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Epilepsi Modeli ile indiiklenen Deneysel Beyin Hasariin Subventrikiiler Alan,

Bulbus Olfactorius ve Olfaktor Mukozadaki Bazal Hiicre Davranisina Etkisi

OZET

Eriskin memeli beyninin spesifik 2 bolgesi olan Subventrikiiler alan ile Gyrus
dentatus’ta norogenezin devamli olarak meydana geldigini ve eriskin memeli beyninin
diger baz1 boliimlerinde de énemli sayida multipotent noral prekiirsorlerin bulundugu
bilinmektedir. Caligmamizin amaci, lityum-pilokarpin kullanilarak olusturulan deneysel
beyin hasar1 sonrasi; subventrikiiler alandaki kok hiicre karakterindeki progenitor
hiicrelerin ve olfaktor epiteldeki bazal hiicrelerin davranisini ortaya ¢ikarmaktir. Status
epileptikus’un olusturdugu hasarin ndérogenezi arttirdigi ve apoptozisin bu olayda rol
oynadigi belirlenmistir. Cinko siilfatin intranasal uygulamasi sonucu olfaktor epiteldeki
reseptor noronlarda meydana gelen hiicre 6liimil ve ardindan bazal hiicrelerin cogalip
farklilagarak yeni olfaktdr reseptdor noronlarin olusturdugu bilinmektedir. Hem
subventrikiiler alan hem de olfaktor epiteldeki progenitér hiicrelerin ayni anda
uyarilmasmin bu hiicrelerin ayr1 ayri uyarilmalarina gore, bir degisiklige yol acip
acmadiklarim aragtirmayi1 amagladik. Epilepsi modeli ile olusturulan beyin hasarinin
SVZ’daki norogenezi arttirdigt ve c¢inko siilfatin intranasal uygulamasi ile olfaktor
epitelde meydana gelen degisikliklerin geri doniisiimli oldugu sonucuna varildi. Erigkin
donemdeki norogenezin hasar sonrast durumlarda artmasi ve bu konudaki
mekanizmalarin anlagilmasi gelecekte bazi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecek yeni yontemlerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler; Status epileptikus, Subventrikiiler alan, Bulbus olfactorius,

eriskin nérogenezi, ¢inko siilfat, olfaktor epitel.



The Effects of Experimental Brain Damage Induced by Epilepsy Model on the
Behaviour of Basal Cells in the Subventricular Zone, Olfactory Bulb and Olfactory

Mucosa

SUMMARY

It is known that neurogenesis continues in two spesific regions of adult
mammalian brain, namely the Subventricular zone and that there is a considerable
amount of multipotent neural precursors in other parts of adult mammalian brain. The
aim of our study was to establish the behaviours of progenitor cells in the
Subventricular zone and basal cells in the olfactory epithelium in a Lithium-Pilocarpine
model of experimental brain damage. It is determined that damage caused by status
epilepticus increased neurogenesis and that apoptosis played a part in this process. It is
known that intranasal administration of zinc sulphate causes cell death in the receptor
neurons of the olfactory epithelium and that basal cells subsequently reproduce and
differentiate to form new olfactory receptor neurons. We aimed to explore whether
concurrent stimulation of the cells in the subventricular zone and the progenitor cells of
the olfactory epithelium caused any changes in comparison to separate stimulation of
either of them. We found that brain damage induced by epilepsy model increased the
neurogenesis in SVZ and that the changes in the olfactory epithelium following
intranasal administration of zinc sulphate were reversible. Understanding the
mechanisms underlying the increase in neurogenesis following the damage during
adulthood will contribute to the development of new methods that can be used in the

treatment of neurodegenerative diseases.

Key words; Status epilepticus, Subventricular zone, Olfactory bulb, adult

neurogenesis, zinc sulphate, olfactory epithelium.



1.GIRiS

Olfaktor sistem sinir gelisimi ve rejenerasyonunun degisik yonlerini ¢aligmak
i¢in yararli bir modeldir. Bunun nedeni, periferal olfaktor sistemin kolay gosterilmesi
ve hasar sonrasinda hasar1 onarmak i¢in ¢ogalma yetenegini hizla sergilemesidir [1].
Erigkin memeli beyninde rejenerasyonun sinirli olmasi ve bununla birlikte kok hiicre
populasyonunun eriskin beynindeki ndron rejenerasyonunda rol oynadiginin
gosterilmesi bu konudaki calismalara olan ilgiyi arttirmistir. Yapilan caligmalar
beyindeki kok hiicre karakterinde olan hiicrelerin yeni néronlar siirekli olarak
iiretmesinin aynm1 bolgelerde ndrogeneze eslik eden hiicre O6liimii tarafindan
dengelenip dengelenmedigi sorusunu akla getirmektedir [2].

Memeli beynindeki néronlarin ¢ogunlugu embriyonik gelisim esnasinda
olugur. Bununla birlikte erigkin beyninin belirli alanlarinda ndronlarin ¢ogalmaya
devam ettigi bilinmektedir; 6n beyin subventrikiiler alan (Subventricular zone, SVZ)-
Bulbus olfactorius (Olfactory bulb, OB) yolu ve Gyrus dentatus (Dentate gyrus,
DG)’un subgraniiler alani (Subgranular zone, SGZ) [3-11]. SVZ’de c¢ogalan
progenitor hiicrelerin OB’a dogru olan go¢ yolu rostral go¢ akimi (Rostral Migratory
Stream, RMS) olarak bilinir ve farklilagma bu esnada meydana gelir [3-9]. Noral
progenitorler eriskin beyninin RMS’inde siirekli olarak aktiftir [12]. OB’a dogru yol
alan bu yeni ndronlar interndronlara farklilagarak graniiler ve prograniiler tabakaya
radyal olarak go¢ etmektedir. DG’daki progenitor hiicreler de néronlara farklilasir ve
graniiler hiicre tabakasina go¢ eder. Bu bolgesel progenitorler beyin hasari yanitinda
hiicre ¢ogalma ve faklilasmasinin farkli profillerini sergilemektedirler [13, 14].
Eriskin beyninin bu ndrogenez boélgeleri lizerinde hasarin etkileri tam olarak
anlagilamamistir. OE hasar1 sonrasi olfaktér reseptér noéron (ORN) ise olfaktor
epiteldeki bazal hiicrelerden rejenere olmaktadir [1, 15].

40 adet Wistar cinsi erkek sican kullanarak gergeklestirdigimiz bu ¢alismada
bilinen nérogenik aktivite ile eriskin beyin bolgelerindeki nérogenezin ve programli
hiicre 6liimiiniin histolojik olarak analiz edilmesi ve dort farkli grup olusturarak
karsilagtirma yapilmasi amacglanmaktadir. Bugiine kadar yapilmis c¢aligmalarda

epilepsi ve inme modellerinde hasarla indiiklenmis nérogenezin varligi gosterilmis,



noronlarin ¢ogalma, go¢ etme ve farklilasma oOzellikleri ortaya konmustur [2].
Onceki calismalarda DG’taki ndrogenezin mekanizmalari ile ilgili olduk¢a bilgi
edinilmesine ragmen subventrikiiler alan ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir [16].
Ayrica bu ¢alisma, cinko siilfat(CS) irrigasyonu ile burun mukozasindaki olfaktor
noroepitel hiicreleri hasara ugratilarak OB’taki hiicrelerin baglantis1 kesilecek ve
epilepsi modeli ile OB’taki hiicreler hasara ugratilarak, hem olfaktor mukozadaki
bazal progenitdr hiicrelerin hem de subventrikiiler alandaki progenitor hiicrelerin
olusan hasar1 onarmada nasil rol oynadiklari, iki tarafli hasarda olayin nasil
etkilendigi, iyilesme siireci ile zaman iligkisini ortaya g¢ikarmayir amaglamaktadir.
Hasar1 tesvik eden krizlerin SVZ ndrogenezini yavaglatip yavaslatmadigini
belirlemek icin sistemik kemokonvulsant yontemi ile erigkin sicanlarda Status
epileptikus (SE)’u olusturarak, SVZ-OB yolunda ¢ogalan ve go¢ eden noral
progenitdr orneklerini ve erigkin sican dnbeyin SVZ’deki hiicre artisi ile ilgili uzun
stireli krizlerin etkisini inceledik [3]. Epilepsi olusturulan gruplarda limbik nobetlerin
derecelendirilebilmesi i¢in Racine skalast kullanildi. Deney sonunda OB’daki
hiicrelerin regenerasyonunda normal ve epileptik hayvanlarda SVZ’deki hiicrelerin
davranisi ve hasar sonrasi noérogenezin ve hasarin hiicre davranislarina olan etkileri
incelendi. Bu mekanizmalar zamana bagli hiicre 6liimii, hiicre gocii ve ¢ogalmasi ile
iligkilendirildi. Norogenezi kapsamli olarak hiicre oliimii ile kiyaslamak igin ve
eriskin sigcan beyninde programli hiicre 6limii geciren ve yeni {ireyen ndronlarin

miktarimi belirlemek amaciyla immiinohistokimyasal teknikler uygulandi [2].

1.1.ERISKIN MEMELI ONBEYIN ANATOMISI VE HISTOLOJISi

1.1.1.Subventrikiiler Alan (Subventricular zone, SVZ)

SVZ, eriskin memeli beyninde lateral ventrikiillerin duvarlar1 boyunca uzanan
biiylik bir germinal alandir. Beynin tiim yapilarin1 olusturmak icin go¢ edecek olan
noronlar1 meydana getiren ventrikiiller alan (ventricular zone, VZ) hiicre
¢ogalmasimin oldugu ndral tiiplin ventrikiiler ylizeyine yonelen noroepitel parcasidir
[16-18]. Lateral ventrikiil (LV)’iin gelisim boyunca olugan onemli bir germinal

tabakas1 olan SVZ; ventrikiiler alanin altinda embiyogenezisten daha sonra olusur ve



astrositler, oligodendrositler ve OB’in ndronlarint meydana getirir. Gliogenezis
boyunca, SVZ’de olusan glial Onciiller, oligodendrositler ve astrositlere
farklandiklar1 corpus callosum ve serebral kortekse radyal olarak gog¢ ederler. Olgun
beyinde SVZ’nin en 6nemli boliimii (anterior SVZ, SVZa) OB’da yeni graniiler ve
periglomeruler néronlar1 meydana getiren multipotent progenitor hiicreleri igerir [3,
10, 12, 16, 18-26].

Postnatal SVZ’nin hiicresel bilesenleri ve orjinleri; Tiim yasam boyunca
homojen ve stabil bir bolge olmayan eriskin SVZ’deki yeni néronlarin siirekli
iiretimi noral kok hiicrelerin bu germinal tabaka icinde devamli olarak bulundugunu
gosterir. Geng ve eriskin SVZ’nin hiicresel kompozisyonunda hem olgunlagsmamis
noronlar, noroblastlar, farklilagmamis prekiirsér hiicreler, astrositler hem de
mikroglialar farkli miktarlarda yer almaktadir. Temel fark gen¢ SVZ’deki major glial
komponentte erginde olmayan radyal glialarinin bulunmasidir [4]. Radyal glial
hiicreler; gelisen korteksin radyal eksenine yayilan ve yeni dogan postmitotik
ndronlar i¢in ortll zonu ic¢indeki yollarda prekiirsdr veya rehber olarak yardimer olan
hiicrelerdir [18].

EM kullanilan erigkin SVZ’nin ultrastriiktiirel analizi SVZ- ependimal
bolgesinin morfolojileri yap1 ve molekiiler markerleri tarafindan belirlenen en az 4
farkl1 hiicre tipini icerdigini agiga ¢ikarmistir (Sekil 1.1):

1- OB boyunca zincirlerde go¢ eden ¢ogalan tip A ndroblastlar,

2- Yavas ¢ogalan B tipi hiicreler (Astrositler),

3- SVZ boyunca zincirler arasinda aralanan kiimeler olusturan C tipi aktif
¢ogalan hiicreler,

4- BOS sivismin dolagimi ile gorevli ventrikiil liimeninin Onyiiziindeki
ependimal silyali hiicreler (E tipi hiicreler): ventrikiill boyunca SVZ’i
kapsayan astrositler, ndroblastlar ve gecici olarak  genisleyen

progenitor(TAP) hiicreler ile birlikte tek bir tabaka olusturur [19, 27, 28].

Astrositler noroblastlart ¢evreler ve gecici olarak genisleyen progenitor(TAP)
hiicrelerin zincirleri arasinda dagilmistir. SVZ, ependimal hiicrelerin (E tipi hiicreler)

bir tabakasiyla ventrikiil boslugundan ayrilir [19, 24, 27]. Geg¢miste yapilan



calismalarda SVZ astrositlerinin béliindiigiinden bahsedilmemis fakat bu hiicrelerin
daha fazla miktarda iiretilen glialar oldugu diisliniilmiistiir. Daha sonra yapilan
calismalar normal sartlar altinda ve rejenerasyon sirasinda B hiicrelerinin yeni

noronlar i¢in ilk prekiirsorler oldugunu ortaya ¢ikarmistir [19, 27].
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Sekil 1.1.
norogenezin iki bolgesi olan DG ve SVZ/OB gosterilmektedir. SVZ‘daki noral

Eriskin beynin sematik sagittal goriintiisiinde, 1srarh
prekiirsor hiicreler, graniil ve periglomeruler néronlarin farklandiklar1 yer
olan OB’a uzanmak icin RMS’de uzun bir mesafede tanjenital gocii
gerceklestirirler. Hipokampal DG’deki prekiirsorler dentate graniil hiicre
tabakasi icine kisa bir mesafede goc ederler ve dentate graniil noéronlarim

meydana getirirler. PG: periglomerular cell, T: tufted cell, M: mitral cell, Gr:

granule cell [29].



Yeni noronlarin ve glial hiicrelerin tam sayilarinin SVZ’de nasil iiretildiginin
anlasilmasi hiicre liretiminin dinamigini belirlemek ve béliinen SVZ kok hiicrelerinin
tam olarak anlasilmasi i¢in gereklidir. Ergin beyindeki nérogenez belirli hiicrelerle
sinirlanmaktadir. Ergin beyin germinal bolgesini yapanin astrositler mi mikrogevre
mi ya da her ikisi mi oldugu merak edilmektedir. Noral kok hiicreler olarak
fonksiyon gorebileceklerinden terminal olarak farklanan astrositleri saptamak igin
gilivenilir molekiiler markerlerin belirlenmesi gelecek arastirmalar igin onemli bir
sorun olarak goriilmektedir. SVZ’deki norogenezi belirlemeye izin veren isaretli
molekiillerin ¢cogu halen kesfedilmemistir (Sekil 1.2) [27]. Ekstraselliiler sinyallerin
ergin SVZ’deki ndérogenez, gliogenez ve kok hiicre yenilenmesinin karisik dengesini
nasil diizenledikleri ile ilgili 6grenilmesi gereken ¢ok sey bulunmaktadir. Kk hiicre
yenilenmesi ve norogeneze katki saglayan diizenleyici mekanizmalarla ilgili
aragtirmalar ile birlikte hiicre spesifik markerlar bu ergin germinal zonun erginde
nasil 1srar ettigini agia cikaracaktir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar noral kok
hiicrelerin astrositlerin bazi 6zelliklerine sahip oldugu iddasimni desteklemektedir.
Tiim astrositlerin ndral kok hiicre olmasi olanaksizdir, bu yiizden noral kok hiicreler

olan SVZ astrositlerinin alt populasyonunu ayirt etmek énemlidir [24].

Hbronal hiicre tipi C- — E — - — G

3l hii Gegici olarak
Kik hiicra .
Hiicre tammlamas:  varsayiian genigleyen Bog aden Blguniagmamig
SVF mstroziyy | Progentr(TAR) rroblastlar o olgun nrontar
hijereler
I PSA-MCAM | BECX, colretinin
0 i BPAP Meushy
Ozellegmis markerlar | yoenrin Dlaz g-:.rla'z =y
Mestin heestin p':,ul Calbindin
- = GADSS

Sekil 1.2. SVZ’nin hiicresel bilesimi ve organizasyonu [27, 28].

Postnatal SVZ’deki hiicre gocii; Hiicre gocii ¢ogu MSS bolgesinin gelisimi
sirasinda zorunlu bir gereksinimdir. Yeni iiretilen noronlar germinal tabakalardan

ayrilmak zorundadir ve son hedeflerine ulasmak i¢in bazen biiylik bir mesafe



kateder. Geligim sirasindaki noronlarin uygun olarak gogii ve yerlesimi beyindeki
fonksiyonel dongliniin yapis1 i¢in gereklidir. Gelisen MSS’de noéronlarin ¢ogu belli
bolgelerde dogar ve farklilasir. Beynin gelisimi sirasinda predominant gogiin iki
temel tipi vardir; radyal (1smnsal) ve tanjensiyel (teget) [4, 18]. Noronlarin ve
noroblastlarin tanjensiyal go¢ hareketi direk olarak SVZ’deki postnatal olarak
meydana gelen OB interndronlarinin noérogeneziyle ilgilidir. Yeni ndronlar siirekli
olarak dogumdan eriskine kadar kemirgenlerin OB’1na eklenir. Bu ilave sadece uzun
stireli norogeneze bagl degildir aynm1 zamanda OB’a kortikal ve strial SVZ’den
kaynaklanan noéroblastlarin ve olgunlasmamis néronlarin da gdgiine baghdir [4].

Ergin kemirgen SVZ’deki noral progenitérler OB’a uzun bir mesafe boyunca
gbc eder ve OB graniil ve periglomerul noronlara farklanir. OB’a ulagsmak icin gog
eden SVZ noroblastlarmin bu diizenli akimi RMS’i olusturur. Noroblastlar RMS
olarak bilinen bu sinirli yolda uzun mesafe boyunca tanjensiyel olarak goce ugrar
(Sekil 1.3). RMS olarak bilinen bu uzun teget halindeki yol boyunca olan gog,
olgunlagmamis noronlarin klasik radyal gogiine karsi daha hizli, daha uzun bir
mesafeye yayilan, radyal glial yol gostermeye ihtiyag olmayan ¢ok yolu vardir.
Noroblastlar RMS’e go¢ edene kadar zincir benzeri yapilar1 olusturur ve zincirler
astrositik ‘tiipler’ tarafindan kusatilir [3, 4, 8-13, 16, 18, 19, 22, 24, 26, 30-33].
Ergin farelerde SVZ, OB’dan mm’lerce uzaklardadir; bu 10-30 pm uzunlukta olan
bir hiicre i¢in uzun bir yolculuktur. SVZ’nin farkli seviyelerinden kaynaklanan yeni
iretilen hiicreler OB’a ulagmak i¢in kemirgenlerde Smm, maymunlarda 20 mm’e
kadar rostral zincirlerde go¢ ederler. Hergiin 30000’den daha fazla néroblast RMS
icin kemirgen SVZ’sinde meydana gelir. Kemirgenlerde RMS denilen bu gog i¢in 2-
6 giin gerekir [11, 19, 21, 27]. Olgunlasmamis néronlarin OB’a dogru uzanmasimin
ardindan internoronlara farklanmalar1 ve yeni dogan granil hiicrelerin ve
periglomerular noéronlarim OB dongiisiine katilmasi ve olfaktér uyariya cevap
vermesi 15-30 giin i¢inde gergeklesir [11].

Kisacas1 SVZ’den ayrilan yeni ndronlar OB’a dogru uzun bir mesafe go¢ eder.
Olgun sinir dokusunu istila eder ve mevcut noronlar ile yeni fonksiyonel devreler
kurar. Bu tam olarak yedek olarak kullanilan ndron kaybinda kullanilabilecek olan

yeni noronlarin kaynagindan istenen bir davranistir. SVZ’den saglanan hiicrelerin



go¢ mekanizmalarini anlamak onemli oldugu gibi bu bolgenin tiim eriskin stiregteki
sirekli devam eden norogenezi nasil destekledigini anlamak da Onemli

olabilmektedir [4].

. S, HOroblast ya daa olgunlagmamis
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Sekil 1.3. SVZ/RMS icindeki tanjensiyal go¢. SVZ/RMS yolu koyu
gosterilmistir. Noroblastlarin ve SVZ de iiretilen yeni noéronlarin gocii yastan
bagimsiz olarak ii¢ faza ayrilabilir. 1- Tlk hiicreler go¢ ettikleri faz boyunca
giderler fakat hala boliinebilme yetenegine sahiptirler. SVZ bdolgelerinde
meydana gelen mitoz daha sik meydana gelmektedir. 2-RMS ic¢indeki hazir
bulunan hiicrelere bir hiz verildiginde hiicre siklusu durur ve OB a dogru goc
devam eder. 3- Hiicreler OB’a uzandiginda tanjansiyelden radyale dogru goc
degisir ve graniil ve periglomeriiler hiicrelere farklanmalarim tahrik eden OB
parankimasina hiicum eder. OB’daki glial hiicrelerin bu SVZ/RMS den tiireyen
hiicrelerin yon anahtar icin gerekli olan sinyalleri saglamasi olasidir. Erken
postnatal yasamda radyal glialar bu yol icin bir iskelet olusturur. Hiicre
boliinmesi ¢cogunlukla LV nin iizerine yatan bolgesiyle simirlandirildiginda bu
gecisin yas ile simirh oldugu goriiliir. AOB; aksesuar OB, cc;corpus callosum,

Iv;lateral ventrikiil, MOB; asil OB, st;striatum [4, 19].



SVZ-OB arasinda uzun bir mesafe olmasi go¢ i¢in Onemli bir problem
yaratmaktadir. OB’da kemoattraktlar salgilanmasina ragmen bu faktorler rostral gog
icin gerek olmadigindan OB’m varligt A hiicrelerinin rostral gocli icin gerekli
degildir. Hiicreler bir defa OB’1n ortasina uzanir ve onlar zincirlerden ayrilarak daha
ylizeyel tabakaya ayr1 ayr1 goc ederek graniil ve periglomeruler néronlara farklanir.
Go¢ materyalinin bu degisimini tesvik eden OB’daki sinyallerle ilgili bilgi yoktur.
Bulb i¢indeki radyal gogiin mekanizmasi da bilinmemektedir. Ergin OB’da radyal
glianin mevcut olmamasi ilgingtir ve bu OB’1n gdbeginden daha yiizeyel tabakaya bu
yeni noronlara neyin yol gosterdigi sorusunu arttirir [27].

Ergin kemirgen SVZ ve RMS’de A hiicreleri zincirler olusturarak birbiri
boyunca hareket eder. A hiicreleri goze c¢arpan bir yol gosterici metota sahip uzamis
bir morfolojiye sahiptir. In vitro olarak yeniden olusturulan zincirlerde noroblastlar
ortalama 120 pm/saat hizda ¢ogalan adimlarla hareket eder. G6¢ eden A hiicrelerinin
zincirleri astrositler(B hiicreleri) tarafindan siraya konur. Glial tiiplerin fonksiyonu
bilinmemektedir. Astrositler zincir goc¢li icin gerekli degildir fakat astrositler
tarafindan  salgilanan faktorler SVZ noroblastlarinin  gogiinii  arttirdigim
gostermektedir. Bu dizilen astrositlerin énemli rol oynadiklart muhtemeldir. Gogiin
artmasina ek olarak, zincirlerin etrafindaki glial hiicreler hayatta kalmayida
destekleyebilir ve/veya A hiicrelerine direk olarak bilgi de saglayabilir. Ek olarak bu
tiipler olgunlagsmamis normal gog rotalarinin ¢ikan A hiicrelerini koruyabilir [27].

Uretilen noéron populasyonunun hedeflerine nasil goc ettikleri hayvanlarin
yasina gore degisebilir cok sayida yeni noron iiretilir. Bunun yani sira TAP hiicre
populasyonu artan yas ile birlikte azalir. Hem SVZ noéral prekiirsor benzeri astrositler
hem de bitisik ependimal hiicrelerin sayis1 stabil kalmasina ragmen iliskilerin
degistigi goriiliir. OB’da erken yasta postnatal graniil néronlar erginde daha sonradan
iiretilenlerden morfolojik ve fonksiyonel olarak farklidir [18].

SVZ hiicrelerinin fonksiyonu; Geng néronlarin binlercesi hergiin OB i¢ine
gb¢ eder fakat bu hiicrelerin yalnizca bir kismi farklilagmalarini tamamlamak igin
hayatta kalir. Bu islem RMS’nin daha iri oldugu erken postnatal beyinde daha géze
carpar. Tiim bu yeni ndronlarin neden postnatal yagamda olfaktor sistem igine dahil

edildigi hala merak konusudur. Ergin néronal bilesimin yaygin olarak c¢alisildig: iki



sistem olan ergin hipokampusunda ve ergin kuslarin ses kontrol ¢ekirdeginde, yeni
noronlarin istenilen sekle konulabilmeye ve 6grenmeye de katildigi gosterilmistir.
Postnatal hayvanlarin OB’indaki yeni noronlarin fonksiyonu ile ilgili cok az bilgi
bulunmaktadir. Burnu kapatmak OB’a yeni néronlarin eklenmesini azaltir. Yalnizca
aktif mitral veya kiimelenmis hiicrelere bagli graniil hiicrelerinin hayatta kalmasi
olasidir oysaki digerleri apoptozis gecirir. Son bilgiler yeni graniil hiicrelerinin
OB’daki sinaptik baglantilar1 gelistirdikten hemen sonra yogun hiicre oliimii
oldugunu gosterir. Graniil hiicrelerinin devamli yenilenmesinin ne avantaj sagladigi
bilinmemektedir. Graniil hiicre aktivitesi mitral ve kiimelenmis hiicrelerinin
aktivitelerini genis 6l¢iide sekillendirmektedir [18, 19].

Beyindeki ihtiya¢ duyulan noéronlarin uygun sayi ve tiplerinin nesli ve
hedefleri noral dongiiniin kurulusu bakimi ve modifikasyonu i¢in gereklidir. Noronal
pozisyon ndronlarin fonksiyonunu belirlemede 6nemli bir role sahiptir. Uygun
ndronal konumlanma néronal dogumun yerinden hedef bolgeye olan gociin aktif bir
islemi vasitasiyla elde edilir. Her ne kadar memeli beynindeki néronal go¢ yigini
embriyonik periyod esnasinda meydana gelsede noéronlarin 6nemli bir miktari
yetiskinde dogumdan sonra go¢ eder. Postnatal periyod sirasinda yeni {iretilen
noronlarin gociinii baslatan, koruyan ve uygun olarak sona erdirilen mekanizmalarini
anlamak normal beyin dongiisiiniin kurulusunu anlamamizda énemlidir ve islemdeki

degisimlerin nérogelisim hastaliklarina nasil katkida bulunacagi saptanabilir [18, 19].

1.1.2.0lfaktor Sistem

Memelilerde Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde hiicre Olimleri ya da
hasarlarindan sonra iyilesme yetenegindeki sinirlilik son yillarda 6nemli bir ¢calisma
konusu halini almistir. Olfaktor sistem; noronal hiicre 6liimii, ndrogenez, néronal
farklilasma ve go¢, genetik ve epigenetik etkilerin temelinde yatan sinyal
molekiillerini arastirmak i¢in zengin ve anatomik olarak kolay ulagilabilir bir model
sunmaktadir [34].

Olfaktor sistem, embriyo 5 haftalik oldugunda prosensefalonun boliinmesiyle
olusan telensefalondan gelisir. Olfaktér elemanlar embriyonik olfaktdr plaktan

gelisir. Bu gelisim noral tiipiin erken ontojenik gelisimi ile birlikte olur. Plak'in



ektodermal kiiboid hiicreleri derece derece uzanir fakat gelisiminin her devresinde
tek bir tabaka halinde kalir. Mitoz oncelikle sadece plak ylizeyin yaninda olur.
Meydana gelen hiicreler kiimelenirler daha sonra yeniden epitelyal tabana dogru
uzanir. Fakat daha sonraki mitoz epitelin daha derininde olur ve sonunda bazal
tabakalarla sinirlanirki burada boliinme hayat boyu devam eder[35].

Burun mukoza regio olfactoria(koku duyusu ile ilgili) ve regio respiratoria
olmak iizere iki kisma ayrilir. Regio olfactoria insanda nazal kavitenin catisina,
lateral duvarda concha nasalis superior ve nazal septumun 1/3 {ist kismina karsilik
gelir. Sicanlar gibi makrosmik canlilarda burun mukozasinin daha biiyiik bir alani
regio olfactoria’dan olugmaktadir. Cevredeki solunum epitelinin pembe rengine
karsin olfaktor epiteli sarimsi rengiyle ayirtedilir. Simirlart diizensizdir. Koku

mukozasi, epitel ve lamina propriya'dan olusur [34, 36-39].
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Sekil 1.4. Kemirgen olfaktor sistemi, AOB;aksesuar olfaktor bulbus,
MOB;ana olfaktor bulbus(main olfactory bulb) ,VNO; vomeronazal organ,

MOE; ana olfaktor epitelyum [31].
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Olfaktor epitel, kendisine yakin olan solunum epiteline gore oldukga kalindir
(yiiz nanometre) ve tip olarak ¢ok katli duyu epiteli karakterindedir [35, 36, 38].
Olfaktor epitel bolgesinin alani tlirler arasinda degiskenlik gosterir. Kopekler ve
tavsanlar, insanlardan daha genis bir olfaktdr alana sahiptir. insanlarda 200-400
mm”lik bir duyu epiteli alam mm® 'ye 5x10* reseptor hiicre diisecek kadar bir
hiicresel yogunluga sahiptir [40]. Bu bolgedeki epitel yalanci ¢ok katli prizmatik
kinosilyalidir. Ancak solunum epiteline kargin ¢ok daha yiiksek boyludur. Epitel,
psodostratifiye kolumnardir ve vaskiiler lamina propriaya dayanmustir [37, 40].
Olfaktér mukoza, epitelindeki hiicre cekirdeklerinin yerlesimleri epitel boyunun
uzunlugu ve rengi ile kolaylikla solunum epitelinden ayrilir. Sekil ve islev yoniinden
farkl ii¢ tip hiicrenin bulundugu, olfaktor epitel altinda ¢ok ince bir bazal lamina
vardir. Kollagen ve retikiiler tabaka igermeyen ve bu nedenle ¢ok ince olan bu bazal
lamina 151k mikroskobunda goriinmez [37].

Memelilerde yapilan caligmalarda olfaktdr epitelde 3 farkli hiicre tipi
bulundugu gosterilmektedir (Sekil 1.3); silyali olfaktor reseptor hiicreleri, destek
(sustentakular) hiicreler ve bazal hiicreler [1, 35, 38-45]. Olfaktér algmin ilk
basamagi burundaki olfaktér duyu noéronlarinda gelisir [46]. Olfaktor noronlar, kisa
Omiirlii olmalar1 — (ortalama 30-60 giin) - ve siirekli olarak temel kok hiicre
populasyonundan rejenere olmalariyla diger noéronlardan ayrilirlar [46, 47]. Olfaktor
epitelde 3 tip hiicre bulunmaktadir;

a.Duyu hicreleri (koku - olfaktdr - reseptor hiicreler): Destek hiicreleri

arasina diizenli olarak yerlesmis oval bipolar hiicrelerdir. Bu hiicreler primer duyu
noronlar1 olduklarindan filogenetik 6neme sahiptirler. insanlarda her bir burun
boslugunda yaklagik 25 milyon adet koku hiicresi bulunmaktadir. Duyu hiicrelerinde
bir alic1 apikal kutup bir de iletici bazal kutup ayirdedilir. Bu noronlar olfaktdr epitel
icinde vertikal yerlesimlidirler. Govdelerini bazal boliimlerinin {icte ikilik kismi
teskil eder. Hiicrenin biiyiik ve siskince olan c¢ekirdegi 2/3 alt bdliimde yerlesiktir.
Sitoplazmada sinir hiicrelerinden farkli olarak graniillii endoplazmik retikulum az
geligkindir. Graniilsiiz endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve lizozomlar
oldukca coktur. Bu organeller, hiicrede yiiksek metabolik hiz oldugunu gosterir.

Cekirdek oval sekilli ve heterokromatiktir. Cekirdek c¢evresindeki sitoplazmada
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norofibriller bulunur. Sitoplazma ¢ekirdegin iizerinde epitel yiizeyine dogru incelip
uzar. Bu boliime dendrit denir. Dendiritlerin sekil ve uzunlugu omurgalilar arasinda
farklilik gosterir. Memelilerde kalin bir proksimal gévde ve ince bir distal u¢ vardir.
Dendrit sitoplazmasinda birka¢ mikrotiibiil bulunur. Ayrica ¢ok sayida mitokondri,
vezikiiller, graniilsiiz endoplazmik retikulum tubuluslari, nérofilamentler ve serbest
ribozomlar icerir. Insanda duyu hiicrelerinin apikal yiizlerinde 6-20 kadar kinosilya
(duyu kili-cilium) bulunur. Mikrovilluslu hiicrelerin, olfaktoér reseptdr hiicrelerinin
degisik bir tipi oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar lamina propriaya ilerleyen santral
aksonlara sahiptir. Silyalar apikal sitoplazmada bulunan bazal cisimciklerden ¢ikarlar
ve cogunlukla hareketsizdirler. Hiicreler tipik kinosilya yapis1 gosterirler. Daha
sonra ¢evrede dokuz ¢ift mikrotubulus kaybolur, yalnizca iki tek mikrotubulus kalir.
Silyanin ¢ap1 yariya iner. Silyalar hiicreden ¢iktiktan sonra egilip, epitel ylizeyine
dogru yon alirlar ve diger hiicrelerinkiler ile bir ag olustururlar. Hareketsiz olan
silyalarin ¢evresindeki zarin yapisinda, ipliksi proteinler bulunur. Bu proteinler
kokunun algilanmasinda islev goriirler ve silyalara reseptor 6zelligini kazandirirlar.
Bazal ve destek hiicrelerinin bazal laminayi delen c¢ikintilar1 arasinda ince
intraepitelyal fasikiiller icinde diger aksonlarla birlikte devam eden ve bazal taraftan
cikan her bir reseptdrden ayrilan diger aksonlarla birlesen myelinsiz akson, bazal
laminay1 deldiginde schwann hiicresi ile sarilir. Bu hiicrelerin aksonlar1 15-50 lif (fila
olfactoria) halinde nervus olfactorius’u olusturarak, os etmoidale’nin lamina
cribrosa’sindan gecerler. Bu olfaktér lif demetleri, sekonder duyu noéronlan ile
(mitral hiicreler, basket hiicreler, periglomeruler hiicreler) sinaps yapmak i¢in OB'a
girer. Olfaktor aksonlar sinir liflerinin en ince olanlar1 arasindadir. Fila olfactoria
icinde aksonlar elli ya da daha fazla aksondan olusan demetler halinde schwann
hiicrelerinin yaptig1 kilif ile sarilmig olarak uzanirlar. Bu durum bitisik aksonlarin
elektriksel etkilesimine imkan tanir. Her reseptor hiicrenin apikal kutbundan bir adet
dallanmamig dendrit ylizeye dogru uzanir. Dendirit apikal boliimde ampul bi¢iminde
genisleme yapar. Bu genisleme sayesinde olfaktor yiizey tam bu boliimde ileri dogru
¢ikint1 yapar. Sonlanmalar, epiteldeki sivi tabakasinin i¢ine dogru ¢ikinti yapan ¢ok
sayida olfaktor silyalara sahiptir. Lipid igerigine sahip olfaktor silyalar hiicre

ylizeyinde olfaktif yiizeyi arttirmakla gorevlidirler. Lipid igerikleri nedeniyle yagda
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eriyebilen ve koku hiicrelerinin uzantisinda yiliksek derecede konsantre olan
maddeler daha ¢ok algilanir. OB’da arkaya dogru uzanan aksonlar tractus
olfactorius’u olusturur. OB ve tractus olfactorius, frontal lobun alt yiiziindeki sulcus
olfactorius’ta sonlanir. Tractus olfactorius arka tarafta stria olfactoria lateralis, stria
olfactoria medialis ve stria olfactoria intermedia olmak iizere ii¢ kola ayrilir [34, 35,
37, 40, 46, 48].

b.Destek hticreleri (Epiteliocytus sustenans) Olfaktor epiteldeki hiicrelerin

¢ogunlugunu olustururlar. Olfaktor hiicrelerini birbirinden kismen ayiran diizensiz
silindirik elemanlardir. Aksiyon potansiyeli tasimadiklarindan koku iletiminde rol
oynamazlar. Bazal laminadan yiizeye kadar uzanan, uzun silindirik bigimli olan bu
uzun kolumnar hiicrelerin genis, uzun ve Okromatik nukleuslarnn reseptor
perikarinasinda yiizeysel bir tabaka teskil eder. Bu hiicrelerin yiizeyleri ¢ok sayida
uzun ve diizensiz mikrovilluslar ile kaplidir. Bu mikrovilluslar olfaktor silya ile
birlikte epitel yiizeyindeki mukus ic¢inde karmasik bir islem agmi olustururlar.
Sitoplazmalar1 organelden zengindir ve sitoplazmalarinda mitokondri, graniilsiiz ve
graniillii endoplazmik retikulum ve apikal yiizeylerinde goze carpar sekilde golgi
aperat1 ve lizozomlar vardir. Epitelyal yiizeyin yakininda desmosomlara bitisik ince
mikroflamanlarin epitele mekanik destek verdikleri sanilmaktadir. Epitel yiizeyinde
destek hiicreleri ile olfaktor hiicreler arasinda siki baglantilar bulunur. Komsu destek
ve duyu hiicreleri arasindaki bu baglanti birimleri iki hiicre arasindaki metabolik
madde aligveriginin gerceklesmesini saglar. Bu ozellikleri ile destek hiicreleri,
merkezi sinir sisteminin glia hiicrelerine benzerler. Destek hiicrelerinin apikal
sitoplazmasinda sar1 renkli pigment graniilleri bulunur. Bazen mukus graniilleri de
goriilebilir. Ancak apikal ve bazal sitoplazmada en ¢ok bulunan organel olan
lizozomlar, yaslanan duyu hiicrelerinin fagosite edilmelerinde islev goriirler ve
icerdikleri enzimler ile duyu hiicrelerinin kalintilarimi ortadan kaldinrlar. Bu yapilar
lipofuksin pigment graniilleri olarak destek hiicresi sitoplazmasinda kalirlar. Biitiin
regio olfactoria'y1 sarimsikahverengi yapan bu dogal yag cisimcikleri epitele rengini
verir [35, 37, 40].

c.Bazal hicreler (Epiteliocytus basalis) Bazal hiicreler, destek hiicrelerinin

bazal kisimlarinda bulunur ve bu hiicrelerden destek ve reseptor hiicreleri farklilasir.

13



Her bir reseptdr hiicre yaklasik otuz giin yasar. Olen veya zarar goren reseptdr
hiicrelerinin yenilenmesi kok hiicre olarak gorev yapan bazal hiicrelerin siirekli mitoz
gecirerek farklilasmasi ile olur [34, 36, 37, 44, 45]. Bu yenilenme siklusu yaklasik
30-40 giin siirer [34, 36, 37]. Bu hiicreler olduk¢a kisa boyludur ve farklilagmamis
hiicre yapisindadirlar. En yagh olanlar, yani en olgun olanlar daha yiizeyel bolgelerde
bulunurken, en gen¢ olanlar proliferatif bazal hiicrelerin yakinindaki en derin
tabakalarda bulunurlar [34].

Bazal hiicre kompartmani morfolojik olarak iki hiicre tipini icerir (Sekil 1.4a);
horizontal bazal hiicre(HBC) ve globoz bazal hiicre(GBC) [44, 45]. 11k tipi diizgiin
sekilli ve sitokeratin ekspre eden bu hiicrelerin, diizensiz heterokromatik ¢ekirdekleri
vardir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida tonofibriller bulunur. Komsulugundaki hiicreler
ile arasinda c¢ok sayida desmozomlar ve diger baglanti birimleri bulunur.
Tonofibriller de bu desmozomlar ile baglantidadir. Bu hiicrelerin islevi, epitelin
bazaline desteklik saglamaktir [35, 37]. Horizontal bazal hiicrelerin eriskin memeli
beyninin ventrikiil duvarinda yerlesmis ependimal hiicrerin analogu oldugu
disiiniilmektedir. Morfolojik olarak cok farkli olmasina ragmen ependimal hiicreler
ve horizontal bazal hiicreler birka¢ yonden benzerdir; her iki hiicre tipide nadiren
boliiniir ve iiretebilme yetenegine sahiptir [44]. Diger tipi ise globoz ya da blastema
(mitotik boliinmeyle yeni hiicrelerin olugsmasina neden olan) hiicrelerdir. Blastemal
hiicreler, epitel yiizeyinde bir bolgeye hapsolmustur. Ozellikle bu hiicreler geng
memelilerde belirgindir. Mitotik olusumlar aralarda sik sik goriiliir ve nukleuslar1
timidinle isaretlenerek otoradiografi ile incelenebilir. Yapisal olarak embriyonik
noroblastlarin  6zelliklerinin ¢oguna sahiptir. Yine bu hiicreler genis Okromatik
nukleuslu ve cok sayida serbest ribozom, daginik mitokondri, seyrek olarak sentriyol
demeti igeren bazofilik sitoplazmali yuvarlak hiicrelerdir. Bazi1 bazal hiicreler,
reseptor organelleri ve gelisen dendritleri ile olfaktor hiicrelerine erken dénemde
farklilagirlar. Cesitli calismalar blastemal hiicrelerin epitelde yukar1 dogru hareket
ederek yeni reseptdr hiicrelerini siirekli olarak meydana getirdigini gostermistir
(Sekil 1.4b). Reseptor topluluguna katilim hayat boyunca daha yavag fakat siirekli
sekilde devam eder. Bu durum, mevcut hiicrelerin dejenerasyonu ile dengelenir. Bu

olay kemiricilerde iki veya ii¢ hafta silirer. Dejenere olan reseptdr hiicreler bitisik
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destek hiicrelerince fagosite edilir. Lizozomlarda hidroliz olduktan sonra onlarin
artiklar olfaktor pigmentleri olustururlar. Olfaktor reseptorlerin yasam dongiileri dis
etkilere gore ayarlanir. Primer duyu noéronlar rejenere olma 6zelligi memeli sinir
sisteminde nadir bulunan nérobiyolojik bir olgudur [35, 37].

Insan OE’inde HBC ve GBC arasinda morfolojik bir fark yoktur. Orta
tabakadaki her iki hiicre bazal laminaya bitisiktir ve ‘globoz hiicre’ olarak bilinir. Bu
hiicre tabakasi kemirgenlerde sadece HBC’lerde normal olarak bulunan sitokeratini
ekspre eder. Insan OE’in bazal kompartmanindaki hiicreler kemirgenlerdeki hem
GBC hem de HBC’nin 6zelliklere sahip oldugu goriiliir [44, 45].

ORN, 3 farkli ¢ogalan hiicre tipi igerir; kdk hiicre, gecici genisleyen hiicre ve
immediate noral prekiirsor. Olfaktor reseptor noron progenitdrleri OE’in bazal hiicre
kompartmaninda yerlesmistir ve Ozellikle globoz bazal hiicreler olfaktér reseptor
noronlart i¢in noronal prekiirsor olarak belirlenmistir. OE’in kok hiicrelerinin
horizontal bazal hiicreler ve globoz bazal hiicreler oldugunu destekleyen kanitlar da
vardir. Kok hiicreleri, mitojenik ve multipotansiyel olan globoz bazal hiicrelerin bir
altpopulasyonunun temsil ettigi desteklenmektedir. Cogalan OE’deki ndrogenez
pikindeki mitotik hiicrelerin HBC’lerde ¢cok GBC’ler oldugu bildirilmektedir.
HBC’nin kok hiicre oldugu diisiincesi onlarin sabit hiicre populasyonu oldugu
gergegi ile ilgilidir. HBC’ler bazal membrana bitisiktir ve kolon ile epidermis gibi
diger non-noronal sistemlerin kok hiicreleri ile aym hiicre adezyon molekiillerini
ekspre edeler ve OE’in tiim hiicre tiplerini olustururlar. Bu kanit HBC’lerin kok
hiicreler ile uyustugunu destekler oysaki GBC’ler noronal prekiirsorlerdir. Lezyon
sonrasi erigkin OE’deki olfaktdr reseptdr noronlarinin yenilenmesinin globoz bazal
hiicre ve horizontal bazal hiicre ya da her iki kombinasyonda birinin bdliinmesine
neden oldugu bildirilmektedir (Sekil 1.3b-c) [44, 45, 49].

Globoz bazal hiicreler ndronal progenitdrleri icermesine ragmen OE’de bazal
olarak yerlesimli sabit multipotent ndroglial progenitorler ve baska glial
progenitdrler de olma olasilig1 vardir. Olfaktdr reseptor hiicreleri meydana getiren
kok hiicreler primer olfaktdr yolun 2 glial hiicre tipini de olusturabilir; OE i¢inde
yerlesmis destek hiicreleri(SUS, beyindeki glial hiicre analogu) ve olfaktdr siniri

kusatan OEC(olfactory ensheating cell). Destek hiicreleri nazal kaviteye bitisik
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OFE’in apikal tabakasini olustururken kok hiicre ve gecici genigleyebilen hiicre
epitelin bazal laminasim1 kaplayan bazal kompartmanda bulunur [44]. Mukozadan
OB i¢ine dogru aksonlarin biiyiimesi 6zel glial hiicreler tarafindan desteklenmektedir
(OEC). Bu 6zel hiicreler, hem schwann hiicre hemde astrositik 6zellikleri paylasirlar.
Bunlar PSS-MSS sinirin1 gegtigi bilinen tek glial hiicrelerdir ve kiiltiir icinde uygun
aksonlar1 myelinize etme kabiliyetine sahiptirler. Olfaktor glial hiicreler, yaralanmis
aksonlara rejenerasyon i¢in uygun norotrofik faktorleri sagladiklarindan, bu
hiicrelerin omurilik yaralanmasi tedavisinde kullanimina ydnelik c¢aligmalar
mevcuttur [50].

OE’deki noronal rejenerasyon; Normal olarak ORN’larmm kiiciik bir
boliimiiniin 6ldigli ve yenilerin olustugu OE’de siirekli bir néronal {iretim vardir.
Kemirgenlerde olfaktdr noronlar bir yil ya da daha fazla yasayabilmektedir [44, 45].
OE’de apoptotik ORN’lar, yasam sirasinda koku alma duyusunu korumak i¢in bazal

yerlesimli progenitdrlerden elde edilen yeni noronlar tarafindan yenilenirler [49].

a Hormal olfaktiir epitelin b Néral déngii ve c Hasar sonrasi
hiicre tipleri niiron spesifik hasar

Apikal

| '!
S b a6 Laed

Sekil 1.5.Olfaktor epitelin sematik gosterimi. ORN ve non-ndronal destek
hiicreleri OE’in kok hiicreleri tarafindan yasam boyunca yenilemektedir. (a)
OE’de; destek hiicreleri(sustentakular hiicreler, Sus), olgun(ORNm )ve
olgunlasmamis olfaktér reseptor hiicrelerilORNi), olfaktor ensheating
hiicre(OEC), Bowman bezleri ve iki tip progenitor hiicre(globoz bazal
hiicre,GBC ve horizontal bazal hiicre, HBC) bulunmaktadir. (b) GBC normal
kosullar altinda ve ORN’larin deneysel hasar1 sonras1 ORN populasyonunu

yenileme kapasitesine sahiptir. (c) Hem néronal hem de non-néronal hiicre
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kaybina neden olan hasarli kosullarda OE’nin tiim olgun hiicre tiplerinin
tiimiine cogalan ve farkhlasabilen HBC’ler tarafindan yenilenme gerceklesir.
HBC’lerden non-néronal hiicrelerin farklilasmasinin néronal hattin GBC’lerine

analog hiicre tiplerini icerip icermedigi aciklanamamstir [51].

Olgun ORN’leri yok eden deneysel hasar hasarin biiyiikligiine bagli olarak
lezyon sonrasindaki birkac hafta iginde dokunun neredeyse tam bir rejenerasyonu ve
fonksiyonel restorasyonu izlenmektedir. ORN hasarlandiginda bazal hiicre mitoz
orani artar ve bu koken hiicreleri OMP ekspre eden olgun ndronlara farklanirlar.
Norogenez yasam boyu devam ettiginden dolayr CS, metil bromid, TritonX-100,
diklobenil, bakir vb yollarla meydana getirilen lezyon sonrasi bile hasarli olfaktor
duyu noéronlar1 yenilenme kapasiteli ergin OE’i saglamaktadir. Kimyasal hasarin
oldugu durumlarda OE tam olarak yenilenebilmektedir [44, 45]. Olfaktor epiteli yok
etmek ve anosmi olusturmak amaciyla pek ¢ok calismada CS kullanilmistir [1, 41,
52-55]. %1-5" arasinda degisen konsantrasyonlarda CS’in balik, fare, sican ve
insanlara intranasal olarak uygulandiginda olfaktor epitelin duyu, sustentakular ve
bazal hiicrelerinde gecici dejeneratif degisiklikler meydana getirdigi bildirilmistir [1,
41, 52-54, 56]. OB’nin deafferasyonu CS uygulamasmin uygulamanin ilk olarak 1
saat sonrasinda elde edilir ve yaklasik 1 hafta siirer. Rejeneratif yanit ise yaklasik 6-8
haftaya kadar goriiniir ve devam eder [52, 57].

Olfaktér mukozadaki tiibiiloalveoler bezlere olfaktor bezler (Bowman
bezleri-Glandula olfactoria) adi verilir. Bu bezler kollajen, elastik lifler ve bag
dokusu hiicrelerini iceren gevsek bag dokusu olan lamina propria’da yer almaktadir.
Yiizeye dogru uzanan dar vertikal kanallar vasitasi ile salgi yaparlar. Ser6z yapidaki
salgilar1 koku partikiilleri i¢in eritici rol oynar [36]. Reseptor hiicrelere pozisyon
veren ve birbirlerinden ayiran destek hiicreleri ve Bowman bezleri tarafindan mukus
olusturulur ve salgilanir. Bu, gerekli molekiiler ve iyonik ortamm saglar. Iginde,
¢Ozlinebilir koku baglayan proteinler (odorant-binding proteins -OBP) bulunur.

Molekiil yogunlastirma, membrandan tasima veya uzaklastirma islevi goriirler [35].
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1.1.2.1.Bulbus olfactorius (Olfactory bulb, OB)

Fossa cranii anterior’da os ethmoidale'nin lamina cribrosa'sinin lateral
kenarma komsu, frontal kemigin facies orbitalis’inin iist boliimiindeki sulcus
olfactoris’un 6n ucunun altinda yerlesmis yassilasmis oval sekilli, kirmizims1 gri
renkli bir yapidir [1, 34, 35, 37, 38, 40].

OB bagslica 4 tip sinir hiicresi icerir (Sekil 1.1). Bu hiicreler; mitral hiicreler,
tufted hiicreler, graniiler hiicreler ve periglomerular hiicrelerdir. Mitral hiicreler
bulbusun primer iletim noronlaridir. Mitral hiicreler regio olfactoria'dan baslayan ve
lamina cribrosa'daki deliklerden gegen koku lifleri (fila olfactoria=l.n6ron) ile sinaps
yaparak, glomerul olarak isimlendirilen yuvarlak yapilar1 olusturur. Mitral hiicreler,
daha kiigiik olan graniiler ve silyal hiicrelerle de sinaps yapar. OB’da graniiler ve
periglomerular hiicreler mitral ve tufted hiicrelere oranla daha c¢ok sayidadir.
Graniiler hiicreler bulbusta c¢ok sayida hiicre toplulugu meydana getirirler. Bu
hiicrelerin aksonu yoktur. Mitral ve tufted hiicrelerin uzantilariyla baglanti kurmak
icin dis pleksiform tabakaya uzanan bol miktarda apikal dendrite sahiptirler.
Uzerlerindeki genis cikintilarla karakterizedirler. Graniiler hiicre populasyonu
gelisim sirasinda sekillenen son hiicre grubudur. Sicanda bunlarin %90'indan fazlasi
postnatal periyodda meydana gelir ve proliferasyon yetiskinlige kadar devam eder [1,
34, 35, 37, 40].

OB histolojik olarak, oldukea iyi diizenlenmis 7 tabakadan olusur (Sekil 1.1).
En distaki tabaka olfaktor noronlarin miyelinsiz aksonlarindan meydana gelen dis
olfaktdr sinir lifi tabakasi(olfactory nerve layer)’dir. Afferent olfaktor sinir
fibrillerinden olusur. Ikinci tabaka glomerular tabaka(synaptic glomeruluslar ve
interglomerular bosluk olan tabaka)’dir. Afferent olfaktor sinir fibrilleri bu tabakaya
gecerler. Burada dallara ayrilarak glomerul adi verilen yuvarlak sekilli bolgeleri
meydana getirirler ve OB noronlarinin  dendritleriyle sinapslasirlar.  Bu
glomerullerden farede her bulbusta yaklasik 2000 adet vardir. Glomerul'da duyu
aksonlar1 ii¢ tip noronla sinaptik baglantilar yapar. Bunlar olfaktér kortekse
aksonlarin1 gonderen mitral néronlar, tufted noronlar ve glomerulii gevreleyen
periglomerular internéronladir. Her bir olfaktér duyu néronunun aksonu yalnizca bir

glomerulusta sinapslasir. Ugiincii tabaka mitral ve tufted hiicrelerin ana sekonder
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dendritlerini iceren dis pleksiform tabakasi(molekiiler ve dis graniiler tabaka)dir.
Dordiincii tabaka mitral hiicre tabakasidir. Mitral néronlardan olusur. Besinci tabaka
i¢c pleksiform tabaka(i¢ granular tabaka)dir. Mitral ve tufted hiicrelerinin aksonlarini
icerir. Altinc1 tabaka graniil hiicre tabakasidir. Mitral ve tufted hiicrelerinin
uzantilarindan ve kii¢lik graniil ndronlarindan olusur. OB’in yedinci ve en derin
tabakas1 periventrikiller veya subependimal tabakadir [1, 34, 35, 37, 40, 43].
Noronlarin izdiigimii prenetal olarak {retilmesine ragmen graniil hiicre ve
glomeruler tabakanin interndéronlari dogum sonrasi déonemde SVZ’den meydana
¢ikmaya devam etmektedir [58].

Duyunun OB’a gidisi, islenisi ve sonlanmasi; Duyu bilgileri burundan
beynin OB’1na iletilir. OB, olfaktdr yollarin ana iletim istasyonudur. OB ve tractus
olfactorius primitif hemisfer tabaninda g¢ukur divertikiil olarak gelisir. Bunun bazal
kismi tractus olfactorius'u olusturmak igin uzanir. Bazal tractus yaninda insan
embriyosunda OB kavitesini olusturur [35]. OB, telensefalondan bir ¢ift evaginasyon
olarak ¢ikar. Her biri asil ve aksesuar bulbus olfactorius olarak 2 ayri bolgeye
boliiniir [34]. Tractus’un uzamasi derece derece duvarlarinin kaynagmasiyla ortadan
kalkar. Asil kavitenin yeri bazen degisime ugramis ependimal hiicrelerin gorev
yapmayan gruplari ile doldurulur. Béylece OB birbiri {istiine yerlesmis tabakalardan
meydana gelen radyal bir organizasyona sahiptir. Bu tabakali durum insan harig
diger memelilerde ve insan fetusunda iyice tarif edilebilmistir [35].

OB'un hemen arka boliimiinde nuc. olfactorius anterior denilen bir grup
kiiciik hiicre kiimesi bulunur. OB'daki mitral ve silyali hiicrelerin aksonlannin
kollateral dallari, bu g¢ekirdeklerde sonlanir. Buradan gikan lifler ise stria olfactoria
medialis i¢inde uzanir, commissura anterior'dan karsi tarafa gecerek o tarafin
tr.ofactorius'undan geri donerek OB’da sonlanir. Boylece iki tarafin OB’u arasinda
baglant1 kurulus olur [34, 37, 40].

OB olgunlasmas1 ve yeni dogan hiicrelerin farklanmasi; OB
maturasyonunda afferent aktivitenin 6nemi biiyiiktiir. Dogumdan sonra OB'm bir
yarist (bir taraf burun deligi hava almayacak sekilde kapatilarak) normal
stimulasyonlar engellenerek deprive edildiginde kapatilan taraf OB' da erken

donemde glukoz aliminda azalma (ilk 1 saat i¢erisinde) ve protein sentezinde azalma
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(ilk 24 saat icerisinde) meydana gelmektedir. Daha uzun dénemlerde ise (20-30 giin)
OB boyutunda makroskopik olarak dramatik (%25) bir azalma meydana gelmektedir.
Kayip baslangicindan 2 hafta sonra OB' nun hemen hemen tiim katmanlarinda
kiigiilmeler gbzlenmistir. Bu degisimlerin nedeni, hiicresel proliferasyonda azalma
veya subventrikiiler bolgeden OB'a hiicre migrasyonunda azalmaya baglh degil, bu
bolgedeki hiicre dliimiinde meydana gelen artistan kaynaklanmaktadir. Buna karsin
diger taraf OB' da ayn1 bulgularin meydana gelmemesi, bu olaylarin olfaktor aktivite
diizeyi tarafindan kontrol edildigini ortaya koymaktadir. Daha once kapatilan burun
delikleri cerrahi operasyonla tekrar acilarak normal cevresel stimulasyonlara tekrar
maruz birakildiginda, kapatilip tekrar agilan burun deligi tarafindaki OB hacmi
kapatilmayan taraf ile aynm1 hacime ulasmistir. incelemeler sonucunda OB hacmini
artiran yeni noronlarin burun tikaclarinin ¢ikarilmasindan sonra olustugu ve bagka bir
bolgeden transfer olmadigi goriilmiistiir [34].

OB’da yeni dogan hiicrelerin farklanmalari; yeni dogan hiicreler temel
olarak dendrit agaglar1 biiyliyen ve intrabulbar interndronlarin iki tipi i¢ine farklanan
noronlara ayrilir. Yetiskin —yeni dogan graniil hiicrelerin farkli olgunlagma asamalar1
SVZ’deki prekiirsorlerin retroviral isaretleme kullanilmasiyla elde edilmektedir.
Yetiskin —yeni dogan hiicrelerin 5 farkli sinifi onlarin morfolojileri ve yerlesimlerine
gore belirlenmistir:

1- RMS’nin rostral uzantisindaki néroblastlarin gocii (2-7 giin)

2- Radyal olarak go¢ eden noroblastlar (5-7 giin)

3- Gog¢ hiicre tabakasmin Otesinde uzanmayan dendritik siiregli graniil

hiicreleri (9-13 giin)

4- Eksternal pleksiform tabakasindaki dikensiz dendritik arborizasyonlu

graniil hiicreleri (11-22 giin)

5- Uzayan dendritik arborizasyonlu olgun graniil hiicreleri (15-30 giin) [19].

1.2. NOROGENEZ
Norogenez terimi noronal gelisimin hiicresel seviyesi i¢in kullanilan bir
terminolojidir [59]. No6rogenez; primer olarak embriyonik yagsamda gergeklesir.

Giinlimiizde noérogenezin ve noronal devrelerin olusumunun erken yaslara kadar
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devam ettigi bilinmektedir. Eriskin memeli MSS’de yeni noéronlarin dogusu ya da
norogenez bilyiikk oranda embriyonik siirecte sinirlanir. Bununla birlikte toplanan
deliller belli germinatif alanlarda yagsam boyunca devam ettigini ve 0zel beyin
bolgelerindeki ndron ve glialarin ¢ogalmay siirdiirdiigiinii gosterir [26, 59, 60].

Norogenez lic donemde incelenmekte olup, hiicre proliferasyonu, migrasyonu
ve farklilagmasini icermektedir. Hiicre proliferasyonu noron olusturmak iizere
prekiirsor hiicrelerin bdliinerek cogalmasidir. Hiicre migrasyonu ndronun koken
aldigi bolgeden kortekste son olarak yerlesecegi bolgeye haraketidir. Hiicre
differansiasyonu olgun néron olusumu igin farklilasma siirecini igerir. Noroblastlarin
bir néronun sekilsel yapisim ve diger karakteristik Ozelliklerini almasi hiicre
differansiasyonu olarak tanimlanir. Noronun akson, dendrit yapisini olusturmasi,
norotransmiter salgilama ve sinaps olusturma gibi karakteristiklerini kazanmasi da
differansiasyondur [19, 59].

Norogenez tiim yagam boyunca meydana gelir ve kok hiicreler memelilerde
olgun MSS’de yerlesmistir. MSS’nin progenitdr hiicreleri noral hiicreler veya
makroglia hiicreleri(astrosit, oligodendrosit) i¢ine farklilasabilen yiiksek boliinme
kapasiteli néroektodermal orjinin farklilasmayan hiicrelerinin bir populasyonudur.
MSS’de yasam boyu cogalabilen néron ve glialarin bu progenitorleri en az 3
germinal zonda yerlesmistir; SVZ, OB ve hipokampal DG’un subgraniiler zonu [3, 4,
9-11, 14, 17, 19, 23, 25, 26, 31, 32, 61]. Ergin norogenezi olfaktdr reseptor
noronlarin siirekli olarak yenilendigi OE’de de meydana gelmektedir [11, 44, 62].
Progenitorlerin  kaderi cogunlukla onlarin nerede olduguna baglidir. SGZ’nin
progenitdr hiicreleri hipokampusun graniil hiicre tabakasi i¢ine go¢ eder. SVZ
progenitorleri OB’a dogru RMS’e bicim veren astrositik tlip yapilarn tarafindan
cevrili zincirlerde tanjensiyel olarak goc eder. Daha kisith olan kader progenitorleri
in vitro olarak serebral korteks i¢ine yerlesmis ve yeni néronlarin lokal bir kaynagini
saglamak icin tanmimlanmaktadir. Bunun yanmi sira multiple beyin bdlgeleri beyin
prekiirsor hiicrelerinin depolari olarak iglenebilir [14, 26, 61].

Norogenez noral progenitor hiicreler ile baglar. Progenitor hiicreler kortikal
gelisime direkt katilimlarinin yani sira tedavi edici stratejilerde kullanimlart ile de

yogun ilgi ¢ekmektedirler. SSS’nin major hiicresel elemanlar1 noron ve

21



oligodendrositler noral tiipiin i¢ tabakasindaki &zellesmis germinatif bolgeden
meydana gelir. Erken embriyonik yasamda noral hat potansiyeli olan progenitor
hiicreler burada bulunur. Psddostratifiye epitelden olusan bu subventrikiiler bolge
germinatif matriks veya germinatif zon olarak bilinir. Germinatif matriks
telensefalon’da periventrikiiler yerlesimlidir. Bu yapilanma ayn1 amag ile spinal
kordun santral kanali c¢evresinde de vardir. Bu bolge eriskin beyininde lateral
ventrikiiliin subependimal bolgesinde sinirli bir zon olarak kalir. Noron ve radial glia
hiicreleri erken embriyonik donemde ventrikiiler zon iginde olusan ilk hiicre
tipleridir. Aksine, astrositler ve oligodendrositler SVZ iginde ge¢ embriyonik donem
ve erken dogum sonrasi donemde olusur. Ayrica, ge¢ posnatal ve erigkin yasamda
norogenezis OB’da, hipokampusun DG’sinde ve serebellumun purkinje hiicre
tabakasinda devam etmektedir [59].

Stem yani kok hiicreler kendilerinin bir benzerini yapabilen ve farklilasarak
(differansiasyon) insan viicudundaki organlar veya dokulardaki hiicreleri olusturan
farklilasmamig multipotent hiicrelerdir. Kok hiicreler gelisim esnasinda néral kok
hiicreler sinir sisteminin olusumuna katilir. Yeni noéronlar kok hiicre veya progenitor
hiicre olarak bilinen bdliinen hiicreler tarafindan tiim yasam boyu tretilirler. Santral
sinir sistemindeki bir hiicreye kok hiicre diyebilmek i¢in o hiicrenin noéron, astrosit
veya oligodendrosit’e farklilasma potansiyeline sahip olmasi ve beyin igin gereken
hiicreyi saglayabilecek oranda kendini yenileyerek ¢ogalabilme potansiyeline sahip
olmasi gerekir [9-11, 23, 59, 61].

Ergin MSS ‘kok hiicreleri’ belli bash 3 ozellik gosterir; kendi kendini
yenilerler, ¢ogalabilirler ve farkli noral ve glial ¢ok sayida alt tiplerini igeren
MSS’nin farkli noéroektodermal nesilleri icin multipotenttirler. Ergin beyin
multipotent progenitorleri, enaz iki farkli hiicre nesline farklanabilen siirli kendi
kendini yenileme 6zelligine sahip proliferatif hiicrelerdir. MSS kok hiicreleri ve tiim
prekiirsor/ progenitdr tipler genel olarak ‘prekiirsorler’ olarak tanimlanirlar. Hem kok
hemde progenitor hiicreler icin ‘prekiirsdr hiicre’ terimi kullanilabilir. Ergin
ndrogenezi, entegre olacak olan fonksiyonlu yeni ndronlarin prekiirsor hiicrelerinin
boliinmesi ile baglayan ve bir olgunun var olmasinin yani sira hayatta kalmasi ile

sonlanan noéral gelisim olaylarinin biitiiniini kapsamaktadir [9, 10, 23, 59].
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Prekiirsor hiicre ¢ogalmasi nérogenezi onceden haber vermektedir. Dogru
noral entegrasyon, birka¢ kompleks degisken ve asamali olaylara baglidir. Tam
olarak ayrintili bir molekiiler karakterizasyon olmadiginda bile ergin beyninin noral
prekiirsor hiicreleri agikca MSS hiicresel tamirinin hedefleri icin son derece umut
verici olarak bu hiicrelerin bir goriintiisi hakli ¢ikaran oOzelliklere sahiptir.
Farklanmamaktadirlar ve sik sik olumlu bir sekilde hareket eden hiicreler hipoksiye
ve diger hasar, ¢ogalabilme aktivitesine olgun néron ve glia olusturma yetenegine
goreceli olarak karsi ¢ikarlar. En 6nemli uyar1 ergin memeli beynindeki prekiirsor
hiicrelerinin heterojen oldugu ve tiim bu kriterlerin ¢ogu durumda uygulanirken ve
noral prekiirsor biyolojisinde ne kadar ender alanda oldugu ve spesifik gozlemlerin
ne kadar iiretilebilecegi ve belli beyin bolgelerinin veya belli kosullarin ayrintilarin
ne kadar yansittig1 agik degildir [10, 23].

Kok hiicreler, hastalik veya hasara cevap olarak yeni hiicreler meydana
getirebilirler [59]. Eriskin néron progenitdr ¢ogalmasi ve farklilagmasi biiyiime
faktorleri ya da diger ¢evresel degisimler sonucu onemli derecede degisebilmektedir
[63]. SSS’de  hiicrelerin gelisimindeki siireglerin  tamimlanmasi  gelecegin
planlanmasi, doku kiiltiirii ve transplantasyon seklinde {i¢ geleneksel metod ile
yapilir. Omurgalilarda ndronal prekiirsorlerin geleceklerinin hem néron hem de glia
icin prekiirsor olan multipotensiyel hiicrelerden olustugu gdsterilmistir. Noroepitelial
hiicrelerin bir¢ok beyin bdlgesine entegre olma potansiyeli vardir. Transplante edilen
hiicreler ile bu gosterilmistir. Ornek olarak kiiltiir ortaminda genetik olarak manipiile
edilen insan kok hiicreleri Tay-Sach hastaligina sebep olan yetersizligi
diizeltilebilmistir. Bu durum insan kok hiicrelerinin tek gen seviyesinde kalitilan
beyin hastaliklarinda hatali proteini yerine koyma amaci ile kullanilabilinecegini
gostermistir. Yine, serebellar graniiler noronlarinda gelisme kusuru olan anomalili
farede kok hiicre tedavisi ile diizelme elde edilmistir [59].

Eriskin Beynindeki Norogenik Bolgeler; Eriskin memeli beynindeki
ndérogenez noronlarin eriskin kemirgen rostral énbeyin SVZ-OB yolu ve hipokampal
DG’da iiretilmeye devam ettigini One siiren ¢alismalar 30 yildan daha uzun bir
zamana dayanmaktadir [2, 9, 11, 30, 31, 60, 64-67]. Bilimin her gecen giin ilerlemesi

ile bu bulgular dogrulanmis ve 1srar eden norogenez insan ve diger primatlar dahil
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tarihte incelenen her tiir eriskin memeli tiiriinde sonradan bulunmustur [2, 24, 30, 31,
60, 64, 65].

Erigkin OB nérogenezi ¢cogunlukla kemirgenlerde calisilmis olmasina ragmen
insan olmayan primatlarda da birkac calisma yiiritilmiistir. SVZ’deki
progenitdrlerin mevcudiyetine karsin bu hiicreler insanlarda RMS boyunca zincir
gdgiine maruz kalmayabilir. Insanlarda bu kanit zorlandig1 halde heniiz alternatif bir
mekanizma Onerilmemistir ve direk kargilastirmalarin fare ve insanlar arasinda ya da
insan olmayan primatlar ile insanlar arasinda bile daima yapilamayacagmin alti
cizilmelidir. Insan beyninin karmasiklig1 kemirgenlerinkinden oldukga fazladir ve ilk
meydana gelen kompleks bir sistem i¢ine yeni ndronlarin girisi insanlarda
kemirgenler veya insan olmayan primatlardan daha karmasik ve zor olabilmektedir
[10, 23].

SVZ ve DG’u ileri yaslarda siirekli olarak yeni ndronlari iiretecek olan
boliinen kok hiicre ve progenitorleri barindirir [2, 31, 64]. SVZ noral kok hiicreleri
OB’a go¢ eden graniil ve periglomerular noronlara farklanan noroblastlara yol acar
[2, 13, 16, 31, 67] oysaki DG yeni graniil hiicrelerinde hilus ve graniil tabakasi
arasinda sinirh bir lokalizasyonda meydana gelir [2, 16]. Norogenezin eriskin yasam
boyunca DG ve SVZ-OB yolunda olan 1srarina karsin néronlasma orani yas ile azalir
[31]. Ergin norogenezi SVZ’de hergiin yaklasik 30000 yeni néronun dogmasina
neden olur [19]. Yasa bagli olarak genc erigkin siganlarin DG’da hergiin 3000-9000
yeni ndral hiicrenin olustugu(her ay yaklasik %3,3 ya da hergiin graniil hiicre
populasyonunun yaklasik %0,1’inin devam ettigi tahmin edilmektedir [19, 64, 65].
DG’daki ergin norogenezi SVZ’deki nérogenez ile karsilastirirldiginda, SVZ’de yeni
dogan hiicreler hedef bolge olan OB’a uzun bir mesafe boyunca RMS’deki astrositik
tiipler tarafindan ¢evrilmis zincirlerde yiizeysel go¢ eder [11, 16]. Astrositik tiipler
vasitasiyla ndroblast zincir gociiniin RMS yapisal diizenlemesi astrositlerin SVZ’den
OB’a noroblastlarin gogiine yol gosterdigini one stirmektedir [30, 31]. RMS’deki go¢
boyunca progenitdr hiicreler olgunluga ulasir ve sonug¢ olarak OB’daki graniil
hiicreler ve periglomeruler hiicrelere gelmektedir. Graniil hiicreler graniil hiicre
tabakasinda, periglomeruler hiicreler ise OB’daki glomeruler tabakada yerlesir. Bu

noral hiicreler ana OB’daki mitral ve kiimelenmis inhibitér noronlar olarak hareket
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eder ve OB’daki olfaktor bilginin islenmesini diizenler [68]. Retroviruslerin, tritiated
thymidine, canli boyalarin veya viral isaretli SVZ hiicrelerinin postnatal hayvanlarin
aSVZ’e mikroenjeksiyon yapildiginda, isaretli hiicreler OB’da bulunmustur. OB’a
uzandiginda bu isaretli noéronlar OB ve olfaktér graniil noéronlara spesifik
interndronlara ve daha az bir mesafede periglomerular internéronlara farklanir.
Olgunlagsmamis ndronlar OB’a uzanmak i¢in OB i¢ine RMS vasitasiyla tanjensiyel
zincir giicline maruz kalir. OB’da ndronlar interndronlara farklanmadan Once
RMS’den uzaga bir kez radyal olarak go¢ eder. SVZ ‘de dogan hiicrelerin ¢ogu
onlarin ndronlar igine tam olarak olgunlagsmadan 6liir. Embriyonik gelisimin bir
ilkesi burada tekrarlanir; yeni ndronlar fazla miktarda iiretilir ve onlarin yalnizca bir
alt kiimesi olgunlasma ve fonksiyonel entegrasyon icin hayatta kalir. OB’daki
norogenezin hem yenilemeyi hem de yeni ndron eklemeyi igerdigi goriliir.
Hipokampusun aksine, hem néronal eksilme hem de OB’daki ndronlarda net bir artis
vardir [10, 23].

SVZ-OB sistemi; noral kok hiicreleri, norogenez, gen¢ néronlarm gocii,
farklilagsmalar1 ve Olimiinii calismak icin ilgi c¢ekici bir deneysel modeli
olusturmaktadir [27]. Eriskin memeli MSS’deki 2 nérogenik bdlgeden biri olan SVZ
yeni noronlarm ¢ok bilyiikk bir bolimi iiretir ve bunlar OB’a yonelir. OB
norogenezine katkida bulunan hiicreler anterior SVZ’den orjinlenir ve OB’da son
yerlerine go¢ ederler [10, 23]. Ergindeki OB norogenezi bagimsiz diizenlenen 3
farkli islemi gerektirir: hiicre ¢ogalmasi, OB’a SVZ’den noroblast gocii, noral
farklilasma ve hayatta kalma [69].

Gelisen MSS’de apoptozis noéronal ¢gemberin normal organizasyonunda énemli
bir rol oynar. Hiicre oliimiiniin ergin ndrogenez bdlgelerinde yaygin bir durum
oldugu onceden ispat edilmistir. Normal ergin sinir sisteminde apoptozis olfaktor
epitel, vomeronasal epitel, OB ve hipokampusun DG’da rutin olarak meydana gelir;
norogenezis de yasam boyu bu dokularda meydana gelir. Son zamanlardaki
caligmalar sadece RMS’nin degil ayn1 zamanda OB’1n da kok hiicreler igerdigini ve
sadece yagh noronlarin degil ayni zamanda gen¢ ndronlarin da OB’da apoptozis
gecirdigini destekler [68]. Embriyonik ve postnatal periyot esnasinda sigan OB’da
apoptotik hiicrelerin tanimi ve sayisindaki degisiklikleri sapmak i¢in TUNEL
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boyama yaygin olarak kullanilir [58, 68]. Ergin norogenezinin olmadigi kontrol
bolgelerindeki 6len birkag hiicre ile karsilastirildiginda 6len hiicrelerin biiyiik bir
¢ogunlugu OB i¢inde gosterilmistir [58].

Olgun cogalan DG hiicreleri ile 1srarli OB ndrogenezinin islemi tam olarak
bilinmektedir fakat artan deliller olfaktor hafiza veya koku ayriminda yeni néronlarin
roliinii dogrular [31]. SVZ i¢inde {iretilen ndronlarin glomerul ve graniil hiicre
tabakas1 icine baglanti kurarak OB icine sadece sinaps yapmadigi ayni zamanda
kokularin bir karisimina cevap verdigi gosterildi. Bunun yani sira ergin hipokampal
DG’da firetilen yeni ndronlarin olgun dentat graniiler hiicreleri olarak benzer
elektrofizyolojik 6zellikler gosterdigi de bildirilmistir [69]. Davranigsal sonuglarin
degerlendirilmesi ise daha ¢ok hipokampal formasyonunda incelenmektedir [19].
Ergin hayvandaki nérogenez modifiye olabilen seksiiel davraniglarda gerekli beyin
devrelerine izin verebilir. Kuslarda, steroid hormonlar ses kontrol ¢ekirdeginde yeni
tiretilen noronlarin hayatta kalmasini diizenlemede onemli roller oynamaktadir.
Benzer olarak ergin hipokampusundaki Ostrojenin subgraniil tabakadaki boliinen
hiicrelerin sayisimi artirdigini gosterir. Yeni interndronlar seksiiel davraniglarla ilgili
olfaktor bilgiyi isledigi bilinen bir bdlge olan aksesuar OB’a da eklenir [27]. Bu
sonuclar yeni iiretilen noronlarin ergin beyni i¢in fonksiyonel olarak biitiinledigini
gosterir [69].

MSS’de yeni progenitor hiicreler ve néronlarin devaml {iretimi ya da bu beyin
bolgelerini genisletir ya da bir eleme mekanizmasi siirekli hiicre dongiisiine neden
olabilir [2]. Normal SVZ prekiirsor gogiine katki saglayan faktorlerin anlasilmasi
beynin hasarli ya da dejeneratif bolgelerine go¢ eden bazi prekiirsorlere indiikleme,
gelisen yaklagimlar i¢in 6nemli olacaktir [10, 23]. Erigskin kemirgen DG ve SVZ’deki
norogenez calismalart sonucunda radyal glial hiicreler ya da radyal glia gibi
astrositlerin kok hiicre davranis1 gosterdigi diisiiniilmiistiir. Diger elde edilen veriler
benzer hasarlarin hem SVZ hemde hipokampal DG germinatif zonlarinda
karsilagtirmali etkileri {irettigidir. Ornegin travma, krizler yada fokal iskemi
tarafindan olusturulan hasar erigkin kemirgenlerde hem DG hemde SVZ-OB

yolundaki hiicre ¢ogalmalarin1 hizlandirmaktadir [30, 31]. Son zamanlardaki ¢ogu
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calisma mekanik travma veya kimyasal demiyelinizasyon tarafindan tetiklenen beyin
hasar1 sonrast SVZ onciillerinin glialar1 olusturabilecegini gostermektedir [3].

Erigkin memeli beyninde nérogenezin 1srari, hasar veya ndrogenezin noronal
yenilenmesi i¢in potansiyel bir kaynak olabilen endogenez habercilerine isaret eder.
Bununla birlikte erigskindeki nérogenezin normal islevi ve beyin hasari tarafindan
degisimi hakkinda sinirli bilgi vardir. Noronal haberciler memeli énbeyin SVZ-OB
yolu ve hipokampal DG’da yasam boyu noronlar olusturur. Erigkin kemirgenlerdeiki
beyin hasar1 modeli olan deneysel epilepsi ve inme modeli 6zellikle nérogenez ile
indiiklenen hasarin sonuglarinin igyliziinii kavramayi saglar. Erigkin kemirgenlerde
epilepsi modellerinde DG ndrogenezinin c¢alismalart 1srar eden hipokampal
hiperaktivite olusturabilen, kriz indiiklii nérogenezin anormal néroblast gocii ve
entegrasyonu gerektirdigi 6ne siiriillmektedir [13, 30, 70].

Uzun siireli krizler SVZ-OB yolundaki ndéron populasyonunu arttirmaktadir.
SE olfaktor yoldaki noral prekiirsor gogiinii arttirmakta ve RMS ndroblastlariin bir
kisminin diger 6n beyin bolgelerine plansiz bir sekilde go¢ etmesine ve erken
donemde olgunlagmadan yoldan ¢ikmasma neden olmaktadir. Kemirgen 6n beyin
SVZ’de yeni hiicreler iiretilse de bu prekiisérler SVZ’den OB’a kadar giinler i¢inde
goc etmekte ve go¢ ederken de RMS’de boliinmeye devam etmektedir. SE; SVZ ve
RMS tek basma veya kombinasyonlu bir¢ok mekanizmayla olusan ndroblast
populasyonunu gelistirebilmektedir. Bunlar néral prekiisrér jenerasyon oraninin
artmasina delil olmak {izere, kisa donem yasam siirelerini yiikseltmek ve ya néroblast
goeilinii kaudal SVZ den rostral e dogru hizlandirmaktir [3].

Sonu¢ olarak; SVZ ve DG ergin ndrogenezini barmdirir. DG, OB ile
karsilastirildiginda nérogenez daha kisadir. Primatlarda daha diisiik olan baglangic
oranlar1 halen bilinmemektedir [19]. Beynin diger boliimleri i¢in bu durum hala
aciga kavusmamistir. Kemirgenlerde CA1 alani, striatum ve iiclincii ventrikiil, insan
olmayan primatlarda ise neokorteksi igeren bazi beyin bolgelerinde ergin
noérogenezin son raporlari mevcuttur [24, 64]. Bu alandaki yeni ndronlarin sayisi
hipokampus ve OB i¢in belirtilenlerden her zaman daha azdir. Bununla birlikte yeni

noronlarn  fonksiyonel bir role sahip olmasi olasiligi1 reddetmeye zemin
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olmamalidir; noronlarin kiiciik bir sayisinin bile davranisi etkileyebileceginin

oldukga kanit1 vardir [24].

1.3. EPILEPSI

Epilepsi kelimesi; Yunanca ndbet gecirmek, tutulmak gibi anlamlari olan
"epilambabein" fiilden tiiremistir [71]. Onceleri dinsel bir anlam ifade ederek bir
cesit cezalandirma yontemi gibi algilanmigtir.  M.S. 5. yiizyilda kelime
giiniimiizdekine yakin bir anlam kazanmistir. Latince kokenli "ietus" kelimesi de,
gliniimiizde epilepsi nobetini tanimlamak icin kullanilmaktadir [72]. Epilepsi;
beyindeki sinir hiicrelerinin artmis uyarilabilirliginden (ndronal hiperekstabilite)
kaynaklanan bir klinik durumdur. Epilepsi nobeti gri maddedeki artmis, hizli ve lokal
elektriksel bosalimlardan koken alir ve klinikte belli bir siireyle sinirli olarak, biling,
davranig, duygu, hareket veya algilama fonksiyonlarina iliskin stereotipik bir
bozukluk gozlenmektedir. Nobetler zaman icinde her hasta i¢in belli bir paternde,
genellikle spontan olarak veya bazi tetikleyen faktorler zemininde tekrarlamaktadir.
Nobetler arasinda hasta genellikle normal yasantisini siirdiiriir. Nobet araliklart ve
tipleri son derece degisken olmakla birlikte ayn1 hastada genellikle ayn1 bir veya belli
birkag nobet tipi tekrarlama egilimi gostermektedir [73].

En sik goriilen ve énemli norolojik hastaliklardan biri olan epilepsi, tiim yas
gruplarinda goriilen tedavi edilebilir ve diinya niifusunun % 1 kadarini etkileyen
onemli bir ndrolojik hastalik grubunun genel adidir [74, 75]. Epilepsi genellikle
tekrarlayan nobetlerle karakterize bir hastalik olarak tanimlanir. Beyinde olusan
anormal elektriksel desarjlar klinik belirtilere sebep olmaktadir. Epilepsi, hiicresel
diizeyde pek ¢ok mekanizmanin yer aldig1 ve bir¢ok faktdriin rol oynadigr karisik bir
siire¢ olmas1 nedeniyle tam olarak aydimnlatilamamistir [30, 59]. Epileptojenik odakta
bulunan hiicrelerin iki 6nemli 6zelligi vardir: birincisi, her bir hiicre normalden daha
yiiksek elektrik potansiyeli dogurur. Ikincisi, ayn anda potansiyel degisikligi
gosteren hiicre sayisi normalden ¢ok fazladir. Bu duruma "hipersenkronizasyon"
denir. Epileptojenik odaklarda olusan giiglii elektrik desarjlarina, "epileptik desarj"
ad1 verilir [76]. Tim epilepsi tiplerinin genel 6zelligi, sinir hiicre gruplarinin es

zamanli ve kontrolsiliz desarjlaridir. Bu desarjlar1 baslatan ve siirdiiren mekanizmalar
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ise epilepsi tiplerine gore farkliliklar gosterir ve mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamustir [75]. Normalde, sinir dokusunda olusan elektriksel desarjlarin
komsu hiicre gruplarina yayilmasini engelleyen inhibitdor mekanizmalar vardir.
Bunlardan biri giiglii bir inhibitér ndrotransmitter olan GABA’dir. Ancak bu
norotransmitter bile anormal derecede giiclii olan bu epileptik desarj karsisinda
etkisiz kalir. Epileptik desarj dogdugu odak ve ulasabildigi yerdeki hiicreleri uyarir
ve onlar1 aktive eder bdylece noronlarin normal gorevlerini yapmalarii engeller.
Epileptik desarj beynin hangi bolgesini etkilerse, o bdlgenin fonksiyonuyla ilgili
klinik bulgular ortaya cikar [76].

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Birligi’nin (International League Against
Epilepsy, ILAE) 1981 yilinda yaymladigi siniflandirma sistemine gore epileptik
nobetler parsiyel ve jeneralize olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir [75]. Parsiyel
nobetler beyinde belli bir odaktan kaynaklanan epilepsidir. Basit parsiyel bir nébette
biling korunurken, kompleks parsiyel nobetlere biling bozuklugu eslik eder.
Kompleks parsiyel nobetler siklikla temporal lobdan kaynaklanirlar. Jeneralize
nobetler ise baslangictan itibaren her iki hemisfer korteksinin tutulumu vardir.
Absans, myoklonik, tonik, klonik, tonik-klonik ve atonik ndbetler jeneralize
ndbetlerdir.

Eriskinlerde en sik goriilen epileptik ndbet tipi parsiyel ndbetlerdir ve bu
ndbetlerin %50’sinden fazlasi temporal lob kaynakli nobetlerden olusmaktadir [72,
75, 76]. TLE yaygin goriilen tekrarlayici, siddetli, aniden ortaya c¢ikan
kendiliginden geg¢en ndbet tarzindaki bozukluklar olup hipokampus ve
temporal lobdaki diger limbik yapilarda elektrofizyolojik ve ndropatolojik
anomalilerle iliskilidir. En sik goriilen ortak noropatolojik bulgu,
hipokampal veya ammon boynuzu sklerozu olarak bilinen, hipokampusta
noron kaybi ve gliozistir [76].

Epilepsi ile beyin hasar1 arasindaki iliski uzun zamandir bilinmektedir.
Deneysel ve klinik caligmalar uzamis ndbetlerin veya SE durumunun beyinde
noronal kayba yol actigimi gostermektedir. Beynin diger bdolgelerinde (serebral
korteks, serebellum) de noronal hasar goriilmekle birlikte gézlenen en sik patolojik

bulgu hippokampusun Cornu Ammonis (CA) sektorlerindeki hiicre kaybidir [77].
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TLE’nin oldukga sik goriilmesi ve konvansiyel ilag tedavisine siklikla direngli
olmasi nedeniyle deneysel ¢alismalar bu konu iizerinde yogunlagsmis ve insan TLE
Ozelliklerini taklit eden c¢esitli deneysel modeller ileri siiriilmiistiir [72, 75].
Farmakolojik SE modelleri (PC ya da kainat asit) TLE’nin 6zelliklerine benzer
ozellikler gosterir ve epilepsinin temel mekanizmalarini anlamak i¢in kullanilabilir

[70, 78].

1.3.1.Deneysel Epilepsi Modelleri

Epilepsi fizyolojisi ve patolojisinin anlasilmasi, tedavi yoOntemlerinin
belirlenmesi, daha etkili ve yeni antiepileptik ilaglarin bulunmasi amaciyla
hayvanlarda deneysel epilepsi modelleri gelistirilmistir.  Ozellikle temel
mekanizmalar iizerine yapilan deneysel aragtirmalarda, insanlarin denek olarak
kullanilamiyor olmasi, deneysel epilepsi modellerinin ve hayvan caligsmalarinin
Oonemini artirmaktadir. Hayvan modelleri ¢aligmalari kriz ile ilgili beyin hasarini ve
miktarmin tanimlanmasi, sliresi ve davranigsin uzun siireli sonuglari, 6grenme ve
hafiza islemlerini anlamamizda 6nemli katkilar saglar. Hayvan modellerinin bagka
bir avantaji krizin zamana bagh degisikliklerini farkli seviyelerde aciklamay1
mimkiin kilmasidir. Bununla birlikte hayvan verilerinden insan sonuglarinin
tahmininin dikkatli yapilmas1 gerekir. Cesitli yas gruplarindaki deney hayvanlarinin
kullanildig1  epilepsi  krizinin indiiklendigi calismalarda, beyin hasarinin
degerlendirilmesi, insanlardaki olas1 sonuglari ile ilgili 6nemli ipuglar1 saglar [75,
76].

LP ile olusturulan deneysel epilepsi modeli, hayvanlarin beyninde
noropatolojik degisikliklere neden olur. Hiicre 6liimii néropatolojik degisikliklerden
biridir. Hiicre 6liimii iki mekanizma ile gerceklesir: nekroz ve apoptozis. Programhi
hiicre oliimii olarak tanmimlanan apoptozis, epilepsi sonrasi tetiklenmekte ve hiicre
hasarinda rol oynamaktadir [76, 79]. Bu nedenle son zamanlarda apoptozisi farkli
basamaklarda etkileyen antiapoptotik ajanlar gelistirilmesi onem kazanmigstir.
Bunlardan 6zel kaspaz inhibitdrlerinin apoptozise bagli hiicre hasarini engelledigi

gosterilmigtir [76].
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Hiicresel ve molekiiler diizeyde olduk¢a karmagik epileptogenez
mekanizmalari, farkli ndbet tipleri icin deney hayvanlarinda gelistirilen model
sistemler {izerinde ¢alisilarak arastirilmaktadir. Deneysel epilepsi modeli
olusturulacak klinik ndbet cesitlerinin ¢oklugu ve gelistirilen yeni yontemler
nedeniyle epilepsi calismalarinda kullanilan deneysel modellerin sayisi oldukca
fazladir. Ideal bir epilepsi modeli asagidaki &zelliklere sahip olmalidir; Spontan
olarak tekrarlayan nobetleri olmalidir. Nobetler insan epilepsi nobetlerine
benzemelidir. Modeldeki EEG'in big¢imi, ilgili epilepsi ¢esidindeki EEG'ye
benzemelidir. Nobetlerin frekansi, antiepileptik ilaglarin etkisini akut veya kronik
olarak test etmeye yetecek Olc¢iide olmalidir. Bu 6zelliklerin tiimiinii karsilayan tek
bir model simdiye kadar ortaya konamamustir. Ciinkii deneysel modellerin higbirisi

insandaki klinik epilepsiyle tamamen ayni degildir [55].

1.3.2.Lityum Pilokarpin ile Olusturulan Deneysel Epilepsi Modeli

Status epileptikus(SE), énemli bir hastalik ve 6lim riski ile birlesen yaygin
norolojik bir durumdur [20, 56, 80]. Kolinerjik sistemin nobet aktivitesini tetikledigi
ve ndbet aktivitesinin siirdiiriilmesinde rol oynadigina inanilmaktadir [70, 81, 82].
Kolinerjik agonistlerin sicanlarda uzun siireli limbik ndbetlere ve beyin hasaria yol
actig1 ilk defa Turski ve ark. tarafindan 1982 yilinda karbakol ve betanekoliin
amigdalaya yada dorsal hipokampusa mikroenjeksiyonu ile gosterilmistir. Diger bir
kolinerjik muskarinik agonist olan PC’nin sistemik uygulanmasinin da konvulzif
aktiviteye ve yaygmn beyin hasarina neden oldugu gosterilmistir. LiCl verilen
sicanlara kiigiik dozlarda PC uygulanmasi sekonder jeneralize olan ve statusa
doniigen limbik ndbetlere neden olur [70, 81, 82]. PC’in sistemik yonetimi sicanlarda
SE’in deneysel bir modeli olarak kullanilmaktadir. Daha da 6nemlisi PC kriz modeli
TLE ¢aligsmalar i¢in kullanilmaktadir. Cilinkii benzeyen anatomik degisiklikler SE’un
ilk tesviki sonrasi insan medial temporal sklerozundaki gibi goriiniirler ve spontan
olarak tekrarlayan ve sekonder gelisen krizler SE’1n latent bir periyodu ile yeniden
tesvik edilen sinaptik krizler meydana getirir. PC tarafindan SE’in baglamasi

kolinerjik sistemin aktivasyonundan kaynaklanirken, histopatolojisi, ndronal hasar ve
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spontan kriz aktivitesi glutamate release ile tesvik edilen krizlerin bir sonucu
nedeniyledir [5, 70, 80-84].

SE, ¢ok uzun siiren ya da ataklar arasinda iyilesme olmayacak kadar sikla
olan ndbetleri tanimlar. Bazi aragtirmacilar bu siireyi 30 dakika olarak kabul ederken,
digerleri SE teriminin kullanilabilmesi i¢in nobetlerin 60 dakika boyunca siirmesi
gerektigini belirtmektedirler. SE’a baghi norolojik sekeller {i¢ ana grupta
toplanmaktadir. Bunlar; epileptik beyin hasari, norolojik/biligsel bozukluklar ve
spontan rekiirran noébetlerle giden epilepsidir [56, 72, 76]. Birgok epileptik nobet bir
girisim gerektirmeden kendiliginden dakikalar icinde sonlanmaktadir. Bir ndbetin 30
dakikadan uzun siirmesi ya da bu siire i¢inde hasta diizelmeden birden ¢ok ndbetin
ard arda tekrarlamasina SE adi verilir. Son yillar i¢inde SE tanis1 i¢in gereken siire
giderek kisalmis ve bazi yayinlarda 10 dakikadan uzun siiren nobetler bile bu tanim
icinde ele alinmigtir. Jeneralize konviilzif SE en sik karsilagilan, en iyi taninan ve en
tehlikeli tipidir. Hayati tehlikeye sokan bu tablonun zamaninda uygulanan ve dogru
tedaviye cevap vermesi konunun 6nemini arttirmaktadir. Ancak hemen tiim epileptik
nobet tiplerinin SE tarzinda belirmesi miimkiindiir [73].

SE’u ¢ok onemli kilan durum, bu tablonun yiiksek oranda Oliimle
sonuclanmasi veya kalici hasar birakmasidir. Bu nedenle SE’un tami ve tedavisi ¢ok
onemli bir dahili ve noérolojik acil durum olarak belirmektedir. SE’dan sonra 6len 20
kiside yapilan otopsi ¢alismalar1 beyinde en hassas bolgelerin sirasiyla hipokampus,
kortikal ndéronlar, talamus, korpus striatum ve serebellum Purkinje hiicreleri
oldugunu gostermistir [73].

Kemirgenlerde PC ya da kainat’in lokal yada sistemik yonetimi tekrarlayan
limbik krizler ve SE’1n bir 6rnegini gosterir ve birkag saatte sonlanabilir [3, 70, 84,
85]. PC’nin epileptogenik aktivasyonu ilacin miktar1 ve pilokarpin enjeksiyonundan
24 saat once LiCl ile muamele edilmesi, pilokarpinin potansiyelini 10 kat arttirabilir
[70]. Honchar ve ark. duygulanim bozuklugu olan hastalarda kullanilan
doza esit miktarda lityum uygulanan siganlara daha sonra subkonvulzif
dozlarda kolinerjik agonistlerin uygulanmasi ile epileptik aktivenin ortaya
ciktigin1  gostermislerdir. Lityumun kolinerjik agonistlerin epileptik

aktivitesini artirmasinda fosfoinositid metabolizmasinda olusturdugu

32



degisikliklerin sorumlu olabilecegi bildirilmistir, fakat bu etkinin
mekanizmasi1 tam olarak agiklanamamistir. Bazi1 ¢alismalarda lityumun,
asetilkolin sentez ve salinimini stimiile edebildigi bildirilmektedir [58].

LP ile olusturulan limbik ndbetler ve SE'un davranigsal, elektrografik ve
noropatolojik oOzellikleri oldukg¢a iyi tanimlanmistir. Siganlarda sistemik olarak 3
mEq/kg lityum kloriir verildikten 20-24 saat sonra 30 mg/kg sistemik pilokarpin
hidrokloriir verilmesi, saatlerce siiren ve genellikle 24 saat i¢inde 6liimle sonuglanan
jeneralize konvulzif SE'a neden olmaktadir [76, 84, 86]. Kan beyin bariyerini
gecmeyen antikolinerjik olan Metilskopolamin bromit (MSB), MSS’ni etkilemeyen
periferal sarsintilar1 azaltmak amaciyla kullanilmaktadir [81]. Davranigsal bulgular,
pilokarpin enjeksiyonundan sonra ilk 5 dakika icinde periferik kolinerjik
stimiilasyona bagh piloereksiyon salivasyon, diilirez gibi bulgular takiben kasinma,
cigneme, 1slak kopek titremeleri gibi ¢esitli davranigsal otomatizmalar, bas sallama,
ayak klonusu ve sonugta jeneralize konvulzif SE'dan olusmaktadir [76].

LP ile olusturulan nébetleri diazepamin 6nledigi gosterilmistir [78, 83]. Glien
ve ark. LP ile olusturulan SE’ ta 4 saat sonra diazem tarafindan krizler
durduruldugunda 6liim oranimin %100 gerceklestigini, SE davranisinin 90 dk ile
simnirlandirildiginda  ise  Oliim  oraninin  6nemli derecede (%45) azaldigim
gostermiglerdir [83]. Bununla birlikte, Morrisett ve ark. pilokarpinden 60 dakika
sonra verilen diazepamin SE'u durdurmadigini bildirmislerdir [87].

PC’den once kolinerjik aktiveyi inhibe eden muskarinik antagonist olan
atropin verilmesi bu modelde nobet aktivitesini tamamen Onlerken, SE
baslangicindan kisa bir siire sonra uygulanmasi ise siiregelen nobetleri durdurur [76,
88]. Eger atropin SE basladiktan dakikalar sonra verilirse, devam eden nobetler
iizerine etkisi olmamaktadir. Bu durum bu modelde SE'un baslamasindan kolinerjik
stimiilasyonun sorumlu oldugunu, buna karsin baska nérotransmitter sistemlerin de
rol aldigimi gostermektedir. Yiiksek afiniteli kolin transportunun potent bir inhibitorii
olan hemikolinyum-3 pilokarpinden oOnce verildiginde SE gelisimini onler ve
mortaliteyi azaltir. Buna gore, presinaptik kolinerjik aktivite SE gelisimini

diizenlemektedir [76].
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Jeneralize konvulzif nébetlerin tedavisinde kullanilan fenobarbital, fenitoin,
karbamezapin ve paraldehid ndbetlerin olusumunu 6nlerken, tam olusmus SE'a kars1
paraldehid disindaki ajanlara direng gosterir. Jope ve ark., LP ile olusturulan SE’un
asetilkolin konsantrasyonu, sentez ve salinigi ile kolin konsantrasyonu iizerine
etkilerini incelemislerdir [87]. LP verilen sicanlarda, baglangicta (15 dk) kortekste
asetilkolin konsantrasyonu hafifce azalmig, 24. dakikadan itibaren siirekli bir
yiikselme goriilmiis ve pilokarpinden 2,5 saat sonra pik yaptig belirlenmistir [76].

PC’nin yiiksek bir dozunun sistemik idaresi elektroensefalografik aktivite,
hiicre hasar1 ve cirpinmalarindaki degisiklik olarak belirtilen, beyindeki asirt
kolinerjik duruma neden olmaktadir [88]. PC’nin 300-400 mg/kg i.p.
enjeksiyonundan sonra goriilen noropatolojik degisiklikler piriform korteks,
entorhinal korteks, klaustrum, amigdala, dorsal, lateral ve ventromedial talamik
nukleuslar, anterior olfaktor nukleuslar, hipokampal CA1l, CA3 ve CA4 alanlan,
substansiya nigra ve neokortekste saptanmistir. Rhinal sulkusun dorsalindeki
temporal korteks ve singulat korteks pilokarpine 6zellikle duyarlidir [76].

Stres, ilag, epilepsi gibi travmatik kosullarda noérogenez artmaktadir [19].
Arastirmacilar, kolinerjik muskarinik reseptorlerin asir1 stimiilasyonunun limbik
nobetlere ve beyin hasarma yol acabilecegini ve muskarinik kolinerjik
mekanizmalarin TLE ve epileptik beyin hasarimin etiyolojisi ile iliskili olabilecegini
ileri stirmiislerdir [72, 74, 76]. Cogalan, farklilasan ve go¢ eden ndral progenitorler
ergin beyninin RMS’de stirekli olarak aktiftir [12]. Ergin kemirgen TLE’nin KA ve
PC modelinde, kemokonvulsant indiiklii SE enaz birka¢ giinliik latent bir periyottan
sonra DG hiicre populasyonunu yaklasik olarak 5-10 kata kadar arttirmaktadir [30].
Pilokarpin ile olusturulan SE, rostral SVZ’deki ¢cogalan hiicre sayisini arttirmaktadir.
Hipokampus, epilepsi ile iliskili beyin hasarma en duyarli yapilardan biridir ve
limbik nébetlerin  gelismesi siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar [3]. Yetiskin
kemirgenlerdeki on beyin SVZ’sindeki 1srarli noral prekiirsor hiicrelerindeki beyin
hasarinin etkileri ne yazik ki tam olarak anlagilmamistir. Uzun siireli krizler SVZ-OB
yolundaki ndron populasyonunu arttirmaktadir. Uzamis kriz etkisi ndrol prekiirsorler
icin yiiksek hassasiyet siralamaktadir. SE olfaktor yoldaki noral prekiirsor gociinii

arttirmakta ve RMS noroblastlarinin bir kisminin diger 6n beyin bolgelerine plansiz
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bir gekilde go¢ etmesine ve erken donemde olgunlagsmadan yoldan ¢ikmasina neden
olmaktadir. SVZ-olfaktor yolun nérogenezinin dinamik yapis1 ndrogenik yolun kriz
sirasinda nasil degistigini analiz etmeyi zorlastirmaktadir. Ornegin kemirgen 6n
beyin SVZ’de ne kadar yeni hiicre iiretilse de bu prekiisérler birkag mm veya
SVZ’den OB’a kadar giinler i¢cinde go¢ etmektedir ve go¢ ederken RMS’de
boliinmeye devam etmektedir. SE; SVZ ve RMS tek basina veya kombinasyonlu
birgok mekanizmayla olusan noroblast populasyonunu gelistirebilmektedir. Bunlar
noral prekiisror jenerasyon oranimin artmasina delil olmak iizere, kisa donem yasam
siirelerini yiikseltmek veya noroblast gociinii kaudal SVZ’den rostrale dogru
hizlandirmaktir [3, 30].

Son veriler epilepsi patogenezinde normal olmayan ndrogenezin ve
astrogliozisin anahtar rol oynadigin1 gostermektedir. Epilepsi graniil hiicre tabakasi
veya inhibitor interndron kaybimin aksonal veya dendritik reorganizasyonunu,
ayrilmasint kapsayan beyindeki uzun siiren plastik degisikliklerle sonuglanir.
Epilepsi hareketi SGL ve SVZ’deki hiicre populasyonlarinda da artmakta ve sonra
hilus ve CA1°deki astrogliozis’deki anormal graniiler noronlar tiretmektedir [85].

Nobetlere bagli beyin hasarinda apoptozis ve bununla iliskili biyokimyasal
mekanizmalar lizerindeki arastirmalar 1990’larin ortalarinda baslamistir. Bu konuda
yapilan ilk c¢alismalarda sigan beyinlerinde, uzamis nobetlerden sonra, TUNEL
yontemiyle in situ apoptotik DNA parcalanmasi saptanmistir. Hiicre fenotip
analizleri, bu tlir hiicrelerin % 90’dan fazlasinin noronlardan olustugunu ortaya
koymustur. Kisa nobetlerden sonra 6len az sayidaki néronda da DNA parcalanmast
saptanmistir. Ancak epileptik sigan modellerinde, olduk¢a az sayida dejenere néron
“klasik apoptotik morfoloji” sergilemektedir. Bu bulgular, en azindan sican
modellerinde, nobetlerin neden oldugu hiicre 6liimiiniin apoptozisin her 6zelligini
gostermedigini ifade etmektedir. Buna karsilik, fare hippokampusundaki dejenere ve
TUNEL pozitif hiicrelerin yaklasik 1/3’ii  apoptotik niikleer degisiklikler
gostermektedir [77].

Limbik krizlerin hiicre 6liimiinii ve dogumunu arttirdig1 bildirilmektedir [19].
LP’e baglh SE'un beyinde hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir. SE'a baglh

hiicre 6limiinde hem apopitozis, hem de nekrozis rol oynamaktadir. SE sonrasinda
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apoptotik hiicreler 6zellikle hipokampus, piriform korteks ve entorhinal kortekste
belirlenmistir. Ayrica kaspaz inhibitorleri gibi apoptozisi inhibe eden ajanlarin
epilepsiye bagli hiicre hasarin1 azalttigi gosterilmistir [76]. SE’un olusum
mekanizmasinin inhibitér sistemin yetmezligi ve eksitator sistemin aktivasyonu

oldugu diistiniilmektedir [73].

1.4. APOPTOZIS (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptozis terimi, ilk defa iskogyali aragtirmacilar olan Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak
tanimlanmistir. Apoptozis canli hiicrelerde, pre-implantasyon déonemden baslayarak
tiim biyolojik siire¢ igerisinde istenmeyen veya gereksiz hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda ve doku homeostasisinde rol alan fizyolojik bir programlanmis hiicre
6liim mekanizmasidir [76, 89].

Apoptozis, saglikli dokularin gelisimi ve devamliligi igin biiyiik Onem
tasimaktadir. Dokuda normal sartlarda hiicrelerin ¢ogalmasi ile Olimi denge
halindedir. Erigkinlerin dokularinda bu denge doku hacminin devamliligimi saglar.
Hiicre 6liimii embriyoda organogenez sirasinda ve yetiskinlerde hiicre farklilagmasi
sirasinda fizyolojik olarak gerceklesir. Buna karsin dengenin apoptozisin lehine
veya aleyhine bozulmas1 bircok 6nemli hastaligin patogenezine katkida bulunur.
Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandig1 hastaliklara AIDS,
norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli diyabet. hepatit C infeksiyonu.
miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar 6rnek verilebilir. Kanser ve
otoimmiin hastaliklarda ise apopitozis yavaslamistir. Programli hiicre 6liimiiniin
gelisimsel bir mekanizma olarak tanimlanmasi 1930’lara dayanir.gesitli dokularda
ortaya ¢ikan hasarlara yanit seklinde patolojik olarak da gergeklesir [76, 89].

Hiicrelerde o6liim iki sekilde gerceklesmektedir: Apoptozis ve nekrozis.
Apoptozis hem hiicre yaglanmasi gibi fizyolojik sartlar ile hem de HIV, kanser
ilaglar1, radyasyon, yiiksek doz glukokortikoid, ¢ok siddetli olmayan oksidatif

stres gibi patolojik sartlarda meydana gelebilirken nekrozis; iskemi, hipertermi,
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hipoksi, toksik maddelerin yiiksek konsantrasyonlari, siddetli oksidatif stres gibi
patolojik sartlara bagl olusabilmektedir.

Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir (Sekil 1.5). Apoptotik hiicrede
kiigiilme goriiliirken nekrotik hiicrede hiicre icine asin miktarda sivi girmesi
sonucu sisme goriilmektedir. Apoptotik hiicrede hiicrenin kromatini niikleus
membraninin ¢evresinde toplanir ve kondanse olur ancak nekroziste kromatin
paterni normal hiicredekine benzerdir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinligiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis
gergeklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani intaktir ve {izerinde kiiciik cepler

olusmaktadir [76, 89, 90].

NEKROZ APOPTOZIS

Sekil 1. 6.Apoptozis ve nekrozun morfolojik olarak karsilastirilmasa.

Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir ve degisen miktarlarda nukleus
veya diger hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama
apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere pargalanmaktadir. Apoptozisde apoptotik
hiicre veya cisimciklerin plazma membranlar1 hasara ugramadigindan komsu

hiicreler ya da makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bu nedenle inflamatuar bir
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yanit olugsmaz. Nekrozisde ise plazma membraninin biitiinliigliniin bozulmasi
nedeniyle hiicre igeriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir.
Apoptozis bir hiicre hasarina yanit olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar
sonucu gelismektedir. Apoptozis 6nceden belirlenen bir yol ile koordineli olarak
meydana gelirken, nekroz bir¢ok biyokimyasal olaydan bagimsiz olarak gerceklesir
ve hiicrede enerji stoklarinin tiikenmesi ile aktive olur. Apoptotik siire¢ enerji
gerektirirken,  nekrozisin = gergeklesmesi  i¢in  enerjiye  gereksinim
bulunmamaktadir (Tablo 1.1) [76, 89].
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Tablo 1.1. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi [78].

Fizyolojik olmayan
(patolojik) etkiler sonucu
gergeklesir

Lizozomal enzimler
salmir

Inflamasyona neden olur

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan | Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
nedenler Hipertermi Hiicre yaslanmas1 “Senescence”
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglari
Toksik maddelerin yiiksek | Radyasyon
konsantrasyonlar1 Yiiksek doz glukokortikoid
Siddetli oksidatif stress Fas veya TNFR-1(tumor nekrozis
factor reseptorii-1) reseptorlerinin
aktivasyonu
Sitotoksik T lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif
stress
Morfolojik Hiicre membrani Intakt hiicre membrani fakat
ozellikler biitiinliigiiniin kayb1 membranda “bleb”’lerin olusumu
Kromatin “flocculation”n | Kromatinin niikleer membran
Hiicre sismesi civarinda toplanmasi ve
Organellerin yogunlagmasi
disintegrasyonu Hiicre kii¢tilmesi
Endoplazmik retikulumun | Organellerde disintegrasyon yok
dilatasyonu Hiicrenin intact mitakondri,
Biiyiik vakuollerin ribozom, nucleus pargalari ve diger
olusumu organelleri iceren membranla kapl
Hiicre lizisi apoptotic cisimciklere parcalanmasi
Biyokimyasal | Bozulmusiyon Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarin
ozellikler hemostazisi ve enzimatik basamaklarin olmast
ATP gerekmez (pasif ATP gereklidir (aktif siireg)
stireg) +4 °C’de gergeklesmez)
+4 °C’de gergeklesebilir DNA internukleozomal alanlarda
DNA rastgele parcalanir 180 kb ¢iftinin katlar1 olacak
(agaroz jel sekilde kirilir mono ve
elektroforezinde “smear” oligonukleozomlara ayrilir (agaroz
goriintiisl) jel elektroforezinde merdiven
Postlitik DNA patterni=apoptozisin en 6onemli
fragmentasyonu belirteci)
(=6limiin gec sathasinda) | Prelitik DNA fragmentasyonu
(=erken evrede gergeklesir)
Diger Hiicreler gruplar halinde Hiicreler tek tek veya birkagi
ozellikler olar birarada oliir

Fizyolojik sartlarda da
gergeklesebilir

Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon goriilmez
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamizda 180-260 gr agirliginda 40 adet Wistar albino tiirli eriskin erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlar bir kafeste 5 adet olacak sekilde yerlestirildi ve standart
diyet ile su ve yem alimlar1 kisitlanmadan beslendiler. Proje ile ilgili deneysel
caligmalar ve drneklerin degerlendirilmesi, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dali aragtirma laboratuarinda ve Histoloji-Embriyoloji Anabilim
Dal1 mikroskopi laboratuarinda yapildi.

Denek sayist kirk olarak kararlastirilan calismamizda I.grup (n=3) epilepsi
yapilmamis-olfaktor mukozasi saglam (LP-CS-), Il.grup (n=3) epilepsi yapilmis-
olfaktor mukozast CS ile yikanmamis (LP+CS-), Ill.grup (n=3) epilepsi
olusturulmus- olfaktor mukozast CS ile yikanmig (LP+CS+), IV.grup (n=3) ise
epilepsi olusturulmamig-olfaktdr mukozas: CS ile yikanmis (LP-CS+) olmak tizere
dort ayr1 grup olusturuldu. Her grubun 4, 7, 14, 21 ve 30. Giinler igin tekrarlar
yapildi.

2.1. CINKO SULFAT UYGULAMASI

Daha onceki caligmalarda CS soliisyonu, nasal mukozada reseptdr hiicre
hasar1 olusturmak icin kullanilmis ve olfaktor sinir tabakasi ve glomeriiler tabakada
olfaktdr aksonlarin dejenerasyonu ile sonuglanmistir. %1 ila %35 oranlarinda
kullanilmig olan CS intranasal olarak verildiginde olfaktdor mukozadaki epitel
hiicrelerin kaybina neden olmaktadir [52, 53]. Caligmamizda CS irrigasyonu ile
olfaktdor mukozadaki ndroepitel hiicreler denatiire edilerek OB'daki graniiler ve
glomeriiler hiicre tabakalar1 ile baglantis1 kesildive buna olfaktor mukozadaki bazal
hiicrelerin verdigi tepkiler incelendi.

Deney hayvanlarindan nazal irrigasyonu yapilacak olan gruplara (Grup II ve
IV ) genel anestezi (ketamin 75mg/kg, i.p. ve xylazine 10 mg/kg, i.p, ketamin-
xyilazine anestezisi) altinda burun mukozasina 0,5 ml % 1 lik ZnSO4 bilateral
intranasal inflizyonlar1 uygulandi.

Burun mukozalarina ZnSO4 uygulnmayan gruplarda (Grup I ve III)
mukozaya 0,5 ml %0,9 luk serum fizyolojik (SF) intranasal olarak verildi. Grup IV
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irrigasyondan 24 saat sonra Grup III ile birlikte lityum ve pilokarpine ile SE
olusturuldu. Deney hayvanlarindan belirlenen giinlerde (4, 7, 14, 21, 30.giinlerde)
ornekler alindi. Hem olfaktér noéroepiteldeki bazal hiicrelerin, hem de SVZ’deki
progenitér hiicrelerin rejenerasyonu tamamlamalari, noritlerini vererek sinaptik
baglantilarin1 yapmalar1 21 giinliikk bir siirede gerceklesmesi sebebi ile literatiire
uygun olarak 3 haftalik bir bekleme siiresi tercih edilmistir. Karsilastirmak amaciyla
farkli zamanlarda almacak Orneklerle de bu siirecin ilerleyisi takip edildi. Deney
sonunda OB’taki hiicrelerin regenerasyonunda normal ve epileptik hayvanlarda

SVZ’deki hiicrelerin davranisi belirlendi [13].

2.2. EPILEPSININ OLUSTURULMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Deneyde Lityum ve Pilokarpin kullanilarak epilepsi modeli (status
epilepticus) olusturuldu. Bu ¢aligmada kullanilan lityum ve pilokarpin distile suda
¢oziildi. 0.2 ml hacminda i.p. olarak enjekte edildi. Epileptik sicanlarda (Grup III ve
IV) onceden tanimlandig gibi lityum pilokarpinle tetiklenen SE olusturuldu. Lityum
klorid(127 mg/kg i.p., Sigma), pilokarpin enjeksiyonundan 19-24 saat once verildi.
Sicanlar methylscopolamine bromid (1 mg/kg, sigma, pilokarpinden 30 dk once) ile
muamele edildi ve daha sonra pilokarpine (50mg/kg, i.p., Sigma) nin tek dozu
verildi. MSB bir kolinerjik antagonistir ve bunun yani sira kan beyin bariyerini
gecemez. MSB, pilokarpin uygulamasinin olusturacagi periferik etkilerin azaltilmasi
amaciyla kullanmildi [70, 74, 78, 81, 83, 85, 86, 88].

Sicanlar, pilokarpin HCI enjeksiyonundan sonra iki saat boyunca nobet
siddetlerinin tesbiti ve ndbete giris latanslar1 i¢in gozlendi. Pilokarpin
uygulamasindan sonra sadece 2 saat siirekli siddetli kriz aktivitesi (kafa ve 6nlimbik
kloniisii) goriilen sicanlar bu deneyde kullanildi [3]. Limbik nébetlerin
derecelendirilebilmesi i¢in Racine skalas1 kullanildi (Tablo 2.1) [5, 6, 70, 75]. SE
baslangicr siirekli kriz aktivitesinin baglamasindan 6nceki normal davranis ile krizler
arasinda ilk atak olarak tanimlandi. Siganlara, hem 6liim oranimi1 azaltmak, hem de
standardizasyon saglamak i¢in, SE'un siiresini 2 saat ile sinirlandirmak amaciyla,
diazepam (10mg/kg, i.m.) enjeksiyonu yapildi. Normal kontrol siganlar1 lityum-MSB

ve pilokarpin yerine saline ve enjeksiyondan 2 saat sonra tek doz diazepam
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uygulandi. Deney sonunda OB’taki hiicrelerin rejenerasyonunda normal ve epileptik

hayvanlarda SVZ’deki hiicrelerin davranisi aragtirildi.

Tablo 2.1. Racine skalasi [5, 6, 70, 75].

Skor Davranig L
0 Normal, epileptik olmayan aktivite

1 Agiz ve fasial hareketler, hiperaktivite, esme, 1slak kopek sarsintilar
2 Bas sallama, titreme

3 On ekstremite klonusu ve ekstensiyonu

4 Ayaga kalkma, tiikriik salgima

5 Diisme, Status epileptikus

2.3. ORNEKLERIN ALINMASI

Erigkin sigcanlar pilokarpin ya da tuz uygulanmasi sonrasinda 4, 7, 14, 21 ve
30. giinlerde anestezi altinda intrakardiyak perfiizyona alindi. Perfiizyon igin
oncelikle intraperitonal anestezi (ketamin 75mg/kg, i.p. ve xylazine 10 mg/kg, i.p.,
kombinasyonu uygulanarak) yapildi. Anestezi altindaki sicanlarin gogiis kafesleri,
kalpleri goriinecek sekilde acildiktan sonra, perfiizyon igin 6nce sol ventrikulden bir
kateter araciligiyla serum fizyolojik verilirken sag atrium da kalbe donen kanin
tamamen bosaltip serum fizyolojikle yer degistirmesi icin kesildi. 100-150 ml serum
fizyolojik perfiizyonunu takiben yine sol ventrikulden yaklasik ayni hacimde
%]10’Iuk formol ¢ozeltisi verildi. Formol perflizyonunun bir 6zelligi olarak 6n
ekstremite ve yiiz kaslarinda formole bagli istemsiz titremeler biitiin sicanlarda
gozlendi. Perfiizyonun tamamlanmasi ardindan sicanlar dekapite edildi. Beyinleri bir

biitiin olarak ¢ikartildiktan sonra %10luk formol ¢6zeltisinde 1-2 giin bekletildi.

2.4. HISTOLOJIiK DEGERLENDIRME
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OB ve SVZ i¢in beyin ornekleri ve nasal kaviteden olfaktdor mukoza alinip
fiksasyon tamamlandiktan sonra Ornekler Celal Bayar Universitesi Histoloji-
Embriyoloji Laboratuar’inda oda 1sisinda, %10’luk formalin solusyonu i¢cinde 24-48
saat tespit edildi ve bir gece akarsu altinda yikanarak standart parafin doku takibine
alindi.

Parafin doku takibi: Tespit edilen beyin dokulari, fiksatiflerin uzaklastiriimalar
amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 15’er dk
%60°dan %95’e artan oranlarda etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 15 dk 1:1
oraninda ksilen-alkol karisimima ve seffaflastirma amaciyla 15’er dk iki degisim
ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etiiv icersinde 15 dk 1:1 oraninda ksilen-parafin
uygulanip 30’ar dk parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin
bloklar igerisine gomiildii. Elde edilen bloklar, rotary mikrotomla Sum kalinliginda

seri kesitlere ayrildi.

2.4.1. Hematoksilen-Eozin boyamasi

Rotary mikrotom araciligi ile aliman 5p’luk parafin kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilene
tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den %60’a azalan oranlarda
alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dk akar su altinda yikandi. 2 dk hematoksilen
ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dk akar suda
yikanan kesitler 30 saniye eozin boyasi ile boyandi. Ayn1 sekilde 5 dk akar su altinda
yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95°lik alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dk iki degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

2.4.2. Kresil violet boyama

Rotary mikrotom araciligi ile alinan 5p’luk parafin kesitler deparafinizasyon
islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilene
tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den %60’a azalan oranlarda
alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dk distile su ile yikandi. 3-5 dk ile kresil

violet boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dk akar
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suda iki yikama yapildiktan sonra %95°lik etil alkolde 5-30 dk tutuldu. %100°liik
alkolde 10 dk tutuldu. Daha sonra havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla

5’er dk iki degisim ksilende tutuldu ve entellan ile kapatildi.

2.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Alman beyin kesitleri immiinohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60 C°’lik
etlivde tutulduktan sonra, 30’ar dk iki sa degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan %95°ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dk bekletildi. Dakopen ile smirlandirilan
%0,5’lik tripsin soliisyonu i¢inde 15 dk tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik H,O, uygulandi. 3 defa 5’er dk fosfat tampon
soliisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile yikanan kesitler 1 sa bloklama
solusyonu ile muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra
primer antikorlar (NSE, GFAP, Laminin ve Myelin Basic Protein) ile bir gece inkiibe
edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-
streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dk boyandi. Yine ii¢ defa
5’er dk tampon soliisyonu ile yikandi. Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi
saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler entellan ile kapatildi.

Kimyasal markerlarin bir boélimi MSS’de yeni iretilen hiicrelerin
fenotiplerinin immiinohistokimyasal belirlenmesi icin siklikla kullanilir. NSE olgun
noronlari, GFAP ve S1008 ise olgun astrositleri belirlemek i¢in kullanilmaktadir
[63]. WGA-HRP yontemi ile ileriye dogru (anterograd) izleme gerceklestirip yeni
olusan ndronlarin nérit gelisimi arastirildi. Oliimden 24 saat dnce siganlara derin
anestezi yapildi. % 1 WGA-HRP (Laminin-sigma, intranasal inflizyon) 'nin 50 pl’i,
sulandirilmig saline, bir pipet ile tek dis burun deligi i¢ine yavasca damlatilarak(1-2
mm) uygulandi [7]. Inflizyon siiresince (3-5dk) sican yana cevirmek kaydiyla sirt
iistii yatirildi. Perfiizon sonrasi standart doku takibi ve immiinohistokimyasal
islemler uygulandi. Immunoreaktivitelerin dzellesmis olup olmadigini test etmek

amaci ile birer kesit PBS ile kontrol boyamasi yapildi.
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2.5.1.TUNEL Yéntemi ile Apoptotik Hiicre Oliimlerinin Belirlenmesi

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin
nick-end labeling) yontemi 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaslar1 tarafindan doku
kesitlerinde ve hiicrelerde ilk defa kullanilmistir. TdT enziminin aktivitesi i¢in
DNA’nin 3° ucu biotinlenmig dUTP ile birlesir. DNA kiriklarinin in situ olarak
taninmasin1 saglar. Parafin bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmig soliisyon
halindeki veya “plate”’lere ekilmis, ya da lameller {lizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde
apoptozisin varligi bu metodla saptanabilir [76, 89].

Programl hiicre 6liimii gegiren hiicreyi belirlemek i¢in TUNEL yapild1 [2]. %
10 formaldehit icindeki Ornekler parafinle bloklandi. Parafin bloklar 5 pm
kalinliginda kesildi. Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde deparafinize edildi. Ardindan 1
saat ksilen ile tekrar deparafinize edildi. Azalan alkol serileri ile rehidratasyon
uygulandiktan sonra dokular distile suda 10 dakika bekletildi. Kesitler tampon
solusyonu (PBS) ile 10 dk yikamaya tabi tutuldu. 15 dakika % 4’liikk paraformaldehit
ile muamele edildikten sonra, 20 pg/ml proteinase K ile 10 dakika beklendi ve
ardindan tekrar 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Ikinci kez % 4’liik
paraformaldehit 5 dakika uygulanip yikandiktan sonra, tampon soliisyonu ile 5
dakika yikanan kesitler primer antikor(TdT)-enzimi soliisyonu ile 37°C de 1 saat
inkiibe edildi. 10 dakika %22 NaCl ve % 11 Sodyum sitrat igeren soliisyon ile
uygulanan kesitlere tampon solusyonu ile yikama yapildiktan sonra endojen
peroksidazi inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lilkk H,O, uygulandi. Ardindan
tampon solusyonu ile oda sicakliginda 10 dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-
peroksidaz enzimi ile 30 dakika inkiibe edildi. Tampon soliisyonu ile yikanan kesitler
TUNEL reaksiyonunun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminobenzidin (DAB)
ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan
boyamasi saglanan kesitler %80 ve %95°lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen
ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi [13, 71]. Preparatlar 151k
mikroskopunda 40X biiyiitme ile incelendi ve her preparatta farkli alanlardan her bir
alanda 100 hiicre sayilarak TUNEL pozitif hiicre sayis1 belirlendi. Bu sayim islemi,

her bir 6rnekte farkli 5 alanda sayilarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada SVZ’de iiretilen yeni noronlarin siirekli olarak prolifere oldugu
ve OB’a dogru go¢ ettigi, SVZ ve OB arasinda bulunan tanjensiyal yol olan
RMS’deki hiicrelerin sayisi, hiicre gogii ve hiicre boliinmesi ile arttig1 saptandi.
Calisilan deneklerin SE yapilan grup i¢in yapilanlardan yaklasik yarisi oldii. Sag
kalanlardan ¢aligmaya alinanlar deney siiresince veya en fazla 30 giin siire boyunca
yasamis ve baskaca bir komplikasyon goriilmeyen denekler oldu.

SE modeli ile SVZ hasar1 yapilmaya ¢alisilan hayvanlarda 45 mg/kg dozunda
epilepsi olusturulamadi. 55 mg/kg dozunda biiyiik 6l¢iide hayvan kaybina karsilik
35.dk baslayan ve 60.dk kadar siiren genellikle 3-5 defa olmak iizere epileptik kriz
goriilen model olusturuldu. Bu deneklerin Racine skalasina gore 4-5 skorunu alanlar
calismada kullanildi. LP ile yapilan epilepsi modelinin basarili oldugu Racine skalas1
ile gosterildi (Tablo 3.1). SVZ'da hiicre proliferasyonunda artis, gruplar i¢in
morfometrik olarak degerlendirildi (Resim 3.1)

CS modeli ile OE hasarinin yapilmasinda histolojik kriterler kullanildi (Resim
3.2). CS ile yapilan OE i¢in hasar modelinde basari histolojik olarak degerlendirildi
(Tablo 3.2) ve gruplar arasi histomorfometrik analiz hasarin en ¢ok oldugu 4.giin
resimleri (Resim3.3) iizerinden calisildi.

SVZ'un degerlendirilmesinde, hiicre proliferasyonunun artmaya basladig1 4.
glin ile norogenezin en ¢ok oldugu 14. giin biiyiikk biiylitme ile kresil violet
boyamalarinda SVZ goriintiilerinde (Resim 3.4), LP+ gruplarda 4.giinde kontrol ile
ayni olan hiicre proliferasyonunun, 14.giinde belirgin olarak artti1 saptandi ancak,
tek basina CS uygulamasi ile boyle bir artis saptanmadi. Her ikisi birlikte
uygulandiginda (LP+CS+), LP+CS- ile benzer sonucun oldugu goriildii. Bu artisin
7.glinde basglayan 14.giinde maksimum olan ve 21.giinde azalmaya baglayarak
30.giinde kontrol ile uyumlu sonuglara dénen bir davranis sekli oldugu goriildii
(Tablo 3.3).

SVZ hasar1 sonrast RMS boyunca hiicre davranisinin HE boyamalarinda
(Resim 3.5) SVZ bolgesine benzer ancak Ozellikle her iki uygulamanin oldugu

grupta daha belirgin ve zaman bagiml oldugu goriildii (Resim 3.6). RMS bdlgesinde
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LP+CS- grubunun 4.giinde kontrol ile ayni olan hiicre davranisinin, 14.giinde
belirgin olarak arttig1 saptandi ancak tek basma CS (LP-CS+ grubu) uygulamas ile
boyle bir artis saptanmadi. Her ikisi birlikte uygulandiginda (LP+CS+), LP+CS- ile
benzer sonucun oldugu goriildii. Bu artisin 7.glinde baglayan 14.giinde maksimum
olan ve 21.giinde azalmaya baslayarak 30.giinde kontrol ile uyumlu sonuglara dénen
bir davranis sekli oldugu goriildii (Tablo 3.4).

LP ve CS wuygulamasi ile OE hasarinin, mukoza kalinligina gore
degerlendirilmesi yapildiginda, CS+ gruplarda 4. giinde belirgin mukoza incelmesi
goriiliirken, 30. giine kadar kontrol grubuna yakin degerlere geldigi goriildii (Tablo
3.5). LP uygulamasinin olup olmamas: istatistiksel olarak anlaml degisiklige yol
agmadi.

Gruplarin kiigtik biiyiitmelerle gosterilen 4 ve 14 giin i¢in SVZ hasar1 (Resim
3.9) ve RMS aktivitesi (Resim 3.10) yapilan immiinohistokimyasal boyamalarla
degerlendirildi (Resim 3.11-13). Bu resimlerle hasar sonrasi ¢ogalan ve go¢ eden
hiicrelerin davranig bigimi daha genel bir bigimde gosterildi.

Gruplarin karsilastirilmasi i¢cin nérogenezin en ¢ok oldugu 14. giin biiyiik
biiyiitme RMS GFAP resimleri (Resim 3.11) astrosit hakimiyetini ve aktivasyonunu
gosterdi. Bu davranis 4.giinde baslayan ve gittikce azalan gliozisin zamanla
dagildigin1 gosterdi (Tablo 3.6). RMS ig¢indeki hiicrelerin néron olanlarinin
davranisini incelemek icin bir marker olan NSE arastirildi. Noron davranisinin da
astrosite benzer sekilde oldugu, hem 14.giinde resimlerle (Resim 3.12) hem de artan
ndron sayisinin zaman bagimli olarak azaldigi morfometrik olarak gosterildi (Tablo
3.7). SVZ hasar1 sonrasi artan hiicre yogunlugunun 6len hiicrelerle iligkisini anlamak
i¢in yapilan TUNEL boyamasinda (Resim 3.13) 4.giinde belirgin olarak goézlenen
apoptozisin, yine benzer sekilde zaman bagimli azaldig1 gosterildi (Tablo 3.8).

Gruplarin karsilastirilmasi i¢in ndrogenezin en c¢ok oldugu 14. Giin biiyiik
biiyiitme OB HE (Resim 3.14, sol kolon) ve kresil violet (Resim 3.14, sag kolon)
boyama resimlerinde hiicre yogunlugunda CS+ gruplarda zaman bagimli olarak artis
saptanirken, bu artigin néron diizeyinde oldugu NSE boyamasi ile gosterildi (Resim

3.15, sol kolon) ve apoptozise (Resim 3.15, sag kolon) eslik ettigi goriildii. Hem
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histolojik (Tablo 3.9) hem de immiinohistokimyasal morfometrik analizle (Tablo
3.10-11) zaman bagimli olarak bu davranis dogrulandi.

Sonug olarak SE’un beyinde hasar sonrast SVZ’deki progenitor hiicre artisi,
hiicrelerin OB’a dogru RMS yoluyla gocii, OB’a gelen internéronlarin farklandiklari
goriilmektedir. OE’deki hasarm bazal hiicreler tarafindan onarilmasi sonucu CS m
olusturdugu degisiklikler ortadan kalkmistir. Bu iki olayn birbirinden bagimsiz
meydana geldigi sonucu ¢ikarilmig fakat bu islemlerdeki mekanizmalar tam olarak

anlagilmamustir.
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+1 +2

+3 +4
Resim 3.1. SE modelinin SVZ-RMS iizerine etkisinin 14. Giin Orneklerinde
histomorfometrik degerlendirilmesi. En az hasara bagh hiicre yogunlugu +1 ile en

cok hasara bagli hiicre ¢ogunlugu +4 i¢in secilen 6rnek Kresyl Violet (KV)
goriintiileri.
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+1 +2
+3 +4
Resim 3.2. CS modeli ile OE hasarmin 4. Giin orneklerinde histomorfometrik

degerlendirilmesi. En az hasardan +1 ile en ¢ok hasar +4 i¢in segilen Ornek
goriintiiler.
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Tablo 3.1 Racine skalasina gore LP ile yapilan SE hasar1 modelinde basari
degerlendirilmesi.

LP-OE- LP+OE- LP+OE+ LP-OE+
ORT 0,25 4,56 4,75 0,35
0,15 0,58 0,75 0,22

Tablo 3.2 Histomorfometrik yonteme gore CS ile yapilan OE hasari modelinde
basar1 degerlendirilmesi.

LP-GS- LP+GS- LP+GS+ LP-GS+
ORT 028 036 225 230
SD 012 016 065 052

LP-CS-X1000 LP+CS-X1000

. 4 9
LP+CS+X1000 LP-CS+X1000

Resim 3.3 CS ile yapilan OFE hasar1 modelinde hasarin en fazla oldugu 4. Giin
gruplarin histomorfometrik yontemde kullanilan OE histolojik goriintiileri.
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4. Giin LP-CS-X1000 14. Giin

11
4. Giin LP+CS-X1000 14. Giin

4. Giin LP-CS+X1000 14. Giin
Resim 3.4 Gruplarin kargilagtirilmasi i¢in hasarin en ¢ok oldugu 4. Giin ile

ndrogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin biiyiik biiyiitme ile KV boyamalarinda SVZ
resimleri.
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4. Glin LP-CS-X1000 14. Giin

P+CS-X1000 14. Giin

4. Giin LP+CS+X1000 14 Giin

4. Gln LP-CS+X1000 14. Giin

Resim 3.5 Gruplarin kargilagtirilmasi i¢in hasarin en ¢ok oldugu 4. Giin ile
norogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin biiyiik biiylitme HE boyama RMS goriintiileri.
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21.G LP+CS+X1000 30.G

Resim 3.6 Giinlerin karsilagtirilmasi igin hasari birlikte goriildiigii LP+CS+ grubunun
4,7, 14, 21 ve 30. giin biiytik bilylitme RMS resimleri.
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000

2

4.Giin LP-CS+X1000 14.Giin

Resim 3.7 Gruplarin karsilastirilmasi i¢in hasarin en ¢ok oldugu 4. Giin ile
ndrogenezin en ¢ok oldugu biiyiik biiyiitme 14. Giin OE resimleri.
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14. Giin LP+CS+X1000 14. Giin

21. Giin LP+CS+X1000 30. Giin

Resim 3.8 Giinlerin karsilastirilmasi i¢in hasar birlikte goriildiigii LP+CS+ grubunun
4,7,14, 21 ve 30. giin biiyiik biiyiitme OE resimleri.
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Tablo 3.3 LP ve CS uygulamas: ile SVZ hasarina bagli hiicre yogunlugunun
histomorfometrik degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasiile SVZ hasari
sonrasi hiicre yogunlugu

W LP-CS- WLP+CS- M LP+CS+ WLP-CS+

ort+SD
[3%]

04.G 07.G 14.G6 216 30.G

Tablo 3.4 LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasarma bagli RMS hiicre yogunlugunun
histomorfometrik degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasiile
SVZ hasarina bagh nérogenez

MLP-CS- MLP+CS- WLP+CS+ MLP-CS+

T T
_ i T
0 |
04.G 07.G 14.G 21.G 30.G

ort+SD
[x¥]
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Tablo 3.5 LP ve CS uygulamasi ile OE hasarmin histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasiile OE hasari

B LP-CS- EmLP+CS- mLP+CS+ MLP-CS+

ort+SD
[ %]

04.G 07.G 14.G6 216 30.G
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4. Gin LP+CS-X40 14. Giin

4. Giin LP+CS+X40 14 Giin

4 Gin LP-CS+X40 14. Giin
Resim 3.9 Gruplarin kargilagtirilmasi i¢in hasarin en ¢ok oldugu 4. Giin ile

ndrogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin biiyiik biiylitme SVZ Kresyl Violet(KV)
resimleri.
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4. Giin LP-CS-X40 14. Giin

4. Gln LP+CS-X40 14. Gin

4. Giin LP+CS+X40  14. Giin

4. Giin LP-CS+X40  14. Gin
Resim 3.10 Gruplarin karsilastirilmasi i¢in hasarin en ¢ok oldugu 4. Giin ile
norogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin biiyiik biiyiitme RMS Kresyl Violet (KV)
resimleri.
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14.Glin LP+CS-X1000

14.Giin  LP+CS+X1000 14.Giin LP-CS+X1000
Resim 3.11. Gruplarin karsilastirilmasi i¢in ndrogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin

biiyiik biiyiitme RMS GFAP resimleri.

Tablo 3.6 LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasarinin GFAP histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasari sonrasi
GFAP immunohistomorfometrisi

B[ P-CS- ®|P+CS- = |P+CS+ WLP-CS+

il

ort+SD

04.G 07.G 14.G6 21.G 30.G
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14.Giin  LP+CS+X1000 14Gin  LP-

CS+X1000

Resim 3.12. Gruplarin karsilastirilmasi i¢in nérogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin
biiyiik biiyiitme RMS NSE resimleri.

Tablo 3.7 LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasarinin NSE histomorfometrik

degerlendirilmesi.

ort+SD

LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasari sonrasi
NSE immunohistomorfometrisi

W LP-CS- W LP+CS- mLP+CS+ mLP-CS+

il

04.G 07.G 14.G 21.G 30.G

62




14. Giin LP-CS-X1000 14. Giin LP+CS-X1000

»

14. Giin LP+CS+X1000 14. Gin LP-CS+X1000

Resim 3.13. Gruplarin karsilastirilmasi i¢in ndrogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin
biiyiik biiytitme RMS TUNEL resimleri.

Tablo 3.8 LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasarinin TUNEL histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasi ile SVZ hasari sonrasi

, TUNEL immunohistomorfometrisi

M LP-CS- MLP+CS- mLP+CS+ MLP-CS+

il

ort+SD

04.G 07.G6 14.G 21.G6 30.G6
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LP-CS-X400 KV

LP+CS X400

LP+CS+X400

LP-CS+X400

Resim 3.14. Gruplarin karsilastirilmasi i¢in nérogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin
biiyiik biiyiitme OB HE ve KV boyama resimleri ile glomeril hiicreler (oklar).
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14. Giin-NSE

LP-CS-X400 14. Giin-TUNEL

-

14. Giin-NSE

14. Giin-NSE LP-CS+X1000 ~ 14. Giin-TUNEL

Resim 3.15 Gruplarin karsilastirilmasi i¢in nérogenezin en ¢ok oldugu 14. Giin
biiytik biiyiitme OB i¢in NSE ve TUNEL boyama resimleri.
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Tablo 3.9 LP ve CS uygulamasi ile OB hasarmin kresil violet( KV) histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasi ile OB hasari KV
histomorfometrisi

WLP-CS- MLP+CS- WLP+CS+ MLP-CS+

[

I

ort+SD

04.G 07.G 14.G6 216 30.G

Tablo 3.10 LP ve CS uygulamasi ile OB hasarinin NSE histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasi ile OB hasari NSE
immunohistomorfometrisi

W LP-CS- WLP+CS- mLP+CS+ MLP-CS+
T T T i ]-
0 1 e ] S— — —
04.G 07.G 14.6

21.6 30.G

ort+SD
(%]

=
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Tablo 3.11 LP ve CS uygulamasi ile OB hasarinin TUNEL histomorfometrik
degerlendirilmesi.

LP ve CS uygulamasi ile OB hasari
; _ TUNEL immunohistomorfometrisi
B LP-CS- W LP+CS- ® LP+CS+ m LP-CS+

ort+SD

04.G 07.G6 14.G6 21.G6 30.G6
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4.TARTISMA VE SONUCLAR

SVZ-OB sistemi erigkin bir organizmada yeni ndronlarin kokeni, gogii ve
entegrasyonunu caligmaya olanak sunmaktadir. Noral koék hiicreler gibi SVZ
astrositlerini belirlemekte gelecek i¢in merak uyandiran bir konudur [27]. Yeni
teknolojilerin gelismesi noérogenezin (yeni noronlarin dogumu) eriskin memeli
beyninin spesifik 2 bolgesinde (OB ve DG’un hipocampusu) devamli olarak
meydana geldigini ve erigkin memeli beyninin ¢ogu bdliimlerinde 6nemli sayida
multipotent noral prekiirsorlerin ve “’kok hiicrelerin’’var oldugunu gdsteren
arastirmalarin artmas1 ile sonuclanmistir. Prekiirsor hiicre biyolojisinin yiikselisi
merkezi sinir sistemi hasarinin tedavisinde, noral transplantasyon ve hiicresel
yenileme stratejilerini gdz Oniinde tutmayr saglamistir. “‘Yeni noron yapma’ fikri
norodejeneratif hastaliklar ya da kronik norolojik ve psikiyatrik hastaliklar ile ilgili
secici noron kaybi i¢in oldukga ¢ekicidir. Noral prekiirsor biyolojisinin ilk hedefi,
bolgesel olarak sinirli nérogenezisin nasil olustugu ve noéral prekiirsorleri nasil
yonlendirdiklerini 6grenmektir. Uygun molekiiler kontrollerin agiklanmasi hem
transplant prekiirsor hiicreler tizerindeki kontroliine, hem de endogenez hiicrelerinin
iyilesmesine bagli olan néronal yenileme terapilerinin gelisimine izin verir [10, 12,
23,31, 61, 88, 91].

Eriskin memeli beyninde ndrojenik alanlarin DG, SVZ/OB oldugu, beynin
kalaninin non-ndrojenik olarak tanimlandigi goriisii mevcuttur. Gegmis 10 yilda
bilinen ‘ndrogenik’ bolgelerdeki erigkin  ndrogenezinin  hasar tarafindan
uyarilabilecegini One siiren sayisiz raporlar sunulmustur. Lezyonlar, iskemi ya da
krizlerle meydana gelen hipokampus hasar1 DG ve OB’daki yeni dogan néronlarin
sayisini arttirir. Bu eriskin ndrogenezinin kemirgen DG’da yiiksek diizeylerde
bildirildigi ve OB’da maksimum olmadigimi ve belli kosullar altinda noéron tiretim
oraninin biiyiikk dl¢lide artabilecegini gostermektedir. Erigkin nérogenezinin hasari
izleyen beyin bolgelerinde bildirilmesi, diger beyin bdlgelerinde de benzerlik
oldugunu gosterir. Iskeminin yani sira ndronlarin selektif lezyonunun bir sonucu
olarak kemirgen neokorteksinde hasar tarafindan indiiklenen nérogenezin bulgulari

mevcuttur. Benzer bulgular; iskemi, biiyiime faktor infiizyonu ya da farmakolojik
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manipulasyonlar gibi deneysel manipulasyonun noéron iiretimine neden oldugu
striatum, amygdala, hipotalamus ve substantia nigra’y1 igeren diger beyin bolgeleri
i¢in de bildirilmektedir. Hasar ile indiiklenen nérogenez normal olarak bu islemi
destekleme yetenegi olmayan eriskin nérogenezinin ilimli bir artisi midir, yoksa
beyin bolgelerindeki nérogenez igin sakli potansiyelin bir uyanis1 midir? Bu konuyu
mevcut tekniklerle yeniden ¢6zmek zor olabilir, c¢iinkii erigkin ndrogenezinin
diizeyinin goreceli olarak yiiksek oldugu durumlarda BrdU ve NeuN double isaretli
hiicrelerin varligimi gosteren hassas olmayan metotlar kii¢iik hiicrelerin daha kii¢iik
sayilarmi tanimlama yeteneginde olmayabilir. Norogenezin indiiklii oldugu bazi
durumlarda saglam beyin bdlgelerinde meydana gelen ndrogenezin Orneklerinin
oldugu ya da hafif hasar indiikli ndrogenezi olusturdugunu degerlendirmek zor
oldugu zaman erigkin nérogenezinin kanit1 kontrollerden de ¢ikarilabilir [92, 93].

Eriskin beyinden noéral progenitdrler ve kok hiicrelerinin izolasyonu ve
kiiltiirli, MSS’de uygulanabilecek hiicresel terapiler i¢in yeni imkanlar sunmaktadir.
Yapilan ¢alismalar MSS ile ilgili bilgilerimizi tekrardan tanimlamamiza katkida
bulunur ve uygulanabilecek terapiler i¢in daha fazla sayida kok hiicre arastirmalart
yapilmas1 saglamaktadir [61]. Sinir sistemindeki noronlarn 6liimiinii diizenleyen
hiicresel ve molekiiler yollar ve gelisen beyinde kriz sonrasi kompleks olan yeniden
diizenleme islemi ile ilgili bilgilerimiz daha ¢ok erken sathalardadir [94].

OB’daki noérogenez biyolojik olaylarin bir serisi olan LV’iin periventrikiiler
bolgesinde noral kok hiicrelerinin ¢ogalmasi, RMS boyunca goc etmeleri ve
noronlara farklanmalarinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Fukushima ve
arkadaglari, noronal farklagsmanin RMS iginde ve glial farklilagmanin erigkin
OB’inda siirekli olarak meydana geldigini gdstermislerdir [7].

Kirschenbaum ve ark. tarafindan yapilan calismada RMS’deki hiicre gocii ve
boliinmesinin OB’a bagli olmadig1 bulbektomi yapilan farelerde gosterilmektedir.
OB’in SVZ prekiirsorlerinin devamli iiretimi ve gogii igin gerekli olmadig1 da ispat
edilmistir [95]. Biz de ¢alismamizda OB hasar1 olup olmamasinin,SVZ ve RMS deki
hiicre proliferasyonunu etkilemedigini gosterdik.

Temporal lobdan kaynaklanan kompleks parsiyel ndbetler, insanlar arasinda

en sik goriilen nobet tiplerindendir. TLE hastalarda kisilik bozukluklari, bilingsel ve

69



davranigsal bozukluklarin insidansi oldukga yiiksektir. Bu bulgular TLE gegiren
kisilerde ortaya ¢ikan noronal kayiplarla baglantilidir. Nobetlerin olusmasinda biiytik
oranda hipokampus ve temporal lobun diger yapilarinda ortaya c¢ikan noronal
kayiplar ve gliozis sorumlu tutulmaktadir [72, 76, 84]. Hayvanlarda temporal lob
epilepsisini taklit eden deneysel epilepi modelleri gelistirilmistir. Bunlar bir tanesi
kainik asit (KA) ile olusturulan deneysel epilepsi modelidir. Bu limbik sistemde
epileptik desarjlarin gelisimi, yayilmasi ve patolojik siireclerini degerlendirilmesi
icin uygun bir modeldir. KA'in yiliksek dozda intraperitoneal yolla sistemik veya
intraserebral uygulanmasi ciddi ndbetlere ve beyin hasarina yol agmaktadir. Bununla
birlikte bu modelde kendiliginden tekrarlayici ndbetler diisiik oranda olustugu ve
siklikla 45-60 giinde kayboldugu bildirilmistir. Kendiliginden tekrarlayict nobetler
status epileptikus (SE)’u takiben goriilen ve kendiliginden ortaya cikan tekrarlayici
nobetlerdir. Etkin ve letal dozlarini birbirine yakin olusuda KA modeli igin bir
dezavantaj olugturmaktadir [72, 76].

Diger bir kompleks parsiyel epilepsi modeli olan tutusma modelinde ise
kendiliginden tekrarlayici nobetler oldukca nadir goriilmekte ve noropatolojik hasar
saptanmamaktadir. Tetanus toksininin hipokampusa mikroenjeksiyonu ile
kronik/semikronik limbik epilepsi olusabilmekte ancak 151k mikroskobuyla néronal
hasar saptanmamaktadir. Elektriksel stimiilasyonla olusturulan limbik epilepsi
modelinde ise SE ve kendiliginden tekrarlayici ndbetler uygulanan sicanlarin
yalnizca %50'sinde olusmaktadir [72, 76].

Yiiksek doz pilokarpin veya LP uygulanmasiyla olusturulan kolinerjik
nobetler diger bir limbik ndbet modelidir. LP ile olusturulan deneysel epilepsi
modeli, ndropatolojik hasar agisindan insan TLE ile uyumludur. Bundan bagka
kendiliginden tekrarlayici nobetlerin siirekliligi ve cesitli antikonvulsantlara direncli
olmasi nedeniyle insan TLE’1 iyi taklit etmektedir. Diger limbik epilepsi modellerine
gore, ndbetler ve mortalite arasinda genis giivenlik araliginin bulunmasi bu modelin
limbik epilepsi yontemi olarak tercih edilmesinin en 6nemli nedenidir [72, 76].
Calismamizda deneysel limbik epilepsi olusturmak i¢in LP modeli yukarida
aciklanan nedenlerden dolay1 tercih edilmistir. LP yonteminde daha onceki

caligmalarda 30 mg/kg PC kullanilmis olmasina ragmen bu dozun SE olusturmak
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i¢in yeterli bir oran olmadigi yapilan 6n ¢alismalardan anlagilmigtir. Bu sonug tiirler
ve bireyler arasindaki farkliliklardan ve beyindeki reseptér yogunlugu veya bazi
enzim diizeylerindeki farkliliktan kaynaklanabilir.

Cesitli calismalarda lityum kloriir uygulandiktan 24 saat sonra 30 mg/kg
pilokarpin enjeksiyonunun Sprague-Dawley tiirii sicanlarda % 100 oraninda
generalize konvulzif SE'a neden oldugu ve genellikle dliimle sonuglandigi -
bildirilmektedir. Bununla birlikte, Wistar tiirli siganlarda yapilan bir ¢aligmada,
Lityum sonrasinda 30 mg/kg pilokarpin ile SE'e girmeyen sicanlara ikinci bir doz
30mg/kg verildigi bildirilmektedir. Bu ikinci dozdan sonra bu tiirdeki sicanlarda SE
girme orami Sprague-Dawley tiirii sicanlara esitlenmistir. Sican tiirleri arasinda
goriilen bu farklhilik, beyinde muskarinik reseptéor yogunlugu veya kolin
asetiltransferaz diizeylerindeki farkliliktan kaynaklanabilir [72, 76]. Eriskin memeli
onbeyin SVZ’de kriz tetikli ndrogenezin olusmasi, SE’'un SVZ ndroblastlarinin
cogalmasmi ve gogilinli degistiren mekanizmalarla ilgili sorular akla getirmektedir.
Bu konular erigkin sigan SVZ ve DGdaki endogenez noronal prekiirsorlerinin beyin
hasar1 olusturan diger durumlarda da aktif oldugunu kanitlamada 6nemlidir. Normal
ve hasta bdlgelerdeki ndral kok hiicrelerinin diizenlenmesini anlamamiz olgun
beyindeki degisen norogenez ve gliogeneze 1sik tutacaktir. Noral kok hiicre
cogalmasi, hiicre gocii ve farklilagsmasini yonetme yetenegi epilepsi ve diger beyin
hastaliklar1 i¢in yeni terapiler gelistirilmesine olanak saglar [60].

flk olarak 1912°de, sonradan 1932, 1938 ve 1944’te postnatal ve eriskin
kemirgen beynindeki mitoz boliinmeleri inceleyen sitolojik arastirmalar mitotik
olarak aktif SVZ’i ac¢iga ¢ikarmaktadir. Fakat burada c¢ogalan bu hiicreler
anlasilamamig, embriyonik donemde iiretilen SVZ’deki ¢ogu hiicrenin ndronlara
farklandig1 disiintilmiistiir. Caligsmalar gelisen immiinohistokimyasal tekniklerin
SVZ’nin daha kesin belirlenmesine izin verene kadar ilerlememistir [24, 65].

Parent, erigskin sican Onbeyin SVZ’deki hiicre artig1 iizerine uzun siireli
krizlerin etkisini incelemistir. Kontrollerle yapilan karsilastirmalarda pilokarpin
muamelesinden 7 giin sonra SVZ’nin rostral diizeylerinde 6nemli derecede artis
oldugu bildirilmistir. SE’dan sonraki 4. ve 14. giindeki artig daha kiigiik boyutlarda

oldugu ancak biyiikliigiin degiskenligi ve tiim hayvanlarda artis goriilmedigi
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saptanmistir. SE’un SVZ noéroblast populasyonunu genislettigi ve eriskin si¢an
onbeyindeki noron Onciillerinin gogiinii degistirdigi sonucuna varilmistir. Kriz
tesvikli hasara noral progenitorlerin ya da endogenez noral dnciil hiicrelerinin verdigi
temel yanit mekanizmalar kullanilarak beynin rejeneratif terapilerinin gelismesine
yardimci olunabilir [3]. Bizim ¢aligmamizda da SE sonrasi 4. giinde baglayan ve 14.
giinde daha belirgin hale gelen proliferasyon artisi ile belirginlesen RMS, 30. giinde
kontrol grubu ile uyumlu bir goriiniim sergilemektedir. Cok belirgin olmasa da,
kontrol grubunda RMS varligi goriilmekte ve SVZ hiicre proliferasyonunun bazal
seviyede siirekli devam eden bir siire¢ oldugunu gostermektedir.

Eriskin kemirgen ve primatlardaki deneysel epilepsi krizi, 6n beyin SVZ ve
hipokampal DG germinatif tabakalarinda norogenezi arttirmaktadir [31].
Calismamizda PC ile olusturulan SE’un, rostral SVZ’deki ¢ogalan hiicre sayisini
arttirdign saptanmistir. Elde edilen sonucun daha 6nceden yapilan caligmalarla
uyumlu oldugu belirlenmistir.

Noronal hiicre kaybi epilepsi etyolojisinde en dnemli sebepler arasindadir. Bu
durum baslica kafa travmasi, noérodejeneratif hastaliklar, beyin iskemisi, epilepsi ve
SE sonucu olusmaktadir. SE’a bagli néron kaybinda apopitozis 6nemli rol
oynamaktadir. SE’de beyin hasarindan sorumlu mekanizma tam olarak bilinmemekle
birlikte major eksitator aminoasit olan glutamatin asir1 miktarda salinmasinin rol
oynadig diisiiniilmektedir. Maricilia ve ark., 2004 yilinda yaptiklar1 calismada LP ile
olusturduklar1 SE’a  hipokampustan asir1  miktarda glutamat salindigini
gostermislerdir [76].

SVZ’nin hasar ile indiiklenen aktivasyonunun mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir. Fakat ¢esitli beyin hasarlarinin diferansiyel olarak SVZ’i etkiledigi
ve beyin travmasindan sonraki durum i¢in oldugu gibi, artan hiicre proliferasyonunun
SVZ’de bir yil boyunca devam edebilecegi bilinmektedir [4, 10, 23, 91].

Chu ve ark. intravendz olarak transplante edilen insan noral kok hiicrelerinin
spontan yinelenen krizleri bastirabileceginin kanitin1 sunmaktadirlar [70]. Sinir
bilimindeki son veriler eriskin MSS nin yeni nd&ronlari, astrositleri ve
oligodendrositleri iiretme yetenegine sahip olan noral progenitorleri, prekiirsorleri ve

kok hiicreleri igerdigi gostermistir [19].
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Rejenerasyon amaci ile yapilan ve kok hiicre tedavilerinin uygulandigi
hayvan caligmalarinin sonucunda omurilik yaralanmasinda insana transplante
edilecek ideal hiicrenin aslinda ne oldugun tam olarak bilinmemekte, ancak giiclii
kanitlarin  bolge spesifik noral progenitor kok hiicrelerin olmasi gerektigi
disiiniilmektedir. Bu hayvan caligmalarin klinik ¢aligmalar1 ¢ogunun baglamamus,
baslayanlarin ¢ogunun sonucu heniiz alinmamistir [50].

Son zamanlarda hiicre transplantasyonu ya da gen transfer stratejileri
epilepsinin baskilanmasi i¢in noral hiicre hatti, mouse hipokampal hiicreleri, fetal
noral hiicreler, adenozin serbestleyici hiicreler, GABA iiretici hiicreler veya glanin
salgilayan adeno—viral vektorler vb. uygulanmaktadir. Noral kok hiicreler ayr noral
hiicreleri yerine koyma ve fonksiyonel yaralar iyilestirme yetenegine sahiptir. Noral
kok hiicre transplantasyonunun uygulanmasi gesitli ndrolojik hastalik modelleri,
inme, lizozomal hastalik, Parkinson hastaligi ve MS’de rapor edilmistir. Noral kok
hiicreler kendilerini yenileme ve astrositler, oligodendrositler veya néronlarin bazi
fenotiplerine farklanma yetenegi olan olgunlagsmamig hiicrelerdir. Sonug¢ olarak
farklanan prekiirsér hiicreler GABA immiinoreaktiflidir. Bununla birlikte noral kok
hiicre transplantasyonunun epileptik krizleri azaltip azaltmadigi bilinmemektedir.
Mevcut c¢alismalar intravendz olarak tranplantasyonu yapilan insan noral kok
hiicrelerinin spontan yenilenen krizleri bastirabileceginin kanitin1 saglar [70].

Alzheimer, Parkinson, Hungtington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin
yani sira inme, fakli beyin alanlarindaki kemospesifik néronlarin geri doniigiimsiiz
kayb1 olarak tanimlanir [96]. Alzheimer hastaliginda artan nérogenezin son raporlari
bulunmaktadir. Hungtington hastaliginin beyinde artan hiicre proliferasyonu sonucu
norogenezin oldugu bildirilmistir. Parkinson hastaliginda ise nérogenezde bir diisiis
saptanmaktadir [10, 23, 96]. Eriskin beynin yeni néron iiretimi, diferansiyasyonu,
gocll, olgunlasmasi ve entegrasyonunun farkli islemlerini yoneten molekiiler ve
hiicresel mekanizmalarin daha iyi anlagilmasinin hiicre transplantasyonu igin yeni
stratejiler gelistirmeye katkida bulunmasi igin, eriskin norogenezinden beklentiler
daha ¢ok artmigtir.

Olfaktor sistem; diizenli bir tabakalanma gostermesinden  Gtiiri,

norotransmitter ve norokimyasal maddeler bakimindan zengin olmasit sonucu
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norokimyasal fenotiplerin expresyonunu incelemenin uygun olmasi, reseptor
hiicrelerin sabit olmas1 ve Omiir boyu islev gérmesinden dolay1 sistemin dinamik
organizasyonda kalmasi gibi nedenlerden 6tiirii ¢alismalarinda kullanilmasi uygun
bir sistemdir [27].

Olfaktor sistemin gelisimini anlamak i¢in 1870'den beri olduk¢a yogun
aragtirmalar yapilmistir [34]. OE’de farkli ii¢ hiicre tipi bulunur. Her bir hiicre tipi ile
ilgili, literatiirde ¢ok sayida histolojik immunohistokimyasal ve biyokimyasal
calisma vardir. Yapisal diizeydeki arastirmalarda daha ¢ok yerlesim, ince yapi, ¢esitli
kimyasallarin etkileri, biiyiime faktorleri ve reseptorleri lizerinde durulmustur [37].

OE i¢inde siirekli olarak béliinen ndéral progenitor hiicre populasyonu olan
GBC bulunmaktadir. Anatomik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik c¢aligmalar
GBC’lerin neslinin ORN’lere farklandigini, OB’a aksonlarmi gonderdigini, mukozal
astar vasitastyla dendritik siireci uzattigin1 ve sonunda olgun ORN’lerin kimyasal ve
fizyolojik oOzelliklerini gosterdigini agik bir sekilde belirti. ORN norogenezi
normalde hasarsiz OE’de siirekli olarak meydana gelmesine ragmen OE, ORN
aksonlar1 veya OB’1n fiziksel veya kimyasal hasar1 nérogenez oranini biiyiik oranda
artirir. Koku-hedefli davranigin diizenlenmesinin kimyasal ya da cerrahi yikimi
izleyen ORN norogenezine eslik ettigini destekleyen birka¢ davranmigsal ¢aligmanin
sonucu ile birlikte bu veriler ORN rejenerasyonunun MSS’e saglam ve fonksiyonel
olarak anlamli olfaktor girdiyle sonuglandigimi gostermektedir [97].

Ferron ve ark. yeni biyopsi teknikleri uygulayarak, OE’nin yerlesimini ve
duyu hiicrelerini immiinohistokimyasal ve ince yapi diizeyinde incelemislerdir.
Olfaktdr mukozanin, nazal septumun arka sirt bolgesinde ve iist konkalar iizerinde
daha belirgin oldugunu ayrica her iki septumun ve konkalarm 6n boliimlerinde de
varligini  belirlemislerdir. Arastirmacilar noral farklanmayr goézlemlemede
norodejeneratif hastaliklarin ve olfaktor islev bozukluklarinin degerlendirilmesinde
olfaktor mukozanin uygun doku oldugu sonucuna varmislardir [37].

Pixley ve Farbman 1997'de monoklonal bir antikor kullanarak, destek
hiicrelerini incelemislerdir. Bu antikor OE’de yalmizca destek hiicreleri ile

immiinoreaksiyon verdigini, duyu ve bazal hiicrelerin bu antikora karsi duyarsiz
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oldugunu saptamis ve buna ek olarak destek ve duyu hiicrelerinin ¢ok yakin iliskide
oldugunu, aralarinda metabolik madde alisverisi oldugunu da gdstermislerdir [37].

Fiziksel yada kimyasal olarak elde edilen deneysel hasar indiikli memeli
OE’i, ORN’lerin dejenerasyon ve rejenerasyonunun anatomik, biyokimyasal,
fizyolojik ve davranigsal sonuglari genis Olgiide calismalarda kullanilmistir [97].
Olfaktor epitelin hasar sonrasi rejenerasyonunu gostermek amacgl yapilan
calismalarda toksin ajan olarak metilbromid’in kullanildigi pek ¢ok ¢aligma olmasina
karsin CS ile yapilan ¢aligmalarin sayisi birkag tane ile sinirhidir [37].

1996 'da Goldstein ve ark. acik/yuvarlak bazal hiicrelerin 6zellikleri
arastirilmistir. Metilbromid ile epitelde hasar olusturulduktan sonra agik, yuvarlak
bazal hiicrelere 6zel GBC-1 (Globose Basal Cell-1) antikoru ve mitozu belirleyen
bromodeoksiiiridin uygulanmistir. Antikorun agik/yuvarlak hiicreler ile birlikte
koyu/yatay bazal hiicreleri, destek ve duyu hiicrelerini ve Bowman bezi hiicrelerini
de pozitif boyadigi goriilmiistiir. Ag¢ik/yuvarlak bazal hiicrelerde mitoz boliinmenin
az oldugu saptanmistir. Bununla birlikte GBC1 'in, noral farklanma ¢aligmalarinda
etkin oldugu belirtilmistir [37].

Williams ve ark. yaptigi c¢alisma nazal kavitenin metilbromid inhalasyonu
sonras1 goriilenlere c¢ok benzer hiicresel degisikliklerle sonuglanan aksonal
dejenerasyon ve rejenerasyonun tekrarlanabilir ve kiymetli bir modeli olan CS
irrigasyonunu kullanmay1 desteklemektedir. Yapilan bu calismada CS’1n nazal kavite
icine uygulanmasindan sonraki ilk giinde OE’nin %90 kaybi gozlenmis ve OE’in
biiyiikk ¢ogunlugunun bazal membrandan ayrildigi, hiicre kalinliginin bir iki sira ile
siirlt oldugu bildirilmistir. 4.giin sonunda hiicre tabakasinin kalinlig1 artmistir. 7.giin
sonrasinda OE’in yaklasik olarak %50’si onarilmistir ve 7.-11. giinler arasinda epitel
kalinlagsmas1 daha fazla géze carpmistir. 3.haftadan sonra kontrol siganlarin OFE’i ile
ayni seviyeye ulagmistir. GFAP immiinoreaktivitesindeki artis hem olfaktor sinir
hem de olfaktor sinir tabakasinda uygulama sonrasi 4.giinde basladig1 ve 4.haftaya
kadar devam ettigini elde etmislerdir. OE’in bazal hiicre tabakalarma indirgenmesi
epitelin sonradan yeniden yapilandirilmasini1 ¢aligmaya ve sonuglanan norogenezi

aragtimaya izin vermektedir [1].
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OE’i yok etmek ve anosmi olusturmak amaciyla CS kullanilmaktadir. CS’1n
intranasal uygulamasimi gosteren sican ve hamsterlarla yapilan anatomik caligmalar
tam olarak olfaktor epilelini yok edemedigini gosterir. Davranigsal caligmalarda
CS’1n biiyiik miktarlarda uygulanmasi sonrasindaki birkag giin icinde koku alma ve
kokuyu tanmimlama yeteneginin tekrardan kazanilmasi ile ilgili ¢aligmalar agik
degildir. Kemirgenlerde kisa siireli anosmiye neden olmaktadir. Benzer koordineli
anatomik ve davranigsal caligmalarin farelerde elde edilememesine karsin CS
uygulamasinin farede daha etkili olabilecegine inanan sonuglar bulunmaktadir. CS’1n
OE’nin aslinda hepsinde agir dejeneratif degisiklikleri olusturdugu cogu raporda
belirtilmistir [52].

Calismamizda erigkin sican OB ve onbeyin SVZ’deki hiicre artis1 {izerine
uzun siireli krizlerin etkisini incelendi. Pek cok calismada hiicresel degisikliklerle
sonuclanan, aksonal dejenerasyon ve rejenerasyonun tekrarlanabilir ve kiymetli bir
modeli olan CS irrigasyonunun kullanilmasi desteklenmektedir. Caligmamizda nazal
kavitenin CS irrigasyonu olfaktér sistem hasarint olusturmak ve onun
rejenerasyonunu incelemek i¢in bir ara¢ olarak kullanildi. OE’deki hasarin bazal
hiicreler tarafindan onarilmasi sonucu CS'mn olusturdugu degisiklikler ortadan
kalktig1 sonucu elde edilmistir.

Bir grup arastirmaci, OE ve nazal mukozanin baz1 hastaliklardaki yapisal
degisimlerini incelemislerdir. Sizofren hastalarin olfaktor mukozalar1 ile normal
erigkin olfaktdr mukozalar arasinda, belirgin bir yapisal farklilik belirlenmemisgtir.
Farkliligin merkezi sinir sisteminde olabilecegi sonucuna varimigtir. Alzheimer'li
hastalarin olfaktor epitellerinde ise en belirgin degisikligin hiicre iskeleti ve tau
proteinlerinin patolojik goriintimleri oldugu bildirilmistir. Grip ve nezle olgularinda
ise epitelde, notrofil birikimi, nekroz ve erozyon saptanmustir. Lenfoit dokuda ve
epitel yenilenmesinde de hizli bir artis belirlenmistir [37].

OE ile ilgili c¢aligmalarin cogunda aragtirmacilar, tiim olfaktor epitel
hiicrelerini ve bu hiicrelerin yasam boyu yenilenmelerini arastirmiglardir. Bir
calismada BrdU kullanilarak, boliinen hiicreler isaretlenmistir. Sicanlarda yapilan
aragtirmada, duyu hiicrelerindeki yenilenmenin, yasam boyu siirdiiglinii ancak yasa

kosut giderek azaldigini belirlemislerdir. Destek hiicrelerindeki hiicre ¢ogalmasinin
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ise hizla diistiigii saptanmistir Sonug olarak hiicre ¢ogalmasinin tiim hiicrelerde
goriildiiglinii  ancak yenilenmenin yalnizca duyu hiicrelerinde oldugunu
bildirmislerdir [37].

Bir¢ok arastirmaci ise olfaktér mukozada ve vomeronazal organlarda (VNO),
cesitli kimyasallarin zararli etkilerini ve bunlarla etkilenen dokudaki degisiklikleri
calismislardir. Gaafar ve ark. otuz erkek tavsana uzun siire amonyak gazi
koklatmiglar ve bunlarin VNO'larin1 ve olfaktor epitellerini yapisal olarak
incelemislerdir. Kimyasal uygulanan deneklerin dzellikle olfaktor epitellerinde ve
VNO'larindaki duyu hiicrelerinde hiperplazi belirlemislerdir. Sitotoksik etkinin daha
cok olfaktor epiteldeki bipolar sinir hiicrelerinde oldugunu saptamislardir [37].

Civa gibi lektin ve CS'de intranazal irrigasyon yontemi ile verildiginde
merkezi sinir sistemine olfaktér yol ile tagimmaktadir. Tetrametilbenzidin’in
histokimyasal analizi ile lektin-horseradish peroksidaz bilesigi duyu hiicrelerinde ve
olfaktor genislikte saptanmustir. Lektin, civa, ZnS04 gibi zararli maddelerin OE yolu
ile aliminin, epitelde hiicre kaybma ve bazal hiicrelerde artan mitotik aktiviteye
neden oldugu da gosterilmistir [37].

Xiao ve ark. insan erigskin olfaktdr epitel hiicrelerini kadavradan izole
etmisler, Bu noérosfer olusturan hiicrelerin brain derived neurotrophyc factor (BDNF)
iirettiklerini gostermisler ve bunlar1 rubrospinal traktus aksonlarinin retrograd hiicre
atrofisinden kurtarilmasi ve fonksiyonel iyilesmeyi artirmak icin kullanmiglardir. Bu
noroepitelial progenitorlerin  rubrospinal traktus aksonlarinin rejenerasyonunu
sagladigi ve omurilik yaralanmasinda otolog kok hiicre olarak etkin iyilesme
sagladigin1 gostermistir. Eriskin insandan alinan Schwann hiicreleri, subventrikiiler
bolge hiicreleri, olfaktdr glial hiicreler, kemikiligi hiicreleri sigan omuriliginde
myelin olusturmuslar, aksonal rejenerasyonu saglamislar ve ileti tekrar baslatilmistir

[50].
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