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1. GIRIS

Koku, 6nemi yoklugunda daha iyi anlasilan, hayata anlam katan diger
duyularimizdan farkli 6zellikler gdsteren bir duyumuzdur. Koku; yemek yerken
yemeklerin aromasint daha iyi anlamamizi saglar, hayat1 tehdit eden durumlara
kars1 bizi uyarir. Koku kayb1 tamamen ya da kismi, gecici veya kalict olabilir.
Caligsmalarda bakilan yas grubuna gore degismekle beraber toplumun yaklasik
%20’sinde hipozmi, %5’inde fonksiyonel anozmi oldugu soylenebilir (1, 2).
Oranlar koku kaybinin nasil tanimlandigma, nasil tespit edildigine, hangi
popiilasyonda arastirildigina ve inceleme yapilan yas grubuna gore degisiklikler
gostermektedir. Koku molekilleri burunda bulundugu bdlgede olfaktdr reseptor

hlcreleri uyararak kokunun algilanmasini saglar.

Olfaktor reseptor néronlarin (ORN) aksonlarmin olusturdugu olfaktor sinir
disar1 ile temas eden ve bu 6zellige sahip tek kraniyal sinirdir (3). Bu temas sonucu
cok fazla etkilenir ve bu yiizden rejenerasyon 6zelligine sahip tek sinirdir (4).
Hasarlandig1 zaman bu rejenerasyon yetenegi ile tamamen iyilesebilse de bazi
durumlarda kismi ya da tam islev kaybi olabilmektedir. Bu durumda tedavide
denenen cok fazla ajan olmasina ragmen {istiinde fikir birligine varilmis secenek

fazla degildir ve etkileri siirhdir.

Dis ortam temas1 sebebiyle hasarlanmaya miisait ancak kendi kendini
yenileyerek bu durumdan kurtulmaya calisan koku duyumuz, bazi durumlarda
kendini iyilestirememektedir. Klinikte koku alma bozukluklar1 olarak karsimiza
cikan bu durumda etkisi kesin bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Sistemik ve
intranazal steroidler, A vitamini, statinler, ¢inko, hiicresel tedaviler, koku egitimi

1



tedavide denenmektedir. Tedavide ana amag rejenerasyonu indiklemek, hatta
mumkuinse yeni hicreleri olfaktor epitele (OE) yerlestirerek islev kaybini ortadan

kaldirmaktir.

Eriskin kok hiicreler bir¢ok hastaligin tedavisinde denenen umut verici bir
tedavi yontemidir. Dejenere olan olfaktdr ndroepitelin (ONE) hasarlanan kok hiicre
Ozelligi tasiyan hiicrelerinin yerine yenilerini yerlestirmenin koku bozuklugunu
diizeltecegi diistiniilmektedir. Bununla ilgili yapilan c¢alismalarda kok hiicre
transplantasyonun norotrofik biiylime faktorleri ve proanjiogenik sitokin salmimi
yaparak ya da salmimmi tetikleyerek noral yenilenmeye katki sagladigi

gosterilmistir (5).

Iste bu ¢alismada, kok hiicre tedavilerinin etkinliginin 3-metil indol (3-MI)

ile anozmi induklenen fare modeli Uzerinde degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Koku Anatomisi ve Histolojisi

Kokunun algilanmasi burundan ge¢en havanin olfaktér epitel i¢indeki
reseptor hiicreleri uyarmasi ile olur. Koku, sag kalimi arttirmasi uzun yasamayi
saglamasmnin yaninda hayattan zevk almamizi saglayan duyumuzdur (6). Insanlarda

diger memelilerden farkli olarak regrese olmustur (7).

Olfaktor bolge, orta ve iist konkalar ile septum arasinda bulunan, yalanci
cok katli kolumnar epitel ile doseli bir alandir (8). Koku anatomisinde bu bdlge ¢cok
onemli olmakla birlikte hava igerisindeki koku molekiillerinin bu bolgeye ulagsmasi
icin tiim burnun biitiinliik i¢inde gorev almas1 gerekmektedir. Ozellikle nazal valv,
laminar akimi tiirbiilan akima doOniistiirerek 1sitilan nemlendirilen havanin

superiordaki olfaktor bolgeye yonlendirilmesini saglar (7, 9).

Insanlarda ORN aksonlarmin olusturdugu olfaktdr sinir disinda koku
almada etkili olabilecegi diistiniilen iki sinir daha vardir. Bunlar trigeminal sinir ve
terminal sinirdir. Trigeminal sinir ¢ogu kokular tarafindan uyarilir ve olfaktor
sinirle birbirlerinin etkilerini bastirir ya da arttirirlar (10). Trigeminal sinir uglari
belirli uyaranlara kars1 korunma reflekslerini harekete gecirir (11). Terminal sinir
0. kraniyal sinir olarak adlandirilir. Nazal bosluktan ¢ikarak kribriform plaktan

santral bolgeye girer. Islevi tam anlagilamanustir (12).
2.1.1 Olfaktor Epitel

Yalanct ¢ok Katli kolumnar epitel ile doseli ONE nazal boslugun (st

kismmda bulunur ve altindaki lamina propriyas: ile birlikte olfaktor mukozayi
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olusturur, submukoza tabakasi yoktur (13, 14). Olfaktor epitel dort ana hiicreden
olusur. Bunlar: ORN, mikrovillus hiicreleri, destek hicreleri, bazal hicrelerdir. Bu
hlcrelerin yaninda az sayida salgi hiicresi ve lamina propria tabakasinda Bowman
salg1 bezleri, bag dokusu ve olfaktor kaplayici hiicreler de (6zellesmis bir glial

hiicre) yer alir (15).

35
s

olfaktér bulbus

S ‘
bazal hiicre ‘l /,f)\\

destek hiicresi

4
/ /
/ /
/ /
Ifaktér néron

Sekil 1. Olfaktor epitel

ORN’ler geng erigkinlerde sayilar1 5-30 milyon olan 6zellesmis bipolar
noronlardir (3). Hicre govdeleri olfaktor epitelin icinde bulunur, dendritlerini
epitelyal yiizeye uzatirlar; bunlar hareketsiz silyalar igerir, reseptorleri bu
silyalardadir (8). ORN’nin miyelinsiz aksonlari bazal membrani gegerek lamina
proprianin derininde diger aksonlarla demetler olusturur (13). Etraflari olfaktor
kaplayict hiicreler (OKH, olfactory ensheating cells) ile sarilidir (13). Bu sinir lifleri

(fila olfactoria) lamina kribrozadaki deliklerden gecerek olfaktor bulbusa (OB)



gider (13, 16). Dis ortamla temas halindeki bu aksonlar hasarlanmaya g¢ok
musaitlerdir ve hasarlanan hiucre ONE igindeki bazal hicreler ile yenilenmektedir
(8). Ayrica bu slrece olfaktor kaplayici hiicreler de destek verir (7). OKH, aksonal
rejenerasyona yon verir (7). OB ve ONE i¢inde mevcuttur (17, 18). OKH’lerin sinir
hasar modellerinde akson iyilesmesine katkisi tedavide kullanimini da giindeme
getirmistir (19). Giivenli bir sekilde olfaktér bolgeden alinip transfer edilmesi,
gelecek icin umut vadeden tedavi yontemlerindendir (20). Yasla birlikte ONE
rejenerasyon kapasitesi azalmakta ve olfaktor epitel kigllerek metaplastik

degisikliklere ugramaktadir (8, 21, 22).

Mikrovillus hiicreleri, en az bulunan hicre grubudur (3, 23). Apikal
membranlarinda mukus igine kadar uzanan mikrovilluslar vardir (24). Taban
kismindan ¢ikarak lamina propriaya uzanan akson benzeri uzantilarinin olmasi ve
OB’ye verilen isaretli molekiillerin bu hiicrelerde gosterilmesi koku islevinde bir

rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (25).

Destek hucreleri, ORN’lerden sonra sik bulunan diger bir hiicre grubudur.
Elektrofizyolojik calismalarda birbirleriyle elektriksel baglantilar1 ve aksiyon
potansiyelleri oldugu gosterilmistir (26, 27). Mukus salgilanmasinda, kimyasallarin
metabolizmasinda, olfaktor noronlardan kokularin uzaklastirilmasinda gorev

yaptig1 disiinilmektedir (28-30).

Bazal hucreler, kok hucre islevi goren, olfaktor epitelin tiim kisimlarini
yeniden olusturabilen hiicre grubudur (8). Horizontal ve kiresel (globose) olmak

uzere iki tip bazal hiicre vardir (7).



Olfaktor epitelin altindaki lamina propriada bulunan Bowman bezleri
mukus salgilar; ayrica daha once bahsettigimiz gibi destek hiicreleri de koku
molekiillerine cevap olarak mukus salgilar (30, 31). Bu mukus komsu respiratuvar
mukozadaki goblet hiicrelerin tirettigi mukus ile karigir (13). Biyik 6l¢tide sudan
olusur ancak mukopolisakkarit, tuz ve protein de icerir (13). Igerigindeki odorant-
binding-protein (OBP) denilen saperon proteinler koku reseptdr baglantisini
kolaylastirirlar (13). Olfaktor mukus tabakasinda OBP disinda baska proteinler ve
antikorlar da bulunur. Olfaktér liflerin gectigi kiigiik delikler beyine dogrudan
yayilim imkani sagladig1 i¢cin mukusun bir diger gérevi bu gecisi engelleyecek bir
koruyucu tabaka olusturmaktir (32). Farkli hastaliklarda bu mukus konsantrasyonu

ve igerigi degisiklikler gosterebilir (33, 34).

Olfaktor yarik tustte kribriform plak, lateralde (st konka, medialde st
septum ile sinirlandirilan alandir (13). Uzun zamandir ONE’nin sadece bu bolgeye
smirlt oldugu disiiniilmiistiir ancak 06zellikle erken yaslarda bulundugu
lokalizasyon farklilik gosterebilir (35). Genglerde eriskin fonksiyonel ORN’ler orta
konka yapisma yerinin 6n kismia kadar uzanabilir (36, 37). ilerleyen yasla birlikte
dejenerasyon ve metaplaziye bagli olarak, ONE’nin sadece kribriform plagin
altinda oldugu gosterilmistir (35). Genglerde olfaktor epitel 2-5 cm? alani kapsar ve
yasla beraber azalir (13). Bu bolgelere yapilacak olan cerrahi islemler esnasinda bu
anatomik farkliliklarin g6z Oniine alinmasi ve oOzellikle erken yaslarda
anteromedialde dikkatli davranilmasi iyatrojenik koku kaybmi engellemede

Onemlidir.



2.1.2 Olfaktor Bulbus

Olfaktor bulbus, olfaktdr noronlarin sinaps yaptigi on kafa tabaninda
bulunur. (Sekil 2) Olfaktor sistemin ilk durak noktasi, primer olfaktor beyin agmin
en onemli kismidir. Kribriform plagin superiorunda orbitofrontal korteksin

dorsalinde yer alir (13).

Sekil 2. Olfaktor bulbus

OB c¢esitli tabakalardan olusur. Distan ice dogru bu tabakalar su

sekildedir:(8)
1. Olfaktor sinir tabakasi
2. Glomerdler tabaka
3. Dis pleksiform tabaka
4. Mitral hiicre tabakasi
5. I¢ pleksiform tabaka

6. Graniiler hiicre tabakasi



Glomeriiler tabaka yuvarlak bobrek benzeri glomeriillerden olusur (8). Bu
glomerillerde mitral ve tufted hiicrelerin dendritleri olfaktor néronlarin aksonlari
ile sinaps yapar (7). Glomeriillerin etrafinda inhibitér 6zellikte periglomeriiller

hiicreler vardir (7).

D1s pleksiform tabaka, mitral ve tufted hiicrelerin ve inhibituvar ara noron

olan granul hiicrelerin dendritlerini igerir (8).

Mitral hiicre tabakasi, mitral hiicrelerin gévdesinin bulundugu tabakadir (7).
Mitral hicreler glomerillere tek bir dentrit gonderirken dis pleksiform tabakaya

birden fazla dendrit gonderirler (7). Aksonu olfaktor trakta katilir (7).

Ic pleksiform tabaka, mitral ve tufted hiicrelerin aksonu ile graniler

hicrelerin dendritlerini icerir (7).

Graniiler hiicre tabakasi, graniiler hiicrelerin govdesini igerir (7). Granuler
hiicrelerin aksonlar1 yoktur ve dendritleri diger tabakalara uzanir (7). Bir ara

inhibitér nérondur ve baglantilar1 ile mitral ve tufted hiicreleri kontrol eder.
2.1.3 Ust Koku Yollar

Bulbustan ¢ikan lifler traktus olfaktorius olarak ilerler ve stria olfaktoria
medialis ve lateralis olarak ikiye ayrilirlar. Bazen ince bir stria intermediate de

olabilir (7). Koku duyusu, talamusa ugramadan kortekse ulasan tek duyudur (7).

Medial ve lateral lifler; medial ve lateral olfaktif alan denilen bdlgelere
giderler. Medial olfaktif alan beyinde hipotalamusun anterior ve superiorunda

yerlesen, septum pellusidum, gyrus subcallosus, olfaktif trigon, anterior perforated



substansin medial ve lateral kisimlar1 ve amygdaloid ¢ekirdekten olusan bir grup
cekirdektir (38). Medial ve lateral olfaktif alandan ¢ikan ikincil lifler hipokampus,
talamus, hipotalamus ve beyin sapmna giderek otonomik yanitlar1 diizenlerken
lateral olfaktif alandan ¢ikan ikincil lifler temporal lobun hipokampal gyrusu ve

frontal lobun gyrus singulatusuna giderler (38).

Stria olfaktoria lateralis ana santral olfaktor yoldur ve agirlikli olarak mitral
hiicrelerin aksonlar1 tarafindan olusturulur. Olfaktor kortekse uzanir (8). Olfaktor
korteks; anterior olfaktor cekirdek, olfaktor ttberkil, periamygdaloid korteks,

amygdaloid cekirdekler, piriform korteks ve entorhinal korteksten olusur (8, 39).

Piriform korteks; kokularin algilanmasinda ve islenmesinde anahtar rol
oynayan bolgedir (40). Ayrica koku hafizasinda rol oynar (41). Entorhinal korteks
hipokampusa komsudur ve arasinda baglantilar mevcuttur (42). Koku hafizasinin
olusumunda rol oynar (42). Koku duyusu ile limbik sistem arasinda gii¢lii bir iliski
mevcuttur; bu kokunun duygu ve davranislar iistiindeki etkisini agiklamaktadir (13,

40, 42).

2.1.4 Vomeronazal Organ

Memelilerde bazi koku ve feromonlarin uyardigir ve aksesuar olfaktor
bulbusa lifler génderen vomeronazal organ (VMO) mevcuttur (43). Bazi insanlarda
da septum inferiorunda bulunan VMO’nun, insanlarda santral baglantisi
gosterilememistir (44, 45). VMO insanda nonfonksiyonel kabul edilse de bazi
feromonlar1 tanidig1 ve bazi uyarilara karsilik ndroendokrin sistem gibi islev

gOrdiigiinii diisiindiirten ¢aligmalar mevcuttur (46-48).



2.2 Farelerde Koku Anatomisi

Memelilerde tiirler aras1 benzerliklere ragmen burun yapilar1 farkliliklar
icermektedir. Kemirgenlerde de, kopek gibi tiirlerde oldugu gibi koku alma islevi
cok onemlidir ve bunlar makrosmatik olarak adlandirilirlar (49). Bu makrosmatik
hayvanlarda genis bir olfaktor epitel ve karigik konka yapilart vardir (49).
Kemirgenlerde nazal boslugun solunum ve koku sistemine yardimci gorevleri
vardir. Alinan havay1 1sitir, nemlendirir ve filtreleyip solunum yoluna ve koku

reseptorlerine yonlendirir (50).

Fare nazal boslugu iki burun deligi ile disariya agilir. Bu deliklerin Gst
tarafinda filtrum ile birbirlerinden ayrilan nazal tuberkiller mevcuttur (51). Bu
tuberkiller parmak izi gibidir, kivrimlar1 her hayvana 6zgu karakteristik 6zellikler
icerir (51). Burun deliklerinden baslayan nazal bosluk arkada nazofarinkse kadar
uzanir ve septum ile simetrik iki par¢aya boliniir (52). Septumun 6n kikirdak kismi1
burun deliklerinin kikirdag: ile birlesirken, kemik kismi; vomer, etmoid kemik,
nazal kemik ve frontal kemik ile birlesir (51). Burun boslugu kraniyalden kaudale

dogru dort bolgeden olusur: vestibill, nazal valv, nazal bosluk, nazofarinks (51).

Nazal bosluk; konkalar1 olusturan kemikler tarafindan ¢evrelenmistir. Bu
yapilarmm kompleksligi tiiriin olfaktor kapasitesi ile ilgilidir (53). Nazal boslugun
cogunu dolduran konkalar, kemik ya da kikirdak yapidadirlar (51). Concha nasalis
dorsalis nazal kemikten, concha nasalis medialis ve ventralis maksiller kemikten
olusmustur (51). Labyrinthus ethmoidalis, etmoid kemik lamina kribrozasindan

koken alir ve ince bir kemik lamelle gevrili yiiksek kanlanmaya ve inervasyona
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sahip mukozasi vardir. Konkalarin yapisina katilir. Olfaktor fonksiyon ile ilgilidir

(54).

Kemirgenlerde olfaktér mukoza nazal boslugun kaudodorsalinde bulunur
(55). Nazal septumun ventralinde vaskiiler bosluklarin olusturdugu sisme
cisimcikleri vardir, bu sisme cisimcikleri alinan havanin nazofarinks veya olfaktor

girintiye yonlendirilmesini saglar (56).

Kemirgen nazal boslugunda dort tip epitel vardir: skuamdz, transisyonel,
respiratuvar, olfaktor. Skuamoz ve transisyonel epitel sadece nazal boslugun giris
kisminda bulunur, geri kalan kisimlarda respiratuvar ve olfaktdr epitel mevcuttur
(57). Nazal boslugun yaklasik %50’sinin epiteli, olfaktor epiteldir (57). Nazal
septumun kaudodorsal {i¢te birlik kismi, maksilloturbinateler, nazoturbinateler,
ethmoturbinatelerin dorsal yiizeyi ve kaudolateral nazal duvar olfakt6r epitel ile

srealudir (57).

Sekil 3. Sarr—kahverengi renkli olfaktor epitel (sag burun boslugu sagital kesit,

beyin ¢ikartilmais)
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2.3 Koku Fizyolojisi

Kokunun algilanmasi i¢in ilk olarak hava akimmin i¢indeki koku
molekiillerinin burun i¢indeki olfaktor bolgeye ulagmasi gerekir. Bu molekulleri
tasiyan hava akimi anteroposterior yonde ise ortonazal yol ile, posteroanterior
yonde ise retronazal yol ile koku alinir (13). Retronazal olfaksiyonun Ozellikle
yeme igme esnasinda aromalarin algilanmasi ve daha kaliteli tat alinmasi ile ilgili

oldugu distiniilmektedir (58).

Ortonazal akimm %15’ten daha az bir kismi olfaktor yariga yonlenir (59-
61). Toplam nazal hava akimini ve nazal direnci 6lgen standart rinomanometrik
teknikler olfaktor fonksiyonlar ile uyumlu degildir (62, 63). Nazal boslugun bazi
o6nemli noktalarmdaki anatomik problemler (nazal valv, olfaktor yarik) nazal akimi
degistirmese bile ONE’ye yonelen akimin miktarinda biiyiik degisiklikler yapabilir
(9). Koklama hareketi ile hava akim hizi ve voliimii arttirilir ve ayrica olusan

tiirbiilan nazal akim koku fonksiyonlarii arttirir (64).

Yaklagik 50 pm kalinliginda ince bir mukus tabakast ONE (sttinde bulunur
ve koku molekiilleri bu mukus tabakasmin i¢ine girerek ORN’ler tarafindan
algilanirlar (13). Mukus tabakasina girdikten sonra algilanma 6zelligi molekiiliin
kimyasal 6zellikleri, ¢oziinebilirligi ve mukus tabakasmin 6zellikleri ile iligkilidir.
Mukus tabakasinda bulunan OBP, hidrofobik olan koku molekillerinin
konsantrasyonu arttirir  ve reseptor ile etkilesimlerini saglayacak gevre
diizenlemesini yaparak molekdl-reseptor iliskisinin kurulmasina katkida bulunur

(65). Diisiik molekiil agirlikli ¢oziinebilir proteinlerdir (13). Koku molekdillerinin
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havaya gore konsantrasyonunu 10.000 kata kadar artwabilirler (66, 67). Ayrica
koku iletimi saglandiktan sonra reaktif oksidanlari ortamdan uzaklastirir (68).
Olfaktor bolgedeki mukus ayrica ORN’lerin dendritlerini ve silyalarini koruyarak

dig ortamdan miimkiin oldugunca az etkilenmesini saglar (32).

Olfaktor reseptor gen ailesi yaklagik 1000 gen icerir ve insan genomunda
toplam genlerin %21’tini olusturur (69, 70). Olfaktor reseptorleri kodlayan bu

genler insan genomundaki en biyik gen ailesidir (71).

Koku ile ilgili ii¢ reseptor oldugu diistiniilmektedir: Olfaktor reseptor (OR),
putiative feromen reseptor, trace amine-associated receptor (TAAR) (72, 73). Bes
alt tipi bulunmus olan TAAR’1 eksprese eden noronlar OR eksprese etmezler. Tam

islevini anlamamiz i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir (73, 74).

Olfaktor reseptorler, G-protein reseptor ailesinin bir Gyesidirler ve bu G
proteini sadece olfaktor epitelde bulunur (Golf) (75). Bu G protein reseptori
dendritik silyalarin yiizeyinde bulunur. Reseptore koku molekiilii baglandiktan
sonra Golf tarafindan adenilat siklaz aktive edilir. Aktive olan adenilat siklaz,
adenozin trifosfat1 siklik adenozin monofosfata (CAMP) doniistiiriir. cAMP sodyum
ve kalsiyum kanallarin1 agar, bu iyonlar hiicre icerisine girer ve hiicre depolarize
olur. Ayrica kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi kalsiyum bagh klor kanallarmin da
acilmasini saglar ve klor hiicre disma ¢ikar, bu da depolarizan etki yaratir. Olusan

aksiyon potansiyeli OB’ye dogru uyariy1 tasir (76, 77).

Uzun sureli koku temasinda koku uyarimmi engellemek ve kokuya

adaptasyonu saglamak i¢in bir takim inhibisyon mekanizmalar1 da tanimlanmistur.
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Bunlardan iki tanesi artan hiicre i¢i kalsiyumun olusturdugu inhibisyon
mekanizmalar1 ile olusur (78, 79). Diger inhibisyon mekanizmalar1 ise hicre ici
kalsiyumun sodyum-kalsiyum kanallarindan disar1 ¢ikmasi ve hiicre i¢i cAMP nin

fosfodiesteraz ile par¢alanmasi ile olusur (80).

Olfaktor reseptor ndronlar sadece tek tip OR eksprese ederler (81, 82).
Ancak her reseptor belirli kokular1 algilayabilir (82). Yani belli kokular belli bir
reseptor grubu tarafindan algilanip santrale belli bir diizen ile iletilirler (82). Ayni
reseptorii bulunduran ORN’ler olfaktor bulbustaki ayni glomertillere uzanirlar (83,
84). Benzer kokulara duyarli reseptorler ONE’nin belirli bdlgelerine
toplanmiglardir (85). Ayrica bazi kokular agonist, bazilar1 parsiyel agonist, bazilari
da antagonist etkiler gosterirler (86, 87). iste bu mekanizmalar ile olusan farkli
kombinasyonlar ile binlerce farkli kokuyu birbirinden ayirt edebildigimiz

diisiiniiliiyor.

Reseptorde algilanan uyarilar glomerillerdeki tufted ve mitral hiicrelere
iletilir. Bu eksitator noronlarin yaninda OB’de periglomeriiler ve graniil hiicreleri
gibi inhibitér néronlarda vardir ve bunlar da koku duyusunun sekillenmesinde rol
oynar (88). Ayni OR i¢eren ORN’lerin aksonlar1 birleserek stereotipik yerlesmis
biri medialde biri lateralde bulunan iki glomeriilde sonlanir (84, 89). Buralarda

islenen bilgiler daha sonra santral sinir sisteminin diger bolgelerine gonderilir.
2.4 Koku Alma Bozukluklar

Koku alma bozukluklar1 {izerinde giderek daha fazla durulmaya baslanan,

caligmalar yapilan bir durumdur. Uzun yillardir klinisyenler diger duyu

14



bozukluklarinin yaninda koku alma bozukluklarma ¢ok fazla dnem vermemisglerdir.
Aslinda toplum da ¢ogu zaman koku duyusu tam kaybolmadig: siirece koku alma
ile ilgili bozukluklar1 cok dnemsememektedir. Koku kaybi yasam kalitesini bozar,
koku duyusu bozuk olan kisiler tehlikeli gazlara maruziyet gibi kokunun fark
edilmesi ile engellenebilecek kazalara yatkindirlar (90-92). Bozulmus gidalar: fark
etmezler, yeme kaliteleri bozulmustur, beslenme ile ilgili problemleri vardir (93).
Ayrica koku kaybi ile norodejeneratif hastaliklar dahil birgok Onemli saglik
problemini iligkilendiren kanitlar giderek artmaktadir (6, 94). Bu ylzden 6zellikle
bu bolge hastaliklart ile yakindan ilgilenen Kulak Burun Bogaz (KBB)
uzmanlarinin bu sorunu dikkatle ele almasi, tan1 ve tedavisini diizenlemesi

onemlidir.

2.4.1 Tanimlar

Genel olarak koku alma bozukluklarmni niteliksel (kalitatif) ve niceliksel
(kantitatif) olarak smiflandirabiliriz (1). Niceliksel bozukluklarda kokunun kalitesi
bozulmaz, koku alma giicii azalirken; niteliksel bozukluklarda koku alma giicinden
ziyade algilamada farkliliklar vardwr. Niteliksel degisiklikler genelde niceliksel

degisikliklerle bir arada bulunurlar (1).

Koku alma bozukluklari ile ilgili tanimlar su sekildedir:(1)

Normozmi: Normal koku fonksiyonu

Hipozmi: Niceliksel olarak azalmis koku fonksiyonu

Fonksiyonel anozmi: Niceliksel olarak azalan koku duyusunun giinliik hayatta ise

yarar bir islevinin olmamasi
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Spesifik anozmi (parsiyel anozmi): Belirli bir kokuya kars1 niceliksel olarak koku
fonksiyonun azalmasi; ancak diger kokular1 almada bir problem yoktur. Genelde

klinik 6nemi az olan fizyolojik bir durum olarak diisiiniiliir (95).

Hiperozmi (superozmi): Koku duyusunun niceliksel olarak artarak normal
seviyelerin lizerine ¢ikmasi. Nadir olsa da migren gibi bazi durumlarda goriildigi

gosterilmis (96).

Parozmi (Disozmi, kakozmi, 6ozmi, tropozmi): Bir koku uyaraninin niteliksel

olarak farkli algilanmasi

Fantozmi: Olmayan bir kokuya karsi olusmus niteliksel islev bozuklugu (koku

halistinasyonu)

Ortonazal olfaksiyon: Nazal hava akimmin i¢indeki koku molekiilleri araciligiyla

algilanan koku alma

Retronazal olfaksiyon: Nefes verme ya da yutkunma esnasinda orofarinksten
nazofarinkse gecen hava icindeki koku molekdllerinin olfaktdr yariga ulasmasi ile

algilanan koku alma; lezzet algisinin temelini olusturur.

Literatlirde yukaridaki tanimlamalar ile ilgili baz1 farkliliklar vardir.
Parozmi genelde bir uyar1 varliginda bu uyari ile ilgili niteliksel islev bozukluklarini
tanimlamak i¢in kullanilsa da niceliksel islev bozukluklarini i¢ine alacak sekilde
genis anlamda kullananlar da mevcuttur (97). Disozmiyi koku ile ilgili niteliksel
niceliksel tim bozukluklar i¢in kullananlar olsa da genellikle parozmi ile es anlaml
kullanilir (98). Kakozmi olan ya da olmayan duyuyu niteliksel olarak kéta bir duyu

olarak algilamadir ve parozmi, fantozmi veya ikisinin basligi alta alinabilir (97-
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99). Oozmi de ise olan bir duyu iyi bir duyu olarak algilandig1 i¢in parozmi bashig1
altinda ele alinmalidir (100). Tropozmi ise parozmi ile es anlamli olarak

diistindilebilir (97).

Coklu kimyasal hassasiyet (multiple chemical sensitivity), kisilerin gesitli
kimyasallara diisiik doz maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikan ¢esitli diizeylerdeKi
subjektif semptomlar1 igeren bir tablodur (1). Organik bir durumdan daha c¢ok

psikolojik bir durum gibi diistiniilmektedir (1).
2.4.2 Koku Alma Bozukluklarinin Siniflandirilmasi

Koku alma bozukluklari, isitme kayiplarinda oldugu gibi anatomik olarak

patolojinin mevcut oldugu yere gore smiflandirilabilir (1):

[letim tip kayiplar: Koku molekiilleri burundaki bir obstriiksiyon sebebiyle

ONE’ye ilerleyemez, iletimde bir problem vardir.

Sensorindral kayiplar: ONE veya olfaktor sinirde hasar ya da kayip

mevcuttur.

Santral disfonksiyon: Santral sinir sisteminin olfaktor iletim yolaklarinda

mevcut hasar ya da kayip sebebiyle koku alma bozuklugu mevcuttur.

Ancak yukaridaki smiflandrma koku alma bozuklugunu anlamada bizi
smirlandirabilir. Ciinkli koku alma bozukluklar1 ¢ogu zaman i¢ ice ge¢mistir.
Ornegin kronik rinosiniizit (KRS) burun ve paranazal siniislerin sik gdziiken
inflamatuvar bir hastaligidir. Mukozada 6dem veya nazal polipler sebebiyle

olfaktdr yariga koku molekiillerinin ulasamamasi sebebiyle koku kaybi olusabilir
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(101). Bu bir iletim tipi koku kaybidir. Ayrica KRS’de mevcut ONE’deki
inflamasyonun da ONE’de hasara yol agtigi ve ayrica KRS’li hastalarda OB
voliimiiniin azaldig1 gosterilmistir (102-104). Yani aslinda KRS’li hastalardaki
koku kaybinda iletim, sensdrindral ve hatta santral problemlerin i¢ ice gectigi

sOylenebilir (1).

Iste bu kisitlamalar1 asmak igin koku alma bozukluklar1 genellikle sik
gordlen etiyolojik sebeplere gore ele alinip siniflandirilir. Literatiirde koku kaybina

yol acan ¢ok fazla durum olsa da en sik goriilen etiyolojik sebepler sunlardir:(1)
-Sinonazal hastaliklara ikincil olusan koku alma bozukluklari
-Postenfeksiy6z koku alma bozukluklar1 (PEKAB)
-Posttravmatik koku alma bozukluklar1 (PTKAB)
-Norolojik hastaliklarla iligkili koku alma bozukluklar1
-Ilag/toksin maruziyeti ile iliskili koku alma bozukluklari
-Konjenital koku alma bozukluklar
-Yas ile iliskili koku alma bozukluklar1
-Idiyopatik koku alma bozukluklari

-Diger olas1 sebepler: lIyatrojenik hasar (sinonazal veya kafa taban

cerrahisi, larinjektomi), tumarler, ¢coklu sistemik komorbid hastaliklar
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2.4.2.1 Sinonazal Hastahklara ikincil Gelisen Koku Alma Bozukluklar

Rinosiniizitler sinonazal hastaliklara bagl olusan koku kayiplarinin en sik
sebebidir (1). En sik nazal polipli KRS ile birlikte goriiliir bunu nazal polipsiz KRS,
non-alerjik rinit, atrofik rinit, alerjik rinit takip eder (105). Rinosinlzit ve Nazal
Polipler Uzerine Avrupa Durum Raporu ve Amerikan Otolaringoloji ve Bas Boyun
Cerrahisi Akademisi kilavuzlarmma gore KRS’de niceliksel koku alma bozuklugu

anahtar semptomlardandir (106, 107).

Sinonazal hastaliklarda koku alma bozuklugu yavas yavas gelisir ve dalgali
seyir gosterir (108). Genelde tedavisiz iyilesmez ve siklikla parozmi ile iliskili
degildir (109-111). Yukarida bahsedildigi gibi koku molekiillerinin ONE’ye
iletiminde sorun olmasinin yaninda ONE ve OB’de remodelling gelisir. Bu nedenle

sinonazal olfaktor bozukluklar miimkiin oldugu kadar erken tedavi edilmelidir (13).

Tam nazal obstriiksiyonlarda koku kaybi olusur. Olfaktor yariga ulasmak
icin havanin orta konka mediali ve anteriorundan gectigi diisiiniilmektedir ve bu
bolgedeki tikanikliklar koku kaybina yol agar (112). Bu tikaniklarin agilmasi ile
koku yetenegi geri doner, minimal nazal agiklikta bile koku fonksiyonlarmm geri

kazanildig1 gosterilmistir (113).
2.4.2.2 Postenfeksiyoz Koku Alma Bozukluklar

Ust solunum yolu enfeksiyonlar: koku alma bozukluklarinm sik gériilen
sebeplerindendir (1). Orta ya da ileri yas kadinlarda erkeklerden daha ¢ok goziikiir
ve bunun ONE’nin rejenerasyon kapasitesinin azalmasi ile iligkili oldugu

diistiniilmektedir (1, 103). Kadinlarin yatkinliginin sebebi de daha fazla iist
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solunum yolu enfeksiyonu gegirmeleri ile agiklanmistir. Enfeksiyonlarda genellikle
koku almada bir bozukluk olusur; ancak bu duruma PEKAB dememiz i¢in koku
alma bozuklugunun diger enfeksiyon bulgular1 gegtikten sonra da devam etmesi
gerekmektedir (13, 114). Genellikle birden olusur ve bazen kisiler enfeksiyon
gecirdiginin farkinda degildir, bu nedenle idiyopatik olarak siniflandirabilir (1).
Genellikle dalgalanma gostermeyen ve enfeksiyon sonrasi birinci ve tgtinci aylar
arasinda ortaya ¢ikan bir parozmi vardir (109). Siklikla iyilesse de ve prognozu
diger etyolojik sebeplere gore daha iyi olsa da bazen kalic1 olarak koku kaybi
olusabilir (115). Ilk basta olusan koku kaybinin siddetli oldugu olgularda
iyilesmenin daha iyi oldugu gosterilmistir (116). Ayrica geng yas, kadin cinsiyet,
sigara icmemek ve parozmi net olmasa da iyilesmede pozitif prediktorlerdir (117-

119).

En sik viriislerle olugsa da bakteri, mantar ve mikrofilarya gibi diger nadir
mikroorganizmalar da koku alma bozukluguna yol agar (98). Patofizyolojik
mekanizmas:t tam anlagilamamistir. Genellikle ONE’nin  hasarlanmasi ve
patojenlerin santral iletim yollarina olfaktér sinir yoluyla transmisyonu ile koku
alma bozukluklarmin olustugu disiinilmektedir (120, 121). PEKAB olan
hastalardan alinan biyopsilerde noroepitelin respiratuvar epitele ve metaplastik
skuamodz epitele farklilastigi gosterilmistir (103, 122). Kalan ONE’de de ORN

say1st azalmis ve diizensizlikler vardir (103).
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2.4.2.3 Posttravmatik Koku Alma Bozuklugu

Posttravmatik koku alma bozuklugu (PTKAB) kalic1 goriilen koku kaybinin
stk sebeplerindendir (1). Travma sonrast koku kaybmin olusmasindaki baglica
sebepler; etkilenen burundaki bir tikanikligin koku molekiillerinin ONE’ye
ulagmasini engellemesi, ONE’nin dogrudan hasarlanmas1 ve 6demlenmesidir
(123). Diger sebepler; olfaktor sinir liflerinin kribriform plakta hasarlanmasi ve
santral bolge olfaktor yolaklarin intraparankimal bir yaralanma sebebiyle

gorevlerinin yapamamasi, bilgiyi isleyememesidir (124, 125).

Major ya da mindér kafa travmasi sonrasi koku kaybi gecirme orani
erigkinlerde %5-10 arasindadir (126, 127). Cocuklarda ise travma sonrasi gegici
kayip %3,2, kalic1 kayip %1,2 oraninda goriiliir (128). Travmanin siddetine gore
koku kayb1 gelisme ihtimali artmakla birlikte bazen hafif travmalarda bile kalic1
anozmi gelisebilir (126). Frontal travmalardan sonra koku kaybi daha sik
goriilmesine ragmen anozmi oksipital travmalardan sonra daha sik goriilmektedir

(129).

Hastalarda, koku kayb1 travma sonrasi birden olabilecegi gibi kademeli bir
sekilde de gelisebilir (124). Bu hastalarda koku bozuklugu siddetlidir ve koku alma
nicel olarak azalmistir, genelde dalgali seyir goriinmez (109). Ayrica fantozmi gibi
niteliksel bir fonksiyon bozuklugu da olusabilir (109, 130, 131). Prognozu genelde
katiidiir. Hasarin siddetine gore degismekle beraber %30 oraninda iyilesme goriiliir

(115, 126, 131-133),
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2.4.2.4 Norolojik Hastahklarla iliskili Koku Alma Bozukluklar

Norolojik hastaliklar ve koku alma bozukluklar1 arasindaki iliski ile ilgili
son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda bilgi birikimi artmaya baslamistir. Koku
alma bozukluklari; epilepsi, inme, myastenia gravis gibi ndrolojik hastaliklarla
iligkili olmakla birlikte en sik Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastalif1 gibi

norodejeneratif hastaliklarla birliktelik gosterir (134-138).

Gercekten de Parkinson hastaliginda koku alma bozuklugu istirahat
tremorundan daha sik goriliir ve motor semptomlardan daha erken ortaya ¢ikar
(139-142). Parkinson hastalarinin %96,7’sinde koku alma bozuklugu mevcuttur
(%45 fonksiyonel anozmi, %51,7 hipozmi) (142). Fonksiyonel goérlntileme
caligmalarinda Parkinson hastalarinda amigdala ve hipokampusta koku
uyaranlarina kontrol grubuna gore azalmis cevap vardir (143). OB, anterior olfaktor
cekirdek gibi santral koku bdlgelerinde Lewy cisimciklerinin birikimi ve azalmis
noral yogunluk vardir (136, 144). Antiparkinson ilaglar koku alma bozuklugunda

bir iyilesmeye yol agmaz (145).

Alzheimer hastaliginda koku kaybi %80-90 oraninda goriiliir ve hastaligin
ilk gorilen belirtilerinden olabilir (146). Hatta bazi ¢alismalara gore koku
tanimlama bozukluklar1 hafif kognitif bozuklugu 6ngérmede kullanilabilir (147).
Alzheimer hastalig ilerledikge koku kaybi da ilerler ancak hastalar bunun farkinda
degildirler. Genelde Alzheimer hastaliginda, hipozmi anozmiden daha sik goriiliir

(146).
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Almacak biyopsilerin ve nazal salgilarmm Alzheimer ve Parkinson
hastaliklarinin tanisinda yardimci olacagi diisiiniilmekle beraber bununla ilgili

yapilan ¢aligmalardan kesin bir sonug alimamamuistir (103, 148-154).
2.4.2.5 Konjenital Koku Alma Bozukluklar:

Dogustan itibaren olan koku alma bozukluklari koku alamama sebeplerinin
nadir bir etiyolojisini olusturur. Ozellesmis kliniklere basvurularin %35’inden
azinda etiyolojide konjenital sebepler vardir. Spesifik anozmi sadece belli kokulara
kars1 olusmus anozmidir, Klinik 6nemi yoktur, psikolojik bir 6zellik olarak
distiniilir ve bunlar1 konjenital koku kayiplari i¢inde degerlendirmemek gerekir
(95). Baz1 genetik bozukluklarda dogustan koku alma bozuklugu olabilir.
Bunlardan en bilineni hipogonadotropik hipogonadizm ile koku kaybmin birlikte
oldugu Kallmann sendromudur. Bir sendromun parcasi olmayan, izole koku kayb1
ile kendini gosteren genetik sebep bulunamamis, dogumsal koku kayiplar1 da
olabilir. Bu izole koku kayiplarinda tani diger etiyolojik sebepleri dislayarak ve
cekilen manyetik rezonans goriintiillemede (MRG) gelismemis OB ve olfaktor
yarigm gosterilmesi ile konulur (155). Bu nonsendromik koku alma
bozukluklarmin sikliginin sendromiklerden daha fazla oldugu diistiniilmektedir
(156). Konjenital koku alma bozuklugu olanlar genelde ge¢ ¢ocukluk ya da
adolesan donemde aile tyelerinin fark etmesi ile tan1 alirlar. Diger kemosensoriyal
islevleri normal olan bu bireylerde normal bireylere gore hayat kalitesi azalsa da
kazanilmig koku alma bozukluguna sahip olanlar kadar etkilenmezler (157). Turner
sendromu ve Bardet-Biedl sendromunda da koku alma bozuklugu tespit edilmistir
(158, 159).
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2.4.2.6 Endokrin Bozukluklarla iliskili Koku Alma Bozukluklar

Koku alma bozukluklar1 bazi endokrin problemlerle birliktelik gosterebilir.

Bunlardan en ¢ok bilineni Kallmann sendromudur.

Kallmann sendromu hipogonadotropik hipogonadizmin konjenital
formudur ve koku alma bozuklugu ile iliskilidir. Kallmann sendromu 12-15 yas
arasi tan1 alir ve erkeklerde 5 kat sik goriiliir; orta hat kranifasyol anormalikler,
renal problemler, sensorindral isitme kaybi ve renal anomaliler ile birliktelik
gosterebilir (160). Kallmann sendromlularda dogumda siddetli hipozmi ya da

fonksiyonel anozmi vardir ve hormon tedavileri ile bu diizelmez.

Diyabet, Addison hastaligi, Cushing sendromu, hipotiroidi koku alma

bozuklugunun goriilebildigi diger endokrin problemlerdir (1, 98).
2.4.2.7 Tla¢/Toksin iliskili Koku Alma Bozukluklar

[la¢ ya da toksik madde hasarma bagl koku alma bozukluklar1 dzellesmis
kliniklere bagvurularin %4-6’smi1 olusturur (161). Kadmiyum, manganez gibi agir
metaller, pestisitler, herbisitler, kemoterapdtik ajanlar koku alma bozukluguna
sebep olabilirler (1). Koku alma bozuklugu dogrudan ONE’de olusan hasar veya
olfaktor sinir aracilifiyla santral bolgeye gecen toksinlerin santralde yarattig
problemler sonucu gelisir (98). Olfaktor bolgeye toksik cok fazla ilag ve ajan

tanimlansa da tedavide etkili bir ilag heniiz mevcut degildir.
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2.4.2.8 Yasa Bagh Koku Alma Bozukluklar:

Yaslanma ile tiim diger duyularda oldugu gibi koku fonksiyonlarinda da
azalma olur. Bir klinik ¢alismada 80 yas istii bireylerin %62,5’inde koku alma
bozuklugu gosterilmistir (162). Koku alma bozuklugunun diger tiim degiskenlerden
bagimsiz olarak mortalite i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur
(6, 94, 163-165). National Social Life Health and Aging Project’te bes yillik
mortalite oranlarinin anozmik bireylerde normozmik bireylere gore ¢ kat fazla

oldugu bulunmustur (164).

Yaslilikta gelisen koku alma bozukluklarmin birgcok sebebi vardir.
Yasliliktaki fizyolojik degisiklikler burnu ve koku almay1 da etkiler. Parasempatik
ve sempatik disregiilasyon, azalmig mukozal kan akimi, kribriform foraminalardaki
fibrozis, yas iliskili mukosiliyer disfonksiyon bu degisikliklerden bazilaridir (1).
Ayrica ONE, OB, ve santral yolaklarda da yas iliskili degisiklikler meydana gelir
(166). ORN’lerde rejenerasyon Kkapasitesi azalmistir ve st solunum yolu

enfeksiyonlar1 ya da toksin maruziyeti sonrasi kalici hasar daha kolay

gelisebilmektedir (167).
2.4.2.9 Diger Nedenler

Intrakraniyal timorler; santral olfaktdr sistem ya da komsulugundaki yer
kaplayici lezyonlar, niteliksel veya niceliksel koku bozukluklarina yol agabilir.
Hipofiz timarleri, suprasellar ridge menenjiomlari, olfaktor yarik menenjiomlari,
frontal lob gliomlarina ikincil koku bozukluklar: bildirilmistir (98). Frontal Kitle

lezyonlarmin rezeksiyonu sonrasi koku bozukluklarinin toparladig1 soylenmektedir
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(168). Olfaktor yolaklarin ve orbitanin yakin iliskisi, bu bolgelerdeki lezyonlarda
hem gérme hem koklama ile ilgili problemlere yol acabilir. Ornegin bu bdlgedeki
bir olfaktér yarik menenjiomu olfaktér ve optik sinirlere basi yaparak ve
intrakraniyal basinc arttirarak Foster-Kennedy sendromuna yol acabilir (169). Bu
sendromda ipsilateral olfaktor disfonksiyon, ipsilateral optik atrofi, santral skotom
kontralateral papil 6dem mevcuttur.

Intranazal tiimorler, 6zellikle mekanik obstriiksiyon yaparak koku kaybi
yaratirlar. Genellikle tek tarafli olduklari i¢in kontralateral tarafin kompanse etmesi
ile belirgin koku kayb1 goriilmeyebilir. Olfaktor ndroblastom (estezionéroblastom),
inverted papillom, yassi hiicreli karsinom koku kaybi yaratabilen intranazal
timorlerden bazilaridir (170).

Iyatrojenik sebeplerle de koku kaybi olusabilir. Sinonazal, (septoplasti,
rinoplasti, ethmoidektomi) noérosiriirjik (anterior kafa tabani, kraniofasiyal
rezeksiyon, hipofizektomi) cerrahi prosediirler sonrasi santral ya da periferik koku
alanlarinin hasarlanmasi sonucu koku alma bozukluklar1 meydana gelebilir (171-
173). Yine larinjektomi sonrasi nazal hava akiminin azalmasi sonucu koku almada
azalma gelismektedir (174).

Psikiyatrik patolojilerden en sik sizofreni ve depresyon koku alma
bozukluguna yol acar. Duygu ve koku alma yolaklar1 santral sinir siteminde i¢ ice
gecmistir. Hatta bilateral olfaktor bulbektomi depresyon modeli olusturmak i¢in
kullanilir (175). Ayrica OB voliimil azalmis olanlarda depresyona yatkinlik ve kotii

terap6tik sonuglar bildirilmistir (90).
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Sigara ve alkol de koku alma bozukluklari ile iliskilendirilmistir. Alkol
bagimlilarinda koku alma bozuklugu gorilmektedir (176-178). Sigara da ayrica
olfaktér fonksiyonlar1 olumsuz etkiler (179, 180). Sigaranin; ONE’de
inflamasyona, ORN’de apoptozise ve ONE’nin skuamoz epitele doniismesine
sebep olarak koku alma bozuklugu yarattig1 diisiiniilmektedir (181, 182).

2.4.2.10 idiyopatik Koku Alma Bozukluklan

Etiyolojide olabilecek tiim klinik durumlar dislandiktan sonra tani
konulabilir. Ozel kliniklerde siklig1 degiskenlik gdstermektedir (161). Hafif veya
belirtisiz gecirilmis {ist solunum yolu enfeksiyonu sonrasi ya da daha tani
konulmamis nérodejeneratif hastaliklara bagli koku alma bozukluklari, idiyopatik
olarak yanlig tan1 konuluyor olabilir.

2.4.3 Klinik Degerlendirme

2.4.3.1 Hikaye

Hastaligin gidisatii belirlemek, tedaviyi yonetmek ve dogru tetkikleri
istemek icin iyi bir hikdye olmazsa olmazdir. Oncelikle niteliksel niceliksel ayrimi
yapilmali, hipozmi mi anozmi mi oldugu belirlenmeli daha sonra santral mi
periferik mi ayrimi yapilmaya c¢alisilmalidir. Cogu olguda iyi bir hikdye bizi
etiyolojiye ve taniya yaklastirir.

Koku kaybimnin siiresi, baslangici, fluktuasyon gosterip gostermemesi
sorgulanmalidir. Yavas yavas ilerleyen kayiplarda sistemik hastaliklardan
siphelenilir. Koku kaybi gelismeden Once kafa travmasi, iist solunum yolu
enfeksiyonu Oykiisii gibi durumlar sorgulanmalidir. Koku kaybmna eslik eden

sinonazal semptomlarin degerlendirilmesi 6nemlidir. Hastanin ndérodejeneratif
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hastaliklar agisindan da hafiza kaybi gibi durumlari not edilmelidir. Yakin zamanda
kullandig1 ilaglar, maruz kaldig1 toksik maddeler agisindan degerlendirilmeli, yine
etiyolojide rol oynayabilecek ek hastaliklar da sorulmalidir. Aile dykisii (ailede
koku alma bozuklugu, noérodejeneratif hastaliklar gibi) sorgulanmali ve koku alma
bozuklugunun siddeti giinlik hayata etki diizeyi belirlenmelidir (1). Hikayede
onemli bir noktay1 atlamamak adina genel bir hikaye formu hazirlanarak hikaye bu
form tizerinden sekillendirilebilir.

2.4.3.2 Fizik Muayene

Koku alma bozuklugu ile klinige bagvuran bir kisiye tim KBB ve nérolojik
muayeneler  yapilmalidir.  Ayrica nazal bosluk rijid endoskopi ile
degerlendirilmelidir. Orta ve iist konka, superior septum laterali ve olfaktor yarik
acili endoskoplar ile muayene edilmelidir. Nazal dekonjestanlar veya topikal
anestezik maddeler muayene yardimei olarak kullanilabilir. Ancak lokal anestezik
ajanlarin gegici koku kayb1 yapabilecegi akilda tutulmali ve muayene sonrasi koku
testleri yapilacak hastalarda kullanilmamalidir (183, 184). Olfaktér yarik
degerlendirilirken bu bdlgedeki polip, 6dem, skarlar “Olfactory Cleft Endoscopy
Scale” kullanilarak kaydedilebilir (185, 186). Basit bir nérolojik muayene de
yapilmali ancak norolojik bir durumdan siiphelenildigi zaman uygun uzman hekime
hasta yonlendirilmelidir.

2.4.3.3 Koku Degerlendirme Testleri

Koku duyusunun degerlendirilmesinde kullanilan testler literatiirde
farkliliklar icermektedir. Bu da aslinda tani ve tedavinin degerlendirilmesinde

farkliliklara yol agmaktadir. Objektif testler olsa da kullanim1 yaygin degildir.
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Genel olarak koku testleri ii¢ farkli baglik altinda incelenebilir: (1)

1- Subjektif hasta beyanina dayanan testler
2- Psikofiziksel testler

3- Elektrofizyolojik ¢alismalar ve fonksiyonel goriintiilemeler

Subjektif Degerlendirme Testleri

Hastalara sorulan sorularin puanlanmasi ile yapilan testlerdir. Viztel analog
skalasi, Likert olgegi kullanilarak bir degerlendirme yapilabilir ya da bazi
hastaliklarin degerlendirilmesinde kullanilan anketlerin bir kisminda yer alan koku
ile ilgili sorular da kullanilabilir. Ancak bu anketlerdeki koku degerlendirmesi
genelde yetersizdir, mesela KRS i¢in kullanilan Sino-Nasal Outcome Test — 22°de
koku sadece bir soru ile degerlendirilmektedir (187). Koku ile ilgili hastalari
degerlendiren 6zel anketler de vardwr. Questionnaire of Olfactory Disorders
bunlardan biridir ve hipozmi normozmi ayrimimni siniis spesifik degerlendirme

anketlerine gore daha iyi yapmaktadir (188).

Position Paper on Olfactory Dysfunction (PPOD) kilavuzu, subjektif koku
degerlendirme testlerinin tek basma kullanimmi 6nermemektedir (1). Yapilan
calismalarda psikofiziksel testlerle uyumlu sonuglar ¢ikmamustir (189-195). Clnkd

insanlar kendi koku duyularini iyi degerlendirememektedirler.

Psikofiziksel Testler

Subjektif testlerden daha giivenilir sonuglar saglarlar (1). Odyolojik testler
gibi hasta cevaplarina dayandigi i¢in hastanin teste uyum saglayabilecek yapida

olmas1 gerekmektedir. Ortonazal ya da retronazal yapilabilir.
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Ortonazal Psikofiziksel Degerlendirme

Ortonazal fonksiyonun degerlendirildigi psikofiziksel testler ile kisinin
koku alma esigi belirlenir ve esik iistii uygulanan kokular ile kokular1 ayirt etme ve
tanimlama yetenegi degerlendirilir. Koku hafizasi ve hedonik skala da

sorgulanabilir.

Koku alma esigi, kisinin bir kokuyu algiladigt minimum konsantrasyon
seviyesidir. Yapilan denemelerin yarisinda koku algilanmalidir. Kokuyu
tanimlamasina gerek yoktur (1). Ancak genelde bos kokusuz bir uyaranla
karsilagtirilarak esik belirlendigi i¢in kisa siireli hafizaya ihtiya¢ vardir ama
semantik, epizodik hafiza kullanilmaz (196). Koku alma esiginin belirlendigi

testlerde en sik n-butil alkol ve fenil etil alkol kimyasallar1 kullanilir.

Esik istii testlerde; algilama seviyesinin tstlindeki konsantrasyonlarda
bulunan kokular1 kisinin ayirt edip tanimlamasi beklenir. Ayt etmede kokuyu
isimlendirme gerekmezken tanimlamada algilanan kokunu isimlendirilmesi
beklenmektedir. Ipucu verilmeden isimlendirme zordur, bu yiizden genelde yazili
sozel ya da gorsel segenekler arasindan se¢im yapilmasi istenilir (197, 198). Koku
tanimlamada; kiiltiirel faktorler, eski deneyimler ve yas 6nemli bir rol oynar. Bu
yiizden bu testlerde bolgesel kiiltiirel ve yas ile uyumlu degerlilik ¢aligmalari

yapilmig olmahidir (199).

PPOD kilavuzuna gore psikofiziksel testler ile koku alma esigine ve en az
bir esik tistii test bilesenine bakilmasi (tanimlama ya da ayirt etme) Onerilmektedir

(2). Bunun sebebi; koku alma esigi (T), ayirt etme (D), ve tanimlama (I) puanlarinin
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beraber hesaplanmasiin daha hassas tani konulmasini saglamasidir (200). Ayrica
koku esik testlerinin daha ¢ok periferal problemleri yansittig1 diistiniiliirken esik

ustu testler daha ¢ok santral problemleri gostermektedir.

Klinik ve arastirma amacl farkli olfaktér komponentleri dlgen bircok test
gelistirilmistir (1).(Tablo 1) Bunlardan “University of Pennsylvania Smell
Identification Test” (UPSIT) ve “Sniffin’ Sticks ” en ¢ok bilinen iki tanesidir. UPSIT
testi Doty ve ark. gelistirdigi Pensilvanya Universitesinin koku tanimlama testidir
(201). Klasik UPSIT testi Tiirk toplumunun koku fonksiyonlarmi degerlendirmek
icin yetersiz bulunmustur (202). Tirk toplumuna uyarlanmis bir versiyonu da
mevcuttur (203). Sniffin sticks testi yaygin olarak kullanilan bir diger testtir (204,
205). Kobal ve Hummel tarafindan gelistirilen bu test esik bulma ve iki esik istii
(tanimlama, ayirt etme) testi icerir. Tiirk popiilasyonu ile ilgili degerlilik ¢aligmalari

yapilmustir (206).
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Tablo 1: Psikofiziksel testler (1)

Psikofiziksel Test

Degerlendirilen Fonksiyon

Sniffin Sticks

Esik, Ayirt etme, Tanimlama

University of Pennsylvania  Smell

Identification Test

Tanimlama

Connecticut  Chemosensory  Clinical

Research Center Test

Esik, Tanimlama

T & T Olfactometer Esik, Tanimlama
Smell Diskettes Test Tammlama
Cross-Cultural Smell Identification Test Tanimlama
Pocket Smell Test Tammlama

San Diego Odor Identification Test Tammlama
Scandinavian Odour Identification Test Tanimlama
Smell Threshold Test Esik

Olfactory Perception Threshold Test Esik

Barcelona Smell Test (BAST-24)

Koku algilama, tanimlama, hafiza

Odourized Marker Test Tanimlama
Snap & Sniff Olfactory Test System Esik
Open Essence Tanimlama
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Retronazal Olfaksiyonun Degerlendirilmesi

Lezzet ve aroma algis1 retronazal olfaksiyon ile de iliskilidir. Koku alma
bozukluklari, tat alma bozukluklarina gore daha sik goriildiigii i¢in tat ile alakali
problemler genelde retronazal olfaksiyon bozuklugundan kaynaklanmaktadir
(207). Taniy1 netlestirmek adina agiz i¢ine konulan ¢esitli tatlardaki tozlari (burun
delikleri kapali olacak) kisinin tanimlamasi istenilir. Ayrica tat alma duyusu da

koku alma bozuklugu sikayeti ile bagvuran bir kiside degerlendirilmelidir (1).

Elektrofizyolojik ve Fonksiyonel Gortntileme

Elektrofizyolojik yontemler ve fonksiyonel goérintiileme koku kayiplarini
degerlendirmede kullanilan subjektif ve psikofiziksel testlere gére daha objektif
sonuclar verir. Elektroensefalografi (EEG) ve elektroolfaktografi (EOG) ile bir

koku uyaranina kars1 ONE veya beyinde olusan potansiyeller 6l¢iiliir (208-212).

Fonksiyonel goriintiilemede ise bir koku uyaranina karsi olusan beyin
aktivitesi pozitron emisyon tomografi (PET) veya fonksiyonel manyetik rezonans
goruntileme (fMRG) ile degerlendirilir (213). Her iki goruntileme yénteminde de
koku uyaranina karst beyin kan akimi degerlendirilir (214). Radyoaktif madde

kullanim1 sebebiyle PET in kullanimi1 fMRG’ye gore daha smirhidir.

Subjektif testler ve psikofiziksel testler cogu koku kaybina klinik
yaklagimda yeterlidir. Elektrofizyolojik ve fonksiyonel goriintiileme yOontemleri

daha ¢ok klinik aragtirmalar ve medikolegal amaglar i¢in kullanilirlar (1).
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Diger Tam YOntemleri

MRG ve bilgisayarli tomografi (BT) tanida kullanilabilecek diger
yontemlerdendir. BT genelde sinonazal inflamatuvar hastaliklarda inflamasyonun
yaygmligiin tespitinde kullanilir. BT’de olfaktor yarik opasifikasyonu koku
fonksiyonlar ile ilgili fikir verebilir (198). Yine koku alma bozuklugu olan
hastalarin degerlendirilmesinde rutin MRG istenilmesi tartigmalidir (215). MRG ile
ONE, OB ve santral yolaklarin degerlendirilmesi miimkiindiir. Intrakraniyal
paranazal kitleleri gosterir. OB volimii ve olfaktor sulkus derinligi MRG ile

Olcllebilir.
2.4.4 Koku Alma Bozukluklarmin Tedavisi

Koku alma bozuklugu tanis1 konulduktan sonra tedaviye baglamadan 6nce
atilmas1 gereken adimlar vardir. Oncelikle koku alamadig i¢in giinliik hayatta
karsilasacagi problemler ve almasi gereken Onlemler ile ilgili danismanlik
verilmelidir. Ornegin gaz ve duman algilayicilar1 evine kurulmali, besinlerin son
kullanma tarihine dikkat edilmelidir. Koku alma bozuklugu multidisipliner ve bu
konu ile ilgili uzmanlar bulundugu bir konseyde degerlendirilmelidir. Klinik buna
uygun degilse hasta uygun merkezlere yonlendirilmelidir. Olfaktor disfonksiyon,
toksin maruziyeti sonucu meydana gelmisse, gerekli toksinlere ya da ilaglara kiginin

maruziyeti engellenmeye ¢alisiimalidir (13).
2.4.4.1 Koku Egitimi

Farkl1 koku molekiillerinin giinliik olarak koklatilmasina dayanan bir tedavi

yontemidir. Ik kez Hummel ve ark. tarafindan 2009 yilinda ayrintili tanimlanmis
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ve posttravmatik, postenfeksiyoz ve idiyopatik sebeplerle koku alma bozuklugu
yasayan kisilerde etkinligi gosterilmistir (216). Klasik koku egitiminde dort odorant
(gul, limon, karanfil, okaliptus) 12 hafta boyunca uygulanirken; egitimin farkl
odorantlarin farkli siirelerde uygulandigi modifiye versiyonlar1 da tanimlanmistir

(217).

Koku egitiminin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
olfaktor rejenerasyon kapasitesini arttirarak etki gosterdigi diistiniilmektedir. Diisiik
maliyeti ve giivenilirligi sebebiyle farkli etiyolojik sebeplerle koku alma bozuklugu

yasayan hastalarin tedavisinde kullanimi 6nerilmektedir (1).
2.4.4.2 Medikal Tedaviler
Kortikosteroidler

Kortikosteroidler, KRS ve diger inflamatuvar sebeplerle koku alma
bozuklugu vyasayan kisilerde ilgili hastaligin kilavuzlarindaki &nerileri
degerlendirilerek kullanilabilir. Bunun disindaki etiyolojilerde kullanimui ile ilgili

veriler yeterli degildir. Kullanilacaksa sayet potansiyel yan etkiler géze alinmalidir

(1).
Fosfodiesteraz inhibitorleri

Artan cAMP ile etkili olacag: diisiiniilmiis. Ik yapilan ¢ahsmalarda koku
fonksiyonlarini arttirdigi gosterilse de daha sonraki yapilan ¢aligmalarda bu etkinlik
gosterilememistir (218-221). Yan etki potansiyelleri de géz Oniine alindiginda

klinik kullanim1 smirhdir (1).
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Intranazal Kalsiyum Tamponlan

Intranazal mukus i¢indeki kalsiyumun koku almadaki negatif feedback
etkisi baskilanirsa koku alma fonksiyonlarinin iyilesecegi diisiiniilerek tedavide
denenmistir. Whitcroft ve ark. yaptiklar1 bir prospektif ¢alismada postenfeksiyoz
sebeplerle koku kaybi yasayan hastalarda intranazal sodyum sitrat kullaniminin
etkin oldugunu gostermistir (222). Ancak klinik kullanimi i¢in hala kanit diizeyi

yliksek ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Diger

Koku alma bozuklugunun tedavisinde sistemik veya intranazal pek ¢cok ajan
denenmektedir; ancak bunlarin etkinlikleri su an igin sinirli goéziikmektedir.
Intranazal A vitaminin koku egitimine eklenmesinin tek basina koku egitiminden
daha etkin oldugu bir retrospektif ¢alismada gosterilmistir (223). Yine benzer
sekilde Ginkgo biloba, alfa lipoik asit, caravarine, B vitamini, statinler, ¢inko

tedavide denenen ancak kullanimi igin heniiz yeterli kanit diizeyi yiiksek verinin

olmadig1 ajanlardir (224-228).
2.4.4.3 Cerrahi

Sinonazal sebeplerle olan koku alma bozukluklarinda altta yatan mevcut
durumun cerrahi ile diizeltilmesinin koku fonksiyonlarini iyilestirebilecegi
diigiiniilmektedir. Kronik sinlizit sebebiyle olusmus olfaktor disfonksiyon
endoskopik siniis cerrahisi ile iyilesme gostermekle birlikte cerrahi karari ilgili

hastaligi kilavuzu dogrultusunda verilmelidir (1). Fantozmi tedavisinde olfaktor
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epitelin rezeke edilmesi denenmektedir. Ancak riskli bir islemdir ve son gare olarak,

deneyimli merkezlerde yapilmalidir (229).
2.5 Kok Hucreler

Kok hucreler insan vicudunun gelisiminin embriyonik, fetal veya eriskin
asamalarinda bulunan farklilasmamis kendini yenileyebilen ve baska hiicreye
gelisim ve farklilasma gosteren hiicre tipidir. Embriyoda ve eriskin hiicrelerde
bulunabilir. Farklilagsma kapasitesi totipotentten oligopotente dogru ilerlerken azalir

(230).

Farklilagsma kapasitesine gore kok hiicrelerin smiflandirmasini su sekilde

yapabiliriz:(231)

Totipotent: Tam bir bireyi olusturabilecek kapasitedeki hiicrelerdir. Zigot

bu gruba érnektir.

Pluripotent: Ug germ tabakasindan gelisen hiicreleri olusturabilse de tek
basina tam bir organizmay1 olusturamaz. Blastokist asamasindaki i¢ hiicre kitlesi

bu gruba érnektir.

Multipotent: Daha az sayida hiicre tipine farklilasabilir. Bulundugu dokuya

gore farklilagtig1 hiicre tipleri degisebilen erigkin kok hiicreleri bu gruba 6rnektir.
Oligopotent: Birkag farkli hiicre tipine farklilasabilir.

Unipotent: Tek bir hiicre tipine farklilagir.
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2.5.1 Eriskin Kok Hiicreler

Her yastaki insanda bulunan farklilagsmamis hiicrelerdir. Bulunduklar
dokulara gore ihtiyag duyuldugunda farkli hiicre tiplerine doniisebilirler.
Kaynaklandiklar1 dokunun 06zellesmis hiicre tiplerine doniismelerinin yaninda
koken almadiklari dokunun hiicre tiplerine de doniisebilirler (232). Farklhi
dokulardan kaynaklanabilirler ve bu dokulara gore isimlendirilirler. Kemik iligi,
yag dokusu, dis pulpasi, beyin, karaciger, ¢izgili kas, deri gibi pek ¢ok doku, eriskin
kok hiicresi kaynagi olabilir (232). Giiniimiizde tizerinde en fazla ¢aligma yapilan
kok htcreler; mezenkimal kok hucreler (MKH), hematopoetik kok hiicreler, noral

kok hicrelerdir denilebilir.

2.5.2 Mezenkimal Kok Hucreler

Friendstein ve ark. fare kemik iliginde kemik, yag, kikirdak gibi hiicrelere
doniisen bir grup hiicre oldugunu ortaya koymustur (233). Daha sonra yapilan
calismalarda bu hiicre grubunun in vitro olarak farkli hiicre tiplerine farklilastiklar1
gosterilmis ve bu hiicre grubu mezenkimal kok hiicre olarak adlandirilmistir (234).
MKH’ler giiniimiizde birgok farkli dokulardan elde edilmis ve bu elde edilen kok
hucrelerin  farkli alanlarda tedavide kullanimi ile ilgili arastrmalar devam
etmektedir. Kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu MKH iceren kaynaklardir.
Koken aldig1 dokuya gore MKH’lerin igerdigi hiicre sayisi, biiyiime, onarmm,

farklilagma kapasiteleri ve salgiladiklari sitokinler farkliliklar igermektedir.
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Gunltimuzde kok hiicreler ile ilgili bilgi birikimimizin gelismesiyle hucre
hasar1 ve yenilenmesi siirecinde kok hiicre tedavileri kullanilmakta veya
kullanilmasi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Tiimor olusturma ihtimali, embriyonik
kok hiicreler ile ilgili etik tartismalar ve rejeksiyon ihtimali gibi kullanimini
smirlayan sebeplere ragmen; kok hiicre tedavilerinin gelisiminin devam edecegi ve
daha bir¢cok hastaligin patogenezini anlamamizda ve tedavisinde kullaniminin

yayginlasacag1 sylenebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan G.U.ET-20.048 kod numarasi, 26.08.2020 tarih ve E.89045 sayil1 yazi
ile onaylanmustir. Bu proje Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan 01/2020-39 proje kodu ile desteklenmistir. Arastirma, Gazi Universitesi
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Gazi Universitesi Immiimoloji Anabilim Dals,
Gazi Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezinde

yliritilmiistiir.
3.1 Deney Hayvanlan

Calismada deneyin uygulandigi 36 erkek C57BL-6 fare (9-10 haftalik, 18-
22 gram) ve kok hiicrelerin iretildigi 5 transgenik C57BL/6-Tg (CAG-
EGFP)10sb/J fare kullanilmistir. Deneyin uygulandig1 fareler Izmir Biyotip ve
Genom Merkezinden, kok hiicre tiretimi i¢in kullanilan transgenik fareler Jackson
Laboratuvarindan temin edilmistir. Farelerin hormonal degisimlerinin koku almayi
etkilememesi adina erkek fareler se¢ilmis ve laboratuvar kosullarina bir hafta uyum
saglamalar1 beklendikten sonra yapilan yemek bulma testi (YBT) ile koku
fonksiyonlarmmn saglam oldugu gosterilen fareler deneye dahil edilmistir.
Hayvanlar standart laboratuvar yemi ile ad libitum beslenmis, 21-23 °C sicaklikta

12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisii uygulanan ortamda barmdirilmiglardir.

Deney yapilan fareler randomize olarak her birinde 12 farenin yer aldigi {i¢

gruba ayrildi. Bu farelere koku kaybi yaratmak i¢in 300 pg/g 3-MI uygulandi.
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Birinci gruba; enjeksiyon sonrasi 7.giin intranazal fosfat tamponlu salin (PBS),
ikinci gruba yag dokusu kaynakli mezenkimal kék hiicre (YDKMKH), Ggunci
gruba kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre (KIKMKH) uygulandi.
Gruplardaki farelerin 6 tanesi 3-MI enjeksiyonu sonrasi 2. hafta, kalan fareler 4.
hafta sakrifiye edilerek incelemelerde bulunuldu. Tiim hayvanlara haftalik YBT

yapild1.

Tablo 2. Deney gruplari

Deney Gruplari

2.hafta
sakrifiye

fare sayisi

edilen

4.hafta
sakrifiye

fare sayisi

edilen

1.grup Kontrol grubu 6 6
2.grup YDKMKH 6 6
3.grup KIKMKH 6 6

3.2 Yemek Bulma Testi

Daha o6nce ¢alismalarda kullanilan YBT modelleri incelenerek tasarlandi
(227, 235, 236). Hayvanlara 1 hafta 6ncesinden gunlik, aynt marka peynirlerden
birer parca verilerek tadina ve kokusuna aligmalar1 saglandi. Hayvanlar 24 saat
boyunca ag birakildi, su igmelerine izin verildi. Test i¢in “T” seklinde bir labirent

tasarlandi. (Sekil 4)
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Sekil 4. T seklinde tasarlanmis labirent

Tabani kafeslerindeki ayni talas ile kaplanan labirentin bir ucuna, talaslarin
altinda olacak sekilde peynir (2x1cm) saklandi. Test yapilan fare T’nin baslangi¢
noktasina birakild1 ve peynirleri bulma siireleri kaydedildi. Her testte, kullanilan
talas ve peynir degistirildi. Bir fareye test 5 kez uygulandi. Tiim yapilan islemler
video ile kayit altina alindi. 3 dakika igerisinde peyniri bulamayan fareler “kald1”
kabul edildi. Kalan farelerin test stiresi 180 saniye olarak kaydedildi. Her 5 testin
iiciinde 3 dakika igerisinde peyniri bulamayarak kalan fareler basarisiz kabul edildi.
Test tiim farelere ayn1 yerde yapild: ortam sessiz idi. ik test 3-MI enjeksiyonu
oncesi koku fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in (YBT 1), 2. test 3-MI sonrasi 1.
hafta anozmiyi gostermek amaciyla (YBT 2), daha sonra haftalik olarak yapildi.

(Tablo 3)
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Tablo 3. Yemek bulma testleri

1.YBT Koku fonksiyonlariin saglam
oldugunu gdostermek igin  3-Ml

enjeksiyonu oncesi

2.YBT 3-MlI enjeksiyonundan 1 hafta sonra
3.YBT 2.hafta
4.YBT 3.hafta
5YBT 4.hafta

3.3 Koku Kaybim1 Olusturulmasi

Daha 6nceki ¢aligmalarda uygun dozlarda 3-MI’nin olfaktor epitele sinirla
nekrotizan bir lezyon olusturarak koku kaybi yarattigi gosterildigi i¢in biz de
calismamizda 3-MI kullandik (227, 235-238). 3-MI uyguladigimiz zaman dilimi
calismamizda 0.hafta olarak kabul edilmis bundan sonraki zamanlar buna gore
belirtilmistir. Koku fonksiyonlar1 YBT ile test edilen ve koku alma bozuklugu
olmayan hayvanlara 300 pg/g 3-MI (Sigma-Aldrich, ABD) intraperitoneal (iP)
olarak tek doz enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi hayvanlar yakin takip edildi,

davraniglar1 gozlendi ve 1.hafta YBT ile anozmi olusup olugsmadig1 degerlendirildi.
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3.4 Kok Hiicre Elde Edilmesi ve Kok Hiicre Uygulanmasi

Kok hiicreler, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvarida
Uluslararast Hiicresel Tedavi Toplulugunun mezenkimal kok hiicrelerin
karakterizasyonu ile ilgili yaymladiklar: kriterler baz alinarak, daha 6nce yapilan
iretimler ile karakterizasyonlar1 ve farklilasma kapasiteleri gosterilerek standardize

edilmis yontem ile tiretildi (239).

Iki farkli kok hiicre tiretildi ve karakterize edildi. Her bir kok hiicre

iiretilmesi i¢in farkl bir deneysel yontem kullanildi.
3.4.1 Yag Dokusu Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Uretilmesi

Kullanilan tiim malzeme ve soliisyonlar steril olarak satin alindi veya
otoklavda steril edildi. YDKMKH’ler Qi ve ark. tarafindan yayinlanan yontemin
modifikasyonu ile Uretildi (240). Yesil floresan protein (YFP) transgenik farelerin
steril sartlar altinda inguinal bdlgelerinden alinan yag dokusu Dulbecco’s
phosphate buffered saline (D-PBS, Dulbecco’nun fosfat tampon ¢6zeltisi) i¢inde,
steril kaplarda toplandi. Kii¢iik pargalar halinde hazirlanan yag dokusu 2 mg/ml tip
| kollejenaz enzimi (Sigma-Aldrich, ABD) iceren tampon ¢ozeltide mekanik olarak
pargalandi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 70 um porlar
iceren hiicre filtresinden gecirildikten sonra, 1200 rpm de iki kez santrifligasyon ile
yikandi. Besi yerinde karistirilarak hazirlanan hiicre siispansiyonu, steril hiicre
kiiltiri  flasklarna (Greiner Bio-one, Almanya) ekildi. Besi yeri olarak
penisilin/streptomisin, L-glutamin (Sigma-Aldrich, ABD) ve %10 fetal bovin

serum (FBS) iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich,
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ABD) kullanildi. Hiicreler 37°C’ de %5 CO2 igeren inkiibatér (Sanyo, Japonya)
icinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda her ii¢ giinde bir besi yeri degistirildi.
Flasklarda yeterli doluluk saglandiktan sonra yapisarak iireyen hiicreler Tripsin-
EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) ile kaldirildiktan sonra tripsin aktivitesi inhibe edilip

pasajlama yapilarak yeni flasklara aktarild1
3.4.2 Kemik ligi Kokenli Mezenkimal Kok Huicre Uretilmesi

Kullanilan tiim malzeme ve soliisyonlar steril olarak satin alindi veya
otoklavda steril edildi. KIKMKH’ler, Tropel ve ark tarafindan yaymlanan bir
yontemin modifikasyonu ile yapildi (241). Kemik iligi temini igin steril sartlar
altinda her iki farenin femur ve tibia kemikleri kullanildi. Kemiklerin epifizleri
ayrildiktan sonra, antibiyotik igeren besi yeri (DMEM) ile yikanarak kemik iligi
aspire edildi. Kemik iligi aspiratlart 70 pum porlar igeren hiicre filtresinden
gegirildikten sonra, 1200 rpm de iki kez santrifiigasyon ile yikandi. Besi yeri ile
stispanse edilen kemik iligi hiicreleri kiiltiir flasklarina ekilerek 37°C’de %5 CO2
iceren ortamda inkiibe edildi. Besi yeri olarak penisilin/streptomisin, L-glutamin
(Sigma-Aldrich, ABD) ve %10 FBS iceren DMEM (Sigma-Aldrich, ABD)
kullanild1. Kiiltiirler sirasinda besi yeri li¢ giinde bir degistirilerek tazelendi.
Flasklar tireyen hiicreler tarafindan doldurulduktan sonra yapisarak tireyen hiicreler
Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) ile kaldirildiktan sonra yeni flasklara

transfer edilerek pasajlama yapildi.
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3.4.3 Mezenkimal Kok Hucrelerin Karakterizasyonu

izole edilerek saflastirilan mezenkimal kok hiicreler akim sitometrik yontem
ile immunofenotiplendirilerek karakterize edildi. Eppendorf tupleri iginde 5x10°
hiicre 100 pl boyama solisyonu (D-PBS + %1 FBS) iginde floresan isaretli
antikorlarla karistirilarak +4° de 30 dakika inkiibe edildi. Immiinofenotiplendirme
i¢in phycoerythrin (PE) isaretli anti-mouse CD29 (Clon No: HMp1-1), PE isaretli
anti-mouse CD44 (Clon No:IM7), PE isaretli anti-mouse CD45 (Clon No:30-F11),
PE isaretli anti-mouse CD90.2 (Clon N0:53-2.1) ve PE isaretli anti-mouse CD73
(Clon No:TY/11.8) antikorlar1 kullanildi. Antikorlarin hepsi Sony Biotechnology,
ABD firmasindan satin alind1. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler santrifiigasyonla iki
kez yikandiktan sonra %2 paraformaldehit igeren tampon ¢ozeltisinde fikse edildi.
Fikse edilen hicreler, CytExpert 6lcim ve analiz programui ile donatilmis akim
sitometre cihazinda (Cytoflex, Beckman&Coulter, USA) fenotiplendirildi. CD45
marker1 negatif, CD44, CD90.2, CD29 ve CD73 markerlar1 pozitif olan hiicrelerin

mezenkimal kok hiicre olduklar1 dogrulandi.
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Sekil 5. A) Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre inverted floresan

mikroskobik goruntli (10x) B) Yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre

inverted floresan mikroskobik goruntt (10x)
3.4.4 Kok Hiicre Uygulanmasi

3-MI enjeksiyonu sonrasi 1.hafta anozmik oldugu gosterilen hayvanlara
1x10" hiicre 50 pL PBS igerisinde uygulandi. Uygulama esnasinda farelere hafif
anestezi uygulandi. Her bir burun deligine daha 6nceki calismalarda giivenilirligi
gosterilen sekilde, 5 uL damlalar halinde, 5 dakikalik aralarla, 25 pL voliim
icerisinde mikropipet ile kok hucreler transplante edildi (242). Kontrol grubuna

benzer sekilde intranazal olarak hafif anestezi altinda ayn1 voliimde PBS uygulandi.
3.5 Histomorfolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme
3.5.1 Dokularin izolasyonu

Her birinde 12 hayvan bulunan her 3 gruptaki hayvanlarm randomize
secilmis 6’s1 2.hafta kalan 6’s1 ise 4.hafta sakrifiye edilerek olfaktér bulbus ve

olfaktor epitelleri incelendi.
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Hayvanlar yiiksek doz anestezi ile (en az 200mg/kg ketamine, 10 mg/kg
ksilazin) sakrifiye edildikten sonra dekapite edildi. Dekapitasyon sonrasi alt gene
ayrild1 ve etraf kaslar ¢ikarildiktan sonra sagital dizlemde kafa ikiye ayrildi. Sag
ve sol parcalardan rastgele secilen biri formaldehite konulurken diger taraf
transplante edilen yesil floresan proteinli (YFP+) kok hiicrelerin mikroskop altinda
incelenebilmesi igin OB ve ONE’leri izole edilerek ayri bir kaba konuldu. YFP+
hlcrelerin herhangi bir boyama yapilmadan incelenebilmesi agisindan bir taraf
olfaktor noroepitel altindaki ethmoturbinateden ve septumdan mikroskop altinda

mikro cerrahi aletler kullanilarak dikkatli bir sekilde kaldirilds, olfaktor bulbus etraf

dokulardan ayrilarak izole edildi. (Sekil 6-7)

Sekil 6. Dekapite Edilen Kafalarm Sagital Olarak ikiye Boliinmesi

48



PSS ARG

15 4e
L 2T
£23

Sekil 7: Olfaktor epitel ve olfaktor bulbus
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3.5.2 Kok Hiicre Yerles

Tim gruplarin randomize belirlenen bir tarafindaki olfaktor epitel ve

olfaktor bulbuslar1 mikroskop altinda etraf dokulardan ayrilarak izole edildi. Bu
DMI4000B, Almanya) kor arastirmaci tarafindan incelendi ve YFP+ hicreler

dokular taze halde iken -20 °C’de krisyostat cihazi (Leica CM1900, Almanya) ile
5 um Kesitler alindi. Alinan kesitler inverted imminfloresan mikroskop ile (Leica

degerlendirildi.

k Incelemeler

ji

0]

3.5.3. Histomorfol

Alman ornekler oncelikle %10 notral formaldehit soliisyonunda 72 saat

Ardindan dekalsifikasyon amagli De Castro soliisyonuna alindi.

tespit edildi.

gland1. Tiim

rutin takip islemleri sa

Dekalsifikasyonun tamamlanmasini takiben,

dokular kasetlere konularak akarsu altinda yikandi. Suyun uzaklastirilmasi i¢in
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dokular artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90, %100) ge¢irildi. Sonrasinda
dokular parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gegirilip ardindan erimis parafine
gomiildii ve adindan parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan parafin bloklardan 4-5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler hematoksilen-eozin (HE)
yontemi ile boyandi. Elde edilen Orneklerdeki histomorfolojik degisimler ile
olfaktor marker protein (OMP) tutulumlar1 bilgisayar destekli goriintiileme
sisteminde 151k mikroskobi (Leica DM4000, Almanya) ile incelendi. Pseudostrafiye
epitel kalinhigi Image] software programm ile Olgiildii. Histomorfolojik olarak
incelenen alanlarin, Leica—Qwin programinda resimleri ¢ekilerek degerlendirildi.
Epitel hasarin1 degerlendirmek i¢in, silya kaybi, vakuolizasyon, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu skorlandi.(0:hasar yok, 1:hafif, 2:orta, 3:agir hasar, toplam maksimum
skor:9) Epitel kalinlig1 3 noktadan 6lgiilerek ortalamasi alindi(2 perifer, 1 santral)

(238).
3.5.4 immiinohistokimyasal incelemeler

Oncelikle ornekler 2 defa 15'%er dakika ksilol icerisinde bekletildi. Ksilolden
cikarilan 6rnekler sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70 konsantrasyondaki etil
alkol c¢ozeltilerinde 10'ar dakika tutuldu. iki kez 5 dakika distile su igerisinde
bekletilerek rehidrate edildi. Sonrasinda nemli ortamda immiinohistokimya barma
dizilen dokularin etrafi PAP-Pen ile cizilerek 3'er dakika boyunca 3 kez PBS ile
yikandi. Ozgiin olmayan baglanmay1 engelleyebilmek icin 10 dakika serum
blocking solution (Genemed Biotechnologies, ABD) uygulanan 6rnekler OMP ve
CD45 primer antikorlar1 ile +4°C’de bir gece inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonras1 PBS ile yikanan 6rneklere endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in
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15 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit ¢dzeltisi uygulandi. Ornekler PBS ile
yikandiktan sonra biotinli sekonder antikor (Genemed Biotechnologies, ABD)
uygulandi. Yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikanan o6rneklere diaminobenzedin
(DAB) substrati iceren kromojen (Thermo Fisher Sci., CA) uygulanarak goézle
goriilebilir immiin tepkime olusana kadar bekletildi. PBS ile yikanan orneklere
zemin boyasi olarak Mayer'in hematoksileni kullanildi. Alkol serisinden gegirilerek
dehidrate edilen 6rnekler, ksilolde bekletildikten sonra entellan kullanilarak lamel
ile kapatildi. Tiim Ornekler bilgisayar destekli goriintiileme sistemi yardimiyla
(Leica DM4000, Almanya), Leica Q-Win 3 programinda fotograflar1 ¢ekilerek
degerlendirildi. Her slayt i¢in secilen bagimsiz 7 alandan saglanan hiicre

sayimlarinda OMP tutulumu degerlendirildi
3.6 Istatistiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizi icin IBM SPSS Statistic 26.0 programi kullanildi.
Verilerin tanimlayici istatistiginde kategorik degiskenlerde frekans ve yilizde (%);
sayisal degiskenlerde ortalama, ortanca, standart sapma, minimum, maksimum
istatistikleri ~ verilmistir. ~ Bagimsiz ~ gruplarin  niceliksel  verilerinin
karsilastirilmasinda Mann Whitney-U ve Kruskal-Wallis testleri, niteliksel verilerin
karsilastirilmasinda ki-kare test, Fisher’s Exact test veya Fisher’s Freeman Halton
Exact test kullani1ld1. Bagimli gruplarda ise analiz Friedman veya Wilcoxon testi ile

yapildi. Karsilastirmalarda p degerinin 0.05’ten kiigiik olmas1 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Yemek Bulma Testlerinin Sonuclar

Bir YBT siiresince tiim farelere 5 test yapildi. Yapilan testlerde en kiigiik ve

en biiyiik degerler dislanarak kalan 3 degerin ortalamasi alindi. Toplamda 3 defa 3

dakika icerisinde peyniri bulamayan fareler basarisiz kabul edildi. Bu farelerin YBT

stiresi 180 saniye kabul edildi.

Tablo 4. Yemek bulma testinde farelerin ortalama yemek bulma streleri (saniye)
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Tablo 5. Yemek bulma testinde gruplara gére basar1 durumu

GRUP 1.YBT 2.YBT 3.YBT 4.YBT 5.YBT

basarili basarisiz basarili basarisiz basarili basarisiz basarili basarisiz basarili basarisiz

1(kontrol) 12 |0 0 12 |0 12 |2 4 2 4

20YDKMKH) [12 [0 |0 [12 [9 [3 |4 |2 |6 |o

3(KIKMKH) (12 [0 |0 |12 [8 [4 |4 |2 |6 |0

Birinci YBT sonuglarina gore tiim fareler basarili bir sekilde testi
tamamlamuslardir. Tkinci YBT sonuglarina baktigimizda ise tiim farelerin basarisiz
oldugunu yani 3-MI enjeksiyonu sonrasi tiim farelerde anozmi gelistigini
sOyleyebiliriz. Diger testlere baktigimizda; 1. grupta 3. YBT sonrasi farelerin
%1001 testte basarisiz olmusken 2 ve 3. gruplarda farelerin sirasiyla %25 ve
%33’1i basarisiz olmustur. Yapilan ki-kare testinde bu durum istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. (p=0,001) Dordinct YBT basar1 durumlarinda gruplar arasi
istatiksel olarak anlamli fark bulunamamis (p=0,589), Besinci YBT basari
durumlarinda ise gruplar arasi istatiksel olarak anlamli fark vardir.(p=0,015) (Tablo

4)

Gruplardaki farelerin ortalama yemek bulma sireleri ise; 3. YBT icin grup
1 180 sn, grup 2 96,45 sn ( min:33,3 maks:180, SS:63,51, ortanca:79,65), grup 3
91,75 sn (min:11,6 maks:180, SS:68,83, ortanca: 73,15) olarak hesaplanmistir.
Dordincu YBT icin ise grup 1 152,76 sn (min: 73,3 maks:180, SS:45,05 ortanca
180), grup 2 121,15 sn ( min:45 maks:180, SS:63,27, ortanca:138,45), grup 3 96,46
sn (min:41,6 maks:180, SS:66,26, ortanca: 65,3), 5. YBT i¢in grup 1 135 sn (min:
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35 maks:180, SS:70 ortanca:180) , grup 2 28,78 sn ( min:24,3 maks:40,6, SS:5,92,
ortanca:26,6), grup 3 29,8 sn (min:21,3 maks:43,3, SS:8,43, ortanca: 27,8) olarak
Olctilmiistiir. Yapilan Kruskal Wallis testinde; 3. YBT deki gruplar arasindaki fark
(p=0,001) ve 5. YBT’deki gruplar arasindaki fark (p=0.008) istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Drduncti YBT’de ise gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark izlenmemistir. (p=0,276) Uclincii ve 5. YBT’de gruplar ikiserli
karsilastirilmis (Mann-Whitney U ve Bonferroni diizeltmesi ile) ve her iki testte de
grup 1 ile hem grup 2 hem de grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

mevcutken grup 2 ile grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.
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Grafik 1. Ortalama yemek bulma testi streleri

4.2 TRANSPLANTE EDIiLEN KOK HUCRELERIN

DEGERLENDIRILMESI

Tiim farelerden izole edilen OB ve ONE’lerde yapilan mikroskobik

incelemede kok hiicre transplante edilmis tiim o6rneklerde OB ve ONE’nin her
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ikisinde de YFP+ hiicreler izlendi. Ozellikle transplantasyonun 3. haftasinda
sakrifiye edilen ve dokular1 izole edilen hayvanlardaki YFP+ hiicre yogunlugunun
1.haftada alinan 6rneklere gore daha fazla oldugu goruldd. Bulgular, intranazal

olarak uygulanan YDKMKH ve KIKMKH’lerin ONE ve OB’a yerlestigini ve siire

gectikge bu bolgelerde ¢ogaldigimi diisiindiirtmektedir.

Sekil 8. Transplante edilen yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 1. hafta

gorintust (10x) A) Olfaktor epitel B) Olfaktor bulbus

Sekil 9. Transplante edilen yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 3. hafta

gorintust (10x) A) Olfaktor epitel B) Olfaktor bulbus
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Sekil 10. Transplante edilen kemik iligi kokenli mezenkimal kdk hiicrelerin 1. hafta

gorintusi (10x) A) Olfaktor epitel B) Olfaktor bulbus

Sekil 11. Transplante edilen kemik iligi kokenli mezenkimal k6k hiicrelerin 3. hafta

gorintust (10x) A) Olfaktor epitel B) Olfaktor bulbus
4.3. HISTOLOJIiK SONUCLAR
4.3.1 Histomorfolojik Inceleme Sonugclan

Yapilan histomorfolojik degerlendirmede, olfaktor epitelin inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, silya kaybi, vakuolizasyon durumu skorlandi. Buna gore 2.
hafta ve 4. hafta sonrasi deney gruplarindaki farelerden elde edilen bulgular Tablo

6 ve 7°de verilmistir.
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Tablo 6. Gruplarin 2. hafta histopatolojik skorlama bulgulari

Kontrol YDKMKH KIKMKH P degeri
Histopatolojik skor  Infiltrasyon 0 0 0
0 0 5 =0.002*
3 5 1
3 1 0
Vakuolizasyon 0 0 0 <0.001*
0 3 5
0 3 1
6 0 0
Silya Hasar1 0 0 0 <0.001*
0 4 4
0 2 2
6 0 0
Toplam Skor Ort+SS Ort+SS Ort£SS =0.001**
8,5+0,54 5+0,89 3,67+0,51

*Fisher-Freeman-Halton- Exact
**Kruskal Wallis
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Tablo 7: Gruplarin 4. hafta histopatolojik skorlama bulgulari

Kontrol YDKMKH KIKMKH P degeri

Histopatolojik  Infiltrasyon 0 0 0 0 <0.001*
skor
1 0 4 6
2 0 2 0
3 6 0 0
Vakuolizasyon 0 0 0 0 <0.001*
1 0 3 6
2 1 3 0
3 5 0 0
Silya Hasar1 0 0 0 2 =0.002*
1 0 5 4
2 4 1 0
3 2 0 0

Ort£SS Ort+SS <0.001**

Ort+SS
Toplam Skor 4+0 2,67+0,52

8,17+0,41

*Fisher-Freeman-Halton-Exact
**Kruskal Wallis

Bu sonuglara gore gruplar arasinda skorlanan tiim hasar bulgularinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu. Ayni zamanda toplam hasar
skorlarinin ortalamasi arasinda yapilan gruplar arasi karsilastirmada da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Gruplarin toplam epitel hasar

skorlarmin ikili karsilagtirmasi igin yapilan analizlerde ise (Mann-Whitney U,
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Bonferroni duzeltmesi ile) 2.hafta grup 1-2 (p=0,003), grup 1-3 (p=0,003) ve grup
2-3 (p=0,016) arasinda anlamli fark mevcuttu. Yine 4. hafta toplam epitel hasar
skorlar1 degerlendirildiginde grup 1-2 (p=0.001), grup 1-3(p=0,002), grup 2-3
(p=0,002) arasinda da fark vardir ve bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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M 4.hafta total epitel hasar skoru B 2.hafta total epitel hasar skoru

Grafik 2. Gruplarin toplam epitel hasar skorlar1

Grup 1’in 2 ve 4. haftalardaki epitel durumunu kiyasladigimizda silyalarin
durumunda ve vakuolizasyonda iyilesmeye yonelik bulgular izlenmekle birlikte

istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmemistir. (p=0,317)

Grup 2’de 2. ve 4. hafta toplam epitel hasar skorunda iyilesme mevcutken
bu durumda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. (p=0,063) Grup 3’te ise
toplam hasar skoru 4. haftada 2.haftaya gore istatistiksel olarak anlamli olacak

sekilde azalmustir. (p=0,034)
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Olfaktor epitel kahnliklarinda gruplar arasi fark anlamli bulunmustur. En
kalin OE grup 3’te bulunuyorken en ince OE ise grup 1’de idi. (Tablo 8) Gruplarin
ikili karsilastirilmalarinda ise; grup 3’tin grup 2’den, grup 2’nin ise grup 1’den daha
kalin epitele sahip oldugu inceleme yapilan haftalarda goriilmektedir ve bu
farkliliklar istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. (p<0.016, Mann-Whitney U,
Bonferroni diizeltmesi ile) Ayni gruplarin 2.ve 4.hafta 6rnekleri kiyaslandiginda ise
4. haftada tiim gruplarin epitel kalinliklarinin artmis oldugu goriilmektedir. Bu artis

tum gruplarda istatistiksel olarak da anlamli degerlendirilmistir. (p<0,05)

Tablo 8. Gruplarin olfaktér epitel kalinliklar1 (um)

Kontrol YDKMKH KIKMKH P
degeri
Ort+SS Median Ort+SS Median Ort£SS Median
Olfaktor Epitel 27,32+0,96 27,35 47,68+0,28 47,55 68,99+0,81 69,07 <0,001*
Kalinhig1 (2.hafta)
Olfaktor Epitel 38,91+1,06 39,1 54,55+0,63 54,85 80,35+0,2 80,32 <0,001*

Kalinhgi (4.hafta)
*Kruskal Wallis

Grup 3-4.hafta
Grup 3-2.hafta

Grup 2-2. hafta

]
|
Grup2-4.hafta I
|
Grup 1-4. hafta I

I

Grup 1-2.hafta

Grafik 3. Gruplarin zamana gore epitel kalinliklari
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Sekil 12: Gruplarin 2. hafta olfaktor epitellerinin goriintiileri (Hematoksilen eozin) A) 1. grup B) 2.
grup C) 3. grup Kirmuzi gizgi: Epitel kalinligt Siyah ok: Sil kaybi ¢ : Vakuolizasyon *: Olfaktor
bez yapisinda bulunan hiicreler arasinda interseliiler bosluk artis1 +: inflamatuar hiicre infiltrasyonu

% Vaskilarizasyon
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Sekil 13: Gruplarin 4. hafta olfaktor epitellerinin gorintileri (Hematoksilen eozin) A) 1. grup B) 2.
grup C) 3. grup Kirmizi ¢izgi: Epitel kalinlig1 Siyah ok: Sil kayb: ®: Vakuolizasyon *: Olfaktor
bez yapisinda bulunan hiicreler arasinda interseliiler bosluk artis1 % : inflamatuar hiicre infiltrasyonu

% Vaskillarizasyon
4.3.2 immiinohistokimyasal Degerlendirme Sonuclar

Yapilan degerlendirmede; OMP+ hiicre sayis1 2. ve 4.haftalarda gruplar

arasinda anlamli farkliliklar igermektedir. (Tablo 9)

Tablo 9: Gruplarin olfaktdr marker protein eksprese eden huicre sayilari

Kontrol YDKMKH KiKMKH P degeri
Ort+SS Median Ort+SS Median Ort+SS Median
OMP + Hicre 12,05+0,93 125 23,88+3,03 22,83 51,05+3,39 51,67 <0,001*
Sayisi (2.hafta)
OMP+ Hicre 12,05+0,80 11,83 33,83+2,09 34 64,94+3,25 64,83 =0,001*
Sayisi
(4.hafta)

*Kruskal Wallis
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OMP+ hucre her iki zaman diliminde yapilan incelemede en az kontrol
grubunda mevcutken en fazla KIKMKH transplante edilen grupta vardi. Gruplarm
ikili karsilagtirilmasinda, tim zaman dilimlerinde; grup 1-2, grup 1-3 ve grup 2-3
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0.016, Mann-

Whitney U, Bonferroni dizeltmesi ile)

Gruplarin kendi i¢cinde 2.ve 4. hafta OMP+ hiicre sayis1 degisimlerine
bakacak olursak; grup 1°de anlamli degisiklik izlenmemisken, grup 2’de ve grup
3’te OMP+ hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttigi

izlenmektedir. (p<0,05)
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Grafik 4. Gruplardaki olfaktor marker protein eksprese eden hicre sayilari
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Sekil 14: 2. hafta gruplardaki olfaktor marker protein eksprese eden hicrelerin
durumu (Immiinohistokimyasal boyama) A) 1. grup B) 2. grup C) 3. grup

NE3 DO\
LR
"‘.g\{\”:‘~ s

SOAY 4 Y,

Sekil 15: 4. hafta gruplardaki olfaktor marker protein eksprese eden hiicrelerin

durumu (Immiinohistokimyasal boyama) A) 1. grup B) 2. grup C) 3. grup
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5.TARTISMA

Koku alma bozuklugu toplumda sik karsilagilmasina ragmen Kisiler
tarafindan genelde goz ardi edilen bir problemdir. Bu hastalik aslinda klinisyenler
tarafindan da ¢ok dikkate alinmamaktadir. Bunun sebebi muhtemelen bu hastaligin
tedavi segeneklerinin kisitli olmasidir (1). Ancak koku alma bozuklugu hayat
kalitesini ciddi sekilde bozar ve psikososyal sorunlara yol acar. Etiyolojide
sinonazal inflamatuvar hastaliklar, iist solunum yolu enfeksiyonlar1 ve travma sik
olarak karsimiza ¢ikar. Olusan koku kayb1 geri donebilmektedir bunun da ONE’in
kendini rejenere etme yetenegine bagli oldugu disiliniilmektedir. Ancak bazi
durumlarda koku alma bozuklugu kalic1 olmakta ve kisi hayat boyu bu problem ile
kars1 karsitya kalmaktadir. Iste bu iyilesmenin olmadig1 hasta grubunda spontan
rejenerasyonun olmadigii ya da olsa bile sinirhi kaldigin1 ve koku duyusunu
algilamamizi saglayamadigmi diisiinebiliriz (243). Koku alma problemlerinde
tedavide denenen ve etkin oldugu diisiiniilen, kilavuzlarda tedavi secenegi olarak
sunulan yontemler vardir; ancak bunlarin da etkisi sinirli kalmaktadir (1). Yani
kesin olarak koku kaybini tamamen iyilestiren bir tedavi yonteminin oldugunu
soylemek maalesef miimkiin degildir. Iste biz de calismamizda iyilesmeye katkisi
olacaginm1 diislindiigimiiz kok hiicreleri koku kaybi olusturdugumuz farelere

transplante ederek etkinligini degerlendirmeyi amagladik.

Tedavide bir ajanin denenebilmesi i¢in Oncelikle denenecek hastaliginin
indiiklenmesi gerekmektedir. Literatiirde hayvanlarda anozmi modeli olugturmak
icin sistemik, lokal uygulanan kimyasallar veya cerrahi teknikler tanimlanmigtir
(235, 244). Topikal olarak ¢inko sulfat, stlfir dioksit, Triton X-100, metil bromide
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ile anozmi olusturmak mimkin iken sistemik olarak 3-Ml, metimazol, diklobenil
anozmi olusturdugu gosterilen ajanlardir (245-250). Hasarin tek tarafa yapilabildigi
lokal ajan ile anozminin indiiklendigi modeller aslinda ayni hayvanda hasarsiz
bolge ile karsilastirma imkani sagladigi i¢in avantajli olabilir (244). Ancak lokal
toksik madde uygulanan modellerde dagilimin nasil olacagmi kestirememek
dezavantaj gibi gdzukmektedir. Biz ¢alismamizda literatiirde sik¢a kullanilan

uygulanmasi basit anozmi olusturma potansiyeli yiiksek sistemik 3-MI kullandik.

3-Ml alt sindirim sisteminde Uretilen bir triptofan metabolitidir (251). P-450
bagimli mikst fonksiyonlu oksidazlar tarafindan metabolize edilmesi ile hasar
yarattig1 diisiiniilmektedir (246, 252). Intraperitoneal olarak enjekte edilen 3-Ml
olfaktor bolgede doz bagimli olarak hasar olusturmaktadir. Sistemik 3-MI
enjeksiyonu sonrasi olfaktér bolgede iilsere nekrotik lezyonlar olusur, yiiksek
dozlarda pulmoner hasar da meydana gelir (246, 252). Olfaktér bolgedeki
degisikler histolojik incelemelerin yani sira MR ile de degerlendirilebilir (237).
Kim ve ark. farkli 3-MI dozlarinin olfaktér bdlgede etkilerini inceledikleri
calismada 100,200,300,400 pg/g 3-MI verdikleri farelerde 300 ve 400 pg/g
enjeksiyon sonrasi olfaktor epitelde néron miktarinin %80 azaldigmi, 200 pg/g
enjeksiyon sonrasi ise bu azalmanin %20 seviyesinde kaldigini gdstermislerdir
(235). Bu azalmay1r OMP 0Ol¢imi ile degerlendirmislerdir. OMP matiir olfaktor
hucrelerde mevcut bir proteindir, anti-OMP ile isaretleme yaparak
immunohistokimyasal yontemler ile 6lgim yapmak mimkindir. Yine ayni
calismada OB’da da OMP ekspresyonunun azaldigi ve bu azalmanin 200 pg/g doz

sonrasida %60’larda oldugu ve OMP ekspresyonunun olfaktor fonksiyonu daha
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yiiksek oranda gosterdigi rapor edilmistir. 3-MI etkisi en uzun toksik ajanlardan
olmasina ragmen olfaktor epitelin rejenerasyon yetenegi sebebiyle bu etki gecicidir
(253). Miller ve ark. farelerde yaptiklar1 ¢alismada {iglincii giin rejenerasyona ait
kanitlar olmasina ragmen 21.giin normal Bowman bezlerini ve diferansiye olfaktor
epiteli gozlemediklerini belirtmisler, Turk ve ark. ise yine farelerde yaptiklari
caligmada 28. giin nazal boslugun hala fibrotik dokular ile oblitere oldugunu
raporlamiglardir (246, 253). Biz de doz olarak olfaktor bdlgede ciddi bir hasar
olusturmasina ragmen diger bolgelerde lezyon olusturmayan ve literatiirde de sik¢a
kullanilan 300 pg/g dozunu uygulamayi tercih ettik ve spontan rejenerasyon
sebebiyle histolojik incelemeleri de en son 3-MI enjeksiyonu sonrasit 28. gln

yapacak sekilde calismamizi planladik.

Kok hicreler bir¢ok hastaligin tedavisinde denenen umut vadeden tedavi
yontemlerindendir. Embriyonik ve yetiskin kOk huicreler, Uzerinde en ¢ok ¢alisilan
kok hiicrelerdir. Etik kaygilar, tiimdr olusturma potansiyelleri gibi sebepler
embriyonik kok hiicrelerin klinik uygulamalarimi smirlandirmistir. Yag dokusu ve
kemik iligi kokenli mezenkimal kok hticreler tizerinde sik ¢aligilan karakterizasyonlari
tanimlanmis kok hiicrelerdir. Osteojenik, kondrojenik, adipojenik farklilagsma
kapasitesine sahiplerdir ve ayrica uygun ¢evresel kosullar saglandigi takdirde noral
veya kardiyojenik yapilara da farklilagabilirler (254-256). Hdcrelerin
karakterizasyonu ve farklilasmalar1 eksprese ettikleri marker proteinlerinin
incelenmesi ile anlasilir. Bu noral yapilara farklilasma kapasitesi, noral kok
hiicrelere ulagimin invaziv olmasi sebebiyle MKH’lerin ndral dejenerasyon

durumlarinda kullanimini giindeme getirmistir. Farklilagsma potansiyelleri diginda

67



mezenkimal kok hicreler norotrofik faktorlerin ve anjiogenik sitokinlerin
salgilanmasi ya da salgilanmasini indiklenmesi ile de islev gorebilirler (257, 258).
Sinir buytime faktoru (NGF), beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF), koku
fonksiyonlarmi  diizelttigi  disiiniilen MKH’lerce salgilanan  sitokinlerden

bazilaridir (250).

Iste bu sebeplerden dolay1 diger ndrodejeneratif hastaliklarin yaninda koku
alma bozukluklarinda da kok hiicre tedavilerinin kullanimi rejenerasyonu
indiklemek, azalan ORN’lerin zaten mevcut olan kok hicreler veya transplante
edilen kok hiicreler ile sayisim arttirarak, koku fonksiyonlarini1 yeniden saglamak
amaciyla giindeme gelmistir. Jo ve ark. ratlar tstiinde yaptiklar1 caligmada tek
tarafli Triton X-100 ile koku kaybi modeli yaratmis ve intranazal uyguladiklari
KIKMKH ile bu tedavinin etkinligini degerlendirmislerdir. ONE kalmlhiginm ve
morfolojik 6zelliklerin kontrol grubuna gére daha iyi oldugunu gostermislerdir
(250). Kwon ve ark. ratlarda tek tarafli Triton X-100 ile ONE hasar1 yaratmislar ve
KIKMKH uygulanmas ile bu hasarin kontrol grubuna gore transplantasyon sonrasi
4. hafta daha iyi iyilestigini raporlamiglardir (243). Franceshini ve ark ise
rejeksiyonu engellemek igin immin yetmezlikli Nod-scid farelerde yaptiklari
calismada insan YDKMKH etkinligini diklobenil ile anozmik yaptiklari farelerde
incelemislerdir. insan YDKMKHleri sistemik olarak uygulamislar ve engrafmenti
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile degerlendirmislerdir. 30 ve 60. giin yaptiklar1
incelemelerde fonksiyonel, histomorfolojik ve immiinohistokimyasal olarak
iyilesmenin kok hiicre verilen grupta daha iyi oldugunu gdstermislerdir. Kok

hiicreler kuyruk veninden sistemik verilmis ve deri, karaciger, bobrekte de bu kdk
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hlcreler izlenmistir (259). Kim ve ark. da sistemik YDKMKH tedavisinin
etkinligini degerlendirdikleri ¢alismada cerrahi olarak olfaktér dejenerasyon
olusturduktan sonra kuyruk veninden YDKMKH uygulamislar ve kontrol grubuna
gore kok hicre verilen grubun OMP ekspresyonunun daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir (244). Lee ve ark. da noral kok hiicre tedavisinin etkinligini
degerlendirmislerdir. Calismalarinda olfaktor bulbustan Urettikleri noral kok
hicreleri 3-MI ile anozmi indiikledikleri farelere vermisler, fonksiyonel ve
histolojik iyilesme elde ettiklerini bildirmislerdir (260). Kurtenbach ve ark. ise
intranazal globose basal cell transplante ettikleri konjenital olarak hipozmik

farelerde fonksiyonel ve histolojik iyilesme elde etmislerdir (242).

Noral kok hiicreler ile yapilan calismalarda gordiigiimiiz gibi bu kok
hiicreler tedavide etkin olarak bulunmustur. Ancak klinik pratikte noral kok
hiicrelere ulagim ve bu hiicreleri izole etmek zordur. Dolayisiyla benzer sekilde
etkin oldugu hayvan caligmalarinda gésterilmis MKH’lerin kullanim1 daha kolay
olacaktir. YDKMKH’lerin KIKMKH’lere gore elde edilmesi daha kolay ve daha
az invazivdir. Ayrica YDKMKH’leri ¢ok miktarda ve tekrarlayan uygulamalarla
elde etmek ve uretmek mimkindur. Kok hicrelerin sistemik verilmesi ise
Franceshini ve ark.’nin ¢aligmasinda gérdiigiimiiz gibi bu hiicrelerin tiim viicuda
yayllmasma yol agmakta ve asil hasar bolgesine giden hiicre yogunlugunu
azaltmaktadir. Iste bu yiizden biz ¢alismamizda kok hiicreleri intranazal olarak
uyguladik. Aspirasyon olmamasi i¢in daha once gosterildigi gibi 5 pl damlalar
halinde 5 dakikalik aralikla her bir burun deligine 25 pl, toplamda 50 pl olacak

sekilde verdik (242). Aspirasyon bulgusu ile karsilasmadik ve bu dozda yapilan
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uygulamanin giivenli oldugunu diisiiniiyoruz. YDKMKH ve KIiKMKH’ler
mezenkimal kok hicreler olmakla birlikte farkli kaynaklardan elde edilen bu kok
hicrelerin; hiicre sayisi, farklilasma kapasiteleri, sitokin ve kemokin salgilama
yetenekleri birbirinden farkliliklar gosterebilir (261-263). Calismamizda ayrica bu

farkliliklar1 da degerlendirmeyi amagladik.

Hayvanlarda koku fonksiyonlarini degerlendirebilmek igin literatiirde pek
cok davranig testi tanimlanmistir. Genel olarak iki tip davranis testinin oldugu
sOylenebilir; kaginma testleri, tercih testleri (264). Tercih testlerinde hayvanlardan
saklanilan bir giday:r bulmalar: istenir. Bulmalar1 istenilen yemege daha 6nceden
aligmalar1 lazimdir ve bu yemek sevdigi bir tat ve kokuda olmalidir. Bu tip testlerde
hayvanlar 1-3 giin aras1 a¢ birakilarak teste daha kolay uyum gostermeleri saglanir.
Saklanilan gida olarak literatiirde fistik ezmesi, cips, peynir, vanilin kullanilmistir
(227, 235, 236, 264-267). Kagmnma testlerinde ise suya karistirilmis ya da talas
altina gizlenmis rahatsiz edici bir kimyasal maddeden hayvanlarm kaginma
davraniglar1 degerlendirilir (264). Hayvanlarda koku fonksiyonlarin1 EOG ile de
Olcmek mimkundar; ancak tekrarlanabilir olmasi, basit olmasi ve koku
fonksiyonlarmi basarili bir sekilde gostermesi sebebiyle biz calismamizda davranis
testi kullandik. Hayvanlar1 1 giin ag¢ biraktiktan sonra (su serbest) daha 6nce tadina
ve kokusuna alistirdigimiz peyniri bulmalarini (2x1 cm) degerlendirdik. Testi her
hayvan i¢in 5 sefer tekrarladik, en yliksek ve en diisiik siireleri ¢ikartarak ortalama
stireleri hesapladik. Peyniri 180 saniye icerisinde bulamayan hayvan basarisiz kabul
edildi ve test siiresi 180 saniye olarak hesaplandi. Her yaptigimiz testte T labirentin

talas1 degistirildi. Yapilan 5 testten 3’linde basarisiz olan hayvan anozmik kabul
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edildi. 3-MI enjeksiyonu 6ncesinde tim hayvanlarin koku alabildigi bu test ile
kanitland1 (1.YBT). 3-MI enjeksiyonu sonrasi 1. hafta ise tiim hayvanlar yapilan
YBT’de peyniri toplamda 3 kez 180 sn. i¢inde bulamadi ve 3-MI enjeksiyonu
sonras1 anozminin basar1 ile indiiklendigi diisiiniildii (2.YBT). Uciincii YBT ve
5.YBT basar1 oranlarina baktigimiz zaman kontrol grubu ile YDKMKH ve
KIKMKH verdigimiz gruplarmn arasinda anlamh bir fark mevcuttu, bu durumda kok
hiicre tedavisinin 1. haftasinda kok hiicrelerin koku fonksiyonlarini iyilestirdigi
diistintlebilir. Hayvanlarin peyniri bulma siireleri ortalamasi degerlendirildiginde
ise 3 ve 5. YBT lerde basar1 oranlar1 ile benzer sekilde kontrol grubunun 2. ve 3.
gruba gére daha uzun bir sirede peyniri buldugu goriildii. Yine burada da
YDKMKH ile KIKMKH verilen gruplardaki fareler arasmmda bulma streleri
acisindan anlamli bir farklilik izlenmemektedir. Dérdunci YBT de 2 ve 3. gruptaki
farelerin ortalama yemek bulma surelerinin 3. YBT’ye gore daha uzun oldugu
izlenmistir. Bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu farklilik,
YBT’de yemek bulma ortalama siirelerindeki kiigiik farkliliklarin  koku
fonksiyonlarmi géstermede 6nemli olmadigini ve yemek bulma basar1 oranlarinin
ortalama siireden koku fonksiyonlarim1 gostermede daha degerli oldugunu

disindirmektedir.

Yasak ve ark. anozmi indikleri fare modelinde trombositten zengin
plazmanin etkinligini inceledikleri calismalarinda olfaktor epitel dejenerasyonunu;
olfaktor epitelde inflamatuvar hicre infiltrasyonunu, epitelyal hiicre
vakuolizasyonunu ve silya hasarini derecelendirerek incelemislerdir (238). Biz de

caligmamizda benzer bir skorlama kullandik. Ayrica literatiirde pek ¢ok calismada
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kullanildig: gibi olfaktor epitel kalinligi da 6lgiilerek gruplar arasinda karsilastirild.
Ikinci ve 4. hafta sonuglarinda epitelin 2.ve 3. grupta yer alan farelerde daha kalin
oldugu izlendi. Dejenerasyon skorlarinda da benzer sekilde kok hiicre verilen
gruplarda dejenerasyon skorlar1 kontrol grubuna gore daha diisiiktii. Kok hicre
verilen gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda; epitel kalinligmin KIKMKH

verilen farelerde daha kalin, epitel hasar skorlarinin ise daha diisiik oldugu goriildii.

OMP matiir olfaktor ngronlarda mevcut olan bir proteindir. Bu proteinin
immunohistokimyasal yontemler ile gosterilerek miktarinin 6lgiilmesi, literattirde
anozmi indiikklenen modellerde iyilesmeyi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir
(227). Biz de galismamizda OMP+ hiicreleri degerlendirdik. 2.ve 4. haftada OMP+
hiicre sayisinin kok hiicre verilen farelerde kontrol grubuna gore anlamli olarak
fazla oldugu izlendi. Kok hiicre gruplarinm arasinda ise KIKMKH grubundaki
OMP+ hiicre sayis1 YDKMKH’ye gore daha fazla idi. Histolojik testlerin birlikte
degerlendirilmesi ile elde edilen bulgular, KIKMKH verilen gruptaki deneklerde
olan iyilesmenin YDKMKH verilen gruba gore daha iyi oldugunu gostermekle
birlikte, her iki MKH’nin de kontrol grubu ile kiyaslandiginda iyilesmeyi olumlu
etkiledigini diisiindiirmektedir. Literatirde KIKMKH ve YDKMKH lerin
kiyaslandig1 calismalar mevcuttur. Karadéz ve ark. yaptiklar1 caligmada
KIKMKH’nin immiinsupresif etkisinin diger kok hiicrelere gore daha gucli
oldugunu raporlamislardir (268). Takahashi ve ark. ise YDKMKH’lerin stress ve
hipoksi durumlarma karsi dayanikli olduklarini ve bu sebeple dokuda daha fazla
miktarda kalarak iyilesmeye etkisinin KIKMKH’ye gore daha fazla olacagmni

bildirmislerdir (269). Bununla birlikte spinal kord hasari, noropatik agri gibi
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durumlarm tedavisinde KIKMKH ve YDKMKH’nin benzer etkinliklere sahip

olduklar1 gosterilmistir (269-271).

Literatlirde anozmi modeli olusturarak tedavi etkinligi denenmis pek ¢ok
ajan mevcuttur. Kim ve ark. 3-MI ile anozmi indukledikleri farelere 3 hafta boyunca
feeding tiipli ile statin vermisler ve 3 haftanin sonunda kontrol grubuna gore
iyilesmede anlamli sonuglar gozlediklerini bildirmislerdir. Iyilesmeyi gostermek
icin fonksiyonel davranis testini ve western blot ile OMP 6l¢limiinii kullanmiglardir
(227). Nota ve ark. da 3-MI ile indiikledikleri anozmi modelinde davranis testi,
epitelyal kalinlik ve OMP+ hiicre sayisini kullanarak degerlendirmeler yapmuslardir
(272). Yani OMP, olfaktor epitel kalinhigi ve olfaktor epitelin histomorfolojik
Ozellikleri incelenerek koku kaybi modellerinde uygulanan tedavilerin

rejenerasyona etkisini degerlendirmek miimkiindiir.

Noral dejeneratif hastaliklarin tedavisinde kok hiicre uygulamalar: ile
basaril1 sonuglar bildirilmistir. Ozellikle spinal kord hasarmda kok hiicrelerin etkin
oldugunu gosteren preklinik ¢alismalar sonras1 kok hiicre tedavilerinin bu hastalikta
denendigi klinik ¢aligmalar yapilmaya baslanmustir (273). Olfaktor dejenerasyonda
da kok hiicre tedavilerinin basarili olduguna dair preklinik ¢aligsmalar mevcuttur.
Ancak literatiirde bildigimiz kadar1 ile olfaktor dejenerasyonda YDKMKH nin
lokal olarak etkinliginin denendigi bir g¢alisma mevcut degildir. Iste biz
calismamizda lokal olarak YDKMKH’nin koku kaybi indiiklenmis fare modelinde
etkinligini inceledik; ayrica bu hastalik modelinde etkinligi gdsterilmis ¢aligmalarin
oldugu KIKMKH ile de YDKMKH etkinligini karsilastirdik. Calismamizdan elde
ettigimiz bulgulara gore kimyasal olarak anozmi indiikledigimiz fare modelinde
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KIKMKH ve YDKMKH nin olfaktdr epitel iizerinde histolojik olarak iyilestirici
etkinliginin oldugu gorilmektedir. Ayrica KIKMKH ve YDKMKH davranis

testleri ile degerlendirilen koku fonksiyonlarinda da iyilesmeyi hizlandirmastur.

Calismamizin kisithliklarina bakacak olursak; bir hayvan ¢alismasidir ve
elde ettigimiz sonuglarm insanlarda farklhiliklar gOstermesi miimkiindiir.
Kemirgenler insanlara gore kokuya daha bagimlidir ve ORN turnoveri daha hizlidir.
Kimyasal olarak indiiklenen anozmi iyi bir dejenerasyon olustursa da insandakine
benzer bir hastalik modeli olusturamamaktadir. Kok hiicre veya baska tedavilerinin
etkinligini degerlendirmek icin daha ideal hastalik modelleri olusturulmalidir.
Ayrica c¢alismamizda kok hiicrelerin  yerlesimini  sadece imminfloresan
mikroskopta degerlendirdik. Immiinohistokimyasal ve genetik yontemler ile bu kok
hicrelerin transplante edilen dokularda incelenmesi kok hicrelerin dokuya
yerlesimi ile ilgili daha kesin sonuglar verecektir. Ayrica kok hiicrelerin eksprese
ettikleri proteinlerin de analiz edilmesi bu hiicrelerin farklilasma durumlarini da

gostermek acisindan yararl olacaktir.
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6. SONUC

Calismamizda; 3-Ml ile kimyasal olarak olfaktor dejenerasyon olusturularak,
kok hiicrelerin bu dejenerasyondaki etkinligi degerlendirildi. Elde ettigimiz verilere
gore;

» Yag dokusu ve kemik iligi kokenli mezenkimal kok hicrelerin her ikisi de
intranazal olarak uygulandigi zaman kimyasal olarak hasarlanmis olan
olfaktdr noroepitele ve olfaktor bulbusa yerlesmektedir.

> Yaptigimiz davranis testi sonucuna gore YDKMKH ve KIKMKH
uygulanan farelerde fonksiyonel iyilesme daha ¢abuk olmaktadir.

» Kok hiicre uygulamalar1 olfaktor epitel rejenerasyonunu hizlandirmaktadir.

> Olfaktor dejenerasyonda KIKMKH’ nin YDKMKH’ye gére etkinligi daha
fazladur.

K6k hiicre uygulamalar1 olfaktor dejenerasyon sebebiyle olusan koku alma

bozukluklarinda yeni bir tedavi secenegi olma potansiyeli tasimaktadir.
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7.0ZET

Koku hayat kalitesini arttiran, yasama renk katan bir duyumuzdur. Diger
duyulardan farkli olarak kendi kendini yenileme 6zelligine sahip ndronlar1 vardir.
Bu rejenerasyon olfaktor epitel icerisindeki kok hiicre gorevi goren hiicreler ile
olmaktadir. Dis diinya ile temas halindeki olfaktér ndronlar koku molekdllerini
reseptorleri ile algilarlar. Bu ndronlarin hasar gormesi ve yenilenememesi koku
almada bozukluklara yol acar. Koku alma bozukluklarinda etkinligi kesin olarak
gosterilmis bir tedavi ydntemi mevcut degildir. Iste biz ¢alismamizda, yag dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (YDKMKH) ve kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin (KIKMKH) bu dejenerasyon durumunda etkinligini
degerlendirmeyi amacladik.

Calismamizda 3-metil indol (3-MI) ile anozmi indiikledigimiz 36 fareyi her
birinde 12 fare olan alt gruplara ayirdik. Farelere 3-MI enjeksiyonu sonrasi
1.haftada yemek bulma testi (YBT) yapilarak anozmi dogrulandi. Daha sonra 1.
gruba intranazal fosfat tamponlu salin (PBS), 2. gruba YDKMKH, 3. gruba
KIKMKH uygulandi. K&k hiicreler yesil floresan proteinli (YFP) transgenik
farelerden {iretildi. Haftalik YBT’lerle koku alma fonksiyonlari1 degerlendirilen
fareler, 3-MI enjeksiyonu sonrast1 2. ve 4. haftalarda sakrifiye edilerek
histopatolojik incelemeler yapildu.

Kok htcre verilen fare gruplarinda 3-MI sonrasi 2. hafta ve 4. hafta YBT
basar1 durumlar1 ve yemek bulma siireleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
daha iyiydi. Ayrica kok hiicre verilen gruplarda kontrol grubuna gére OMP

ekspresyonunun ve olfaktor epitel kalinhigmin arttigi, olfaktor epitel hasar

76



durumunun daha az oldugu izlendi. Olfaktor rejenerasyona etkisi KIKMKH nin
YDKMKH’ye gore daha fazla idi. Kok hiicre verilen gruplarmn olfaktor epitel ve
olfaktor bulbuslarinda YFP+ hiicreler mevcuttu.

Calismamizdaki sonuglara gore olfaktdor dejenerasyon durumunda
intranazal verilen kok hiicreler hasar bolgesine yerlesmektedir. Ayrica bu kok
hlcreler olfaktor epitel rejenerasyonunu ve fonksiyonel iyilesmeyi saglamaktadir.
Yag dokusu ve kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin her ikisi de tedavide

etkindir ve potansiyel bir tedavi yontemi gibi durmaktadir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kok hiicre, anozmi, koku alma

bozukluklar1
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8. SUMMARY

Smell is a sense that enchances the quality of life and adds exciment to life.
Unlike other senses, it has neurons that have the ability to regenerate themselves.
This regeneration occurs with stem cells being in olfactory epithelium. Olfactory
neurons, which are in contact with the outside, perceive odors with their receptors.
Olfactory disorders occur as a result of these neurons being damaged and unable to
regenerate. There is no definitive treatment method for olfactory disorders. In our
study, we aimed to evaluate the efficacy of adipose tissue-derived mesenchymal
stem cells (ADSC) and bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSC) in
olfactory degeneration.

In our study, 60 mice that we induced anosmia with 3-methyl indole (3-MI)
were divided into subgroups containing 12 mice. Anosmia was confirmed by
performing a food finding test (FFT) one week after 3-MI injection. Then,
intranasal phosphate-buffered saline (PBS) was applied to the 1st group, ADSC to
the 2nd group, and BMSC to the 3rd group. Stem cells were prepared from green
florescent protein (GFP)-transgenic mice. Mice whose olfactory functions were
evaluated with weekly FFTs were sacrificed at 2nd and 4th weeks after 3-Ml
injection and histopathological examinations were performed.

Stem cell-transplanted mouse groups had statistically better success status
and food findings time compared to the control group at FFT, 2 weeks and 4 weeks
after 3-Ml. In addition, it was observed that OMP expression and olfactory
epithelial thickness increased and olfactory epithelial damage was less in the stem

cells groups compared to the control group. BMSC had higher efficiency in
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olfactory regeneration than ADSC. There were GFP+ cells in the olfactory
epithelium and olfactory bulbs of the stem cell-transplanted groups.

According to the results of our study, intranasal transplanted stem cells
present in the damage area in case of olfactory degeneration. In addition, these stem
cells provide olfactory regeneration and functional recovery. Both ADSCs and

BMSC:s are effective in treatment and seem to be a potential treatment modality.

Keywords: Mesenchymal stem cells, Anosmia, Olfactory disorders
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