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OZET

Amac: Vokal kord paralizisi sonrast lokal olarak uygulanan yag dokusu kokenli
mezenkimal kok hiicrelerinin rekiirren larengeal sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel

diizelme Uzerine etkisini incelemektir.

Materyal ve metod: Bu Kkontrollii prospektif ¢calismada 22 adet Sprague-Dawley cinsi
erkek sigan kullanildi. Hayvanlar kok hiicre uygulanmayan grup (kontrol grubu) ve kok
hiicre uygulanan grup (calisma grubu) olarak iki gruba ayrildi. Siganlarin sol rekiirren
larengeal sinirleri (RLS) disseke edilerek, sinire bu calisma igin gelistirilmis basing
sensorlii bir cihazla 1 dk boyunca basing uygulanarak her hayvanda standard bir ezilme
hasar1 olusturuldu. Calisma grubundaki sicanlara izole edilen ve hiicre karakteri flow
sitometri ile yapilan yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler (YDKMKH) lokal
olarak uygulandi. Her sicanin vokal kordlart cerrahi islem Oncesi, hasar sonrasi hemen
ve hasardan sonra 2. ayda muayene edildi. Yine her siganin larengeal elektromyografisi
(LEMG) cerrahi islem oncesi, hasar sonrasi hemen ve hasardan sonra 2. ayda motor
{inite potansiyel (MUP) amplitiidleri agisindan degerlendirildi. Hasar sonras1 2. ayda
larengeal sinir biyopsisi alinarak sicanlar sakrifiye edildi. Sinir biyopsisinde histolojik

olarak akson sayisi, akson ¢ap1 ve s100 ekspresyonuna bakildi.

Bulgular: Hasar sonrasi 2. ayda yapilan vokal kord muayenesinde kord hareketlerinde
iki grupta da tamamen diizelme goriildii. Calisma grubundaki MUP amplitiid
Olglimiiniin zamana gore degisimi anlamli olarak bulundu (p<0.001). Kontrol
grubundaki MUP amplitiid &l¢iimiiniin zamana gére degisimi de anlamli olarak bulundu
(p=0.001). Calisma ve kontrol gruplarinin hasar sonrasi 2. ayda yapilan EMG’ lerinde
saptanan MUP amplitiidleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p=0.262).

Akson saymmi agisindan karsilastirilma yapildiginda ¢alisma grubu ve kontrol grubu
arasinda anlamli fark gozlenmedi (p=0.313). Akson c¢api agisindan Kkarsilagtirma
yapildiginda kontrol grubunda c¢alisma grubuna gore anlamli farklilik gozlendi
(p<0.001). S100 immunoreaktivite yogunlugu agisindan g¢alisma grubunda kontrol

grubuna gore anlamli farklilik saptanmadi (p=0.128).

viii



Sonu¢: Vokal kord paralizisi sonrasi lokal olarak uygulanan yag dokusu kokenli
mezenkimal kok hiicrelerinin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel diizelme iizerine etkisi
incelenen bu ¢alismada kok hiicre verilen grupta verilmeyen gruba goére anlamli farklilik

izlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Rekiirren Larengeal Sinir, Sinir Rejenerasyonu, Yag Dokusu
Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre, Vokal Kord Paralizisi



ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to evaluate the effect of locally injected adipose tissue
derived mesencymal stem cells on nerve regeneration and functional recovery after

vocal fold paralysis.

Materials and metods: Twenty two Sprague-Dawley male rats were used in this
prospective controlled study. Rats were divided into two groups as control (no
intervention after crush injury) and study (application of locally injected stem cells after
crush injury). Rat’s left recurrent laryngeal nerves were dissected and crushed with a
newly developed device with pressure gauge for one minute in order to apply a
standartized crush injury. Adipose tissue derived mesenchymal stem cells (ATDMSC)
were applied locally to left RLN’s of each rat in the study group. Each rat’s vocal fold
motion was examinated before, immediately after and two months after crush injury.
Each rat was evaluated with larengeal electromyography in terms of motor unit
potential amplitudes before, immediately after and two months after crush injury. Two
months after the injury, the crushed segment of the laryngeal nerves were excised for
histologic evaluation in terms of axon numbers, axon diameters and S100 expression

and then the rats were sacrified.

Results: Vocal cord examinations performed two months after the injury showed
complete recovery in both groups. The change in MUP amplitude measurements over
time was significant in the study group (p <0.001). The change in MUP amplitude
measurement over time was also significant in the control group (p = 0.001). There was
no statistically significant difference between the MUP amplitudes of the study and

control groups at 2 months after injury (p = 0.262).

When the axon counts were compared, no significant difference was observed between
the study and control groups (p = 0.313). When the axon diameters were compared, a

significant difference was observed in the control group compared to the study group

(p <0.001). There was no significant difference in S100 immunoreactivity intensity

between the two groups (p = 0.128).



Conclusion: The effect of locally injected adipose tissue derived mesenchymal stem
cells on nerve regeneration and functional recovery after vocal cord paralysis was not

observed in this study.

Key Words: Adipose-derived mesenchymal stem cells, nerve regeneration, recurrent

laryngeal nerve, vocal fold paralysis,

Xi



1. GIRIS ve AMAC

Insanlarda RLS bir ¢ok nedenle paralize olabilir, bunlar icerisinde bas boyun bolgesi
cerrahileri, ozellikle de tiroid cerrahisi onemli yer tutar. Unilateral RLS hasar1 ayn
tarafta vokal kord paralizisine ve saglam taraftaki krikotiroid kasin kontraksiyonu
nedeni ile olusan adduksiyona bagh olarak vokal kordun paramedian pozisyonda
kalmasma neden olur. Boylece ses kisikligi ve boguk ses olusur. Sinir larinksin alt
kisminin duyusunu sagladigi ve rima glottis tam kapanmadigi i¢in aspirasyon meydana
gelir (1). Bilateral RLS hasarinda ise her iki vokal kord paramedian pozisyondadir. En
belirgin semptom havayolu obstriiksiyonudur. Vokal kordlarin fonatuar pozisyona yakin

konumlar1 nedeniyle normale yakin ses mevcuttur.

Larengeal ndroanatomiyi anlamadaki avantajlarimiza ve rekiirren larengeal sinir hasari
hakkinda yazilmis onlarca literatiire ragmen, vokal kord paralizisin tedavisindeki temel
dayanak noktalar1 20. ve 21. yiizyilda neredeyse ayni kalmistir. Bilateral vokal kord
paralizisi tedavisinde gegici ve uzun siireli olmak iizere tedavi yontemleri mevcuttur.
Gegici, yani geri doniistimlii tedaviler; trakeotomi, larengeal botoks enjeksiyonu ve
endo-ckstralarengeal siitiir lateralizasyonudur. Uzun siireli cerrahi tedaviler ise transvers

kordotomi, endoskopik total veya parsiyel aritenoidektomi ve larengeal uyaricilardir.

Unilateral vokal kord paralizisinde zamanla teknik geligsmeler olsa da Isshiki tarafindan
tanimlanan medializasyon tiroplasti (2) ve Bruening tarafindan tanimlanan injeksiyon
laringoplasti (3) tek cerrahi segenekler olmuslardir. Bu tedaviler fizyolojik larengeal

hareketi diizeltmekten ziyade glottik gap1 kapatmaya yonelik tedavilerdir. Ancak bazi



larengeal reinnervasyon teknikleri tanimlanmistir. Bunlar ug-uca anastomoz, sinir
ucunun direk implantasyonu veya larengeal kas sistemi igine sinir-kas pedinkiilii ve
ansa servikalis-RLS reinnervasyonudur ki bu tedavilerin sonuglar1 istenilen seviyede
degildir. Bu yiizden RLS rejenerasyonunu ve dinamik diizelmeyi saglayabilecek
metodlar iizerinde diisiiniilmeye baslanmistir. Bazi arastirmalar ndrotropik faktorler
lizerine olmustur. Yakin zamanda lizerinde ¢alisilan bu faktdrlerden bazilari insiilin
benzeri biiyiime faktorii, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve androjen terapisidir (4-
6).

YDKMKH multipl mezenkimal fenotiplere doniisebilme ve cogalabilme &zelliklerine
sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler norotrofik faktdr ve sitokinler gibi onemli bioaktif
bileskenleri salgilarlar ki bunlar da néral korumayi, neovaskiilarizasonu ve aksonal

filizlenmeyi saglar(7).

Hayvan modelleri ve insan deneme caligmalar1 gdstermistir ki inme ve spinal kord
hasar1 sonrasi uygulanan mezenkimal kok hiicreler giivenlidir ve fonksiyonel iyilesme
saglayabilir (8, 9). Ayrica intravendz mezenkimal kok hiicre terapisi periferik sinir

rejenerasyonu artirabilir (10).

Bu caligmanin amaci vokal kord paralizisi sonrast lokal olarak uygulanan yag dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel diizelme

uzerine etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PERIFERIK SINIiR
2.1.1. Periferik sinir anatomisi

Embriyolojik olarak periferik sinirler “ektoderm” tabakasindan gelisir. Noral krest
hiicreleri gestasyonun figiincii ve dordiincli haftalarinda néroektodermi olustururlar ve
bu yap1 mezoderme dogru gb¢ eder. Burada Schwann hiicrelerine (SH), dorsal kok
gangliyonlarina ve diger ndoroblastik hiicrelere doniisiirler. Spinal kordun gelisme
siiresinde, bazal plaktaki motor ndron aksonlar1 mezodermal tabakadan gelisen kas
dokusu i¢ine dagilirlar. Dorsal kok gangliyonlarindan da perifere dogru dagilma baslar.
Fetal yagsamin yaklasik 16. haftasinda SH’leri bu dagilan aksonlarin myelinizasyonuna
baslarlar. Bazi motor néronlarda ise bu myelinizasyon dogum sonrasi birinci yila kadar

uzayabilir (11).

Periferik sinir dokusu, sinir lifleri ve g¢evre destek dokudan olusur. Periferik sinir
sisteminin temel hiicresel yapilar: ise néronlar ve SH’dir. Noron, bir hiicre govdesi ve
hedef organa ulasan aksonal uzantidan olusur. Noronlar fonksiyonel rollerine gore

motor noronlar, duyusal néronlar ve inter ndronlar olmak tizere 3’e ayrilir (12).

Motor néronun hiicresel govdesi spinal kordun 6n boynuzunda lokalize iken, duyusal
noronlar arka kok ganglionunda bulunurlar. SH, periferik sinir sisteminde aksonal
cikintilar1 sararlar (12). Miyelinli ve miyelinsiz olmak iizere, 2 tip sinir lifi vardir.

Kiigiik capli aksonlar, genelde miyelinsiz lifleri olustururlar. Miyelinsiz sinirlerin



insanlarda 0.5-3.5 um arasinda kalinliga sahip oldugu, bu sinirlerde iletim hizinin 0.5-2
m/sn arasinda degistigi tespit edilmistir (13). Miyelinli bir akson, ayni boyuttaki
miyelinsiz bir aksona nazaran daha hizl: sinir akimu iletir. Periferik sinir lifleri, yap: ve
fonksiyonlarina gore baska bir siniflamada ise A, B, C olmak iizere 3 gruba ayrilir. A ve
B lifleri miyelinli kahn liflerdir. A lifleri 2.5-22 pum ¢aplar1 arasinda, B lifleri ise
ortalama 3 pum c¢apindadir. C lifleri ise 0.2-1.6 um arasinda ¢apa sahip olup miyelinli
degildir. A liflerinde iletim en hizli olup saniyede 100 metreye ulasabilmektedir. B
lifleri miyelinli olmasina ragmen iletim hizi, A liflerine gore ¢ok daha yavastir ve
genelde 3-5 m/sn araligindadir. A liflerine daha ¢ok somatik afferent ve efferent
yollarda rastlanirken, B liflerine pregangliyonik otonomik yollarda rastlanir. C liflerinde
ileti en yavas olup bu tip lifler genelde somatik afferent ve otonomik postganglionik

efferent yollarda bulunur (13).

Miyelinli lifler somatik sinir sisteminde yer alirlar. SH sadece bir tek aksonu sarar ve
onun miyelininden sorumludur. SH periferik sinir sisteminin 6zel uydu hiicreleridir.
Komsu SH arasinda aksolemma bir aralik olusturur buralara ise Ranvier bogumu denir.
Kollateral dallanma yapan aksonlar Ranvier bogumlarindan ayrilmaktadir. Miyelin
tabakas1 konsantrik dizilimli tabakalar seklindedir ve lameller arasindaki genisleme
yerleri miyelin kilifindaki Schmidt-Lanterman yariklari olarak adlandirilir. Bu yariklar
ve Ranvier bogumlari, merkezi sinir sisteminin miyelinli sinirlerinde bulunmazlar (Sekil
1).

Schwann hicre
Akson cekirdegdi Miyalin iirfie

Rarwio&r\bo§umu Schmidt-Lantermann yanklar:
| e
. P A = e a——

a)
y Schwann kilih (nSrolemma)

- =t
A S

Ranvier bo§umu

Sekil 1.  Myelinli sinir lifi a. Isik mikroskobisi, b. Elektron mikroskobisi sematik
gorinimu



Periferik sinirler, bagdokusu, yapisi ve lokalizasyona da bagl olarak epinoriyum,

perindriyum ve endondriyum olmak lizere 3 tabakadan olusur (Sekil 2).

Epinoriyum: internal epindriyum sinirleri ve fasikiilleri sarar. Vaskiiler yapilar bu
tabakadan girerler. Internal epindriyum dis ortamla endonoriyum arasinda bariyeri

olusturur. Ayrica epindriyumda fibroblastlar bulunur, bu hiicreler inflamasyona cevap
verir (14).

Perinoriyum: Her fasikiilii ¢evreler. Kan-sinir difiizyon bariyeri olusturur (14).

Endonériyum: Her bir sinir lifinin bazal membranini ¢evreleyen bir bag dokusudur.

Endonoral tiipiin olusumuna katilir (15).

Endondrium Fasikdl

internal
epindrium

Fasikil grubu

Sekil 2. Periferik sinirin kesitsel anatomisi

2.1.2. Periferik sinir fizyolojisi

Periferik sinir sisteminde iletim; olusan aksiyon potansiyelinin sinir govdesi ve akson
boyunca tasinmasidir. Her hiicrede oldugu gibi néronlarda da hiicre i¢i ile dis1 arasinda
elektriksel potansiyel farki vardir. Bu fark, hiicre zarinin iyon gegirgen yapisinda
Olmasindan ve hiicre i¢i ile dis1 arasindaki iyon konsantrasyonu farkindan
kaynaklanmaktadir. Bu konsantrasyon farkliliklart hiicre iginin digina gore -60 ile -80

mv arasinda polarizasyon olusmasini saglar. Istirahatte bu polarize durum sistemin



denge halinde kalmasi ile korunur. Bu durumda sodyum kanallar1 kapali, potasyum
kanallar1 ise agiktir. Noronun uyarilmasi istirahat potansiyelini bozar ve depolarizasyon
olusur. Kanallarin agilmasi ile birlikte hiicre icine sodyum geg¢isi olur ve hiicre igci ile
dis1 arasindaki potansiyel fark azalarak esik degere ulasilir. Aksiyon potansiyeli i¢in
gereken esik degeri -59 mV’tur (Sekil 3). Bu esik degeri asamayan uyarilar aksiyon
potansiyeli olusturamaz iken; esigin istiine ¢ikan uyarilar ise siddeti ne olursa olsun

ayni1 aksiyon potansiyelini olustururlar. Bu duruma “’hep ya da hig kurali’’ denir (16).

Voltaj Na+ kapilan Voltaj K+ kapilan
kapanir \ " acilr

30|—|DEPOLARIZATION|

|[REPOLARIZATION|

Voltaj Na+ kapilan

ol- normal durumlarina
déonmeye baslar
= (kapah ancak
E acilir pozisyon).
3
(4 f
3 f Voltaj K+
c Voltaj Na+ kanallan kapanir
i kanallan acilir
N B e e
B et e s s s it PN
Dintenme | | Ry i
(dinlenme)
Refractory 5
peryod ABSOLUTE
! ! ! !
0 1 2 3
—zaman (milisaniye)-»

Sekil 3. Aksiyon potansiyeli olusumu
2.1.3. Periferik sinir hasari

Sinir hasarmin smiflandirilmas1 1947 yilinda Seddon ve 1951 yilinda Sunderland

tarafindan yapilmistir (17)(Tablo 1).



Tablo 1.Seddon ve Sunderland Siniflamasi

Degisik derecede baZz dokmu
hasar:

Seddon Sunderland Patoloji Prognoz

Simflamas:

MNirapraksi Birinci derece Miyelin zaran Haftalar, aylar icinde
miikemmel diizelme

Alkszonotmezis Alkzon kayin Destek dokularin

biitinliginin korunmasna
ve kaza olan mesafeve bagh
olarak ryiden k&tiyve
degigebilen prognoz

Ikinci derece

Alkzon kayin
Endonéral tiipler zaglam
Perindryum saflam

Epindryum saglam

Kasza olan mesafeve baZl
olarak 11 progroz

Ugined derece

Alkzon kayby
Endonéral tipler hasarls
Perindryum zaflam

Epindryum zaglam

K&t proghoz

Alksonlar hataly vOne
gidebilir

Cerrahi gerekebilir

Diérdiinci derece

Alkzon kayin
Endonéral tiipler hasarl
Perindryum hasarly

Epindryem zaflam

K&t prognez

Alksonlar hatali vone
gidebilir

Cerrahi siklikla gerekir

Morotmeziz

Beginci derece

Alkzon kayin
Endonéral tipler afur hazarly
PerinSryum agir hasarls

Epindryum agir hasarl

Spontan ryilik climaz
Cerrahi gereklidic

Cerrahiden sonra prognoz
belirlenir

Periferik sinir hiicresinin ii¢ tip zararlanma modeli s6z konusudur (Sekil 4).

Wallerian dejenerasyon: Sinirin aksonunun herhangi bir yerinde herhangi bir nedenle

(travma, infarktiis, uzamis veya siddetli baski gibi) hasarlanmasi ve biitiinliigliniin
bozulmas1 sonucunda olusan yaralanmadir. Aksonun kesintiye ugradig: yerin distalinde
akson ve ardindan cevresindeki miyelin kilif dejenerasyona ugrar, makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Aksonun hasar yerinin proksimalinde kalan kismi1 ve periferik

sinir hiicre govdesi saglam kalir.



Aksonal dejenerasyon:

Periferik sinir hiicre govdesinin veya aksonunun hasar1 s6z konusudur. Nedeni
cogunlukla metabolik veya toksiktir. Rahatsizlik periferik sinir hiicre gdévdesini
dogrudan etkileyen bir nedenle (poliomiyelit gibi) olabilecegi gibi aksonun biitiiniinii
etkileyen bir nedenle (Vincristine isimli sitostatik ilacin aksonal transportu engellemesi
sonucu oldugu gibi) de olabilir. Periferik sinir hiicresi canliligini yitirdiyse artik geri
doniis yoktur. Eger neden, aksonun biitlinliigli bozulmadan ortadan kaldirilirsa akson
haftalar - aylar i¢inde fonksiyonuna kavusabilir. Eger aksonun biitiinliigii bozulduysa,
Wallerian dejenerasyonunda oldugu gibi yavas bir rejenerasyon siireci izler. Prognozu

en kotii olan zararlanma tipidir.

Segmental demiyelinizasyon:

Miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir aksonunda bir hasar olmaksizin etrafindaki
Schwann hiicresinde ve/veya miyelin kilifinda hasar s6z konusudur. Demiyelinizasyon,
herediter noropatilerde oldugu gibi tiim sinir boyunca olabilir veya edinsel
demiyelinizan durumlarda (Guillain-Barré Sendromu veya Kronik inflamatuvar
demiyelinizan polindropati gibi) belirli bir sinir segmentinde s6z konusu olabilir.
Miyelin, yenilenebilir bir yapidir. Bu nedenle, nedeni ortadan kalktiginda,

demiyelinizasyon tiimiiyle geri doniisii olan bir siiregtir.

Sinir hiicre
govdesi /'~

Cekirdek Va
Akson — |

{
internod {
Ranvier nodu

Schwann
hiicresi

Motor
son plak

KAS

Normal Waller Segmental Aksonal
dejenerasyonu demiyelinizasyon dejenerasyon

Sekil 4. Periferik sinir zararlanma modelleri



2.1.4. Sinir dejenerasyonu

Periferik sinir liflerinin dejenerasyonu ve rejenerasyonu ile alakali molekiiler
mekanizmalar hala tam bilinmemektedir. Sinir yaralanmasi ve onarimindan sonra
fizyolojik sonuglar1 etkileyen faktorler; yaralanmanin baslangictaki siddeti, meydana
gelen dejeneratif degisiklikler, hasar sonrasi saglam kalan sinir hiicrelerinin sayisi,
aksonal biiyiimenin hiz1 ve kalitesi, rejenere olan aksonlarin uygun sekilde organize
olmalari, distal organlarin mevcut durumudur. Hasar distalindeki tiim miyelinli veya
miyelinsiz liflerde akson distalinden hedef organa kadar, Wallerian dejenerasyon
meydana gelir (18). Periferik sinirde meydana gelen herhangi bir hasarda, yaralanmanin
siddetine gore, aksonal devamlilifin bozuldugu yerin proksimalinde; korunmus son
internoda kadar daha sinirli bir dejenerasyon meydana gelir. Kural olarak, aksondaki
hasar hiicre gévdesine ne kadar yakin ise, hiicre gévdesinde 0 kadar 6nemli degisiklikler
meydana gelir (19). Noronda yani hiicre govdesinde santral kromatolisis ve niikleus
capinda artma gozlemlenir. Bu néronun rejenerasyon igin gerekli yapisal proteinleri

liretmesi i¢in yaptig1 bir hazirliktir.
2.1.4.1. Proksimal segmentte meydana gelen degisiklikler

Aksonda hasar sonrasi hiicre govdesinde gelisen degisikliklere retrograd dejenerasyon
ad1 verilir. Hasara bagli olarak, ndéron hiicre govdesinde ve sinir lifi proksimalinde
meydana gelen degisiklikler, yaralanmanin siddetine ve yaralanan bodlgenin hiicre
govdesinin yakinligina baghdir. Travmaya bagl sinir hiicresi perikaryonu tam olarak
dejenere olursa, proksimal segmentin tamami1 Wallerian dejenerasyona ugrar. Yaralanan
bolgenin yakinindaki proksimal segment boyunca, SH’nde yapisal degisiklikler ile
akson ve miyelin kilif ¢apinda azalma meydana gelir. Yaralanmay1 takiben proksimal
segmentte, akson ¢aplarinin azalmasiyla beraber sinir iletim hizi da buna baglh diiser.
Aksonal yaralanmayi takip eden ilk 6 saat i¢inde sinir hiicresinde metabolik degisikler
meydana gelmeye baglar. Niikleus perifere go¢ eder ve sitoplazma yapisinda
degisiklikler fark edilir. Hiicrenin kendisi, c¢ekirdek ve cekirdekeik biiyiir. Hiicrenin
periferine Nissl graniillerinin gocii olur, endoplazmik retikulum piirtiikli bir yapiya
doner ve daha sonra parcalanip yayilir. Bu degisikliklerin tiimiine birden ‘kromatoliz’

denir.



Yaralanmadan sonra aksonal yapisal komponentlerin iiretilebilmesi i¢in salgilanacak
olan ndrotransmitterler hiicrenin metabolik fonksiyonunca saglanir. Bu siire¢ artmis
RNA, protein komponentleri, lipidler, glikoz 6-fosfat dehidrojenaz ve hidrolitik
enzimlerce saglanir (20, 21). Bu degisikliklerin hedefi kaybolan aksoplazmik hacmi

diizeltmektir.
2.1.4.2. Distal segmentte meydana gelen degisiklikler

Yaralanma sonrasi distal kesimde meydana gelen degisikliklere Wallerian dejenerasyon
adi verilir ve yaralanma distalinde kalan aksonun tamamim etkiler.1850 yilinda Waller
isimli arastirmact kurbaga hipoglossal sinirinde, sinirin kesilmesi sonrasinda distal
segmentte olusan degisiklikleri gozlemlemis ve bu dejeneratif siirece “Wallerian
Dejenerasyon” ismini vermistir. Akson ne kadar distalde kesintiye ugrarsa Wallerian
dejenerasyonu o kadar erken gelisir. Wallerian dejenerasyon ile akson ve miyelin yikimi
saglanirken, rejenere olan aksonun biiylimesi igin uygun ortam olusturulur. Ortada
olusan i¢i bos tiip yapisina endondral tiip adi verilir. Sinir yaralanmasini takiben, mast
hiicreleri fagositleri stimiile ederler. Yaralanmadan 48 ile 96 saat sonra aksonal
devamlilik kaybolur ve impuls iletiminin devami olanaksiz hale gelir. Bu hiicreler
yaralanmadan sonra ilk 2 hafta i¢inde ¢ogalirlar, makrofaj gociinii kolaylastiran ve
kapiller permeabiliteyi arttiran histamin ve serotonin salgilarlar.  Akson
dejenerasyonunda miyelin kilifi ayrilir, pargalarin ve yikim dtriinleri ile birlikte
makrofajlarin salgisi, distal kisimdaki SH’ni prolifere olmalari i¢in stimiile eder. SH,
Wallerian dejenerasyonda kilit rol oynar. Yaralanmadan sonraki 24 saat igerisinde
aktive olurlar. SH, rejenere olan aksonlar igin rehber olmalarinin yani sira, néron sag

kalimina ve aksonal biiyltimeye destek olur.
2.1.5. Sinir rejenerasyonu

SH rejenerasyonun en onemli hiicresidir. SH yoklugu durumunda akson biiyiimesi ya
basarisiz olur ya da ¢ok azalir. Fibroblastlar ve basal lamina kendi baslarina yeterli
degildir. Gerek inflamatuvar siirece olan katkilari, gerekse de basta NGF (nerve growth
factor) olmak {izere norotropik faktorlerin salinimi ve diizenlenmesindeki gérevleri son
derece onemlidir. Dejenere olmus aksonlarin yerinde bos endondéral tiip olusur. Myelinli

aksonlar birkag giin i¢inde terminal tomurcuk ve kollateraller olusturarak endonéral tiip
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boyunca ilerler. Biiyiime konileri bir yanda SH ile diger yanda ise bazal lamina ile
temas halindedir. Bu tomurcuklanmanin adina “rejenerasyon iinitesi” adi verilir. ikinci
basamak ise kompartmanlagmadir. Sinir hasari sonrasinda hasarm en az 3,5 cm
proksimalinde endonéral fibroblastlar ve SH ¢evresel olarak uzarlar ve rejenerasyon
tinitelerini ¢evreleyerek kompartman halini alirlar. Bu mekanizma sinir tomurcugunun

aralarina girerek rejenerasyon yolu boyunca devam eder.
2.1.5.1. Proksimal segmentte meydana gelen degisiklikler

Periferik sinirin rejenerasyon kapasitesini, ilk kez Cajal isimli arastirmaci 1928 yilinda
kedilerin omuriliklerinde yaptig1 calismalarda ortaya koymustur. Aksonotomi sonrasi
proksimal kesimde tomurcugun olustugunu ve bunlarin distal kesime uzanarak
rejenerasyonu sagladigini saptamistir. Cajal ayrica rejenere olan aksonlarin, diger
dokulardan ziyade distal sinir segmentine dogru bir biiylime patterni (ndrotropizm)

gosterdiklerini de ortaya koymustur (22, 23).

Aksonal yaralanma seviyesinin proksimalinde; bir ya da iki internodal segment boyunca
akson dejenere olur ve endondral tiip i¢i bos silindir seklinde kalir. 24 saatlik bir latent
period sonrasi, proksimal kesik ucta terminal ve kollateral aksonal tomurcuklanmalar
meydana gelir. Her proksimal gilidiikten distale dogru uzanan, birka¢ terminal ve
kollateral tomurcuk olusur. Anterograd ilerleyen bu biiyiimede, kollateral tomurcuklar
kesi proksimalindeki aksonun saglam oldugu Ranvier diigiimlerinden kdken alir.
Terminal tomurcuklar zedelenen aksonun proksimal ucundan ¢ikar ve tiip boyunca
bazal lamina i¢inde distale dogru uzanir. Hasarlanmis sinirde akson ucundan
tomurcuklanma ilk 6 saat icinde baslamasina karsin, bu ilk tomurcuklar genelde rezorbe
olur. Internal sitoskeletal yapilar1 olan kalict tomurcuklar, genelde ilk 24 saatin sonunda
belirmeye baslarlar. Terminal tomurcuklar, kalan aksonlarin u¢ kismindan ¢ikarlar. Bir
miyelinize aksondan c¢ikan ve endondral tiip iginde ilerleyen her bir tomurcuga,
“rejenerasyon iinitesi” denir. Ikinci basamak ise kompartmanlagmadir. Sinir hasari
sonrasinda hasarm en az 3,5 cm proksimalinde endonéral fibroblastlar ve SH ¢evresel
olarak uzarlar ve rejenerasyon {initelerini cevreleyerek kompartman halini alirlar.
Onarimi takip eden haftalar igerisinde, rejenerasyon initesi i¢indeki ortalama akson
sayisinda azalma meydana gelir. Rejenerasyon ilerledik¢e, i¢lerinden bir tanesi matur

hale gelir ve miyelinize olur bu sirada diger aksonlar kaybolur (24). Her bir tomurcugun
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ucundaki kisma ise ‘biliyiime konisi’ adi verilir. Biiylime konisi, diiz endoplazmik
retikulum, mikrotiibiil, mikrofilaman, mitokondri, lizozom ve diger vezikiiler yapilardan
zengindir. Aktin filamanlar1 ve myozin igerir. Bu yapilar, biiyiime konisinin filapoid
cikintilar yaparak hareketli olmasin1 saglar. Biiylime konisinin, SH bazal laminasinda
bulunan fibronektin ve laminine affinitesi vardir ve aksonal tomurcuklarin biiylime
yoniinii belirleyen faktorlerden biri de bu affinitedir (24, 25). Biiyiime konilerinin
sonugta ne olacagi Biingner bantlarina ulasip ulasmamalan ile ilgilidir, eger diizgiin
temas olmaz ise biliylime konisi bag dokusu igerisinde biiylimeye baslar ve burada
kaybolur. Tek bir endondral tiipe ise birden ¢ok biiylime konisi ve buna bagh akson

uclar girebilir. Akson endonoral tiipe ulasamaz ise apoptoz goriiliir.

Rejenerasyon siirecinde, akson ¢aplar1 artmakla beraber, yaralanmadan 6nceki normal
boyutlarina ulasamazlar. Rejenerasyon sonucu endonoral tiip i¢inde gelisen aksonal
stirgiin orijinal akson g¢apmin ancak % 80’ine ulasabilir ve iletim hizi da orijinal

aksondaki seviyeye ulasamaz (19).
2.1.5.2. Distal segmentte meydana gelen degisiklikler

Distalde hasarin seviyesi ne olursa olsun, tiim distal aksondan hedef-organa kadar,
Wallerian dejenerasyon meydana gelir. Sonugta tiim distal akson resorbe olurken
endondral tiipler SH ve makrofajlarla dolar. Wallerian dejenerasyon sirasinda
ploripotent SH bir yandan endonéral bag dokusu kilifinin igindeki bazal laminada
prolifere olurken, diger yandan kalan miyelin ve akson debrisini ortadan kaldirir.
Prolifere olan SH longitudinal sirada sikica biraraya gelerek bir siitun olusturacak
sekilde dizilir ve SH ¢evreleyen bazal lamina Bilingner bantlarini da ¢evrelemeye devam
eder. Bu olusan ortam rejenerasyon i¢in en uygun ortami saglar ve bu bantlarin igine
girebilen rejenere aksonlar en saglikli rejenerasyonu gerceklestirir. Distal sinir lifindeki
bag dokusunun biitiinliigli intakt bir aksona bagli oldugundan, sinir rejenerasyonu
gerceklesmedigi taktirde distal endonoral tiipte geri doniisiimsiiz daralma ve fonksiyon
kayb1 meydana gelir. Bu yiizden rejenere olacak aksonun nihai ¢ap1 azalmis olur. Bazal
lamina tip IV kollajen, heparinsiilfat, proteoglikan, laminin, nidojen ve entaktinden
olusur. Ozellikle bazal tabakadaki lamininin biiyiime merkezinin hizin1 ve yoniinii
etkiledigi bilinmektedir (24, 26). Tomurcuklar proksimal sinir giidiigiinden distale

dogru ilerlerler. Akson tomurcuklari distal gilidiige ulasinca tomurcuklar Biingner
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bantlarinin iginde ilerlemeye devam ederler. Bu hareketlenme sinir iyilesmesinin
basarisini etkileyen en Onemli olaydir. Bazi tomurcuklar bag doku igerisine dogru
uzanabilirler ki, bu durum néroma olusumu ile sonuglanir. Tomurcuklar Biingner
bantlarim1 takip ederek, perifere dogru uzanip hedef organlarim1 bulurlar. Baslangicta
proksimal segmentteki tomurcuklanan akson sayisi, distal segmentteki mevcut akson
sayisindan daha fazladir, ancak zaman igerisinde periferik baglantiyr yapamayan
tomurcuklar dejenere olur ve akson sayilar1 esitlenir (18, 26). Tomurcuklar fasikiiller
arasinda gecis yapabilirler. Fakat bir akson distaldeki kendi fasikiiliine ulassa bile, bu
aksonun kendi hedef organina ulasabilecegi anlamina gelmez. Akson herhangi bir hedef
organa ulasinca maturasyon iglemi baglar. Maturasyon proksimalden distale dogru
gerceklesir. Cap artisini miyelinizasyon izler. Fakat rejenere olmus bir matiir aksonun
nihai ¢ap1 bile normalden azdir ve miyelin kilifi daha incedir. Rejenere olan aksonlar;
Schwann hiicresine ulastiklar1 zaman, miyelinizasyonu baglatan sinyal olusur.
Miyelogenezisin noronal regulasyonu, aksonun plazma membran1 ve SH arasindaki
etkilesimden kaynaklanir. Akson hedef organa ulastigi zaman, cap1 ve maturitesi artar
(8). Tiim sinir kesilerinde rejenerasyon yavastir ve tam degildir. Rejenere olan akson
giinde ortalama 0.25 mm hizla skar dokusunda ilerler. Akson tomurcuklari distal
endonoral tlipe ulaginca biiyiime degisik etmenlere bagimli olarak giinde 1-2 mm hizla
devam eder. Bu yiizden oOzellikle proksimal sinir kesilerinde rejenerasyon
tamamlanincaya kadar ciddi kas atrofileri meydana gelir. Akson rejenerasyon hizi,
yaralanmanin diizeyi ve siddetiyle ilgilidir. Proksimalden distale dogru ilerledikge
rejenerasyon hizi azalmaktadir. Rejenerasyon hizi, hasar alaninin sinir hiicre gévdesine
uzaklig1 ile ters orantihidir (24). Hayvan deneylerinde distal segmentin rejenerasyon
hizinin ndrotimezis tipi yaralanma sonrast 2.0-3.5 mm/gilin, aksonotimezis tipi
yaralanma sonrast 3.0-4.5 mm/giin oldugu saptanmistir. Yetiskin insanlarda ise
ortalama aksonal rejenerasyon hizi giinde 1-2 mm’dir (24). Distal sinir segmentinin
vaskiiler ag1 da yaralanmaya cevap olarak, once vazokonstriikkte olur, daha sonra
vazodilate olur, ama en basarili aksonal rejenerasyondan sonra bile orijinal kan

akiminin ancak %60-80’ine ulasabilir (27).
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2.2. KOK HUCRE

2.2.1. Kok hiicre tanim ve 6zellikleri

Farkli hiicre tiplerine doniisme potansiyeli (diferansiyasyon), kendi kendini yenileme

(self-renewal) giici ve canli kaldik¢a yasamlarini siirdiirme Ozelligine sahip olan

hiicrelere kok hiicre denmektedir.

Bu hiicreleri tanimlayan ortak 6zellikler asagidaki gibidir.

i)
i)
i)

iv)

vi)

vii)

viii)

Dokularda az miktarda bulunurlar,

Yasam boyunca boliinme oranlari bellidir ve boliindiik¢e sayilarini korurlar,
Boliindiigii zaman ortaya ¢ikan iki yavru hiicrenin en az bir tanesi kok hiicre
olarak mevcut kok hiicre havuzuna katilir,

Cok kez boliinerek gegici (transit) hiicreleri olustururlar ki, bu hiicreler kisa
stire icinde bir differansiasyon gostererek dokuya 6zgii farklilasmis hiicreleri
olusturur.

Genellikle boliinme hizlar1 yavastir; ancak doku travmasi sonrasinda hizl
boliinme etkinligi kazanirlar. Eger travma ve doku kaybi ¢ok siddetliyse,
kendi hiicre havuzlarinin yenilenmesi i¢in dogal boliinme hizlarini arttirirlar,
Dokularin en uzun ve en kalic1 yasayan hiicreleridir, organizmanin yasami
boyunca varliklarini korurlar, ancak yasla birlikte miktarlar: azalir,

Biiylime faktorlerine ve sinyal molekiillerine karsi olduk¢a duyarhidirlar ve
cevaplart hizhidir; TGF, Notch, Wnt ve Jak/ Stat gibi sinyal yolaklarini etkin
bir bigimde kullanirlar,

Kok hiicrelerin ¢ogu hiicre sikliisiiniin GO evresinde sessiz olarak bulunurlar.
Embriyonik kok hiicreler veya yetiskindeki cogalan kok hiicreler gibi bir grup
hiicre ise bu siireci ¢ok hizli gecerek hiicre dongiislinii hizli bir sekilde
tamamlar,

Diger hiicrelere oranla farkli kromatin sarmalina sahiptirler. DNA metilazlar
veya histon deasetilazlarin transkripsiyon baskilayicilart tarafindan veya
Groucho ailesi proteinleri tarafindan 6zglin DNA diizenlenisi kok hiicrelere

0zglin DNA 6zelligi kazandirr,
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X) Tiim kok hiicreler strese karsi direnglidir. Coklu ilag direnci tasiyicilari,
0zglin protein katlanma mekanizmalari, ubiquitin ve detoksifikasyon
sistemleriyle bu 6zelligi kazanirlar.

Kok hiicreler, 6zellesmeden ¢ogalmakta, gerektiginde organ ve dokulara 6zgli Oncii
hiicrelere doniisebilmektedir. Boliinme esnasinda bir taraftan oncii hiicreye farklilasacak
olan hiicre tiretilirken diger yandan da kok hiicre havuzu i¢in kendi yedegini
almaktadirlar. Sonug olarak bdliinme sonrasi iki farkli fenotipte hiicre ortaya cikar;
hiicrelerden birisi kok hiicrenin yedegi niteliginde kalirken; digeri bir sonraki agama igin
farklilasir. Bu tiir boliinme “’asimetrik hiicre boliinmesi® olarak adlandirilir. Hiicrenin
kaderi i¢ ve dis faktorlerle ¢izilir. Bunlar; asimetrik hiicre boliinmesi, mikro ¢evre,
hiicre-hiicre temaslari, adezyon molekiilleri, hiicreler arasi baglanti kompleksleri,
ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiyiime faktorleri ve sinyal yolaklar1 araciligiyla
belirlenip siirdiiriiliir. Hiicre kaderindeki en dnemli faktor asimetrik hiicre bolinmesidir

(28).(Sekil 5)

[ K&k hiicre ? CI; ci’
- <
molekiiller I K&k hiicre |

N N
. ’ - ’ Kok hucre havuzunun

ucreler | korunmasi

- r=r -
St slels e Farklilasma - Yasam boyunca
. hasarh veya dlen hicrelerin
] Ozellesmis hiicreler yerint abirlar

Sekil 5. Asimetrik hiicre boliinmesi
Embriyonun gelisimi, dokunun onarimi ve hacim olarak biiyliyebilmesi i¢in gerekli olan
yeni hiicreler igin simetrik boliinme de gereklidir. Bu durumda kok hiicreler oncii

hiicrelere doniisiirler ve ¢ok sayida boliinme kapasitesine sahiptirler(29, 30).

Farklilasma islevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda gecirilen hiicredeki
sitoplazmik farkliliklar, asimetrik hiicre boliinmesi, hiicredisi matriks proteinleri,
kararlanma agamalari, morfogenler, histon ve gen metilasyonlari, hiicrelerarasi baglanti

kompleksleri, epigenetik kontrol, sinyal yolaklarinin kombine etkisiyle gerceklesen
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karmagik olaylar biitiiniidiir. Farklilagma, blastokist asamasindaki hiicre kitlesinin
trofoblast m1 yoksa i¢ hiicre kitlesi mi oOlacaginin kararlanmasiyla baslar,16-32
Blastomerli evrede ise i¢ hiicre Kitlesindeki hiicrelerin epiblast mi, hipoblast mi
olacagmna karar verilir. Ilk kararlanmada nis ve sitoplazmik &zgiin proteinlerin
kutuplasma bolgeleri ve asimetrik hiicre boliinmesi etkilidir. Ikinci kararlanmada ise
transkripsiyon faktorleri etkilidir. Hiicre epiblast olarak ileride {i¢ germ yapragini,
hipoblast olarak vitelliis kesesini ve trofoblast olarak plasentaya ait kisimlari

olusturabilme yetisine sahip olur (31).

En 6nemli mekanizma epigenetik kontroldiir. Gametler haricindeki her hiicre ayni
genoma sahiptir. Bu yiizden bu hiicreleri ayiran etken gen ifadesidir. Kok hiicre, onciil
hiicre ya da oOzellesmis hiicre mi olacagi buna baglidir. Burada DNA ve histon
metilasyon mekanizmast  6nemlidir. Farklilagmis hiicrelerde  heterokromotin,
farklilasmamis hiicrelerde Okromotin alanlar mevcuttur. Farklilagmayla birlikte
pluripotensiyi saglayan genlerin ifadesi azalir. Bu olay DNA metilasyonuyla
gerceklesir. Oct-4 ve Sox-2 gibi bir grup gen, DNA metiltransferazlar tarafindan

metillenir, promotor bolgeleri baglanir ve ifade silinir (31, 32).

Farklilagsma, ileriye ve geriye farklilagsma olarak ele alindiginda plastisite s6z konusu
olur. Bir hiicrenin farklilasma yolunda ileri gitmesi olagandir. Farklilasmaya basladigi
noktaya kismen veya tamamen geri donmesi ise ’geriye farklilasma® olarak adlandirilir
ki, glinlimiizde deneysel olarak elde edilmis uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPK)
(induced- Pluripotent Stem Cells; iPSCs), geriye farklilasmanin en tipik 6rneklerden
birisidir (33).

2.2.2. KoKk hiicre tiirleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga gore ikiye ayrilirlar; embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicreler. Embriyonik kok hiicreler, blastokistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilen hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok
hiicreler ise; erigskin kok hiicreler, fetiis kok hiicreleri, kadavradan elde edilen kok

hiicreler, gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleridir.

Boliinme ve farklilasma o6zelliklerine gore kok hiicreler totipotent, pluripotent ve

multipotent olarak adlandirilir. Zigot totipotent &zelliktedir. Yani bir organizmayi
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olusturabilecek tiim genleri barindirmaktadir. Dollenmeden 16 blastomerli doneme
kadar bu totipotent 6zellik korunur ve bu evreden sonra sinirsiz farklilasma yetenegi
sinirlanir. 16 blastomerli asamadaki embriyoda i¢ hiicre kitlesi belirlenmeye baslar. Ug
embriyonik tabakayr (ektoderm, endoderm, mezoderm) sekillendirecek hiicrelerin
onciileridirler. Bu hiicreler pluripotent ozelliktedirler, bir canliyr olusturamaz ancak
ektoderm, endoderm ve mezodermden olusan yapilari olusturabilirler. Embriyonun daha
ileri agamalarinda ve eriskin organizmada kemik iliginden, yag dokudan elde edilen kok
hiicreler, eriskin kok hiicreler smirli bir boliinme ve farklilasma gosterirler. Elde
edildikleri organa ve dokuya doniisme egilimindedir. Multipotent kok hiicreler olarak
adlandirtlirlar (Sekil 6).

@ Totipotent

Pluripotent r

% Blastosist

- a
' kan doku
noral doku :

kas doku

Sekil 6. Totipotent, Pluripotent ve Multipotent hiicreler
2.2.2.1. Eriskin kok hiicreler

Yetiskinlerde farklilasmis dokularda farklilasmamis halde bulunan, multipotent
hiicrelerdir. Ihtiyag halinde farklilasarak doku ve organlarm yenilenmelerini
saglamaktadirlar. En gilizel 6rnegi kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerdir.
Perifer kanda, ovaryum epitelinde, testiste, iskelet kasinda, dis pulpasinda,
miyokardiyum i¢inde, karacigerde, gastrointestinal sistemde, akcigerde, meme
dokusunda, deride, beyinde, gézde limbus bolgesinde, medulla spinaliste ve tiikiiriik

bezinde yapilan ¢aligmalarla bu hiicrelerin varlig1 gosterilmistir(34).
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Yetigkin kok hiicrelerini tanimlamak i¢in; farklilasarak olusturduklari hiicre tiplerini
saptamak, izole edilip kiiltiir yapilarak bir bagka canliya aktarilmasi ve kaynaklandigi
hiicreleri yeniden olusturup olusturmadiklarinin kontrol edilmesi, izole edilip kiiltiir

ortamina yeni faktorler ekleyerek hangi hiicrelere farklilastiklarinin gézlenmesi gerekir.
2.2.2.2. Mezenkimal kok hiicreler

Erigkin kok hiicresi tipidir. Bag dokunun ana hiicreleridir. Birgok dokudan elde

edilebilirler. Kemik, kas, noron, yag, kikirdak gibi hiicrelere farklilasabilirler (35).

Bu hiicreler elde edildikleri dokularda sayica ¢ok azdir. Bu ylizden kiiltiir ortaminda
sayilar1 cogaltilmaktadir. Ik kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan fotal buzag
serumu kullanilarak kemik iligi kiiltiirlinde morfolojik yapilar1 fibroblastlara benzeyen
ve adhezyon gosteren hiicre kolonilerinin yag ve kemik hiicrelerine farklilagabildiklerini
gostermistir (36). 1999°da Pittenger ve ark. (36) bu hiicreleri in vitro ortamda adiposit,
kondrosit ve osteoblasta farklilastirmistir. Birden fazla hiicre tipine differansiasyonu ve
in vitro ¢ogalabilmeleri nedeniyle bu hiicreler mezenkimal kok hiicreler (MKH) olarak
adlandirilmistir (37).

MKH; mezorderm tabakasindan orjin almakla birlikte noral krista kaynakli mezenkim
dokudan da gelisebilirler. Kemik iligi, adipoz doku, gébek kordonu, kordon kani,
karaciger, beyin, dis pulpasi, deri ve fetal dokularda bulunan farklilasmamis, ¢ogalma
kapasitesi yiiksek, kendini farklilasmadan yenileyebilme 6zelligine sahip, mezodermal
farklilasma yetisi ¢ok fazla olan kok hiicrelerdir (38, 39). Mezenkimal kok hiicreler
kemik, kikirdak, kas gibi farkli hiicre tiplerine dontisebilmekle birlikte tirettikleri bir gok
biiylime faktorii ve sitokinler nedeni ile immiin baskilayici ve trofik etki potansiyeline
de sahiptir (38). 2008 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’nin fikir
birligiyle MKH olarak siniflandirmak i¢in;

a. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda plastik yiizeye tutunabilmeleri,

b. Yiizeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi hematopoetik
olmayan hiicre yiizey belirteglerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14
veya CD11b, CD79veya CD19 ve HLA-DR (insan lokositantijeni-DR) gibi
tipik hematopoetik belirtecleri eksprese etmemeleri,

C. In vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri

gerekmektedir (40).
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2.2.2.3. Yag dokusu kaynakh mezenkimal kok hiicreler

Yag dokunun damarca zengin stromal bolgesinden elde edilirler. Subkiitandz ve
omental yag iceren beyaz yag dokusunun her tiiriinde adipoz kok hiicrelerine
rastlanabilir. Yag dokusu kaynakli MKH’ler fibroblast benzeri morfoloji ve normal
diploid karyotip icerirler. Uzun siireli kiiltiire dayaniklidir ve in vitro kolay ¢ogalirlar.
Dondurma ¢ozdiirme islemi yapilmasi ragmen multipotensi dzelliklerini kaybetmezler.
Adiposit, osteoblast, kondrosit serisi disinda hepatosit, iskelet, kalp ve diiz kas, endotel,
hematopoetik, noral ve epitel hiicrelere farklilastigi da gosterilmistir (41).
YDKMKH’ler i¢in pozitif belirtecler; CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 ve HLA | olarak; negatif belirtegler
ise CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD133 ve CD144 olarak
bilinmektedir (42).

YDKMKH diisiik immiinojenitesi, yiikksek modiilator ve immiinsiipresif 6zelliklere
sahip oldugu i¢in klinikte kullanilmaktadir. Bununla birlikte belli bazi hastaliklarin

tedavisi i¢in klinik ¢alismalar halen devam etmektedir (43).
2.2.3. Yag doku kokenli kok hiicrelerin doku onarimina etkisi

Kok hiicrelerin doku onarimina katkilari 6zellikle doku yaralanmasinin var oldugu
durumlarda ortaya ¢ikar. Normalde saglikli doku igerisinde islevsel olmayan sekilde
bulunan kok hiicreler, yaralanma sonrasi endokrin ve parakrin cagrilar (selektin,
kemokin, integrin etkilesimleriyle) sonucu ¢evre dokulardan ve kemik iliginden
yaralanmig dokuya migrasyon yaparlar (44). Kok hiicreler, aldiklar1 sinyal
mekanizmalarin etkisi ile ortamdaki progenitor hiicreleri ¢ogalma ve farklilagsmaya
stimiile ederler. Ayrica anti-inflamatuar ve immunmodulatuar etki gosterirler ve
matriksin yeniden sekillenmesine destek olurlar (45-49). Kok hiicrelerin, transfer
edildikleri ortamlarda bulunan hiicre tiirlerinin yilizey isaret¢ilerini sunabildikleri
immiinolojik boyama yontemleri ve revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile
gosterilmistir. Fakat temelde etkilerini ortam hiicrelerine doniiserek mi veya parakrin

fonksiyonlariyla mi yaptiklart konusu halen tartismalidir (50-56).

Doku hasarmin ilk giiniinde ortama, yaralanmis dokulardan ve aktive olan

plateletlerden; temel fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor, bFGF),
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trombosit kokenli biiylime faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF), epidermal
biiyiime faktorii (epidermal growth factor, EGF), donistiiriicii biiylime faktori-p
(transfroming growth factor-p, TGF-B) ve tiimor nekrozis faktor a (tumor necrosis
factor a, TNFa) salinir. Yoshimura ve ark. (57), yag dokusunda iskemi ve reperfiizyon
yaralanmasiyla ilgili yaptiklari deneysel calismada; yaralanmanin 1. giinlinde ortama
salinan bFGF faktore ve iskemiye cevap olarak, YDKMKH’lerin, ¢cogalmakla kalmayip
ayni zamanda kuvvetli damarlanma stimiilan1 ve fibrogenezis inhibitorii olan hepatosit
bliylime faktorii (hepatocyte growth factor, HGF) salgiladiklarini tespit etmislerdir. Or-
tamdaki apopitotik endotel hiicrelerinden salinan EGF’ {in de kok hiicrelerin
antiapopitotik cevabini arttirdigr gosterilmistir (58). YDKMKH’lerin ortamdaki biiyiime
faktorleri ve stimiilanlara cevap olarak hem adipositlere hem de vaskiiler endoteliyal
hiicrelere dontistiigii distinilmekle birlikte (59-61), vaskiiler endotel hiicrelerine do-
nlisim deneysel calismalarda gosterilmis fakat in vivo calismalarda nadiren tespit
edilmistir (62, 63). Ayrica, kok hiicrelerin yaralanmis ortama infiltre olan 16kositlerden
salman pro-inflamatuar sitokinlerin (interleukin-1B (IL-1B), TNF-a, interferon-y ve
nitrik oksit sentetaz salimmmini azaltip, anti-inflamatuar sitokinlerin (IL- 1beta, 1L-10,
bFGF, TGF- B ve antipitotik gen Bcl-2) salinimini arttirdig1 da gézlenmistir (64, 65). Bu
mediatorlerden Ozellikle TGF-B mezenkimal kok hiicrelerin doku hasar1 tlizerindeki
etkilerinin yonetilmesinde 6nemli rol oynar ve cevre yag dokuda sessiz pozisyonda
bulunan veya kemik iliginden orijin alan diger kok hiicreleri aktive ederek ortama
cagirir. Yaralanmanin 2-4. (inflamatuar faz) giinlerinde yag dokusu i¢inde yerlesmis
mast hiicreleri ve trombositler de diger hiicreler gibi TNF alfa, VEGF, PDGF, TGF-B
salgilayarak iyilesmeye katkida bulunur (66). Yaralanmanin 5-7. gilinlerinde
(proliferasyon fazi) ise VEGF, HGF, IL-8 ve matriks metalloproteinaz-8’in (MMP-8)

yara sivisinda arttig1 gosterilmistir (67).
2.3. SICANLARDA LARINKS ANATOMISI

Sican larinksi de insan larinksinde oldugu gibi hyoid kemik, epiglot, tiroid kikirdak,
krikoid kikirdak ve aritenoid kikirdak gibi yapilara sahiptir. Esasinda si¢an larinksi
erkek larinksi ile benzerdir. Erkeklerde aritenoid kikirdaklar krikoid kikirdagin {istlinde

yer alirken, siganlarda ise krikoid kikirdagin anterior yliziinde yerlesmislerdir. Eger bir
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insan larinks diagramini 90 derece boyunca cevirirsek ve hyoid kemik ile tiroid kikirdak

arasindaki agiklig1 kapatirsak kaba taslak bir sican larinksi elde etmis oluruz.

Sicandaki larengeal kaslarin en onemli gorevi aspirasyonu engellemektir. Bunu da iki
yol ile saglarlar. Birincisi aryepiglottik foldlarin birbirine yakinlasmasi ve aritenoid
kikirdaklarin epiglot tabanina dogru yiikselmesidir. Bu mekanizma tiroaritenoid kas ile
olmaktadir. Ikinci mekanizma ise lateral, transvers ve oblik krikoaritenoid kasimn
kontraksiyonu ile vokal kordlarin addiikte olmasidir. Krikotiroid kas hari¢ sican
larinksinin tiim kaslar1 nervus vagusun dali olan rekiirren larengeal sinir tarafindan
innerve olur. Krikotiroid kas ise siiperior larengeal sinirin external larengeal dali ile

innerve edilir.

2.4. REKURREN LARENGEAL SiNIR ANATOMISI

RLS, krikotiroid kas diginda tiim intrensek kaslarin motor inervasyonundan ve vokal

kord alt seviyesinin duysal inervasyonundan sorumludur.
Sag ve sol olmak iizere iki ayr1 RLS bulunur.

Sol RLS: Sol vagal sinir, sol subklavian arter ventralinde seyrederek iist mediastene
ilerler. Aortik ark tst tarafinda kalir. Sol RLS, sol vagal sinirden ligamentum arteriosum
altinda, aorto-pulmoner pencere seviyesinde dallanir. Trakea-6zefageal olukta larinkse
dogru ilerler. Trakeoozefageal olukta daha korunakli bir seyir gosterir. Sol RLS
uzunlugu (43 cm) sagdan (32 cm) daha fazla oldugu icin sol rekiirren laringeal sinir

daha ¢ok hasar gormektedir.

Sag RLS: Mediastende sag vagus siniri sag subklavien arteri ventral olarak ¢aprazlar ve
ardindan trakea sag tarafinda medial ve dorsal olarak ilerler. Sag RLS sag subklavian
arter kaudalinde vagal sinirden dallanir. Sag RLS, sag sublavian arter dorsalinden
gecerek trakea-Ozefageal olukta kranial-medial yonde ilerler. Krikoid Kartilaj
seviyesinde, inferior tiroid arterin laringeal daliyla beraber, inferior konstriktor kasin alt
smirinin ardindan geger ve krikotiroid eklem posteriorundan larinkse girer. Sag RLS
trakeadzefageal olugun anteriorundadir ve tiroidin alt kutbuna yaklastik¢a trakeanin

lateraline dogru doner, yani sol RLS’ye gore daha yiizeyeldir (Sekil 7).
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Sekil 7. Rekiirren larengeal sinirin seyri

Rekiirren laringeal sinir nadiren servikal bolgede direkt olarak vagustan ayrilir ve ‘non-
rekiirren’ laringeal sinir adin1 alir. Bu anomali sagda %0.6, solda %0.04 oraninda
goriiliir. Non-rekiirren laringeal sinirin ii¢ tipi mevcuttur. Tip 1: Siiperior tiroid
damarlarla yakin seyreder. Tip 2 (Tip 2A): Inferior tiroid artere paralel ve arterin
siiperiorunda transvers seyreder. Tip 3 (Tip 2B): Inferior tiroid artere paralel, inferior
tiroid arter dallar1 arasindan veya altindan transvers seyreder (68). Bu anomali
embriyonel hayatta gelisen vaskiiler anomaliler sonucu ortaya ¢ikar. Sag ‘non-rekiirren’
laringeal sinirle beraber goriilen anomaliler aberran subklavian arter varligi ve
innominate arter yoklugudur. Sol ‘non-rekiirren’ laringeal sinire eslikeden anomaliler
situs inversus ve sag yerlesimli arkus aortadir (69). Aym tarafta rekiirren ve
‘nonrekiirren’ laringeal sinirin birlikte oldugu vakalar bildirilmistir; bu olgularda

vaskiiler anomali saptanmamustir (70).
2.5. LARENGEAL EMG

Larengeal elektromyografi (LEMG), larinksin muskuler ve sinir sisteminin biitiinliigiinii
degerlendiren bir testtir. Bu test vokal kord hareket bozuklugu olan kisilerde uygulanir.
LEMG’nin amaci bu hareket bozukluklarinin ayirict tanisinda ve tani koymada
klinisyene yardimct olmaktir. LEMG, klinikte igne elektrod ile yapilmaktadir. Larinkste
4 ¢ift kas grubu vardir: tiroaritenoid, lateral krikoaritenoid, posterior krikoaritenoid ve

krikotiroid kaslardir. Interaritenoid kas ise larinksin arka-orta kisminda yerlesir ve cift
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degildir. Krikotiroid kas superior larengeal sinirden innerve olur diger kaslar ise
RLS‘den innerve olurlar. Bu yiizden bu kaslar1 test ederken sinir ve kas biitiinliiglint de
test etmis oluruz. Genellikle her iki tarafta tiroaritenoid, posterior krikoaritenoid ve

krikotiroid kaslar test edilir.

Klinisyen LEMG sonuglarini LEMG’nin 4 ana karakteristik sinyali olan insertiyonal
aktivite, spontan aktivite, rekriiitment ve dalga morfolojisine gore degerlendirir (71).
LEMG’nin sonucu tek basina spesifik hastalik tanisin1 koymada yetersizdir. LEMG
motor tnite, kaslar, sinir ve néromuskuler bileske hakkinda genel bilgi edinmemizi

saglar.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmis olup; (Proje no: 7298) projeye baslamadan 6nce, Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 15/02/2017 tarih ve 17/012 no’lu onay1
alinmigtir. Arastirma, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali, Genom ve Kok Hiicre Merkezi
(GENKOK), Néroloji Anabilim Dali, Histoloji Anabilim Dali imkanlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deneyler yiiriitiiliirken, Avrupa Konseyi’nin 6nerdigi standartlara
(European Convention For the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental
and Other Scientific Purposes (ETS 123)) uyulmustur.

Calismada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirmalar
Merkezinden temin edilen, 12-16 haftalik ve ortalama agirligi 250 gram olan 22 adet
erkek Sprague Dawley cinsi sigan kullanilmistir. Arastirma siirecinde si¢anlar, 21-22 C
cevre sicakligi, 12/12 saat aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi, bagil nem oram
(%55-65) ve havalandirilmas: kontrol edilen semiklimatize bir odada barmdirilmistir.
Su icimi ve hazir pellet sigan yemi verilerek beslenmeleri serbest birakilmistir (ad

libitum).
3.1. DENEY GRUPLARININ BELIRLENMESI

Deney hayvanlari, calismanin basinda calisma grubunda 14, kontrol grubunda 8 adet

sican olacak sekilde 2 gruba ayrilmistir:
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Calisma Grubu: Sol rekiirren sinirde ezilme hasar1 olusturduktan sonra yag

dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre verilmis siganlar.

Kontrol Grubu: Sol rekiirren sinirde ezilme hasar1 olusturduktan sonra herhangi

bir miidahale yapilmayan sicanlar.

3.2. YAG DOKUSU KAYNAKLI KOK HUCRELERIN ELDE EDiLMESI

Rastgele segilen iki adet erkek sicanin periton g¢evresinden yaklasik olarak 1x1 cm3
adipoz doku toplandi. Toplanan adipoz doku tasima soliisyonu igerisinde Erciyes
Universitesi, Genom ve Kok Hiicre Merkezi, Kok Hiicre AR-GE laboratuvarina tasindi.
Getirilen doku, %1 penisilin- streptomisin soliisyonu i¢eren phosphate-buffered saline
(PBS) (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) iginde ii¢ defa yikandi.
Ardindan doku parcalari1 PBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)
icinde 2.5 mg/ml kollojenaz tip 2 (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Germany) ile 37 °C ‘de
30 dakika enzimatik pargalamaya tabii tutuldu.

Bu islem sonunda elde edilen tek hiicre siispansiyonu, 70 pm ‘lik hiicre filtresinden
(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) geg¢irildi. Bu yontemle debris ve
parcalanmayan adipoz doku ayrildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 25 cm?<lik kiiltiir
flasklarina ekildi. Kiiltiir i¢in kullanilan besiyerinin iceriginde %10 fetal sigir serumu
(FBS) igeren diisiik glikozlu DMEM (L-DMEM medium (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) ve %1 penisilin streptomisin soliisyonu ve %1 glutamin (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) bulunmaktadir. Hiicreler 37°C’de ve %5 CO;
iceren ortamda inkiibe edildiler. ilk olarak ii¢c giin sonra ve ardindan haftada iki defa
besiyeri degistirilerek idame edildi. Yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre
(YDMKH)’ ler kiiltiir kabina yapigsma o6zelligine gore izole edildiler. % 70-80 hiicre
yogunluguna ulasildiginda primer hiicre kiiltiiriiniin %0.025 trypsin-EDTA ile ayrigsmasi
saglandi. Hiicreler PBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) ile
yikandiktan sonra pasajlama islemi gerceklestirilerek 1:4 oraninda alt kiiltiirlere gegildi.

Bu caligmada 3. pasaj sayisindaki YDMKH’ler kullanildi.

Farklilagtirlmamig YDMKH’lerin fenotipik 6zellliklerini gostermek igin akim sitometri
yapildi. 3. pasaj sonu hiicreler toplandi ve santrifiij edildi. Ardindan 106 hiicre/mL
olacak sekilde PBS ile resilispansiyonu yapildi. YDMKH’lerin immun
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fenotiplendirilmesi i¢in CD11b/c, CD29, CD44, CD45, CD73, CD90 (BD Biosciences)
kullanildi.  Akim  sitometri ~ Navios  (BeckmanCoulter, USA) cihazinda
gerceklestirildi.Veriler KALUZA software (Beckman Coulter, USA) Kkullanilarak
degerlendirildi.% 50°den fazla boyanma pozitif olarak degerlendirildi.

3.3. SENSORLU KLEMP TASARIMI

RLS ezilme hasarinda, standartizasyonu saglamak igin Erciyes Universitesi Makine
Miihendisligi Boliimii ile ortak caligilarak sinir hasar cihazi tasarlandi. Dissiz mini
forsepsin agiz kismina yerlestirilen karbon plaklar arasindaki elektrik gecirgenliginin
orantili olarak artmasi ve bunun monitorize edilmesi prensibiyle ¢alisan, basing sensorlii
klemp (Resim 1) kullanildi. Cihaz oncelikle farkli yumusakliktaki cisimlerde (kablo ve

pamuk) test edilerek standartizasyonu ve kalibrasyonu saglandi.

Resim 1. Sensorlii klemp sistemi

3.4. VOKAL KORD MUAYENESI

Siganlara 50 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar® 500 mg/10 ml, Pfizer) ve 10 mg/kg
Ksilazin HCI (Rompun® %2, 25 mg/ml, Bayer) ile genel anestezi yapildi. Genel
anestezi sonrasi tiim ratlarin vokal kord muayenesi O derece 2.7 mm ¢apli endoskop
(Karl Storz, Tutlingen, Almanya) ile denegin dili 4/0 vicryl ile suturasyon ile ekarte
edilerek yapildi (Resim 2).
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Cerrahi miidahale 6ncesi her bir siganin vokal kord muayenesi video ile kayit altina

alindi. Cerrahi islem sonrasi yine endoskopik muayene ile sol vokal kordda paralizi

olustugu tiim siganlarda gozlendi. 2 ay sonra tiim siganlarin tekrar larenks muayenesi

yapilarak video kayit altina alindi ve referans alinan vokal kord hareket skalasina gére

degerlendirme yapildi (72) (Tablo 2).

Resim 2. Endoskopik larenks muayenesi

Tablo 2.Vokal kord hareket skalasi (72)

SKOR VOKAL KORD HAREKETI
0 vokal kord hareketi yok
1 hafif vokal kord hareketi
2 vokal kordda <%50 abduksiyon
3 vokal kordda >%50 abdiiksiyon, tam diizenli olmayan vokal kord
hareketi
4 vokal kord hareketi normal
3.5. EMG

Tiim elektrofizyolojik dlgiimler Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali EMG Laboratuar’inda yapildi. Siganlarin EMG kayitlari, Cadwell® (Sierra®
Summit ™, ABD) cihazi (Resim 3) kullanilarak kaydedildi. Degerlendirmeler, bir
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noroloji uzmani tarafindan kor sekilde yapildi. Tiim sicanlar anestezi altinda spontan
uyku halindeki respiratuar siklusta degerlendirildi. Genel anestezi ve ilk vokal kord
muayenesi sonrast 8 FR mavi nelaton sondanin 6n kesimine larengeal emg elektrodu
(Neurovision™ Dragonfly® Laryngeal Surface Electrodes) sarilarak O derece 2.7 mm
capli endoskop (Karl Storz, Tutlingen, Almanya) esliginde vokal kordlar yiizey
elektroduna temas edecek sekilde yerlestirildi. Hayvanin sag eline toprak klips
elektrodu baglandi. Ekran siipiirme hizi 10 ms/division, ekran duyarliligi 100 mv olarak
ayarland1 ve EMG kaydi alind1 (Resim 4). Cerrahi islemden hemen sonra ve hasar
sonrasi 2. ayda da EMG kayitlar1 alindi. Kontrol ve ¢alisma gruplari hasar dncesi, hasar
sonrast hemen ve hasar sonras1 2. ayda EMG kayitlari agisindan 6nce kendi gruplart
icerisinde degerlendirildi. Sonrasinda da ¢aligma ve kontrol gruplarindaki hasar sonrasi
2. ayda yapilan EMG kayitlar1 karsilastirild. EMG’ler MUP amplitiidii agisindan
karsilastirildi.

Resim 4. A. EMG elektrodu B. Larengeal EMG’nin yapilisi

28



3.6. CERRAHI ISLEMLERIN YAPILMASI

Genel anestezi yapildiktan sonra siganlarin boyun bolgesi tras edildi ve %10’luk
Polivinilpirolidon iyot soliisyonu (Batticon, Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile sterilize edildi.
Hayvan supin pozisyona getirilerek ameliyat masasinda sabitlendi. Steril sartlar altinda
yaklastk 2 cm genisliginde boyuna horizontal insizyon yapildi. Strep kaslar ve
submandibuler bez ekarte edildikten sonra trakeaya ulasildi. Mikroskop (Carl Zeiss
OPMI Visu 200 S8, Almanya) altinda sol rekiirren larengeal sinir trakeadzofageal
olukta identifiye edildi. Yedinci trakeal halka seviyesinde sabit bir ezilme hasari
olusturmak i¢in tarafimizca gelistirilen basing sensorlii 6zel diizenek ile 1 dk siire ile
ezilme hasar1 olusturuldu. Kok hiicre uygulanacak gruptaki siganlara hasar sonrasi sinir
etrafina 0.2 cc kok hiicre enjekte edildi. Kok hiicre verilmeyecek olan siganlara herhangi
bir islem uygulanmadi. Siniri daha sonra kolay bulabilmek i¢in sinirin hemen yanina
prolen siitiir ile isaret konuldu. Kas ve cilt 4/0 vicryl ile siitiire edilerek siitiir bolgesine

yara koruyucu sprey sikildi (Resim 5).
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Resim 5.  Siganlarin cerrahi islem igin hazirlanmasi, hasar sonrasi lokal kok hiicre
enjeksiyonu, rekiirren larengeal sinirin(ok) prolen siitiir ile isaretlenmesi
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3.6. HISTOLOJIK iNCELEME

Hasar sonrasi 2. ayda her bir sicanda larengeal sinir disseksiyonu yapilarak prolen sutur
ile isaretlenmis sinir bulundu ve hasarlanan segmenti igeren Sinir biyopsisi alindi.
Sonrasinda si¢anlar intraperitoneal yiiksek doz Ketamin HCI (Ketalar® 500 mg/10 ml,
Pfizer) ile sakrifiye edildi. Alinan sinir biyopsisinde histolojik olarak akson sayisina,

akson ¢apina ve s100 immunreaktivite yogunluguna bakildu.
3.6.1. Larengeal sinir frozen kesitlerin hazirlanmasi

Dekapitasyon isleminden sonra larengeal sinir dokular1 frozen kesit i¢in hazirlandi.
Bunun i¢in her bir sicandan alinan larengeal sinir %4’liik paraformaldehit i¢inde tespit
edildikten sonra sivi nitrojende hizli bir sekilde dondurularak bloklandi ve frozen
kesitler alinincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi. Siganlara ait olan larengeal
sinirlerden 10 um kalinliginda kesitler alind1 ve myelinli sinir liflerini gostermek igin

Oil red O boyama metodu uygulandi (Tablo 3).

Tablo 3. Frozen kesitlerde Oil Red O boyama metodu

Sira Yapilan islem Siire
1 Kurutma 10 dk
2 Aseton (-20°C) 10 dk
3 Distile su 10 dk
4 %70 etanol 1sn
5 OilRed O 20 dk
6 %70 etanol 1sn
7 Distile su 10 dk
8 Hematoksilen 5dk
9 Distile su 10 dk
10 Kapatma
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3.6.2. Immunohistokimyasal uygulama

Kontrol ve c¢alisma grubu sicanlarina ait larengeal sinir dokularinda S-100
ekspresyonunu belirlemek i¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi ile immuno
histokimyasal boyama metodu uygulandi. Bunun i¢in -80°C’de muhafaza edilen frozen
kesit ornekleri kullanildi. Oda 1s1sina getirilen kesitler distile su ile 2 defa 2’ser dakika
yikandiktan sonra antijen geri kazanimi i¢in %10’luk sitrat tamponu ile mikrodalga
firnda 600 W’de 5 dakika kaynatild1 ve 10 dakika ayni tampon soliisyonu igerisinde
oda sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra PBS ile yikanan kesitler endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek igin 12 dakika %3 hidrojen peroksit (H20,) ile
muamele edildi. Bundan sonraki asamalar i¢in Large Volume Detection System
(Thermo Scientific, TP-125-HL) boyama kiti kullanildi. Tekrar PBS ile yikanan
kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak i¢in oda
sicakliginda 5 dakika Ultra V block uygulandi. Hemen ardindan kesitlere S-100 primer
antikoru uygulanarak 1 gece +4°C’de bekletildi ve ertesi sabah 30 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, primer antikor yerine PBS kullanildi. Yikama
isleminden sonra kesitler biotinli-sekonder antikor ile 10 dakika inkiibe edildi ve
ardindan yikama islemi tekrarlandi. Daha sonra streptavidin peroksidaz ile 10 dakika
muamele edilen kesitler yikanarak immiinreaktiviteleri goriiniir hale getirmek igin
diaminobenzidin (DAB) o6zelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 1-5 dakika
muamele edildikten sonra 5 dakika distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile zit
boyanan kesitler birka¢ kez distile su ile yikandi. Son olarak artan alkol serileri ile suyu
uzaklagtirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma soliisyonu (Entellan®,Merck) ile

kapatilarak Olympus BX51 (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) mikroskobunda incelendi.
3.7. ISTATIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi, Q-Q ve histogram grafigi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda t testi ve Mann Whitney U testi
kullanildi. Kategorik degiskenler arasi iliskilendirmelerde ki-kare analizi kullanildi.
Olgiimlerin zamana gére degisimini test etmek igin tekrarli dlgiimlerde varyans analizi
kullanildi. Verilerin analizi SPSS 22.0 software (IBMAnalytics, Armonk, New York,
USA) ve TURCOSA (Turcosa Analitik Ltd. Co. Turkey, www.turcosa.com.tr) programi
ile degerlendirildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya kontrol grubunda 8 calisma grubunda ise 14 sigan ile baglanilmasina ragmen,
kontrol grubundan 3 ¢aligma grubundan ise 6 rat 6liim nedeni ile ¢alisma dist kaldi. Bu
nedenle calisma 13 sican ile tamamlanabildi. Oliimlerin 4’iiniin anestezi sonrasi ve

5’inin ise LEMG sonrasinda meydana geldigi izlendi.
4.1. VOKAL KORD MUAYENE BULGULARI

Cerrahi miidahale Oncesi c¢aligmaya katilan tiim sicanlarin endoskopik muayene ile
vokal kord hareketlerinin normal oldugu izlendi. Sol RLS hasar1 sonrasi yine tim

sicanlarda sol vokal kord paralizisi endoskopik olarak gozlendi (Resim 6).
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Resim 6. Hasar 6ncesi normal kord hareketi ve hasar sonrasi sol vokal kord paralizisi
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Hasar olusturulduktan 2 ay sonra kok hiicre verilen ile verilmeyen grup vokal kord
hareket skalasina (72) gore karsilastirildi. Kontrol grubundaki 5 siganin, g¢alisma
grubundaki 8 sicanin normal vokal kord hareketine sahip oldugu izlendi. Tiim si¢anlarin
vokal kord hareketlerinin normal oldugu goriildii ve skalaya gore 4 olarak puanlandi

(Tablo 4).

Tablo 4. Hasar sonras1 2. ayda vokal kord hareketi

Degisken Grup
Normal VVokal Kord Hareketi Kontrol n(%) Calisma n(%)
5/5 (%100) 8/8 (%100)

4.2. EMG BULGULARI

Tiim sicanlarin hasar 6ncesi MUP amplitiidii 6l¢iildii. Hasar dncesi tiim siganlarda MUP

amplitiidiiniin normal oldugu izlendi (Resim 7).
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Resim 7. Uyurken spontan solunum esnasindaki normal EMG. Multipl motor
{initelerin aksiyon potansiyelinin normal MUP amplitiidii izlenmektedir.

Ezilme hasar1 sonrasi yine tiim siganlarmm MUP amplitiidiine ve katilim paternine

bakildi. Tiim sicanlarda MUP amplitiidiinde belirgin diisme izlendi (Resim 8).
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Resim 8. Hasar sonrast hemen bakilan EMG. MUP amplitiidiinde belirgin diisme
goriilmektedir.

Hasar sonrasi 2. ayda yine tim sicanlarn MUP amplitiidiine bakildi. Hem kontrol
grubunda hem de calisma grubunda MUP amplitiidiiniin normal ile benzer 6zellikte

olduklari izlendi (Resim 9).

Resim 9. Hasar sonrasi 2. Ayda yapilan EMG. MUP amplitiidii normal izlenmektedir.

Calisma grubundaki MUP amplitiid 6lgiimiiniin zamana gore degisimi anlaml
bulunmustur (p<0.001). Kontrol grubundaki MUP amplitiid 6l¢iimiiniin zamana gore

degisimi de anlaml1 olarak bulunmustur (p=0.001)(Tablo 5)(Sekil 8).
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Tablo 5. MUP amplitiidiiniin zamana gére degisimi

Hasar Hasar Hasar Sonrasi ..
o . Sonrasi p Degeri
Oncesi 2. Ay
Hemen
Cahsma 310+130.80° | 46+5.16° 175 + 92.05° <0.001
Kontrol 116 £47.74* | 36+8.94° 136 + 41.59% 0.001

Veriler ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan benzer harfler 6lgtimler
arasi benzerligi, farkli harfler 6l¢iimler arasi farklilig1 gostermektedir.

Calisma grubundaki sicanlarin hasar oncesi yapilan EMG sinde saptanan MUP
amplitiidleri ile hasar sonrasi hemen yapilan EMG ‘sinde saptanan MUP amplitiidleri
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Hasar sonrasi hemen
yapilan EMG °‘sinde saptanan MUP amplitiidleri ile hasar sonrasi 2. ayda yapilan EMG
‘sinde saptanan MUP amplitiidleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0.004). Hasar 6ncesi yapilan EMG sinde saptanan MUP amplitiidleri ile hasar
sonrasi 2. ayda yapilan EMG ‘sinde saptanan MUP amplitiidleri arasinda istatiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.033).

Kontrol grubundaki sicanlarin hasar &ncesi yapilan EMG sinde saptanan MUP
amplitiidleri ile hasar sonrasi hemen yapilan EMG ‘sinde saptanan MUP amplitiidleri
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.033). Hasar sonrasi hemen
yapilan EMG °‘sinde saptanan MUP amplitiidleri ile hasar sonras1 2. ayda yapilan EMG
‘sinde saptanan MUP amplitiidleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0.009). Hasar oncesi yapilan EMG sinde saptanan MUP amplitiidleri ile hasar
sonrasi 2. ayda yapilan EMG ‘sinde saptanan MUP amplitiidleri arasinda istatiksel

olarak anlamli fark bulunmamustir (p=0.661).

Tablo 6. MUP amplitiidlerinin p degeri tablosu

p degeri
. Hasar Sonras1 Hemen <0.001
Hasar Oncesi
Calisma grubu Hasar Sonrasi 2. Ay 0.033
Hasar Sonrasi Hemen | Hasar Sonrasi 2. Ay 0.004
. Hasar Sonras1 Hemen 0.033
Hasar Oncesi
Kontrol grubu Hasar Sonrasi 2. Ay 0.009
Hasar Sonrasi Hemen | Hasar Sonrasi 2. Ay 0.661
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Calisma ve kontrol gruplarinin 2. ayda yapilan EMG’ lerinde saptanan MUP

amplitiidleri  karsilastirildiginda  istatiksel olarak anlamli  fark saptanmamigtir
(p=0.262)(Sekil 9).
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Sekil 8. MUP amplitiidiiniin zamana gore degisimi

250

200

150

1007

50

T 1
CALISMA KONTROL

Sekil 9. Gruplarin 2. aydaki MUP amplitiidlerinin karsilastirilmasi
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4.3. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Herbir sicana ait Oil Red O ile boyanan larengeal sinirin enine kesitlerinde, 151k
mikroskobu (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) kullanilarak 100X biiyiitmede olacak
sekilde rastgele 2 farkli alandan fotograf alindi. Larengeal sinir kesitlerinde, 100X
biiyiitmede alinan fotograflardan miyelinli sinir liflerinin sayis1 ve ¢apt Image J

software programi kullanilarak hesaplandi.

Myelinli sinir liflerini gostermek igin uygulanan oil red o ile boyanmis kesitler
incelendiginde, kontrol grubuna ait tim sigan sinir kesitlerinde (Resim 10A, 10B)
aksonal dejenerasyon, miyelinli sinir liflerinin kaybi gibi 6nemli histopatolojik
degisiklikler gézlendi. MKH uygulanan ¢alisma grubu deney hayvanlarinin tiimiine ait
sinir kesitlerinde, kontrol grubuna benzer ancak daha az siddetli histopatolojik bulgular
yer aldi (Resim 10C, 10D). Bu grupta; erken aksonal rejenerasyon ve
remiyelinizasyonun karakteristik 6zelligi olan SH ile ¢evrili ince miyelinli sinir lifleri
dikkati cekti. YDKMKH uygulanan bu gruptaki si¢anlarin hepsinde MKH’lerin
demiyelinizasyonda belirgin bir diisiise neden oldugu goriildii. Hem kontrol hem de
calisma grubunda miyelinli sinir lifi kayb1 vardi. Bu degerlendirmeler yapilirken tiim

hayvanlardan alinan sinir kesitleri degerlendirildi.
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Resim 10B. Kontrol grubuna ait sinir kesitinde aksonal dejenerasyon (ok) ve myelinli
sinir liflerinin kayb1 (daire)
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Resim 10D. Schwann hiicresi ile ¢evrili ince miyelinli sinir lifleri(ok)
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Akson saymmi agisindan karsilastirilma yapildiginda ¢alisma grubu (ortalama: 117 +
28.09) ve kontrol grubu (ortalama: 97 + 16.64 ) arasinda istatiksel olarak anlamli fark
gozlenmedi (p=0.313)(Sekil 10).

grup

Sekil 10. Akson sayimi (Veriler ortalama +standart sapma olarak ifade edilmistir.)
Akson gapi agisindan karsilastirma yapildiginda kontrol grubunda (ortanca: 150 (1-334)
caligma grubuna (ortanca: 120.5 (2-333)) gore anlamli farklilik g6zlenmistir (p<0.001)
(Sekil 11).
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Sekil 11. Akson cap1 (Veriler ortanca (minimum-maximum) olarak ifade edilmistir.)
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Larengeal sinir lifleri, spesifik bir marker olan S100 immiin boyama ile gorsellestirildi
(Resim 11). immiinohistokimya boyama metodu ile boyanan sinir kesitlerinde S-100
immiinreaktivite yogunlugunun hesaplanmasi i¢in Image J software programi kullanildi.
Bunun i¢in her bir dokuya ait 100X biiylitmede alinan 151k mikroskobik fotograflar
kullanildi.

Resim 11.2. Calisma grubuna ait bir sinir lifinin S100 ile boyanmasi

S100 immunoreaktivite yogunlugu agisindan ¢alisma grubunda (ortalama: 114421 +
8921.72) kontrol grubuna (ortalama: 99793 + 15064.65) gore anlamli farklilik
saptanmamugtir (p=0.128)(Sekil 13).
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Sekil 12.

Calisma Kontrol

Grup

S100 immunoreaktivite yogunlugu (Veriler ortalama + standart sapma olarak
ifade edilmistir.)
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5. TARTISMA

RLS hasari, yagam kalitesini etkileyen, onemli sosyal problemlere yol acan ve tedavi
maliyeti yiiksek bir problemdir. Kalic1 unilateral RLS hasari tiroidektomilerin, acik kalp
ameliyatlariin ve karotis endarterektomilerin yaklasik olarak %2’sinde goriiliir. Bu
oran kafa tabani ve torasik cerrahilerde daha fazladir (73). Tiroidektomi sonrasi
hastalarda % 30-87 arasinda subjektif ses sikayetleri goriiliir. Geleneksel olarak ifade
edilen RLS hasar1 oran1 %3-5’dir, ancak gercek insidansi1 %10’a yakindir (74, 75).

Giincel tedavi metodlari, yardimci olmakla birlikte hastalarin semptomlarinin tamamen
giderilmesinde yetersiz kalabilmektedir. RLS hasar1 tedavisinde amaglanan, hastanin
hasar oncesi sahip oldugu dinamik sesinin, nefesinin ve yutmasinin restorasyonudur. Bu
nedenle bir ¢ok arastirmada, ndrotropik faktorlerin, kok hiicrelerin ve dngdriilen farkl
tedavi metodlarinin reiinnervasyon ve vokal kord hareketleri {izerine etkisine
odaklanilmustir. (76-78)

Birkag arastirmada da si¢anlarda RLS hasar1 sonrasi dogal seyir incelenmistir (72, 79).

Hasar sonras1 dogal iyilesme hakkinda edinilen bilgilerin az olmasi sebebi ile uygulanan
norotropik faktorler, kok hiicreler ve antibodyler gibi deneysel tedavi metodlarinin

etkisi hakkinda kesin sonuglara varmak zordur.

Giiniimiizde halen periferik sinir kayiplar1 onariminda en 1yi sonucu elde edebilmek i¢in

deneysel hayvan calismalari hizla devam etmektedir. Bu tip deneysel hayvan
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calismalarinda sicanlar sik¢a kullanilmaktadir. Literatiirde siganlarin yerine tavsan
kullanilan sinir ¢aligsmalart da vardir (80). Ancak siganlarin tiretilmesi, barindirilmasi ve
bakimi daha kolay ve ekonomiktir. Siganlar barinma igin daha az yer isgal ettiklerinden
cok sayida deney hayvani gereken ¢alismalarda avantajlidirlar. Sicanlarin anestezisi ve
cerrahi manipiilasyonlar1 daha kolaydir. Iste bu gerekgelerden dolay: biz ¢alismamizda
deney hayvani olarak Sprague-Dawley tiirii siganlar1 kullanmayi tercih ettik. Sicanlarda
yapilan periferik sinir hasar ¢alismalarinda genel olarak siyatik sinir veya fasyal sinir
kullanilmaktadir. Literatiirde, diger periferik sinir hasarlar1 ve kok hiicrenin etkisi ile
ilgili bir¢ok calisma mevcut iken, RLS ile ilgili deneysel caligma sayisi oldukga
smirlidir.  Bu ¢alisgmada kulak-burun-bogaz cerrahisinde risk altinda bir sinir
oldugundan ve literatiirde RLS hasar1 sonrasi kok hiicre uygulamas: ile ilgili sadece 3
makale (77, 78, 81) oldugundan RLS iizerinde caligildi. Voss ve ark. (83) tavsanlarda
injeksiyon laringoplasti ile mikronize edilmis aseliiler dermis, YDKMKH ve kondrosit
tedavisi sonrasi peptid identifikasyonunu incelemislerdir. Lerner ve ark. (78) yaptigi
calismada ise bizim ¢alismamizdan farkli olarak kok hiicreler i.v. verilmis olup, LEMG

yapilmamustir.

Gliniimiizde klinik denemelerde farkli hastaliklarin tedavisinde ana terapétik ajan olan
MKH’ler kullanilmaktadir. U.S. National Library of Medicine 2019 Ekim verilerine
gore 31’1 farkli sinirlerin rejenerasyonu ile ilgili olan 787 MKH klinik calismasi
bulunmaktadir (82). Bu ¢alismalarin ¢ogu kas-iskelet sistemi hastaliklari, immun sistem
hastaliklari, merkezi sinir sistemi hastaliklar1 ve sindirim sistemi hastaliklari ile ilgilidir.
Bir ¢ok calisma gostermistir ki; kok hiicreler, periferik sinir hasar1 sonrasi sinir
rejenerasyonunu artirabilir (83, 84). Bu ¢alismada yag dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicre kullanilmasi tercih edildi. En ¢ok kullanilan MKH kaynaklari; kemik iligi, adipoz
doku ve kordon kani olmakla birlikte daha ¢ok kemik iligi ve adipoz doku kaynakli
oldugu goriilmektedir. Kordon kani, kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH nin
koloni olusturma kapasitelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada en yiiksek kapasite
adipoz kaynakli MKH’ler, onu takiben kemik iligi ve en diisiik kapasite ise kordon kant
MKH’lerinde bulunmustur (38). izolasyon basarilaria bakilan calismada ise kemik iligi
ve yag kaynakli olanlar %100’e yakinken, kordon kan1t MKH’lerinde maksimum %30-
38 oranlarda oldugu gosterilmistir (38, 85). Kordon kanit MKH’lerinin elde edilis

yontemi daha az invazivdir. Yag doku ve kemik iligi MKH ile benzer fenotip,
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antiapoptotik 6zellik ve morfolojileri paylasmalarina ragmen izolasyon verimliligi daha
az oldugu i¢in kullanimlar sinirlidir (38, 39, 85). Kemik iligi ve yag dokusu kaynakli
MKH’ler benzer morfoloji ve immiin fenotiplere sahip olmalarina ragmen, yag dokusu
daha yiiksek oranda MKH igerir. Fakat kemik iligi kaynakli olan MHK’ler daha uzun
stiredir ¢aligildigi i¢in klinik gilivenilirligi ve uygulamasina ait ¢aligmalar daha fazladir
(38, 86, 87).

Kok hiicrelerin hasarli bolgeye nasil ulastigi ya da endokrin ve parakrin etki mi
gosterdigi konusu halen tartismalidir. Bir¢ok deneysel hayvan g¢alismasinda ve klinik
calismada kok hiicreler intravendz (i.v.) olarak verilmistir (88, 89). Kok hiicreler iv
olarak verildiginde akcigerde ilk gecis etkisine ugrayarak akcigerde hapis kalirlar (90).
Kok hiicreler iv olarak verildiginde akcigerde hapis kalsalar bile sasirtict fonksiyonel
iyilesmeler gozlendigi belirtilmistir (91). Bunun yaninda Lee ve ark. (92) yaptiklari
deneysel calismada iv uygulanan MKH’lerin farelerde mikroemboliye sebep olarak
miyokard enfarktiisiinii kolaylastirdigini gostermislerdir. Bu sebeplerden dolay:r bu
calismada lokal olarak verilecek kok hiicrelerin lezyon alaninda bulunacag: diisiiniilerek

iyilesmenin daha iyi olabilecegi diistiniildii.

Aksonlarin rejenerasyon hizi tiirlere bagl olarak degisir. Kemirgenlerde 2-3.5 mm/giin
iken insanlarda bu hiz 1-2 mm/giindiir. Tomasello ve ark. (93) sican siyatik siniri ile
yaptig1 ¢alismada, periferik sinir travmasinda fonksiyonel iyilesmenin 20. giinde tam
oldugunu, Erbayraktar ve ark. (94) ise fonksiyonel iyilesmenin 3-4 haftada olustugunu
bildirmislerdir. Si¢an siyatik sinirinde yapilan bagka bir ¢alismada ise rejenere sinirdeki
sayisal morfolojik degerlerin 8 haftada normale dondigiinii bildirilmistir (95). Bu

calismada hasar sonras1 denekler 8 hafta siire ile takip edildi.

Periferik sinirler bircok metod ile hasarlanabilirler. Sinir tam veya kismi olarak
kesilebilir, sinire termal hasar verilebilir veya ezilme hasar1 olusturabilir. Kesilme hasari
olusturuldugunda siniri u¢ uca getirmenin mikrodikis kullanilsa bile tiim deneklerde
homojen olarak yapilamayacagi ve bunun da standartizasyonu olumsuz etkileyecegi
diistiniildii ve mevcut ¢alismada hasar modeli olarak ezilme hasari tercih edildi. Ezilme
hasarinda, parestezi ve agridan, total paraliziye kadar degiskenlik gosteren cesitli klinik
semptomlar ortaya ¢ikabilir. Bu da travmanin biiyiikliigiine ve siiresine baglidir (96).

Literatiirde periferik sinir travma modeli olusturmak icin forseps, klip, hemostaz
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forcepsi ve anevrizma klibi kullanilmistir (97-101). Ancak bu g¢alismalarda standart ve
Olciilebilir bir ezilme hasari tam olarak olusturulamamistir. Bu problemi ¢6zmek igin bir
ka¢ yazar standart ezilme hasar1 olusturmak igin alet gelistirmeye ¢alismislardir (96,
102, 103). Nissan ve ark. (104) tarafindan yapilan bir ¢alismada dijital voltaj okuyan
alete bagl tirtikli hemostatik forsepsin basisini dlgebilmislerdir. Rydevic ve Lundborg
(96) ezilme hasari igin gember gelistirmisler ve sigan siyatik sinirinde kullanmiglardir.
Chen ve ark. (90) gelistirdikleri bir alette ise sigan siyatik sinirinde 5 ile 150 Newton
arasinda olusturulan ezilme hasarinda aksonotmezis oldugu gozlenmistir. 1 Newton’luk
basing uygulandiginda ise noropraksi gozlenmistir. Bridge ve ark. (105) sigan posterior
tibial sinirde jewelers veya hemostat forsepsi ile bir veya iki kez ve 15 sn ile 60 sn
arasinda degisecek sekilde cesitli varyasyonlar ile 6 tip ezilme hasar1 yaparak
incelemisgler ve sonug¢ olarak tiim bu varyasyonlarda aksonotmezis gézlemlemislerdir.
Bu calismada, kendi gelistirdigimiz basing sensorlii klemp yardimi ile aksonotmezis
veya Sunderland tip II hasar olusturuldu. RLS yedinci trakeal halka seviyesinde daha
goriiniir ve yiizeyel oldugu i¢in birkag ¢alismada da yapildigi iizere ezilme hasar1 bu
seviyede olusturuldu. Ancak ortalama 250 gr Sprague-Dawley cinsi sigan igin yedinci
trakeal seviyeden larenkse kadar sinirin seyri ortalama 2 cm kadardir. Bu yiizden sinirin
rejenerasyon hizi 1 mm/giin olarak disiiniiliirse 2-3 haftada tam diizelme olacagi
beklenebilir. Gelecek ¢alismalarda bu yiizden daha proksimal kesimde ezilme hasari

olusturmak denenebilir.

Calismamizda hasarin klinik etkisini incelemek igin vokal kord hareketleri tetkik ve
takip edildi. Hasar oncesi tiim ratlarin normal vokal kord hareketlerine sahip oldugu,
ezilme hasart sonrasi ayni tarafta vokal kord paralizisi oldugu endoskopik olarak
kaydedildi. Hasar olusturulduktan 2 ay sonra ise vokal kordlarin son durumu yine
endoskopik olarak incelendi ve vokal kord hareket skalasina gore degerlendirildi.
Literatiirde vokal kord hareket skalas1 i¢in birka¢ adet 6rnek mevcuttu. Lerner ve ark.
(78) yaptig1 ¢alismada vokal kord hareketini 0°dan 3 e kadar 0:vokal kord hareketi yok
1:kisitlanmis vokal kord hareketi 2:neredeyse normal vokal kord hareketi 3:normal kord
hareketi olarak smiflandirmiglardir. Bu calismada ise uygulanabilirligi ve verileri
rasyonel olarak degerlendirebilmek ig¢in Tessema ve ark. (72) tarifledigi vokal kord

hareket skalas1 6rnek alinmustir.
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Bu ¢aligmada kok hiicre verilen ile verilmeyen gruptaki tiim sicanlar hasardan 2 ay
sonra incelendiginde normal vokal kord hareketlerine dondiikleri goriilmiistiir. Li ve
ark. (77) yaptig1 ¢alismada, siganlarin %80’inin vokal kord hareketlerinin hasar sonrasi
6. haftada normale dondiigi belirtilmistir. Lerner ve ark. (78) yaptigi ¢alismada ise,
hasar sonrasi 2. haftada tamamen diizelme gozlemlenmistir. Baska bir ¢aligmada ise
hasar sonrasi 4. haftada %50 6. haftada ise %100 diizelme oldugu goriilmistiir (106).

Bizim calismamizda ise hasar sonras1 8. haftada tiim siganlarda diizelme goriildii.

Travma olusturulan periferik sinir dokusunda remiyelinizasyonun goéstergesi miyelin
capinin ince olmasi ve miyelin yapisinda olan degisikliklerdir (107). Akson ¢apinda
meydana gelen degisikligin Schwann hiicre g¢ogalmasint tetikledigi ve miyelin
kalinhgini degistirdigi bildirilmistir (107). Akson capina gore anormal ince miyelin
kalinhig1 remiyelinizasyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir (108). Calismamizda
akson sayisinda kontrol ve calisma gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi. Akson
capt degerlendirildiginde ise akson capinin kontrol grubunda g¢aligma grubuna gore
anlamli olarak fazla oldugu goriildi. Bunun nedeni ise yapilan hasara bagh

dejenerasyon sebebiyle akson caplarinda ortaya ¢ikan genisleme olabilir.

Calismamizda aksonlar S100 ile immunfloresan olarak isaretlenmistir. Giincel
calismalar rejenere sinir liflerinin S100 ekspresyonu yaptigini gostermislerdir. S100
ozellikle myelinli sinir lifleri tarafindan eksprese olur. Li ve ark. (77) yaptigi bir
calismada rekiirren larengeal sinirde ezilme hasari sonrasi diferansiye schwann hiicre
benzeri YDKMKH ile sadece YDKMKH Kkarsilastirilmis ve diferansiye schwann hiicre
benzeri YDKMKH de S100 ekspresyonu goriiliirken sadece YDKMKH’de neredeyse

hi¢ goriilmemistir.

Choi ve ark. yaptigi bir caligmada (109) ise tavsan larengeal sinirinde kesi sonrasi
delikli olmayan silikon tiip ile asimetrik delikli polycaprolactone(PCL)/Pluronic F127
sinir rehber kanali ile onarim yapilmis ve silikon tiip ile onarim yapilan grupta S100

ekspresyonu goriilmez iken diger grupta S100 ekspresyonu goriilmiistiir.

Belirtilen ¢alismalarin metodolojileri ¢aligmamizdan farkli oldugu i¢in bu ¢aligmalarla
karsilagtirmak dogru olmamakla birlikte bizim ¢aligmamizda S100 ekspresyonu

acisindan kontrol ve ¢alisma grubu arasinda farklilik saptanmadi. Bunun sebebi
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hasardan 2 ay sonra degerlendirme yapilmis olmasi olabilir. Kok hiicrelerin endojen
Schwann hiicrelerin proliferasyonunu arttirma ve Schwann hiicrelerine farklilagsma
Ozellikleri bulunmaktadir. Bu ylizden heniiz aksonal ve sinirin morfolojik iyilesme
diizeyleri daha diisiik oldugu erken donemde yapilacak aragtirmalar ile kok hiicrelerin
bahsedilen etkileri ve S-100 isaretlenme diizeyleri kok hiicre eklenen grupta daha
anlamli olarak yiiksek bulunabilirdi. Daha sonraki arastirmalarla bu durum

degerlendirilebilir.

Geleneksel olarak deney hayvanlarinda LEMG orta hat servikal insizyon ile posterior
krikoarytenoid kas veya adduktor kaslara ulasilarak yapilmistir. Inagi ve ark. (110) 6zel
bir laringoskop ve cerrahi platform gelistirerek transoral yoldan sigan larinksinin emg
kaydini almislar ve vokal kord hareketlerini 6l¢ebilmislerdir. Tessema ve ark. (79) ise
0zel bir epiglot retraktorii gelistirmislerdir. Boylece larenks endoskopik olarak daha net
goriilmiis ve transoral yoldan endoskop esliginde bipolar elektrod ile LEMG yapilmistir.
Bu caligsmada literatiirde daha once ratlarda hi¢ kullanilmamis olan kendi gelistirdigimiz
bir metod ile LEMG yapildi. Bu ¢alismadaki metodun diger metodlara gore avantaji
digerlerine gore daha az invaziv olmasi ve igne elektrod yonteminde uyarilacak dogru
kaslar1 bulmanin giic olmasi ve tecriibe gerektirmesidir. Scott ve ark. yaptigi bir
calismada kopeklerde hasar Oncesi ve hasar sonrast hem endotrakeal hem de igne
elektrod ile LEMG yapilarak karsilastirma yapilmistir. Bu c¢alismada hasarli sinirde
diisiik amplitiidlii uyarilmis cevaplart saptamada igne elektrodun yiizeyel elektroda gore
daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Ancak ylizeyel elektrod ile yapilan EMG lerde de
igne elektroda gore daha tutarli dalga morfolojisi ve amplitiidii goriilmiistiir (111). Igne
elektrod ile olusacak travmaya bagli kanama, endoskopik muayenede goriis alanin1 da
bozma ihtimali tagir. Mevcut calismada invaziv olmamasi, etkinliginin daha Once
gosterilmis olmasi1 ve endoskopik muayene de yapilacak olmasindan dolayr yiizeyel
elektrod tercih edildi. Amag, kontrollii ezilme hasart olusturulan bir hayvan modelinde
giivenilir EMG sinyalleri elde etmek ve zamana gore bu sinyallerin degisimini
incelemekti. Fonksiyonel iyilesme vokal kord hareketlerine bakilarak gdzlemlendi.
Kantitatif EMG O0lc¢limleri nodroaksonal iyilesmeyi kesin gostermemesine ragmen
verilerimizde gdzlenen bazi dzellikler (hasar sonrast MUP amplitiidiin diisiip hasar
sonrast 2. ayda yiiksek olmasi gibi) aksonal iyilesmeyi gosteren oOzellikler ile

uyumludur. Ancak calisma ve kontrol gruplarinin hasar oncesi olgiilen MUP
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amplitidlerinin  birbirinden  farkli  olmasi1  yaptigimiz  EMG  Ol¢iimiiniin
kisitliliklarindandir. Hayvan calismalarinda insanlarda goriilen her tiir sinir hasari
birebir olusturulamamasina ragmen hayvan modelimizde uygulanan metod ile
arastirmacilar elektrofizyolojik degisiklikleri takip edebilirler. Dahasi gelecek
calismalarda RLS hasar1 sonrasi larengeal reinnervasyon amagl tedavilerde akuttan
kronik faza kadar takip amagli bu model kullanilabilir. Calismamizda uyguladigimiz
LEMG sirasinda bes si¢canda 6lim meydana gelmesi bu modelin kisitliliklarindan
sayilabilir. Boyle bir metodun ilk denenmesi sebebi ile yeterli tiicrebeye sahip
olunmamasi, anestezi yOnetiminin yeterli olmamast ve laringospazm gibi anestezik

komplikasyonlarin deneklerin 6liimiine sebep oldugu diisiiniilmiistiir.

Bu calismada ¢alisma ve kontrol gruplarinin her ikisinde de MUP amplitiid &l¢iimiiniin
zamana gore degisimi anlamli bulunmustur. Amplitiidler her iki grupta da hasar 6ncesi
yiiksek, hasar sonrasi belirgin diisiik ve hasar sonras1 2. ayda ise tekrar yiikselmis olarak

bulunmustur.

Calismada kullanilan LEMG modeli klinik ve literatiir ile uyumlu ve basarili
ciktigindan iyi bir model olarak diisiiniilebilir. Ancak fibrilasyon, denervasyon ve
rejenerasyon potansiyellerinin  yiizeyel elektrotta saptanamamasi bu modelin
kisithligidir. Calismanin bir diger kisitliligi olarak; vokal kord muayenesi ve LEMG,
hasar sonrasi fonksiyonel diizelmeyi ve elektrofizyolojik degisikleri takip etmek amaci
ile aralikli olarak yapilamamis olmasi sayilabilir. Bu durumun nedeni ise anestezi ve sik
EMG’ nin yol agabilecegi mortaliteden kaginmakti. Bdyle bir ol¢lim yapilsaydi
kantitatif olarak rejenerasyonun ve klinik diizelmenin takibinin daha iyi dlgiilebilecegi

muhtemeldir.

Calismamizin pozitif yonleri literatiirdeki diger arastirmalardan farkli olarak kok
hiicrelerin lokal olarak verilmesi, tarafimizca gelistirilen hasar1 optimize eden cihaz
kullanilmast ve igne elektrod yerine larengeal yiizey elektrodu kullanilmasi olarak

sayilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda basing sensoriine sahip bir klemp yardimiyla RLS’e standart basi
uygulanarak, bu periferik sinirde hasar olusturuldu. Uyguladigimiz ezilme hasari ile
aksonotmezis veya Sunderland tip II hasar meydana geldi. Bu hasar modelinin diger

periferik sinir hasarlarinda da uygulanabilecegi diistintildii.

Elde ettigimiz sonuglara gore olusturulan aksonotmezis en ge¢ 2 ayda kendiliginden
iyilesmektedir. Ancak bu calismada Slglimler 2 ay gibi uzun bir siirede yapildigindan
daha kisa siirede veya aralikli olarak yapilacak incelemeler ile iyilesme siirecinin daha

detayli analizi yapilabilir.

RLS hasar1 sonrasi lokal olarak uygulanan YDKMKH nin kok hiicre verilmeyen gruba
gore fonksiyonel iyilesmeyi ve sinir rejenerasyonunu arttirdigina yonelik bir bulgu
saptanmadi. Ancak bu caligmadan edindigimiz bilgilerle, anlamli istatiksel verilerin
yetersizligi sebebi ile kesin sonuglar ¢ikarilamaz. Periferik sinir hasarinda 6zellikle RLS
ve fasiyal sinir gibi problemli ve anormal reinnervasyona egilimli sinirlerde kok hiicre
uygulamasinin sinir rejenerasyonuna katkisi ile ilgili yapabilecek daha ileri ¢aligmalara

ithtiyag vardir.
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