi. Daha sonra hiicrelerin lizerine
400ul hiicre yikama soliisyonu eklendi ve hiicreler pipetaj yapilarak resiispanse edildi.
Hazirlanan hiicre slispansiyonu FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA) akis sitometri

cihazinda okutularak ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirildi.

3.2.1.5.2 Olfaktor Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik Farkhlastirilmasi

izolasyonun ardindan ikinci pasaji yapilan olfaktér kék hicreler 10* hiicre olacak sekilde
center well igine aktarildi. Hiicreler, kiltlire adaptasyon igin 24 saat %10 FBS igeren
DMEM besiyerinde inklibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin
bulundugu besiyeri uzaklastirildi. Center well icindeki hicreler PBS ile 2 kez yikandi.
Daha sonra olfaktor kok hiicreler tizerine 2ml STEMPRO® Adipogenesis Differentiation
medyumu eklendi. Huicreler 7 giin boyunca giin asirt STEMPRO® Adipogenesis
Differentiation medyumu eklenerek kiltire edildi. Hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler

her glin invert faz kontrast mikroskop ile gézlendi.
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3.2.1.5.3 Olfaktor Mezenkimal Kok Hiicrelerin Norojenik Farklilagtirilmasi

izolasyonun ardindan ikinci pasaji yapilan olfaktdr kék hiicreler 10* hiicre olacak sekilde
onceden fibronektin ile kaplanan center well icine aktarildi. Hcreler, kiltire
adaptasyon igin 24 saat %10 FBS iceren DMEM besiyerinde inkiibasyona birakildi. 24
saatlik inkiibasyon sonunda hicrelerin bulundugu besiyeri uzaklastirildi. Center well
icindeki hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Hlcrelerin Gzerine 2ml Mesenchymal Stem Cell
Neurogenic Differentiation medyumu eklendi. Hicrelerin nérojenik farklilagsma
medyumu 7 glin boyunca giin asiri degistirildi. Hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler her

gin invert faz kontrast mikroskop ile gozlendi.

3.2.1.5.4 Olfaktor Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrojenik Farklilagtiriilmasi

izolasyonun ardindan ikinci pasaji yapilan olfaktér kdk hiicreler 10* hiicre olacak sekilde
center well icine aktarildi. Hicreler, kiiltiire adaptasyon icin 24 saat %10 FBS iceren
DMEM besiyerinde inklibasyona birakildi. 24 saatlik inklibasyon sonunda hiicrelerin
bulundugu besiyeri uzaklastirildi. Center well icindeki hicreler PBS ile 2 kez yikandi.
Hicrelerin Gzerine 2ml StemPro® Chondrogenesis Differentiation medium eklendi ve
medyum 26 gilin boyunca giin asiri tazelendi. Hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler her

gin invert faz kontrast mikroskop ile gozlendi.

3.2.1.5.4.1 Kondrojenik Farklilastinima Medyumu ile indiiklenen Olfaktor

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Alcian Blue ile Boyanmasi

Kondrojenik farklilasmanin 26. gliniinde hiicrelerin kondrojenik farklilasmasinin
gosterilmesi igin Alcian Blue kiti kullanildi. Bunun igin 6ncelikle besiyeri uzaklastirildi ve
hiicrelerin Uzerine 2ml saf alkol pastor pipeti yardimiyla damlatildi. 5 dakika oda
isisinda bekletildikten sonra pastor pipeti yardimiyla 2ml dH,0 ile alkolin yikanmasi
saglandi. Daha sonra lzerine 2ml %3’luk asetik asit (Sciencell, 8378c) damlatildi ve 3
dakika bekletildi. Asetik asit uzaklastirilarak 2ml %1 Alcian Blue (pH: 2,5) ile 30-60
dakika boyunca hiicrelerin boyanmasi saglandi. Boya uzaklastirilarak 2 dakika 2ml dH,0
ile yikandi, Gzerine %0,1’lik Nuclear Fast Red 10-20 dakika uygulandi ve boya

uzaklastirilarak dH,O ile yikandi. Hiicreler invert faz kontrast mikroskobuyla incelendi.
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3.2.2 CM-Dil ile Olfaktér Kok Hiicrelerin isaretlenmesi

Yiizey kaplamasi %90’a ulasan olfaktor kok hicrelerin besiyeri uzaklastirildi. Hicreler
PBS ile 2 kez yikandi. 5ml PBS icinde hazirlanan CM-Dil hicrelerin tzerine eklendi.
Hicreler 37°C’ da 4 dakika, ardindan 4°C’da 15 dakika inklibe edildi. Diistk sicakliktaki
inkiibasyon boyanin plazma membraninda gorinir olmasini saglarken endositozisi
yavaslatir. Boylece boyanin sitoplazmik vezikillere yerlesmesini engeller. Boyama
islemi tamamlandiginda flasktaki boya uzaklastirildi, hicreler PBS ile yikandi ve
hiicrelerin besiyeri tazelenerek boya gorinir hale gelinceye dek 37°C’ da inklibasyona

birakildi.

3.2.3 Cok Tabakali Hiicre Kitlesinin Hazirlanmasi

Cok tabakali hicre kitlesinin hazirlanmasi igin, 25cm?lik flask icinde kalturd yapilan
olfaktor kok hiicreler yizey kaplamasi %90’ a ulastiginda Tripsin-EDTA ile kaldirildi.
Pelletin hazirlanmasi igin tripsinize edilip yikama yapilan hicreler %90 ylzey kaplamasi
yapmis olan diger bir 25cm”lik flask icine eklendi. Bu islem 8 kez olmak Gzere giin asiri
tekrarlandi. 14. gin flaskin kenarina hafifce vurularak hicrelerin flask yilzeyinden
kalkmalari saglandi. Elde edilen ¢ok tabakal hiicre pelleti, iginde steril ve anti-anti
iceren PBS bulunan steril bir petri kabi igine transfer edildi. Steril pensler yardimiyla
1mm>luk parcalara ayrilan ¢ok tabakali hiicre pelleti, in vivo deneylerde kullaniimak
Uzere 500uL PBS iceren eppendorf tiplerine aktarildi. Cok tabakal hiicre pelletinden
ayrilan pargalardan bir kismi, hucrelerin invazyon vyeteneklerinin korunup
korunmadiginin belirlenmesi icin 6 kuyulu petri kabina transfer edildi. Uzerine
12mm?lik lamel kapatildiktan sonra %10 FBS iceren DMEM besiyerinde 37C*da %5
CO, iceren etlvde inklibasyona birakildi. Hicrelerin adezyonu 2 hafta boyunca

gozlendi.
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3.2.4 in vivo Deney Hayvani Calismalari

3.2.4.1 On ¢alismalar

3.2.4.1.1 Ratlarda Anestezi ve fasiyal paraliz olusturulmasi

On calismalar icin 7 rata 5mg/kg intramuskiiler ksilazine HCl (Rompun %2 Bayer) ile
premedikasyon yapildiktan sonra 35mg/kg intramuskuler ketamine HCI (Alfamine %10
Ege Vet) ile genel anestezi saglandi. Tum hayvanlarda sag kulak altindaki bélge tiras
edildi ve yaklasik 1cm' lik insizyonla girilerek fasiyal sinir stilomastoid foremene en
yakin boélgede Uzm. Dr. Aysegil Karaaltin tarafindan bulunup (Sekil 3. 3) kesi yapildi
(Sekil 3. 4) ve 0,2mm’lik segment c¢ikartildi. Fasiyal sinir kesisi sonrasi, sinir uglari Zeiss
mikroskop (Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY), altinda 11.0 mikrosuture (Ethicon Inc,

Somerville, NJ) edildi.

Sekil 3.3 Rat fasiyal sinirin bulunmasi
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Sekil 3.4 Rat fasiyal sinirinde tam kat kesi ile paraliz olusturulmasi.

Yiz siniri, olduk¢a ince bir sinir oldugundan, hiicre transplantasyonunda hasar

bolgesine hiicre lokasyonunun saglanmasi énemlidir. Bu nedenle ¢calismamizda, kiltiri

yapilip CM-Dil ile isaretlenen hiicreler 4 farkli sekilde hazirlandi (Cizelge 3. 1).

Hazirlanan hicreler 0,2ml’ lik eppendorf tupler icinde, soguk tasima ortaminda Bezm-i

Alem Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarina getirildi ve hasar bélgesine

transplantasyon yapildi.

Cizelge 3.1
Yontem Yontem Agiklamasi Rat
Adi No
Yontem 1 Hasar bolgesine 10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000 olfaktor kok 1
hiicre inokile edildi
Yontem 2 Hasar bolgesine 10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000 olfaktor kok 2
hicre inokile edildi ve inokiilasyon bolgesi rattan alinan yaklasik 1mm?® yag
dokusu ile (fasya) ile sarildi
Yontem 3 Hasar bolgesine 10ul PBS icinde CM-Dil ile isaretlenen 500.000 olfaktor kok 3,4
hicre inokile edildi ve inoktilasyon bélgesine fibrin glue+olfaktor kok hiicre
uygulamasi yapildi
Yontem 4 Hasar bolgesine CM-Dil ile isaretlenen ¢ok tabakali hiicre kitlesi inoktile 5,6
edildi.
Kontrol Hasar bolgesine 10ul PBS aktarildi 7
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3.2.4.2 in vivo On Calismalarin Degerlendirilmesi

Calhsma kapsaminda in vivo 6n c¢alismalarin degerlendiriimesinde ratlarin fizyolojik
degerlendirmesi, tam kat kesi 6ncesi ve sonrasi Wiskers skorlama olarak preoperatif ve
postoperatif olarak skorlama yapildi. Elde edilen sonuglar Mann-Whitney U istatistik

yontemi ile degerlendirildi.

3.2.5 Esas Calismalar

3.2.5.1 Ratlara Anestezi Verilmesi ve fasiyal paraliz olusturulmasi

Calisma kapsaminda 3 gruba ayrilan 27 adet rata 5mg/kg intramuskdiler ksilazine HCI
(Rompun %2 Bayer) ile premedikasyon yapildiktan sonra 35mg/kg intramuskiler
ketamine HCl (Alfamine %10 Ege Vet) ile genel anestezi saglandi. Deneyin birinci
ginlnde tim gruptaki hayvanlarda sag kulak altindaki bolge tiras edildi ve yaklasik
1cm’ lik insizyonla girilerek fasiyal sinir stilomastoid foramene en yakin bélge Uzm. Dr.
Aysegiil BATIOGLU KARAALTIN, Dog. Dr. Mehmet Veli KARAALTIN, Uzm. Dr. Belit Merve
SENER ve Asistan Dr. Artun¢ Kaan TURANOGLU tarafindan bulunup (Sekil 3. 5) kesi
yapildi (Sekil 3. 6) ve 0,2mm’lik segment eksize edildi. Fasial sinir kesisi sonrasi, sinir
uclari Zeiss mikroskop (Carl Zeiss Inc, Thornwood, NY), altinda 11.0 sitir ile nérotube
konduite mikrosuture (Ethicon Inc, Somerville, NJ) edildi (Sekil 3. 7). M, T ve K olarak 3

gruba ayrilan ratlara yapilan uygulama cizelge 3. 2’de gosterilmistir.

S, -

Sekil 3.5 Fasiyal sinirin bulunmasi
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Sekil 3.7 Kesilen sinir uclarinin konduite anastomozu
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Cizelge 3.2 Deney Gruplari

M grubu | Ratlarin sol fasiyal siniri kesildikten sonra acik kalan konduit icine CM-Dil ile
isaretlenen cok tabakal olfaktor kok hiicre kitlesi 100uL pipet yardimiyla
aktanldi

T grubu | Ratlarin sol fasiyal siniri kesildikten sonra sinir uglari konduite anastomoz
yapildi ve konduitin igine 100uL pipet yardimiyla PBS eklendi

K grubu | Ratlarin sol fasiyal siniri kesildikten sonra sinir uglari konduite anastomoz

yapildi.

Postoperatif donemde islem yapilan bolgede akinti, kizariklik ya da sisme takip edildi.

Deney oncesi fasiyal paralizin 6lgimi, deney sonrasi ise iyilesmenin belirlenmesi igin

tam kat kesi 6ncesi ve sonrasi biyik hareketleri, Wiskers skorlama olarak olgild.

3.2.5.2 Whiskers Skorlama

Biyik hareketleri 5 point-skalaya goére degerlendirildi. 0:hi¢ hareket yok; 1: Guglikle

farkedilebilir hareket; 2: Az anlamli hareket; 3: Anlamli fakat simetrik olmayan hareket;

4:Simetrik hareket.

3.2.5.3 Elektromiyografi

Elektrofizyolojik incelemeler Uzman Doktor Turgut Adatepe tarafindan Neuro-MEP 2

kanall dijital EMG ve EP cihazi (Neurosoft, Russia) ile yapildi. Toprak elektrot olarak

kullanilan subdermal tekli igne elektrot (Subdermal Single Needle Electrodes, 13 mm ve

0.4mm 27G TE/S50716-002, Technomed, USA) sag arka ayaga yerlestirildi (Sekil 3. 8).
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Sekil 3.8 Ratlara EMG elektrotlarinin baglanmasi

Ratlarda sag tarafa yapilan fasiyal sinir kesisi ve tamiri sonrasi dudak kaslari Gzerine
kayit elektrot olarak vyapiskan vylzey elektrotlari (Plaguette Adhesive Surface
Electrodes, TE/K50431-002, Techmomed, USA) yerlestirildi (Sekil 3. 9).

Sekil 3.9 Dudak kaslari izerine kayit elektrot olarak yapiskan yiizey elektrotlarinin

yerlestirilmesi
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Fasiyal sinir ana turunkusu sagda (fasiyal sinir kesisi yapilan taraf) ve solda (kontrol)
stilomastiod foramenden c¢iktig1 yerde yapilan kesinin hemen proksimalinden (fasiyal
sinir ana trunkusuna tam kesinin hemen proksimaline dis kulak yolunun 2-3mm altina)
maksimum ulasilan siddetin %10 Uzerinde bir siddette (supramaksimal) elektriksel

olarak uyarildi (Sekil 3. 10).

Sekil 3.10 Toprak elektrot olarak kullanilan subdermal tekli igne elektrot (A). Dudak

kaslari Gizerine kayit elektrot olarak yapiskan yuzey elektrotlari (B).

Elde edilen bilesik kas aksiyon potansiyelleri oOlglilerek milisaniye cinsinden latans,
milivolt cinsinden amplittid, milisaniye cinsinden siire ve milisaniye X milivolt cinsinden
alan degerleri kaydedildi. ENoG incelemesi, fasiyal sinir kesisi yapilmadan 6nce, kesi
yapildiktan sonra rekonstriiksiyondan énce ve rekonstriiksiyondan sonra 2., 4., 6., 8. ve
10. haftalarda tekrarlandi. Elektrofizyolojik incelemeler tek koér olarak galigildi.
Amplittid degerleri hasarda akson kaybini, rejenerasyonda da aksonal rejenerasyonu
gosterdigi icin sinir iyilesmesi tim gruplarda kesi sonrasi 0’'a disen amplitid

degerlerinin ylikselisi ile takip edildi.
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3.2.5.4 Histopatolojik inceleme

10. hafta sonunda histopatolojik ¢alisma igin ratlar 100mg/kg intramuskular Ketamine
HCl ile sakrifiye edildi. Fasiyal sinir dokulari, 0,5ml PBS iceren steril 2ml’lik eppendorf
tipleri icinde istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvari’na gotirildi.
Biyopsi 6rnekleri burada, 10% formalin icerisinde fikse edildi parafim bloklara gomildi
ve mikrotom ile kesitler hazirlandi. Hazirlanan preparatlar hematoksilen, eosin (Merck,
Darmstadt, Germany) ve rejenerasyonu degerlendirmek icin toluidin blue (Merck,
Darmstadt, Germany) ve troponin C gibi kalsiyum bagh protein ailesinin Uyesi olup
Schwann hiicrelerinin boyanmasini saglayan S100 boyasi ile boyandi. Boyama isleminin
ardindan preparatlar Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimu Hiicre Kiiltiiri
ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’na getirilerek ters faz kontrast mikroskobu altinda

UV isikta incelendi.

3.2.5.4.1 Hiicrelerin 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile isaretlenmesi

Hazirlanan preparatlarin DAPI boyama islemi Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik
Bollimi Hiicre Kiltiiri ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Boyama
islemi oncesi distile su ile 5mg/ml stok DAPI soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan stok
sollisyon 300nM olacak sekilde PBS ile seyreltilerek galisma sollisyonu olarak
hazirlandi. Hazirlanan ¢alisma sollisyonu preparatlarin izerine uygulandi ve 3 dakika

inkiibe edilir. Ornek birkag kez PBS ile yikanir.

3.2.6 istatistik

Ratlarin biyik hareketlerine bagh Whiskers skorlama sonucu elde edilen veriler Mann
Whitney U istatistigi kullanilarak hesaplandi. Elektrofizyolojik test sonuclari ise ANOVA
ve student t-test kullanilarak degerlendirildi. TiUm veriler Statistical Packages of Social
Sciences (SPSS, version 16.0 for Windows) ile degerlendirilmis ve p<0.05 istatistiki

olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Calismanin amacina uygun olarak deneysel ¢alismalar in vitro ve in vivo calismalar
olarak 2 temel baslik altinda toplandi. in vitro ¢alismalarda; farkli dondrlerin olfaktor
mukozalarindan kék hicrelerin izolasyonu, kiltire adaptasyonu, devaml kiltirinin
yapilmasi, kriyoprezervasyonu ve kriyobankinin olusturulmasi saglandi. ikinci asamada
olfaktor kok hicrelerin, fasiyal paraliz olusturulan ratlarda periferik sinir
rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi igin 7 adet rat ile 6n galismalar yapilip ardindan
Oon calisma sonuglarina gore belirlenen stratejiler kullanilarak 27 rat ile deneysel
galismalar tamamlandi. Elde edilen tim sonuglar, morfolojik, immin fenotipik,

histolojik ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

4.1 in vitro Deneysel Calismalar

4.1.1 Farkh Donorlerden Olfaktor Biyopsilerin Elde Edilmesi

istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’ndan alinan izinle olfaktdr bolgeden
0,3mm capinda biyopsi alinmak tzere tim gonullilere islem hakkinda bilgi verildi ve
yazili onamlari alindi. Calismada septoplasti operasyonu yapilan 20, 36 ve 41
yaslarindaki 3 erkek bireyden 0° teleskop (Karl Storz, Tuttlingen, Germany) ile
endoskopik goriis altinda olfaktér bolgeden biyopsiler Uzm Dr. Aysegiil BATIOGLU
KARAALTIN TARAFINDAN alindi. izole edilip kiltiirii yapilan olfaktér mezenkimal kék
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve cogalma kapasiteleri, ilerleyen pasajlarda morfolojik
incelemeler ve hiicre sayimi ile karsilastirildiginda donérler arasinda yasa bagh belirgin

bir fark gézlenmedi. Bu nedenle tez calismasinin ilerleyen asamalarinda 36 yasindaki
63



bireyden elde edilen OKH’ler kullanildi.

4.1.2 Olfaktor Biyopsisinden Olfaktor Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiiriiniin

Yapilmasi

Olfaktor bolge kaynakl kok hiicrelerin izolasyonunda olfaktér epitel bolge ile kok
hiicrelerin bulundugu lamina propria tabakasinin ayrilmasi icin kazima yontemi
kullanilmakla, izolasyon igin steril kabin sartlarindan uzaklasmaya ve mikroskoba gerek
kalmadan dokularin birbirlerinden ayrilmasi saglandi. Lamina propriadan hiicrelerin
ayrilmasi ve devaml kilttrinln yapilmasi icin es buylklikte 6 parcaya ayrilan ve
disiuk glikozlu DMEM besiyerlerinde kultliri yapilan olfaktor hicrelerin ilerleyen
pasajlarda yapilan morfolojik incelemelerinde hiicrelerin mezenkimal kok hiicre

morfolojisine sahip hiicreler olduklari gbzlendi.

%10 FBS iceren DMEM besiyerinde primer kilttiri yapilan olfaktér dokudan hiicrelerin
adezyonu 8. glinde goruldi (Sekil 4.1). Yiizey kaplamasi %80’ e ulastiginda hiicreler

25cm?lik flasklara pasajlandi. Hiicrelerin alt kiiltarleri devam ettirildi (Sekil 4.2)

Sekil 4.1 Olfaktor doku biyopsisinden izole edilen kok hiicrelerin kiltira. Hicrelerin
dokudan adezyonu, 8. Glin (10X)
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Sekil 4.2 Olfaktor dokudan elde edilen hiicrelerin alt kiiltlrd. 1. pasaj,14. Gin (20 X)

4.1.3 Olfaktor Bolgeden Elde Edilen Mezenkimal K6k Hiicrelerin Karakterizasyonu

Calismada olfaktér bolgeden izole edilen hiicrelerin kok hicre 6zelliklerinin

belirlenmesi icin farklilasma ve immiinfenotipleme yéntemleri kullanildi.

4.1.3.1 Olfaktor Bolgeden Elde Edilen Hiicrelerin Adipojenik Kondrojenik Norojenik

Farkhlagmasi

Olfaktor biyopsilerden izole edilip kiltlrl yapilan hiicrelerin Adipojenik Kondrojenik
Norojenik farklilasma medyumlari ile indiklenmesi sonucunda invert faz kontrast
mikroskobu ile yapilan inceleme ile hiicrelerin adiposit hilicrelerine donustiikleri ve

hicre ici yag vezikillerinin olustugu goraldi (Sekil 4.3).
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Hiicre ici yag
vezikilleri

Sekil 4.3 Olfaktor kok hiicrelerin adipojenik farklilasmasi

Norojenik farklilasma medyumu ile indiklenen hiicrelerin kullanilan Mesenchymal
Stem Cell Neurogenic Differentiation Kit'te belirtilen morfolojiye sahip, sinir hiicre

benzeri akson ve dendritik uzantilari olan hiicreler olduklari gézlendi (Sekil 4.4).

N6ron
benzeri hiicre
morfolojisine
sahip
hicreler

Sekil 4.4 Olfaktor kok hiicrelerin nérojenik farklilasmasi

Kondrojenik farklilasma medyumu ile indiklenen olfaktér kok hicreler, farkhlasmayi
takiben Alcian Blue ile boyandi. invert faz kontrast mikroskobu ile yapilan inceleme

sonucunda farklilagan hiicrelerin mavi boyandiklari gézlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Olfaktor kok hicrelerin kondrojenik farklilasmasi. Alcian Blue ile boyama (10X)

Boylece elde ettigimiz hiicrelerin kok hicrelerin 6zelligi olan adipojenik, nérojenik ve

kondrojenik farklilasma 6zelligine sahip olduklari goruldi.

4.1.3.2 Olfaktér Bolgeden izole Edilip Kdiltiirii Yapilan  Hiicrelerin

immiinofenotiplendirilmesi

Olfaktér bolgeden izole edilip kaltliri vyapilan 2 pasajindaki hicrelerin
immunofenotiplendirilmesi icin FACSCalibur akim sitometri cihazi kullanilarak yapilan
analiz sonuglarina gore; elde edilen hiicrelerin, mezenkimal kok hiicreler igin pozitif
ylizey markerlari olan CD14-PE, CD44, anti-human CD90, CD146, CD73, CD29, CD105
markerlarini yiksek seviyede, negatif ylizey markerlari olan CD117, CD11b, CD13, anti-
human CD116, Mouse lgG1, HLA-ABC, Mouse IgG1l K, Mouse IgG1, anti-HLA-DR

markerlarini ise dislik seviyede eksprese ettikleri gosterildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Olfaktor kok hiicrelerin immiuinfenotiplendirilmesi.

4.1.4 Olfaktor Kok Hiicrelerin CM-Dil ile isaretlenmesi

CM-Dil ile isaretlenen OKH’ler invert mikroskop altinda incelendi. Boya ile
inkiibasyonun ardindan 4 saat kiiltiirde bekletilen hiicrelerin floresan i1sik altinda yesil
filtre ile yapilan gorintlilenmesinde ylzey kaplamasi gerceklesen flask icindeki tim
alanlardaki hiicrelerin boyandigi goriildii. Béylece boyama optimizasyonu saglandi ve

sonraki ¢alismalarda kullanilmak Uzere uygulanacak boyama yontemi belirlendi (Sekil
4.7).

Sekil 4.7 CM-Dil ile isaretlen olfaktor kok hiicreler (A. 10X, B. 40X)
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4.1.5 Cok Tabakali Hiicre Pelleti Olusturulmasi

CM-Dil ile isaretlenen olfaktor kok hicrelerin Ust Uste pasaj yapilarak hazirlanan ¢ok
tabakali hiicre kitlesinin invert faz kontrast mikroskopta hem beyaz isik altinda hem de
yesil filtre ile UV 1sik altinda yapilan incelemelere goére kiltirdeki hicrelerin
canhliklarini koruduklari ve adezyon kabiliyetlerini strdirdikleri gozlendi (Sekil 4.8,

4.9, 4.10).

Sekil 4.9 Ust Uiste 9 pasaj yapilan OKH’lerin mikroskobik gériintiisii (20X)
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Sekil 4.10 Ust tiste 9 pasaj yapilan CM-Dil ile isaretlenen OKH’lerin mikroskobik
gorintisu (20X)

4.1.5.1 Hiicre pelletinin in vivo transplantasyon i¢in hazirlanmasi

CM-Dil ile boyanip birer gin ara ile st lste pasajlanan OKH’lerden olusan hiicre
pelleti, 9. pasajin ardindan flaska hafifce vurularak flaskin kdselerinden baslayarak
ayrildi (Sekil 4. 11). Elde edilen pellet enjektér ucu yardimiyla gozle esit goriilen

parcalara ayrilarak icinde PBS bulunan 0,2ml’lik eppendorf tiplerine aktarildi.
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Sekil 4.11 CM-Dil ile isaretlenen olfaktor kdk hiicrelerden hazirlanan ¢ok tabakali hiicre
kitlesi (10X)

4.1.5.2 On galisma sonuglari

4.1.5.2.1 Wiskers Skorlama Sonuglari

Ratlarda deney oOncesi fasiyal paralizin Olglimi, deney sonrasi ise iyilesmenin
belirlenmesi igin tam kat kesi 6ncesi ve sonrasi biyik hareketleri Wiskers skorlama
olarak 6l¢uldl. Buna gore 7 ratin preop biyik hareketlerinin skorlari 4 olarak belirlendi.
Fasiyal kesi sonrasi 4 farkli yontem kullanilarak kok hicrelerin kesi bolgesine
inokllasyonu saglandiktan sonra ratlarin 4., 6., ve 8., haftalarda yapilan whiskers
skorlamalarina gore kok hiicre uygulanan ratlarda biyik hareketlerinde kontrole gore
artis gozlendi. Sonuclar Mann Whitney U istatistigi kullanilarak hesaplandi (p<0,05).
Elde edilen sonuclara gore olfaktdor kok hiicrelerden elde edilen ¢ok tabakal hiicre
kitlesinin diger hicrelere gore 2. ayda sinir rejenerasyonunu sagladigi belirlendi.
Boylece in vivo ¢alismalarda OKH’lerin hasar boélgesine inokilasyonu icin ¢ok tabakali

hiicre kitlesi kullanilmasi uygun oldugu belirlendi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 On calisma Wiskers Skorlama sonuglari.

Ratlar Preop degeri | 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 Calismalar

Ratlarda deney Oncesi fasiyal paralizin Olcimi, deney sonrasi ise iyilesmenin
belirlenmesi igin tam kat kesi 6ncesi ve sonrasi biyik hareketleri Wiskers skorlama
olarak 6lguldi. Wiskers skorlama icin 27 adet ratin biyik hareketleri incelendi, herhangi
bir patoloji izlenmediginden tim ratlar icin preop wiskers skor degeri 5point-skalaya
gore degerlendirildi (O: hi¢c hareket yok; 1: gliclikle farkedilebilir hareket; 2: az anlamli
hareket; 3: anlamli fakat simetrik olmayan hareket; 4: simetrik hareket). Bu donemde
islem yapilan bolge akinti, kizarikhk ya da sisme agisindan ve ratlar da biyik hareketleri
yoninden takip edildi. Biyik hareketleri Ratlarin postop 2, 4, 6, 8 ve 10. haftalardaki
elektrofizyolojik degerlendirmelerinde, her seferinde 5mg/kg intramuskuler ksilazine
HCl (Rompun %2 Bayer) ile premedikasyon ve 35mg/kg intramuskiler ketamine HCI
(Alfamine %10 Ege Vet) ile genel anestezi uygulandi. Anestezi sonrasi elektrofizyolojik

testler ile sinir hasarindaki diizelme kaydedildi.
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4.2.1 Esas Calismalarin Wiskers Skorlama Sonuglari

Fasiyal sinir kesisi oncesi tim ratlarda yiz kaslarinin hareketli, biyik hareketlerinin
simetrik oldugu belirlendi. Fasiyal sinir kesisinden sonra tim gruplarda sag taraftaki
biyiklar hareketini kaybetti. Klinik gézlemlerde biyik hareketlerinde 5 nokta skalasina
gore 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 tiim grup skorlarindaki artis istatistiksel
olarak anlamh bulunmakla birlikte M grubundaki skorlarin sinir kesisi éncesi normal
skorlara ulagsmada 6. haftadan itibaren K grubundan, 10. Haftadan itibaren T

grubundan anlamli farkh oldugu izlendi (p<0,001) (Cizelge 4.2, Sekil 4.12).

Cizelge 4.2 Esas Calismalarin Wiskers Skorlama Sonuglari

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 | 1,8t0,4 | 1,4+0,5
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Sekil 4.12 Fasiyal sinir kesisi sonrasi 0’a diisen biyik hareket skorundaki artisin gruplara

gore dagilimi

4.2.2 Olfaktér Kok Hiicre Transplante Edilen Ratlarda EMG ile Fasiyal Sinirin

Elektrofizyolojik Degerlendirmesi

Ratlarda deney oOncesi fasiyal paralizin 6l¢imi, deney sonrasi ise iyilesmenin
belirlenmesi igin tam kat kesi dncesi ve sonrasi biyik hareketleri Wiskers skorlama
olarak olculdi. Latens ve amplitiid degerleri ise elektromiyografi (EMG) ile o6lcilda.
Aksonal rejenerasyon hizi amplitiid degerlerindeki artis Gzerinden degerlendirildi. Buna
gore de ikinci haftadan itibaren tim gruplardaki amplitiid artisi (sinir kesisi sonrasi
degerlere gore) istatistiksel olarak anlamh bulunmakla birlikte M grubundaki amplitid
degerlerinin sinir kesisi 6ncesi degerlere ulasmada 2. haftadan itibaren K grubunda, 4.
haftadan itibaren T grubundan anlamli farkli oldugu izlendi (p=0,030, p>0,001) (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.3 Gruplarin haftalara gore amplitid (mV) ortalamalari

Amplitiid (mV) | Mgrubu | T grubu | Kgrubu | 0.119

0. Hafta (Once) | 7,1+1,1 | 7.9+1,8 | 8,621,6 | <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 | 0,30,2 | 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 | 2,640,6 | 3,1+0,6 | <0,001

10. Hafta 5,4+0,7 | 4,0¢0,5 | 3,640,6 | <0,001
p <0,01 | <0,01 | <0,01

Amplitid degerleri hasarda akson kaybini, rejenerasyonda da aksonal toparlanmayi
gosterdigi icin sinir iyilesmesi tim gruplarda kesi sonrasi 0’a disen amplitld
degerlerinin yiikselisi ile takip edildi. Sinir kesisi yapilmadan 6nce elde ettigimiz ENoG
yanitlari ortalama 1ms latensli ve 8-10 mV amplittdIi iken sinir kesildikten sonra kesi
proksimalinden yapilan uyariya yanit alinamadi. Rekonstriiksiyon sonrasi M grubunda
2. hafta geg latensli (2ms) ve distuk amplittidli (0,3mV) yanitlar alinmaya baslanirken,

4. hafta 1mV amplitlidli polifazik yanitlar elde edildi (Sekil 4.13).
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o
Sekil 4.13 Kesi Oncesi A, sonrasi B ve 2. Haftadan itibaren amplitiid degerlerindeki

yukselis C

Rekonstriksiyon sonrasi M grubunda 2. hafta ge¢ latensli (2ms) ve distik amplitidIu
(0,3mV) yanitlar alinmaya baslanirken, 4. hafta 1mV amplitidli polifazik yanitlar elde
edildi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14 4. hafta 1mV amplitlidIi polifazik yanitlar

2., 4., 6., 8. ve 10. haftalarda yapilan ENoG incelemelerinde latens, amplitiid, sire ve
alan degerleri kaydedilse de aksonal rejenerasyon hizi amplitiid degerlerindeki artis
tizerinden degerlendirildi. ikinci haftadan itibaren tiim gruplardaki amplitiid artisi (sinir
kesisi sonrasi degerlere gore) istatistiksel olarak anlamli bulunmakla birlikte (Cizelge
4.2), 3. gruptaki amplitiid degerlerinin sinir kesisi oncesi degerlere ulasmada 2.
haftadan itibaren K grubundan, 4.haftadan itibaren T grubundan anlamli olarak farkli

oldugu izlendi (p=0,030, p>0,001).
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4.2.3 Biyik Hareketleri ve Aksonal Rejenerasyonun Korelasyonu

Biyik hareket skorlarindaki artis ile aksonal rejenerasyon hizindaki artis arasinda
korelasyon Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 16.0 for Windows) ile

degerlendirildi ve p<0.05 istatistiki olarak anlamli kabul edildi (p=0,001, r=0,769).

4.2 4 Lif Dejenerasyonu

Dejenerasyon derecesi elde edilen bilesik aksiyon potansiyellerinin amplitidleriyle
dogrudan iliskilidir. Bu iliskiden vyararlanilarak saglam ve hasta taraf cevaplari
karsilastirildi ve aksonal dejenerasyonun ylizdesi belirlendi. Buna gore; fasiyal sinir tam
kat kesisi sonrasi lif dejenerayonu K grubunda %98,9+1,9; T grubunda %99,3+1,2; M
grubunda %81,9+10,3 iken rekonstriksiyon sonrasi 10. haftada K grubunda %54,948,6;
T grubunda %51,2+8,3; M grubunda %26,617,4 olarak belirlendi. Fasiyal sinir tam kat
kesisi sonrasi M Grubundaki lif dejenerasyonunun, sinir kesisi 6ncesi normal degerlere
ulasmada 4. haftadan itibaren T ve K grubundan anlamh farkl oldugu izlendi (p=0,005)
(Cizelge 4.4) (Sekil 4.15).

Cizelge 4.4 4 ve 10. haftalardaki lif dejenerasyonu ylizdeleri

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 | %54,948,6
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Sekil 4. 15 Gruplara gore akson hasarinin haftalara goére diizelmesi

4.2.5 Fasiyal sinirin histolojik analizi

Hematoksilen eosin ve toluidine blue ile boyanan preparatlarin mikroskobik
incelemesinde T ve K grubunda 10. haftada yara iyilesmesine bagh konnektif doku artisi
ve desorganize noral fibriller gérilirken, M grubunda sinir fasikillerinin daha organize
oldugu ve normal sinir aksial kesitine benzedigi goriildii. Floresan mikroskobu altinda
sinir aksiyal kesitinde CM-Dil ile isaretlenmis OE-MKH' ler fibriller arasinda kirmizi

renkte izlendi (Sekil 4.16)

Sekil 4.16 Sinir aksiyal kesitinde CM-Dil ile isaretlenmis OE-MKHIer (Floresan
mikroskobu X60).

78



4.2.6 S100 boyama sonuglari

Fasiyal sinirin parafim kesitlerinin S100 boyasi ile boyanmasi sonucu OKH verilen
grupta hasar bolgesindeki sinirin remyelinizasyonunu saglayan Schwann hicrelerinin

bulundugu bolgelerin kahverengi olarak boyandigi goérildi (Sekil 4.17). S100 boyasi ile.

Sekil 4.17 Schwann hicrelerinin bulundugu alanlar (kahverengi)

4.3 Tartisma

Bu calismada farkli donérlerin olfaktér mukozasindan alinan érneklerden olfaktor kok
hiicrelerin izolasyonu, kiltlrinin yapilmasi, karakterizasyonu, kriyoprezervasyonu ve
ilk kez olarak sinir rejenerasyonunda kullaniimak Utzere cok tabakali kok hiicre kitlesi
elde edildikten sonra fasiyal paraliz olusturulmus ratlarda sinir rejenerasyonuna etkisi

gosterildi.

Cesitli nedenlerden kaynaklanan sinir hasarlari, insan sagligini ciddi olarak etkilemenin
yaninda estetik ve dolayisiyla psikolojik problemlere de neden olur [140], [141], [142].
Simdiye kadar bu patolojinin tedavisine yoOnelik c¢esitli tedavi yaklasimlar
uygulanmasina ragmen gerek iyilesme hizi gerekse de iyilesme hizina bagh sekeller
hastaligin tedavisinin 6niinde 6nemli engeller olusturmaktadir [49], [143], [144], [145],

[146]. Bu nedenle hasar gormuis sinire bagh patolojilerin giderilmesinde vyeni

79



yaklasimlarin gelistiriimesi oldukga ©Onemlidir. Son vyillarda kdk hicre alanindaki
gelismeler ve koék hiicreye dayali tedavi yaklasimlarindaki ilerlemeler nérolojik
hastaliklarin tedavisinde de yeni Umitlere yol agmaktadir. Yapilan calismalarda
Parkinson, Alzheimer, gibi hastaliklarin tedavisinde kdk hiicreler ile tedaviye yonelik
alinan olumlu sonuclar [64], [147], [148], [149], kdk hiicrelerin klinikte kullaniimasina
olan ilgiyi giderek arttirmistir. Ayni zamanda periferik fasiyal sinir hasarlarinin
tedavisinde yag dokusundan elde edilen kdk hiicreler ile yapilan galismada bazi olumlu
sonuclar elde edilmis ancak yeterli olmamistir [12], [32]. Bunun yaninda hipokamplis
kaynakh noral kok hicrelerin periferik fasiyal sinir hasarlarinda kullanildigi bir
calismada Schwann hiicre yerine noral kok hiicre kullanilmasi ile Schwann hiicrelerin
kaynaginin sinirli olmasina bagli dezanantajlarin giderildigi bildirilmistir [150]. Ancak
hipokampis kaynaklh kok hucrelerin klinik uygulamalarda kullanilmasi giinimizde
mumkin olmadigindan bu yontemin sinir hasarlarinda klinik kullanimi mimkin

olmamaktadir.

Son vyillarda kék hiicre nis kavrami ile ilgili gelismeler tedavinin temelinde kok
hicrelerin tek basina degil ayni zamanda onlarin bulunduklari nis ortaminin da mutlaka
dikkate alinmasinin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir [106], [151], [152]. Ancak
simdiye kadar fasiyal sinir hasarlarinin rejenerasyonunda bu alanda herhangi bir
galisma yapilmamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda hasar gérmis sinir hiicrelerinin
tedavisinde tedavi hedefleri nis temelleri dikkate alinarak belirlendi. Boylece sinir
rejenerasyonunda ulasilabilir tek noral kok hiicre kaynagi olan olfaktor dokudan [23],
[24], [26], [109], [153], [154], [155] elde edilen kdk hiicrelerin fasiyal sinir hasarlarina
etkisini incelemeyi amagladik. Bunun esas nedenlerinden biri olfaktér bolgenin nis
komponentlerinin sinirin rejenerasyonunu saglamada uygun bir aday kok hicre

kaynagi oldugunun disinilmesidir.

Literatlrde, hiicresel tedavilerde otolog hiicre kaynaklarinin kullanilmasinin énemi
vurgulanmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni nakledilen retroviriis ve lentivirisler ile
indiiklenmis pluripotent hiicrelerdeki ekzojen DNA ya da bu yonteme alternatif olarak
gelistirilen plazmid bazli ya da protein RNA veya kiicik molekiller ile yapilan

manipllasyonlarla geri doniisiimsiiz genetik modifikasyonlari iceren hiicresel Girtinlerin
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hastaya nakledilmesiyle olusabilecek potansiyel problemlerdir. Otolog kdk hiicrelerin
indiklenmis kok htcrelerden farkli olarak immuin ret riski bulunmaz. Diger yandan
hasta kaynakli kok hticreler epigenetik hafizayl muhafaza edemediklerinden tamamen
farkhlasmis dokularin gelismesini sinirlarlar. Tim bu avantajlarinin yaninda hasta
kaynakh farklilasmamis kok hicrelerin otolog transplantasyonunda nakledilen
hicrelerin timor hiicresi gibi davrandiklari ve kanser olusturma risklerinin bulundugu
bildirilmistir. Oysaki noral kék hiicreler gibi farklilasma potansiyelleri daha dislik olan
ve farklilasmamis hiicrelere goére daha fazla farklilasmis olan kdk hiicrelerin
kullaniminin  timorojenite riskini azalttigl bildirilmistir [156]. Bu bilgiler 1s1ginda
hlcresel tedavilerde otolog kok hicrelerin kullaniminin mevcut tedavi yaklasimlari
icinde en uygun oldugu disunilebilir. Boylece nis temelleri de géz 6niline alindiginda
Ozellikle de sinir hasarlarindan ulasilabilir ve hasta agisindan alinmasi risk olusturmayan
tek noral kok hicre kaynagl olan olfaktor bolgeden elde edilen olfaktér kok
kullanilmasi, sinir hasarlarinin tedavisi igin olduk¢a umut vericidir. Tium bu veriler goz
Oonine alindiginda bu tez ¢alismasinda deneysel fasiyal paraliz olusturan ratlarda
olfaktor bolge kaynakli kok hicrelerin sinir rejenerasyonuna etkisini belirlemeyi

amacladik.

Amaca ulasmak icin tez kapsaminda deneyler 2 asamada gerceklestirildi. 1. asamada
istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Kulak Burun Bogaz Bas ve Boyun Cerrahisi
Bolimi’'nde onami alinan 20, 36 ve 41 yaslarinda 3 erkek donodrden septoplasti
operasyonu sonrasl olfaktor mukoza biyopsileri Uzm. Dr. Aysegiil Batioglu Karaaltin
tarafindan alindi. Soguk tasima ortaminda Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik
Bolimi Hiicre Kultliri ve Doku Mihendisligi Laboratuvar’na getirildi. Olfaktor
biyopsilerin kék hiicrelerin izolasyonu icin literatlirde Dispaz enzimi ile inkibasyonun
ardindan olfaktor epitel ve kok hicreleri iceren lamina propria tabakasinin fiziksel
olarak ayrilmasi, parcalara ayrilan lamina propria tabakasindan hicrelerin kiltir
kaplarina adezyonunun yapilmasi igin lamel ile kapatilarak %10 FBS iceren DMEM
besiyerinde inklibasyon yontemi gosterilmistir [153]. Tez calismasi kapsaminda
laboratuarimiza getirilen biyopsi 6rnekleri literatiire uygun sekilde hazirlandi. izolasyon

sonunda hiticrelerin kiltlir kaplarina adezyonu gilinliik olarak izlendi. Elde edilen
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sonuglara gore olfaktér dokudan ig seklinde simetrik gekirdekli kdk hiicre morfolojisine

sahip hiicrelerin kiltire adaptasyon sagladiklari ve prolifere olduklari gorilda.

Literatirde olfaktor kok hicrelerin karekterizasyonu icin immiinohistokimya ve
farkhlasma calismalari yapilmis elde edilen sonuglara gore olfaktor kaynakli kok
hicrelerin kendini yenileyebilme ve noérosfer olusturma, kondrojenik, norojenik,
kardiyak ve adipojenik farklilasma kapasitesine sahip, ayni zamanda multipotent kok
hiicre antijenleri olan CD29, CD73, CD 90, CD105, CD146 antijenlerini tasityan hicreler
olduklari bildirilmistir [27], [155], [157], [158], [159], [160]. Bu bilgiler isiginda
¢alismamizda izolasyonun ardindan devamli  kdltiri  yapilan  hicrelerin
karekterizasyonu igin flow sitometri ile imminfenotiplendirme ve adipojenik,
osteojenik ve norojenik farklilasma galismalari gerceklestirildi. Elde ettigimiz sonuglara
gore izole edilen hiicrelerin, imminfenotipik olarak kék hiicre markerlarini tagidigi ve
farklilasma o6zellikleri bakimindan kondrojenik, noérojenik ve adipojenik hicrelere

farklilasabildikleri boylece kok hiicre karakterine sahip olduklari belirlendi.

Olfaktér mukoza, olfaktér bulb, olfaktér yumru ve priform kortekste yeni néronlarin
surekli kendini yenilediklerinin [161] bilinmesine ragmen bu progenitdr hicrelerin
rejenerasyonunda yasa bagl faktorlerin etkisi halen tartisiimaktadir. Ratlarda in vivo
kendini yenileme ve norojenez kabiliyetlerinin yasa bagh olarak azaldigi bildirilmistir
[162]. Bunun yaninda fare SVZ kaynakh NKH’lerin yasin ilerlemesine ragmen néron,
astrosit ve oligodendrositleri olusturma kabiliyetlerini sirdlrdikleri gosterilmistir [12],
[32]. Yapilan g¢alismalar deney hayvanlarinda boyleyken insan ile ilgili yasa bagl
faktorlerin olfaktor bolgedeki nérojeneze etkisi ile ilgili bir calismaya rastlamadik. Buna
gore de bu calismada 20, 36 ve 41 yasindaki 3 erkek dondrden alinan biyopsi
orneklerinden izole edilen olfaktér bolge kaynakli kék hticrelerin kiltird incelendi.
Hiicrelerin alt kiltirleri icin her bir flaska esit sayida (10°) hicre ekilerek
proliferasyonlari ve ylizey kaplama hizlari giinlik olarak incelendi. Bireylerden elde
edilen OKH’lerin kiiltlire adaptasyon ve proliferasyonunda, primer kiltlirde ve devam

eden pasajlardaki alt kiiltirlerinde gore belirgin bir fark gozlenmedi.

Literatlrde olfaktor kok hicrelerin uygun kriyoprezervasyon kosullarinin belirlendigi

bir calisma bulunmamaktadir. Bunun yaninda kodk hiicrelerin kriyoprezervasyonunda
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en yaygin olarak kullanilan yontem %10 DMSO igeren kriyoprotektanlar kullanilarak
yapilan kademeli dondurma yontemidir [163]. Calismamizda olfaktor bolgeden izole
edilip kaltird  yapilan koék hicrelerin  canhliklarini ve koék hicre 6zelliklerini
kaybetmeden uzun sireli saklanmasi igin %20 DMSO ve %80 FBS ile hazirlanan ve
dondurma sirasinda son DMSO konsantrasyonu %10 olacak sekilde kullanilan
kriyoprotektan solisyonu kullanilarak kademeli dondurma yontemi gercgeklestirildi.
Kriyoprezervasyonu yapilip sivi azotta saklanan hicrelerin 2, 8, 12 ve 24 ay sonra
¢6zme islemi yapilip canliliklari incelendiginde dondurulan tiim érneklerdeki hiicrelerin
canhhginin %89-95 arasinda oldugu belirlendi. Boylece olfaktér kok hicrelerin
kriyoprezervasyonunda da diger kok hiicrelerde oldugu gibi son konsantrasyonu %10
olacak sekilde hazirlanan DMSO solisyonlarinin  kullanilmasinin  uygun oldugu
gosterildi. Ayrica bu tez calismasi ile ilkemizde ilk kez olarak Yildiz Teknik Universitesi
Biyomuhendislik Bolimi Hicre Kiltlrd ve Doku Mihendisligi Laboratuvarinda olfaktor
kok hiicreler izole edilip kultirid yapildi ve doku muhendisligi calismalarinda
kullanilmak Uzere sivi azot icinde kriyobanki olusturuldu. Olusturulan kriyobankta
canhhigini muhafaza eden hiicreler kullanilarak laboratuarimizda kikirdak doku

mihendisligi ¢calismasi gergeklestirildi [164].

Kok hicrelerin fiziksel ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinin yaninda in vivo
calismalardaki hicrenin kaderinin belirlenmesi igin birgok farkl isaretleme yontemi
kullanilmaktadir. Glnimizde o6zellikle kdk hiicre c¢alismalarinda hiicrelerinin
isaretlemesinde kullanilmak Uzere daha az toksik etki ve daha uzun sire kalicilik
gosteren farkli sitoplazmik ve membran boyalari gelistirilmistir [157]. Bunlar icinde CM-
Dil minimum toksisiteye ve uzun sireli kalicihga sahip bir membran boyasidir [138].
Literatlrde farklh kaynaklardan elde edilen hiicrelerin isaretlenmesinde kullanilan CM-
Dil'in olfaktor bolge kaynakli kok hiicrelerde kullanilmasi ile ilgili bir calismaya
rastlanmamistir. Boylece calisma kapsaminda diinyada ve llkemizde ilk kez olarak

olfaktor bolge kaynakli kok hiicrelerin isaretlemesinde CM-Dil kullanildi.

Hasar gormis sinir dokusunun tedavisinde giniimizde dogrudan koaptasyon altin
standart olarak kullanilmaktadir. Dogrudan koaptasyonun uygulanamadigi uzun sinir

bosluklarinda ise otolog veya allojenik greft kullanimi veya sinir rehber kanallari gibi
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bircok yontem kullanilmaktadir [165], [166], [167], [168]. Doku miihendisligi ile sinir
hasarinin giderilmesinde kok hicrelerinin materyal destegi olmadan kullanildigi
durumlarda transplante edildikleri bélgedeki lokalizasyonlari ¢ogu zaman yetersizdir.
Bu da hicresel tedavi yontemleri ile sinir rejerenerasyonunda basari saglanmasini
sinirlamaktadir. Bu sinirlamalari ortadan kaldirmak icin calismamizda ilk kez olarak elde
ettigimiz olfaktor bolge kaynakli kok hiicrelerin transplante edildikleri bolgede kalici
lokalizasyonunu saglamak amaciyla ¢ok tabakali hiicre kitlesi elde edildi. Elde edilen bu
cok tabakal hiicre kitlesinin klltlir ortaminda canliligini ve proliferasyon kabiliyetelerini
de korudugu gozlendi. Cok tabakali hiicre kitlesinin galismada kullanilmasinin esas
nedeni hiicre sayisina ve etkilesimine bagl olarak hiicrelerin bulundugu mikro cevre,
salgiladiklari sinyal molekilleri ve bu ¢evrede hiicrelerin proliferasyonunu destekleyen
metabolitlerin miktarinin yiiksek olmasinin beklenmesidir. Bu durum elde edilen bu
kitlenin hasar goérmis sinir hcrelerinin rejenerasyonunda daha etkili olacagini
disundirmektedir. Yaptigimiz literatlr galismalarinda konu ile ilgili herhangi bir yayina
rastlanmamistir. Tez calismasi kapsaminda fasiyal paraliz olusturulan 7 rat lzerinde
Bezm-i Alem Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda yapilan 6n calismalarda
kullanilan CM-Dil ile isaretli ¢cok tabakali hiicre kitlesinin diger gruplarda kullanilan
siispanse hiicre, ve fibrin glueya gore sinir hasar bdlgesine entegrasyon saglamada
daha etkin oldugu 2 ay boyunca takip edilen ratlarin whiskers skorlamasi ile belirlendi
(p<0,05). Boylece galismanin 27 rat kullanilarak yapilacak olan in vivo asamalarinda

hazirlanan gok tabakali hiicre kitlesinin kullanilmasina karar verildi.

Gunlmuzde sinir hasarlarinin tedavisinde uygulanan yéntemler icinde en dikkat gekici
olanlari doku mihendisligi ile hazirlanan sinir kanallari ile tedavi yontemidir. Yapilan
bircok calismada sinir boslugunun onarilmasinda aksonal rejenerasyonun ve
myelinizasyonun yonlendirilmesi icin otolog veya allojenik arterler, venler veya sentetik
biyobozunur yapilar kullanilmaktadir [32], [150], [162], [169]. Calismamizda canliligini
ve proliferasyon yetenegini kaybetmedigi belirlenen olfaktér mukoza kaynakh kok
hiicrelerden elde edilen cok tabakali hiicre kitlesinin sinir rejenerasyonunda
kullanilmasinda, etkinligi yapilan calismalarla ortaya konulan ve cerrahi tedavilerde
insanlarda basari ile uygulanan poliglikolik ait sinir kondaiti kullanilarak rejenerasyonun

etkinliginin arttirilmasi amaclandi. Boylece calisma kapsaminda emilebilir 6rilmis
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poliglikolik asit mes tlpl olan Neurotube’in, 2 ucuna kesilen sinir uglarina anastomozu
yapildi. Kesi bolgesine aktarilan kok hiicreler tiip icine verildi. islem esnasinda
hiicrelerin tlplin duvarlarina hemen adezyon vyaptiklari gozlendi. Bu sekilde
transplante edilen hiicrelerin kesi bolgesine entegrasyonu saglanmis oldu. Boylece bu
tez calismasi ile dinyada ve ulkemizde ilk kez olarak kok hiicreden doku
mihendisliginde kullanilmak {izere herhangi bir madde kullanilmadan ¢ok tabakali
hiicre kitlesi elde edilmis oldu. Yine bu calisma ile ilk kez olarak elde edilen bu hiicre
kitlesini sinir hasarlarinin tedavisinde Neurotube konduit ile kullanmakla diinyada ve
Ulkemizde ilk kez olarak sinir hasarlarinin tedavisinde yeni bir yontem onerildi ve

literatlre katki saglandi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonug Degerlendirmesi

Bu calisma ile lGlkemizde ilk kez olarak izolasyonu ve devaml kiltlirt yapilan olfaktor
bolge kaynakli kok hicrelerin  kriyoprezervasyonu gerceklestirilip  kriyobanki
olusturularak periferik fasiyal sinir hasarlarinin tedavisinde kullaniimak dinyada ilk kez
¢ok tabakali hiicre kitlesi elde edildi. Ayrica olfaktér kok hiicrelerin isaretlenmesinde
daha 6nce uygulanmayan CM-Dil boyasi kullanildi. Elde edilen isaretlenmis hiicre kitlesi
deneysel fasiyal paraliz olusturulan ratlarda sinir hasarinin tedavisinde kullanildi.
Boylece bu tez c¢alismasinda, fasiyal paralizin tedavisinde hasta kaynakli ve hasta
acisindan  minimum risk olusturan, laboratuvar sartlarinda kiltliri yapilarak
¢ogaltilabilen ve uzun sireli muhafaza edilebilen bir kok hiicre kaynagi olan olfaktér
kok hicreler kullanilarak yeni bir yaklasim ortaya konuldu ve giinimizde halen etkin
bir tedavisi olmayan fasiyal paraliz olgularinin tedavisinde olfaktér kok hicrelerin

kullanilmasinin 6ni acilarak konu ile ilgili literatire katki da yapildi.

5.2 Oneriler

Bu calisma ile ulasilabilir tek noral kok hiicre olan OKH’lerin fasiyal sinir hasarlarinda
sinir rejenerasyonunu hizlandiran etkin bir hiicresel tedavi yontemi olarak 6nerilebilir.
Ayrica degisik nedenlerle ortaya c¢ikan ve periferik sinir sisteminin farkh boélgelerinde
tutulum yapan diger periferik sinir hasarlarinda ve hatta merkezi sinir hasarlarinda

da OKH’ler kullanilmasi ile doku miihendisligi yaklasimlarinin uygulanmasi dnerilir.
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