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ÖZET 

Amaç: Vokal kord paralizisi sonrası lokal olarak uygulanan yağ dokusu kökenli 

mezenkimal kök hücrelerinin rekürren larengeal sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel 

düzelme üzerine etkisini incelemektir. 

Materyal ve metod: Bu kontrollü prospektif çalıĢmada 22 adet Sprague-Dawley cinsi 

erkek sıçan kullanıldı. Hayvanlar kök hücre uygulanmayan grup (kontrol grubu) ve kök 

hücre uygulanan grup (çalıĢma grubu) olarak iki gruba ayrıldı. Sıçanların sol rekürren 

larengeal sinirleri (RLS) disseke edilerek, sinire bu çalıĢma için geliĢtirilmiĢ basınç 

sensörlü bir cihazla 1 dk boyunca basınç uygulanarak her hayvanda standard bir ezilme 

hasarı oluĢturuldu. ÇalıĢma grubundaki sıçanlara izole edilen ve hücre karakteri flow 

sitometri ile yapılan yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücreler (YDKMKH) lokal 

olarak uygulandı. Her sıçanın vokal kordları cerrahi iĢlem öncesi, hasar sonrası hemen 

ve hasardan sonra 2. ayda muayene edildi. Yine her sıçanın larengeal elektromyografisi 

(LEMG) cerrahi iĢlem öncesi, hasar sonrası hemen ve hasardan sonra 2. ayda motor 

ünite potansiyel (MÜP) amplitüdleri açısından değerlendirildi. Hasar sonrası 2. ayda 

larengeal sinir biyopsisi alınarak sıçanlar sakrifiye edildi. Sinir biyopsisinde histolojik 

olarak akson sayısı, akson çapı ve s100 ekspresyonuna bakıldı.  

Bulgular: Hasar sonrası 2. ayda yapılan vokal kord muayenesinde kord hareketlerinde 

iki grupta da tamamen düzelme görüldü. ÇalıĢma grubundaki MÜP amplitüd 

ölçümünün zamana göre değiĢimi anlamlı olarak bulundu (p<0.001). Kontrol 

grubundaki MÜP amplitüd ölçümünün zamana göre değiĢimi de anlamlı olarak bulundu 

(p=0.001). ÇalıĢma ve kontrol gruplarının hasar sonrası 2. ayda yapılan EMG‘ lerinde 

saptanan MÜP amplitüdleri karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı fark saptanmadı 

(p=0.262). 

Akson sayımı açısından karĢılaĢtırılma yapıldığında çalıĢma grubu ve kontrol grubu 

arasında anlamlı fark gözlenmedi (p=0.313). Akson çapı açısından karĢılaĢtırma 

yapıldığında kontrol grubunda çalıĢma grubuna göre anlamlı farklılık gözlendi 

(p<0.001). S100 immunoreaktivite yoğunluğu açısından çalıĢma grubunda kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılık saptanmadı (p=0.128). 
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Sonuç: Vokal kord paralizisi sonrası lokal olarak uygulanan yağ dokusu kökenli 

mezenkimal kök hücrelerinin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel düzelme üzerine etkisi 

incelenen bu çalıĢmada kök hücre verilen grupta verilmeyen gruba göre anlamlı farklılık 

izlenmedi. 

Anahtar Kelimeler:  Rekürren Larengeal Sinir, Sinir Rejenerasyonu, Yağ Dokusu 

Kökenli Mezenkimal Kök Hücre, Vokal Kord Paralizisi 
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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). 



xi 

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, 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Ġnsanlarda RLS bir çok nedenle paralize olabilir, bunlar içerisinde baĢ boyun bölgesi 

cerrahileri, özellikle de tiroid cerrahisi önemli yer tutar. Unilateral RLS hasarı aynı 

tarafta vokal kord paralizisine ve sağlam taraftaki krikotiroid kasın kontraksiyonu 

nedeni ile oluĢan adduksiyona bağlı olarak vokal kordun paramedian pozisyonda 

kalmasına neden olur. Böylece ses kısıklığı ve boğuk ses oluĢur. Sinir larinksin alt 

kısmının duyusunu sağladığı ve rima glottis tam kapanmadığı için aspirasyon meydana 

gelir (1). Bilateral RLS hasarında ise her iki vokal kord paramedian pozisyondadır. En 

belirgin semptom havayolu obstrüksiyonudur. Vokal kordların fonatuar pozisyona yakın 

konumları nedeniyle normale yakın ses mevcuttur. 

Larengeal nöroanatomiyi anlamadaki avantajlarımıza ve rekürren larengeal sinir hasarı 

hakkında yazılmıĢ onlarca literatüre rağmen, vokal kord paralizisin tedavisindeki temel 

dayanak noktaları 20. ve 21. yüzyılda neredeyse aynı kalmıĢtır. Bilateral vokal kord 

paralizisi tedavisinde geçici ve uzun süreli olmak üzere tedavi yöntemleri mevcuttur. 

Geçici, yani geri dönüĢümlü tedaviler; trakeotomi, larengeal botoks enjeksiyonu ve 

endo-ekstralarengeal sütür lateralizasyonudur. Uzun süreli cerrahi tedaviler ise transvers 

kordotomi, endoskopik total veya parsiyel aritenoidektomi ve larengeal uyarıcılardır. 

Unilateral vokal kord paralizisinde zamanla teknik geliĢmeler olsa da Isshiki tarafından 

tanımlanan medializasyon tiroplasti (2) ve Bruening tarafından tanımlanan injeksiyon 

laringoplasti (3) tek cerrahi seçenekler olmuĢlardır. Bu tedaviler fizyolojik larengeal 

hareketi düzeltmekten ziyade glottik gapı kapatmaya yönelik tedavilerdir. Ancak bazı 
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larengeal reinnervasyon teknikleri tanımlanmıĢtır. Bunlar uç-uca anastomoz, sinir 

ucunun direk implantasyonu veya larengeal kas sistemi içine sinir-kas pedinkülü ve 

ansa servikalis-RLS reinnervasyonudur ki bu tedavilerin sonuçları istenilen seviyede 

değildir. Bu yüzden RLS rejenerasyonunu ve dinamik düzelmeyi sağlayabilecek 

metodlar üzerinde düĢünülmeye baĢlanmıĢtır. Bazı araĢtırmalar nörotropik faktörler 

üzerine olmuĢtur. Yakın zamanda üzerinde çalıĢılan bu faktörlerden bazıları insülin 

benzeri büyüme faktörü, vasküler endotelyal büyüme faktörü ve androjen terapisidir (4-

6). 

YDKMKH multipl mezenkimal fenotiplere dönüĢebilme ve çoğalabilme özelliklerine 

sahip hücrelerdir. Bu hücreler nörotrofik faktör ve sitokinler gibi önemli bioaktif 

bileĢkenleri salgılarlar ki bunlar da nöral korumayı, neovaskülarizasonu ve aksonal 

filizlenmeyi sağlar(7). 

Hayvan modelleri ve insan deneme çalıĢmaları göstermiĢtir ki inme ve spinal kord 

hasarı sonrası uygulanan mezenkimal kök hücreler güvenlidir ve fonksiyonel iyileĢme 

sağlayabilir (8, 9). Ayrıca intravenöz mezenkimal kök hücre terapisi periferik sinir 

rejenerasyonu artırabilir (10). 

Bu çalıĢmanın amacı vokal kord paralizisi sonrası lokal olarak uygulanan yağ dokusu 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel düzelme 

üzerine etkisini incelemektir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. PERĠFERĠK SĠNĠR 

2.1.1. Periferik sinir anatomisi 

Embriyolojik olarak periferik sinirler ―ektoderm‖ tabakasından geliĢir. Nöral krest 

hücreleri gestasyonun üçüncü ve dördüncü haftalarında nöroektodermi oluĢtururlar ve 

bu yapı mezoderme doğru göç eder. Burada Schwann hücrelerine (SH), dorsal kök 

gangliyonlarına ve diğer nöroblastik hücrelere dönüĢürler. Spinal kordun geliĢme 

süresinde, bazal plaktaki motor nöron aksonları mezodermal tabakadan geliĢen kas 

dokusu içine dağılırlar. Dorsal kök gangliyonlarından da perifere doğru dağılma baĢlar. 

Fetal yaĢamın yaklaĢık 16. haftasında SH‘leri bu dağılan aksonların myelinizasyonuna 

baĢlarlar. Bazı motor nöronlarda ise bu myelinizasyon doğum sonrası birinci yıla kadar 

uzayabilir (11). 

Periferik sinir dokusu, sinir lifleri ve çevre destek dokudan oluĢur. Periferik sinir 

sisteminin temel hücresel yapıları ise nöronlar ve SH‘dir. Nöron, bir hücre gövdesi ve 

hedef organa ulaĢan aksonal uzantıdan oluĢur. Nöronlar fonksiyonel rollerine göre 

motor nöronlar, duyusal nöronlar ve inter nöronlar olmak üzere 3‘e ayrılır (12). 

Motor nöronun hücresel gövdesi spinal kordun ön boynuzunda lokalize iken, duyusal 

nöronlar arka kök ganglionunda bulunurlar. SH, periferik sinir sisteminde aksonal 

çıkıntıları sararlar (12). Miyelinli ve miyelinsiz olmak üzere, 2 tip sinir lifi vardır. 

Küçük çaplı aksonlar, genelde miyelinsiz lifleri oluĢtururlar. Miyelinsiz sinirlerin 
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insanlarda 0.5-3.5 μm arasında kalınlığa sahip olduğu, bu sinirlerde iletim hızının 0.5-2 

m/sn arasında değiĢtiği tespit edilmiĢtir (13). Miyelinli bir akson, aynı boyuttaki 

miyelinsiz bir aksona nazaran daha hızlı sinir akımı iletir. Periferik sinir lifleri, yapı ve 

fonksiyonlarına göre baĢka bir sınıflamada ise A, B, C olmak üzere 3 gruba ayrılır. A ve 

B lifleri miyelinli kalın liflerdir. A lifleri 2.5-22 μm çapları arasında, B lifleri ise 

ortalama 3 μm çapındadır. C lifleri ise 0.2-1.6 μm arasında çapa sahip olup miyelinli 

değildir. A liflerinde iletim en hızlı olup saniyede 100 metreye ulaĢabilmektedir. B 

lifleri miyelinli olmasına rağmen iletim hızı, A liflerine göre çok daha yavaĢtır ve 

genelde 3-5 m/sn aralığındadır. A liflerine daha çok somatik afferent ve efferent 

yollarda rastlanırken, B liflerine pregangliyonik otonomik yollarda rastlanır. C liflerinde 

ileti en yavaĢ olup bu tip lifler genelde somatik afferent ve otonomik postganglionik 

efferent yollarda bulunur (13). 

Miyelinli lifler somatik sinir sisteminde yer alırlar. SH sadece bir tek aksonu sarar ve 

onun miyelininden sorumludur. SH periferik sinir sisteminin özel uydu hücreleridir. 

KomĢu SH arasında aksolemma bir aralık oluĢturur buralara ise Ranvier boğumu denir. 

Kollateral dallanma yapan aksonlar Ranvier boğumlarından ayrılmaktadır. Miyelin 

tabakası konsantrik dizilimli tabakalar Ģeklindedir ve lameller arasındaki geniĢleme 

yerleri miyelin kılıfındaki Schmidt-Lanterman yarıkları olarak adlandırılır. Bu yarıklar 

ve Ranvier boğumları, merkezi sinir sisteminin miyelinli sinirlerinde bulunmazlar (ġekil 

1) . 

 
ġekil 1. Myelinli sinir lifi a. IĢık mikroskobisi, b. Elektron mikroskobisi Ģematik 

görünümü 
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Periferik sinirler, bağdokusu, yapısı ve lokalizasyona da bağlı olarak epinöriyum, 

perinöriyum ve endonöriyum olmak üzere 3 tabakadan oluĢur (ġekil 2). 

Epinöriyum: Ġnternal epinöriyum sinirleri ve fasikülleri sarar. Vasküler yapılar bu 

tabakadan girerler. Ġnternal epinöriyum dıĢ ortamla endonöriyum arasında bariyeri 

oluĢturur. Ayrıca epinöriyumda fibroblastlar bulunur, bu hücreler inflamasyona cevap 

verir (14). 

Perinöriyum: Her fasikülü çevreler. Kan-sinir difüzyon bariyeri oluĢturur (14). 

Endonöriyum: Her bir sinir lifinin bazal membranını çevreleyen bir bağ dokusudur. 

Endonöral tüpün oluĢumuna katılır (15). 

 

 

ġekil 2. Periferik sinirin kesitsel anatomisi 

2.1.2. Periferik sinir fizyolojisi  

Periferik sinir sisteminde iletim; oluĢan aksiyon potansiyelinin sinir gövdesi ve akson 

boyunca taĢınmasıdır. Her hücrede olduğu gibi nöronlarda da hücre içi ile dıĢı arasında 

elektriksel potansiyel farkı vardır. Bu fark, hücre zarının iyon geçirgen yapısında 

olmasından ve hücre içi ile dıĢı arasındaki iyon konsantrasyonu farkından 

kaynaklanmaktadır. Bu konsantrasyon farklılıkları hücre içinin dıĢına göre -60 ile -80 

mv arasında polarizasyon oluĢmasını sağlar. Ġstirahatte bu polarize durum sistemin 
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denge halinde kalması ile korunur. Bu durumda sodyum kanalları kapalı, potasyum 

kanalları ise açıktır. Nöronun uyarılması istirahat potansiyelini bozar ve depolarizasyon 

oluĢur. Kanalların açılması ile birlikte hücre içine sodyum geçiĢi olur ve hücre içi ile 

dıĢı arasındaki potansiyel fark azalarak eĢik değere ulaĢılır. Aksiyon potansiyeli için 

gereken eĢik değeri -59 mV‘tur (ġekil 3). Bu eĢik değeri aĢamayan uyarılar aksiyon 

potansiyeli oluĢturamaz iken; eĢiğin üstüne çıkan uyarılar ise Ģiddeti ne olursa olsun 

aynı aksiyon potansiyelini oluĢtururlar. Bu duruma ‗‘hep ya da hiç kuralı‘‘ denir (16). 

 

ġekil 3. Aksiyon potansiyeli oluĢumu 

2.1.3. Periferik sinir hasarı 

Sinir hasarının sınıflandırılması 1947 yılında Seddon ve 1951 yılında Sunderland 

tarafından yapılmıĢtır (17)(Tablo 1). 
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Tablo 1.Seddon ve Sunderland Sınıflaması 

 

Periferik sinir hücresinin üç tip zararlanma modeli söz konusudur (ġekil 4). 

Wallerian dejenerasyon: Sinirin aksonunun herhangi bir yerinde herhangi bir nedenle 

(travma, infarktüs, uzamıĢ veya Ģiddetli baskı gibi) hasarlanması ve bütünlüğünün 

bozulması sonucunda oluĢan yaralanmadır. Aksonun kesintiye uğradığı yerin distalinde 

akson ve ardından çevresindeki miyelin kılıf dejenerasyona uğrar, makrofajlar 

tarafından fagosite edilir. Aksonun hasar yerinin proksimalinde kalan kısmı ve periferik 

sinir hücre gövdesi sağlam kalır.  
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Aksonal dejenerasyon: 

Periferik sinir hücre gövdesinin veya aksonunun hasarı söz konusudur. Nedeni 

çoğunlukla metabolik veya toksiktir. Rahatsızlık periferik sinir hücre gövdesini 

doğrudan etkileyen bir nedenle (poliomiyelit gibi) olabileceği gibi aksonun bütününü 

etkileyen bir nedenle (Vincristine isimli sitostatik ilacın aksonal transportu engellemesi 

sonucu olduğu gibi) de olabilir. Periferik sinir hücresi canlılığını yitirdiyse artık geri 

dönüĢ yoktur. Eğer neden, aksonun bütünlüğü bozulmadan ortadan kaldırılırsa akson 

haftalar - aylar içinde fonksiyonuna kavuĢabilir. Eğer aksonun bütünlüğü bozulduysa, 

Wallerian dejenerasyonunda olduğu gibi yavaĢ bir rejenerasyon süreci izler. Prognozu 

en kötü olan zararlanma tipidir. 

Segmental demiyelinizasyon: 

Miyelinli sinir liflerinde, periferik sinir aksonunda bir hasar olmaksızın etrafındaki 

Schwann hücresinde ve/veya miyelin kılıfında hasar söz konusudur. Demiyelinizasyon, 

herediter nöropatilerde olduğu gibi tüm sinir boyunca olabilir veya edinsel 

demiyelinizan durumlarda (Guillain-Barré Sendromu veya Kronik inflamatuvar 

demiyelinizan polinöropati gibi) belirli bir sinir segmentinde söz konusu olabilir. 

Miyelin, yenilenebilir bir yapıdır. Bu nedenle, nedeni ortadan kalktığında, 

demiyelinizasyon tümüyle geri dönüĢü olan bir süreçtir. 

 

ġekil 4. Periferik sinir zararlanma modelleri 
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2.1.4. Sinir dejenerasyonu 

Periferik sinir liflerinin dejenerasyonu ve rejenerasyonu ile alakalı moleküler 

mekanizmalar hala tam bilinmemektedir. Sinir yaralanması ve onarımından sonra 

fizyolojik sonuçları etkileyen faktörler; yaralanmanın baĢlangıçtaki Ģiddeti, meydana 

gelen dejeneratif değiĢiklikler, hasar sonrası sağlam kalan sinir hücrelerinin sayısı, 

aksonal büyümenin hızı ve kalitesi, rejenere olan aksonların uygun Ģekilde organize 

olmaları, distal organların mevcut durumudur. Hasar distalindeki tüm miyelinli veya 

miyelinsiz liflerde akson distalinden hedef organa kadar, Wallerian dejenerasyon 

meydana gelir (18). Periferik sinirde meydana gelen herhangi bir hasarda, yaralanmanın 

Ģiddetine göre, aksonal devamlılığın bozulduğu yerin proksimalinde; korunmuĢ son 

internoda kadar daha sınırlı bir dejenerasyon meydana gelir. Kural olarak, aksondaki 

hasar hücre gövdesine ne kadar yakın ise, hücre gövdesinde o kadar önemli değiĢiklikler 

meydana gelir (19). Nöronda yani hücre gövdesinde santral kromatolisis ve nükleus 

çapında artma gözlemlenir. Bu nöronun rejenerasyon için gerekli yapısal proteinleri 

üretmesi için yaptığı bir hazırlıktır. 

2.1.4.1. Proksimal segmentte meydana gelen değiĢiklikler 

Aksonda hasar sonrası hücre gövdesinde geliĢen değiĢikliklere retrograd dejenerasyon 

adı verilir. Hasara bağlı olarak, nöron hücre gövdesinde ve sinir lifi proksimalinde 

meydana gelen değiĢiklikler, yaralanmanın Ģiddetine ve yaralanan bölgenin hücre 

gövdesinin yakınlığına bağlıdır. Travmaya bağlı sinir hücresi perikaryonu tam olarak 

dejenere olursa, proksimal segmentin tamamı Wallerian dejenerasyona uğrar. Yaralanan 

bölgenin yakınındaki proksimal segment boyunca, SH‘nde yapısal değiĢiklikler ile 

akson ve miyelin kılıf çapında azalma meydana gelir. Yaralanmayı takiben proksimal 

segmentte, akson çaplarının azalmasıyla beraber sinir iletim hızı da buna bağlı düĢer. 

Aksonal yaralanmayı takip eden ilk 6 saat içinde sinir hücresinde metabolik değiĢikler 

meydana gelmeye baĢlar. Nükleus perifere göç eder ve sitoplazma yapısında 

değiĢiklikler fark edilir. Hücrenin kendisi, çekirdek ve çekirdekçik büyür. Hücrenin 

periferine Nissl granüllerinin göçü olur, endoplazmik retikulum pürtüklü bir yapıya 

döner ve daha sonra parçalanıp yayılır. Bu değiĢikliklerin tümüne birden ‗kromatoliz‘ 

denir. 
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Yaralanmadan sonra aksonal yapısal komponentlerin üretilebilmesi için salgılanacak 

olan nörotransmitterler hücrenin metabolik fonksiyonunca sağlanır. Bu süreç artmıĢ 

RNA, protein komponentleri, lipidler, glikoz 6-fosfat dehidrojenaz ve hidrolitik 

enzimlerce sağlanır (20, 21). Bu değiĢikliklerin hedefi kaybolan aksoplazmik hacmi 

düzeltmektir. 

2.1.4.2. Distal segmentte meydana gelen değiĢiklikler  

Yaralanma sonrası distal kesimde meydana gelen değiĢikliklere Wallerian dejenerasyon 

adı verilir ve yaralanma distalinde kalan aksonun tamamını etkiler.1850 yılında Waller 

isimli araĢtırmacı kurbağa hipoglossal sinirinde, sinirin kesilmesi sonrasında distal 

segmentte oluĢan değiĢiklikleri gözlemlemiĢ ve bu dejeneratif sürece ―Wallerian 

Dejenerasyon‖ ismini vermiĢtir. Akson ne kadar distalde kesintiye uğrarsa Wallerian 

dejenerasyonu o kadar erken geliĢir. Wallerian dejenerasyon ile akson ve miyelin yıkımı 

sağlanırken, rejenere olan aksonun büyümesi için uygun ortam oluĢturulur. Ortada 

oluĢan içi boĢ tüp yapısına endonöral tüp adı verilir. Sinir yaralanmasını takiben, mast 

hücreleri fagositleri stimüle ederler. Yaralanmadan 48 ile 96 saat sonra aksonal 

devamlılık kaybolur ve impuls iletiminin devamı olanaksız hale gelir. Bu hücreler 

yaralanmadan sonra ilk 2 hafta içinde çoğalırlar, makrofaj göçünü kolaylaĢtıran ve 

kapiller permeabiliteyi arttıran histamin ve serotonin salgılarlar. Akson 

dejenerasyonunda miyelin kılıfı ayrılır, parçaların ve yıkım ürünleri ile birlikte 

makrofajların salgısı, distal kısımdaki SH‘ni prolifere olmaları için stimüle eder. SH, 

Wallerian dejenerasyonda kilit rol oynar. Yaralanmadan sonraki 24 saat içerisinde 

aktive olurlar. SH, rejenere olan aksonlar için rehber olmalarının yanı sıra, nöron sağ 

kalımına ve aksonal büyümeye destek olur. 

2.1.5. Sinir rejenerasyonu 

SH rejenerasyonun en önemli hücresidir. SH yokluğu durumunda akson büyümesi ya 

baĢarısız olur ya da çok azalır. Fibroblastlar ve basal lamina kendi baĢlarına yeterli 

değildir. Gerek inflamatuvar sürece olan katkıları, gerekse de baĢta NGF (nerve growth 

factor) olmak üzere nörotropik faktörlerin salınımı ve düzenlenmesindeki görevleri son 

derece önemlidir. Dejenere olmuĢ aksonların yerinde boĢ endonöral tüp oluĢur. Myelinli 

aksonlar birkaç gün içinde terminal tomurcuk ve kollateraller oluĢturarak endonöral tüp 
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boyunca ilerler. Büyüme konileri bir yanda SH ile diğer yanda ise bazal lamina ile 

temas halindedir. Bu tomurcuklanmanın adına ―rejenerasyon ünitesi‖ adı verilir. Ġkinci 

basamak ise kompartmanlaĢmadır. Sinir hasarı sonrasında hasarın en az 3,5 cm 

proksimalinde endonöral fibroblastlar ve SH çevresel olarak uzarlar ve rejenerasyon 

ünitelerini çevreleyerek kompartman halini alırlar. Bu mekanizma sinir tomurcuğunun 

aralarına girerek rejenerasyon yolu boyunca devam eder. 

2.1.5.1. Proksimal segmentte meydana gelen değiĢiklikler  

Periferik sinirin rejenerasyon kapasitesini, ilk kez Cajal isimli araĢtırmacı 1928 yılında 

kedilerin omuriliklerinde yaptığı çalıĢmalarda ortaya koymuĢtur. Aksonotomi sonrası 

proksimal kesimde tomurcuğun oluĢtuğunu ve bunların distal kesime uzanarak 

rejenerasyonu sağladığını saptamıĢtır. Cajal ayrıca rejenere olan aksonların, diğer 

dokulardan ziyade distal sinir segmentine doğru bir büyüme patterni (nörotropizm) 

gösterdiklerini de ortaya koymuĢtur (22, 23). 

Aksonal yaralanma seviyesinin proksimalinde; bir ya da iki internodal segment boyunca 

akson dejenere olur ve endonöral tüp içi boĢ silindir Ģeklinde kalır. 24 saatlik bir latent 

period sonrası, proksimal kesik uçta terminal ve kollateral aksonal tomurcuklanmalar 

meydana gelir. Her proksimal güdükten distale doğru uzanan, birkaç terminal ve 

kollateral tomurcuk oluĢur. Anterograd ilerleyen bu büyümede, kollateral tomurcuklar 

kesi proksimalindeki aksonun sağlam olduğu Ranvier düğümlerinden köken alır. 

Terminal tomurcuklar zedelenen aksonun proksimal ucundan çıkar ve tüp boyunca 

bazal lamina içinde distale doğru uzanır. HasarlanmıĢ sinirde akson ucundan 

tomurcuklanma ilk 6 saat içinde baĢlamasına karĢın, bu ilk tomurcuklar genelde rezorbe 

olur. Ġnternal sitoskeletal yapıları olan kalıcı tomurcuklar, genelde ilk 24 saatin sonunda 

belirmeye baĢlarlar. Terminal tomurcuklar, kalan aksonların uç kısmından çıkarlar. Bir 

miyelinize aksondan çıkan ve endonöral tüp içinde ilerleyen her bir tomurcuğa, 

―rejenerasyon ünitesi‖ denir. Ġkinci basamak ise kompartmanlaĢmadır. Sinir hasarı 

sonrasında hasarın en az 3,5 cm proksimalinde endonöral fibroblastlar ve SH çevresel 

olarak uzarlar ve rejenerasyon ünitelerini çevreleyerek kompartman halini alırlar. 

Onarımı takip eden haftalar içerisinde, rejenerasyon ünitesi içindeki ortalama akson 

sayısında azalma meydana gelir. Rejenerasyon ilerledikçe, içlerinden bir tanesi matur 

hale gelir ve miyelinize olur bu sırada diğer aksonlar kaybolur (24). Her bir tomurcuğun 
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ucundaki kısma ise ‗büyüme konisi‘ adı verilir. Büyüme konisi, düz endoplazmik 

retikulum, mikrotübül, mikrofilaman, mitokondri, lizozom ve diğer veziküler yapılardan 

zengindir. Aktin filamanları ve myozin içerir. Bu yapılar, büyüme konisinin filapoid 

çıkıntılar yaparak hareketli olmasını sağlar. Büyüme konisinin, SH bazal laminasında 

bulunan fibronektin ve laminine affinitesi vardır ve aksonal tomurcukların büyüme 

yönünü belirleyen faktörlerden biri de bu affinitedir (24, 25). Büyüme konilerinin 

sonuçta ne olacağı Büngner bantlarına ulaĢıp ulaĢmamaları ile ilgilidir, eğer düzgün 

temas olmaz ise büyüme konisi bağ dokusu içerisinde büyümeye baĢlar ve burada 

kaybolur. Tek bir endonöral tüpe ise birden çok büyüme konisi ve buna bağlı akson 

uçları girebilir. Akson endonöral tüpe ulaĢamaz ise apoptoz görülür. 

Rejenerasyon sürecinde, akson çapları artmakla beraber, yaralanmadan önceki normal 

boyutlarına ulaĢamazlar. Rejenerasyon sonucu endonöral tüp içinde geliĢen aksonal 

sürgün orijinal akson çapının ancak % 80‘ine ulaĢabilir ve iletim hızı da orijinal 

aksondaki seviyeye ulaĢamaz (19). 

2.1.5.2. Distal segmentte meydana gelen değiĢiklikler  

Distalde hasarın seviyesi ne olursa olsun, tüm distal aksondan hedef-organa kadar, 

Wallerian dejenerasyon meydana gelir. Sonuçta tüm distal akson resorbe olurken 

endonöral tüpler SH ve makrofajlarla dolar. Wallerian dejenerasyon sırasında 

plöripotent SH bir yandan endonöral bağ dokusu kılıfının içindeki bazal laminada 

prolifere olurken, diğer yandan kalan miyelin ve akson debrisini ortadan kaldırır. 

Prolifere olan SH longitudinal sırada sıkıca biraraya gelerek bir sütun oluĢturacak 

Ģekilde dizilir ve SH çevreleyen bazal lamina Büngner bantlarını da çevrelemeye devam 

eder. Bu oluĢan ortam rejenerasyon için en uygun ortamı sağlar ve bu bantların içine 

girebilen rejenere aksonlar en sağlıklı rejenerasyonu gerçekleĢtirir. Distal sinir lifindeki 

bağ dokusunun bütünlüğü intakt bir aksona bağlı olduğundan, sinir rejenerasyonu 

gerçekleĢmediği taktirde distal endonöral tüpte geri dönüĢümsüz daralma ve fonksiyon 

kaybı meydana gelir. Bu yüzden rejenere olacak aksonun nihai çapı azalmıĢ olur. Bazal 

lamina tip IV kollajen, heparinsülfat, proteoglikan, laminin, nidojen ve entaktinden 

oluĢur. Özellikle bazal tabakadaki lamininin büyüme merkezinin hızını ve yönünü 

etkilediği bilinmektedir (24, 26). Tomurcuklar proksimal sinir güdüğünden distale 

doğru ilerlerler. Akson tomurcukları distal güdüğe ulaĢınca tomurcuklar Büngner 
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bantlarının içinde ilerlemeye devam ederler. Bu hareketlenme sinir iyileĢmesinin 

baĢarısını etkileyen en önemli olaydır. Bazı tomurcuklar bağ doku içerisine doğru 

uzanabilirler ki, bu durum nöroma oluĢumu ile sonuçlanır. Tomurcuklar Büngner 

bantlarını takip ederek, perifere doğru uzanıp hedef organlarını bulurlar. BaĢlangıçta 

proksimal segmentteki tomurcuklanan akson sayısı, distal segmentteki mevcut akson 

sayısından daha fazladır, ancak zaman içerisinde periferik bağlantıyı yapamayan 

tomurcuklar dejenere olur ve akson sayıları eĢitlenir (18, 26). Tomurcuklar fasiküller 

arasında geçiĢ yapabilirler. Fakat bir akson distaldeki kendi fasikülüne ulaĢsa bile, bu 

aksonun kendi hedef organına ulaĢabileceği anlamına gelmez. Akson herhangi bir hedef 

organa ulaĢınca maturasyon iĢlemi baĢlar. Maturasyon proksimalden distale doğru 

gerçekleĢir. Çap artıĢını miyelinizasyon izler. Fakat rejenere olmuĢ bir matür aksonun 

nihai çapı bile normalden azdır ve miyelin kılıfı daha incedir. Rejenere olan aksonlar; 

Schwann hücresine ulaĢtıkları zaman, miyelinizasyonu baĢlatan sinyal oluĢur. 

Miyelogenezisin nöronal regulasyonu, aksonun plazma membranı ve SH arasındaki 

etkileĢimden kaynaklanır. Akson hedef organa ulaĢtığı zaman, çapı ve maturitesi artar 

(8). Tüm sinir kesilerinde rejenerasyon yavaĢtır ve tam değildir. Rejenere olan akson 

günde ortalama 0.25 mm hızla skar dokusunda ilerler. Akson tomurcukları distal 

endonöral tüpe ulaĢınca büyüme değiĢik etmenlere bağımlı olarak günde 1-2 mm hızla 

devam eder. Bu yüzden özellikle proksimal sinir kesilerinde rejenerasyon 

tamamlanıncaya kadar ciddi kas atrofileri meydana gelir. Akson rejenerasyon hızı, 

yaralanmanın düzeyi ve Ģiddetiyle ilgilidir. Proksimalden distale doğru ilerledikçe 

rejenerasyon hızı azalmaktadır. Rejenerasyon hızı, hasar alanının sinir hücre gövdesine 

uzaklığı ile ters orantılıdır (24). Hayvan deneylerinde distal segmentin rejenerasyon 

hızının nörotimezis tipi yaralanma sonrası 2.0–3.5 mm/gün, aksonotimezis tipi 

yaralanma sonrası 3.0–4.5 mm/gün olduğu saptanmıĢtır. YetiĢkin insanlarda ise 

ortalama aksonal rejenerasyon hızı günde 1–2 mm‘dir (24). Distal sinir segmentinin 

vasküler ağı da yaralanmaya cevap olarak, önce vazokonstrükte olur, daha sonra 

vazodilate olur, ama en baĢarılı aksonal rejenerasyondan sonra bile orijinal kan 

akımının ancak %60-80‘ine ulaĢabilir (27). 
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2.2. KÖK HÜCRE 

2.2.1. Kök hücre tanımı ve özellikleri 

Farklı hücre tiplerine dönüĢme potansiyeli (diferansiyasyon), kendi kendini yenileme 

(self-renewal) gücü ve canlı kaldıkça yaĢamlarını sürdürme özelliğine sahip olan 

hücrelere kök hücre denmektedir. 

Bu hücreleri tanımlayan ortak özellikler aĢağıdaki gibidir. 

i) Dokularda az miktarda bulunurlar, 

ii) YaĢam boyunca bölünme oranları bellidir ve bölündükçe sayılarını korurlar,  

iii) Bölündüğü zaman ortaya çıkan iki yavru hücrenin en az bir tanesi kök hücre 

olarak mevcut kök hücre havuzuna katılır, 

iv) Çok kez bölünerek geçici (transit) hücreleri oluĢtururlar ki, bu hücreler kısa 

süre içinde bir differansiasyon göstererek dokuya özgü farklılaĢmıĢ hücreleri 

oluĢturur. 

v) Genellikle bölünme hızları yavaĢtır; ancak doku travması sonrasında hızlı 

bölünme etkinliği kazanırlar. Eğer travma ve doku kaybı çok Ģiddetliyse, 

kendi hücre havuzlarının yenilenmesi için doğal bölünme hızlarını arttırırlar, 

vi) Dokuların en uzun ve en kalıcı yaĢayan hücreleridir, organizmanın yaĢamı 

boyunca varlıklarını korurlar, ancak yaĢla birlikte miktarları azalır, 

vii) Büyüme faktörlerine ve sinyal moleküllerine karĢı oldukça duyarlıdırlar ve 

cevapları hızlıdır; TGF, Notch, Wnt ve Jak/ Stat gibi sinyal yolaklarını etkin 

bir biçimde kullanırlar, 

viii) Kök hücrelerin çoğu hücre siklüsünün G0 evresinde sessiz olarak bulunurlar. 

Embriyonik kök hücreler veya yetiĢkindeki çoğalan kök hücreler gibi bir grup 

hücre ise bu süreci çok hızlı geçerek hücre döngüsünü hızlı bir Ģekilde 

tamamlar, 

ix) Diğer hücrelere oranla farklı kromatin sarmalına sahiptirler. DNA metilazlar 

veya histon deasetilazların transkripsiyon baskılayıcıları tarafından veya 

Groucho ailesi proteinleri tarafından özgün DNA düzenleniĢi kök hücrelere 

özgün DNA özelliği kazandırır, 
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x) Tüm kök hücreler strese karĢı dirençlidir. Çoklu ilaç direnci taĢıyıcıları, 

özgün protein katlanma mekanizmaları, ubiquitin ve detoksifikasyon 

sistemleriyle bu özelliği kazanırlar. 

Kök hücreler, özelleĢmeden çoğalmakta, gerektiğinde organ ve dokulara özgü öncü 

hücrelere dönüĢebilmektedir. Bölünme esnasında bir taraftan öncü hücreye farklılaĢacak 

olan hücre üretilirken diğer yandan da kök hücre havuzu için kendi yedeğini 

almaktadırlar. Sonuç olarak bölünme sonrası iki farklı fenotipte hücre ortaya çıkar; 

hücrelerden birisi kök hücrenin yedeği niteliğinde kalırken; diğeri bir sonraki aĢama için 

farklılaĢır. Bu tür bölünme ‗‘asimetrik hücre bölünmesi‟ olarak adlandırılır. Hücrenin 

kaderi iç ve dıĢ faktörlerle çizilir. Bunlar; asimetrik hücre bölünmesi, mikro çevre, 

hücre-hücre temasları, adezyon molekülleri, hücreler arası bağlantı kompleksleri, 

ekstraselüler matriks bileĢenleri, büyüme faktörleri ve sinyal yolakları aracılığıyla 

belirlenip sürdürülür. Hücre kaderindeki en önemli faktör asimetrik hücre bölünmesidir 

(28).(ġekil 5) 

 

ġekil 5. Asimetrik hücre bölünmesi 

Embriyonun geliĢimi, dokunun onarımı ve hacim olarak büyüyebilmesi için gerekli olan 

yeni hücreler için simetrik bölünme de gereklidir. Bu durumda kök hücreler öncü 

hücrelere dönüĢürler ve çok sayıda bölünme kapasitesine sahiptirler(29, 30). 

FarklılaĢma iĢlevsel olarak olgun bir hücre olma yolunda geçirilen hücredeki 

sitoplazmik farklılıklar, asimetrik hücre bölünmesi, hücredıĢı matriks proteinleri, 

kararlanma aĢamaları, morfogenler, histon ve gen metilasyonları, hücrelerarası bağlantı 

kompleksleri, epigenetik kontrol, sinyal yolaklarının kombine etkisiyle gerçekleĢen 
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karmaĢık olaylar bütünüdür. FarklılaĢma, blastokist aĢamasındaki hücre kitlesinin 

trofoblast mı yoksa iç hücre kitlesi mi olacağının kararlanmasıyla baĢlar,16-32 

Blastomerli evrede ise iç hücre kitlesindeki hücrelerin epiblast mı, hipoblast mı 

olacağına karar verilir. Ġlk kararlanmada niĢ ve sitoplazmik özgün proteinlerin 

kutuplaĢma bölgeleri ve asimetrik hücre bölünmesi etkilidir. Ġkinci kararlanmada ise 

transkripsiyon faktörleri etkilidir. Hücre epiblast olarak ileride üç germ yaprağını, 

hipoblast olarak vitellüs kesesini ve trofoblast olarak plasentaya ait kısımları 

oluĢturabilme yetisine sahip olur (31). 

En önemli mekanizma epigenetik kontroldür. Gametler haricindeki her hücre aynı 

genoma sahiptir. Bu yüzden bu hücreleri ayıran etken gen ifadesidir. Kök hücre, öncül 

hücre ya da özelleĢmiĢ hücre mi olacağı buna bağlıdır. Burada DNA ve histon 

metilasyon mekanizması önemlidir. FarklılaĢmıĢ hücrelerde heterokromotin, 

farklılaĢmamıĢ hücrelerde ökromotin alanlar mevcuttur. FarklılaĢmayla birlikte 

pluripotensiyi sağlayan genlerin ifadesi azalır. Bu olay DNA metilasyonuyla 

gerçekleĢir. Oct-4 ve Sox-2 gibi bir grup gen, DNA metiltransferazlar tarafından 

metillenir, promotor bölgeleri bağlanır ve ifade silinir (31, 32). 

FarklılaĢma, ileriye ve geriye farklılaĢma olarak ele alındığında plastisite söz konusu 

olur. Bir hücrenin farklılaĢma yolunda ileri gitmesi olağandır. FarklılaĢmaya baĢladığı 

noktaya kısmen veya tamamen geri dönmesi ise ‗‘geriye farklılaĢma‟ olarak adlandırılır 

ki, günümüzde deneysel olarak elde edilmiĢ uyarılmıĢ pluripotent kök hücreler (uPK) 

(induced- Pluripotent Stem Cells; iPSCs), geriye farklılaĢmanın en tipik örneklerden 

birisidir (33).  

2.2.2. Kök hücre türleri 

Kök hücreler elde edildikleri kaynağa göre ikiye ayrılırlar; embriyonik kök hücreler ve 

embriyonik olmayan kök hücreler. Embriyonik kök hücreler, blastokistin iç hücre 

kitlesinden elde edilen hücrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kök 

hücreler ise; eriĢkin kök hücreler, fetüs kök hücreleri, kadavradan elde edilen kök 

hücreler, göbek kordonu ve plasenta kök hücreleridir. 

Bölünme ve farklılaĢma özelliklerine göre kök hücreler totipotent, pluripotent ve 

multipotent olarak adlandırılır. Zigot totipotent özelliktedir. Yani bir organizmayı 



17 

oluĢturabilecek tüm genleri barındırmaktadır. Döllenmeden 16 blastomerli döneme 

kadar bu totipotent özellik korunur ve bu evreden sonra sınırsız farklılaĢma yeteneği 

sınırlanır. 16 blastomerli aĢamadaki embriyoda iç hücre kitlesi belirlenmeye baĢlar. Üç 

embriyonik tabakayı (ektoderm, endoderm, mezoderm) Ģekillendirecek hücrelerin 

öncüleridirler. Bu hücreler pluripotent özelliktedirler, bir canlıyı oluĢturamaz ancak 

ektoderm, endoderm ve mezodermden oluĢan yapıları oluĢturabilirler. Embriyonun daha 

ileri aĢamalarında ve eriĢkin organizmada kemik iliğinden, yağ dokudan elde edilen kök 

hücreler, eriĢkin kök hücreler sınırlı bir bölünme ve farklılaĢma gösterirler. Elde 

edildikleri organa ve dokuya dönüĢme eğilimindedir. Multipotent kök hücreler olarak 

adlandırılırlar (ġekil 6). 

 

ġekil 6. Totipotent, Pluripotent ve Multipotent hücreler 

2.2.2.1. EriĢkin kök hücreler 

YetiĢkinlerde farklılaĢmıĢ dokularda farklılaĢmamıĢ halde bulunan, multipotent 

hücrelerdir. Ġhtiyaç halinde farklılaĢarak doku ve organların yenilenmelerini 

sağlamaktadırlar. En güzel örneği kemik iliğinde bulunan hematopoetik kök hücrelerdir. 

Perifer kanda, ovaryum epitelinde, testiste, iskelet kasında, diĢ pulpasında, 

miyokardiyum içinde, karaciğerde, gastrointestinal sistemde, akciğerde, meme 

dokusunda, deride, beyinde, gözde limbus bölgesinde, medulla spinaliste ve tükürük 

bezinde yapılan çalıĢmalarla bu hücrelerin varlığı gösterilmiĢtir(34). 



18 

YetiĢkin kök hücrelerini tanımlamak için; farklılaĢarak oluĢturdukları hücre tiplerini 

saptamak, izole edilip kültür yapılarak bir baĢka canlıya aktarılması ve kaynaklandığı 

hücreleri yeniden oluĢturup oluĢturmadıklarının kontrol edilmesi, izole edilip kültür 

ortamına yeni faktörler ekleyerek hangi hücrelere farklılaĢtıklarının gözlenmesi gerekir. 

2.2.2.2. Mezenkimal kök hücreler 

EriĢkin kök hücresi tipidir. Bağ dokunun ana hücreleridir. Birçok dokudan elde 

edilebilirler. Kemik, kas, nöron, yağ, kıkırdak gibi hücrelere farklılaĢabilirler (35). 

Bu hücreler elde edildikleri dokularda sayıca çok azdır. Bu yüzden kültür ortamında 

sayıları çoğaltılmaktadır. Ġlk kez 1976 yılında Fridenstein tarafından fötal buzağı 

serumu kullanılarak kemik iliği kültüründe morfolojik yapıları fibroblastlara benzeyen 

ve adhezyon gösteren hücre kolonilerinin yağ ve kemik hücrelerine farklılaĢabildiklerini 

göstermiĢtir (36). 1999‘da Pittenger ve ark. (36) bu hücreleri in vitro ortamda adiposit, 

kondrosit ve osteoblasta farklılaĢtırmıĢtır. Birden fazla hücre tipine differansiasyonu ve 

in vitro çoğalabilmeleri nedeniyle bu hücreler mezenkimal kök hücreler (MKH) olarak 

adlandırılmıĢtır (37). 

MKH; mezorderm tabakasından orjin almakla birlikte nöral krista kaynaklı mezenkim 

dokudan da geliĢebilirler. Kemik iliği, adipoz doku, göbek kordonu, kordon kanı, 

karaciğer, beyin, diĢ pulpası, deri ve fetal dokularda bulunan farklılaĢmamıĢ, çoğalma 

kapasitesi yüksek, kendini farklılaĢmadan yenileyebilme özelliğine sahip, mezodermal 

farklılaĢma yetisi çok fazla olan kök hücrelerdir (38, 39). Mezenkimal kök hücreler 

kemik, kıkırdak, kas gibi farklı hücre tiplerine dönüĢebilmekle birlikte ürettikleri bir çok 

büyüme faktörü ve sitokinler nedeni ile immün baskılayıcı ve trofik etki potansiyeline 

de sahiptir (38). 2008 yılında Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT)‘nin fikir 

birliğiyle MKH olarak sınıflandırmak için; 

a.  Hücrelerin kültür ortamında plastik yüzeye tutunabilmeleri, 

b.  Yüzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi hematopoetik 

olmayan hücre yüzey belirteçlerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 

veya CD11b, CD79veya CD19 ve HLA-DR (insan lökositantijeni-DR) gibi 

tipik hematopoetik belirteçleri eksprese etmemeleri, 

c.  In vitro ortamda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaĢabilmeleri 

gerekmektedir (40). 
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2.2.2.3. Yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

Yağ dokunun damarca zengin stromal bölgesinden elde edilirler. Subkütanöz ve 

omental yağ içeren beyaz yağ dokusunun her türünde adipoz kök hücrelerine 

rastlanabilir. Yağ dokusu kaynaklı MKH‘ler fibroblast benzeri morfoloji ve normal 

diploid karyotip içerirler. Uzun süreli kültüre dayanıklıdır ve in vitro kolay çoğalırlar. 

Dondurma çözdürme iĢlemi yapılması rağmen multipotensi özelliklerini kaybetmezler. 

Adiposit, osteoblast, kondrosit serisi dıĢında hepatosit, iskelet, kalp ve düz kas, endotel, 

hematopoetik, nöral ve epitel hücrelere farklılaĢtığı da gösterilmiĢtir (41). 

YDKMKH‘ler için pozitif belirteçler; CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, 

CD105, CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 ve HLA I olarak; negatif belirteçler 

ise CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD133 ve CD144 olarak 

bilinmektedir (42). 

YDKMKH düĢük immünojenitesi, yüksek modülatör ve immünsüpresif özelliklere 

sahip olduğu için klinikte kullanılmaktadır. Bununla birlikte belli bazı hastalıkların 

tedavisi için klinik çalıĢmalar halen devam etmektedir (43). 

2.2.3. Yağ doku kökenli kök hücrelerin doku onarımına etkisi 

Kök hücrelerin doku onarımına katkıları özellikle doku yaralanmasının var olduğu 

durumlarda ortaya çıkar. Normalde sağlıklı doku içerisinde iĢlevsel olmayan Ģekilde 

bulunan kök hücreler, yaralanma sonrası endokrin ve parakrin çağrılar (selektin, 

kemokin, integrin etkileĢimleriyle) sonucu çevre dokulardan ve kemik iliğinden 

yaralanmıĢ dokuya migrasyon yaparlar (44). Kök hücreler, aldıkları sinyal 

mekanizmaların etkisi ile ortamdaki progenitor hücreleri çoğalma ve farklılaĢmaya 

stimüle ederler. Ayrıca anti-inflamatuar ve immunmodulatuar etki gösterirler ve 

matriksin yeniden Ģekillenmesine destek olurlar (45-49). Kök hücrelerin, transfer 

edildikleri ortamlarda bulunan hücre türlerinin yüzey iĢaretçilerini sunabildikleri 

immünolojik boyama yöntemleri ve revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile 

gösterilmiĢtir. Fakat temelde etkilerini ortam hücrelerine dönüĢerek mi veya parakrin 

fonksiyonlarıyla mı yaptıkları konusu halen tartıĢmalıdır (50-56). 

Doku hasarının ilk gününde ortama, yaralanmıĢ dokulardan ve aktive olan 

plateletlerden; temel fibroblast büyüme faktorü (basic fibroblast growth factor, bFGF), 
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trombosit kökenli büyüme faktörü (platelet-derived growth factor, PDGF), epidermal 

büyüme faktörü (epidermal growth factor, EGF), dönüĢtürücü büyüme faktörü-β 

(transfroming growth factor-β, TGF-β) ve tümör nekrozis faktor α (tumor necrosis 

factor α, TNFα) salınır. Yoshimura ve ark. (57), yağ dokusunda iskemi ve reperfüzyon 

yaralanmasıyla ilgili yaptıkları deneysel çalıĢmada; yaralanmanın 1. gününde ortama 

salınan bFGF faktöre ve iskemiye cevap olarak, YDKMKH‘lerin, çoğalmakla kalmayıp 

aynı zamanda kuvvetli damarlanma stimülanı ve fibrogenezis inhibitörü olan hepatosit 

büyüme faktörü (hepatocyte growth factor, HGF) salgıladıklarını tespit etmiĢlerdir. Or-

tamdaki apopitotik endotel hücrelerinden salınan EGF‘ ün de kök hücrelerin 

antiapopitotik cevabını arttırdığı gösterilmiĢtir (58). YDKMKH‘lerin ortamdaki büyüme 

faktörleri ve stimülanlara cevap olarak hem adipositlere hem de vasküler endoteliyal 

hücrelere dönüĢtüğü düĢünülmekle birlikte (59-61), vasküler endotel hücrelerine dö-

nüĢüm deneysel çalıĢmalarda gösterilmiĢ fakat in vivo çalıĢmalarda nadiren tespit 

edilmiĢtir (62, 63). Ayrıca, kök hücrelerin yaralanmıĢ ortama infiltre olan lökositlerden 

salınan pro-inflamatuar sitokinlerin (interleukin-1β (IL-1β), TNF-α, interferon-γ ve 

nitrik oksit sentetaz salınımını azaltıp, anti-inflamatuar sitokinlerin (IL- 1beta, IL-10, 

bFGF, TGF- β ve antipitotik gen Bcl-2) salınımını arttırdığı da gözlenmiĢtir (64, 65). Bu 

mediatörlerden özellikle TGF-β mezenkimal kök hücrelerin doku hasarı üzerindeki 

etkilerinin yönetilmesinde önemli rol oynar ve çevre yağ dokuda sessiz pozisyonda 

bulunan veya kemik iliğinden orijin alan diğer kök hücreleri aktive ederek ortama 

çağırır. Yaralanmanın 2-4. (inflamatuar faz) günlerinde yağ dokusu içinde yerleĢmiĢ 

mast hücreleri ve trombositler de diğer hücreler gibi TNF alfa, VEGF, PDGF, TGF-B 

salgılayarak iyileĢmeye katkıda bulunur (66). Yaralanmanın 5-7. günlerinde 

(proliferasyon fazı) ise VEGF, HGF, IL-8 ve matriks metalloproteinaz-8‘in (MMP-8) 

yara sıvısında arttığı gösterilmiĢtir (67). 

2.3. SIÇANLARDA LARĠNKS ANATOMĠSĠ 

Sıçan larinksi de insan larinksinde olduğu gibi hyoid kemik, epiglot, tiroid kıkırdak, 

krikoid kıkırdak ve aritenoid kıkırdak gibi yapılara sahiptir. Esasında sıçan larinksi 

erkek larinksi ile benzerdir. Erkeklerde aritenoid kıkırdaklar krikoid kıkırdağın üstünde 

yer alırken, sıçanlarda ise krikoid kıkırdağın anterior yüzünde yerleĢmiĢlerdir. Eğer bir 



21 

insan larinks diagramını 90 derece boyunca çevirirsek ve hyoid kemik ile tiroid kıkırdak 

arasındaki açıklığı kapatırsak kaba taslak bir sıçan larinksi elde etmiĢ oluruz. 

Sıçandaki larengeal kasların en önemli görevi aspirasyonu engellemektir. Bunu da iki 

yol ile sağlarlar. Birincisi aryepiglottik foldların birbirine yakınlaĢması ve aritenoid 

kıkırdakların epiglot tabanına doğru yükselmesidir. Bu mekanizma tiroaritenoid kas ile 

olmaktadır. Ġkinci mekanizma ise lateral, transvers ve oblik krikoaritenoid kasın 

kontraksiyonu ile vokal kordların addükte olmasıdır. Krikotiroid kas hariç sıçan 

larinksinin tüm kasları nervus vagusun dalı olan rekürren larengeal sinir tarafından 

innerve olur. Krikotiroid kas ise süperior larengeal sinirin external larengeal dalı ile 

innerve edilir. 

2.4. REKÜRREN LARENGEAL SĠNĠR ANATOMĠSĠ 

RLS, krikotiroid kas dıĢında tüm intrensek kasların motor inervasyonundan ve vokal 

kord alt seviyesinin duysal inervasyonundan sorumludur. 

Sağ ve sol olmak üzere iki ayrı RLS bulunur. 

Sol RLS: Sol vagal sinir, sol subklavian arter ventralinde seyrederek üst mediastene 

ilerler. Aortik ark üst tarafında kalır. Sol RLS, sol vagal sinirden ligamentum arteriosum 

altında, aorto-pulmoner pencere seviyesinde dallanır. Trakea-özefageal olukta larinkse 

doğru ilerler. Trakeoözefageal olukta daha korunaklı bir seyir gösterir. Sol RLS 

uzunluğu (43 cm) sağdan (32 cm) daha fazla olduğu için sol rekürren laringeal sinir 

daha çok hasar görmektedir. 

Sağ RLS: Mediastende sağ vagus siniri sağ subklavien arteri ventral olarak çaprazlar ve 

ardından trakea sağ tarafında medial ve dorsal olarak ilerler. Sağ RLS sağ subklavian 

arter kaudalinde vagal sinirden dallanır. Sağ RLS, sağ sublavian arter dorsalinden 

geçerek trakea-özefageal olukta kranial-medial yönde ilerler. Krikoid kartilaj 

seviyesinde, inferior tiroid arterin laringeal dalıyla beraber, inferior konstriktör kasın alt 

sınırının ardından geçer ve krikotiroid eklem posteriorundan larinkse girer. Sağ RLS 

trakeaözefageal oluğun anteriorundadır ve tiroidin alt kutbuna yaklaĢtıkça trakeanın 

lateraline doğru döner, yani sol RLS‘ye göre daha yüzeyeldir (ġekil 7). 
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ġekil 7. Rekürren larengeal sinirin seyri 

Rekürren laringeal sinir nadiren servikal bölgede direkt olarak vagustan ayrılır ve ‗non-

rekürren‘ laringeal sinir adını alır. Bu anomali sağda %0.6, solda %0.04 oranında 

görülür. Non-rekürren laringeal sinirin üç tipi mevcuttur. Tip 1: Süperior tiroid 

damarlarla yakın seyreder. Tip 2 (Tip 2A): Ġnferior tiroid artere paralel ve arterin 

süperiorunda transvers seyreder. Tip 3 (Tip 2B): Ġnferior tiroid artere paralel, inferior 

tiroid arter dalları arasından veya altından transvers seyreder (68). Bu anomali 

embriyonel hayatta geliĢen vasküler anomaliler sonucu ortaya çıkar. Sağ ‗non-rekürren‘ 

laringeal sinirle beraber görülen anomaliler aberran subklavian arter varlığı ve 

innominate arter yokluğudur. Sol ‗non-rekürren‘ laringeal sinire eĢlikeden anomaliler 

situs inversus ve sağ yerleĢimli arkus aortadır (69). Aynı tarafta rekürren ve 

‗nonrekürren‘ laringeal sinirin birlikte olduğu vakalar bildirilmiĢtir; bu olgularda 

vasküler anomali saptanmamıĢtır (70). 

2.5. LARENGEAL EMG 

Larengeal elektromyografi (LEMG), larinksin muskuler ve sinir sisteminin bütünlüğünü 

değerlendiren bir testtir. Bu test vokal kord hareket bozukluğu olan kiĢilerde uygulanır. 

LEMG‘nin amacı bu hareket bozukluklarının ayırıcı tanısında ve tanı koymada 

klinisyene yardımcı olmaktır. LEMG, klinikte iğne elektrod ile yapılmaktadır. Larinkste 

4 çift kas grubu vardır: tiroaritenoid, lateral krikoaritenoid, posterior krikoaritenoid ve 

krikotiroid kaslardır. Ġnteraritenoid kas ise larinksin arka-orta kısmında yerleĢir ve çift 
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değildir. Krikotiroid kas superior larengeal sinirden innerve olur diğer kaslar ise 

RLS‗den innerve olurlar. Bu yüzden bu kasları test ederken sinir ve kas bütünlüğünü de 

test etmiĢ oluruz. Genellikle her iki tarafta tiroaritenoid, posterior krikoaritenoid ve 

krikotiroid kaslar test edilir.  

Klinisyen LEMG sonuçlarını LEMG‘nin 4 ana karakteristik sinyali olan insertiyonal 

aktivite, spontan aktivite, rekrüitment ve dalga morfolojisine göre değerlendirir (71). 

LEMG‘nin sonucu tek baĢına spesifik hastalık tanısını koymada yetersizdir. LEMG 

motor ünite, kaslar, sinir ve nöromuskuler bileĢke hakkında genel bilgi edinmemizi 

sağlar. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu araĢtırma, Erciyes Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Komisyonu tarafından 

desteklenmiĢ olup; (Proje no: 7298) projeye baĢlamadan önce, Erciyes Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 15/02/2017 tarih ve 17/012 no‘lu onayı 

alınmıĢtır. AraĢtırma, Erciyes Üniversitesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik 

AraĢtırma Merkezi, Kulak Burun Boğaz Anabilim Dalı, Genom ve Kök Hücre Merkezi 

(GENKÖK), Nöroloji Anabilim Dalı, Histoloji Anabilim Dalı imkanları kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Deneyler yürütülürken, Avrupa Konseyi‘nin önerdiği standartlara 

(European Convention For the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental 

and Other Scientific Purposes (ETS 123)) uyulmuĢtur. 

ÇalıĢmada, Erciyes Üniversitesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik AraĢtırmalar 

Merkezinden temin edilen, 12-16 haftalık ve ortalama ağırlığı 250 gram olan 22 adet 

erkek Sprague Dawley cinsi sıçan kullanılmıĢtır. AraĢtırma sürecinde sıçanlar, 21-22 C 

çevre sıcaklığı, 12/12 saat aydınlık/karanlık siklusunun sağlandığı, bağıl nem oranı 

(%55-65) ve havalandırılması kontrol edilen semiklimatize bir odada barındırılmıĢtır. 

Su içimi ve hazır pellet sıçan yemi verilerek beslenmeleri serbest bırakılmıĢtır (ad 

libitum). 

3.1. DENEY GRUPLARININ BELĠRLENMESĠ 

Deney hayvanları, çalıĢmanın baĢında çalıĢma grubunda 14, kontrol grubunda 8 adet 

sıçan olacak Ģekilde 2 gruba ayrılmıĢtır: 
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ÇalıĢma Grubu: Sol rekürren sinirde ezilme hasarı oluĢturduktan sonra yağ 

dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre verilmiĢ sıçanlar. 

Kontrol Grubu: Sol rekürren sinirde ezilme hasarı oluĢturduktan sonra herhangi 

bir müdahale yapılmayan sıçanlar. 

3.2. YAĞ DOKUSU KAYNAKLI KÖK HÜCRELERĠN ELDE EDĠLMESĠ 

Rastgele seçilen iki adet erkek sıçanın periton çevresinden yaklaĢık olarak 1x1 cm3 

adipoz doku toplandı. Toplanan adipoz doku taĢıma solüsyonu içerisinde Erciyes 

Üniversitesi, Genom ve Kök Hücre Merkezi, Kök Hücre AR-GE laboratuvarına taĢındı. 

Getirilen doku, %1 penisilin- streptomisin solüsyonu içeren phosphate-buffered saline 

(PBS) (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)  içinde üç defa yıkandı. 

Ardından doku parçaları PBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) 

içinde 2.5 mg/ml kollojenaz tip 2 (Sigma–Aldrich, Taufkirchen, Germany) ile 37 °C ‗de 

30 dakika enzimatik parçalamaya tabii tutuldu. 

Bu iĢlem sonunda elde edilen tek hücre süspansiyonu, 70 μm ‗lik hücre filtresinden 

(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) geçirildi. Bu yöntemle debris ve 

parçalanmayan adipoz doku ayrıldı. Elde edilen hücre süspansiyonu 25 cm
2
‗lik kültür 

flasklarına ekildi. Kültür için kullanılan besiyerinin içeriğinde %10 fetal sığır serumu 

(FBS) içeren düĢük glikozlu DMEM (L-DMEM medium (Dulbecco‘s Modified Eagle 

Medium) ve %1 penisilin streptomisin solüsyonu ve %1 glutamin (Biological 

Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) bulunmaktadır. Hücreler 37°C‘de ve %5 CO2 

içeren ortamda inkübe edildiler. Ġlk olarak üç gün sonra ve ardından haftada iki defa 

besiyeri değiĢtirilerek idame edildi. Yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre 

(YDMKH)‘ ler kültür kabına yapıĢma özelliğine göre izole edildiler. % 70-80 hücre 

yoğunluğuna ulaĢıldığında primer hücre kültürünün %0.025 trypsin-EDTA ile ayrıĢması 

sağlandı. Hücreler PBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) ile 

yıkandıktan sonra pasajlama iĢlemi gerçekleĢtirilerek 1:4 oranında alt kültürlere geçildi. 

Bu çalıĢmada 3. pasaj sayısındaki YDMKH‘ler kullanıldı. 

FarklılaĢtırılmamıĢ YDMKH‘lerin fenotipik özellliklerini göstermek için akım sitometri 

yapıldı. 3. pasaj sonu hücreler toplandı ve santrifüj edildi. Ardından 106 hücre/mL 

olacak Ģekilde PBS ile resüspansiyonu yapıldı. YDMKH‘lerin immun 
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fenotiplendirilmesi için CD11b/c, CD29, CD44, CD45, CD73, CD90 (BD Biosciences) 

kullanıldı. Akım sitometri Navios (BeckmanCoulter, USA) cihazında 

gerçekleĢtirildi.Veriler KALUZA software (Beckman Coulter, USA) kullanılarak 

değerlendirildi.% 50‘den fazla boyanma pozitif olarak değerlendirildi. 

3.3. SENSÖRLÜ KLEMP TASARIMI 

RLS ezilme hasarında, standartizasyonu sağlamak için Erciyes Üniversitesi Makine 

Mühendisliği Bölümü ile ortak çalıĢılarak sinir hasar cihazı tasarlandı. DiĢsiz mini 

forsepsin ağız kısmına yerleĢtirilen karbon plaklar arasındaki elektrik geçirgenliğinin 

orantılı olarak artması ve bunun monitörize edilmesi prensibiyle çalıĢan, basınç sensörlü 

klemp (Resim 1) kullanıldı. Cihaz öncelikle farklı yumuĢaklıktaki cisimlerde (kablo ve 

pamuk) test edilerek standartizasyonu ve kalibrasyonu sağlandı. 

 

Resim 1. Sensörlü klemp sistemi 

3.4. VOKAL KORD MUAYENESĠ 

Sıçanlara 50 mg/kg Ketamin HCl (Ketalar® 500 mg/10 ml, Pfizer) ve 10 mg/kg 

Ksilazin HCl ( Rompun® %2, 25 mg/ml, Bayer) ile genel anestezi yapıldı. Genel 

anestezi sonrası tüm ratların vokal kord muayenesi 0 derece 2.7 mm çaplı endoskop 

(Karl Storz, Tutlingen, Almanya) ile deneğin dili 4/0 vicryl ile suturasyon ile ekarte 

edilerek yapıldı (Resim 2). 
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Cerrahi müdahale öncesi her bir sıçanın vokal kord muayenesi video ile kayıt altına 

alındı. Cerrahi iĢlem sonrası yine endoskopik muayene ile sol vokal kordda paralizi 

oluĢtuğu tüm sıçanlarda gözlendi. 2 ay sonra tüm sıçanların tekrar larenks muayenesi 

yapılarak video kayıt altına alındı ve referans alınan vokal kord hareket skalasına göre 

değerlendirme yapıldı (72) (Tablo 2). 

 

Resim 2. Endoskopik larenks muayenesi 

 

Tablo 2.Vokal kord hareket skalası (72) 

SKOR VOKAL KORD HAREKETĠ 

0 vokal kord hareketi yok 

1 hafif vokal kord hareketi 

2 vokal kordda <%50 abduksiyon 

3 
vokal kordda >%50 abdüksiyon, tam düzenli olmayan vokal kord 

hareketi  

4 vokal kord hareketi normal 

3.5. EMG 

Tüm elektrofizyolojik ölçümler Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim 

Dalı EMG Laboratuar‘ında yapıldı. Sıçanların EMG kayıtları, Cadwell® (Sierra® 

Summit ™, ABD) cihazı (Resim 3) kullanılarak kaydedildi. Değerlendirmeler, bir 
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nöroloji uzmanı tarafından kör Ģekilde yapıldı. Tüm sıçanlar anestezi altında spontan 

uyku halindeki respiratuar siklusta değerlendirildi. Genel anestezi ve ilk vokal kord 

muayenesi sonrası 8 FR mavi nelaton sondanın ön kesimine larengeal emg elektrodu 

(Neurovision™ Dragonfly® Laryngeal Surface Electrodes) sarılarak 0 derece 2.7 mm 

çaplı endoskop (Karl Storz, Tutlingen, Almanya) eĢliğinde vokal kordlar yüzey 

elektroduna temas edecek Ģekilde yerleĢtirildi. Hayvanın sağ eline toprak klips 

elektrodu bağlandı. Ekran süpürme hızı 10 ms/division, ekran duyarlılığı 100 mv olarak 

ayarlandı ve EMG kaydı alındı (Resim 4). Cerrahi iĢlemden  hemen sonra ve  hasar 

sonrası 2. ayda da EMG kayıtları alındı. Kontrol ve çalıĢma grupları hasar öncesi, hasar 

sonrası hemen ve hasar sonrası 2. ayda EMG kayıtları açısından önce kendi grupları 

içerisinde değerlendirildi. Sonrasında da çalıĢma ve kontrol gruplarındaki hasar sonrası 

2. ayda yapılan EMG kayıtları karĢılaĢtırıldı. EMG‘ler MÜP amplitüdü açısından 

karĢılaĢtırıldı. 

 

Resim 3. EMG cihazı 

 

Resim 4. A. EMG elektrodu B. Larengeal EMG‘nin yapılıĢı 
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3.6. CERRAHĠ ĠġLEMLERĠN YAPILMASI 

Genel anestezi yapıldıktan sonra sıçanların boyun bölgesi traĢ edildi ve %10‘luk 

Polivinilpirolidon iyot solüsyonu (Batticon, Adeka, Samsun, Türkiye) ile sterilize edildi. 

Hayvan supin pozisyona getirilerek ameliyat masasında sabitlendi. Steril Ģartlar altında 

yaklaĢık 2 cm geniĢliğinde boyuna horizontal insizyon yapıldı. Strep kaslar ve 

submandibuler bez ekarte edildikten sonra trakeaya ulaĢıldı. Mikroskop (Carl Zeiss 

OPMI Visu 200 S8, Almanya) altında sol rekürren larengeal sinir trakeaözofageal 

olukta identifiye edildi. Yedinci trakeal halka seviyesinde sabit bir ezilme hasarı 

oluĢturmak için tarafımızca geliĢtirilen basınç sensörlü özel düzenek ile 1 dk süre ile 

ezilme hasarı oluĢturuldu. Kök hücre uygulanacak gruptaki sıçanlara hasar sonrası sinir 

etrafına 0.2 cc kök hücre enjekte edildi. Kök hücre verilmeyecek olan sıçanlara herhangi 

bir iĢlem uygulanmadı. Siniri daha sonra kolay bulabilmek için sinirin hemen yanına 

prolen sütür ile iĢaret konuldu. Kas ve cilt 4/0 vicryl ile sütüre edilerek sütür bölgesine 

yara koruyucu sprey sıkıldı (Resim 5).  
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Resim 5.  Sıçanların cerrahi iĢlem için hazırlanması, hasar sonrası lokal kök hücre 

enjeksiyonu, rekürren larengeal sinirin(ok) prolen sütür ile iĢaretlenmesi 

RLS 
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3.6. HĠSTOLOJĠK ĠNCELEME 

Hasar sonrası 2. ayda her bir sıçanda larengeal sinir disseksiyonu yapılarak prolen sutur 

ile iĢaretlenmiĢ sinir bulundu ve hasarlanan segmenti içeren sinir biyopsisi alındı. 

Sonrasında sıçanlar intraperitoneal yüksek doz Ketamin HCl (Ketalar® 500 mg/10 ml, 

Pfizer) ile sakrifiye edildi. Alınan sinir biyopsisinde histolojik olarak akson sayısına, 

akson çapına ve s100 immunreaktivite yoğunluğuna bakıldı. 

3.6.1. Larengeal sinir frozen kesitlerin hazırlanması 

Dekapitasyon iĢleminden sonra larengeal sinir dokuları frozen kesit için hazırlandı. 

Bunun için her bir sıçandan alınan larengeal sinir %4‘lük paraformaldehit içinde tespit 

edildikten sonra sıvı nitrojende hızlı bir Ģekilde dondurularak bloklandı ve frozen 

kesitler alınıncaya kadar -80°C‘de muhafaza edildi. Sıçanlara ait olan larengeal 

sinirlerden 10 m kalınlığında kesitler alındı ve myelinli sinir liflerini göstermek için 

Oil red O boyama metodu uygulandı (Tablo 3). 

Tablo 3. Frozen kesitlerde Oil Red O boyama metodu 

Sıra Yapılan ĠĢlem Süre 

1 Kurutma 10 dk 

2 Aseton (-20˚C) 10 dk 

3 Distile su 10 dk 

4 %70 etanol 1 sn 

5 Oil Red O 20 dk 

6 %70 etanol 1 sn 

7 Distile su 10 dk 

8 Hematoksilen 5 dk 

9 Distile su 10 dk 

10 Kapatma  
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3.6.2. Ġmmunohistokimyasal uygulama 

Kontrol ve çalıĢma grubu sıçanlarına ait larengeal sinir dokularında S-100 

ekspresyonunu belirlemek için avidin-biotin-peroksidaz yöntemi ile immuno 

histokimyasal boyama metodu uygulandı.  Bunun için -80°C‘de muhafaza edilen frozen 

kesit örnekleri kullanıldı. Oda ısısına getirilen kesitler distile su ile 2 defa 2‘Ģer dakika 

yıkandıktan sonra antijen geri kazanımı için %10‘luk sitrat tamponu ile mikrodalga 

fırında 600 W‘de 5 dakika kaynatıldı ve 10 dakika aynı tampon solüsyonu içerisinde 

oda sıcaklığında soğumaya bırakıldı. Daha sonra PBS ile yıkanan kesitler endojen 

peroksidaz aktivitesini engellemek için 12 dakika %3 hidrojen peroksit (H2O2) ile 

muamele edildi. Bundan sonraki aĢamalar için Large Volume Detection System 

(Thermo Scientific, TP-125-HL) boyama kiti kullanıldı. Tekrar PBS ile yıkanan 

kesitlere antijenik alanların dıĢında kalan bölgelerin kapatılmasını sağlamak için oda 

sıcaklığında 5 dakika Ultra V block uygulandı. Hemen ardından kesitlere S-100 primer 

antikoru uygulanarak 1 gece +4°C‘de bekletildi ve ertesi sabah 30 dakika oda ısısında 

inkübe edildi. Negatif kontrol olarak, primer antikor yerine PBS kullanıldı. Yıkama 

iĢleminden sonra kesitler biotinli-sekonder antikor ile 10 dakika inkübe edildi ve 

ardından yıkama iĢlemi tekrarlandı. Daha sonra streptavidin peroksidaz ile 10 dakika 

muamele edilen kesitler yıkanarak immünreaktiviteleri görünür hale getirmek için 

diaminobenzidin (DAB) özelliği gösteren kitteki peroksidaz substrat ile 1-5 dakika 

muamele edildikten sonra 5 dakika distile su ile yıkandı. Gill hematoksilen ile zıt 

boyanan kesitler birkaç kez distile su ile yıkandı. Son olarak artan alkol serileri ile suyu 

uzaklaĢtırılarak ksilenden geçirilen kesitler kapatma solüsyonu (Entellan®,Merck) ile 

kapatılarak Olympus BX51 (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) mikroskobunda incelendi. 

3.7.  ĠSTATĠKSEL ANALĠZ 

Verilerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testi, Q-Q ve histogram grafiği ile 

değerlendirildi. Gruplar arası karĢılaĢtırmalarda t testi ve Mann Whitney U testi 

kullanıldı. Kategorik değiĢkenler arası iliĢkilendirmelerde ki-kare analizi kullanıldı. 

Ölçümlerin zamana göre değiĢimini test etmek için tekrarlı ölçümlerde varyans analizi 

kullanıldı. Verilerin analizi SPSS 22.0 software (IBMAnalytics, Armonk, New York, 

USA) ve TURCOSA (Turcosa Analitik Ltd. Co. Turkey, www.turcosa.com.tr) programı 

ile değerlendirildi. p<0.05 anlamlılık düzeyi olarak kabul edildi. 

http://www.turcosa.com.tr/
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4. BULGULAR 

ÇalıĢmaya kontrol grubunda 8 çalıĢma grubunda ise 14 sıçan ile baĢlanılmasına rağmen, 

kontrol grubundan 3 çalıĢma grubundan ise 6 rat ölüm nedeni ile çalıĢma dıĢı kaldı. Bu 

nedenle çalıĢma 13 sıçan ile tamamlanabildi. Ölümlerin 4‘ünün anestezi sonrası ve 

5‘inin ise LEMG sonrasında meydana geldiği izlendi. 

4.1. VOKAL KORD MUAYENE BULGULARI 

Cerrahi müdahale öncesi çalıĢmaya katılan tüm sıçanların endoskopik muayene ile 

vokal kord hareketlerinin normal olduğu izlendi. Sol RLS hasarı sonrası yine tüm 

sıçanlarda sol vokal kord paralizisi endoskopik olarak gözlendi (Resim 6). 
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Resim 6. Hasar öncesi normal kord hareketi ve hasar sonrası sol vokal kord paralizisi 
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Hasar oluĢturulduktan 2 ay sonra kök hücre verilen ile verilmeyen grup vokal kord 

hareket skalasına (72) göre karĢılaĢtırıldı. Kontrol grubundaki 5 sıçanın, çalıĢma 

grubundaki 8 sıçanın normal vokal kord hareketine sahip olduğu izlendi. Tüm sıçanların 

vokal kord hareketlerinin normal olduğu görüldü ve skalaya göre 4 olarak puanlandı 

(Tablo 4). 

Tablo 4. Hasar sonrası 2. ayda vokal kord hareketi 

DeğiĢken  Grup 

Normal Vokal Kord Hareketi         Kontrol n(%)        ÇalıĢma n(%) 

         5/5 (%100)         8/8 (%100) 

 

4.2. EMG BULGULARI 

Tüm sıçanların hasar öncesi MÜP amplitüdü ölçüldü. Hasar öncesi tüm sıçanlarda MÜP 

amplitüdünün normal olduğu izlendi (Resim 7). 

 

Resim 7.  Uyurken spontan solunum esnasındaki normal EMG. Multipl motor 

ünitelerin aksiyon potansiyelinin normal MÜP amplitüdü izlenmektedir. 
 

Ezilme hasarı sonrası yine tüm sıçanların MÜP amplitüdüne ve katılım paternine 

bakıldı. Tüm sıçanlarda MÜP amplitüdünde belirgin düĢme izlendi (Resim 8). 
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Resim 8. Hasar sonrası hemen bakılan EMG. MÜP amplitüdünde belirgin düĢme 

görülmektedir. 

Hasar sonrası 2. ayda yine tüm sıçanların MÜP amplitüdüne bakıldı. Hem kontrol 

grubunda hem de çalıĢma grubunda MÜP amplitüdünün normal ile benzer özellikte 

oldukları izlendi (Resim 9). 

 

Resim 9. Hasar sonrası 2. Ayda yapılan EMG. MÜP amplitüdü normal izlenmektedir. 

ÇalıĢma grubundaki MÜP amplitüd ölçümünün zamana göre değiĢimi anlamlı 

bulunmuĢtur (p<0.001). Kontrol grubundaki MÜP amplitüd ölçümünün zamana göre 

değiĢimi de anlamlı olarak bulunmuĢtur (p=0.001)(Tablo 5)(ġekil 8). 
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Tablo 5. MÜP amplitüdünün zamana göre değiĢimi 

Hasar 

Öncesi 

Hasar 

Sonrası 

Hemen 

Hasar Sonrası 

2. Ay 
p Değeri 

ÇalıĢma 310±130.80
a
 46 ± 5.16

b
 175 ± 92.05

c
 < 0.001 

Kontrol 116 ± 47.74
a
 36 ± 8.94

b
 136 ± 41.59

a
 0.001 

Veriler ortalama ±standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. Aynı satırda yer alan benzer harfler ölçümler 

arası benzerliği, farklı harfler ölçümler arası farklılığı göstermektedir. 

 

ÇalıĢma grubundaki sıçanların hasar öncesi yapılan EMG sinde saptanan MÜP 

amplitüdleri ile hasar sonrası hemen yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri 

arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmuĢtur (p<0.001). Hasar sonrası hemen 

yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri ile hasar sonrası 2. ayda yapılan EMG 

‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmuĢtur 

(p=0.004). Hasar öncesi yapılan EMG sinde saptanan MÜP amplitüdleri ile hasar 

sonrası 2. ayda yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri arasında istatiksel 

olarak anlamlı fark bulunmuĢtur (p=0.033). 

Kontrol grubundaki sıçanların hasar öncesi yapılan EMG sinde saptanan MÜP 

amplitüdleri ile hasar sonrası hemen yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri 

arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmuĢtur (p=0.033). Hasar sonrası hemen 

yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri ile hasar sonrası 2. ayda yapılan EMG 

‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri arasında istatiksel olarak anlamlı fark bulunmuĢtur 

(p=0.009). Hasar öncesi yapılan EMG sinde saptanan MÜP amplitüdleri ile hasar 

sonrası 2. ayda yapılan EMG ‗sinde saptanan MÜP amplitüdleri arasında istatiksel 

olarak anlamlı fark bulunmamıĢtır (p=0.661). 

Tablo 6. MÜP amplitüdlerinin p değeri tablosu 

         p değeri 

ÇalıĢma grubu 
Hasar Öncesi 

Hasar Sonrası  Hemen        <0.001 

Hasar Sonrası 2. Ay         0.033 

Hasar Sonrası Hemen Hasar Sonrası 2. Ay         0.004 

Kontrol grubu 
Hasar Öncesi 

Hasar Sonrası  Hemen         0.033 

Hasar Sonrası 2. Ay         0.009 

Hasar Sonrası Hemen Hasar Sonrası 2. Ay         0.661 
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ÇalıĢma ve kontrol gruplarının 2. ayda yapılan EMG‘ lerinde saptanan MÜP 

amplitüdleri karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı fark saptanmamıĢtır 

(p=0.262)(ġekil 9). 

 

ġekil 8. MÜP amplitüdünün zamana göre değiĢimi 

 

ġekil 9. Grupların 2. aydaki MÜP amplitüdlerinin karĢılaĢtırılması 
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4.3. HĠSTOPATOLOJĠK DEĞERLENDĠRME BULGULARI 

Herbir sıçana ait Oil Red O ile boyanan larengeal sinirin enine kesitlerinde, ıĢık 

mikroskobu (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) kullanılarak 100X büyütmede olacak 

Ģekilde rastgele 2 farklı alandan fotoğraf alındı. Larengeal sinir kesitlerinde, 100X 

büyütmede alınan fotoğraflardan miyelinli sinir liflerinin sayısı ve çapı Image J 

software programı kullanılarak hesaplandı. 

Myelinli sinir liflerini göstermek için uygulanan oil red o ile boyanmiĢ kesitler 

incelendiğinde, kontrol grubuna ait tüm sıçan sinir kesitlerinde (Resim 10A, 10B) 

aksonal dejenerasyon, miyelinli sinir liflerinin kaybı gibi önemli histopatolojik 

değiĢiklikler gözlendi. MKH uygulanan çalıĢma grubu deney hayvanlarının tümüne ait 

sinir kesitlerinde, kontrol grubuna benzer ancak daha az Ģiddetli histopatolojik bulgular 

yer aldı (Resim 10C, 10D). Bu grupta; erken aksonal rejenerasyon ve 

remiyelinizasyonun karakteristik özelliği olan SH ile çevrili ince miyelinli sinir lifleri 

dikkati çekti. YDKMKH uygulanan bu gruptaki sıçanların hepsinde MKH‘lerin 

demiyelinizasyonda belirgin bir düĢüĢe neden olduğu görüldü. Hem kontrol hem de 

çalıĢma grubunda miyelinli sinir lifi kaybı vardı. Bu değerlendirmeler yapılırken tüm 

hayvanlardan alınan sinir kesitleri değerlendirildi. 
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Resim 10A.  Kontrol grubuna ait bir sinir kesiti 
 

 
Resim 10B. Kontrol grubuna ait sinir kesitinde aksonal dejenerasyon (ok) ve myelinli 

sinir liflerinin kaybı (daire) 

A 

 

B 
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Resim 10C. ÇalıĢma grubuna ait bir sinir kesiti 

 

 

Resim 10D. Schwann hücresi ile çevrili ince miyelinli sinir lifleri(ok) 

C 

D 
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Akson sayımı açısından karĢılaĢtırılma yapıldığında çalıĢma grubu (ortalama: 117 ± 

28.09) ve kontrol grubu (ortalama: 97 ± 16.64 ) arasında istatiksel olarak anlamlı fark 

gözlenmedi (p=0.313)(ġekil 10). 

 

ġekil  10. Akson sayımı (Veriler ortalama ±standart sapma olarak ifade edilmiĢtir.) 

Akson çapı açısından karĢılaĢtırma yapıldığında kontrol grubunda (ortanca: 150 (1-334)  

çalıĢma grubuna (ortanca: 120.5 (2-333)) göre anlamlı farklılık gözlenmiĢtir (p<0.001) 

(ġekil 11 ). 

 

ġekil 11. Akson çapı (Veriler ortanca (minimum-maximum) olarak ifade edilmiĢtir.) 
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A B 

Larengeal sinir lifleri, spesifik bir marker olan S100 immün boyama ile görselleĢtirildi 

(Resim 11). Ġmmünohistokimya boyama metodu ile boyanan sinir kesitlerinde S-100 

immünreaktivite yoğunluğunun hesaplanması için Image J software programı kullanıldı. 

Bunun için her bir dokuya ait 100X büyütmede alınan ıĢık mikroskobik fotoğraflar 

kullanıldı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 11.1. Kontrol grubuna ait bir sinir lifinin S100 ile boyanması 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 11.2. ÇalıĢma grubuna ait bir sinir lifinin S100 ile boyanması 

 

S100 immunoreaktivite yoğunluğu açısından çalıĢma grubunda (ortalama: 114421 ± 

8921.72) kontrol grubuna (ortalama: 99793 ± 15064.65) göre anlamlı farklılık 

saptanmamıĢtır (p=0.128)(ġekil 13). 

 

C D 
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ġekil 12. S100 immunoreaktivite yoğunluğu (Veriler ortalama ± standart sapma olarak 

ifade edilmiĢtir.) 
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5. TARTIŞMA 

RLS hasarı, yaĢam kalitesini etkileyen, önemli sosyal problemlere yol açan ve tedavi 

maliyeti yüksek bir problemdir. Kalıcı unilateral RLS hasarı tiroidektomilerin, açık kalp 

ameliyatlarının ve karotis endarterektomilerin yaklaĢık olarak %2‘sinde görülür. Bu 

oran kafa tabanı ve torasik cerrahilerde daha fazladır (73). Tiroidektomi sonrası 

hastalarda % 30-87 arasında subjektif ses Ģikayetleri görülür. Geleneksel olarak ifade 

edilen RLS hasarı oranı %3-5‘dir, ancak gerçek insidansı %10‘a yakındır (74, 75). 

Güncel tedavi metodları, yardımcı olmakla birlikte hastaların semptomlarının tamamen 

giderilmesinde yetersiz kalabilmektedir. RLS hasarı tedavisinde amaçlanan, hastanın 

hasar öncesi sahip olduğu dinamik sesinin, nefesinin ve yutmasının restorasyonudur. Bu 

nedenle bir çok araĢtırmada, nörotropik faktörlerin, kök hücrelerin ve öngörülen farklı 

tedavi metodlarının reiinnervasyon ve vokal kord hareketleri üzerine etkisine 

odaklanılmıĢtır. (76-78) 

Birkaç araĢtırmada da sıçanlarda RLS hasarı sonrası doğal seyir incelenmiĢtir (72, 79). 

Hasar sonrası doğal iyileĢme hakkında edinilen bilgilerin az olması sebebi ile uygulanan 

nörotropik faktörler, kök hücreler ve antibodyler gibi deneysel tedavi metodlarının 

etkisi hakkında kesin sonuçlara varmak zordur. 

Günümüzde halen periferik sinir kayıpları onarımında en iyi sonucu elde edebilmek için 

deneysel hayvan calıĢmaları hızla devam etmektedir. Bu tip deneysel hayvan 
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calıĢmalarında sıçanlar sıkça kullanılmaktadır. Literatürde sıçanların yerine tavĢan 

kullanılan sinir çalıĢmaları da vardır (80). Ancak sıçanların üretilmesi, barındırılması ve 

bakımı daha kolay ve ekonomiktir. Sıçanlar barınma için daha az yer iĢgal ettiklerinden 

çok sayıda deney hayvanı gereken çalıĢmalarda avantajlıdırlar. Sıçanların anestezisi ve 

cerrahi manipülasyonları daha kolaydır. ĠĢte bu gerekçelerden dolayı biz çalıĢmamızda 

deney hayvanı olarak Sprague-Dawley türü sıçanları kullanmayı tercih ettik. Sıçanlarda 

yapılan periferik sinir hasar çalıĢmalarında genel olarak siyatik sinir veya fasyal sinir 

kullanılmaktadır. Literatürde, diğer periferik sinir hasarları ve kök hücrenin etkisi ile 

ilgili birçok çalıĢma mevcut iken, RLS ile ilgili deneysel çalıĢma sayısı oldukça 

sınırlıdır. Bu çalıĢmada kulak-burun-boğaz cerrahisinde risk altında bir sinir 

olduğundan ve literatürde RLS hasarı sonrası kök hücre uygulaması ile ilgili sadece 3 

makale (77, 78, 81) olduğundan RLS üzerinde çalıĢıldı. Voss ve ark. (83) tavĢanlarda 

injeksiyon laringoplasti ile mikronize edilmiĢ aselüler dermis, YDKMKH ve kondrosit 

tedavisi sonrası peptid identifikasyonunu incelemiĢlerdir. Lerner ve ark. (78) yaptığı 

çalıĢmada ise bizim çalıĢmamızdan farklı olarak kök hücreler i.v. verilmiĢ olup, LEMG 

yapılmamıĢtır. 

Günümüzde klinik denemelerde farklı hastalıkların tedavisinde ana terapötik ajan olan 

MKH‘ler kullanılmaktadır. U.S. National Library of Medicine 2019 Ekim verilerine 

göre 31‘i farklı sinirlerin rejenerasyonu ile ilgili olan 787 MKH klinik çalıĢması 

bulunmaktadır (82). Bu çalıĢmaların çoğu kas-iskelet sistemi hastalıkları, immun sistem 

hastalıkları, merkezi sinir sistemi hastalıkları ve sindirim sistemi hastalıkları ile ilgilidir. 

Bir çok çalıĢma göstermiĢtir ki; kök hücreler, periferik sinir hasarı sonrası sinir 

rejenerasyonunu artırabilir (83, 84). Bu çalıĢmada yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök 

hücre kullanılması tercih edildi. En çok kullanılan MKH kaynakları; kemik iliği, adipoz 

doku ve kordon kanı olmakla birlikte daha çok kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı 

olduğu görülmektedir. Kordon kanı, kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH‘nin 

koloni oluĢturma kapasitelerinin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada en yüksek kapasite 

adipoz kaynaklı MKH‘ler, onu takiben kemik iliği ve en düĢük kapasite ise kordon kanı 

MKH‘lerinde bulunmuĢtur (38). Ġzolasyon baĢarılarına bakılan çalıĢmada ise kemik iliği 

ve yağ kaynaklı olanlar %100‘e yakınken, kordon kanı MKH‘lerinde maksimum %30-

38 oranlarda olduğu gösterilmiĢtir (38, 85). Kordon kanı MKH‘lerinin elde ediliĢ 

yöntemi daha az invazivdir. Yağ doku ve kemik iliği MKH ile benzer fenotip, 
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antiapoptotik özellik ve morfolojileri paylaĢmalarına rağmen izolasyon verimliliği daha 

az olduğu için kullanımları sınırlıdır (38, 39, 85). Kemik iliği ve yağ dokusu kaynaklı 

MKH‘ler benzer morfoloji ve immün fenotiplere sahip olmalarına rağmen, yağ dokusu 

daha yüksek oranda MKH içerir. Fakat kemik iliği kaynaklı olan MHK‘ler daha uzun 

süredir çalıĢıldığı için klinik güvenilirliği ve uygulamasına ait çalıĢmalar daha fazladır 

(38, 86, 87). 

Kök hücrelerin hasarlı bölgeye nasıl ulaĢtığı ya da endokrin ve parakrin etki mi 

gösterdiği konusu halen tartıĢmalıdır. Birçok deneysel hayvan çalıĢmasında ve klinik 

çalıĢmada kök hücreler intravenöz (i.v.) olarak verilmiĢtir (88, 89). Kök hücreler iv 

olarak verildiğinde akciğerde ilk geçiĢ etkisine uğrayarak akciğerde hapis kalırlar (90). 

Kök hücreler iv olarak verildiğinde akciğerde hapis kalsalar bile ĢaĢırtıcı fonksiyonel 

iyileĢmeler gözlendiği belirtilmiĢtir (91). Bunun yanında Lee ve ark. (92) yaptıkları 

deneysel çalıĢmada iv uygulanan MKH‘lerin farelerde mikroemboliye sebep olarak 

miyokard enfarktüsünü kolaylaĢtırdığını göstermiĢlerdir. Bu sebeplerden dolayı bu 

çalıĢmada lokal olarak verilecek kök hücrelerin lezyon alanında bulunacağı düĢünülerek 

iyileĢmenin daha iyi olabileceği düĢünüldü. 

Aksonların rejenerasyon hızı türlere bağlı olarak değiĢir. Kemirgenlerde 2-3.5 mm/gün 

iken insanlarda bu hız 1-2 mm/gündür. Tomasello ve ark. (93) sıçan siyatik siniri ile 

yaptığı çalıĢmada, periferik sinir travmasında fonksiyonel iyileĢmenin 20. günde tam 

olduğunu, Erbayraktar ve ark. (94) ise fonksiyonel iyileĢmenin 3-4 haftada oluĢtuğunu 

bildirmiĢlerdir. Sıçan siyatik sinirinde yapılan baĢka bir çalıĢmada ise rejenere sinirdeki 

sayısal morfolojik değerlerin 8 haftada normale döndüğünü bildirilmiĢtir (95). Bu 

çalıĢmada hasar sonrası denekler 8 hafta süre ile takip edildi. 

Periferik sinirler birçok metod ile hasarlanabilirler. Sinir tam veya kısmi olarak 

kesilebilir, sinire termal hasar verilebilir veya ezilme hasarı oluĢturabilir. Kesilme hasarı 

oluĢturulduğunda siniri uç uca getirmenin mikrodikiĢ kullanılsa bile tüm deneklerde 

homojen olarak yapılamayacağı ve bunun da standartizasyonu olumsuz etkileyeceği 

düĢünüldü ve mevcut çalıĢmada hasar modeli olarak ezilme hasarı tercih edildi. Ezilme 

hasarında, parestezi ve ağrıdan, total paraliziye kadar değiĢkenlik gösteren çeĢitli klinik 

semptomlar ortaya çıkabilir. Bu da travmanın büyüklüğüne ve süresine bağlıdır (96). 

Literatürde periferik sinir travma modeli oluĢturmak için forseps, klip, hemostaz 
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forcepsi ve anevrizma klibi kullanılmıĢtır (97-101). Ancak bu çalıĢmalarda standart ve 

ölçülebilir bir ezilme hasarı tam olarak oluĢturulamamıĢtır. Bu problemi çözmek için bir 

kaç yazar standart ezilme hasarı oluĢturmak için alet geliĢtirmeye çalıĢmıĢlardır (96, 

102, 103). Nissan ve ark. (104) tarafından yapılan bir çalıĢmada dijital voltaj okuyan 

alete bağlı tırtıklı hemostatik forsepsin basısını ölçebilmiĢlerdir. Rydevic ve Lundborg 

(96) ezilme hasarı için çember geliĢtirmiĢler ve sıçan siyatik sinirinde kullanmıĢlardır. 

Chen ve ark. (90) geliĢtirdikleri bir alette ise sıçan siyatik sinirinde 5 ile 150 Newton 

arasında oluĢturulan ezilme hasarında aksonotmezis olduğu gözlenmiĢtir. 1 Newton‘luk 

basınç uygulandığında ise nöropraksi gözlenmiĢtir. Bridge ve ark. (105) sıçan posterior 

tibial sinirde jewelers veya hemostat forsepsi ile bir veya iki kez ve 15 sn ile 60 sn 

arasında değiĢecek Ģekilde çeĢitli varyasyonlar ile 6 tip ezilme hasarı yaparak 

incelemiĢler ve sonuç olarak tüm bu varyasyonlarda aksonotmezis gözlemlemiĢlerdir. 

Bu çalıĢmada, kendi geliĢtirdiğimiz basınç sensörlü klemp yardımı ile aksonotmezis 

veya Sunderland tip Ⅱ  hasar oluĢturuldu. RLS yedinci trakeal halka seviyesinde daha 

görünür ve yüzeyel olduğu için birkaç çalıĢmada da yapıldığı üzere ezilme hasarı bu 

seviyede oluĢturuldu. Ancak ortalama 250 gr Sprague-Dawley cinsi sıçan için yedinci 

trakeal seviyeden larenkse kadar sinirin seyri ortalama 2 cm kadardır. Bu yüzden sinirin 

rejenerasyon hızı 1 mm/gün olarak düĢünülürse 2-3 haftada tam düzelme olacağı 

beklenebilir. Gelecek çalıĢmalarda bu yüzden daha proksimal kesimde ezilme hasarı 

oluĢturmak denenebilir. 

ÇalıĢmamızda hasarın klinik etkisini incelemek için vokal kord hareketleri tetkik ve 

takip edildi. Hasar öncesi tüm ratların normal vokal kord hareketlerine sahip olduğu, 

ezilme hasarı sonrası aynı tarafta vokal kord paralizisi olduğu endoskopik olarak 

kaydedildi. Hasar oluĢturulduktan 2 ay sonra ise vokal kordların son durumu yine 

endoskopik olarak incelendi ve vokal kord hareket skalasına göre değerlendirildi. 

Literatürde vokal kord hareket skalası için birkaç adet örnek mevcuttu. Lerner ve ark. 

(78) yaptığı  çalıĢmada vokal kord hareketini 0‘dan 3 e kadar 0:vokal kord hareketi yok 

1:kısıtlanmıĢ vokal kord hareketi 2:neredeyse normal vokal kord hareketi 3:normal kord 

hareketi olarak sınıflandırmıĢlardır. Bu çalıĢmada ise uygulanabilirliği ve verileri 

rasyonel olarak değerlendirebilmek için Tessema ve ark. (72) tariflediği vokal kord 

hareket skalası örnek alınmıĢtır. 
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Bu çalıĢmada kök hücre verilen ile verilmeyen gruptaki tüm sıçanlar hasardan 2 ay 

sonra incelendiğinde normal vokal kord hareketlerine döndükleri görülmüĢtür. Li ve 

ark. (77) yaptığı çalıĢmada, sıçanların %80‘inin vokal kord hareketlerinin hasar sonrası 

6. haftada normale döndüğü belirtilmiĢtir. Lerner ve ark. (78) yaptığı çalıĢmada ise, 

hasar sonrası 2. haftada tamamen düzelme gözlemlenmiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada ise 

hasar sonrası 4. haftada %50 6. haftada ise %100 düzelme olduğu görülmüĢtür (106). 

Bizim çalıĢmamızda ise hasar sonrası 8. haftada tüm sıçanlarda düzelme görüldü. 

Travma oluĢturulan periferik sinir dokusunda remiyelinizasyonun göstergesi miyelin 

çapının ince olması ve miyelin yapısında olan değiĢikliklerdir (107). Akson çapında 

meydana gelen değiĢikliğin Schwann hücre çoğalmasını tetiklediği ve miyelin 

kalınlığını değiĢtirdiği bildirilmiĢtir (107). Akson çapına göre anormal ince miyelin 

kalınlığı remiyelinizasyonun göstergesi olarak kabul edilmektedir (108). ÇalıĢmamızda 

akson sayısında kontrol ve çalıĢma grupları arasında anlamlı fark saptanmadı. Akson 

çapı değerlendirildiğinde ise akson çapının kontrol grubunda çalıĢma grubuna göre 

anlamlı olarak fazla olduğu görüldü. Bunun nedeni ise yapılan hasara bağlı 

dejenerasyon sebebiyle akson çaplarında ortaya çıkan geniĢleme olabilir. 

ÇalıĢmamızda aksonlar S100 ile immunfloresan olarak iĢaretlenmiĢtir. Güncel 

çalıĢmalar rejenere sinir liflerinin S100 ekspresyonu yaptığını göstermiĢlerdir. S100 

özellikle myelinli sinir lifleri tarafından eksprese olur. Li ve ark. (77) yaptığı bir 

çalıĢmada rekürren larengeal sinirde ezilme hasarı sonrası diferansiye schwann hücre 

benzeri YDKMKH ile sadece YDKMKH karĢılaĢtırılmıĢ ve diferansiye schwann hücre 

benzeri YDKMKH de S100 ekspresyonu görülürken sadece YDKMKH‘de neredeyse 

hiç görülmemiĢtir. 

Choi ve ark. yaptığı bir çalıĢmada (109) ise tavĢan larengeal sinirinde kesi sonrası 

delikli olmayan silikon tüp ile asimetrik delikli polycaprolactone(PCL)/Pluronic F127 

sinir rehber kanalı ile onarım yapılmıĢ ve silikon tüp ile onarım yapılan grupta S100 

ekspresyonu görülmez iken diğer grupta S100 ekspresyonu görülmüĢtür. 

Belirtilen çalıĢmaların metodolojileri çalıĢmamızdan farklı olduğu için bu çalıĢmalarla 

karĢılaĢtırmak doğru olmamakla birlikte bizim çalıĢmamızda S100 ekspresyonu 

açısından kontrol ve çalıĢma grubu arasında farklılık saptanmadı. Bunun sebebi 



50 

hasardan 2 ay sonra değerlendirme yapılmıĢ olması olabilir. Kök hücrelerin endojen 

Schwann hücrelerin proliferasyonunu arttırma ve Schwann hücrelerine farklılaĢma 

özellikleri bulunmaktadır. Bu yüzden henüz aksonal ve sinirin morfolojik iyileĢme 

düzeyleri daha düĢük olduğu erken dönemde yapılacak araĢtırmalar ile kök hücrelerin 

bahsedilen etkileri ve S-100 iĢaretlenme düzeyleri kök hücre eklenen grupta daha 

anlamlı olarak yüksek bulunabilirdi. Daha sonraki araĢtırmalarla bu durum 

değerlendirilebilir. 

Geleneksel olarak deney hayvanlarında LEMG orta hat servikal insizyon ile posterior 

krikoarytenoid kas veya adduktör kaslara ulaĢılarak yapılmıĢtır. Inagi ve ark. (110) özel 

bir laringoskop ve cerrahi platform geliĢtirerek transoral yoldan sıçan larinksinin emg 

kaydını almıĢlar ve vokal kord hareketlerini ölçebilmiĢlerdir. Tessema ve ark. (79) ise 

özel bir epiglot retraktörü geliĢtirmiĢlerdir. Böylece larenks endoskopik olarak daha net 

görülmüĢ ve transoral yoldan endoskop eĢliğinde bipolar elektrod ile LEMG yapılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada literatürde daha önce ratlarda hiç kullanılmamıĢ olan kendi geliĢtirdiğimiz 

bir metod ile LEMG yapıldı. Bu çalıĢmadaki metodun diğer metodlara göre avantajı 

diğerlerine göre daha az invaziv olması ve iğne elektrod yönteminde uyarılacak doğru 

kasları bulmanın güç olması ve tecrübe gerektirmesidir. Scott ve ark. yaptığı bir 

çalıĢmada köpeklerde hasar öncesi ve hasar sonrası hem endotrakeal hem de iğne 

elektrod ile LEMG yapılarak karĢılaĢtırma yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada hasarlı sinirde 

düĢük amplitüdlü uyarılmıĢ cevapları saptamada iğne elektrodun yüzeyel elektroda göre 

daha duyarlı olduğu görülmüĢtür. Ancak yüzeyel elektrod ile yapılan EMG lerde de 

iğne elektroda göre daha tutarlı dalga morfolojisi ve amplitüdü görülmüĢtür (111). Ġğne 

elektrod ile oluĢacak travmaya bağlı kanama, endoskopik muayenede görüĢ alanını da 

bozma ihtimali taĢır. Mevcut çalıĢmada invaziv olmaması, etkinliğinin daha önce 

gösterilmiĢ olması ve endoskopik muayene de yapılacak olmasından dolayı yüzeyel 

elektrod tercih edildi. Amaç, kontrollü ezilme hasarı oluĢturulan bir hayvan modelinde 

güvenilir EMG sinyalleri elde etmek ve zamana göre bu sinyallerin değiĢimini 

incelemekti. Fonksiyonel iyileĢme vokal kord hareketlerine bakılarak gözlemlendi. 

Kantitatif EMG ölçümleri nöroaksonal iyileĢmeyi kesin göstermemesine rağmen 

verilerimizde gözlenen bazı özellikler (hasar sonrası MÜP amplitüdün düĢüp hasar 

sonrası 2. ayda yüksek olması gibi) aksonal iyileĢmeyi gösteren özellikler ile 

uyumludur. Ancak çalıĢma ve kontrol gruplarının hasar öncesi ölçülen MÜP 
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amplitüdlerinin birbirinden farklı olması yaptığımız EMG ölçümünün 

kısıtlılıklarındandır. Hayvan çalıĢmalarında insanlarda görülen her tür sinir hasarı 

birebir oluĢturulamamasına rağmen hayvan modelimizde uygulanan metod ile 

araĢtırmacılar elektrofizyolojik değiĢiklikleri takip edebilirler. Dahası gelecek 

çalıĢmalarda RLS hasarı sonrası larengeal reinnervasyon amaçlı tedavilerde akuttan 

kronik faza kadar takip amaçlı bu model kullanılabilir. ÇalıĢmamızda uyguladığımız 

LEMG sırasında beĢ sıçanda ölüm meydana gelmesi bu modelin kısıtlılıklarından 

sayılabilir. Böyle bir metodun ilk denenmesi sebebi ile yeterli tücrebeye sahip 

olunmaması, anestezi yönetiminin yeterli olmaması ve laringospazm gibi anestezik 

komplikasyonların deneklerin ölümüne sebep olduğu düĢünülmüĢtür. 

Bu çalıĢmada çalıĢma ve kontrol gruplarının her ikisinde de MÜP amplitüd ölçümünün 

zamana göre değiĢimi anlamlı bulunmuĢtur. Amplitüdler her iki grupta da hasar öncesi 

yüksek, hasar sonrası belirgin düĢük ve hasar sonrası 2. ayda ise tekrar yükselmiĢ olarak 

bulunmuĢtur. 

ÇalıĢmada kullanılan LEMG modeli klinik ve literatür ile uyumlu ve baĢarılı 

çıktığından iyi bir model olarak düĢünülebilir. Ancak fibrilasyon, denervasyon ve 

rejenerasyon potansiyellerinin yüzeyel elektrotta saptanamaması bu modelin 

kısıtlılığıdır. ÇalıĢmanın bir diğer kısıtlılığı olarak; vokal kord muayenesi ve LEMG,  

hasar sonrası fonksiyonel düzelmeyi ve elektrofizyolojik değiĢikleri takip etmek amacı 

ile aralıklı olarak yapılamamıĢ olması sayılabilir. Bu durumun nedeni ise anestezi ve sık 

EMG‘ nin yol açabileceği mortaliteden kaçınmaktı. Böyle bir ölçüm yapılsaydı 

kantitatif olarak rejenerasyonun ve klinik düzelmenin takibinin daha iyi ölçülebileceği 

muhtemeldir. 

ÇalıĢmamızın pozitif yönleri literatürdeki diğer araĢtırmalardan farklı olarak kök 

hücrelerin lokal olarak verilmesi, tarafımızca geliĢtirilen hasarı optimize eden cihaz 

kullanılması ve iğne elektrod yerine larengeal yüzey elektrodu kullanılması olarak 

sayılabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

ÇalıĢmamızda basınç sensörüne sahip bir klemp yardımıyla RLS‘e standart bası 

uygulanarak, bu periferik sinirde hasar oluĢturuldu. Uyguladığımız ezilme hasarı ile 

aksonotmezis veya Sunderland tip Ⅱ hasar meydana geldi. Bu hasar modelinin diğer  

periferik sinir hasarlarında da uygulanabileceği düĢünüldü. 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre oluĢturulan aksonotmezis en geç 2 ayda kendiliğinden 

iyileĢmektedir. Ancak bu çalıĢmada ölçümler 2 ay gibi uzun bir sürede yapıldığından 

daha kısa sürede veya aralıklı olarak yapılacak incelemeler ile iyileĢme sürecinin daha 

detaylı analizi yapılabilir.  

RLS hasarı sonrası lokal olarak uygulanan YDKMKH‘nin kök hücre verilmeyen gruba 

göre fonksiyonel iyileĢmeyi ve sinir rejenerasyonunu arttırdığına yönelik bir bulgu 

saptanmadı. Ancak bu çalıĢmadan edindiğimiz bilgilerle, anlamlı istatiksel verilerin 

yetersizliği sebebi ile kesin sonuçlar çıkarılamaz. Periferik sinir hasarında özellikle RLS 

ve fasiyal sinir gibi problemli ve anormal reinnervasyona eğilimli sinirlerde kök hücre 

uygulamasının sinir rejenerasyonuna katkısı ile ilgili yapabilecek daha ileri çalıĢmalara 

ihtiyaç vardır. 
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