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OZET

Amag¢: Bu caligmanin amaci, adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(ADKMKH) ve kolekalsiferoliin (Vitamin D3, aktif form) fasiyal sinirin rejenerasyonu

tizerindeki etkisini degerlendirmektir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada 32 adet Sprague-Dawley cinsi si¢an kullanildi. Siganlarin
sag fasiyal sinirleri diseke edilerek, sinirin ana trunkusu sensorlii bir cihazla, 60 saniye
sikigtirtlarak her hayvana standart bir ezilme hasari olusturuldu. Hayvanlar esit olarak
dort gruba ayrildi: Grup 1 (pozitif kontrol grubu): Hasar bolgesine serum fizyolojik
uygulandi; ayni hayvanlarin sol fasiyal sinirleri sham grubu (negatif kontrol grubu)
olarak degerlendirildi. Grup 2: Dort hafta boyunca oral kolekalsiferol (3500
[U/kg/hafta) verildi. Grup 3: Hasar bélgesine 1x10° ADKMKH ve Grup 4: Hasar
bolgesine 1x10° ADKMKH ve dért hafta boyunca oral kolekalsiferol (3500 IU / kg /
hafta) kombine olarak uyguland.

Sinir rejenerasyonu: Fonksiyonel olarak gz kapatma refleksinin haftalik takibi ve dort
hafta sonra EMG (sinir ileti ¢aligmasi) ile; histolojik olarak ise, dort haftanin sonunda

sinir kesitindeki akson sayis1 ve miyelinli akson ¢apinin analizi ile degerlendirildi.

Bulgular: Fonksiyonel degerlendirmede en hizli iyilesme Grup 3 ve Grup 4’ te izlendi
(p<0.05). EMG’ de kontrol grubuna gore, biitiin deney gruplarmin bilesik kas aksiyon
potansiyeli (BKAP) amplitiidii anlamli yiiksek ve BKAP latans1 anlamli kisa olarak
saptand1 (p<0.05). EMG’ ye gore rejenerasyon agisindan en iyi sonuglar Grup 3 ve 4’ te
elde edildi. Histolojik degerlendirilmede, en iyi aksonal morfometri ve miyelinizasyon
Grup 4’ te saptand1 (p<0.05); Grup 2 ve 3’ iin sonuglar ise kontrol grubuna gére daha
iyi olmakla birlikte aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Sonu¢: Deneysel fasiyal sinir ezilme hasarinda, ADKMKH uygulamasi ve
kolekalsiferol ile kombine tedavisi, sinir rejenerasyonunu ve remiyelinizasyonunu,

fonksiyonel, elektrofizyolojik ve histolojik olarak artirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kok hiicre; fasiyal sinir; sinir rejenerasyonu,

kolekalsiferol.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of the adipose tissue derived
mesenchymal stem cells (ADMSCs) and cholecalciferol (active form of vitamin D3)

treatment on axonal regeneration of facial nerve and recovery of the nerve function.

Materials-Methods: Unilateral (right side) facial nerves of 32 rats were dissected and
clamped for 60 seconds to obtain a standard crush injury by a newly developed device
with sensor in this prospective, randomized study. Animals were divided equally into
four groups: non-treated control group (group 1), weekly oral bolus of cholecalciferol
(3500 IU/kg/week) (group 2), 1x10° ADMSCs-treated (group 3) and combined
ADMSC and cholecalciferol treated group (group 4). ADMSCs were isolated and
characterization of cells was performed by Flow Cytometry. Functional (eyelid closure
movements) and electromyographic recovery (latency and evoked compound muscle
action potential) were recorded at four weeks postoperatively. Histologically, the

spectra of fiber diameter, and number of axon of the nerve were analyzed.

Results: The fastest improvement in functional evaluation was observed in Group 3 and
Group 4 (p<0.05). In the EMG, CMAP amplitude was significantly higher and CMAP
latency was significantly short in all experimental groups compared to the control group
(p<0.05). Regarding the regeneration according to EMG, the best results were obtained
in Groups 3 and 4. In histological evaluation, the best axonal morphometry and
myelinization were found in Group 4 (p<0.05); The results of group 2 and 3 were better

than control group, but the difference was not statistically significant (p> 0.05).

Conclusion: In experimental facial nerve crush injury, ADMSCs application and
combined treatment with colecalciferol facilitated nerve regeneration and remyelination

in functional, electrophysiological and histological terms.

Key Words: mesenchymal stem cells; facial nerve; nerve regeneration; cholecalciferol.



1. GIRIS VE AMAC

Fasiyal sinir travmalari, fasiyal paralizilerin ikinci en sik sebebidir. Fasiyal paralizi,
okiiler komplikasyonlar, konugma giicliikleri, yutma zorlugu ve yiiz estetiginde bozulma

gibi problemlere neden olmaktadir (1).

Fasiyal sinir travmatik paralizilerinde, tam kat kesi durumunda uc uca anastomoz ile
onarim Onerilirken; sinirde segmenter kayip varsa anastomoz gerginligini dnlemek i¢in
koprii greftler ile reanastomoz altin standart tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir.
Son yillarda hiicre bazli tedavi yontemleri, molekiiler biyoloji, biyomedikal
alanlarindaki yogun calismalar ile periferik sinir rejenerasyonunda yeni tedavi

yontemleri gelistirilmektedir (2-4).

Periferik sinir rejenerasyonunda Schwann hiicrelerinin ve salgiladiklar1 lokal mediator
faktorlerin rolii oldugu bilinmektedir (5). Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (ADKMKH), kendilerini yenileme, bir¢ok farkli hiicreye doniisebilme
ozelliklerine sahiptir. Bu hiicrelerin Schwann hiicrelerine diferansiye olmalarinin
yaninda anjiogenezi tetikledigi, norotrofik faktorler salgiladigi ve aksonal yapiyi

korudugu gosterilmistir (6).

Kolekalsiferol (Vitamin D3, aktif form), giiniimiizde ¢ocuklarda rasitizmi onlemek ve
psoriyazis tedavisinde FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onay almis bir
molekiil olmakla birlikte immiin ve sinir sistemi {izerine olan etkileri giderek daha iyi
taninmaktadir (7). Kolekalsiferoliin inflame dokuda g¢esitli norotrofinlerin iiretilmesini
sagladigi ve T lenfosit (Th1/Th2) dengesini ayarladigi bilinmektedir (8). Ayrica santral

sinir sistemi hasarlarina iliskin literatiirde oldukca fazla arastirma olmasina karsin (7, 9-

1



11), periferik sinir hasarlarinda miyelinizasyonu ve rejenerasyonu olumlu ydnde

etkiledigini gosteren galismalar sinirli sayidadir (12, 13).

Bu calismada, adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve D vitamininin

fasiyal sinir hasarinin rejenerasyonunda, etkinliginin arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. FASIYAL SINiR ANATOMISI

Fasiyal sinir igerdigi farkli fonksiyonel yapilar nedeniyle diger kranial sinirlerden
farklilik gosterir. Motor, sensitif, sensdryal ve sekrotomotor lifleri i¢inde barindiran tek

kranial sinirdir. Ayrica motor korteksten itibaren kendine 6zgii bir anatomik seyri vardir.

Fasiyal sinir 2. Brankial arkustan gelisir ve insanda 7000’ i motor (efferent), 3000’ i

duyu (afferent) olmak tizere 10.000 sinir lifinden olusan karma bir sinirdir.
Fasiyal sinir klasik olarak:

1-Intrakraniyal-Supraniikleer, niikleer ve infraniikleer pargalara ayrilir.
2-Intratemporal- Labirenter, timpanik ve mastoid pargalara ayrilir.
3-Infratemporal-ekstrakranial olmak iizere ii¢ bolgede yer alr.

2.1.1. Supraniikleer Fasiyal Sinir Anatomisi

Fasiyal sinir niikleusuna ait motor hiicrelerin santral baglantilar1 piramidal traktusun
kortikobulber lifleri i¢inde gider. Yiiziin alt yarisina ait kortikobulber liflerin hepsi
capraz yapar. Ust yarismna gidenlerin ise bir kismi ¢apraz yapar bir kism1 yapmaz.
Boylece, alin her iki motor korteksten innerve olur. Bilateral olmayan suprantikleer
lezyonlarda yiiziin iist kisminda fonksiyon kaybi olmamasi yaninda, yiiz kaslarinin
tonusunda veya ani yiliz ifadesinde de herhangi bir bozukluk olmaz. Buna karsilik

istemli kas hareketleri kaybolur. Supraniikleer lezyonlarda ayrica santral sinir sistemi
3



tutulumu ile ilgili bazi norolojik bulgular da goriliir. Niikleer ve infraniikleer

lezyonlarda hem istemli hem de istemsiz kas hareketlerinde kay1p vardir.

Duygularin etkilesimi mimikler ile gergeklesir. Talamus ve globus pallidus ile iliskili
lifler bu emosyonel fasiyal goriiniim ile ilgili liflerdir ve sinire retikiiler formasyon yolu

ile ulasirlar.

Fasiyal sinirin korteks ve ¢ekirdekler dahil olmak tizere supraniikleer kisminda meydana
gelen paralizilere, santral fasiyal paralizi, niikleuslardan sonra ortaya ¢ikan paralizilere

ise periferik fasiyal paralizi adi verilir.
2.1.2. Niikleer Fasiyal Sinir Anatomisi

Fasiyal motor niikleus yaklasik 7000 néron igerir. Dordiincii ventrikiiliin hemen
tabaninda bulunur. Fasiyal sinirin parasempatik liflerinin ¢ekirdegi niikleus salivatorius

stiperiordur ve motor ¢ekirdegin tizerinde bulunur.

Fasiyal sinir ndronlar1 motor ¢ekirdegi terk ettikten sonra posterolateral bir seyir izler ve
altinc1 sinir ¢ekirdeginin ¢evresinden dolasarak beyin sapini nervus intermedius ile
birlikte terk eder. Fasiyal sinirin bundan sonraki seyri {i¢ kompartmanda degerlendirilir.

Bunlar intrakranial, intratemporal ve ekstrakranial kisimlardir.

Beyin sapinda bulunan diger kraniyal sinirlere ait (trigeminal, koklear) niikleuslardan
cikan lifler de fasiyal sinirin motor innervasyonuna destek olurlar. Bu ndronlar
kompleks fasiyal sinir reflekslerini olustururlar. Korneal reflekslerin trigeminal

cekirdek, stapes refleksinin ise akustik ¢ekirdek ile iligkisi vardir.
2.1.3. infraniikleer fasiyal sinir anatomisi
2.1.3.1. Intrakraniyal kisim (Serebellopontin kose)

Fasiyal sinirin serebellopontin kose (SPK) ile internal akustik kanal arasindaki seyri bu
kismi1 olugturur. Sinirin uzunlugu yaklasik 23-24 mm kadardir. N. intermedius ve VIII.
kraniyal sinir fasiyal sinire ponsun alt kenar1 seviyesinde pons ve serebellar pedinkiil
arasindaki mesafede eslik eder. Beyin sap1 diizeyinde fasiyal sinir VIII. sinir

¢ekirdeginin 6n altinda bulunur.



Fasiyal sinir beyin sap1 ile i¢ kulak yolu porusu arasinda ince bir glial tabaka ile
sarilidir. Orta fossa yaklasimlarinda sinir bu bolgede travmalardan kolaylikla etkilenir.

Ancak bu glial tabaka yavas gelisen tiimorlere karsi siniri korur.
2.1.3.2. intratemporal kisim
2.1.3.2.1. internal akustik kanal (meatal segment)

Beyin sapi ile internal akustik kanal (IAK) arasi 13-15 mm’dir. Pons ve medulla
bileskesinde beyin sapindan ayrilan fasiyal sinir, n.intermedius (Wrisberg siniri) ile
birlikte pontoserebellar agida seyrederek vestibiilokoklear sinirin anteriorundan IAK’ ya
girer. Fasiyal sinirin IAK icindeki uzunlugu 8-11 mm arasinda degisir ve bu kismi
meatal segment olarak isimlendirilendirilir. Internal akustik kanalin i¢ kulak ile

baglantili oldugu kisim fundus olarak adlandirilir.

Meningeal yapraklar, ince bir tabaka halinde IAK kemik duvarini sararlar. IAK’da sinir
cevresinde epindryum yoktur. IAK’ 1n fundusu seviyesinde ise dura yapraklari (pia ve
dura mater) fasiyal siniri de igine alir. Bazen bu birlesme fundusta olmaz ve fasiyal sinir
temporal kemik igerisinde genikulat gangliona kadar epindryum olmadan gelir. Kendisi
ile birlikte BOS’ ta genikulat gangliona kadar gelir; bu durumda piamater ve duramater
birlesmesi burada gergeklesir. Birgok viral enfeksiyonun genikulat gangliona
ulagsmasinda bu anatomik yapinin neden oldugu diisiiniiliir. Bu durum ayni zamanda
genikulat ganglionda gelisen primer kolesteatomlari, nérinomlar1 agiklamak iginde

kullanilmaktadir. N.intermedius tek basina bir sinir dali halinde fasiyal sinire eslik eder.

IAK fundusunda yer alan crista falciformis IAK’ y1 siiperior ve inferior olmak iizere iki
kompartmana ayirir. Siiperior kompartman krista vertikalis (Bill bar1) tarafindan
anterior ve posterior boliimlere ayrilir. Fasiyal sinir bu kompartmanlardan on {ist
kistmda bulunur. Ust arka kompartmanda siiperior vestibiiler sinir, alt kompatmanlarda

ise koklear ve inferior vestibiler sinir bulunur.
2.1.3.2.2. Fallop kanah

Fallop kanali 30 mm uzunlugundadir. Internal akustik kanal fundusu ile baslar ve
stilomastoid foramen ile sonlanir. Ug segment ve iki dirsek yapacak sekilde kivrimli bir

seyir izler. Bunlar labirentin, timpanik ve mastoid segmentlerdir.
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Fallop kanali ile fasiyal sinir arasindaki mesafe bolgelere gore degisir. Meatal
foramende, fasiyal sinir, kanalin %83’ {inii doldurur ve fasiyal sinir ile kanal arasinda
yanlizca 0,17 mm’lik mesafe vardir. Bu oran timpanik segmentte %73 olup kanal ile
sinir arast 0,41 mm’dir. Sinirin en kalin oldugu mastoid segmentte ise oran %64’tiir ve

kanal ile sinir aras1 mesafe 0,54 mm’dir.

Fallop kanali i¢inde bir sinirin seyrettigi en uzun kemik kanaldir. Ayrica seyrinin nerede
ise Z seklinde olmasi da kayda degerdir. Kanalin en dar yeri sinirin kanala girdigi
noktadir. Bu kesitin ¢ap1 ortalama 0,68 mm’dir. Kanalin bu darlig1 iskemiden 6ncelikle

bu bolgenin etkilemesine sebep olmaktadir.

Fallop kanali boyunca, kanalin periostu, epinéryum ve perinéryum fasiyal siniri saran

kiliflardir.

Labirentin (petroz) Segment: Baslangi¢ noktasini fundus, bitis noktasini ise genikulat
ganglion olusturur. Sinir bu segmentte 2-4 mm uzunlugundadir. Labirentin segmentin
yerlesimi kokleanin hemen posteriorunda, horizontal ve anterior semisirkiiler kanallarin
ampuller ug¢larinin posterolateralinde ve vestibiiliin anteriorundadir. Meatal foramen
fallop kanalinin en dar yeridir ve ¢ap1 yaklasik olarak 0,68 mm’dir. Fasiyal sinirin, bu
kisa, dar ve 1yi beslenmeyen segmenti, 6dem nedeniyle sinir kompresyonu, emboli, kan
akimi azalmasi ve vaskiiler basi gibi patolojilerden en siklikla etkilenen bolgesidir.
Fasiyal sinir daha sonra genikulat fossada dogrultusunu degistirir sert bir ag1 yaparak

arka ve disa dogru doner. Burada a¢1 70 derecedir (1.dirsek).

Timpanik (horizontal) segment: Genikulat ganglion ile piramidal proses arasi 8-11
mm’dir. Timpanik segment 1. dirsekten sonra genikulat gangliondan piramidal
eminense dek lateral semisirkiiler kanalin infeirorunda ve oval pencerenin siiperiorunda
seyreder. Siniri bu boliimde ince bir kemik lamina sarar ve siklikla da dehissans
gosterir. Bazen sinir fallop kanalindan oval pencereye dogru sarkabilir. Sinirin orta
kulaga giriginin hemen medialinde kokleariform ¢ikinti bulunur. Timpanik segment,
distalde fossa inkudis inferomedialinde yaklasik 120 derecelik bir ac1 ile donerek 2.
dirsegini yapar ve orta kulaktan cikip mastoid igine girer. ikinci dirsek 2-6 mm

uzunlugundadir ve bu kistm mastoid cerrahisi sirasinda sinirin risk altinda oldugu
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bolgedir. Sinir bu kisimda lateral semisirkiiler kanal kurvatiirii ile paralellik gosterir.
Yine bu diizeyde sinirin medialinde lateral ve siiperior semisirkiiler kanallarin
ampullalar1 bulunur. Eriskinlerde Fallop kanali iki kisimda olduk¢a dardir. Birincisi

meatal foramen, ikincisi timpanik segmentin orta bolimiidiir (14).

Mastoid (vertikal) segment: Piramidal proses ile stylomastoid foramen arasi 10-14
mm’dir. Fasiyal sinirin en uzun segmentidir ve sinirin ¢api 1 mm’den biraz fazladir.
Mastoid segmentten 3 sinir ayrilir; bunlar nervus stapedius, korda timpani ve posterior

aurikdiler sinirdir.
2.1.3.3. Ekstratemporal Kisim

Stylomastoid foramen ile pes anserinus arasi 15-20 mm’dir. Stylomastoid foramenden
cikan fasiyal sinir, digastrik ve stylohyoid kaslar arasindan seyrederek parotis bezine
girmeden Once aurikula kaslarini, m. stylohyoidesu ve m. digastricusun posterior karnini
innerve eden; sirasiyla n. aurikularis posterior, n. stylohyoideus ve n. digastricus’u verir.
Parotis bezi iginde yiizeyel ve derin loblar arasinda “’kaz ayag1’’ anlamina gelen ‘’pes
anserinus’’ u olusturan fasiyal sinir, temporofasiyal ve servikofasiyal olmak iizere iki
ana dala ayrilir. Temporofasiyal daldan frontal, zigomatik ve bukkal; servikofasiyal
daldan ise marjinal mandibuler ve servikal sinirler ayrilir. Fasiyal sinir buccinator,

levator anguli oris ve mentalis kaslarina ek olarak 14 mimik kasi innerve eder (15).

Lateral kantusun medialinde olusan fasiyal sinir hasarlarinda, genis anastomoz agindan

dolay1 spontan iyilesme gerceklesebilir ve nadiren cerrahi eksplorasyon gerektirir (16).
2.2. FASIYAL SINIR FiZYOLOJiSi

Fasiyal sinir motor, duyu, parasempatik uyari tasiyan toplamda 10.000 sinir lifinden
olusur. Bunlarin 7000’1 miyelinli motor, 3000’{i miyelinsiz duyusal ve sekretuvar

ozelliktedir.
2.2.1. Ozel visseral afferent lifler

Korda timpani dilin 2/3 6n kisminin tat duyusunu alir. N. intermedius yoluyla traktus

solitarius’a gelir ve niikleus solitarius’ta sonlanir.



2.2.2. Genel somatik afferent lifler

Dis kulak yolu (DKY) arka duvar1 ve timpanik membran bir boliimii ile aurikula DKY
girisinden agr1, 1s1 ve dokunma duyularini alirlar. N. intermedius ile ponsta trigeminal

sinire tasinir. Buradan ¢ikan lifler kortekste girus postsentraliste sonlanirlar.
2.2.3. Genel visseral efferent lifler

Parasempatik uyarilar tasiyan liflerdir. N.siliperfisyalis petrosus major ile sfenopalatin
gangliona ve oradan lakrimal beze ve palatin glandlara sekretuvar lifleri tasir.
N.petrosus stiiperfisyalis mindr ile otik gangliona parasempatik uyariy1 tasir. Ayrica
korda timpani yoluyla da submandibiiler ve sublingual glandlara parasempatik uyariy1

tagtyan liflerdir.
2.2.4. Ozel visseral efferent lifler

Fasiyal sinirin motor uyarilarini tasiyan liflerdir. Mimik kaslari, stilohyoid, digastrik kas

arka karnina motor uyarty1 tasirlar.
2.3. FASIYAL SINIR HISTOLOJISI

Bilindigi gibi, sinir uyarilari, noronlarin akson adi verilen uzantilar1 yoluyla
iletilmektedir. Aksonlar schwann hiicreleri ile sarilidir ve iki schwann hiicresi arasinda
miyelin kilifin olmadigi Ranvier diigiimii olarak adlandirilan kisimlar vardir. Miyelinli
noronlarda iletim saltatuar denilen atlamali iletim sayesinde olduk¢a hizlidir. Periferik
sinirlerde, siniri ¢evreleyen tli¢ farkli bag dokusu bulunmaktadir. Aksonlar arasindaki
destek doku endondryum tabakasidir. Akson fasikiillerini saran perindryum tabakasi ve

en dista siniri ¢cevreleyen epindryum tabakalari bulunmaktadir (Sekil 1).



AXON ——__

Kaynak: https://antranik.org/fundamentals-of-the-nervous-system-and-nervous-tissue

Sekil 1.  Bir periferik sinirin histolojik yapist goriilmektedir. Aksonlari saran
endondryum, fasikiilleri saran perindryum ve tiim fasikiilleri ¢evreleyen
epindryum tabakalar1 goriilmektedir.

2.3.1. Sinirdeki lezyon

Sinir hasarlar1  histopatolojik olarak Seddon tarafindan 1943’de ndropraksi,
aksonotmezis ve norotmezis olmak tizere {ige ayrilmistir. Daha sonra 1978’de
Sunderland bir periferik sinir lifinin ugrayabilecegi muhtemel bes hasar derecesi

tanimlamistir (Sekil 2).
2.3.1.1. Noropraksi

Sinir i¢indeki basing artisina bagli olarak ileti durur. Ancak lezyonun distal kismi
elektriksel uyariya cevap verir. Basi kaldirilirsa, hemen veya 3 hafta i¢inde iyilesme

baglar.
2.3.1.2. Aksonotimezis

Basi hemen kaldirilmazsa, venéz drenaj bozulur ve aksonda dejenerasyon meydana
gelir. Sinir kilifi saglamdir. Basincin kaldirilmasindan 3 hafta-2 ay sonra iyilesme
baslar. Endondral tiiplerde hasar olmadig i¢in iyilesme tamdir. Sinirin rejenerasyon hizi

giinde ortalama 1 mm kadardir.



2.3.1.3. Endonorotimezis

Burada endonéryum ve akson hasara ugramistir. Bu nedenle iyilesme tam olmayabilir.
Fibrillerin rejenerasyon esnasinda yanlis kas gruplarina girmesi sonucu sinkinezi

geligebilir ve iyilesme yetersiz olur.

2.3.1.4. Perinorotimezis

Bunda akson, endonéryum ve perindryum hasarlidir. Sinkinezi oran1 yiiksektir.
2.3.1.5. Norotimezis

Sinir tamamen kopmustur. Bunlarda agrili néromalar olusabilir.

Son iki evrede (4-5) onarim yapilmadikga, kendiliginden iyilesme miimkiin degildir.

_Epindriyum
rinoriyum
Normal sinir 5:0} \:I'I:zeollnli skaon
e
Hasar

s, i ——— oo
2. derece hasar 5 :or\c—g AKSONOTEMEZIS
3. derece hasar 5 or\= NOROTEMEZIS
4. derece hasar l Of\'= NOROTEMEZIS +

—_— - —

\— —

S. Derece hasar xor—— s NOROTEMEZIS ++

J—— E—

Kaynak: https://www.researchgate.net/figure/Sunderland-classification-of-nerve-injury-adapted-from-
Deumens-et-al-9-2010_figl 270893142

Sekil 2.  Sinir Hasar1 Siniflandirmasi. Sinire uygulanan basi sonrasi 1. veya 2. derece
hasar izlenmektedir. Sinir kiliflarinda herhangi bir hasar spontan
rejenerasyonu saglamaktadir. Ancak evre 4 ve 5. diizeyi hasarlarda onarim
olmaksizin kendiliginden iyilesme miimkiin olmamaktadir.
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2.4. PERIFERIK SIiNIR DEJENERASYONU VE REJENERASYONU

Periferik sinir hasar1 sonrasinda, histolojik diizeyde demiyelinizasyon, wallerian ve

aksonal dejenerasyon olmak iizere ti¢ ayr1 ndronal cevap olusur.

Segmental demiyelinizasyon sinirin belli bir kismmin ezilmesi veya gerilmesi
nedeniyle meydana gelir. Hasarin proksimal ve distal segmentinde iletim normaldir.
Hasarl1 bolgedeki miyelin kayb1 nedeniyle senkronize iletim bozulmus ve milisaniyeler
diizeyinde impuls iletiminde gecikmeler olmaktadir. Periferik sinir demiyelinizan
hastaliklarinda EMG’de latanslarin uzamasi bu mekanizma ile agiklanmaktadir.
Calismamizda da ezilme hasari uygulanarak, bu siniflandirmada evre 2 diizeyinde

noronal dejenerasyon olusturulmustur.

Wallerian dejenerasyon, Sunderland evre 2-5 arasindaki tiim hasar tiplerinde gelisebilir.
Sinir hasarim1 takiben ilk reaksiyonlar hasarin distal kisminda meydana gelir.
Norotrofinler, kemokinler gibi enflamatuar sitokinler salgilanir. Bunlarin etkisiyle
Schwann hiicreleri prolifere olurlar ve bu hiicreler tarafindan, rejenerasyon {initesi
(bliylime konisi) olusturulur. Schwann hiicre siitunlarinin olusturdugu Biingner bantlar
ile aksonlarin takip edecegi yol belirlenmis olur (17). Biiyiime konisi bu yol boyunca 1-
3 mm/giin hizla ilerleyerek sinirde biiylime saglanir. Bu hiz hasarin bolgesine gore
degisebilir. Tlerleme hiz1 perifere yaklastikca azalir. Akson iyilesme hiz1 tiirlere gore de
farklilik gosterir. Ornegin bu hiz kemirici hayvanlarda 2-3,5 mm/giin iken insanda 1-2

mm/giin’diir (18). Yeni olusturulan miyelin orjinale gore genellikle daha incedir.

Hasar bolgesindeki endonoral tiiplerin durumu da iyilesmenin kalitesi agisindan
onemlidir. Bazi aksonlar distal uca ilerleyemezler ve bag dokusu ile Schwann
hiicrelerinden olusan néroma formasyonu gelisir. Noromalar basi etkisiyle iyilesmeyi
olumsuz yonde etkilerler. Bu sinir rejenerasyonundaki en Onemli basarisizlik

nedenlerindendir.

Sinir rejenerasyonunda, beyin kaynakli norotrofik faktoér (Brain Derived Neurotrophic
Factor=BDNF), norotrofin-3 (NT-3), norotrofin-4/5 (NT-4/5), norotrofin-6 (NT-6), sinir
bliylime faktorii (nerve growth factor=NGF), siliyer ndrotrofik faktér (Ciliary
Neurotrophic Factor=CNTF) gibi noérotrofik faktorlerin etkili oldugu gosterilmistir (19-
21).
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2.5. FASIYAL PARALIZi

Fasiyal sinir kranial motor sinirler igerisinden en ¢ok fonksiyon kaybina ugrayan
sinirdir. Bunun en dénemli sebebi uzun ve dar kemik kanal igerisinde kivrimlar yaparak
seyretmesidir. Fasiyal paralizilerin %90°1 bu kemik kanal igerisindeki patolojiye bagl
ortaya ¢ikmaktadir. Fasiyal paralizi etyolojisinde konjenital, travma, noérolojik,

enfeksiyon, metabolik, tiimoral, toksik, iatrojenik, idiyopatik gibi bir ¢ok sebep vardir.
2.5.1. Travmatik fasiyal paralizi

Fasiyal sinir travmalari, fasiyal paralizilerin en sik ikinci nedenidir. Travmatik fasiyal

paralizinin tedavisi, degisken ve dinamik bir siirectir.

Travmatik fasiyal paralizilerin tedavisinde, paralizinin baslangici (hizli veya gecikmis),
paralizinin derecesi (komplet veya inkomplet), travmanin tipi (kiint, kesici veya
iyatrojenik), sinirin durumu, fasiyal paralizinin siiresi ve motor son plagin durumuna
gore karar verilir (22). Yine hasarli fasiyal sinirin biitiinliigt, ulasilabilir lokalizasyonda
olmasi, travmanin lateral kantusa gore pozisyonu diger belirleyici unsurlardir. Eger
motor son plak hala fonksiyonel ise fasiyal kaslarinin innervasyonunun restorasyonu
icin tedavi planlanmalidir. Fonksiyonel degilse, dinamik fasiyal restorasyon icin bir

alternatif kas transferi diistiniilmelidir.

Fasiyal sinir hasari, kiint veya penetran travma sonucu olusabilir. Kiint travmalar ve
bunlarin igerisinde motor kazalari en sik nedeni olusturur (23). Penetran travmalar i¢in
en tipik Ornek hayvan isiriklari, bigak yaralanmalari ve atesli silah yaralanmalar

sayilabilir. Tyatrojenik olarak en sik parotis cerrahisi sirasinda yaralanma ile karsilagilir.

Sinire yonelik operayonun zamanlamasi 6nem tasir. Travma ile es zamanl total
paralizilerde, acil eksplorasyon gerekir. Geg¢ baslangi¢cli komplet veya inkomplet
paralizilerde anatomik olarak sinirin intakt oldugu akla getirilmelidir. Gecikmis komplet
paralizilerde, bazi arastirmacilar 3. ve 14. giinlerde seri ENoG yapilmasin1 Onerirler.
Etkilenmeyen tarafla karsilastinlldiginda %95 iizerinde kayip varsa fasiyal
dekompresyon Onerilmektedir (24). Onun haricinde gecikmis veya inkomplet

baslangich fasiyal paralizilerde medikal tedavi ile yakin takip onerilmektedir. Sonradan
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total hale gelmis parsiyel paralizi olgularinda, 6-12 ay icinde ameliyat edilmeleri

oOnerilir.

Fasiyal sinirin biitiinliigiiniin bozulmasi durumunda onarim yapilmalidir. Amag
proksimal ve distal uglarin karsi karsiya getirilmesidir. Uygulanacak teknik fasiyal
sinirdeki doku kaybiin derecesine gore belirlenir. Sinir lezyonu % 50’nin altinda ise
intakt kalmis olan liflerin korunmasi gerekir. Lezyon %50°nin iizerinde ise sinirdeki
kesinin tamamlanmasi ve ardindan anastomoz tekniklerinin kullanilmasi gerekmektedir
(25). Giunlimiizde fasiyal sinir tam kat kesilerinde uc-uca anastomoz ile onarim
onerilirken; serbest sinir uclar1 arasinda 2 cm iizerinde gap varliginda sinir otogreftleri
ile onarim altin standart yaklasim olarak kullanilmaktadir. Ancak dondr saha
morbiditesi, siirli kullanilabilirligi ve noroma olusma riskleri bu teknigin
dezavantajlar1 arasindadir (26, 27). Sinirde gerginlik yaratmadan onarim yapilmalidir.
Sinir hasarinda segment kaybi varsa kablo greft kullanimi onerilmektedir. En sik
kullanilan greftler n. aurikiilaris magnus ve n. suralistir. Proksimal fasiyal sinirin
bulunamadigr durumlarda kaslarin reinnervasyonu i¢in bdlgesel kranial sinirler

kullanilabilir. Siklikla hipoglossal sinir anastomozda kullanilir.
2.5.2. Deneysel fasiyal paralizi

Fasiyal paralizide yeni tedavi yoOntemlerinin klinik uygulamaya girebilmesi igin
literatiirde deneysel paralizi modeli ile ilgili ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Fare (28),
tavsan (13), kobay (29) ve en sik siganlar (30) tizerinde fasiyal paralizi modeli
calisilmaktadir. Tam kat kesi (29), segmenter sinir eksizyonu (31, 32) ve ezilme (28)
hasar1 seklinde farkli hasar modelleri tanimlanmistir. Kobaya gore daha kolay temin
edilmesinden ve fasiyal sinir anatomisinin fare ve tavsana goére daha rahat ortaya

konulmasindan dolay1 ¢alismamizda da sican tercih edilmistir.
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Kaynak: Functional recovery after facial nerve cable grafting in a rodent model. JAMA facial plastic
surgery, 2014.

Sekil 3. Sican fasiyal sinir sematik gosterimi; soldaki kirmizi ok ana trunkusu,
sagdaki ok bukkal ve marjinal mandibiiler dallarin anastomozunu
gostermektedir.

2.5.3. Fasiyal paralizili hastalarin degerlendirilmesinde kullanilan testler
2.5.3.1. Lezyonun yerinin tespitinde kullanilan testler

Schirmer testi: Fasiyal sinir ilk dalimi lakrimal beze verir. Lezyon n.petrozus
stiperfisyalis major dalinin ¢iktigr genikulat gangliyon hizasinda veya daha proksimalde

ise o tarafta gozyasi salgis1 azalir ve Schirmer testi pozitif denir.

Akustik refleks testi (Stapes kasi refleksi): Kars1 kulaga yiiksek siddette (80-90 dB)
ses verilerek, stapes kasinin kasilip kasilmadigi akustik impedansmetre ile kontrol
edilir. Sayet kasilma yoksa lezyon, fasiyal sinirin bu dalin1 verdigi yerde veya daha

proksimaldedir.

Tat testi: Tat reseptorlerinin uyarilmasi esasina dayanir. Aci, eksi, tuzlu, tath degisik
maddelerle veya galvanik akimla reseptorler uyarilarak (elektrogustometri) dilin iki

tarafi arasindaki tat duyusu karsilastirilir. Sonuclar giivenli degildir.
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Blatt testi: Bu testte, wharton kanallarina yerlestirilen ince bir tiip ile iki taraf

arasindaki tiikriik salgis1 karsilastirilir.

Tiikriik pH’s1 testi: Tiikriik akimi arttikga pH’da artmaktadir. Hastalarda tam i1yilesme,
tiikriik pH’s1 6,4 ve iistiinde olanlarda daha iyidir.

Lezyonun yerinin belirlenmesinde kullanilan bu testlerin akut enfeksiyonlardaki yeri

sinirlidir. Uzun siire devam eden fasiyal paralizilerde ise degerleri ¢ok azdir.
2.5.3.2. Prognostik Testler

Paralizinin baslangicindan 3-5 giin sonra yapilan elektriksel test sonuglar1 faydalidir.
Sinirde dejenerasyon gelisip gelismedigini ya da dejenere olan sinirde rejenerasyonun

baslayip baslamadigin1 gosterir.

Sinir uyar testi (Nerve excitability test - NET): Fasiyal sinire elektrik akimi verilir ve
kasilma meydana getiren esik deger belirlenir. Iki taraf arasindaki farkin 3,5

miliamperden fazla olmasi, sinir iletiminin kotii oldugunu gosterir.

Maksimal sinir uyar testi: Bu testte yiiziin her iki tarafinda en fazla kasilma meydana

getiren akim miktar1 ol¢iliir.

Elektronoronografi (ENoG): Bu testin yapilist maksimal sinir uyari testi gibidir.
Farkli olarak; ENoG’da uyarilmis aksiyon potansiyelleri bir cihaz ile kaydedilir. Normal
ve etkilenen taraftaki toplam potansiyeller arasindaki amplitiid farkina gore sinirdeki
dejenerasyon orani tespit edilir. Fasiyal paralizi takibinde, digerlerinden daha giivenilir
sonuglar verir. Bu testler paralizi sonrasi ilk 3-4 giin sinir iletimi devam ettigi i¢in

yapilmamalidir.

Elektromiyografi (EMG): Dejenere olan sinirde rejenerasyonun olup olmadigini
gosteren Onemli bir prognostik testtir. Aksiyon potansiyelleri Olgiiliir. Bu test
paraliziden 3 hafta sonra yapilir. Bir sinir dejenerasyonundan sonra motor iinit
potansiyellerin gbézlenmesi, rejenerasyonun ilk isaretidir ve ¢ogunlukla istemli kas
hareketleri baslamadan kendini gosterir. Fibrilasyon potansiyellerinin goriilmesi
sinirdeki dejenerasyonu gosterirken, polifazik reinnervasyon potansiyellerinin

gbzlenmesi, rejenerasyonun isaretidir.
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2.6. KOK HUCRELER

Kok hiicreler organizmay1 olusturan 6zellesmemis hiicreler olup, sinirsiz boliinebilme,
kendini yenileme ve cesitli dokulara doniisebilme yetenegine sahip hiicrelerdir. Farkli
doku hiicrelerine doniisebilme yetenegine “plastisite” veya “diferansiyasyon” denir.
Ayrica kok hiicre sayisimni sabit tutmak ig¢in, farklilasmadan once boliinerek kendi
sayisini arttirir. Buna “kendini yenileme” denir (33). Uygun ortamda, farkli hiicre
tiirlerine doniiserek, c¢esitli doku ve organlar1 olusturabilme yetenegine sahip olan bu

hiicrelerin, rejeneratif tipta kullanimi hizla yayginlasmaktadir.
Bu hiicreler farklilagma yeteneklerine gore bes gruba ayrilirlar. Bunlar;

Totipotent hiicreler
Pluripotent hiicreler
Multipotent hiicreler
Oligopotent hiicreler

Unipotent hiicrelerdir.

Totipotent kok hiicreler: Fertilizasyon sonrast olusan zigot tek bagma tim
organizmayr meydana getirebilecek genetik bilgiye sahiptir. Totipotent hiicreler,
viicudun tiim hiicrelerine farklilagsabilme 6zelligine sahip olan kok hiicrelerdir. “Toti”
Latincede tiim her sey anlaminda, “potent” ise giic anlamindadir. Totipotent, 'her seyi
olusturma' anlamindadir. Blastomerin olustugu ilk 4-5. giine kadar, var olan hiicreler

totipotent potansiyeldedir (34).

Pluripotent kok hiicreler: Emriyonun 4.-5. giiniinde olusan blastokist asamasindaki
hiicrelerdir. Bu hiicreler, mezodermal (kemik, kas, yag, kan, kikirdak gibi), ektodermal
(noral sistem, deri, sa¢ gibi) ve endodermal (hepatositler, pankreatik beta hiicreleri,
sindirim sistemi hiicreleri gibi) yaklasitk 200 farkli hiicre tiirline doniisebilme

kapasitesine sahiptir. Ancak tek baslarina bir organizmayi olusturamazlar (35).

Multipotent kok hiicreler: Pluripotent hiicreler, daha az 6zellesmis olan multipotent
hiicrelere de farklilagirlar. Multipotent hiicreler ise, daha smirli sayida hiicre tipine
doniigebilen hiicrelerdir. Mezenkimal stromal hiicre olarak da adlandirilan MKH’ ler
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multipotent kdkenli hiicrelerdir ve kemik, kikirdak, kas, kalp, yag hiicreleri gibi belirli
hiicre tipine farklilasabilme kabiliyetine sahiptirler (35).

Oligopotent kok hiicreler: Birka¢ hiicre tipine farklilagabilen hiicrelerdir.
Hematopoetik kok hiicre lenfoid ve miyeloid oOnciil hiicrelerine farklilasirlar ve bu
hiicreler oligopotent 6zellik tasir. Lenfoid onciil hiicreler T ve B lenfositlerine, NK
hiicrelerine farklilagabilirlerken eritrosit, makrofaj, mast hiicreleri gibi hiicreler de

miyeloid onciil hiicrelerinin farklilagsmasi ile olusurlar (36).

Unipotent kok hiicreler: Sadece bir ¢esit hiicre grubuna farklilagabilen hiicrelerdir.
2.6.1. Kok hiicrelerin elde edildikleri kaynaklar

2.6.1.1. Embriyonel kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler, embriyonun blastosist evresindeki i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen pluripotent Ozellikteki hiicrelerdir. Bu hiicreler viicuttaki hemen hemen tiim

somatik germ hiicresini olusturma kapasitesine sahip hiicrelerdir (33, 35).

2.6.1.2. Fetal Kok Hiicreler

Fetal kok hiicreler, amniyotik kok hiicreler veya umblikal kord kok hiicreler olarak da
bilinmektedir. Diferansiye olma kapasiteleri embriyonel kok hiicrelere gore daha az
ancak erigkin kok hiicrelere gore daha yiiksektir. Kullanimi ve temin edilmesi

konusunda embriyonel kok hiicrelere gore etik agidan daha uygundur (37).
2.6.1.3. Eriskin kok hiicreler

Eriskin viicudundan bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. Temin edildigi bolgeye gore

siniflandirilirlar.
2.6.1.3.1. Mezenkimal kék hiicreler

Bu hiicreler mezodermal kokenli hiicrelere farklilagabildiklerinden dolayr mezenkimal
kok hiicreler olarak adlandirilirmislardir. Kemik, kikirdak, kas, ligament, tendon, yag
gibi hiicrelere farklilasabilirler. Genel olarak bu hiicrelerin mezodermal hiicre gruplarina

farklilasabilme ozellikleri oldugu diisiiniilse de, mezodermal olmayan hiicre serilerine
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de farklilagabildikleri kabul edilmektedir. Bu nedenle ndrorejenaratif etkileri olabilecegi

distiniilmektedir.

Adipoz doku kaynakh mezenkimal kok hiicreler: Adipoz doku kaynakli kok
hiicreler, temin edilmesinin kolaylig1 ve tekrarlanabilir olmasinin yaninda, prolifere
olma kapasiteleri ve farklilagsma yeteneklerinin de, kemik iligi kaynakli kok hiicrelere
gore daha yiiksek olmasi nedeniyle daha avantajlidir. Yapilan ¢alismalarda diferansiye
edilmis adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin, schwann hiicre ve multiple noronal hiicre

gostergeleri tasidiklari bildirilmistir (38).
2.6.1.3.2. Noronal kok hiicreler

Sinir sistemi hiicrelerinin kendilerini yenileyemedikleri diistintiliiyordu. Ancak yapilan
arastirmalar, insan beyninde noral hiicrelerin onciili olan kok hiicreler oldugunu
gostermistir (39). Bu hiicreler noronal ve glial hiicre grublarina farklilagirlar. Ancak bu

dontisim belirli bolgelerle sinirhidir (40).
2.6.1.3.3. Dental pulpa kok hiicreleri

Noral krest kaynakli disten izole edilen hiicrelerdir. Periferik sinir rejenerasyonunda

olumlu etkileri oldugunu gésteren ¢aligmalar mevcuttur (41).
2.7. PERIFERIK SINIR HASARINDA KOK HUCRE KULLANIMI

Periferik sinir hasarinda, dogru teknik ile onarim yapilsa dahi, istenilen sonuglar her
zaman alinamamaktadir. Bu nedenle sinir rejenerasyonunu saglayacak ve tedavi siiresini

hizlandiracak baska tedavi se¢enekleri arastirilmaktadir.

Periferik sinir hasarinda, kok hiicre uygulamalar1 bu konuda dikkate degerdir. Kok
hiicrelerin, schwann hiicrelerine farklilastigi ve olusturduklar1 mikrogevrede

rejenerasyonu saglayacak parakrin etkilerinin oldugu diistiniilmektedir.

Hangi tiir kok hiicre uygulanacagi konusunda dikkat edilmesi gereken konular: izole
edilecek bolgenin kolay ulagilabilir olmasi, hiicrelerin in vitro kiiltiirde hizli prolifere

olmast, in vivo ortamda canli kalmasi, konak dokulara uyum saglayip immiin reaksiyon
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olusturmamast seklinde siralanabilir (38). Ayrica uygulanan kok hiicrenin tipi,

farklilagsma derecesi, scaffold (iskele) ve verilis metodu 6nemlidir (42).

Kok hiicreler schwann hiicrelerinin ¢ogalmasini tetikleyerek ve schwann hiicre
aktivitesini arttirarak etkilerini gostermektedir. Schwann hiicrelerinin, temin edilme
zorlugu ve kiiltiire edilip ¢ogaltilmasinin uzun siireler gerektirmesi sebebiyle kullanimi
siirlanmaktadir. Bu sebeple Schwann hiicrelerine farklilasabilen kok hiicreler 6n plana
cikmistir. Kok hiicrelerin schwann hiicresine diferansiye olup, Biingner bandlar
olusturarak aksonal gelismeye klavuzluk edebilecegi diisliniilmektedir. Ayrica bu
hiicrelerin, biiyime faktorleri salgilayarak veya parakrin etkilerle konak schwann
hiicrelerinden biiylime faktorleri salgilatarak etki ediyor olabilecekleri diistiniilmektedir
(38).

Kok hiicrelerin, beyin-derive norotrofik faktor (BDNF), glial hiicre serisi-derive-
norotrofik faktér (GDNF), sinir biiyiime faktorii (NGF), fibroblast biliylime faktorii
(FGF), hepatosit biiyiime faktorii, vaskiiler endotelial biiytime faktoérii (VEGF) gibi
biiylime faktorlerini salgilandigi gosterilmistir (20, 43-45).

Kok hiicrelerin periferik sinir hasarinda uygulanmalan ile ilgili ¢esitli metodlar
bulunmaktadir. Direk hasarli bolgeye uygulanma, hasarli bolgede konduit (tiip) liimen
icerisinde uygulama, periferik vendz yoldan sistemik uygulama seklinde 6zetlenebilir.
Bolgeye lokal uygulamalarda kok hiicrenin tutunup yasayabilecegi, ¢ogalip
farklilisabilecegi iskele gorevi goren gesitli materyaller tanimlanmigtir. Hyaluronik asit,
polietilen glikol, gelatin, fibrin ve matrijel gibi ¢ok cesitli iskele gérevi goren yapilar
kullanilmistir. Kullanilan bu iskelelerin ana amaci hiicrelerin sahada kalmasini
saglamaktir; ancak literatiirde bu yapilarin hiicrenin diferansiyasyonunu da etkiledigi
bildirilmistir (46). Kok hiicre uygulama metodlarindan bir digeri de hiicrelerin kondiiit
(tiip) limen igerisinde verilmesidir. Bu konduitler igerisi bos bir liimen seklinde veya
kondiiit i¢erisinde bir matrikse bu hiicrelerin gomiilmesi seklinde uygulanmaktadir. Kok
hiicreler fibrin ve kollajen gibi ekstraseliiler matriksden olusan dogal kondiiitler
icerisinde uygulanabilecegi gibi; silikon tiip, poliglikolik asit, politetrafloroetilen ve

sitozan gibi sentetik kondiiitler icerisinde de uygulanabilmektedir.
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Calismamizda iskele olarak gelatin siingerler kullanilmistir. Kok hiicreyi sahada
tutmasinin yaninda noronal yapiya diferansiye olmasimi etkiledigi literatiirde

gosterildigi i¢in bu materyal tercih edilmistir (46).

Periferik sinir rejenerasyonunda kok hiicre kullanimiyla ilgili literatiirde bir¢ok deneysel

calisma olmasina karsin, heniiz klinik ¢alisma yoktur.

Calismamizda, sinir rejenerasyonuna olumu etkileri olan adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicre ile, literatiirde periferik sinir ¢alismalar1 nispeten az olan D
vitamininin birlikte ve ayr1 ayri uygulanarak, rejenerasyona olan etkileri

degerlendirilmistir.
2.8. D VITAMINI

D vitamini, yagda ¢Oziinen, hormon gibi etki gostererek viicutta kalsiyum
metabolizmasini diizenleyen bir molekiildiir. Viicudumuzda kalsiyum metabolizmasi,
noromuskuler fonksiyonlar, immiinmodulator ve inflamatuar siireglerde rol oynar.
Kolekalsiferol (vitamin D3) ve ergokalsiferol (vitamin D2) olmak iizere 2 formu vardir.

Kolekalsiferol hayvansal kaynakli, ergokalsiferol ise bitkisel kaynaklidir.

Kolekalsiferoliin %5 'i giinliik alinan besinlerden saglanirken; biiyiik bir kismi (%95)
giines 1sinlari ile ciltte sentezlenir. 25 hidroksivitamin D formuna, karacigerdeki 25
hidroksilaz enzimi sayesinde doniisiir. Bobreklerde bir kez daha hidroksillenerek

vitamin D’ nin aktif formu olan; 1,25 hidroksivitamin D (kalsitriol) formuna dondsiir.

Kolekalsiferol énemli immiinmodiilator ajanlardandir. Tip 1 diabetes mellitus, sistemik
lupus eritamatozus (SLE), multipl skleroz (MS) ve romatoid artrit (RA) gibi birgok

otoimmiin hastalik diisiik vitamin D seviyeleri ile iliskili bulunmustur (47).

Kolekalsiferoliin ~ kalsiyum-fosfor ve kemik metabolizmasi tizerindeki etkileri
bilinmektedir. Ayrica bircok organda D vitamini reseptorii oldugu ve kolekalsiferoliin
birgok sistem {izerinde diizenleyici etkisi oldugu gorillmiistiir. Calismalar, deney
hayvanlarinin merkezi ve periferik sinir sistemlerinde D vitamini reseptérleri oldugunu
gostermistir (48, 49). Kolekalsiferoliin ayrica néronal gelisime ve remyelinizasyona
olumlu etkileri bulunmaktadir (50). Yapilan ¢alismalar, kolekalsiferoliin noroprotektif

ve norotrofik etkileri oldugunu gostermislerdir (51, 52). Kolekalsiferoliin periferik ve
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merkezi sinir sistemi tizerindeki bu olumlu etkilerinin sitokinler, norotransmitterler ve
sinir bliyiime faktorii yolu ile yaptigi diistiniilmektedir (12, 51). Literatiirde, deneysel
periferik sinir hasarinda da kolekalsiferoliin iyilesmeyi artirdigina yonelik ¢alismalar

mevcuttur ancak sinirh sayidadir (12, 13).
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3. GEREC ve YONTEM

Arastirma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmis olup; (Proje no: 7193) projeye baslamadan 6nce, Erciyes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 15.02.2017 tarih 17/008 karar no ile 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.

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu ¢alismada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirmalar
Merkezinden temin edilen, 12-16 haftalik ve ortalama agirligr 250-300 gram olan 32

adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanilmstir.

Arastirma siirecinde siganlar 21-22 °C gevre sicakligi, 12/12 saat aydinlik/karanlik
siklusunun saglandigi, havalandirilmasi kontrol edilen odalarda barmdirilmstir.

Beslenmeleri ve su i¢imi serbest birakilmistir (ad libitum).
3.2. SENSORLU KLEMP TASARIMI

Fasiyal sinir ezilme hasarinin, her hayvanda standart olmasi1 i¢in; uyguladig1 basingla,
dissiz mini forsepsin agiz kismina yerlestirilen karbon plaklar arasindaki elektrik
gecirgenliginin orantili olarak artmasi ve bunun monitérize edilmesi prensibiyle ¢alisan,

7298 kodlu “’Vokal kord paralizisi sonrasi lokal olarak uygulanan yag dokusu kaynakli
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mezenkimal kok hiicrelerinin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel diizelme {iizerine
etkisi’” isimli ¢alismada kullanilan, sensorliic klemp (Resim 1) kullanildi. Cihazin
kalibrasyonu ve standardizasyonu farkli yumusakliktaki cisimlerde (kablo ve pamuk)

ezilme uygulanarak test edildi.

Resim 1. Sensorlii klemp sistemi

3.3. CERRAHI ISLEMLER

Tilim cerrahi iglemler aseptik sartlar altinda, cerrahi mikroskop (Carl Zeiss OPMI Visu
200 S8, Almanya) kullanilarak, ayni kisi tarafindan uygulandi.

Cerrahi islemler intraperitoneal olarak uygulanan 50 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar® 500
mg/10 ml, Pfizer) ve 10 mg/kg Ksilazin HCI ( Rompun® %2, 25 mg/ml, Bayer)
kombinasyonu ile saglanan anestezi altinda uygulanmistir. Arastirmanin sonunda
sakrifiye edilen si¢anlara aym1 kombine anestezi uygulanmistir. Derin intraperitonal
anestezi altinda, kornea refleksi ve ekstremite ¢cekme yaniti kaybolduktan sonra sican
sol yanina yatirilmistir (Resim 3A). Sag yiiz yarisi tityleri trag edildikten sonra, %10’luk
Polivinilpirolidon iyot soliisyonu (Batticon, Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile saha temizligi

yapilip, steril delikli cerrahi ortii 6rtiildii (Resim 3B-C).
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Sag aurikula 6n alt kisitmdan bukkal alana uzanan 1 cm cilt insizyonu yapildi (Resim
3D). Cilt, cilt alt1 gegildikten sonra preaurikiiler lenf nodu ve parotis bezi disseke
edilerek ekarte edildi (Resim 4A-B). Sag fasiyal sinirin ana gévdesi ve dallar1 (Resim 2
ve 4C-D) ortaya konulduktan sonra, sensorlii klemp ile 30 saniye horizontal planda, 30
saniye vertikal planda toplam 60 saniye, sensoérde 100-200 mv araliginda kalindig
gozlenerek, standart bir ezilme hasari uygulandi (Resim 5A-B-C). Hasarlanmis ana
trunkus bolgesine absorbe edilebilir spongostan parcalar1 (Gelfoam; Pfizer, New York,
ABD) yerlestirildi (Resim 5D-6A). Spongostan igerisine hayvanin bulundugu tedavi
grubuna gore 0,2 cc serum fizyolojik igerisinde adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreler veya yalnizca 0,2 cc serum fizyolojik enjekte edildi. Kontrol grubundaki
sicanlarin sol yliz yaris1 da tarif edilen sekilde disseke edilerek fasiyal sinir ortaya
konuldu ancak herhangi bir hasar verilmeden 5,0 ipek ile cilt kapatildi (negatif kontrol-

grup 1s-sham).
3.4. DENEK GRUPLARI ve TEDAVI
Uygulanan tedaviye gore 4 denek grubu olusturuldu:

Grup 1 (Kontrol grubu, n=8): Hasarli bolgeye gelfoam i¢ine, 0,2 cc serum fizyolojik
verildi (pozitif kontrol-grup 1k). Ayni hayvanlarin, ayni seansta, sol fasiyal sinirleri de
diseke edildi ve herhangi bir hasar olusturulmadan kapatildi (negatif kontrol-grup 1s-

sham).

Grup 2 (D vit. grubu, n=8): Hasarli1 bdlgeye gelfoam igine, 0,2 cc serum fizyolojik
verildi ve 3500 IU/kg/hafta dozunda toplamda 4 kez oral kolekalsiferol uygulandi.

Grup 3 (Kok hiicre grubu, n=8): Hasarli bolgeye gelfoam igine, 0,2 cc serum
fizyolojik igerisinde 10° adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre (ADKMKH)
uyguland.

Grup 4 (Kok + D vit grubu, n=8): Hasarli bolgeye gelfoam i¢ine 0,2 cc serum
fizyolojik igerisinde 10° adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicre (ADKMKH)
uygulandi ve 3500 1U/kg/hafta dozunda toplamda 4 kez oral kolekalsiferol verildi.

Biitiin sicanlar islem sonrasi1 toplam 28 giin takip edilmistir.

24



ler ven

jugu

Resim 2. Fasiyal sinir ana trunkusu ve dallari. * Eksternal
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Resim 3. A, sicanlarin sag yiiz yarisi tras edilip cerrahi pozisyonun hazirlanmas;
B,batikon ile saha temizligi; C, steril 6rtii ile 6rtme; D, infraaurikiiler
insizyon

Resim4. A, bukkal, marjinal mandibiiler dallar ve *preaurikiiler lenf nodu;
B,*preaurikiiler lenf nodu, C, fasiyal sinir ana trunkusu, dallari, *fasiyal
sinir ana trunkusu; D, ana trunkus
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Resim 5. A,B, sinir ana trunkusunun klemp ile hasarlanmasi; C,hasar sonrast;
D,gelfoam pargalarin bolgeye yerlestirilmesi

Resim 6. A, gelfoam yerlestirildikten sonra; B, ADKMKH’ nin uygulanist; C,
uygulandiktan sonra; D, 5.0 ipek siitiir ile cilt siitiirasyonu
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3.5. KOK HUCRELERIN iZOLASYONU

Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre (ADKMKH) izolasyonu i¢in iki adet rat
kullanildi. Ratlarin inguinal bolgesinden yag yastikciklari eksize edildi. Fosfat tamponlu
salin (PBS) ile yikanan yag dokusu tasima soliisyonu igerisinde Erciyes Universitesi
Genom ve Kok Hiicre Merkezine (GENKOK) tasmmustir. Tasima soliisyonu %1
penisilin/streptomisin i¢ceren Dulbecco Modifiye Eagle Besiyeri (DMEM)'dir. Ardindan
steril bir petri igerisine alinan yag dokusu mekanik olarak pargalandi. 30 dakika
boyunca Tip 2 Kollojenaz (2,5mg/ml; Sigma Aldrich, Almanya) kullanarak 37°C'de
enzimatik olarak parcalanan yag dokusu filtreden gegirilerek hiicrelerine ve debrise
ayristirllmigtir.  Ardindan  elde  edilen  mezenkimal kok  hiicreler %l
penisilin/streptomisin  (Biological Industries, Israil) ve L-glutamin (Biological
Industries, Israil) iceren standart DMEM Kkiiltiir ortaminda 3-4 giinde bir besiyeri
degistirerek ¢ogaltildi. Adipoz dokudan hiicreler %80-90 yogunluga gelince pasajlama
islemi yapildi. Kiiltiir kaplarinin igerisindeki besiyeri bosaltilarak PBS ile yikama
yapildi. Hiicreleri kiiltiir kabindan kaldirmak igin tizerine tripsin EDTA (Biological
Industries, Israil) eklendi. Tripsin aktivitesi durdurulduktan sonra siispansiyon konik
tipler igerisine toplandi. 300 g.” de 21 °C’ de 5 dk. santrifiij edildikten sonra
siipernatant atilarak pellet kiiltiir kab1 basina 1-1,2x10° canli hiicre olacak sekilde ekim
islemi yapildi. Bu islemler hiicreler 3. pasaj olana kadar devam ettirildi. Hayvan
ameliyatlarmin oldugu giin sigan bagma 0.2 cc' de 1x10° hiicre olacak sekilde

hazirlandi.

Immunfenotiplendirme analizi igin, {igiincii pasaja gelen hiicreler Tripsin-EDTA
(Biological Industries, ABD) ile 3 dakika inkiibe edildikten sonra iki defa yikama
islemi yapildi. 1x10° hiicre akim sitometri analizi icin kullamldi. CD 11b/c
(BD#562222), CD29 (BD#562801), CD44 (BD#550974), CD45 (BD#561587),
CD73(BD#551123) ve CD90 (BD#561409) antikorlar1 ile 30 dakika boyunca oda
sicakliginda ve karanlik kosullarda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler santrifiijle

yikanarak akim sitometri cthazinda (BD FACS Canto II) analiz edildi.
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3.6. DEGERLENDIRME YONTEMLERI

3.6.1. Goz kapama performans analizi

Sicanlarin pamuk ¢ubuk ile korneaya dokunduktan sonra goziinii kapatma kabiliyeti,
Borin ve arkadaglar1 (53) tarafindan tarif edildigi gibi asagidaki skala kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 1).

Islem oncesi biitiin sicanlarmn, bilateral kornea refleksleri kontrol edilerek, normal

oldugu gozlendi.

Tablo 1. G6z kapatma refleksi degerlendirme skalasi (71).

Skor Hareket
0 Gozle farkedilen herhangi bir hareketin olmamasi
Kasin kasilmasi ancak farkedilen kapanmanin olmamasi
Gozde % 25 kapanma gozlenmesi
Gozde % 25-50 kapanma gdzlenmesi
Gozde % 50-75 kapanma gdzlenmesi
Gozde % 75-100 kapanma gdzlenmesi

OB |WIN|F

Hasar oncesi ve sonrasi 1., 2., 3. ve 4. haftalardaki skorlar kaydedildi. Elde edilen

skorlar gruplarin kendi i¢inde ve gruplar arasinda karsilastirildi.
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3.6.2. Elektromiyografi (EMG)

Tiim elektrofizyolojik dl¢iimler Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim

Dali EMG Laboratuar1’ nda yapilda.

Sicanlarin EMG kayitlarr, Cadwell® (Sierra® Summit ™, ABD) cihazi kullanilarak
kaydedildi (Resim 7-8). Cerrahi islem Oncesi ve islemden 4 hafta sonra hayvanlarin
bilateral fasiyal sinir EMG kayitlar1 alindi. Tim EMG’ ler ayni ndroloji uzmani
tarafindan kor olarak degerlendirildi. Cerrahi islemden 4 hafta sonra, 50 mg/kg Ketamin
HCI (Ketalar® 500 mg/10 ml, Pfizer) ve 5 mg/kg Ksilazin HCI ( Rompun® %2, 25
mg/ml, Bayer) kombine anestezi indiiksiyonundan sonra, uyarilmis bilesik kas aksiyon
potansiyeli (BKAP) sinyallerini kaydetmek i¢in, vibrissal kaslara, aktif kayit elektrodu
yerlestirildi; referans kayit elektrodu ise yaklagik 10 mm distale yerlestirildi. Fasiyal
sinir ana trunkusu, bipolar yiizey stimiilatorii ile, Stilomastoid foramen altina
yerlestirilen katot (negatif kutup) klips ve bunun 10mm proksimaline yerlestirilen anot
(pozitif kutup) Kklips ile uyarildi. Kayit elektrodu ile stimiilatér arasindaki mesafe 2 cm
olacak sekilde ayarlandi. Hayvanin sag st ekstremitesine toprak klips elektrodu
yerlestirildi (Resim 9). Tiim BKAP' lar, 20 ila 50 miliamper yogunlugu ve 0.1 ms'lik bir
stire ile uygulanan, supramaximal sinir stimiilasyonu ile elde edildi. Filtreler 2-10.000
Hz’e ayarlandi. BKAP latansi, stimulus artefaktindan, BKAP dalgasimin ilk
elektronegatif defleksiyonunun baslangic noktasina kadar gecen siire (ms) olarak
tanimlandi1. Hasarlanan fasiyal sinirinin iyilesmesini degerlendirmek i¢cin BKAP’larin
latanst ve amplitiidii kaydedildi (Sekil 4). Elde edilen BKAP amplitiid ve latans

degerleri gruplar arasinda kiyaslandi.
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Resim 7. EMG kayitlarinin alindigi Cadwell® (Sierra® Summit ™, ABD) cihazi

Resim 8. Deney hayvanlarina EMG uygulanisi
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3.6.3. Histolojik analiz

Histolojik degerlendirme, cerrahi islemden 4 hafta sonra yapildi. Hayvanlarin sag
fasiyal sinirleri, 50 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar® 500 mg/10 ml, Pfizer) ve 10 mg/kg
Ksilazin HCI ( Rompun® %2, 25 mg/ml, Bayer) kombine anestezi indiiksiyonundan
sonra tekrar disseke edildi. Sinir, stilomastoid foramenlerden ¢ikis noktasi ile bukkal
dalimin 3 mm'lik segmenti dahil olacak sekilde ¢ikarildi. Kontrol grubu hayvanlarin sol
yiizii sham grubu olarak kabul edildigi i¢in bu si¢anlarin tarif edilen sekilde bilateral

fasiyal sinirleri ¢ikarildi. Islem sonrasi hayvanlar servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi.

Alnan fasiyal sinirler % 4 paraformaldehid icinde +4 °C’de 24 saat fikse edildi. Daha
sonra sinir dokulari kryomatriks igine gomiilerek sivi azot ile dondurulup bloklar
hazirland1 ve boyama islemi yapilana kadar bloklar -80 ° C' de muhafaza edildi.
Kryostat cihazi yardimi ile -80 °© C' den alinan sinir dokularindan 8 pm kalinliginda
transvers kesitler alind1 ve histopatolojik degerlendirme i¢in kesitler Oil Red O ile
boyandi. Herbir deney grubuna ait sinir kesitlerinin morfolojik degerlendirmesi i¢in bir
151k mikroskobu kullanilarak (Olympus BX-51, Tokyo, Japonya) 100x biiylitmede
rastgele 5 farkli alandan mikroskobik fotograflar ¢ekildi (Resim 10).

Kantitatif Histomorfometri

Fasiyal sinirdeki akson sayisi, niceliksel histomorfometride dogruluk agisindan Image J
yazilim programi kullanilarak sayildi. Sinir kesitlerinde, miyelinli sinir lifi ¢api, her
gruptan en az 1000 tane olacak sekilde Image J yazilim programi kullanilarak 6l¢iildii.

Elde edilen veriler gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Resim 10. Fasiyal sinir histolojik kesitlerinin 151k mikroskopi goriintlisii ( 8 pm
frozen kesit, Oil red O boyama, 100x biiyiitme, aksonlar (siyah ok) ve
etraflarinda kirmizi1 boyanmis miyelin dokusu)

3.6.4. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler TURCOSA (Turcosa Analitik Ltd. Co., Turkey,

www.turcosa.com.tr) programi kullanilarak yapilmistir. Verideki degiskenlerin normal

dagilip dagilmadigin1 degerlendirmek igin Shapiro-Wilk testinden, histogram, ve g-q
plot grafiklerinden yararlanilmigtir. Varyans homojenlikleri i¢in Levene test istatistigi
kullanilmistir. Veriler; sikliklar ve yiizdelikler, ortalama =+ standart sapma veya ortanca,
minimum-maksimum olarak gosterilmistir. Haftalar arasinda fark olup olmadigina
parametrik olmayan Friedman testi ile bakilmistir. Gruplar arasi farkliliklar
degerlendirmek icin parametrik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve parametrik
olmayan Kruskal — Wallis testi kullanilmistir. Gruplar arasi ikili karsilagtirmalar igin

LSD test istatistigi kullanilmigtir. Anlamlilik diizeyi olarak p-degeri 0.05 alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ADIPOZ KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE iZOLASYON VE
KARAKTERIZASYONU

Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir kaplarina tutunan adherent 6zellikte oldugu
tespit edildi. Igsi yapida ve fibroblast benzeri morfolojiyi sergiledikleri ve pasajlar
boyunca korudugu gozlendi (Resim 11 ). Akim sitometri ile yapilan analiz sonucu
hiicrelerin, CD45, CD11b belirtegleri i¢in negatiftken; CD44 CD73, CD90 , CD29
belirteglerini pozitif eksprese ettigi bulundu (Sekil 5). Bu 6zellikleri ile mezenkimal

kok hiicre olduklar1 dogrulandi.

Resim 11. Igsi yapiya sahip sican adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler, Invert
Mikroskop x10
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Sekil 5.  Sican adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri ile

karakterizasyon histogrami CD29 (%99.65); CD 44 (%95.09); CD73
(%96.25); CD90 (%90.86); CD11b (%0.2) ve CD 45 (%0.3)
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4.2. GOZ KAPATMA PERFORMANS ANALIiZi

Tim gruplarda cerrahi dncesinde yapilan bilateral kornea refleks muayenesi ve fasiyal

fonksiyonlarin normal oldugu gorilmiistiir.

Tablo 2.  Gruplara gore gz kapatma refleks skorlama sonuglar1. (Ortanca, minimum-
maksimum, Kiiciik harfler haftalar arasi, biliyiik harfler ise gruplar arasi
anlaml fark1 gostermektedir (p<0,05))

Hafta 1 Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 p

Grup 1s 5.00 5.00 5.00 5.00 0.99

(Sham) (5.00-5.00)*° | (5.00-5.00)% | (5.00-5.00)*% | (5.00-5.00)% :

Grup 1k 0.00 2.00 3.00 4.00 <0.001

(Kontrol) (0.00-0.75)** | (1.00-2.75)** | (3.00-3.75)>* | (4.00-5.00)* '

Grup 2 1.00 3.00 4.50 5.00 <0.001

(D vit) (0.25-1.75)*® | (2.00-3.75)*® | (4.00-5.00)"® | (5.00-5.00)® '

Grup 3 2.00 4.50 5.00 5.00 <0.001

(KoK hiicre) (2.00-3.00)*%¢ | (3.25-5.00)*¢ | (5.00-5.00)"5¢ | (5.00-5.00)" '

Grup 4 3.00 4.00 5.00 5.00 <0.001

(Kok + D vit) (3.00-4.50)*P | (3.25-5.00) **®€ | (5.00-5.00)"5€ | (5.00-5.00)8 '

D <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1.hafta

1. hafta degerlendirme sonuglarina gore: Grup 1k ile grup 3 ve 4 (kok hiicre verilen
gruplar) arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmistir (p<0,05). Sadece D vitamini
uygulanan grup 2 ile hem kok hiicre hem D vit. uygulanan grup 4 arasinda da anlaml
fark gortilmistiir (p<0,05). Kok hiicre igeren gruplarin kendi arasinda (grup 3-4) anlaml
fark izlenmemistir (p>0,05). 1. hafta fonksiyonel degerlendirme sonuglarina gore; kok

hiicrenin, iyilegsme hizin1 artirdig1 goriilmiistiir.
2.hafta

2. haftanin sonunda grup 3 ve grup 4 ile kontrol grubu arasinda anlamli fark izlenmistir
(p<0,05). Grup 2 ile grup 3 ve 4 arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Ayrica 2.

haftanin sonunda sham grubu, yani hi¢ hasar verilmemis olan grup ile kok hiicre
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uygulanan grup 3 ve 4 arasinda anlaml fark izlenmemistir. Bu da kok hiicre uygulanan

gruplarda fonksiyonun tama yaklastigini gostermektedir.

2.hafta sonuglarmma gore, 1. Haftadakine benzer sekilde kok hiicrenin iyilesme hizini

artirdig1 goriilmiistiir.
3.hafta

3. hafta sonunda grup 3 ve grup 4’ te fasiyal fonksiyonlarin tamamen diizeldigi

gozlenmistir.

Iyilesme hizlarmna istatistiksel agidan bakildiginda, 3. hafta sonuglari da 2. haftadakine
benzer bulunmustur. Grup 3 ve grup 4 si¢anlarin kontrol grubu ile anlamli fark

izlenmistir (p<0,01).
4. hafta

4 hafta sonunda, kontrol grubu da dahil olmak iizere biitiin gruplarda fasiyal

fonksiyonlarin tama yakin (evre 4-5) diizeldigi gézlenmistir.

Sonug olarak kok hiicre iceren gruplarda (grup 3-4) 2. haftanin sonunda tama yakin
(evre 4-5) iyilesme gozlenmistir. 3. haftanin sonunda grup 2’ de de tama yakin iyilesme
izlenmistir. Grup 1’ de tama yakin iyilesme 4. haftanin sonunda izlenmistir (Grafik 1)
(Tablo 2).
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Grafik 1. Gruplarin haftalik iyilesme egrileri

4.3. ELEKTROMIYOGRAFIK ANALIZ (EMG)

BKAP amplitiid degerleri, Sham grubunda 9.43+0.30 mV, kontrol grubunda 3.57+1.46
mV olarak elde edilmistir (p<0,05). Tiim deney gruplar1 ile kontrol grubu arasinda
anlamli istatistiksel fark izlenmistir (p<0,05). Grup 4’ iin BKAP amplitiid degerleri
sham grubuna yakin izlenmistir (p>0,05). Grup 2’ nin BKAP amplitiidii, kok hiicre
uygulanan gruplara (grup 3 ve 4) gore anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05). Grup 3 ve
grup 4 kendi arasinda kiyaslandiginda; Klinik olarak BK AP amplitiid degerlerinin grup
4’ te daha 1yi olmasina karsin, iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

izlenmemistir (p>0,05) (Tablo 3) (Grafik 2).

BKAP latanslari, sham grubunda 0.87+0.04 ms, kontrol grubunda 1.834+0.44 ms olarak
izlenmistir (p<0,05). Tim deney gruplart ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
izlenmistir (p<0,05). Deney gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda anlamli fark
saptanmamstir (p>0,05). Deney gruplar1 ile sham grubu arasinda BKAP latansi
acisindan anlaml fark izlenmemesi (p>0,05) sinir rejenerasyonunun fonksiyonel olarak

tama yakin oldugunu diisiindiirmiistiir (Tablo 3) (Grafik 3).
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D vitaminin tek basina uygulanmasinin, elektrofizyolojik acgidan rejenerasyona olumlu

etkileri oldugu gorilmistiir. En iyi elektrofizyolojik sonuglar kok hiicre gruplarinda

(Grup 3-4) izlenmistir.

Tablo 3.

BKAP Latans (ms) ve BKAP amplitiid (mV) degerlerinin gruplara gore

dagilimi. (BKAP: Bilesik kas aksiyon potansiyeli, Kiigiik harfler gruplar
arast anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0,05)).

Latans (ms) BKAP Amplitiidii (mV)
Grup 1s (Sham) 0.87+0.04° 9.43+0.30°
Grup 1k (Kontrol) 1.83+0.44° 3.57+1.46°
Grup 2 (D vit.) 1.02+0.17° 5.90+1.36°
Grup 3 (Kok Hiicre) 1.00+0.18" 7.41+1.56°
Grup 4 (Kok+D vit.) 0.86:+0.05° 7.47+2.08°
p <0,001 <0,001
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Grafik 3. BKAP Latans (ms) degerlerinin gruplara gore dagilimi. * Gruplar arasi
istatistiksel anlaml1 fark1 gostermektedir (p<0,05).

4.4, HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Akson sayilari, Sham grubunda 337.80+48.98, kontrol grubunda 254.68+39.95 olarak
elde edilmistir (p<0,05). Kontrol grubunun akson sayis1 tiim deney gruplarindan diigiik
olmakla birlikte; istatistiksel olarak anlamli farklilik yalnizca Grup 4 ile arasinda
gozlenmistir (p<0,05). Ayrica Grup 4 ile sham grubu arasinda anlamli fark izlenmemesi
bu grupta sinir rejenerasyonunun histolojik olarak tama yakin oldugunu diisiindiirmiistiir

(p>0,05) (Tablo 4) (Grafik 4).

Miyelinli akson ¢aplari, Sham grubunda 4.41+1.27 pum, kontrol grubunda 3.70+£1.36 pm
olarak elde edildi (p<0,05). Yanlizca Grup 4’ te miyelinli akson ¢aplari, diger gruplara
kiyasla anlamli yiiksek izlendi (p<0,05) (Tablo 4).
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Sonug olarak, D vitamini ve kok hiicrenin birlikte uygulanmasinin, daha iyi histolojik
bulgulara sebep oldugu goriilmiistiir. Sham grubuna ait fasiyal sinirlerin histolojik
kesitleri 151k mikroskobik olarak incelendiginde, bag dokusu ve schwann hiicre kilifi ile
cevrelenmis ¢ok sayida aksondan olusan fasiyal sinir histolojisi normal goriiniim
sergiledi. Kontrol grubunda aksonal dejenerasyon, myelin kaybi ve inter aksonal bag
dokusu kayb1 gibi histopatolojik degisiklikler dikkati ¢ekti. Sadece kok hiicre ve D
vitamini verilen gruplarda goériilen hasar miktar1 kontrole gére azalma gosterdi. Sinir
hasarindan sonra kok hiicre ile D vitamini birlikte verilen grupta ise sadece kok hiicre ve
D vitamini verilen gruplara gore iyilesmenin daha iyi oldugu ve histolojik bulgularin

neredeyse sham grubuna yakin oldugu belirlendi (Resim 11).

Tablo 4. Akson sayilar1 ve akson caplarinin gruplara gére dagilimi. (Kiigiik harfler
gruplar aras1 anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0,05))

Akson Sayisi Akson Capi (um)
Grup 1s (Sham) 337.80+48.98° 4.41+1.27°
Grup 1k (Kontrol) 254.68+39.95" 3.70+1.36°
Grup 2 (D vit.) 269.32+75.04° 3.62+1.11°
Grup 3 (Kok Hiicre) 272.80+85.62° 3.70+1.35"
Grup 4 (Kok+D vit.) 311.48+63.86° 4.01+1.72°
p degeri <0,001 <0,001
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Resim 12. Gruplara gore fasiyal sinir histolojik kesitlerinin 151k mikroskopi goriintiileri ( 8 pm
frozen kesit, Oil red O boyama, 100x biiyiitme, K: Grup 1k-kontrol grubu, D: Grup
2-D vitamini grubu, KH: Grup 3-ADKMKH grubu, KD: Grup 4-ADKMKH ve D
vitamini grubu, S: Grup 1s-Sham grubu). Sham grubunun bag dokusu ve schwann
hiicre kilifi ile ¢evrelenmis ¢ok sayida aksondan olusan fasiyal sinir histolojisi
normal goriiniimde izlenmistir. Kontrol grubunda aksonal dejenerasyon, myelin
kaybt ve inter aksonal bag dokusu kaybi gibi histopatolojik degisiklikler
goriilmiistiir. Sadece ADKMKH ve sadece D vitamini verilen gruplarda goriilen
hasar miktar1 kontrol grubuna gore daha az izlenmistir. Sinir hasarindan sonra
ADKMKH ile D vitamini birlikte verilen grupta ise sadece ADKMKH ve D
vitamini verilen gruplara gore iyilesmenin daha iyi oldugu ve histolojik bulgularin
sham grubuna yakin oldugu belirlenmistir.
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Grafik 4. Akson sayilarinin gruplara gore dagilimi. * Istatistiksel anlaml farklihigt
gostermektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Periferik fasiyal paralizinin idiyopatik (%50-80) nedenlerden sonra en sik ikinci nedeni
travmadir (54). Periferik fasiyal paralizi, atesli silah yaralanmasina, bas-boyun
bolgesine alinan kiint ve penetran travmalara, timor cerrahisi gibi iyatrojenik sebeplere
bagli olarak ortaya cikabilir. Travmatik fasiyal paralizilerde tedavinin sekli ve zamani
hastanin genel durumuna, paralizinin komplet veya parsiyel olusuna, hemen veya
gecikmis sekilde ortaya ¢ikmasina, topografik testlere, elektrofizyolojik testlere,
goriintiilemelere, eksternal travmalarda yaranin temiz veya kontamine olmasina ve
zedelenmenin lokalizasyonuna ve siddetine gore belirlenir. Giiniimiizde travmatik
fasiyal paralizi tedavisinde, cerrahi miidahale gereksinimi ve zamani {izerinde fikir
birligi bulunmamaktadir. Temporal kemik fraktiirlerinde fasiyal paralizinin baslangi¢
zamani Onemlidir. Travma ile baglayan paralizi, sinirde kesi oldugunu ve erken
miidahaleyi gerektirirken; daha sonra gelisen paralizi sinirde 6deme baglanir ve
prognozun daha iyi oldugunu ve medikal tedavi uygulanabilecegini diisiindiiriir (55).
Fasiyal paralizinin hafif oldugu durumlarda konservatif medikal tedaviler ile takip
edilirken, travma sonrasi total paralizilerde genellikle cerrahi dekompresyon ve
eksplorasyon gerekmektedir. Bu tip ciddi yaralanmalar, sebep oldugu estetik ve
psikolojik problemler nedeniyle, hastalarin yasam kalitelerini 6nemli derecede
etkilemekte ve gilincel tibbi yaklasimlar gelisse de tedavide fasiyal fonksiyonlarin

kazanimi konusunda genellikle tatmin edici sonuclar alinamamaktadir.

Deneysel hayvan ¢alismalarinda fasiyal sinir paralizisi modeli olarak tam kat kesi (29),

segmental eksizyon (56) , ezilme (57) gibi ¢esitli yontemler tarif edilmistir. Ezilme tipi

hasar modeline 6rnek olarak anevrizma klipsleri ile ezme (58), dissiz mini forseps ile iki
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eksende, 30’ar saniye, toplam 1 dakika siireyle ezme (59) vaskiiler klemp yardimiyla 30
dakika veya 40 dakika siire ile ezme (60) gibi farkli uygulama metodlar1 tanimlanmustir.
Ezilme hasarinda uygulanan kuvvet ve uygulama siiresindeki farkliliklar ile gelisen
hasarin derecesi ve rejenerasyonun degerlendirildigi calismalarda; ezilme hasari
aksonotimezis tablosu olusturmakta; siddet ve siire degisse de sinir rejenerasyonunun
belli bir siire sonra tam veya tama yakin saglandigi bildirilmektedir (61, 62). Literatiirde
tarif edilen bu tekniklerde ezilme hasarmi standardize edebilmek i¢in yazarlar siyatik
sinir lizerinde uyguladiklar1 farkli cihazlar tanimlamislardir (63, 64). Calismamizda da
standart ezilme hasar1 olusturulmasi igin, sensorlii bir forseps gelistirilmis ve fasiyal

sinirde biitiin hayvanlarda ayni siddette ve siirede hasar olusturulmustur.

Literatiirde, sinir iyilesmesinde farkli yontemlerin kullanildigi pek ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir ve bunlar ¢ogunlukla deneysel hayvan c¢alismalaridir. Hayvan
calismalarinda hasar sonrasi, iyilesmesi beklenen sinir segmenti insana kiyasla kisa,
iyilesme hiz1 daha yiiksek (2-3 mm/giin) oldugu i¢in iyilesmeyi degerlendirme
yontemlerinin zamanlamas1 da insandan farkli olmaktadir. Bu g¢aligma planlanirken,
litaratiirdeki bilgilere gore, sinir rejenerasyonunun goézlemlenebilmesi igin, 4 haftalik
siirenin  yeterli oldugu diisliniildii ve degerlendirme sonuglari bu siirenin yeterli

oldugunu ortaya koydu.

Periferik sinir rejenerasyonunda, tam kat kesilerde uc uca anastomoz Onerilirken,
segmenter sinir defektlerinde anastomoz gerginligini azaltmak ic¢in koprii grefler ile
onarim altin standart kabul edilmektedir. Hasarlanmis sinirin tamamen dogru tekniklerle
onarimi yapilsa dahi her zaman optimum sonuglar alinamamaktadir. Bu nedenle sinir
rejenerasyonunu artiracak veya hizlandiracak kok hiicreler, sinir conduitleri (65),
insiilin-benzeri biliyiime faktorii (66), melatonin (67) gibi birgok farmakolojik ilag ve
tedavi yontemi bildirilmistir. Bu yontemlerden en ¢ok umut vaad edenlerinden biri kok
hiicre uygulamalaridir. Rejeneratif tip alaninda c¢ok ¢esitli kok hiicreler tanimlanmistir.
Embriyonik kok hiicreler, eriskin mezenkimal kok hiicreler, adipoz doku kaynakli kok
hiicreler bunlardan birkagidir. Mezenkimal kok hiicreler osteoblast, adiposit, miyosit,
kondrosit gibi mezensimal hiicrelere diferansiye olma kapasitesine sahip olan

multipotent kok hiicrelerdir.
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Emriyonel kok hiicreler diferansiasyon kapasiteleri daha yiiksek olan ancak, temin
edilmesi konusunda etik problemler nedeniyle ¢alisma alan1 daha az olan pluripotent
yapidaki hiicrelerdir. Embriyonel kok hiicrelere gore avantajlari olan bu mezenkimal
kok hiicreler igin gesitli kaynak dokular mevcuttur ve en 6nemlilerinden biri kemik
iligidir. Ancak kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin de temininin invaziv bir metod olan
kemik iligi aspirasyonu ile saglanmasi, cogalma ve farklilagsma kapasitelerinin az olmasi
dezavantajlar1 arasindadir. Bu nedenlerle yeni kok hiicre kaynaklar1 aranmis olup; Zuk
ve arkadaslar1 (68) kendini yenileyebilen, progenitor, farklilasmamis, multipotent,
morfolojik ve fenotipik olarak mezenkimal kok hiicre 6zelliklerine sahip yeni bir kok
hiicre kaynagi bildirmislerdir. Bu mezenkimal kok hiicrelere benzer farklilagsma
kapasitesine sahip olan kok hiicreler, adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
olarak isimlendirilmis ve spesifik kok hiicre gostergelerini eksprese ettikleri
gosterilmistir (69). Adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin 6zellikle cilt altt dokudan ve
tekrar edilebilir uygulamalarla kolaylikla izole edilebilmesi, hastanin yas1 ile azalmayan
kok hiicre kalitesi ve ¢ogalma kapasitesine sahip olmast kemik iligi kaynakli kok
hiicrelere istlinliikkleri arasindadir (70, 71). Adipoz doku kaynakli kok hiicreler ile
kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin karsilagtirildign caligmalarda, diferansiye olma
kapasiteleri ve immiinmodulatdr etkileri arasinda minor farkliliklar tespit edilmistir (72,
73). Kemik iligi kaynakli kok hiicreler daha iyi osteojenik farklilasma ozelligi
gosterirken; adipoz doku kaynakli kok hiicreler daha iyi kollajen sentezleme 6zelligi
gostermektedir. Ancak adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin, genetik ve morfolojik
olarak uzun siireli kiiltiirlerde daha dayanikli, daha az yaslanma 6zelligi gosteren ve
daha yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahip olduklari bildirilmistir (74). Kolay temin
edilmesinin yaninda, kiiltiirde hizl1 biiylimesi, immiinitesinin minimal olmas1 ve dondr
sahada reaksiyon olusturmadan yasayabilmesi, adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin

avantajlar1 arasinda sayilabilir (75).

Periferik sinir hasarinda, kok hiicre uygulamasinin, olumlu etkilere sebep oldugu
gosterilen bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (28, 38, 76, 77). Kok hiicrelerin doku miihendisligi
teknikleri ile kombine kullaniminin sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmesini
artirdigi gézlenmis ve bu alan giderek artan ilgi odagi olmustur (78). Farkli kok hiicre
tiplerinin sinir rejenerasyonuna olan etkileri arastirilmistir. Noral kok hiicrelerin

Schwann hiicre prekiirsorii  olmasindan dolayr deneysel c¢alismalarda sinir
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rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (79). Ancak etik problemler ve
temin edilmesindeki giicliikler nedeniyle kullanimi kisithidir. Embriyonel kok hiicrelerin
de sinir rejenerasyonuna olumlu etkileri oldugu diisiiniilmesine karsin, ayni nedenlerle
kullanimi kisitlanmaktadir (80). Kemik iligi kok hiicresi, adipoz doku kaynakli kok
hiicre, dental pulpa kok hiicresi gibi mezenkimal kok hiicrelerin néronlara ve schwann
hiicrelerine diferansiasyon gosterme ve norotrofik faktorler iiretme yeteneklerinden

dolayr periferik sinir rejenerasyonuna Onemli derecede yararli etkileri oldugu

gosterilmistir (41, 78, 81-84).

Adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin sinir biiyiime faktorii (NGF), glial hiicre serisi-
derive norotrofik faktor (GDNF) ve beyin-kaynakli norotrofik faktor (BDNF)
salgiladig bildirilmistir (20). Ayrica bu hiicrelerin néron fonksiyon ve metabolizmasini

etkileyen genleri de tirettigi gosterilmistir (20).

Kok hiicrelerin rejenerasyona ve miyelinizasyona olan bu olumlu etkilerinin, dogrudan
hiicre diferansiasyonuna bagli olarak m1 yoksa olusturduklari mikrogevrede bir takim
biiylime faktorleri ve sitokinlerin etkisi ile mi gerceklestigi net olarak bilinememektedir
(85). Ancak adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin sinir iyilesmesine ve miyelinizasyona
olan bu olumlu etkilerinin en énemli sebebinin Schwann hiicrelerine diferansiye olma
yetenekleri oldugu diistintilmektedir (38, 77, 86-88). Bu hiicresel rejenerasyonun
yaninda salgiladiklari sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri ile anti-apoptotik,
anti-inflamatuar, proanjiogenik, skar olusumunu engelleyici etkileri gosterilmistir (89).
Salgiladiklar1 ¢ok ¢esitli norotrofinler ile sinir sisteminde ndronal korunmay1
sagladiklar1 da literatiirde bildirilmistir (90-92). ADKMKH’lerin immiinmodiilator
etkileri oldugu da bilinmektedir. Notrofiller, makrofajlar, lenfositlerin ve dendritik
hiicrelerin aktivasyonunu engelleyebilirler (93). Yine literatirde ADKMKH’lerin bazi
trofik faktorler salgilayarak doku iyilesmesini saglamalarinin yani sira yara iyilesmesi
sirasinda bazi pro fibrotic faktorlerin etkilerini antagonize ederek skar olusumunu
engelledikleri ve inflamasyonu diizenledikleri gosterilmistir (94-97). Ancak, kok
hiicrelerin kendi dogasinda var olan heterojenlik, sinirli yasam siireleri, ongiiriilemeyen

hiicre akibeti ve farkli klinik sonuglar1 nedeniyle kullanimi oldukg¢a sinirlanmaktadir
(26).
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Ozan ve arkadaslar1 (76) 2016 yilinda yaptiklart ¢aligmada, adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin cross face sinir greftleme uyguladiklar1 siganlarda

tyilesmeyi artirdigini bildirmislerdir.

Shinichi Esaki ve arkadaslari (28) 2018 yilinda yaptiklari calismada, olfaktor
mukozadan aliman kok hiicrelerin, hasarli fasiyal sinir bolgesine kendinden emilen
scaffold (iskele) iginde enjekte edilerek sinir iyilesmesine olumlu etkilerini
bildirmiglerdir. Calismamizin sonuglar1 da fasiyal sinir ezilme hasarinda bolgeye lokal
kok hiicre uygulamasinin sinir rejenerasyonunu artirdifini - ve hizlandirdigini

gostermistir.

Kok hiicrelerin uygulanan sahada hiicreye tutunacagi, yasayacagi, cogalacagi ve hatta
diferansiye olabilecekleri mikrogevre olusturan, scaffold (iskele) adi verilen
biyomateryaller gerekmektedir. Biyomiihendislik alanindaki gelismelerle birlikte
kendinden absorbe edilebilen veya edilemeyen, 3D yazilimlarla iiretilebilen ¢ok ¢esitli
scaffold tiirleri Onerilmistir. Kullanilan bu farkli scaffold ¢esitlerinin kok hiicrenin
diferansiye olacag: hiicre tipini etkiledigi iddia edilmistir (46). Ornegin, adipoz doku
kaynakli kok hiicre i¢in; Alginate/gelatin matriks iceren scaffoldun adipogenezis
yoniinde diferansiasyonu tetikledigi (98), hyaluronik asit igeren scaffoldun iskelet kas
hiicresi yoniinde tetikledigi (99), 3D chitosan ve gelatin scaffoldlarin néron hiicrelerine

diferansiye olmalar1 yoniinde tetikledigi bildirilmistir (100).

Biz de calismamizda Schwann hiicre yoniinde diferansiasyon tetiklemesi ve diger

gerekli mikrogevreyi saglamasi i¢in kendinden emilebilen gelatin siingerler kullandik.

Kolekalsiferoliin mitozu inhibe ettigi, hiicre diferansiasyonunu tetikledigi bilinmektedir.
Noronlarda ve Schwann hiicresi dahil glial hiicrelerde vitamin D reseptorii mevcuttur
(101). Kolekalsiferoliin ndrotrofin iiretimini tetikledigi ve akson biiylimesini artirdigi
gosterilmigtir  (102). Ayrica kolekalsiferoliin miyelinizasyonu tetikleyen genlerin
ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (12). Yine vitamin D2 (ergokalsiferol) formunun

akson ¢apini artirdig1 gosterilmistir (103).

Montava ve arkadaslar1 (13) 2014 yilinda, tavsanlarin fasiyal siniri {izerinde yaptigi

calismada, sonuglar histomorfometrik olarak  degerlendirilmistir.  Calismada
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elektrofizyolojik degerlendirme yapilamadigi i¢in yiiksek doz kolekalsiferoliin

fonksiyonlar1 geri kazandirip kazandirmadigina dair yorum yapilamamuistir.

Anne Cornet ve arkadaslar1 (101) 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kolekalsiferoliin
etkisiyle, Schwann hiicrelerinin, in vitro kosullarda, vitamin D reseptorii genini ve

ndronal biiyiime faktorii genini tirettiklerini gostermislerdir.

Chabas ve arkadaslar1 (12) 2013 yilinda yaptiklar1 deneysel calismalarinda, periferik
sinir hasar1 sonras1 kolekalsiferol desteginden 24 saat sonra miyelinizasyonu saglayan

genlerin ekspresyonunun arttigini gostermislerdir.

Agnes E. Nystad ve arkadaslar1 (104) 2014 yilinda yaptiklari deneysel g¢alismada,
demiyelinize edilen farelerde, intraperitoneal uyguladiklar1 kolekalsiferoliin,
oligodendriositlerin maturasyonuna ve astrositlerin aktivasyonuna sebep olarak

remiyelinizasyonu artirdigini bildirmislerdir.

Stig Wergeland ve arkadaslari (105) 2011 yilinda cuprizone ile demiyelinize edilen
farelerde yaptiklari ¢alismada, yiiksek (6200 IU/kg) ve ¢ok yiiksek (12500 IU/kg) doz

kolekalsiferol verilen gruplarda demiyelinizasyonun azaldigini1 géstermislerdir.

Yatma Gueye ve arkadaglari (106) 2015 yilinda yaptiklart calismada, spinal kord
travmast uygulanan sicanlara, oral wverilen kolekalsiferoliin destegi ile, noronal

fonksiyonlarin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diizeldigini bildirmislerdir.

Shirazi ve arkadaglari1 (107) 2015 yilinda yaptiklart deneysel ¢alismada,
kolekalsiferoliin, noronal kok hiicrelerin proliferasyonunu belirgin artirdignr  ve
oligodendriyositlere ~ doniisiimiinii  tetikleyerek =~ miyelinizasyonu  artirdigini
gostermiglerdir. Ayrica NT-3, BDNF, GDNF ve CNTF gibi 6nemli norotrofik
faktorlerinin salinimi tetikleyerek, ndronal sagkalimi artirdiklart ve kok hiicrelerin

oligodendriyositlere farklilagsmasini sagladiklar1 gosterilmistir.

Kolekalsiferoliin doz ayarlanmasi ile iligkili olarak, literatiirde diisiik dozlarda (100
IU/kg/glin) ve yiiksek dozlarda (500 IU/kg/giin) oral destek tedavisi yapilan
karsilagtirmali ¢aligmada yiiksek dozlarda daha olumlu sonuglar alindigi gosterilmistir
(12). Biz de caligmamizda yiiksek doz (500 IU/kg/glin) oral Kolekalsiferol destegi

uyguladik.
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Bu caligmada fasiyal sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesinde; fonksiyonel olarak
g6z kapatma refleksinin skorlamasi ve EMG; histolojik olarak da sinir kesitinde akson

sayis1 ve miyelinli akson ¢ap1 parametreleri kullanilmistir.

Fonksiyonel iyilesmenin degerlendirmesinde kullanilmis olan g6z kapatma performans
skalasi, Borin ve ark. (53) tarafindan tanimlanmistir. Subjektif bir degerlendirme
olmasina karsin iyilesme hizinin pratik olarak degerlendirilmesinde ¢ok yararli olmus;
bu degerlendirme sonucunda biitliin deney gruplarinin iyilesme hizinin kontrol grubuna
kiyasla daha iyi oldugu, en hizli iyilesmenin ise kok hiicre uygulamasi yapilan gruplarda
ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir. Shinichi Esaki ve arkadaslari (28), 2019 yilinda
yaptiklar calismada, ezilme hasari ile fasiyal paralizi olusturduklari farelerde 14. giinde
tim gruplarda tam fonksiyonel iyilesme izlemisler, olfaktoér kok hiicre uyguladiklar
gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha hizli iyilesme oldugunu bildirmislerdir. Wei
Zhang ve arkadaslar1 (108), 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, fasiyal sinirde ezilme
hasar1 olusturmuslar, yiiksek doz eritropoetin vererek kontrol grubu ile géz kapama
refleksi ve biyik hareketleri arasindaki farki degerlendirmisler; kontrol grubunda 13.
Giinde, deney gruplarinda ortalama 10. giinde tam fonksiyonel iyilesme oldugunu

bildirmislerdir.

Fonksiyonel degerlendirmede bu skalaya ilave olarak objektif bir yontem olan EMG
kullanilmistir. EMG’de kaydedilen BKAP amplitiid ve latanslarinin referans degerleri
olarak sham grubu kullanilmistir. Bu iki parametrenin de 4 haftanin sonunda biitiin
deney gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla daha iy1 sinir iyilesmesi gosterdigi ortaya
konmustur. Ustelik, tiim deney gruplarinda latans degerleri sham grubuna yakin
miikemmel sonuclar verirken; amplitiid degerleri, sham grubundan diisiik ¢ikmis, ancak
kok hiicre verilen gruplarda yalniz kolekalsiferol verilen gruba kiyasla daha anlamh
yiiksek olarak saptanmistir. Jian Tan ve arkadaslart (30) 2019 yilinda yaptiklar
calismada, fasiyal sinir hasarinda adipoz doku kaynakli kok hiicre uyguladiklar
gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha kisa BKAP latans stireleri ve daha yliksek
BKAP amplitiid degerleri izlemiglerdir. Shinichi Esaki ve arkadaglari (28), 2018 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, fasiyal sinir ezilme hasar1 olusturduklar farelere olfaktér mukoza
kaynakli kok hiicre uygulamis ve elektrofizyolojik degerlendirmede kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek BKAP amplitiid degerleri izlemislerdir. Fei Sun ve arkadaslar
(31), 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, fasiyal sinir bukkal dalinda 8 mm defekt
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olusturmus, deselliilerize edilmis arter igerisinde adipoz doku kaynakli kok hiicre
uygulamis ve yapilan EMG’de yine kontrol grubuna kiyasla daha kisa BKAP latans
stiresi ve daha yiiksek BKAP amplitiidii izlemislerdir. Gui-Bo Liu ve arkadaslar1 (109),
2011 yilinda yaptiklart deneysel ¢alismada, rat siyatik sinir hasarinda adipoz doku
kaynakli kok hiicre uygulamislar ve kontrol grubuna kiyasla BKAP latans siiresinde
kisalma ve BKAP amplitiidiinde artis izlemislerdir. Literatiirdeki bu ornekler, bizim

calismamizdaki EMG bulgulari ile ortiismektedir.

Histolojik degerlendirmede, subjektifligi ortadan kaldirmak i¢in, standart bir yontem ve
yazilim yardimiyla akson sayist ve miyelinli akson c¢apt Ol¢iim parametreleri
kullanilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, sinir rejenerasyonunun biitiin deney
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha iyi oldugu gosterilmistir; bununla birlikte,
ozellikle akson sayis1 bakimindan sham grubuna benzer sonuglar ortaya koymasi
nedeniyle kok hiicre ile kolekalsiferol uygulamasinin kombine yapildig1 grupta tama
yakin iyilesme oldugu diistiniilmiistiir. Ozan L. Abbas ve arkadaslar1 (76), 2016 yilinda,
deneysel fasiyal sinir paralizisinde, cross-face anastomoz uyguladiklar1 ve anastomoz
sahasina lokal olarak adipoz doku kaynakli kok hiicre uyguladiklar1 caligmada; kok
hiicre uyguladiklar1 grubun akson sayilarinin ve miyelinli akson ¢aplarinin kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Qunzhou Zhang ve arkadaslari
(32), 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, deneysel fasiyal sinir hasarinda noral krest
kaynakli kok hiicre ve gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicre uyguladiklar ratlarda,
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek akson sayilar1 ve daha yiiksek miyelinize akson
caplart oldugunu bildirmislerdir. Fei Sun ve arkadaslar1 (31), 2011 yilinda yaptiklari
caligmada, segmenter eksizyon yaptiklar fasiyal sinir modelinde, deselliilerize edilmis
arter koprii igerisinde uyguladiklar1 diferansiye edilmis adipoz doku kaynakli kok hiicre
grubunun miyelinli akson caplar1 ve akson sayilar1 agisindan daha yiiksek degerlere
sahip oldugunu bildirmislerdir. Literatiirdeki periferik sinir hasarinda kok hiicre
ornekleri calismamizdaki histolojik gozlemleri destekler niteliktedir. Ancak D vitaminin
ve adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin periferik sinir hasarinda birlikte ilk kez
uygulanmasi literatiire saglayacagi katki agisindan onciil teskil etmektedir. Histolojik
bulgular acisindan her iki tedavi rejiminin birlikte uygulandigi grup 4’te en iyi

sonuglarin elde edilmesi hipotezimizi destekler niteliktedir.
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Sonu¢ olarak, hasarli bolgeye adipoz doku kaynakli kok hiicre ve sistemik
kolekalsiferol uygulamalarimin sinir rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi ve

bunlarin kombine olarak kullanilmalarinin sinerjistik etki gostererek iyilesmeyi belirgin

sekilde artirdig: tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Fasiyal sinirde basi ile hasar olusturmada, sensorlii klemp kullanilmasinin, standart
paralizi meydana getirdigi goriildii.

2. Basi sonucu fasiyal sinirde olusturulan hasarin iyilesmesinin, fonksiyonel
degerlendirilmesinde:

a) Goz kapatma performansi agisindan incelendiginde: Kok hiicre igeren
gruplarda (Grup 3-4) daha hizli iyilesme oldugu tespit edildi.

b) EMG ile fonksiyonel iyilesme degerlendirildiginde ise; en iyi sonuglar;
adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre ve kolekalsiferoliin birlikte
uygulandigi grupta elde edildi.

3. Fasiyal sinir hasarinin histolojik olarak iyilesmesinin incelendigi ¢calismada da en iyi
sonuglar; adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre ve kolekalsiferoliin birlikte
uygulandig1 grupta izlendi.

4. Son yillarda sinir yaralanmalarinda, tek basina kok hiicre veye tek bagsina
kolekalsiferol uygulamalari ile iyi sonuglar alindig1 bildirilmektedir. Ancak kombine
uygulamalarin daha fazla arastirilmasi, bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglari

destekleyecektir.
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