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ÖZET

Olfaktor epitelde, sıçan proteinleri için özel poliklonal antikorlar kullanılarak immünohistokimya gerçekleştirildi. Apopitozis için p-53 ve hücre proliferasyonu için PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ile sıçan proteinleri incelendi. Ayrıca olfaktor epitel hematoksilen-eozinle boyanarak tüm yapı gözden geçirildi. 

Yüksek tek doz (i.p) kolşisin (6mg/kg) sıçanlara uygulandı. Uygulamadan 1 gün sonra, PCNA immün boyaması, olfaktor epitelin bazal hücrelerinde negatif  bulundu oysa epiteldeki apopitotik hücreler p 53 için pozitifdi. Apopitozis immunoreaktivitesi, sitotoksik ajan kolşisin uygulandıktan sonra, en erken 1. günde görüldü. 1. ve 2.Günde, olfaktor epitelin bazı alanlarının bazal bölge hücrelerinin tümü, birkaç yuvarlak bazal hücreler ve Bowman bezlerinin kanal hücreleri hariç ölmüştü. 3.günde, hücre ölümüne cevap olarak, olfaktor epitelde proliferasyon prekürsör hücrelerde (yuvarlak bazal hücreler) ve ardından olfaktor hücrelerde rejenerasyon meydana geldi. 5-7. Günlerde, rejenerasyon doruğa ulaşmıştı, hücreler kontrolden daha fazla arttığı PCNA immün boyamasıyla belirlendi. 10-15. Günlerde, rejenerasyon meydana geldi, epitel normal görünüyordu ancak bazı bölgelerde, nadiren apopitotik hücreler gözlendi. Uygulamanın 15. gününde tam olarak rejenerasyon oluşmuştu. Bu çalışma, olfaktor epiteldeki bazal hücrelerin, epiteli yenileyebileceğini ve tam bir rejenerasyon oluşumunun  zamana bağlı olacağını göstermektedir.
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DEMONSTRATION WITH P-53 OF THE  COLCHICINE  INDUCED APOPTOSIS AND WITH PCNA OF THE REGENERATION IN RAT OLFACTORY EPITHELIUM
ABSTRACT

Using a series of polyclonal antibodies spesific for rat proteins, immunohistochemistry was carried out on the developing olfactory epithelium. The rat proteins examined were p53 for apoptosis and PCNA (proliferating cell nuclear antigen) for cell proliferation. Therefore, the all structure of olfactory epithelium were examined with stained Hematoxylin-Eosin.

A high single i.p.dose of colchicine (6 mg/kg) was given to rats. 1 days after treatment, immunstaining for PCNA were found negative in the basal cells whereas were positive for p53 the apoptotic cells in the epithelium. Apoptosis immunoreactivity was seen 1 day earlier after than applied-cytotoxic agent colchicine.  All of cells of the basal region of the olfactory epithelium were died exclude a few globose basal cell and duct cells of Bowman’s glands at 1-2 days. At 3 days, proliferation occurred at the precursors cells (globose basal cells) and subsequently occurred regeneration  of olfactory cells in the olfactory epithelium in response to cell death. At 5-7 days, regeneration reached peak, cells increased rapidly more than the control and noticed with PCNA immunstaining.  At 10-15 days, regeneration had occurred, epithelium was normal seeing but yet in some areas were rarely observed apoptotic cells. Full regeneration did not occur in 15 days. This suggests that the globose basal cells in the normal olfactory epithelium might renewal to epithelium, but  its regeneration is needed long time.
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1. GİRİŞ

Olfaktor epitel yaralanmadan sonra iyileşme yeteneğine sahip olması ile, sinir sisteminde tek ayrıcalıklı dokudur (5). Deneysel olarak olfaktor epitelin rejenerasyonu üzerine yapılan çalışmalarda, olfaktor sinir kesilip çıkarılmış (4,8,14,16) veya Triton X-100, çinko sülfatla irrigasyon yapılmış veya toksik gaz metil bromidin inhale ettirilmiştir (2,12). Bulbektomi veya aksotomi sonrası, sadece olfaktor nöronlar ölmüş ve olfaktor epitelin bazalin-deki yuvarlak bazal hücrelerin proliferasyonu göz-lenmiştir (3). Olfaktor epiteli tahrip eden ajanlar hem olfaktor nöronları hemde nöronal olmayan hücreleri tahrip etmektedir. Nöronal olmayan hücreler, destek hücreleri ve bazal hücrelerdir ve sitokeratin ihtiva ederler. Nöronal olan olfaktor hücreler sitokeratin içermemektedir. Yuvarlak bazal hücreler ise ara nöronal prekürsör hücrelerdir ve olfaktor epiteldeki tüm hücrelere dönüşme kabiliyetinde multipotent  kökenli hücreler olduğu söylenmektedir. Köken hücreler olfaktor hücrelere farklılaşır. Olfaktor epitele karşı yönlendirilmiş ajanlar olfaktor nöronları ve nöronal olmayan diğer hücreleri tahrip etmektedir. Me Br inhalasyonundan sonra, olfaktor epitelin bazal membranıyla temasta olan bazal hücreler, Bowmann bezlerinin kanal hücreleri, destek hücreler ve nöronal hücrelerin hasarı gözlenmiştir. Tüm hücrelere dönüşme kabili-yetinde olan prekürsör hücreler aktive olmuştur. Bu hücrelerin yuvarlak bazal hücreler olduğu ve olfaktor hücrelerini horizontal ve yuvarlak bazal hücreleri ve destek hücrelerine dönüşerek epiteli yenilemekte olduğu bildirilmektedir (13,15,17). Olfaktor epitelde hasar sonucu belirli hücrelerin ölmesi seçicidir ve deneysel olarak yapılan bu çalışmalar prekürsör hücreleri aydınlatmak için faydalıdır (17).


Sitotoksik ajan kolşisin mikrotübül fonksi-yonunu önlediği, kromozomların sayımını kolaylaş-tırdığı ve hücrelerin metafazda  kalmasını sağladığı bilinmektedir (1).  Kolşisinin indüklediği olfaktor epitelde ise, apopitozis ortaya çıkmaktadır (7,19). Bu çalışmanın amacı, kolşisin indüklü hücre ölümünü P-53 apopitoz kiti ile ve epiteldeki hasar sonrası gelişen yenilenmenin PCNA reaktivitesi yoluyla incelenmesini sağlamaktır.
2. MATERYAL VE MET0T
Çalışmada Wistar cinsi ergin sıçanlar kulla-nıldı. Sıçanlara intraperitoneal  fizyolojik serumda çözülmüş kolşisin  (vücut ağırlığına 6mg/kg) enjekte edildi. İşlemlerden sonra 1,2,3,5,7,15 gün hayvanlar yaşatıldı. P-53 immünohistokimyasal metod, apopi-totik hücrelerin tayini, PCNA immünoreaktivitesi ve olfaktor epitelin proliferasyonunu incelemek için 
kullanıldı. Ayrıca dokular, hematoksileneozin boya-masıyla boyandı. Normal sıçanlar kontrol olarak 
kullanıldı. Hayvanlar yüksek doz eter anestezisi altında sakrifiye edildi. Sıçanların kafaları % 10’luk formaldehitte tesbit edildi ve olfaktor mukozaları çıkarılıp, alındı. Dokular %5’lik EDTA ile dekalsifiye edildikten sonra parafin bloklara gömül-dü. Mikrotomla 5 ( kalınlığında kesitler alındı. Kesitler, polilizin ile kaplı lamlara alındı, deparafinize edildi, apoptozis tayin kiti p-53 ve ayrıca PCNA kiti ile  muamele edildi.Reaksiyon her iki kit ile başarıldı. Dokular PBS’de yıkandı. Kesitleri boyamak için streptoavidin biotin (LSAB) kit (DAKO, USA) kullanıldı. İmmünreaktivite ürünü DAB ile boyandı. Negatif kontrol olarak, PBS antikorun yerine kullanıldı. Ayrıca tüm yapıyı gözden geçirmek için hematoksilen-eozin boyaması yapıldı.

3. BULGULAR

Operasyonsuz kontrol grupta, olfaktor epitel ile döşeli olfaktor bölge, genellikle kalın yalancı çok katlı prizmatik epitele sahipti. (Şekil 1).

Olfaktor epiteldeki, destek hücrelerinin çekirdekleri epitelin en üst kısmında yer alıyordu ve bu hücreler bazal membran üzerine oturmuştu. Basal hücrelerin iki çeşidi de belirgindi, şekil olarak yassılmış  ve bazal membranla direkt temasta olan horizontal bazal hücreler ve yuvarlak bazal hücreler gözlendi. Olfaktor hücreler veya nöronal hücreler, destek hücreleri ve bazal hücrelerin arasında yer almaktaydı. Olfaktor hücrelerin çekirdekleri epitelin orta bölgesinde yoğundu ve yuvarlak bazal hücreler, horizontal bazal hücrelerin üzerinde yer alıyordu (Şekil 2).

Kolşisin muamelesini takiben 1. günde, olfaktor epitelde değişiklikler görüldü. Olfaktor epitel tahripti. Olfaktor nöronlar ve nöronal olmayan hücreler   kayıptı. Epiteldeki dejenere bu alanlar barizdi. Epitelin varlığını devam ettirdiği alanlarda ise, bazal membran üzerindeki hücreler arasında apopitotik değişiklikler sergileyen hücreler görüldü. Apopitotik cisimcikler epitel içerisinde gözlendi (Şekil 3,4). 

Kolşisin muamelesini takiben 2. günde de, apopitotik değişiklikler sergileyen hücreler ve apopitotik cisimcikler epitel içerisinde gözlendi (Şekil 5). Epitel yüksekliğinde kontrole kıyasla azalma söz konusuydu. Epitel incelmiş görünü-yordu. Epitel hücre kaybı nöronal veya olfaktor hücrelere bağlıydı, destek ve bazal hücreler varlığını devam ettirmekteydi. Epitel hücre kaybına bağlı olarak silyumun yüksekliğinde ve sayısında kayıp ve epitel hücrelerinin sıra dışı düzensizliği gözlendi (Şekil 6).

Epitelin bazı alanlarında, epitele ait hücreler  tahrip olup döküldüğünden epitel görülmüyordu. Epitelin bazalinde sadece birkaç hücre gözleni-yordu. Bunlar genellikle yuvarlak bazal hücreler ve Bowman bezlerinin kanal hücreleriydi (Şekil 7,8).

Daha sonraki günler arasında kıyaslama yapıldığında en şiddetli etkilenim, 1. ve 2. günlerde oluşmuştu. Bu günlerde görülen en göze çarpan değişiklik epitel hücrelerinin kaybına bağlı olarak epiteldeki azalmaydı. 

Kolşisin injeksiyonundan 3 gün sonra,  1.2. günlere kıyasla epitelin tüm bölgelerinde epitel yüksekliğinde artış görülüyordu. P-53 ile pozitiflik gösteren apopitotik hücreler mevcuttu. (Şekil 9). Ayrıca, bu günde PCNA pozitif hücreler, olfaktor epitelin bazal bölgesinde bulundu (Şekil 10).

Kolşisin injeksiyonundan 5 gün sonra,  PCNA pozitif hücreler, olfaktor epitelin bazal bölgesinde artış gösteriyordu. P-53 ile pozitiflik gösteren hücrelerde azalma olurken PCNA pozitiflik gösteren hücreler en fazla bu günde gözlendi (Şekil 11). Kontrole kıyasla iki kat artmıştı. Kontrol grubuyla kıyaslandığında fark önemliydi.(p: 0.0162).

Kolşisin injeksiyonundan 10 gün sonra,  epitel hücrelerinde proliferasyonda artış barizdi (Şekil 12).

Kolşisin muamelesinden sonraki 10 ve 14. günlerde,  PCNA ve  P-53 ile boyanan hücreler çok nadir gözleniyordu. Epitel normal görünümüne kavuşmuştu.

4. TARTIŞMA


Yapılan çalışmada kolşisinin intraperito-neal injeksiyonu, ilk günde olfaktor epitelde şiddetli değişiklikler meydana getirdi. Epitel bazı alanlarda tamamen tahrip oldu, varlığını gösteren alanlarda ise nöronal hücrelerin ölümü söz konusuydu. Epitel içinde bu hücre alanları ilk günde boşluklar olarak seçildi. Kolşisin ile seçici hücre ölümü gözlenmek-tedir (9). Kolşisin uygulanmasından sonra, bazal hücreler ölmezken, nöronal olfaktorik hücreler ölmektedir. Mekanizması henüz açık değildir. An-cak seçici olan bu hücre ölümü, in vitro çalışma-larda da görülmüş örneğin; kolşisinin beyin ventriküllerine injeksiyonunda, sıçan hipokampu-sunda GABAnerjik nöronlar etkilenmezken, koli-nerjik nöronlar etkilenmektedir. Seçici olarak piramidal ve granül hücrelerinin ölümü gözlen-miştir. Ayrıca dentat girusta, sadece granül hücre-lerinin seçici ölümü görülmüştür (10,6).

Yapılan çalışmalarda, hücre ölümünden sonra iyileşme gözlenmiş ve bunun bazal hücrelerin bir türü olan yuvarlak bazal hücreler tarafından sağlandığı belirtilmiştir. Kolşisin tedavisinden sonra 3. günde proliferasyonun artışı gözlenmiştir (18), bunu bizde çalışmamızda gözlemledik. Nedenini ise  bu hücrelerin hücre sikluslarının çok kısa 17 saat kadar olmasına bağlamaktadırlar. Hücre siklusu kısa olan bazal hücreler, erkenden epiteli yenilemektedir. Ölü hücrelerin bazı sinyaller göndererek prekürsör hücreler olan bu bazal hücrelerin proliferasyonunu etkilediği de bildirilmektedir (18). 

Yaptığımız çalışma, yapılan çalışmalarla örtüşmekteydi. Bizim bulgularımızda da epitelin döküldüğü tahrip olduğu 1. günde bile tüm epitel hücrelerinin kaybına rağmen, az sayıda da olsa bazal hücrelerin epitelde yer aldığını gözlemledik. Ayrıca lamina propriada yer alan ve epitele kanalı açılan bu bezlerin kanal hücrelerinin de yenilenmeyi sağladığı belirtilmiştir. Bazal hücreler çok yavaş bölündüğün-den bu hücrelerin rejenerasyona destek olabileceği bildirilmektedir (11). Yine bizde kanal hücrelerinin yenilenmede fonksiyonu olabileceğini düşünmekte-yiz. 

Sonuç olarak, nöronal hücrelerin yenilenmesi söz konusudur. Olfaktor epitelin yaralanmadan sonra iyileşme kabiliyetine sahip olması ile, sinir sistemininde tek ayrıcalıklı doku olduğunun bir nevi ispatıdır . Yapılan çalışmadan 15. gün sonra epitel hemen hemen tamamen normal görünümüne kavuşmuştur.
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Resim 1. Kontrol grubu olfaktor epitelin (o) yalancı çok katlı epiteli görülmektedir.Epitel altında lamina propriada Bowmann bezleri (b) yer almaktadır. H.E. x20.
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Resim 2. Kontrol grubu olfaktor epiteldeki dört tip epitel hücresi görülmektedir. h: horizontal bazal hücreler, d: destek hücreleri, n:nöronal olfaktor hücreler, y: yuvarlak bazal hücreler. H.E. x100.
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Resim 3. Kolşisin uygulamasından 1 gün sonraki olfaktor epitelde dejenere alanlar (oklar) görülmek-tedir. H.E. x40.
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Resim 4. Kolşisin uygulandıktan 1 gün sonra p-53 için pozitiflik gösteren epitel hücreleri (e), epitelde oluşan dejenere boşluklar (oklar) dikkati çekmekte-dir. x100.
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Resim 5. Kolşisin uygulandıktan 2 gün sonra p-53 için pozitiflik gösteren epitelin  (e) bazal membran üzerinde yer alan hücreleri apopitotik değişiklikler sergilemektedir. Apopitotik cisimcikler rahatlıkla ayırt edilmektedir  (oklar).  x100.
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Resim 6. Kolşisin uygulandıktan 2 gün sonra yuvarlak bazal hücreler (y) ve Bowmann bezlerinin kanal hücreleri (b) dışındaki diğer epitel hücreleri gözlenmemektedir. H.E. x 5. 
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Resim 7. Kolşisin uygulandıktan 2 gün sonra dökülmüş epitelde sadece yuvarlak bazal hücreler (y) ve Bowmann bezlerinin  (b) kanal hücreleri görülmektedir. H.E. x40.
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Resim 8. Kolşisin uygulandıktan 2 gün sonra tahrip olan epitelde sadece yuvarlak bazal hücreler (y) ve Bowmann bezlerinin (b) kanal hücreleri yer almaktadır. Lamina propriada artmış inflamatuvar hücreler dikkati çekmektedir (i). H.E. x 40.
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Resim 9. Kolşisin uygulandıktan 3 gün sonra epitel yüksekliğinde artış ve p-53 ile pozitiflik gösteren apopitotik hücreler (a) görülmektedir. x 40.
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Resim 10. Kolşisin uygulandıktan 3 gün sonra prekürsör yuvarlak bazal hücreler (y)  PCNA ile pozitiflik göstermektedir. Epitelde katlılık oluşumu dikkati çekmektedir. x 40.

[image: image11.png]



Resim 11. Kolşisin uygulandıktan 5 gün sonra PCNA pozitif hücreler olfaktor epitelin bazalinde artış gösteriyordu. x 40.
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Resim 12. Kolşisin uygulandıktan 10 gün sonra proliferasyon en üst düzeyde görülmektedir. y: yuvarlak bazal hücreler, h: horizontal bazal hücreler, n: nöronal olfaktor hücreler, d: destek hücreleri. H.E. x100.
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