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OZET

GIRIS VE AMAC: Rekiirren laringeal sinir(RLS) hasar1 anterior boyun
cerrahisinde karsilasilan onemli bir komplikasyondur. Tedavi sonrasinda sinir
iyilesmesi goriilse de fonksiyonel sonuglar pek de yiiz giildiiriicii degildir. Sinir
rejenerasyonu ile ilgili bir ¢cok calisma olmasina karsin kesin olarak etkili tedavi
olusturulamamistir. Caligmamizda; RLS kesisi sonrasi sutlirasyonun ve melatonin
tedavisinin sinir rejenerasyonuna etkisini degerlendirmeyi amacladik.

YONTEM: Calismamiz; 28 adet erkek Wistar Albino Rat kullamlarak yapilmustir. Tiim
deneklerin sol RLS kesisi yapilmistir. Kesi sonrasi sinir onarimi sadece birinci ve
dordiincii grupta yapilmustir. Ugiincii ve dérdiincii gruba alt1 hafta boyunca giinliik 10
mg/kg intraperitoneal melatonin verilmistir. Tiim deneklerin islem Oncesi, sonrasi,
iclincli hafta ve altinct hafta transoral laringeal EMG uygulanmis ve vokal kord
hareketleri larengeal muayene ile degerlendirilmistir. Alt1 hafta sonunda tiim denekler
sakrifiye edilerek alinan larenks ve trakea dokusu histolojik olarak incelenmistir.
BULGULAR: Islem sonras: tiim deneklerde sol VKP izlendi. Altinc1 haftada; birinci
grupta ii¢ ve dordiincii grupta dort denekte bilateral vokal kordlar1 hareketli izlendi.
Yapilan EMG ile icilincli ve altincit haftada en yliksek motor iinite potansiyeli
amplitiid degeri dordiincli grupta kaydedilmistir. Histolojik olarak doérdiincii grupta
diger gruplara oranla schwann hiicre sayisinda artis, akson hasarinda ve sitoplazmik
vakuolizasyonda azalma goriildii.

SONUC: Calismamizda laringoskopik muayene, elektrofizyolojik ve histopatolojik
bulgular bize melatoninin, periferik sinir iyilesmesine katki sagladigim

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Rekiirren Laringeal Sinir, Reinnervasyon, Sinir

Kesi Hasari, Transoral Laringeal EMG, VVokal Kord Paralizisi



SUMMARY

Evaluation of the Effect of Melatonin Administration on Nerve Regeneration

After Recurrent Laryngeal Nerve Injury in Rats

INTRODUCTION AND AIM: Recurrent laryngeal nerve (RLN) injury, is an
important complication encountered in anterior neck surgery. Although nerve
recovery is observed after the treatment, the functional results are not very
satisfactory. Although there are many studies on nerve regeneration, no definitive
effective treatment has been established. In our study; We aimed to evaluate the

effect of suturing and melatonin treatment on nerve regeneration after RLN incision.

METHOD: Our study; we used 28 male Wistar Albino Rats. Left RLN incision was
made in all subjects. Post-incision nerve repair was performed only in the first and
fourth groups. The third and fourth groups were given 10 mg/kg intraperitoneal
melatonin daily for six weeks. Transoral laryngeal EMG was applied to all subjects
before, after the procedure, at the third and sixth week, and vocal cord movements
were evaluated by laryngeal examination. At the end of six weeks, all the subjects

were sacrificed and the larynx and trachea tissues were histologically examined.

RESULTS: After the procedure, left vocal cord paralysis(VCP) was observed in all
subjects. In the sixth week; Bilateral vocal cords were observed to be mobile in three
subjects in the first group and four subjects in the fourth group. With EMG, the
highest motor unit potential amplitude value was recorded in the fourth group in the
third and sixth weeks. Histologically, an increase in the number of Schwann cells, a
decrease in axon damage and cytoplasmic vacuolization were observed in the fourth

group compared to the other groups.

CONCLUSION: In our study, laryngoscopic examination, electrophysiological and
histopathological findings show us that melatonin contributes to peripheral nerve

healing.

Key Words: Melatonin, Recurrent Laryngeal Nerve, Reinnervation, Nerve Cut

Injury, Transoral Laryngeal EMG, Vocal Cord Paralysis
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1. GIRIS VE AMAC

Rekiirren Laringeal Sinir (RLS); ilk olarak ikinci ylizyilda Claude Galen tarafindan
tanimlanmis, daha sonra on altinci ylizyillda insan anatomisinin kagifi olarak
gosterilen ~ Andreas  Vesalius’un  kitabinda  yaymlanmistir.  Tiroidektomi
operasyonundaki Onemini ise 1938’de Lahey ve 1956’da Riddel yayinladiklari
caligmalarda bildirmislerdir(Lal and Clark, 2005).

RLS, laringeal kaslar da dahil olmak iizere boyundaki kaslarda sonlanan ve vokal
kord hareketlerini kontrol eden vagus sinirinin bir dalidir. RLS'nin yaralanmasi vokal
kord paralizisine neden olabilir ve bu da disfoni, hava yolu tikanikligi ve olasi
aspirasyona yol acabilir. Bu nedenle, bu tiir bir yaralanma bireyin yasam kalitesini

ciddi sekilde bozabilir(Yoshimatsu et al., 2020).

RLS; travma, inflamasyon ve tiimor gibi sebeplerden dolayr hasara
ugrayabilir(Yoshimatsu et al., 2020). RLS hasari, en sik tiroid cerrahisi olmak iizere
on boyun cerrahileri sonrasi ortaya ¢ikan bir komplikasyondur(Mok et al., 2020).
Chiang ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada; tiroid kanserli hastalarin %19,4’linde
timoriin RLS invazyonu yaptigmni gormiislerdir. Tiimdr tarafindan isgal edilen
sinirin eksize edilmesi gerekmektedir. Bunun sonucunda hastalarda RLS hasari
ortaya ¢ikar(Yoshimatsu et al., 2020). Tiroid ameliyati; sik uygulanan ve mortalite
orani diisiik olmasina ragmen ameliyatin ciddi kanama, RLS hasar1 sonras1 vokal
kord paralizisi (VKP) ve kalsiyum diisiikliigii gibi komplikasyonlart mevcuttur. RLS
hasari, tiroid cerrahisinin en sik goriilen ciddi komplikasyonudur. Tiroid cerrahisi
disinda goriilen etyolojileri; ekstralaringeal malignite, travma, iyatrojenik nedenler
ve idiopatik vakalar1 igerir. Sinir hasarinin sebebi ne olursa olsun cerrah tiroid
hastaliginda artan bu riskler karsisinda RLS hasar1 sonrasi goriilen vokal kord

paralizisinin optimal yonetimi daha fazla 6nem kazanmaktadir(Lal and Clark, 2005).
VKP; Kulak Burun Bogaz (KBB) uzmanina basvuran hastalarin yasam kalitesini 6nemli

olciide etkileyen ve sik goriilen bir durumdur. Literatiirde vokal kord paralizisi



orant %0,1-1,8 iken gecici RLS paralizisi %1-5 olarak bildirilmistir(Mutlu et al.,
2012).

VKP’nin fiziksel etkileri; ileri donemde aritenoid kikirdakta sekil bozuklugu, hareket
kaybi, kas tonusunun azalmasi ve vokal kordun biikiilmesine yol acar. Bunlarin
sonucunda da tam olmayan glottik kapanmayla hava yolu obstriiksiyonu, ses kisikligi

ve aspirasyon ile kendini gosterir(Gozcii et al., 2004).

VKP i¢in mevcut tedavi secenekleri davranigsal terapiden gesitli cerrahi yaklagimlara
kadar degismektedir. Tedavi ¢ogunlukla semptomatiktir. Laringeal reinnervasyon
stratejileri siklikla vokal kord paralizisini iyilestirecek kas tonusu saglasa da
fizyolojik vokal kord hareketini tam olarak eski haline dondiirecek klinik miidahale
heniiz yoktur(Mok et al., 2020). Cerrahi tedavi se¢enekleri; enjeksiyon laringoplasti,
medializasyon tiroplasti, aritenoid addiiksiyonu ve laringeal reinnervasyon
teknikleridir. Reinnervasyon teknikleri arasinda primer RLS anastamozu, ansa
cervicalis-RLS anastamozu, ansa cervicalis-tiroaritenoid noral impantasyon,
cervicalis-tiroaritenoid  noromuskuler pedikiil, hipoglossal-RLS anastamozu
bulunmaktadir. Enjeksiyon laringoplasti gibi teknikler reinnervasyon etkili olana

kadar hastada rahatlama saglamak i¢in desteklenebilir(Lal and Clark, 2005).

Diger tedavi segenekleriyle karsilagtirildiginda reinnervasyon tekniklerinin bir¢ok
avantaji goriilmektedir. Zaman gegtikce vokal kord pozisyonundaki degisikliklerle
kas tonusu kaybi Onlenir. Girtlak anatomisinin korunmasi, gelecekte laringoplasti
tekniklerine ihtiya¢ duyulmas: halinde izin verilir. Ses kalitesinin korunmasi da
cabasidir (Lal and Clark, 2005). Reinnervasyonun en biiyiik faydasi; ameliyat

sirasinda RLS hasar1 tanimlanirsa hemen miidahale edilebilmesidir.

Son yillarda epifiz bezinin ana hormonu olan melatoninin; ndroprotektif, serbest
radikalleri temizleyici, antioksidan, antiinflamatuar ve analjezik 6zelliklerinin olmasi
aragtirmacilarin ilgisini ¢gekmistir. Fakat melatoninin klinik faydasini belirlemek i¢in
daha ileri deneysel ve klinik calismalarin gerekli oldugunu not edebiliriz.
Makroskopik ve mikroskopik seviyelerde melatoninin muhtemel faydalari ile
eksojen melatonin uygulamasinin, klinik uygulamada periferik sinir hasarini takiben
periferik  sinir rekonstriksiyonun ve sinir plastisitesini destekledigi agiktir

(Yoshimatsu et al., 2020, Mutlu et al., 2012).



Bizim ¢alismamizin amaci; melatoninin periferik sinir rejenerasyonu iizerine etkisini
histolojik, fizyolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirmek ve vokal kordun
endoskopik olarak goriintiilenmesi tekniklerini kullanarak vokal kord hareketleri
iizerine etkileri arastirmaktir. Bu nedenle, yasami O6nemli Slgiide etkileyen RLS

paralizisinin fonksiyonu geri dondiirerek morbid durumlar1 azaltmak amacinday1z.



2. GENEL BIiLGILER

PERIFERIK SIiNiR SISTEMININ TARIHCESI

Ik olarak Hipokrat (MO 460-370) periferik sinir sistemine ait bilgiler vermesine
ragmen periferik sinir hasar1 ile ilgili ilk ¢alismalar1 Galen (MO 130-200) yapmistir
ve periferik sinir siteminin anatomisini ¢ikarmistir. Bu donemde sinir dokusunun
hasar sonrasinda iyilesmeyecegi goriisii hakimdi ta ki on yedinci ylizyila kadar. On
yedinci ylizyilda Virchow ve Swan kesi hasar1 goren sinirlerin iyilestigine inanirken
on sekizinci ylizyilda kesi hasar1 géren sinire sutiir atilmasinin iyilesmeyi olumsuz
etkiledigi diisliniilmekteydi. Ancak Cruikshank ve Haightyon sinirin fonksiyonel
iyilesme gosterebilmesi igin anatomik olarak devamlilik gostermesi gerektigini

sOyleyerek olumsuz diisiincelere son verdi(Benli, 2005).

On dokuzuncu yiizyilda sinir dokusunun mikroskobik anatomisi netlesince sinir tedavi
metodlart gelismeye baglamistir. Flourens tarafindan 1828 yilinda sinir cerrahisi ile ilgili
ilk caligmalar1 ortaya konmustur. 1850 yilinda August Waller bugiin de hepimiz

tarafindan bilinen Wallerian dejenerasyonunu tariflemistir(Garbay et al., 2000).

Golgi ve Cajal 1906 yilinda sinir sisteminin yapisin1 ve fonksiyel anatomisini ortaya
koymasiyla ilgili yaptiklar1 calismalarla Nobel odilii almislardir. 1917 yilinda
Langley ve Hashimoto perindral sinir onarimini tanimlamistir. Birinci Diinya
Savasi’nda karincalanma sikayeti olan kisilerde hasar goren aksonlarin rejenere
olmasi sebebiyle karincalanma oldugunu s6ylemis ve bu bulguya kendi adin1 vererek
Tinel bulgusu demistir. Erlanger ve Gasser 1944 yilinda sinir baglantilarinin farkli
fonksiyonlara sahip oldugunu ve bunlar1 elektrofizyolojik olarak ortaya koyarak

Nobel Odiilii aldi(Terzis et al., 1997).

Sinir greftleri ilk olarak 1876 yilinda Eduard Albert tarafindan uygulanmistir. Birinci
Diinya Savasi’nda uygulunan sinir greftlerinin ¢ogunda basarisizlik hakimdi.
Seddon’a gore tedavideki bu basarisizligin ana sebebi enfeksiyondu(Safa and

Buncke, 2016) (Safa and Buncke, 2016).



Modern periferik sinir cerrahisinin temeli Seddon tarafindan atilmistir. Seddon sinir
yaralanma mekanizmalari, sinirin yaralanma derecelerini, sinir hasarmin tan1 ve
tedavisi ilgili calismalar yapmis sinir hasar1 derecelendirilmesi i¢in kendi adim
verdigi Seddon siniflamasini gelistirmistir. Sunderland 1945 ve 1968 yillar1 arasinda
sinir hasar mekanizmalar ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapmis ve daha once gelistirilen
mekanizmalar1 biraz daha detaylandirmistir ve birgok onarim teknidi gelistirmistir.
Daha sonra Millesi ve Terzis’in yapmis oldugu modern tekniklerle periferik sinir

cerrahisinin gelismesine 6nemli katkida bulunmuslardir(Kuskaya, 2014).

PERIFERIK SINIR SISTEMi EMBRiIYOLOJIi

Sinir sistemi embriyolojik olarak ektodermden kdken alir, sinirin gevre dokusu ise
mezodermden gelisir. Ilk olusan yap1 néral plaktir. Néral plak, baslangigta ¢ok katl
noroepitel hiicrelerinden olusur. Farkli goriinilise sahip noroepitel hiicreleri, ektoderm
tabakasinin kiibik bi¢imindeki diger hiicrelerinden daha yukari dogru yiikselmistir.
Sonrasinda bu yapinin yan taraflari kabariklik gostermeye baslar. Kabartilar zamanla
yiikselir, onsekiz giinliik embriyoda noral plak kalinlasarak noral kresti olusturur ve
mezoderm icine go¢ ederler, daha sonra orta hatta dogru kivrilip noral sulkusu
olustururlar. Periferik sinir sisteminde bulunan tiim hiicreler noral krestten koken
alir. Yiikselmeye devam eden sulkus noralisin kenarlar1 yirmi ikinci giinde orta ¢izgi
seviyesinde hem kranial, hem de kaudal yone dogru birleserek sulkus sekline kanal
haline doniisiir ve noral kanal olusur. Liimen etrafinda ¢ok katli olarak dizilmis tek
tip noroepitel hiicreleri bulunur. Sonradan farklilasan ndéroepitel hiicrelerinin bir
kismi noroblastlari, bir kismi1 da glioblastlar1 olusturur. Baslangicta higbir uzantisi
olmadig1 icin bu hiicreye apolar ndroblast denir, zaman gectik¢e iki adet uzanti
geliserek hizla biiyiir ve primitif akson halini alir, diger kenardaki uzanti ise dallanir
ve primitif dendriti meydana getirir. Bu son haliyle hiicreye multipolar ndroblast
denir ve geliserek eriskin sinir hiicresi olan noronu olusturur. Noroblast halinden
itibaren hiicre, boliinme yetenegini kaybetmistir. Spinal sinirler ekstremite
tomurcuklar1t olusur olusmaz ekstremitelere penetre olmaya baslar. Periferik
sinirlerin miyelinizasyonundan sorumlu olan Schwann hiicreleri noral tomurcuktan

koken alir, perifere dogru yonelir aksonlarin ¢evrelerine dolanarak norilemma kilifini



olustururlar. Schwann hiicreleri tarafindan gergeklestirilen miyelinizasyon fetal
hayatin dordiincii ayindan itibaren baslar(Langman and Sadler, 1990). Bu gelisme
sirasinda, sinir hiicrelerinin gelisebilecekleri en iist diizeylere kadar gelismeleri s6z
konusudur. Bu durum, sinir hiicrelerinin eriskinde yenilenebilme ve ¢ogalabilme
yeteneklerini ortadan kaldirir. Ancak ileri derecede diferansiye olmalar1 sinir
hiicrelerinin, organizmadaki tiim hiicreleri kontrol eden iist diizeyde hiicreler
olmasini saglar. Bu nedenle sinir dokusundan kurulmus olan sinir sistemi, canliy1
olusturan sistemlerin gerektigi gibi ve birbirleri ile uyum i¢inde caligmalarini

diizenleyen sistemdir(Kuskaya, 2014).

Kranial sinirlerden V, VII, IX ve X, faringeal arkuslar1 innerve eder. Bu nedenle bu
arkuslardan koken alan yapilar bu kranial sinirlerle innerve edilir. Nervus vagus;
dordiincii ve altinci faringeal arkus sinirlerinin birlesmesiyle olusur. Dordiincii faringeal
arkusun siniri superior laringeal sinire dontisiir ve krikotiroid kas ve farinksin konstriktor
kaslarini innerve eder. Altinci faringeal arkusun siniri bir ¢ok larinks kasini innerve eden

rekiirren laringeal sinire dontisiir(Moore and Persaud, 2009).

PERIFERIK SINIiR SISTEMi ANATOMISi

Periferik sinir sistemi, merkezi organlar ile organizmanin en uzak noktasindaki
yapilara kadar tiim bolgelerini birbirine baglayan sinir sisteminin bir parcasidir.
Periferik sinirler ve bunlarin yollar1 {izerinde bulunan ganglionlar ile reseptorlerden

olusmustur(McCarthy, 1990).

Sinir sisteminin en kii¢iik fonksiyonel {initesi sinir hiicresidir. Diger tiim yapilar sinir
hiicrelerine bagimlidir. Sinir hiicreleri disaridan gelen uyarilar1 almak, aldig1 uyariyr
ilgili bolgeye iletmek, bazi hiicresel reaksiyonlari baglatmak, norotransmitterleri ve
diger bilgi molekiillerini salgilamaktan sorumludurlar. Her bir sinir hiicresi; hiicre

govdesi, dendrit ve aksondan olugsmaktadir(Siitcii, 2010) (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Sinir Hiicre Yapis1 (Kuskaya, 2014)

2.1.1. Hiicre Govdesi

Hiicre i¢i fonksiyonlarin, enzimatik reaksiyonlarin gergeklestigi bolgedir. Cekirdek,
cekirdekeik ve sitoplazmadan olusur. Her bir sinir hiicresinde bir adet cekirdek
bulunurken birden fazla c¢ekirdekg¢ik bulunabilir. Golgi, ribozom ve graniilli
endoplazmik retikulum gibi organelleri bulunur. Bu organeller sinir iyilesmesi gibi

durumlarda sayica artis gostermektedir(Terzis et al., 1997).

2.1.2. Dendrit

Hiicre govdesinde yerlesmis ve reseptor fonksiyonu goren ¢ok sayidaki sitoplazmik
cikintilardir. Dendritlerin proksimal kisimlarinda Nissl cisimcigi ve golgi aygiti
bulunabilir. Dendritler, ¢evreden gelen uyarilari hiicre gdvdesine iletmekle gorevlidir
ve bu sayede sinir hiicreleri arasindaki iletisimi saglayan hiicre govdesi

uzantisidir(Berne and Levy, 2000).

2.1.3. Aksonlar

Sinir hiicrelerinin perifer ile iletisimini saglayan hiicrenin silindirik uzantist ise
aksondur. Tiim aksonlar hiicre govdesinin akson tepeciginden ¢ikarak kas, sinir veya
bezlere uyar iletimini saglarlar. Akson ile akson tepeciginin birlestigi bolge baslangic
segmenti olarak isimlendirilir. Kisa, dar ve miyelinsiz bir kisim olan baslangi¢ segmenti
sinir hiicresine gelen birgok eksitator ve inhibitoér uyarilarin degerlendirildigi ve bir

aksiyon potansiyelinin ya da sinir uyarisinin iretilip iiretilmeyeceginin



belirlendigi bolgedir. Akson tepeciginden sonra akson miyelinle kaplanir, ¢ap1 artar ve
hedef organa kadar ayni ¢apta devam eder. Her bir sinir hiicresinin birden fazla dendriti
olmasina karsin, tek bir aksonu vardir. Aksonlar, orjinal hiicre gévde ¢apinin binlerce

kat1 kadar uzunlukta olup perifere uzanim gosterebilirler(Ross and Pawlina, 2006).

Sinir hiicresindeki metabolik hadiseler, hiicrenin govdesinde meydana gelir; bu
sebeple sinirin fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in, aksonal uzantilar ile hiicre
govdesinin devamlilik gostermesi gerekir. Aksonun hiicre govdesi ile baglantisi
herhangi bir nedenle kesintiye ugrarsa, aksonda sinir fonksiyonunun devamliligi i¢in
gereken metabolik olaylar ger¢eklesemedigi i¢in, distal kisimlari dejenerasyona ugrar
(Terzis et al., 1997).

Noronlar igerdikleri akson ve dendritlerin say1, uzunluk ve sekillerine gore unipolar,

bipolar ve multipolar olmak {izere 3 gruba ayrilirlar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Uzantilarina gore noéronlarin siniflandirilmasi (Kugkaya, 2014)

Hiicredeki sitoplazmanin akson i¢indeki es degeri aksoplazmadir. Aksoplazmada, bircok
protein, hiicrenin iskeletini olusturan mikrotiibiiller ve norofilamanlar bulunur. Bunlar
yapisal biitlinliigiin saglanmasinda ve aksonal iletimde Onem arzederler. Aksonlar
yapisal olarak miyelinli ya da miyelinsiz olabilirler. Miyelin kilif periferik sinir

sisteminde Schwann hiicrelerinin plazma membranindan, merkezi sinir



sisteminde ise oligodentrositler tarafindan yapilmaktadir. Tiim sinir liflerinde

aksonlar schwann hiicreleri tarafindan sarilmistir (Kuskaya, 2014).

2.1.4. Myelin Yapis1

Myelinli liflerde her schwann hiicresi bir aksonu sararken, myelinsiz liflerde bir

schwann hiicresi birden ¢ok aksonun etrafin1 sarmaktadir(Garbay et al., 2000, Terzis

and Smith, 1990b).

Myelin yapisal olarak hiicre membranina benzese de farkli olarak yapisinin %75’
lipid, %25’1 protein yapidadir. Lipidlerin %20-30’unu olusturan kolesterol, membran
stabilizasyonunu saglarken diger lipidler glikoprotein yapida olan siilfatid, gangliosid
ve galaktoserebrosiddir (Garbay et al., 2000). Myelin yapisindaki proteinler ise
glikoprotein yapidadir. Proteinlerin yaklasik %50-60’1m1 myelin protein zero (PO
proteini) periferik sinir sisteminde myelinin ana yapitasidir. Ikinci en sik olarak
bulunan glikoprotein myelin basic proteindir, tiim myelin proteinlerin %10 unu
olusturur. Periferal myelin protein 22, % 5’ten daha azini olusturmasina ragmen

myelinin stabilizasyonunda dnemli rol oynar(Shapiro et al., 1996).

Mpyelin protein zero, periferik sinir sistemindeki miyelinin kuru agirliginin %20-
30°’unu olusturur. Yaklagik 28 kDa agirliginda integral membran glikoproteinidir
(Sekil 2.3). Myelinin kompakt yapisinin olusumunu saglar. Myelinizasyon
baslamadan birka¢ giin 6nce schwann hiicresinde sinirlerin aksonlari ve omurilik
kokleri ile temas ettigi zaman eksprese edilir. PO ekspresyonu miyelinizasyonun ilk
basladig1 bolgede en yiiksek oranda bulunur. Ekspresyon seviyesi on dérdiincii glinde
pik yapar, sinir olgunlagsmasi ve myelin yapisinin tamamen olusmasi sonrasi sabit bir
seviyeye diiser. PO ekspresyonu bozulursa miyelin yapisi tehlikeye girer(Spiryda,
1998).



Sekil 2.3: Myelin protein zero adezyon molekiilii yapis1 (Spiryda, 1998)

Schwann hiicreleri tarafindan salgilanan ekstraselliiler matriks proteinleri ile olusturulan
bazal lamina ¢evre diizenini saglamaktan sorumludur. Schwann hiicrelerinin ve bazal
laminanin olusturdugu Biingner bantlar1 aksonlar i¢in norotropik destek saglayarak
iyilesmeye yardimci olur. Schwann hiicreleri glikoprotein yapida olan laminin,
fibronektin, heparan siilfat, entaktin ve tip 4 kollajen gibi bazal laminada bulunan bu

molekiillerin sentezinde de rol almaktadir(Geyik, 2020).

Miyelinli aksonlarda Ranvier bogumu olarak adlandirilan miyelinsiz kisimlar
bulunmaktadir. Sinir iletimi akson tepecigi ve Ranvier bogumlari arasinda sigrayarak

(saltatorik iletim) hizli sekilde saglanir (Terzis et al., 1997) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Schwann hiicresi ve myelin kilif olusumu (Geyik, 2020)

Sinirin ¢evresini saran kilif ii¢ tabakadan meydana gelir. Distan ice sirayla

epindryum, perindéryum ve en i¢te endondryum bulunur (Sekil 2.5).

Akson
Endondéryum

Perinéryum

Epinéryum

Sekil 2.5: Sinir kilifinin tabakalar1 (Geyik, 2020)

11



Epinéryum tabakasi, siniri en distan saran ve sinir demetlerinin arasini dolduran
fibroz yapida bag dokusudur. Fasikiiler govdeyi disaridan gelen fiziksel ve kimyasal
travmalardan korumakla gorevlidir. Epindryum tabakasmin yapisinda elastik lifler,

fibroblastlar, tip 1 ve 3 kollajen ve yag dokusu bulunmaktadir (Geyik, 2020).

Epinéryum tabakasini fonksiyonel olarak iki boliime ayirabiliriz. Dis boliim,
eksternal epindrium (epifasikiiler epindrium) olarak da adlandirilir ve kolayca
ayrilabilen dayanikli bélimdiir. I¢ boliim, internal epindrium (interfasikiiler
epinorium) fasikiilleri simsiki sararak gevsek bir sekilde bir arada tutar. Sinir
yapisinin kesit alaninin %30-70’ini epindrium olusturur ve distale dogru ilerledikge

kalinlig1 azalir(Maggi et al., 2003).

Perindryum tabakasi, fasikiilleri simsiki saran ve kan sinir bariyerini olusturan
miyelin kilifidir. Mekanik desteginin yaninda ayni zamanda iyon dengesini saglayan
bir bariyer gorevi goriir. Mekanik destek yassi perindral hiicreler tarafindan saglanir.
Distal kisimda incelerek tek katli bir yapr halini alan ve henle kilifi olarak

isimlendirilen bir hale gelir (Maggi et al., 2003).

Endondryum tabakasi, ekstraselliiler matriks i¢ine gomiilmiis ince kollajen lifleri,
akson ve schwann hiicreleri icermektedir. Aksonlar, miyelin kilif olusumuna
yardimci olan schwann hiicreleri tarafindan kaplanmistir. Schwann hiicre zarlar
aksonun etrafina ¢epecevre sararak ¢ok katli membran yapilarini meydana getirir.
Miyelin kilifi, kompakt ve kompakt olmayan miyelin béliimlerine ayrilmistir.
Kompakt olmayan boliimdeki miyelin ti¢ yerde bulunur; elektriksel uyarinin hizli bir
sekilde iletimini saglayan ranvier bogumlarinin hemen yaninda, Schmidt-Lanterman

yariklarinda ve i¢ ve dis aksonlardadir(Mizisin and Weerasuriya, 2011).
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PERIFERIK SINIR SISTEMi VASKULARIZASYONU

Periferik sinirler; aksonal transport ve uyari iletimi i¢in gerekli olan enerjiyi sahip

oldugu mikrovaskiiler sistem tarafindan saglar (Hansson, 1993).

Ekstrensek ve intrensek olmak {izere iki sistem periferik sinirlerin

vaskiilarizasyonundan sorumludur (Sekil 2.6).

Intrensek sistemi, epindryum, perindryum ve endondryum tabakalar1 igerisinde yer alan
vaskiiler pleksus olusturur. Ekstrensek ve intrensek sistem arasindaki denge ve
kompansatuar mekanizmalar, siniri vaskiiler dolasim problemlerine karsi korumaktadir.
Ekstrensek sistem ise sahip oldugu gevsek adventisyal tabakayla kapl dis yiizeyi vasa
nervorum olarak adlandirilan damarlardan olusmaktadir. Vasa nervorum mezondriyum
olarak isimlendirilen gevsek bir kilif iginde yer alan sinirlere eslik eden damarlardan
gelen besleyici damarlardir (Hansson, 1993). Mezondryumda longitudinal uzanan
damarlar intrensek sistem ile baglantilidir. Epindryumun igerisinde bulunan epindral
damarlar, her fasikiil veya fasikiil demetinin beslenmesini saglarken bir¢ok seviyede

perindral vaskiiler sistem ile anastamoz yapmaktadir.

: Endoneurial Vessels
? } (Tight Junctions

Epineurial Vessels

Sekil 2.6: Periferik sinirlerin mikrovaskiiler dolasimi (Terzis and Smith, 1990b,
Terzis and Smith, 1990a)
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Perindral damarlar sinir boyunca paralel seyrederken bir¢ok alanda oblik seyir ile
perindryumun i¢ tabakasini asarak endonoral araliga gegerek endonéral vaskiiler
pleksusu olustururlar. Bu kapillerlerin siki endotelyal baglantilar1 sayesinde kan sinir
bariyerinin olusumuna katki sunarlar (Lundborg and Dahlin, 1991). Perindériyum
tabakasinin kan dolasimi sempatik inervasyonla dengelenirken, endondral alandaki

kan dolasimi, lokal perfiizyon basinci ile dengede tutulmaktadir (Myers, 1997).

PERIFERIK SINiR SISTEMI FiZYOLOJiSi

Sinir hiicresinin etrafindaki yar1 gecirgen olan hiicre zari, hiicrenin i¢i ve dis1 arasinda

membran potansiyel farki olusmasina sebep olur. Akson membrani sodyum iyonuna
kars1 gecirgen degildir. Sodyum (Na+) membrandaki Na™ / K' pompasi yoluyla aktif
tasima ile transfer olur. Bunun sonucunda, hiicre iginde yiiksek oranda bulunan
potasyum(K+) iyonu ve diger anyonlar, diisiik oranda bulunan sodyum (N a+) ve klor (CI

) iyonlar1 bulunur. (Sekil 2.7) Membranin istirahat halindeki potansiyeli -70 mV’dir.
Membran elektrik bir uyar1 ile uyarildiginda depolarizasyon meydana gelir.
Membrandaki sodyum kanallarinin sodyuma kars1 gecirgenligi artarak sodyum iyonu
hiicre i¢ine geger, hiicre icinde ve diginda iyon dengesi saglaninca membran potansiyeli
+30mV’ye ulasarak aksiyon potansiyelini olusturur (Sekil 2.9). Bu potansiyel sinir lifi
boyunca yayilir. Miyelinsiz sinir liflerinde potansiyelin yayilimi kesintisiz olurken,
miyelinli liflerde depolarizasyon yalnizca ranvier bogumlarinda oldugu igin potansiyel
bir bogumdan digerine sigrayarak ilerlemektedir (Sekil 2.8). Bu sebeple miyelinli liflerde
ileti daha hizli olur (Ertas, 2000).

Nat CI° k'

Na*
Frt bbb m+++++4+++++++++++++++++++++++++

B R e R

Sekil 2.7: Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyonlarin dagilimi
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Sekil 2.8: Myelinli sinir liflerinde sigrayici iletim
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Sekil 2.9: Bir periferik sinirde kaydedilmis aksiyon potansiyeli (Geyik, 2020)

PERIFERIK SINIiR YARALANMASI

Periferik sinir dokular1 termal, kimyasal, mekanik ve iskemik gibi bir¢ok sebeple
hasar gorebilir. Periferik sinir hasarinin en sik sebebi travmadir. Etyolojide trafik
kazalari, atesli silah yaralanmalari, kesici ve delici alet yaralanmalar1 sOylenebilir.
Travmaya ugrayan hastalarin %2,8’inde periferik sinir hasar1 olugsmakta ve

birgogunda uzun siireli fonksiyon kayb1 yasanmaktadir (Noble et al., 1998).
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Ikinci sirada; kronik basilarin sebep oldugu tuzak néropatiler (karpal tiinel sendromu,
ulnar sinir tuzak noropatisi v.b.) yer almaktadir. Bunlarin disinda elektrik hasar1 ve
yaniklar, metabolik nedenler (diyabetes mellitus, tiremik noropati, amiloidoz), toksik
nedenler (ilaglar, alkol, kursun zehirlenmesi), enfeksiydz hastaliklar (AIDS),
timorler, radyasyon maruziyeti, herediter hastaliklar etyolojik nedenler olarak
sayilabilir. Ameliyat sirasinda olusan basilar nedeniyle de periferik sinir

yaralanmalar1 goriilebilmektedir (Ozer, 2013)

Periferik sinir dokusundaki biitiin sinir hiicreleri ayn1 derecede yaralanabilecegi gibi
yaralanmanin siddetine veya sekline gore ayni sinir dokusu i¢indeki farkli sinir
hiicreleri farkli derecede yaralanma goriilebilir. Periferik sinir onarimi sonrasi
lyilesmenin zamani yaralanmanin derecesine bagli olarak degisebilir. Klinik olarak
sinir hasarinin tanis1 ve takibinde siniflamalar kullanilmaktadir. Bu sayede prognoz

hakkinda dngoriilebilir sonuglar daha erken tahmin edilebilir (Seddon, 1943).

2.1.5. Seddon Siniflamasi

Periferik sinir hasarinda ilk olarak Cohen 1941 yilinda bir siniflama onermistir bu
siniflama Seddon tarafindan 1943 yilinda yeniden diizenlenerek bugiin de yaygin
olarak kullandigimiz néropraksi, aksonotemezis ve nérotemezis tarzindaki siiflama

seklini almistir.

2.1.5.1. Noropraksi

Seddon smiflamasina gore en hafif yaralanma seklidir. Periferik sinirde genellikle
kompresyon hasar1 sonrasi olusan akut gelisen gecici bir fonksiyon kaybi olarak
tanimlanir. Noroprakside anatomik olarak sinirde bir devamlilik gézlense de miyelin
kaybt durumu mevcuttur ve sinir iletisi goriilmez. Kismi motor paralizi mevcuttur,
duyusal ve sempatik fonksiyonlar genellikle korunmustur. Myelin yapiminin yeniden
kendini onarmasina kadar klinik yansimasini korur. Etyolojik faktorler ortadan
kaldirildiginda iyilesme, haftalar i¢inde kendiliginden gergeklesir (Lee and Wolfe,
2000)
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2.1.5.2. Aksonotemezis

Endondryum, epindryum, perindryumun ve hiicrelerin bazal membraninin saglam
kaldig1 ancak myelin kilifta ve aksonal devamlilikta bir kesilme goriildiigii bir
durumdur. Yaralanma sonucu hasarin distalinde Wallerian dejenerasyon
proksimalinde de aksonal tomurcuklanma gozlenir. Fonksiyonel geri doniis igin
gecmesi gereken siire, aksonal yenilenme ve hedef dokudaki reinnervasyon siirecine
baglhidir. Rejenerasyon 1-2 mm/giin hizla ilerlemesine ragmen kaslarda denervasyona

bagl atrofi gelisebilmektedir (Lee and Wolfe, 2000)

2.1.5.3. Norotemezis

Periferik sinir hasarinin en siddetli seklidir. Sinirin ve sinir ¢evresindeki destek dokularin
traksiyon veya laserasyon sonucunda devamliliginin tamamen kesintiye ugradigi ve
cerrahi olarak birlestirilme yapilmazsa fonksiyonel kazancin beklenmedigi hasar seklidir.
Bu tiir hasar sonrasinda lezyonun distalinde denervasyon ve tiim fonksiyonlarda kayip
gozlenir. Bunun sebebi sinirin tam kat kesilmesi, iletimi tamamen engelleyen timor ve
skar dokusudur. Cerrahi onarim yapilmamasi halinde ise kesinin proksimalinde ndroma

olusumu gozlenir (Lee and Wolfe, 2000)

2.1.6. Sunderland Simiflamasi

Sunderland, 1951 yilinda sinirde meydana gelen hasari temel alan anatomik igerikli
ve bes dereceden meydana gelen siniflamasini ortaya koymustur. Bu smiflama
Seddon simiflamasimin bir modifikasyonudur. Sunderland aksonometrik hasarlar alt
derecelere ayirmistir ve gliniimiizde en ¢ok kullanilan ikinci siiflandirma sistemidir.
Mackinnon, Sunderland Siniflamasina altinci derece sinir hasarmi ekleyerek bu

siniflandirmay1 modifiye etmistir (Ozer, 2013).

Birinci Derece Hasar: Seddon siniflamasindaki karsiligi néropraksidir. Akson ve
sinir kilif yapilar intakttir fakat lezyon bolgesinde sinir segmentinde iletim kaybi1 ve
lokal demiyelinizasyon vardir. Wallerian dejenerasyon goriilmez, spontan iyilesme

gozlenir (Maggi et al., 2003).
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Ikinci Derece Hasar: Seddon smiflamasma gore aksonotemezise esdeger kabul
edilir. Sinir kilif yapilar intakttir fakat aksonun biitiinliigli bozulmustur. Distal
segmentte Wallerian dejenerasyon goriiliir. Schwann hiicresinin bazal membrani ve
endondral kilifi saglam olmasi sebebiyle prognoz iyidir ve spontan olarak iyilesir

fakat birinci derece hasara gore iyilesme siiresi daha uzundur.

Sunderland’a gore {igiincii, dordiincii ve besinci derece hasarlar nérotemezise esdeger
kabul edilmis olup ii¢lincli derece endondriyum, dordiincii derece endondriyum ve
perindriyum, besinci derecede endondriyum, perindriyum ve epindriyum hasari

goriiliir (Maggi et al., 2003).

Uciincii Derece Hasar: Seddon smiflamasindaki aksonotemezis ve norotemezisin
bir karisimi olarak kabul edilir. Ugiincii derece hasarda, epindriyum ve perindriyum
intakttir fakat schwann hiicre kilifi, endondriyum ve aksonun devamlilig1 kesintiye
ugramistir. Igyapida goriilen bu diizensizlik ve devamsizlik genellikle ciddi
kompresyon veya hasar sonucu goriilebilir. Endondriyumdaki hasarin derecesine
bagl olarak iyilesme olusabilir. Aksonun distalinde Wallerian dejenerasyon goriiliir.
Bu hasarlanmada endondriyum ve schwann hiicre kilifi zarar goérdiigii i¢in tam olarak
iyilesme goriilmez. Iliml bir {iglincli derece hasarda intrafasikiiler alanda minimal
fibrozis gorillen ve ciddi rejenerasyonla iyilesme gosterebilen bu tarz hasarlar
aksonotemezise karsilik gelir. Siddetli bir iiclincii derece hasarda, rejenerasyonun
olusumunu ciddi sekilde engelleyecek fibrozis olan bu tip yaralanmalarda
norotemezis olarak kabul edilir. Rejenerasyon, ayda yaklasik 1 cm ilerledigi kabul
edilir. lyilesme sirasinda néroma olusumu yada sinkinezi olusumu fonksiyonel
sonuglarin koétii olmasina sebep olabilir. Bu durumda néromanin ve skarin tamaminin

cerrahi rezeksiyonu gereklidir (Maggi et al., 2003).

Dordiincii Derece Hasar: Sinirin epindriyum tabakasi saglamdir bunun disindaki tim
tabakalarinin devamliligi bozulmustur. Fiziksel olarak sinir devamliligi korunmakla
birlikte, olusacak skar dokusunun yaratacagi blokaj sinir rejenerasyonunu engeller ve
hasar alaninda néroma olusumuna sebep olur. Spontan iyilesme ¢ok nadir goriilmesi
sebebiyle cerrahi onarim Onerilir. Bu tip hasarlanmada, hasarli kismin ¢ikarilarak sinir

uclariin cerrahi olarak ucuca anastomozu gerekir. Hasarin distalinde Wallerian
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dejenerasyon goriiliir. Bu tip hasar siklikla gerilim, traksiyon, ezilme, koter

yaralanmasi veya sinire yapilan yanlis enjeksiyon sonucu meydana gelir (Maggi et

al., 2003).

Besinci Derece Hasar: Sinir tamamen kesintiye ugramaktadir, epindriyum da dahil
olmak tiizere sinir bitiinligli tamamen kaybolmustur, bu yoniiyle Seddon
simiflamasindaki norotemezise esdegerdi. Cerrahi onarim veya greftleme yapilmazsa
iyilesme miimkiin degildir. Cogunlukla penetran travmalar sonucu meydana gelir. Bu
tip yaralanmada ¢ogu zaman onarim bdlgesinde, aksonal hedefte uygunsuzluk olmasi

nedeniyle aksonal rejenerasyonun prognozu iyi degildir (Maggi et al., 2003).

Altinc1 Derece Hasar: Mackinnon Sunderland Siniflamasina altinci derece sinir
hasarini ekleyerek siniflandirmayr modifiye etmistir. Mikst tip sinir hasar1 olarak da
adlandirilan bu grupta, ayn1 sinir boyunca degisik seviyelerde ve farkli derecelerde
sinir hasarlar1 bir arada goriilmektedir. Kimi liflerde akson kaybinin kimi liflerde ise
ileti blogunun oldugu mikst tip yaralanmadir. Bu tiir lezyonlar ¢cok yaygin olarak
goriillir ve saf akson kaybi1 gorilen lezyonlardan ayirmak i¢in dikkatli
elektrodiyagnostik inceleme gerektirir. Ozellikle ezici tip yaralanmalarla meydana
gelir. Bazi fasikiiller normaldir, bazilarinda spontan iyilesme beklenir, ancak
dordiincii ve besinci derecede hasarlanmis fasikiillerde rejenerasyon miimkiin
degildir. Tedavisinde intrandral noroliz ile saglam fasikiillere zarar vermeden,
dordiincii ve besinci derece hasarli fasikiillerin cerrahi onarimlar1 gerekir (Dvali and

Mackinnon, 2006).

2.1.7. Dejenerasyon

Periferik sinir sistemi; hem dejenerasyon hem de rejenerasyon goriilebilmesi sebebiyle
santral sinir sisteminden farklidir (Santo Neto et al., 1998). Bu olaylar1 baglatan ve
devam ettiren molekiiler mekanizma hala tam olarak agiklanamamustir. Biyolojik olarak,
sinir hasarmin onarimi sonrasi iyilesmeyi etkileyen faktorler; yaralanmanin siddeti,
yaralanma sonras1 gelisen dejeneratif degisiklikler, saglikli kalan sinir hiicrelerinin
sayisi, aksonal biiylimenin hizi ve kalitesi, rejenere olan aksonlarin uygun sekilde
diizenlenmeleri, hedef organlarin mevcut durumudur. Klinik olarak iyilesme ¢cogunlukla

tam olmaz ve en sik duyu ve motor fonksiyonlarda kayip, sogugu tolere
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edememe, agr1 gibi hastanin gilinliik hayatin1 ve meslek hayatin1 olumsuz etkileyen
belirtiler goriliir (Lundborg, 2000). Yalnizca birinci derece hasarlarda, patolojik
degisiklikler ya hi¢ yoktur ya da minimal diizeyde goriiliir. Daha ciddi sinir
hasarlarinda lezyonun goriildiigii bolgenin yami sira, lezyonun proksimalinde,
distalinde ve sinir hiicresinin govdesinde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
goriiliir. Yaralanma alaninin distalindeki tiim miyelinli veya miyelinsiz liflerde

seviyesi ne olursa olsun Wallerian dejenerasyonu goriiliir (Siit¢ii, 2010).

Periferik sinir hiicresinde 3 tip hasarlanma mevcuttur.

1) Wallerian dejenerasyonu

2) Aksonal dejenerasyon

3) Segmental demiyelinizasyon

2.1.7.1. Wallerian dejenerasyonu

Periferik sinirin aksonunun herhangi bir alaninda hasar olusmasi ve bu hasara bagh
olarak da sinir devamlilifinin bozulmasi olarak tanimlanabilir. Hasarin distalinde akson
ve aksonun etrafindaki miyelin kilif dejenere olur, makrofajlar aracihigiyla fagosite
edilir. Hasarin proksimalindeki alan ve sinir hiicresinin hiicre govdesi saglam kalir.
Periferik  sinir hiicresinin  aksonu kesintiye ugramasi sebebiyle Wallerian
dejenerasyonunun gelisimi belirli bir siire alir. Bu siire dort giin ila onbir giin arasinda
degismektedir. Akson ne kadar distalde hasar goriirse Wallerian dejenerasyonu o kadar
erken baslar. Wallerian dejenerasyonunda, ilk giinlerde akson hasarinin distalinde kalan
bolge elektriksel olarak uyarilabilir. Daha sonra hasar bdlgesinin aksonun u¢ kismina
olan uzakligmma gore sinirin uyarilabilirligi azalir. En fazla on bir giin i¢inde sinir
uyarilamaz hale gelir. Motor sinirlerde ise, ndromuskuler kavsak periferik sinirden iki
giin Oonce dejenere olmasi sebebiyle hasarin en ge¢ dokuzuncu gilinlinde kastan alinan
cevap kaybolur. Eger sinir kilifinin biitiinliigii korunmus ise, dejenerasyon sonrasi sinir,
hasar gordiigii bolgenin distaline dogru yaklasik 1 mm/giin hizla rejenere olur. Rejenere
olan bolge aksonun ilk haline gére miyelin yapist daha incedir ve internodal araliklar

daha kisadir (Kuskaya, 2014) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: Wallerian dejenerasyonu (Siit¢ii, 2010)

2.1.7.2. Aksonal dejenerasyon

Hasar, periferik sinirin hiicre gdvdesinde veya aksondadir. Cogunlukla metabolik ve
toksik sebeplerle ortaya ¢ikar. Hasar periferik sinir hiicre govdesini direkt etkileyen bir
sebeple (poliomiyelit gibi) olabilecegi gibi aksonun tamamini etkileyen bir sebeple
(Vincristine’in toksik etkisi) de olabilir. Periferik sinir hiicresi canliligini kaybettiyse
geri doniis goriilmez. Sebep aksonun devamliligi bozulmadan ortadan kaldirilirsa
haftalar ya da aylar i¢inde akson eski fonksiyonuna kavusabilir. Aksonun devamlilig

bozulduysa Wallerian dejenerasyonundaki gibi rejenerasyon siireci yavas olur.

Aksonal dejenerasyonda elektrofizyolojik testlerde sinir hala uyarilabilir haldeyse, ileti
hiz1 normal veya normale yakin degerlerde bulunurken, aksonal dejenerasyonun oldugu
motor sinirde Birlesik Kas Aksiyon Potansiyeli (BKAP) amplitiidii, duysal sinirde ise
Duysal Sinir Aksiyon Potansiyeli (DSAP) amplitiidii diisiik izlenir. Daha ileri evrede ise,
motor veya duysal sinir uyarimi sonucu hedeften potansiyel kaydedilmez. igne elektrot
ile yapilan EMG incelemesinde, aksonal dejenerasyonun onuncu giin sonrasinda,
denervasyonun sebep oldugu spontan potansiyeller (fibrilasyon, pozitif keskin dalga,
kompleks ardisik bosalim) kaydedilir. Parsiyel dejenerasyonun oldugu durumlarda bir iki
ay sonrasinda ndrojenik motor iinite potansiyelleri (polifazik, genis siireli, normal veya

biiylik amplitiidlii) kaydedilir. Daha
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ileri donemde ise, bu potansiyellerde amplitiid artis1 goriilir. Maksimum kasilmada
ekranda aym1 anda gozlenen farkli motor iinite potansiyel sayisi azalmistir buna

seyrelme paterni denir. Prognozu en kotii olan hasarlanma tipidir (Kuskaya, 2014).

2.1.7.3. Segmental demiyelinizasyon

Miyelinli liflerde, periferik sinir aksonunda bir hasar olmadan ¢evresindeki schwann
hiicresinde ve miyelin kilifinda hasar s6z konusudur. Herediter noropatilerde
goriildiigli gibi tiim sinir boyunca demyelinizasyon olabilir veya edinsel
demiyelinizan hastalik durumlarinda (Guillain-Barre Sendromu veya Kronik
Inflamatuvar Demiyelinizan Polindropati gibi) belirli bir sinir béliimiinde
demiyelinizasyon goriilebilir. Miyelin, kendini yenileyebilen bir yapida olmasi
sebebiyle demiyelinizasyonun nedeni ortadan kaldirildiginda, demiyelinizasyon
tamamen geri donilisii olan bir siiregtir. Remiyelinizasyon ise demiyelinizasyon
sonrasinda on bes giin ile alti ay arasinda tamamlanir. Bununla beraber,
remiyelinizasyonun goriildiigii bolimlerde miyelin kilif daha ince ve internodal
araliklar daha kisadir. Demiyelinize olmus kisimda ileti hiz1 yavaglar. Duysal ileti
elektrofizyolojik olarak degerlendirildiginde DSAP siklikla goriilemez. Motor ileti
degerlendirildiginde ise siklikla normal ya da normale yakin amplitidde BKAP elde
edilir. Eger demiyelinizasyon, sinirli bir alanda ise, bunun distalinden uyarimla
normal motor yada duysal cevap kaydedilebilir. Bu alanin proksimalinden uyari
yapildiginda ise ileti blogu olarak adlandirilan demiyelinizasyonun derecesine gore
yanit1 ¢ok az oldugu veya hi¢ kaydedilemedigi durum goriiliir. igne elektrot ile
yapilan EMG degerlendirmesinde, ¢ogunlukla spontan denervasyon aktivitesi
kaydedilmezken, fibrilasyon veya pozitif keskin dalga aktivitesi goriilebilir. Motor
inite potansiyelleri, kaydedildigi takdirde her donemde normal dalga formlarinm
siklikla korurlar. Bununla beraber erken evrede polifazik motor {inite potansiyelleri

nadiren kaydedilebilir (Kuskaya, 2014).
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SINiR REJENERASYONU

Sinir hasarindan sonra hasar goren sinirin distal pargast Wallerian dejenerasyona
ugrar. Wallerian dejenerasyonunda yaralanmanin distalinde bulunan aksoplazma ve
myelin temizlenir. Bu temizleme islemi kalsiyuma bagimli proteolitik enzim
aktivitesi ile yapilir ve akson rejenerasyonu i¢in zemin olusturulur. Makrofaj
sayisinin artis1 ve schwann hiicrelerinin proliferasyonunun tetiklemesi ile Wallerian
dejenerasyon baslar. Proliferasyon iiglincii giin pik diizeyine ulasir ve iki hafta
boyunca devam eder. Artan makrofajlar schwann hiicre tiipii debrislerini temizlerler
(Thacker et al., 2007). Aksonal dejenerasyon, akson hasar1 sonrasi rejenerasyonun
baslamasi i¢in 6nemli bir evredir. Aksonlarin rejenerasyon hizi tiirden tiire farklilik
gosterir. Kemirgenlerde rejenerasyon hizi 2-3,5 mm/giin iken insanlarda bu hiz 1-2
mm/giindiir. Schwann hiicreleri, periferik sinir hasar1 sonrasi aksonal rejenerasyon ve
maturasyonun saglanmasi amaciyla growth faktorlerin sentez ve saliniminda rol
alirlar. Bunun disinda laminin ve fibronektin gibi ekstraselliiler natriks proteinleri ve
yapisal proteinler sentezlerler. Prolifere olan Schwann hiicreleri bazal membran
tarafindan sinirlanarak longitudinal kolonlar seklinde birleserek destek hiicreleri
olarak da anilan "Bungner bandi"ni olustururlar. Ayn1 zamanda Schwann hiicreleri
de norotrofik faktorler salgilarlar. Bungner bandi rejenere olan akson i¢in kontakt
etkilesim yaratir ve aksonun distale dogru ilerlemesine sebep olur. Bununla birlikte

Schwann hiicreleri lizerindeki reseptor sayisi da artar (Cinar, 2008).

Travma sonrasi alti saat icinde proksimal kisimda bulunan akson distale dogru
ilerlemek i¢in ¢ok sayida kollateral ve terminal tomurcuklar verir. Rejenerasyon
Nerve Growth Faktor kontroliinde en distaldeki saglam Ranvier bogumundan baslar.
Bir rejenerasyon iinitesinden ¢ikan kollateraller farkli yonlerde ilerleyebilirler ve
distal Schwann hiicre tiipiinde ilerleyerek farkli son organlarda sonlanabilirler. Yani
kollateral tek motor aksonlar ayr1 kaslar1 reinnerve edebilir veya kollateral tek duyu

aksonlar1 ayr1 duyu alanlarini innerve edebilir (Cinar, 2008).

Kesilmis olan akson filizleri Bungner bandi boyunca distale dogru ilerler, periferik son
organla iligki kurup reinnervasyonu saglarlar. Bir aksondan baglayip distale uzanan

filizlere "rejenerasyon tiinitesi" denir. Akson rejenerasyonunun gergeklesmesi icin
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distal segmentte Schwann hiicresi ve bazal membran bulunmasi gereklidir. Bir
rejenerasyon iinitesinden ¢ikan kollateraller distal Schwann hiicre tliplinde ayr1 ayri

ilerleyerek farkli son organlarda sonlanabilirler (Stacey, 2004).

PERIFERIK SINiR ONARIMI

Sinir hasar1 kiint travma seklinde veya keskin bir cisim araciligiyla laserasyona bagli
olarak gelisebilir. Hasar sonrasi ilk 72 saat igerisinde hemen onarilan laserasyona
bagli olusan travmalarda en iyi yontem u¢ uca anastomozdur. Sinir onarimi
geciktikce yara uglari arasindaki mesafe artig1 sebebiyle defektin onarilmasi igin sinir
greftine ihtiya¢ duyulur. Bu durumda cerrahi basar1 sanst da azalmaktadir. Normal
sartlarda aksonal biiyiime hizi 1 mm/giin seklindedir. Geri doéniisiimsiiz kas atrofisi

ile operasyona ragmen kalic1 fonksiyonel kay1p i¢in siire 12-18 aydir.

Cerrahi onarim teknikleri; ndroliz, u¢ uca anastomoz, sinir grefti ve sinir transferidir
(Dumitru et al., 2002). Kompresyona bagli gelisen parsiyel hasarlarda kullanilan
temel teknik norolizdir. Tam kat hasarlarda tercih edilen ve prognozu en iyi olan
yontem u¢ uca anastomozdur (Spinner and Kline, 2000). Cerrahinin temel gayesi
saglikli sinir fasikiillerini bir araya getirmektir. Sinir fasikiilleri gerilim olmadan ug
uca getirilemiyorsa sinir grefti veya sinir transferi tercih edilir. Onarim bolgesindeki
gerilim, iyilesme sirasinda skar olusumuna ve rejenere olan sinir liflerinde blokaja
sebep olmaktadir. Sinir grefti olarak sentetik conduitler veya non-noral dokular da

kullanilabilir.

Sural sinir, glinlimiizde sinir grefti olarak en sik kullanilan sinirdir. Bunun disinda;
vaskiilarize sinir grefti ve ven grefti de kullanilabilir. Sinir transferi ise fonksiyonu
minimal olan saglam motor sinirlerin alinarak diger kaslarin reinnervasyonunda
kullanilmasina imkan veren bir metoddur. Daha yeni bir teknik olan u¢ yan onarim
ise yaralanma distalinde bulunan bolgede, distal parcanin saglikli sinir dokusuna

stiture edilerek onarilmasina verilen addir (Diao and Vannuyen, 2000).

24



Sinirlerin primer tamiri, epindral veya fasikiiler olmak tizere iki sekilde
uygulanabilir. Epinéral onarimda fasikiiller karsilikli getirilip mikro siiturlar
kullanilarak uygulanan ug-uca anastomoz teknigidir (Sekil 2.11). Fasikiiler onarimda
ise, fasikiiler yapilan disseksiyon ortaya konarak epinéryum kendi iizerine katlanir.
Karsiliklr siiturlar yerlestirilmesi yeterlidir (Sekil 2.12). Grup fasikiiler yontemde ise
ayn1 grup duyu ve motor fasikiil gruplari belirlenerek eslestirilerek siiture edilir. Bu
onarim teknigi cogunlukla el bilegi seviyesinin proksimalinde kullanilmaktadir

(MATSUYAMA et al., 2000) (Sekil 2.13).

Internal epineurium

A Fascicle
External epineurium’

Sekil 2.12: Fasikiiler Onarim (Geyik, 2020)

Sekil 2.13: Grup Fasikiiler Onarim (Geyik, 2020)
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SICAN LARINKS VE BOYUN ANATOMISI

Sicanlar; diisiik maliyetli, bulunabilirligi ve kullanim kolayligi nedeniyle deneysel
modeller i¢in popiiler laboratuvar hayvanlaridir. Deneysel model olarak sican

larinksini kullanan ¢alismalar nadirdir (Sagartz et al., 1992).

Larinks, farinks ve trakeayr birbirine baglayarak solunum yollarinin iletken
sisteminin bir parcasidir. Alt solunum yollarina partikiilli maddelerin girmesini
engellemede ve ses iiretiminde onemli bir rol oynar (Smith, 1977). Aspirasyonu
onlemek i¢in; tiroaritenoid kasin kasilmasiyla aryepiglottik fold adduksiyonu sonrast
aritenoid kartilaj epiglotun taban kismina yiikselir ve krikoaritenoid kasin lateral,

oblik ve transvers parcalarinin kasilmastyla vokal kordlar birbirine yaklagir.

Sican larinks iskeleti insan larinksindeki gibi; tiroid kikirdak, krikoid kikirdak ve
aritenoid kikirdaktan olusur. Insanlardan farkli olarak epiglot tabanma yakin vokal
kordun 6n yarisinda kanat seklinde ekstra bir kikirdak mevcut, bu kikirdaga Sagatz
ve arkadaglar1 laringeal alar kikirdak ismini vermistir. Tiroaritenoid kas, krikotiroid
kas, lateral krikoaritenoid kas ve posterior krikoaritenoid kas insan larinksinde
oldugu gibi yerlesiktir. Tiroaritenoid kas, dikey hatta boliinerek lateral ve medial
pargalart mevcuttur. Insan larinksinde olmayan iki farkli kas mevcuttur. Alar
krikoaritenoid kas olarak isimlendirilen bu kas en uzun laringeal kastir ve laringeal
alar kikirdagin anterioruna yapisir. Diger kas ise superior krikoaritenoid kas olarak
isimlendirilir. Bu kas aritenoid kikirdagin posterior ve medialinde krikoidin

tiiberkiiliine uzanir (Sekil 2.14) (Inagi et al., 1998).
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Sekil 2.14: A, Rat larinksinin posteriordan goriintiisii. Rat larinks iskeleti tiroid kartilaj
(TC), krikoid kartilaj (CC), aritenoid Kartilaj (AC) ve laringeal alar kartilajdan (LALC)
meydana gelir. Kaslar1 tiroaritenoid kas (TA; lateral TA[L-TA] olarak gosterilir), ),
krikotiroid kas (CT), lateral krikoaritenoid kas (LCA), posterior krikoaritenoid kas
(PCA), alar krikoaritenoid kas (ACA) ve superior krikoaritenoid kas (SCA)’dir. B,
larinks kaslarinin baglandig1 bolgelerin sematik ¢izimi (Inagi et al., 1998)

2.1.8. Rekiirren Laringeal Sinir Anatomisi

RLS; krikoaritenoid kas disindaki tiim intrensek laringeal motor innervasyonu ve

vokal kord inferior bolgesinin duysal innervasyonunda gorev alir.

Sol RLS: Sol vagus siniri, sol taraftaki subclavian arterinde Oniinde ilerleyerek
mediastenin iist kismina ilerler. Sol RLS, vagustan ligamentum arteriosum alt
kisminda aorto pulmoner pencere seviyesinde dallanir. Trakeoozefageal olukta
yukar1 yonli bir seyir alir. Sol RLS uzunlugu, sagdan daha yiiksek olmasi sebepli

daha ¢ok hasara ugramaktadir.

Sag RLS: Mediastende vagus sag subclavien arteri onden c¢aprazlayarak trakea
saginda medial ve dorsal olarak ilerler. Sag RLS, subklaviyen arterin kaudalinde
vagustan ayrilir, subclavien arterin arkasinda gegerek trakeodzefageal olukta yukari
yonlii seyreder. Krikoid kikirdak hizasinda, inferior tiroid arterden gelen laringeal
dalla beraber, inferior konstriktér kasin altindan krikotiroid eklem posteriordan

larinkse girer. (Sekil 2.15)

27



Arkus aorta

Sekil 2.15: Rekiirren laringeal sinirin seyri (Yurdakul, 2019)

RAT LARINKSI HISTOLOJIiSI

Isik mikroskopi ile larinksin incelenmesinde 5 tip epitel goriiliir. Bunlar; ¢ok kath
skuamoz epiteli ¢ok katli skuamoid epitel, yalanci ¢ok katli yassi epitel ve yalanct
cok katl kiibik epitelin 2 tipidir. Epiglot kikirdagin biiyiik bir kisminda, ariteonid
hizasinda, lateral ventrikiil i¢cinde ve dorsal bolgede ¢ok katli skuamdz epitel bulunur.
Epiglot st kisminda yer yer tat tomurcuklar1 da bulunur. Vokal kordlar yaklagik 2

hiicre tabakas1 kalinliginda skuamoz epitelle ¢evrilidir.

Epiglot kaudalinin 6n bdliimiinde genis bir alanda solunum epiteli bulunur. Yalanci
cok kath kiibik epitel ise skuaméz epitelle solunum epiteli arasindaki gecis

bolgesinde bulunur (Cébden, 2013).
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MELATONIN

Melatonin  (N-acetyl-5-methoxytryptamine), pineal bezden salgilanan bir
norohormondur. Lerren ve arkadaslar tarafindan 1958 yilinda sigir pineal bezinden
izole edilen melatonin, insanlarda belli hastaliklarda deride goriilen diizensiz
pigmentasyonun tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Melatonin hormonu
adini, kurbaga derisinde bulunan pigment hiicrelerinde melanin graniillerinin

agregasyonuna neden oldugu goriilmesi iizerine almistir (Siitgii, 2010, Kandemir and

Sarikcioglu, 2015).

Salgilanmasi sirkadyen ritmin kontroliinde gerceklesir. Gece kan diizeyi yiiksek iken,
giindiiz kandaki seviyesi geceye gore daha diisiiktiir. Yiiksek lipofilik ve hidrofilik
ozelligi sebebiyle kan beyin bariyeri ve plazma membrani gibi fiziksel bariyerleri
rahatlikla gecebilir (Kandemir and Sarikcioglu, 2015). Plazma membranini gegmesi
sebebiyle hiicre i¢i organellere direkt etki edebilme 6zelligine sahiptir (Siitcii, 2010).
Sekretuar organda depolanmak yerine biyosentezi sonrasi kan dolasimina salinir
(Kandemir and Sarikcioglu, 2015). Antioksidan, antiinflamatuar, antiapoptotik ve

antikarsinojen etkisi olan bir ajandir (Rateb et al., 2017).

Triptofan melatonin sentezinde 6nemli rol oynayan esansiyel aminoasittir. Triptofan
ilk olarak triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksi triptofana donistiiriliir. 5-
hidroksi triptofan dekarboksile edilerek Serotonin olusur. Sinir uglarindan
Noradrenalin salinimi sonras1 N-asetil transferaz aktivitesi artar bunun sonucunda
Serotonin azalirken N-asetil serotonin ve Melatonin artar (Kandemir and Sarikcioglu,
2015, Siiteii, 2010) (Sekil 2.16).
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light

Sekil 2.16: Melatonin Biyosentezi (Kandemir and Sarikcioglu, 2015)

Melatonin sentezi arttikga, hormon pasif diflizyon yoluyla kana karigir. Karanlik ve
151810 azalmasi Melatonin sentezi ve salinimin uyarir. Insanlarda melatonin salgisi
karanligin baslamasindan hemen sonra artar gecenin ortasinda zirveye ulasir (gece
saat 02-04 aras1). Gecenin ikinci yarisinda yavas yavas diiser. Serum melatonin

konsantrasyonu yasa bagli olarak degisir.

Melatonin nitrik oksit sentezini azaltarak veya serbest radikallerin sinir sistemindeki
destruktif etkilerini azaltarak noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Rateb
et al.,, 2017). Melatonin hem in vitro hem de in vivo c¢alismalarda diger bazi
bilesenlere gore daha giiclii serbest radikal temizleyicisi oldugu gosterilmistir.
Oksidatif hasara karst korumada bilinen diger antioksidanlardan (mannitol,
glutatyon, E vitamini) daha etkili oldugu goriilmektedir. Bu sebeple dejeneratif ve
proliferatif degisikliklere sebep olan bazi hastaliklarda oksidatif hasara karsi koruma
saglayabilir. Alzheimer, Parkinson ve inmenin deneysel modellerinde goriilen
norodejeneratif etkiyi durdurmada etkili oldugu gosterilmistir. Ancak bu antioksidan
etkilerinin saglanabilmesi i¢in gece en yiliksek oranda salinan melatonin

konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyon gerektirir.

Giicli bir antioksidan olan melatonin, tekli oksijen toksisitesini Onler ve glutatyon

peroksidazi uyararak etki gosterir. Sitozolik kinin rediiktaz 2’ye yliksek afiniteli
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baglanmas1 sebebiyle redoks tepkimelerinin kontroliinde de rol oynar. Giicli ve
cesitli antioksidan kapasitesi gbz Oniine alindifinda organizmanin antioksidan

savunma sisteminin temel bir unsuru oldugu bildirilmistir.

Melatonin insan viicudunda sirkadyen ritmin diizenlenmesi, uyku fizyolojisi, zihinsel
durum, iireme, timor gelisimi, yagslanma ve diger bircok fizyolojik siire¢te dnemli rol

oynamaktadir.

Aksonal devamliligin kesilmesinde kaynaklanan proksimal sinir ucundan filizlenen
diizensiz sinir liflerinin olusturdugu néromay: azaltir. Onceki calismalarda eksojen
verilen melatoninin sinir ucunda yara olusumunu azalttig1 ve pineal bezi ¢ikarilan
hayvanlarin sinir dokusundaki geraniilasyon dokusunun kollajen {iretimini 6nledigi

goriilerek skar dokularinda azalmaya sebep olabilecegi sdylenebilir.

Yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda periferik sinir hasar1 sonrast sinir
rejenerasyonunu  gelistirmek icin schwann hiicre proliferasyonunu destekledigi

gosterilmistir.

Insan ¢alismalarinda verilen melatonin dozlar1 0,1 mg ile 2000 mg arasinda gok genis
bir aralikta degismektedir (Atik et al., 2011). Intravendz(iv) verildikten sonra
melatonin hizla dagilir ve elimine edilir (Iguchi et al., 1982). Agizdan uygulanan
melatoninin biyoyararlanimi distktiir. 0,5 mg {iizerindeki melatonin dozlar
farmakolojik olarak terapotik kabul edilse de bu konuda net bir fikir birligi yoktur
(Brzezinski, 1997). Shokouhi ve arkadaslari melatonin diisiik doz (10 mg/kg) ve
yiksek doz (50 mg/kg) verildiginde diisik dozda myelin yikimi ve aksonal
degisiklikleri azaltti§i goriilmiis, yiiksek dozda ise herhangi bir ultrastruktuel
degisikligi tamamen notralize etmistir. 50 mg/kg’lik dozun giiclii bir ndroprotektif
etkiye sahip oldugunu bildirmistir (Rogério et al., 2002). Rogerio ve arkadaslari
siyatik sinir kesisi sonrast 1, 5, 10 ve 50 mg/kg dozlarda melatonin uyguladiktan
sonra neonatal omurilikte motor néron 6liimiinde 6nemli bir diisiis bildirdiler. Bu
calismada noronal hayatta kalma oran1 daha yiiksek dozlar yerin diisiik dozlarda daha
yiiksek oldugu gosterildi (Rogério et al., 2002). Melatonin 1-50 mg/kg dozlarda
noroprotektif etki 50-100 mg/kg dozlarda ise 6liime kadar yol acabilen komaya sebep
olabilecegi bildirildi (Rogério et al., 2002).
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Melatoninin periferik sinir patolojilerinde yararli etkileri oldugunu gosteren bircok
caligma olmasina ragmen toksik etkisi oldugunu gosteren caligsmalar da mevcuttur.
Lehman ve Johnson melatonin ve Zoloftun(antidepresan) kombine kullanimlarinda
yiiksek proteinli diyet ile birlikte kullanilmasi retinada melatonin/dopamin
dengesizligine yol agarak toksik optik noéropati yaptigi bildirilmistir (Lehman and
Johnson, 1999).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nde,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan izin alinarak 30/11/2020-11/01/2021
tarihleri arasinda gerceklestirildi. Calisma esnasinda 5199 numarali “Hayvanlar
Koruma Kanunu” ve Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin deneysel ve diger bilimsel
amaglar icin kullanilan deney hayvanlarinin korunmasi, deney hayvanlarinin iiretim
yerleri ile deney yapacak olan laboratuvarlarin kurulus, calisma, denetleme, usul ve

esaslarina dair yonetmeligine uyuldu.

Calismamizin cerrahi boliimii, ratlarin barindirilmasi, bakimi, beslenmesi, sakrifiye
edilmesi islemi belirli olan wusiil ve isleyis esaslart dogrultusunda Sakarya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yapildi. Calismamiz
sirasinda EMG kayitlarinin alinmasi Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Ana Bilim Dali’'nda yapildi. Calismamizin histomorfolojik degerlendirilmesi,
orneklerin 151k mikroskoplar1 altinda incelenmesi ve uygun histolojik yontemlerle
immunohistokimyasal incelemesi Sakarya Universitesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu calismada, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastrma ve Uygulama
Birimi’nden temin edilen yaklasik 250-300 gram agirliginda, erkek cinsiyete ve
normal laringeal fonksiyonlara sahip 28 adet Wistar Albino Rat tiirii kullanildi.
Deney hayvanlar1 uluslararasi hayvan deney bakim ve deney kilavuzlarina gore
standart laboratuvar kosullarinda (sicaklik 23+2°C, nem %45-65, 12 saat
giindiiz/gece siklusu) acgik kafeslere alindi (Resim 3.1). Deney Hayvanlari, Sakarya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda standart kosullarda

beslenerek takip edildi.
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Resim 3.1: Cerrahi sonrasi kafeste takibi yapilan denek grubu

Calismamizda dort grup ve her bir grupta yedi hayvan olacak sekilde hayvan modeli
olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1: Calisma Gruplari
Grup Ad1 Deney Hayvan Yapilan Islem

Sayist
1. Grup 7 RLS Onarimi (Sutilirasyon var)
2. Grup 7 RLS Hasar1 (Sutiirasyon yok)
3. Grup 7 RLS Hasar1 (Sutiirasyon yok) +
Melatonin Tedavisi
4. Grup 7 RLS Onarimmi (Sutiirasyon var) +

Melatonin Tedavisi
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Grup 1; sinir onarimi kontrol grubu olarak belirlendi, sol RLS ortaya konulduktan
sonra 11 numaral1 bistiiri yardimiyla sinir tam kat velev seklinde kesildi. Sonrasinda
kesi yapilan sinir 10.0 prolen ile epindral sutiirasyona uygun olarak sutiire edilerek
onarim yapildi. Cerrahi saha strep kaslar ve cilt sutiire edilerek kapatildi. Cerrahi

sonras1 takiplerinde bu gruba herhangi bir tedavi uygulanmadi.

Grup 2; sinir hasar1 kontrol grubu olarak belirlendi, sol RLS ortaya konulduktan
sonra 11 numarali bistiiri yardimiyla sinir tam kat velev seklinde kesildi. Daha sonra
sinir uglart kars1 karsiya gelecek sekilde sutiire edilmeden birakilarak cerrahi saha

kapand1. Cerrahi sonrasi bu gruba herhangi bir tedavi uygulanmadi.

Grup 3; MelatonintRLS hasar1 ¢alisma grubu olarak belirlendi, bu gruptaki
hayvanlara sol RLS ortaya konulduktan sonra 11 numarali bistiiri yardimiyla sinir
tam kat velev seklinde kesildi. Daha sonra sinir uclar1 kars1 karsiya gelecek sekilde
sutiire edilmeden birakilarak cerrahi saha kapandi. Cerrahi sonras1 alt1 hafta boyunca

giinliik 10mg/kg dozda intraperitoneal Melatonin uygulandi.

Grup 4; Melatonin+RLS hasar1 onarimi ¢aligma grubu olarak belirlenip, bu gruptaki
hayvanlara sol RLS ortaya konulduktan sonra 11 numarali bistiiri yardimiyla sinir
tam kat velev seklinde kesildi. Sonrasinda kesi yapilan sinir 10.0 prolen ile epindral
sutlirasyona uygun olarak sutiire edilerek onarim yapildi. Cerrahi saha strep kaslar ve
cilt sutiire edilerek kapatildi. Cerrahi sonrasi altt hafta boyunca giinliik 10mg/kg

dozda intraperitoneal Melatonin uygulandi.
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3.2.CERRAHIi PROSEDUR

Calismanin baslangicinda, her bir hayvana 4-6 saatlik gida kisitlamasindan sonra
subkutan olarak 45 mg/kg ketamin ile 5 mg/kg ksilazin enjeksiyonu yapilarak
anestezi uygulandi. Tiim deney hayvanlarinin operasyon Oncesi laringoskopik
muayenesi yapildi. Bilateral vokal kord hareketleri normal olarak degerlendirildi. Bu
sirada bazal deger olarak degerlendirilmek iizere Transoral Larengeal EMG kaydi
alindi. Operasyon i¢in hayvanin ventral boyun cerrahi bolgesi tras edildikten sonra
aseptik olarak ameliyat i¢in hazirlandi. Fareler tiim cerrahi prosediir boyunca oda
havasinda soludu. Saha cerrahiye uygun hale getirildikten sonra 15 numaral1 bistiiri
ile boyun orta hatta mentumdan sternuma yaklasik 2 cm’lik vertikal insizyon yapildi,
cilt ve ciltalt1 gecilip tiikriik bezleri cerrahi sahanin net olarak goriintiilenmesi icin
nazikce laterale ekarte edildikten sonra strep kaslar arasindan orta hatta trakeaya
gelindi. Bu asamadan sonra sol rekiirren laringeal sinir trakeadzefageal olukta
goriiliip diseke edildi. Sinir 11 numarali bistiiri ile velev tarzda kesilip daha sonra
10.0 prolen ile primer sutiire edildi (Resim 3.3). Bilateal rekiirren sinir hasari
solunumsal yiikii arttirmasi ve yasami tehdit edici olmasi sebebiyle tiim hayvanlarin
sol RLS hasar1 olusturuldu. Strep kaslar ve cilt sutiire edildikten sonra cerrahi saha
kapatilip operasyon sonlandirildi (Resim 3.2). Cerrahinin hemen sonrasinda vokal
kord tizerindeki etkiyi kontrol etmek i¢in tiim hayvanlarin laringoskopik muayenesi
tekrar yapilarak sol vokal kordun fikse oldugu izlendi. Cerrahinin 6ncesinde, hemen
sonrasinda, {iglincii hafta ve altinc1 haftada laringoskopik muayenenin yani sira EMG
kayitlar1 da tekrar alindi. Altinct hafta sonunda hayvanlar sakrifiye edilip larenks
dokusu ve trakea 6.-7. halkaya kadar histoloji degerlendirme igin total eksize edildi
(Resim 3.4).
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Resim 3.2: Cerrahi Asamalari

Resim 3.3: Sol RLS Sutiirasyonu Sonras1 Goriintiisii
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Resim 3.4: Cikarilan Larinks ve Trakea Dokular1

3.3.VOKAL KORD MUAYENESI

Tiim hayvanlar anestezi uygulanip cerrahi sahaya sirt Ustli yatirildiktan sonra 15
derecelik egim verilerek ters trendelenburg pozisyonuna alindi. Dilin 6n orta 1/3’liik
kismindan 3.0 ipek sutiir gegirilip dil daha 1yi goriis alan1 saglamak amaciyla ¢ekildi
ve askiya alindi. 0 derece 3.0 otoendoskop (R11573A; Karl Storz) ile vokal kord
hareketleri degerlendirildi. Vokal kord hareketinin standardizasyonu i¢cin Mok ve
arkadaslarinin yapmis oldugu siibjektif bir skala ile puanlandirildi. 0 puan; tamamen
hareketsiz vokal kord, 1 puan; vokal kordda hareket kisitliligi, 2 puan; vokal kord
tamamen hareketli olarak degerlendirildi (Mok et al., 2020) (Tablo 2).

Tablo 2: Vokal Kord Muayene Skalas1
PUAN MUAYENE

0 Hareketsiz vokal kord
1 Kismi hareketli vokal kord
2 Hareketli vokal kord
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3.4.EMG

Tiim elektrofizyolojik dlciimler Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali EMG Laboratuari’nda yapildi. Ratlarin EMG Powerlab 8/35 (ADInstruments,
Avustralya) biyokayit cihaz kullanilarak kaydedildi (Resim 3.5). Transoral Larengeal
EMG’nin degerlendirilmesi, bir fizyoloji uzmani esliginde kor bir sekilde yapildi. Tiim
ratlara anestezi altinda uyku halindeki spontan, uyarilmamis respiratuar siklus sirasinda
Transoral Larengeal EMG uygulandi. Hayvanlar ameliyat masasina 15 derecelik bir
egimle sirt Ustli yatirildi. Dilin 6n orta 1/3’lik kismina 3.0 ipek sutiir ile dil daha iyi
goriis alani saglamak amaciyla g¢ekildi ve askiya alindi. Anestezi altinda vokal kord
muayenesi sonrasi elektrodun agiz icinde manipiilasyonunu kolaylastirmak amaciyla
enjektdr kapaginin u¢ kismi kesilip elektrot buranin igerisinden gegcirilerek sabitlendi.
EMG elektrodu 25mmx0,30 (1°°x30G) Konsantrik igne eletkrot) operatoriin sag elinde,
0 derece 3mm ¢apli (R11573A; Karl Storz) marka endoskop sol elinde olacak sekilde
endoskopik muayene esliginde elektrod valleculaya temas ettirildikten sonra glottis
goriintiilendi (Resim 3.6). Elektrot, sol vokal kord posteriorunda posterior krikoaritenoid
kasa denk gelecek sekilde yerlestirildi. Elektrot yerlestirilen bolge icin Tessema ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma 6rnek alindi (Tessema et al., 2008) (Resim 3.7). Ratin sag
pectoralis major kasina toprak elektrodu yerlestirildi. Kayit alinirken ekran siiptirme hizi
1k (1000 6rnekleme hizi)/sn duyarlilik 100 mV olarak ayarlandi. Tiim gruplar cerrahi
islem Oncesinde, hemen sonrasinda, ii¢lincli haftada ve altinci1 haftada EMG kayitlari
alindi. Gruplar 6nce EMG kayitlar1 agisindan kendi aralarinda degerlendirildi.
Sonrasinda tiim gruplar hasar Oncesi, sonrasi, ii¢lincii hafta ve altinci hafta sonuglar

karsilastirildi. EMG kayitlar1 motor {inite potansiyeli (MUP) acisindan karsilastirilda.
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Resim 3.6: Transoral Larengeal EMG’nin Yapilist
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Resim 3.7: Rat larinksinde yapilan EMG’de giiclii sinyaller alabilmek i¢in igne
elektrotun yerlestirildigi bolgeler; posterior krikoaritenoid kas (gri yildiz),
tiroaritenoid kas (beyaz yildiz) (Tessema et al., 2008)

3.5.HISTOPATOLOJIK INCELEME

Tiim deney hayvanlar servikal dislokasyon sonucu sakrifiye edildikten sonra larinks
ve trakea dokusu cikarildi (Resim 3.8). Dokular %10’luk tamponlanmis nétral
formaldehit soliisyonuna (Formaldehit 100 cc; Cesme suyu 900 cc; NaH2P0a. H204 g;
Na2HPO04 6.5 g) konularak 48 saat boyunca fikse edildi.

Resim 3.8: Histolojik inceleme i¢in ¢ikarilan larenks ve trakea dokular1

Fiksasyon asamasi sonrasinda dokular alkol ile dehidratasyona ugratildi, ksilol ile

seffaflastirma yapildi ve parafinde gdmme islemi yapilarak rutin doku takibi islemi
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tamamlandi. Bu histolojik islemler SLEE Mainz (Mainz, Almanya) marka doku takip
cihazi kullanilarak yapildi (Resim 3.9). Doku takip cihazinda asagidaki protokole

uygun olarak doku takip basamaklarindan gegirildi (Tablo 3).

Resim 3.9: Doku takip cihazi

Tablo 3: Doku Takip Basamaklar1

SIRA YAPILAN iSLEM SURE

1 %70 alkol 1 SAAT
2 %80 alkol 1 SAAT
3 %96 alkol 1 SAAT
4 %96 alkol 1 SAAT
5 %96 alkol 1 SAAT
6 Absolu alkol 1 SAAT
7 Absolu alkol 1 SAAT
8 Absolu alkol 1 SAAT
9 Ksilen 1 SAAT
10 Ksilen 1 SAAT
11 Parafin 1 2 SAAT
12 Parafin n 2 SAAT
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Doku takip islemleri tamamlanan doku Ornekleri parafine gomiildii. Hazirlanan
parafin bloklardan Thermo Scientific HM 355S marka mikrotom (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak 4 um kalinliginda kesitler alindi.
Alinan kesitler kullanilacak boyama yontemlerine gore uygun lamlara alindi.
Hematoksilen Eozin (H&E) (Bio-Optica, Milano, italya) boyama icin kesitler rodajli
lamlara alinarak boyama islemine kadar kurumak {izere oda sicakliginda bekletildi.
Ki-67 ve Myelin Protein Zero (PO proteini), immiin reaktivitesinin belirlenmesi igin
kesitler polilizinli lamlara alindi boyama yontemi i¢in Avidin-Biotin-Peroksidaz
yontemi uygulandi. Boyama islemleri, lamlara aliman doku orneklerine

deparafinizasyon isleminden gegirilip parafinden kurtarma agamasi ile baslandi.

3.5.1.Hematoksilen -Eosin Boyama Yontemleri

H&E boyama basamaklari, yukari tablodaki gibi tamamlandiktan sonra, lamlar entellan
ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelenecek duruma hazir hale getirildi (Tablo 4). Isik
mikroskobik diizeyde sinir dokusunda schwann hiicre sayisi, akson hasar1 ve sitoplazmik
vakuolizasyon derecelendirilmesini yapabilmek i¢in 151k mikroskoba entegre edilmis
"NIS-Elements Imaging Software" programi kullanildi. Slaytlar 151k mikroskobu altinda
40X, 100X ve 200X biiyiitmelerde incelendi. Her deneysel gruptan sekiz baglantili
boliim dikkatlice segildi ve her bir enine kesitin 6 ardisik alani sayildi ve ortalama
degerler sayisal olarak belirlendi. H&E ile hazirlanan preparatlarda, schwann hiicre
sayisi, akson hasari, stoplazmik vauolizasyon durumlar1 incelenip sayilarak veriler
olusturuldu. Ayrica periferik sinir yapilari incelenerek yakin iligkili bagdoku(epindéryum)

yapilar1 hakkinda karsilastirilmalar yapildi.
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Tablo 4: H&E Boyama Y ontemleri

Deparafinizasyon 30 dakika(Etiivde)
KSILOL-1 2 DAKIKA
KSIiLOL-2 2 DAKIKA
%100 ALKOL -1 1 DAKIKA
% 100 ALKOL-2 1 DAKIKA
%96 ALKOL-1 1 DAKIKA
%96 ALKOL-2 1 DAKIKA
AKAN SU 3 DAKIKA
HEMA TOKSILEN 3 DAKIKA
AKAN SU 3 DAKIKA
ASIT ALKOL 2*2 SANIYE
AKAN SU 3 DAKIKA
%80 ALKOL 1.5 DAKIKA
EOSIN 20 SANIYE
%96 ALKOL 2 DAKIKA
%96 ALKOL 2 DAKIKA
%100 ALKOL 2 DAKIKA
%100 ALKOL 2 DAKIKA
KSILOL 2 DAKIKA
KSILOL 2 DAKIKA

3.5.1.1.Deparafinizasyon

Klasik yontemlerle kesitler deparafinize edildi. Bunun i¢in alinan kesitler 30 dakika
59° C’ de etiivde bekletildi. Sonraki giin etlivden ¢ikarilip oda 1sisinda sogumalari

beklendi. 3x5 dakika Ksilol’den gegirildi. Sonrasinda siras1 ile asagidaki islemler
uygulandi.
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3.5.1.2.Dehidratasyon

Dehidratasyon islemi i¢in, oncelikle %100’liik etanol ¢ozeltisinden bekletildikten sonra

sirastyla %96, %80 ve %70 etanol soliisyonunda 3’er dakika bekletilir(Tablo 5).

Tablo 5: Dehidratasyon Yontemi

%200 etanol 5 dakika
%96 etanol 3 dakika
%380 etanol 3 dakika
%70 etanol 3 dakika

Dehidratasyon islemi devaminda dokulara Antijen maskesinin kaldirilmasi islemi
yapildi. Doku Orneklerini tagiyan lamlar, Sitrat Tamponu Soliisyonu (Ph:6.0) icine
aktarilip Mikrodalga firinda 95-100°C’de yaklasik 20 dakika 1sil islem uygulandi.
Lamlar mikro dalga firindan ¢ikarilip sogumalart i¢in 20 dakika bekletildi. Soguma
isleminden sonra doku 6rneklerinin etrafi hidrofobik kalem ile isaretlenerek boyama
yapilacak alanlar belirlendi. Bu islemi takiben doku ornekleri 3x5 dakika Phosphate
Buffered Saline (PBS) ile yikandi. Yikama islemi bittikten sonra endojen peroksit

aktivesi i¢in blokaj islemi yapildi.

3.5.1.3.Blokaj

Bu basamakta non-spesifik antijenik bolgeleri bloke edildi. Doku 6rnekleri {izerine
otomatik mikropipetle %3 lilk Hydrogen Peroxide Blocking Reagent (ab64218)’dan
aktarilip 10 dakika beklendi. Bu siire sonunda oda 1sisinda doku 6rnekleri 3x5 dakika

PBS ile yikandu.

3.5.2.immiinohistokimya Boyama Yéntemleri

Yikama isleminden sonra dokularin tizerindeki sivi dikkatli bir sekilde kurutma
kagidr ile alindi. Sivist alinan dokularda zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V
Block soliisyonu (LabVision marka UltraVision Large Volume Detection System
Anti-rabbit, HRP) ile 15 dakika muamele edildi. Bu siire sonunda oda 1sisinda doku

ornekleri 3x5 dakika PBS ile yikandi. Bu islem sonrasinda doku iizerindeki sivi
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kurutma kagid: ile dikkatlice alindi. Sonrasinda primer antikorlar (Ki-67 VE PO
proteini), 1/400 dilisyonu dikkatlice hazirlanip, doku iizerine mikropipet ile aktarilip
yaklasik 60 dakika oda 1sisinda ve nemli ortamda inkiibe edildi. Primer antikor
uygulamasindan sonra lamlar 3x5 dakika PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra 13
dakika Biotinlated Goat anti-Rabbit (LabVision marka UltraVision Large Volume
Detection System Anti-rabbit, HRP) sekonder antikoru uygulandi. Devaminda lamlar
3x5 dakika PBS ile yikama islemi yapilacak. Islem devaminda 15 dakika Streptavidin
Peroxidase (LabVision marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit,
HRP) uygulandi. Bu islemin devaminda 3x5 dakika PBS ile 10 dakika yikama iglemi
yapildi. Yikama isleminden sonra 10 dakika DAB/Kromojen LabVision marka AEC
Substrat System) ile karanlik ortamda dokulara uygulandi. (20ml AEC kromojen

+ 1,5 ml AEC substrat iyice karistirildi). Ardindan doku 6rnekleri 3x5 dakika distile
su ile yikandi. Doku o&rnekleri Mayers Hematoksilen-Eosin de 40 saniye
bekletildikten sonra akan musluk suyunda 3 dakika yikama islemi yapildi. Yikama
isleminden sonra doku ornekleri, sirasi ile %70 alkolde 30 saniye, %80 alkolde 30
saniye, %96 lik alkolde 30 saniye, %100 liik alkolde 1 dakika ve son olarak 2x1
dakika ksilene aktarildi. Ksilenden sonra preperatlar kurulanip kapatict (ScyTek

marka Aqueous Mounting Medium) ile kapatildi.

3.5.3.immiinohistokimya Boyamasi Degerlendirilmesi

Rastgele secilen bes alanda boyanma derecesi skorlamasi yapildi ve skoru en yiiksek
olan alan tespit edildi. Her 40x biiyiitme alaninda en az 100 hiicre isaretlendi.
Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesi kriter olarak alindi.
Semikantitatif bir yontemle, skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0 (boyanma yok),
+1(zay1f boyanma), +2 (orta boyanma), +3 (giiclii boyanma) olarak degerlendirildi.
(Her kesit i¢cin immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-SCORE ad1 verilen ve
(I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi)

formiiliiyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak hesap edildi (Tablo 6).
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Tablo 6: Boyanma Derecesi
Boyanma Derecesi

0 Boyanma yok
+1Zayif boyanma
+20rta boyanma

+3Giiglii boyanma

H -SCORE: I x PC (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin
yiizdesi)

3.6.ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 26
programindan yararlanildi. Stirekli degiskenler icin ortalama, + standart sapma,
kategorik degiskenler icin yiizde degerleri kullanildi. Numerik verilerin
karsilastirilmalari izleminde oncelikle Kolmogorov Smirnov testi ile normal dagilima
uygunluk kontrol edildi. Bunun sonucunda non parametrik testlerin kullanilmasina
karar verildi. Gruplar arasindaki numerik karsilastirmalar i¢cin Kruskal Wallis,
kategorik karsilastirmalar icin Ki-Kare testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalarda
istatistiksel anlamlilik olusmasi durumunda Post-Hoc analizi yapildi. P<0.05

istatistiki olarak anlamlilik i¢in yeterli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya her bir grupta yediser denek ve toplamda yirmi sekiz adet denek olacak

sekilde baslandi. Caligma boyunca denek sayisinda herhangi bir kayip yasanmada.

4.1.VOKAL KORD MUAYENE BULGULARI

Islem &ncesi ¢alismaya katilan tiim deneklere laringoskopik muayene yapilarak vokal
kord muayenelerinin normal oldugu gozlendi. Sol rekiirren laringeal sinir kesisi
sonrast yapilan laringoskopik muayenede ise beklenildigi gibi tiim deneklerde sol

vokal kord paralizisinin olustugu goriildii.

Islem sonrasi iigiincii ve altinci haftada tiim gruplara laringoskopik muayene

yapilarak vokal kord hareketleri degerlendirildi.

Ugiincii haftadaki laringoskopik muayenede; birinci grupta bir denekte, dordiincii
grupta ii¢ denekte vokal kordun kismi olarak hareketlendigi goriildii. Ikinci ve
ficiincii grupta hicbir denekte sol vokal kord hareketi goriilmedi. Uciincii haftada
sayisal olarak dordiincli grupta birinci gruba gore daha fazla sayida denekte vokal
kord hareketi gozlense de yapilan Fisher Exact testte iki grup arasinda vokal kord

hareketi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,237).

Altincr haftadaki laringoskopik muayenede; birinci grupta daha once kismi olarak sol
vokal kord hareketi gozlenen denekte bu sefer vokal kord hareketi daha da iyileserek tam
hareketli goriiliirken bunun haricinde iki denekte yeni ortaya ¢ikan kismi sol vokal kord
hareketi gozlenerek toplam {i¢ denekte sol vokal kord hareketli izlendi. Dérdiincii grupta
dort denekte vokal kordun hareketlendigi goriiliirken bu dort denegin ikisi tam hareketli
diger ikisi ise kismi hareketli olarak goriildii. kinci ve {iciincii grupta da yine {igiincii
haftadaki muayene bulgusunda bir degisiklik goriilmeyip hi¢bir denekte vokal kord
hareketi izlenmedi. Altinc1 haftada sayisal olarak dordiincii grupta birinci gruba gore

daha fazla sayida denekte vokal kord hareketi gozlense de iki grup arasinda vokal
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kord hareketi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p=0,559)
(Resim 4.1).

Vokal kord iyilesme yilizdeleri zamansal degerlendirildiginde birinci grupta, ti¢lincii
hafta bir denekte vokal kordun hareketlendigi goriiliirken altinc1 haftada iki denekte
daha iyilesme goriiliip {ic hayvanda vokal kord hareketi gozlenmistir. ikinci ve
ticlincli grupta, alt1 hafta boyunca hicbir denekte vokal kord hareketi gézlenmedi.
Dordiincii grupta, iiclincii hafta ii¢ denekte vokal kord hareketli izlenirken altinci
haftada bir denekte daha iyilesme goriiliip 4 denekte vokal kord hareketi gdzlenmistir
(Tablo 7) (Sekil 4.1)

Tablo 7: Gruplar Arasindaki Ucgiincii ve Altinci Hafta Vokal Kord Iyilesme
Oranlarinin Karsilastirmast

Zaman Tyilesme 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup p
Sekli n (%) n (%) n (%) n (%)
3. Hafta | Parsiyel 1 0 0 3 (%42,9) | 0,237*
Sonuglan | fyilesme (%14,3)
Tam 0 0 0 0
Tyilesme
Parsiyel/Tam |1 0 0 3(%42,9) |0,237*
Tyilesme (%14,3)
6. Hafta | Parsiyel 2 0 0 2 (%28,6) |0,788*
Sonuglan | Iyilesme (%28,6)
Tam 1 0 0 2 (%28,6)
Tyilesme (%14,3)
Parsiyel/Tam | 3 0 0 4 (%57,2) | 0,593*
Tyilesme (%42,9)

*Ki-kare testi

n: say1, %: Yizde, p<0,05 anlamli olarak degerlendirildi.
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Resim 4.1: Deneklerin laringoskopik goriintiisii A: Sol vokal kord paralitik
B: Normal vokal kord hareketi

Vokal Kord Hareketi

M Postop Dénem

M 3.Hafta
6.Hafta
J ———— a————

1.Grup 2.Grup 3.Grup
4.Grup

w

Hayvan Sayisi

N

=

Gruplar

Sekil 4.1:Vokal kord hareketi agisindan gruplar arasindaki zamansal dagilim grafigi
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4.2.EMG BULGULARI

Deney gruplarindaki tiim deneklerin islem Oncesi yapilan Transoral Laringeal
EMG’de motor iinite potansiyeli (MUP) amplitiidii 6lciildii. Islem oncesi tiim
deneklerde bazal deger olarak MUP amplitiid degerleri belirlendi ve bu degerler
normal olarak degerlendirildi (Sekil 4.2). Dort grubun islem Oncesi yapilan EMG
kaydindan alinan MUP amplitiid degerleri istatistiksel olarak Kruskal Wallis testi ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda hasar oncesi yapilan EMG kaydindaki MUP
amplitiid degerleri agisindan istatistiksel fark gozlenmedi (p=0,860). Bu sonugla
gruplarin karsilastirilabilir olduguna karar verildi (Tablo 8).

100mV/Div-1k/sn

Sekil 4.2:Anestezi altindaki denekte spontan solunum esnasinda yapilan EMG kaydi.
Motor iinitelerin aksiyon potansiyellerinin MUP amplitiidlerinin normal oldugu
goriilmektedir.
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Islem sonrasi tiim deneklerin EMG kayitlar1 alindi ve MUP amplitiidii olup olmadig

bakild:. Islem sonrasi tiim deneklerde MUP amplitiidiiniin kayboldugu goriildii (Sekil
4.3).

100mV/Div-1k/sn

Sekil 4.3: Sinir kesisinden hemen sonra alman EMG kaydi. MUP amplitiidlerinin
olmadig1 goriilmektedir.

Islem sonrasi iigiincii haftada tiim deneklere yapilan EMG kaydinda endoskopik olarak
vokal kord hareketi gozlenen birinci gruptaki bir denekte ve dordiincii gruptaki {i¢

denekte diizensiz ve diisiik amplitiidlii MUP’lerin olustugu gériildii (Sekil 4.4).

100mV/Miv-1k/sn

100mV/Div-1k/sn

Sekil 4.4:islem sonrasi iigiincii haftada alinan EMG kayitlari. Diizensiz ve diisiik
amplitiidlii MUP olustugu goriilmektedir.

Islem sonrasi altinci haftada yapilan EMG kayitlarinda iigiincii haftada MUP
amplitiidii saptanan deneklerin altinci haftadaki MUP’lerin daha sik olustugu ve
amplitiidlerinin ise tiglincii haftaya gore daha yiiksek voltajda oldugu goriildii (Sekil
4.5). Ayrica birinci ve dordiincii grupta altinci hafta sonuglarinda daha fazla denekte

de MUP’lerin olusmaya basladig1 goriildii.
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100mV/Div-1k/sn

Sekil 4.5: Islem sonras: altinci haftada alinan EMG kayitlari. MUP amplitiidlerinin
altinci haftaya kiyasla daha sik ve diizenli olustugu goriilmektedir.

Ucgiincii haftada yapilan EMG kaydinda; birinci grupta endoskopik olarak sol vokal
kord hareketi gdzlenen bir denekte MUP amplitiidii saptandi. Birinci gruptaki diger
deneklerde vokal kord hareketi gozlenmedigi gibi EMG’de de MUP alinamadu.
Dordiincii grupta endoskopik olarak sol vokal kord hareketi gdzlenen ii¢ denekte
MUP amplitiidii saptanirken bu gruptaki sol vokal kordu hareketsiz olan dort denekte
MUP alinamadi. ikinci ve iigiincii grupta higbir denekte MUP almamada.

Altincr haftada yapilan EMG kaydinda; birinci grupta endoskopik olarak sol vokal
kord hareketi gozlenen ii¢ denekte MUP amplitiidii saptanirken iigiincii haftada MUP
saptanan denekte MUP amplitiidlerinin siklastigi ve voltaj degerlerinin arttig
gortildii. Dordiincii grupta endoskopik olarak sol vokal kord hareketi gozlenen dort
denekte MUP amplitiidii saptanirken iigiincii haftada MUP saptanan deneklerde MUP
amplitiidlerinin siklasti1 ve voltaj degerlerinin arttig1 gézlendi. Altinci haftada MUP
amplitiidii saptanan birinci ve dordiincii grubun MUP amplitiid degerlerinin
istatistiksel olarak karsilastirilmasinda dordiincii grupta MUP saptanan denek sayisi
fazla olmas1 ve amplitiid degerlerinin yliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmedi (p=0,248) (Sekil 4.6).

Yapilan EMG incelemesinde dordiincli grupta amplitiid degerlerinin zamansal
degisimi incelendiginde iiciincii ve altinci haftalarda hesaplanan MUP amplitiid

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii (p=0,021) (Tablo 8).
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Tablo 8: Gruplarin Islem sonras1 iigiincii ve altinc1 haftada Saptanan MUP Amplitiid
degerleri

Gruplar  Preop 3. hafta 6. hafta
Ort+SS Ort+SS Ort£SS
Ortanca [1.C-3.C]  Ortanca [1.C-3.C] Ortanca [1.C-3.C]

l.grup  2,47+0,38 0,456+0,00 0,700,68
2,45 [2,34-2,77] 0,00 [0,00-0,00] 0,53[0,13-0,70]

2.grup  2,54+0,24 0,00-£0,00 0,00£0,00
2,58 [2,31-2,80] 0,00 [0,00-0,00] 0,00 [0,00-0,00]

3.grup  2,40+0,29 0,00-£0,00 0,00£0,00
2,41 [2,19-2,66] 0,00 [0,00-0,00] 0,00 [0,00-0,00]
4.grup 2,38+0,43 0,369+0,20 1,07+0,48

2,44 [2,09-2,65] 0,16 [0,00-0,54] 1,00 [0,65-1,57]
Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, 1C: 1. Ceyreklik, 3C: 3. Ceyreklik

EMG
3
2,5 \
2
s 5 \
1,5 \
1 \
v /
0
Preop Postop 3.Hafta 6.Hafta
Zaman
] .Grup s 2.Grup 3.Grup 4.Grup

Sekil 4.6: EMG kaydinda alinan MUP amplitiid degerlerinin zamansal degisiminin
grafikteki dagilimi
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4.3.HiISTOLOJIK BULGULAR

Slaytlar 151k mikroskobu altinda 40X, 100X ve 200X biiyiitmelerde incelendi. Her
deneysel gruptan sekiz baglantili boliim dikkatlice secildi ve her bir enine kesitin alt1

ardisik alan1 sayildi ve ortalama degerler sayisal olarak belirlendi.

Hematoksilen eozin boyama ile rekiirren laringeal sinir cevresi incelendiginde;
birinci grupta, piknotik néron hiicreleri ve yer yer schwann hiicreleri goriilmekte.
Sinir doku etrafindaki epindryum tabakasi diizenlenmeye baslamis. Ikinci grupta,
sinir dokuda parcalanma goriilmekte. Schwann hiicreleri birinci gruba gore daha az
sayidadir, ayrica ikinci grupta hasar géren piknotik néron hiicreleri goriildii. Ugiincii
grupta, schwann hiicre sayilar1 ikinci grup haricinde diger gruplara gore daha diisiik
izlendi. Ugiincii grupta epindryum tabakas1 genislemis durumda goriildii. Dérdiincii
grupta, ¢ok sayida schwann hiicresi goriildii. Cok az sayida piknotik néron hiicresi
goriildii. Epindryum tabakasi sinir doku etrafinda normal diizeninde bulunmaktadir.

(Resim 4.2).
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Resim 4.2: Gruplara ait H&E periferik sinir dokusu 50 scala bar 200x goriintiileri.
Siyah ok (Schwann hiicreleri), kirmiz1 ok (piknotik ¢ekirdekli hasarli ndron hiicresi),
sar1 ok(sitoplazmik vakuolizasyon), yesil oklar(akson hasari), mavi ok(parcalanmig
sinir dokusu)

Schwann hiicre sayis1 ortalama degeri, birinci grupta 14,43+1,27, ikinci grupta
9,00+0,82, iiclincii grupta 11,71+0,76, dordiincii grupta 18,00+2,24 olarak tespit
edildi. Schwann hiicre sayist agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir fark gorilldi (p<0,001). Gruplarin ikili
karsilagtirllmasinda Post-Hoc analiz yapilarak hesaplandi. En kiiciik p degeri; ikinci
ve dordiincii grubun karsilagtirilmasinda goriildii (p<0,001).

Akson hasari, birinci grupta ortalama 8,00+0,82, ikinci grupta 15,29+1,11, {igiincii
grupta 11,86+1,34, dordiincii grupta 4,14+0,69 olarak tespit edildi. Akson hasari
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildi
(p<0,001). Gruplarin ikili karsilastirilmasinda en kiiciik p degeri; ikinci ve dordiincii
grubun karsilagtirilmasinda goriildi (p<0,001).

Sitoplazmik vakuolizasyon, birinci grupta ortalama 85,434+0,98, ikinci grupta
11,71£1,50, tgilinct grupta 9,29+1,80, dordiincti grupta 3,86+0,69 olarak tespit edildi.

Sitoplazmik vakuolizasyon agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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fark oldugu goriildii (p<0,001). Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda en kiigiik p degeri;
ikinci ve dordiincii grubun karsilastirilmasinda goriildii (p<0,001) (Tablo 9).

Tablo 9: Tiim Gruplarin Histolojik Olarak Degerlendirildigi Parametreler ve
Histolojik Sonuglar1

Degiskenler 1. grup 2. grup 3. grup 4, grup P
Ort£SS Ort£SS Ort+£SS Ort£SS
Ortanca [1.C-] Ortanca [1.C-| Ortanca [1.C-| Ortanca [1.C-
3.¢] 3.¢] 3.¢] 3.¢]
Schwann 14,43+1,27 9,00+0,82 11,71+0,76 18,00+2,24 <0,001*
hiicre say1s1 15,00 [14,00-] 9,00 [8,00-( 12,00 [1,00- 17,00 [16,00-| p1-2=0,002
15,00] 10,00] 12,00] 20,00] p13=0,142
p1-4=0,106
p2=0,093
p24<0,001
ps-4+=0,002
Akson hasar1 | 8,00+0,82 15,29+1,11 11,86+1,34 4,14+0,69 <0,001**
8,00 [7,00-9,00] | 15,00  [14,00-| 12,00  [11,00-| 4,00 [3,00-4,00] | p:-2=0,002
16,00] 13,00] p1-5=0,103
p14=0,110
p2-3=0,125
p24<0,001
ps-4=0,001
Sitoplazmik 5,43+0,98 11,71£1,50 9,29+1,80 3,86+0,69 <0,001**
vakuolizasyo | 5,00 [5,00-6,00] | 12,00  [10,00-| 9,00 [8,00-| 4,00 [3,00-4,00] | pw2=0,002
n 13,00] 11,00] p1-5=0,050
p1-4=0,186
p23=0,260
p24<0,001
ps-+=0,001

*Welch Anova Testi, **Anova Testi, *** Post-Hoc Analiz
P<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, 1C: 1. Ceyreklik, 3C: 3. Ceyreklik
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Grup 4; PO yogunlugu en fazla olan gruptu. Daha sonra Grup 1 ve Grup3’te PO
yogunlugu golenirken, en diisik PO boyanma yogunlugu ise Grup 2’de oldugu
goriildii. 2. Grupta PO yogunlugunun daha diisiik yogunlukta ¢ikmasi dokudaki az

sayida goriilen schwann hiicre sayis1 olmasindan kaynaklanmaktadir (Resim 4.3).

Resim 4.3: Periferik sinir hasar1 alaninda gruplara ait PO immiinohistokimya
boyanma preparatlari, 50 scala bar, 200x biiyilitme

Sol rekiirren laringeal sinir dokusu fiizerinde PO immiinohistokimya boyanma
preparatlar1 incelendiginde; birinci grupta 18,29+1,89, ikinci grupta 13,86+1,21,
iiclincii grupta 13,86+1,21, dordiincii grupta 26,57+1,81 olarak tespit edildi. Bag
dokuda PO degerlendirildiginde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugu goriildii (p<0,001). Gruplarin ikili karsilastiriimasinda en kiiciik p degerleri;
ikinci ve dordiincii grubun karsilastirilmasinda, iiglincii ve dordiincii grubun

karsilagtirilmasinda goriildii (p<<0,001).
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Dordiincii grupta rekiirren laringeal sinir hasar1 ¢evresinde, Ki-67 yogunlugu en fazla
olan gruptu, daha sonra sirasiyla birinci grup ve liglincii grupta, en diisiik Ki-67

boyanma yogunlugu Grup 2 de oldugu goriildii (Resim 4.4).

Resim 4.4: Rekiirren laringeal sinir hasari ¢evresinde gruplara ait bag doku alaninda
Ki-67 immiinohistokimya boyanma preparatlari, 50 scala bar ve 200x biiylitme
goriintiiler

Sol rekiirren laringeal sinir kesi bolgesi c¢evresindeki bag dokuya ait Ki-67
immiinohistokimya boyanma preparatlar1 incelendiginde; birinci grupta 11,71£1,11,
ikinci grupta 7,43+0,98, {iglincli grupta 8,29+0,95, dordiincii grupta 26,57+1,81 olarak
tespit edildi. Bag dokuda Ki-67 degerlendirildiginde istatistiksel olarak gruplar arasinda
anlaml bir fark oldugu goriildi (p<0,001). Gruplarin ikili karsilagtirllmasinda en kiiciik
p degeri; ikinci ve dordiincii grubun karsilastirilmasinda gorildi (p<0,001).
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Vokal kord alaninda dérdiincii grup, Ki-67 yogunlugu en fazla olan gruptu, daha
sonra birinci ve liglincli grupta, en diisiik Ki-67 boyanma yogunlugu ikinci grupta
oldugu goriildii. Ayrica dordiincii grupta epitel tabakasi ve altindaki bag doku ile kas
tabakas1 en kalin1 olandi. En ince tabaka ikinci gruptaydi. Daha sonra sirasiyla

ticlincli ve birinci gruptaydi. Gruplarda oOzellikle sutiire edilen dokularda Vokal

kordun daha kalin oldugu goriildii. (Resim 4.5)

£ =t A e - Yed

Resim 4.5: Vokal kord alaninda gruplara ait bag doku alaninda Ki-67
immiinohistokimya boyanma preparatlari, 50 scala bar ve 200x biiylitme goriintiileri

Vokal kord alaninda Ki-67 immiinohistokimya boyanma preparatlar1 incelendiginde;
birinci grupta 3,86+0,69, ikinci grupta 11,29+1,25, iiclinci grupta 13,43+0,80,
dordiincii  grupta 22,144+1,46 olarak tespit edildi. Vokal kordda Ki-67
degerlendirildiginde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu
goriildi (p<0,001). Gruplarn ikili karsilastirilmasinda en kiigiik p degeri; ikinci ve
dordiincti grubun karsilastirilmasinda goriildii (p<0,001) (Tablo 10).
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Tablo 10: Tiim Gruplarm Immiino histokimyasal incelemede Histolojik Olarak Degerlendirildigi Parametreler ve Histolojik Sonuglar

20,00 [19,00-22,00]

12,00 [10,00-12,00]

14,00 [13,00-14,00]

22,00 [21,00-23,00]

Degiskenler 1. grup 2. grup 3. grup 4, grup P
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Ortanca [1.C-3.C] Ortanca [1.C-3.C] Ortanca [1.C-3.C] Ortanca [1.C-3.C]

Ki-67 vokal kord |20,43+1,71 11,29£1,25 13,43£0,80 22.14+1,46 <0,001*

p1-2=0,001 / p1-=0,038 / p1-4=0,377 /
p2-3=0,170 /p24<0,001 / p34=0,003***

PO proteini-RLS

18,29+1,89
18,00 [17,00-19,00]

13,86+1,21
14,00 [13,00-15,00]

13,86+1,21
14,00 [13,00-15,00]

26,57+1,81
26,00 [25,00-28,00]

<0,001*
p1-2=0,017 / p15=0,018 / p1-4=0,106 /
p2-3=0,016 / p2-4<0,001 / ps-4<0,001***

Ki-67 bag dokusu

11,71=1,11
12,00 [11,00-13,00]

7,43+0,98
7,00 [7,00-8,00]

8,29+0,95
8,00 [8,00-9,00]

13,71+1,50
14,00 [12,00-15,00]

<0,001**
P1-2=0,003 / p1-3=0,026 / p1-4=0,245
P2:3=0,441 | p2-4<0,001 / pa.4=0,001%**

*Anova Testi, ** Kruskal Wallis H Testi, *** Post-Hoc Analiz
P<0,05 anlaml1 olarak kabul edildi.

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, 1C: 1. Ceyreklik, 3C: 3. Ceyrekli
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5. TARTISMA

Iyatrojenik RLS hasari, siklikla anterior boyun cerrahisinin bir komplikasyonu olup,
ipsilateral vokal kord paralizisi, disfaji, disfoni ve dispneye yol acan bir durumdur.
Sinir iyilesmesi, viicudun diger bolgelerinde olusan yara iyilesmelerinden farkl
olarak sinirin daha zor iyilesmesi ve iyilesme siiresinin uzun olmasi sebebiyle hekimi
ve hastayr baz1 durumlarda g¢aresiz birakan ve tedavi sonrasi iyilesme orami diisiik

olan bir durumdur.

Sinir onarimi i¢in tedavi secenekleri davranigsal terapiden cerrahi yaklasimlara kadar
degismekte olup c¢ogunlukla semptomatik tedavi 6n plandadir. RLS hasar1 sonrasi
tedavide amag; konusma, yutma ve solunumun korunmasidir. Sinir kesisi sonrasi ug uca
anastomoz altin standart tedavidir. U¢ uca anastomozdaki ama¢ sinir uglarmin kars
karsiya getirilerek iyilesme saglanmasidir. Fakat bu sekilde dahi fonskiyonel olarak
iyilesme oranlart %50’yi gecmemesi sebebiyle miikkemmel sonug elde edilememektedir
(Ayik, 2019). Sinirin daha hizli iyilesmesini saglamak icin birgok farmakolojik ajan
kullanilmigtir. Periferik sinir iyilesmesinde tedavi olarak kok hiicre(Said et al., 2019),
nimodipin (Hydman et al., 2007), FGF(Motoyoshi et al., 2004), PGA kollajen
tip(Suzuki et al., 2016), tymoquinone, metilprednizolon (Sereflican et al., 2016),
ketorolak, PRP, aspartame(Okasha, 2016), NGF ve docosahexaenoic acid (Esquenazi et
al., 2005), mitomisin(Chen and Chang, 2010) gibi tedaviler kullanilmistir. Tim bu
calismalarda ortak amag, sinir iyilesmesini saglayacak ¢evre faktorlerini iyilestirmek ve
bunu yaparken rejenerasyonu hiicre bazinda etkilemektir. Bu sayede sinirin daha dogru
ve fonksiyonel iyilesmesi saglanilacagi on goriisii hakim olmustur. Sinir iyilesmesi
tedavisindeki bu zorluklar insanlig1 yeni ¢calismalara itmistir. Gelecekte de bununla ilgili
bircok calisma yapilacagi simdiden ongoriilmektedir. Biz de ¢aligmamizda RLS kesi
hasar1 olusturarak melatonin tedavisinin sinir iyilesmesi iizerine etkisini degerlendirmeyi

amacladik.

Periferik sinir hasari ile ilgili yapilan ¢aligmalar genel olarak deney hayvani modelleri

olusturularak yapilmaktadir. Bu tip ¢calismalarda genel olarak siganlar tercih
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edilmektedir. Literatiirde tavsan ve diger hayvanlarla ilgili ¢alismalar bulunsa da
siganlarin bakimi, iretilmesi, takibi ve deney uygulamalari daha kolay ve ekonomik
olmas1 sebebiyle biz de ¢alismamizda Wistar Albino tiirlindeki si¢anlar1 kullanmay1
tercih ettik. Sigcanlar lizerinde yapilan periferik sinir yaralanma ¢aligmalar1 genel olarak
fasiyal sinir ve siyatik sinir lizerinedir. Kulak burun bogaz uygulamalarinda siklikla
karsimiza ¢ikan ve operasyon sirasinda ozellikle korunmaya caligilan, hasar1 sonrasi
konugma ve yutma giicliigli olabilecegi gibi bilateral hasarinda yasami tehdit edici olan
RLS ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirhdir. Suzuki ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada sican RLS kesisi sonrast Poliglikolik asit (PGA) kollajen tiipiin etkinligine
bakilmis. Bir grup sutiire edilmis, diger grup sinir uclart 1mm aralik birakilarak
cevresine PGA kollajen tiip sarilmis onbes hafta sonunda vokal kord hareketi, sinir ileti
hiz1 ve histolojik olarak degerlendirilmis sinir biitiinliigii makroskopik olarak goriilmiis,
laringeal kas atrofisi engellenmis olsa da her iki grupta da vokal kord hareketi
gozlenmemis ve sinir ileti hizlar1 degerlendirilememistir (Suzuki et al., 2016). Gordon ve
arkadaslar1 kopeklerde RLS transeksiyonu sonrasi vokal kord hareketini gdzlemlemisler.
Vokal kord hareketinin sadece adduktif hareketi diizeldigini belirtmislerdir. Bunun
sebebi olarak adduktif liflerin abduktif liflere oraninin 4 kat fazla oldugunu soylemistir
(Gordon and Mccabe, 1968). Motoyoshi ve arkadaslart RLS kesisi sonrasi FGF
etkinligine bakmislar. Doksan giin siiren bu calismada vokal kord hareketi FGF verilen
sekiz hayvanin yedisinde vokal kord hareketi gézlemisler, saline verilen diger grupta ise
sekiz hayvandan sadece {i¢iinde vokal kord hareketi izlenmistir (Motoyoshi et al., 2004).
Old ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada ratlarin laringoskopik anatomisinde
insandan farkli olarak rat larinksinin kendine 6zgii anatomik varligi gosterilmistir. Rat
larinksinin anterior posterior pozisyonu insanlardakine benzerdir ancak anatomiyi
olusturan bilesenlerin kapladig1 alan farklilik gostermektedir. Musculomembrandz vokal
kord uzunlugunun oranmi vokal proges ve aritenoid kikirdak boyutuna gore oldukga
diistiktlir. Aritenoid kartilaj ve vokal proges glottik araligin ¢oguna hakim olmasi
sebebiyle ilk bakista bunlarin gercek vokal kord oldugu diisiiniilebilir. Ratlarla ilgili
yapilacak larinks ¢aligmalarindan 6nce bu anatomi hakkinda bilgi sahibi olmak kuskusuz
onemlidir. Bu farkliliga ragmen insan modellemesinde rat larinksi kullanilabilir. (Old et

al., 2011)
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RLS hasar1 birgok modelle yapilabilir. Sinire termal hasar verilebilir, ezilme hasar1 veya
kesi modeli olusturulabilir. RLS hasar1 modelleri daha ¢ok ezilme seklinde hasar
verilerek bunun iizerinde ¢alisilmistir. Bu durumda uygulama kolaylig1 olmasina karsin
hasar modelinin olusturulmasinda standardizasyon saglanamamasi ve tiim sinir
dokularinda homojen bir sekilde hasar olusturulamamasi, farkli siddetlerde paralizi
olabilecegi ihtimali sebebiyle ¢calismamizda kesi hasar1 sonrasi primer u¢ uca anastomoz
modeli olusturuldu. Kesi modelinin 6zellikle si¢anlarda ¢ok ince sekilde bulunan RLS
kesi sutlirasyon tekniginin zorlugu, mikrocerrahi gerektirmesi gibi dezavantajlar
bulunsa da ¢alismamizda tiim cerrrahi miidahaleleri tek bir cerrah tarafindan yapilarak

bu konudaki hata payini1 minimale indirmek amaglanmustir.

Sinir hasar1 sonrasi rejenerasyon hizi tiirler arasinda degiskenlik gostermektedir.
Insanlarda akson rejenerasyon hizi 1-2 mm/giin iken kemirgenlerde 2-3,5
mm/glindiir(Cinar, 2008). Kaya ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada siyatik siniri ezilme
ve kesi hasarlar1 uygulanmis ve melatonin tedavisinin alti hafta sonundaki etkisi
degerlendirildiginde sinir iyilesmesi acisindan olumlu sonuglar1 géstermistir (Kaya et al.,
2013). Rateb ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da alt1 haftalik bir siire segilerek melatonin
etkinligi degerlendirilmistir (Rateb et al., 2017). Turgut ve arkadaslar siyatik sinir hasari
olusturulduktan sonra uygulanan melatoninin dort haftalik tedavisi sonrasi néroma
formasyonunu degerlendirmistir (Turgut et al., 2005). Edizer ve arkadaslar fasiyal sinir
hasarinda melatonin tedavisini degerlendirmek icin on iki haftalik bir siire se¢mistir
(Edizer et al., 2019). Shiotani ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada ezilme, kesi ve
krikoaritenoid eklem fiksasyonu uygulanan gruplardaki hayvanlari otuz, doksan ve yiiz
seksen giin boyunca gozlemisler. Bu calisgmada ezilme hasar1 uygulanan grupta tiim
hayvanlarda otuzuncu giin vokal kord hareketi gozlenirken diger gruplarda doksaninci
giin tiim hayvanlarda hareket gézlenmistir(Shiotani et al., 2001). Tessema ve arkadaslari
iki farkli siddette ezilme hasar1 olusturarak alt1 haftalik bir caligma sonrasinda
rejenerasyonu degerlendirmislerdir (Tessema et al., 2009). Mori ve arkadaslar1 T-588
ilacinin rat RLS ezilme hasarinda etkinligine bakmig dort hafta sonunda vokal kord
hareketi acisindan anlamli bir fark tespit ettiklerini bildirmistir. Buna benzer bir
calismada Hydman ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada nimodipin verilen ve
verilmeyen gruplart karsilastirdiginda aksonlarin miyelinizasyonunu yansitan sinirin

latans suresi
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acisindan dort hafta sonunda higbir fark bildirmemistir (Hydman et al., 2007). Sinir
rejenerasyon calismalarinda yukarida belirtildigi gibi deney siireleri arasinda
farkliliklar mevcuttur. Bizim ¢alismamizda literatiirii tarayarak benzer ¢aligmalarda

alt1 hafta sonunda sinir iyilesmesi goriildiigii i¢in alt1 haftalik bir calisma siiresi

belirledik.

Bizim calismamizda yaptigimiz rekiirren laringeal sinir paralizisinin vokal kord
izerine klinik etkisini degerlendirmek i¢in laringoskopik muayene yapildi. Cerrahi
Oncesi tim hayvanlara yapilan laringoskopik muayenede bilateral vokal kord
hareketli izlendi, cerrahi sonrasi yapilan laringoskopik muayenede RLS hasari
verilen sol tarafta ipsilateral vokal kord paralizisi oldugu gériildii. Ugiincii ve altinci
haftada  laringoskopik  muayene  tekrarlanarak  iyilesme  degerlendirildi.
Degerlendirme Mok ve arkadaslarinin yaptig iic puanli vokal kord hareket skalasi
baz alinarak yapildi. Bu skalada 0: Hareket yok, 1: Azalmis hareket, 2: Tam hareket
olarak pauanlandirildi (Mok et al., 2020).

Melatonin (N asetil-5-metoksitriptamin), epifiz bezinden salgilanan molekiil agirlig
232 olan bir molekiildiir. Yiiksek lipofilik ve hidrofilik 6zelligi olmasi sebebiyle kan
ve viicut sivilarina hizlica karisabilir. Bu lipofilik 6zelliginden dolayr hiicre
membranini kolaylikla gegebilir ve hiicre i¢i organellere hatta mitokondriye etki
edebilen antioksidan ozelligi de mevcuttur. Serbest radikaller molekiiler halde
bulunan oksijenin enzimatik olarak indirgenmesi sonucu aciga ¢ikar. Serbest
radikaller hiicrede lipid, karbonhidrat, DNA, protein gibi yapilara etki eder. Lipidler
serbest radikaller icin en 1ilgi ¢ekici molekiillerdir. Lipid peroksidasyonu hiicre
zarinin ve diger membranlarda iyon gegirgenligini arttirarak transmembran
proteinlerinde hasara yol agar. Bu hasar sonrasinda membranlarin iyonlara

gecirgenligini arttirarak hiicre i¢inde iyon ve enzimatik dengesizlige neden olur

.. .. +2 .. ..
hiicre i¢i Ca ~ artar, hiicrede 6deme sonrasinda nekroza yol acar.

Melatonin, fizyolojik olarak serbest radikalleri en giiclii sekilde temizleyebilen
molekiildiir. Bu etkisini serbest radikallere direkt olarak etki edebildigi gibi glutatyon
peroksidaz aktivasyonunu saglayarak da glutatyon iizerinden de gosterir. Melatoninin

antioksidan 6zelligi birgok ¢alismada bahsedilmistir. Melatonin, mannitol, glutatyon
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ve E vitamini gibi bilinen diger antioksidanlardan oksidatif hasara kars1 koruyuculukta
daha etkili oldugu bildirilmistir(Kandemir and Sarikcioglu, 2015). Melatonin kalsiyum
kanallarin1 bloke ederek oksidatif stresi inhibe eder ve hasar gérmiis sinirleri koruyabilir
(Atik et al., 2011). Melatonin daha 6nce yapilan ¢alismalarda periferik sinirlerde ezilme
tarzindaki hasar sonrasi iyilesmede etkili bulunmustur (Zencirci et al., 2010). Melatonin
periferik sinir kesi yaralanmalarinda néroma formasyonunu azaltarak sinir iyilesmesine
etki eder (Turgut et al., 2005). Melatonin ayrica mitogen activated protein kinase
(MAPK) sinyalini azaltarak median sinir hasarini azalttig1 gosterilmistir (Chiang et al.,
2013). Rateb ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada melatonin verilen grupta
melatonin yerine plasebo verilen gruba gore siyatik sinir hasar1 iyilesmesinde kullanilan
siyatik fonksiyon indeks (SFI) degerleri daha yiliksek c¢ikmistir. Ayni caligmada
melatoninin gece verildigi grupta giindiiz verildigi gruba gére SFI degerleri anlamli
sekilde daha ytiksek ¢ikmistir. (Rateb et al., 2017)

Oksidatif stres ve inflamasyon, periferik sinir rejenerasyonunda en endise verici
durumlardandir. Genellikle ilk yaralanmadan sonra ndral hasara yol agarlar. Schwann
hiicreleri ve makrofajlar, proinflamatuar sinyaller eksprese ederek ve aksotomize
edilmis bolgede serbest oksijen radikalleri olusumuna yol acar (Kubo et al., 2002,
Zochodne and Levy, 2005). Melatoninin periferik sinir hasar1 sonrasi; skar
formasyonunu azaltti§i, schwann hiicrelerine proliferatif etkisi oldugu,
reinnervasyonda motor u¢ plagina etki ederek ndéromuskuler bileskede kollateral
filizlenmeyi engelledigi ve dogru sinir iyilesmesini sagladigi, ndronal hiicre Sliimii
ve apoptozisi azalttigr gosterilmistir (Kandemir and Sarikcioglu, 2015). Otolog sinir
transplantasyonu klinik pratikte altin standart tedavi metodudur. Ideal bir sinir
tyilesmesi i¢in schwann hiicre proliferasyonu ile hiperplastik skar olusumu arasinda
dengeyi saglamak gereklidir. Ciinkii hiperplastik skar olusumu irreversible bir
inflamasyona yol agar. Bu sebeple sinir aktivitesini korumak icin oksidatif atak ve
inflamasyonun diizenlenmesi gerekir. Mangan Siiperoksitdismutaz (MnSOD),
oksidatif stres durumunun kontroliinde rol oynayan 6nemli bir antioksidan enzimdir.
Chang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, melatonin hipoglossal sinir hasarinda
MnSOD ekspresyonunu diizenlediginden bahsedilmistir (Chang et al., 2008).
Ozellikle yiiksek dozlarda melatoninin ndroprotektif etkisi siyatik sinir hasarinda

gosterilmistir (Shokoubhi et al., 2008). Melatoninin periferik sinir hasarinda

67



antioksidan ve antiinflamatuar reaksiyonu artirabilecegini dogruladi ve uygun dozda
melatonin uzun siireli siiregte siirekli Schwann hiicre proliferasyonu, akson
rejenerasyonu ve remiyelinizasyonu sagladigr bildirildi(Qian et al., 2018).
Melatoninin sinir rejenerasyonundaki olumlu etkileri aksonal biliylime igin gerekli
olan ideal ortami saglayan schwann hiicre proliferasyonunu indiiklemesiyle
baglantilidir (Chang et al., 2014). Melatoninin proinflamatuar sitokin olan TNF-a ve
IL-6 diizeyini 6nemli dl¢iide azaltarak antiinflamatuar etkisi gosterilmistir (Rateb et
al., 2017). Bizim yaptigimiz caligmada rekiirren laringeal sinir kesisi sonrasi
melatonin uygulanan grupta diger kontrol grubuna gére schwann hiicre sayisinda
anlamli bir artisa ve akson hasarinda ciddi azalmaya yol acgtigini1 gosterdik. Boylece

melatoninin antiinflamatuar etkisi ile sinir iyilesmesine katki yaptig1 gosterildi.

Gilintimiizde epinoryumdaki kollajenin epindryumdaki fibroblastlar ve schwann hiicreleri
tarafindan tretildigi iyi bilinmektedir (Nath et al., 1997, Siironen et al., 1992). Yapilan
bir calismada RLS kesisi sonrasi sutiire edilen ve sinir uglari arasinda Imm aralik
birakilarak kollajen tiiple sarilan si¢anlarin 15 hafta sonra histolojik olarak
degerlendirilmis sutiire edilen grupta sutiir gecilen yerlerde graniilasyon dokusu oldugu
diger grupta graniilasyon dokusu goriilmedigi belirtilmistir (Suzuki et al., 2016). Bizim
calismamizda da iyilesen sinir ¢evresinde graniilasyon dokusu melatonin verilemeyen
gruba gore melatonin tedavisi alan grupta minimal izlendi. Melatoninin bu
antiinflamatuar etkisi sayesinde sinirin daha dogru bir sekilde iyilestigi skar
formasyonunu azaltmasi sebebiyle fonksiyonel sonuglarin daha iyi oldugu gosterildi.
Melatoninin terapotik dozu ile ilgili herhangi bir konsensiis olugmamistir. Hayvan
deneylerinde birgok farkli dozda melatonin uygulanmistir. Shokouhi ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada melatoninin diisiik doz (10 mg/kg) ve yiiksek doz(50mg/kg)
etkilerini kiyaslamis. Diigiik dozda uygulanan melatonin siyatik sinirde myelin yikimini
ve aksonal degisiklikleri azaltmis ancak yiiksek dozda ultrastriiktriirel degisiklikleri tama
yakin nétralize etmistir (Shokouhi et al., 2008). Atik ve arkadaslari yapmis oldugu
calismada yirmibir giin boyunca 10 mg/kg Melatonin verilen grupta tedavi edilmeyen
gruba gore sinir ileti hizinda anlamli bir artis gézlemlemislerdir(Atik et al., 2011).
Rogerio ve arkadaslar1 yapmis oldugu ¢alismada melatoninin 1, 5, 10, 50 ve 100 mg/kg
dozlarinin etkileri kiyaslanmis. 50 ve 100 mg/kg dozlarinda toksik etkiler, davranis

degisiklikleri, kilo kayb1 ve 6liim goriilmistiir. 1, 5, 10 ve 50 mg/kg
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dozlarinda noroprotektif acidan ciddi bir fark gozlenmemistir. Biz de bu ¢aligmalardan

yola ¢ikarak melatonin dozunu ¢alismamizda 10 mg/kg/giin olarak belirledik.

Transoral endoskopik laringeal EMG ilk olarak Thumfart ve arkadaslar tarafindan
bipolar elektrot ve igne elektrot ile insan larinksinde uygulandi (Thumfart et al., 1978).
Inagi ve arkadaslari sistemi biraz daha gelistirerek rat larinksinde vokal kord
hareketlerini degerlendirmek ic¢in kulland1 (Inagi et al., 1997). Biz de yaptigimiz
calismada Tessema ve arkadaglarinin gelistirmis oldugu teknige uygun olarak 0 derece
otoendoskop esliginde baskin olan elimizde EMG elektrodu diger elimizde endoskop
olacak sekilde laringeal EMG uygulamasi yaptik. Bu sekilde hizli, ekonomik, kolayca
uygulanabilen ve minimal invaziv bir metod ile degerlendirme yapildi (Tessema et al.,
2008). Ezilme ve kesi yaralanmalar1 sonrasi rekiirren larengeal sinirin rejenerasyonunun
takibinde EMG kullanilmis ve vokal kord hareketi goriillmeden dnce EMG’de polifazik
motor tinite potansiyeli ve rekruitmant goriilmesini reinnervasyonun kanitt olarak
gosterilmistir (Shiotani et al., 2001). Hydman ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada nimodipin verilen ve verilmeyen gruplan karsilagtirdiginda aksonlarin
myelinizasyonunu yansitan sinirin latans siiresi agisindan dort hafta sonunda higbir fark
bildirmemistir (Hydman et al., 2007). Transoral larengeal EMG rekiirren sinir hasari
sonras1 vokal kord paralizinin tanisinda, takibinde prognostik faktor olarak veya iyilesme
asamasini degerlendirmede kullanilabilecek elektrofizyolojik veriler saglar. Fonskiyonel
sonucun degerlendirilmesinde vokal kord hareketliligi ve sinkinezi seyri bu yontemle
ayn1 anda degerlendirilebilir. Birlesik kas etki potansiyelinin elektrofizyolojik
degerlendirme i¢in klinik kullanimda uygulanabilirli§i olmamasi transoral larengeal
EMG’nin verileri klinik olarak ilgili veriler saglayabilen spontan uyarilmamis respiratuar
sikliis sirasinda toplanabilir. Shin ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada laringeal
kaslarin myojenik potansiyel amplitiid degerlernin diisiik oldugu ama latans ve dalga
formunun normal aralikta oldugunu gostermis bu bilgiyle rejenerasyonun eksik
oldugunu vokal kordun tam iyilesmemesinin sebebi olarak da rejenere sinir liflerinin

yanlis yonlendirilmesinin sorumlu oldugunu belirtmistir (Nahm et al., 1990).

Sitoplazmik vakuolizasyon, bakteriyel, viral veya ¢esitli kimyasal maddelere maruz

kalindiginda memeli canlilarda gézlemlenen bir fenomendir. Sitoplazmik

69



vakuolizasyon genellikle hiicre 6liimiinii isaret eder ancak hiicre dliimiindeki rolii
halen bilinmemektedir (Shubin et al., 2016). Schwann hiicrelerinin mitokondriyal
dejenerasyonu ve sitoplazmik vakuolasyonu, sekiz haftalik aspartam uygulamasindan
sonra si¢canlarin frontal korteksindeki piramidal hiicrelerin sitoplazmasinda vakuoller
gosteren Onceki arastirmacilar tarafindan agiklanmistir (Omar, 2009). Sinir hasari
sonrasi inflamasyon sonucunda orataya ¢ikan serbest radikallerin hiicresel proteinlere
ve DNA'ya =zarar verdigi gosterilmistir. Bunun sonucunda membranlarin
gecirgenliginin artmasina ve sitoplazma ve organellerdeki iyon konsantrasyonunun
bozulmasina yol agar. Bu tiir hasar1 6zellikle plazma zarinin sodyum gegirgenliginde,
pompanin sodyumu ekstriide etme kapasitesini asan bir artig takip eder. Sodyum
birikimi, hiicrede su iceriginde bir artisa yol acarak sismesine neden olur
(Engelmann, 2014). Ek olarak, hiicre zarinin hasar1 ve aksonlarda ve Schwann
hiicrelerinde sitoplazmik vakuolasyon, lipid peroksidasyonunun bir sonucu olabilir
(Kumar et al., 2014). Bu, hiicre hasar1 veya dejenerasyonunun ilk belirtisinin su
birikmesi nedeniyle sisme oldugunu ve bu nedenle sitoplazmanin graniiler
goriindiigiinii belirten Woolf'un 6nerisiyle uyumludur (Woolf, 2000). Bizim yapmis
oldugumuz c¢aligmada melatonin verilen grupta akson hasar1 ve sitoplazmik
vakuolizasyon miktarlar1 kontrol grubuna gore sayisal olarak daha azdir ve bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgular melatoninin antiinflamatuar ve
antioksidan 0Ozelliginin sinirin dogru bir sekilde ve fonksiyonel iyilesmesini

saglayarak melatoninin sinir rejenerasyonunda kullanilabilecegini desteklemistir.

Ki-67 proliferasyon belirteci olarak kullanilan niikleer proteindir. Diger proteinlerden
farkli olarak hiicre siklusunda GO hari¢ tiim fazlarda (G1, S, M ve G2) bulunur.
Proliferatif hiicrelerin isaretlenmesinde kullanilan bir proteindir (Coskun and
Cobanoglu, 2005). Ki-67 ekspresyonu, hiicre proliferasyonunu dogrudan
degerlendirmese de ekspresyonun hiicre proliferasyonunun giivenilir bir belirteci
oldugu gosterilmistir (Brown et al., 2014). Hatta giiniimiizde kanser tanili hastalarin
kemoterapiye yanitinda rutin olarak kullanilmaktadir (Chen and Chang, 2010).
Calismamizda Ki-67’ye ait sonuclar1 degerlendirdigimizde sutiir ile onarilan
melatonin grubunda anlamli derecede yiiksek hesaplanmistir. Bu durum sinir onarimi
ile birlikte melatoninin proliferasyonu tetikleyerek daha hizli iyilesme sagladigini

desteklemektedir.
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Mpyelin protein zero, periferik sinir sisteminde myelinin yapisinin %60’ olusturan
proteindir. Myelinizasyonda diizenleyici gorevi tistlenir (Shapiro et al., 1996). Schwann
hiicreleri tarafindan sentezlenen integral membran glikoproteinidir, periferik sinir
miyelinin ana glikoproteinini temsil eder ve periferik miyelinin yapismasi ve
sikigmasinda temel bir rol oynar (da Silva et al., 2015). Bir¢cok c¢alismada myelin
olusumu icin gerekli oldugu ve aksonal rejenerasyonda Onemli rol oynadigi
gosterilmektedir. Ayni calismada siyatik sinire kronik basi hasari sonucu ndral
modiilasyon uygulanan grupta myelin protein zero degeri daha yiliksek bulunmustur (da
Silva et al., 2015). Bizim ¢alisgmamizda melatonin tedavisi alan ve sutiir ile sinir kesi
onarimi yapilan grupta myelin protein zero degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu
proteinin myelinizasyonu gostermesi sebebiyle melatoninin sinir iyilesmesinde ve

aksonal rejenerasyonda etkili oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC

Rekiirren laringeal sinir kesi yaralanmalarinda cerrahi tedavi ve farmakolojik tedaviyi
birarada diisiinmek gerekir. Kesi tarzi yaralanmalarda miimkiin oldugunca erken u¢ uca
anastomoz yapmak gerekir. Sinir onarimi yapilmadan sadece farmakolojik tedavi ile
rejenerasyonu beklemek anlamsiz olacaktir. Bizim ¢alismamizda sinir onarimi sonrasi
melatonin uygulamasinin diger benzer ¢aligmalarda oldugu gibi sinir rejenerasyonuna
katkis1 asikardir. Melatonin antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptozis etkisiyle
reinnervasyona katkida bulunmustur. Bu katki schwann hiicre sayisinda artis, akson
hasarinda azalma saglayarak ortaya ¢ikmis ve sinir iizerine koruyucu etki saglamistir.
Sitoplazmik vakuolizasyonun melatonin verilmeyen diger gruplara gore anlamli bir
sekilde az goriilmesi antiapoptozis ve antioksidan etkisini gostermektedir. Ayni sekilde
melatonin kullanilan grupta myelinizasyonun daha c¢ok goriildigii bu da sinir
rejenerasyonuna katkida bulundugunu gosteren diger bir etken olarak diisiiniilebilir.
Calismamizda histolojik verilerimizin tamaminin anlamli ¢ikmasi daha uzun siireli
yapilacak caligmalarda daha yiiksek oranda fonksiyonel sonuclarin karsimiza ¢ikacagini

diistindiirmiistiir.

Bilime katki saglamak ve sinir rejenerasyonu hakkinda daha genis serilerde

caligmalara ihtiyac oldugu goriilmektedir.
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