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Giris

Periferik sinir yaralanmasi kisinin yagam kalitesini bozarak fonksiyonel sorunlara yol acabilen énemli
bir klinik durumdur. Gelismis iilkelerde sikligi 100000°de yaklagik 18 olmakla beraber travma
merkezlerine yapilan bagvurularin yaklagik %2-3’liikk bir kismini olusturur (Kornfeld vd., 2019).
Periferik sinir yaralanmalarindan biri sayilan periferik fasiyal sinir hasari; enfeksiyon, inflamasyon,
demiyelinizasyon ve kompresyon gibi sebeplerle ortaya ¢ikabilecegi gibi fasiyal ve kafa travmalarina
sekonder veya kulak burun bogaz hastaliklarmin klinik cerrahi pratiklerinden 6nemli bir kismini

olusturan parotis ve otolojik cerrahileri sirasinda da olusabilmektedir.

Periferik fasiyal sinire yonelik kiint travmalarda gézlenen patoloji sinir kilifinda meydana gelen 6dem
ve noronal hasara sekonder ndral iletim blokajidir. Bu durumda asil tedavi sinir ¢evresindeki 6demi
kaldirmaya ydnelik sinirl cerrahi iglemler ve asil olarak sinir kilift igerisindeki 6demi azaltmaya yonelik
medikal tedavidir. Bu noktada etkinligi kanitli ve evrensel kabul géren medikal tedavi kortikosteroid
tedavisidir. Sunulan c¢aligmanin konusu olan keskin travmalar ise tedavisi daha kompleks klinik
durumlardir. Cerrahi esnasinda meydana gelebilecek bir sinir kesisi i¢in gliniimiizde en sik kullanilan
cerrahi teknik gerilimsiz sekilde u¢ uca anastomozdur (Tulaci vd., 2016). Ancak sinir iyilesmesini

arttiracak ek medikal ve cerrahi teknikler halen bilimsel arastirma konular1 arasindadir.

Fasiyal sinir anastomoz bolgesi siitiirasyonun ardindan agik birakilabilecegi gibi fasya, arter veya ven
greftleri gibi otojen materyallerle veya silikondan yapilma noérotiipler, kollajen, poliglikolik asit ve
kaprolakton gibi yapay malzemelerden iiretilen iiriinlerle sarilabilir (Kornfeld vd., 2019; Costa Serrdo
de Aratjo vd., 2017). Bu noktada otojen greftler ek cerrahi morbidite ve siire kaybinin yaninda sinir
kilifi ¢evresinde inflamasyon riski olustururken, yapay malzemeler ise yabanci cisim reaksiyon riskini

her daim tagimaktadirlar.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) dokudaki yenilenme siirecleri sirasinda ¢ogalma ve farklilagmada
onemli rol oynar (Satija vd., 2009). Dental pulpa kaynaklit MKH’ler ise sinir sistemini onarmak igin
norojenik hiicrelere farklilagma potansiyeli en yiiksek olan doku kaynagidir. Ayrica, noral krest
kokenlerini gosteren noral hiicre belirteclerini ifade ederler (Morsczeck vd., 2008). Sasaki ve arkadaglart
tarafindan gergeklestirilen bir calismada mezenkimal kok hiicreler bio-¢oziiniir bir madde olan poli
laktik glukolik asit (PLGA)’ ten olusturulmus bir ndrotiipe transplante edilerek rat fasiyal sinir travma
modelinde denenmis ve sinir rejenerasyonunda kok hiicre bulundurmayan kontrol gruplarina gore on iki
haftanin sonunda anlamli sekilde daha etkili oldugu tespit edilmistir (Sasaki vd., 2021). Watanabe ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bagka bir fasiyal sinir travma modelinde de benzer sekilde adipdz kok
hiicrelerin aksonal rejenerasyon iizerine terapétik bir etkinligi oldugu gosterilmistir (Watanabe vd.,
2017). Bahsedilen caligmalarda oldugu gibi, kok hiicrelerin fasiyal sinir travma sahasimi kapatacak

sekilde bir norotiip i¢inde, siv1 bir ortamda aktarilma fikri pek ¢ok ¢aligmada kullanilmis olsa da s1v1 bir



ortamda bulunan hiicrelerin nakil bolgelerinde uygun pozisyonlarda yerlesebilme ihtimalinin zayif
olacagi ve hiicreleri sarmak igin kullanilan sinir kiliflarina ait yabanci cisim reaksiyon risklerinin
goriilebilecegi de asikardir. Bu sorun kok hiicrelerin klinik kullanimlarinin sinirhh kalmasindaki major
sebeptir ve hiicrelerin doku formunda transfer edilebilmesi kok hiicre ¢aligmalarindaki temel hedef

olmalidir.

Bu baglamda caligmalar incelendiginde biyobozunur bazi materyallerin yapay doku iskeleti (scaffold)
olarak kullanilabilecegi goriilebilir (Kornfeld vd., 2019; Guo ve Dong, 2009). Bu yontem kok hiicre
nakilleri ile ilgili ¢ok dnemli sorunlarn ¢oéziimlemis olsa da yapay iskeletlerin merkez bolgelerindeki
hiicrelerdeki yliksek nekroz oranlari, hiicresiz alanlarda iyilesmenin yogun ekstraseliiler matriks ile
dolmas1 ve bu materyallere karsi olusan inflamasyon, bu yontemin en 6nemli sorunlarindandir. Yine
biyobozunur malzemeler ile yapilan hiicre nakilleri, bu malzemeler iizerine hiicrelerin tek tek
aktarilmasi1 ile gerceklestiginden hiicre-hiicre baglantis1 olmayan ve rdlatif olarak diisiik hiicre
yogunluklu nakillerin gerceklestirilmesine yol agmaktadir. Bu sebepler bahsedilen scaffold

teknolojisinin de klinik kullanima aktarimini sinirlamaktadir.

Bu noktada farkli bir biyoteknolojik iirlin olan hiicre tabaka teknolojisinin fasiyal sinir travmalarinda
kullanilmas1 miimkiin olabilir. Hiicre tabaka teknolojisinde hiicreler tek tek degil, hiicre hiicre ve hiicre
ekstraseliiler matriks baglantilarinin korundugu bir doku greftine benzer sekilde elde edilebilmekte ve
bu sayede hiicreden yogun ve cerrahi olarak uygun anatomik bolgelere kolaylikla yerlestirilebilir bir
formda elde edilebilmektedir (Nakayama vd., 2010; Ohki vd., 2006, (Matsuda vd., 2007). Bu sayede
kok hiicrelerin avantajlarindan yararlanilirken, hiicreleri bir arada tutmak i¢in kullanilan yapay tirtinlerin

komplikasyonlarindan da korunmus olunur.

Su ana kadar hiicre tabakalari; kornea olusturulmasi amaciyla (Yamato ve Okano, 2004), dis
cevresindeki periodontin hastaliklarinda (13), iiriner mukoza rejenerasyonunda (Shiroyanagi vd., 2003),
nazal mukoza olusturulmasi amaciyla (Topdag vd., 2019) ve orta kulak mukozal rejenerasyonuna katki
sunacak bir teknik olarak (Yamamoto vd., 2017) kullanmilmistir. Bahsedilen sicaklik duyarl kiiltiir
kaplarinin kullanilmas1 yoluyla elde edilen hiicre tabakalarinin fasiyal sinir rejenerasyonundan

kullanilmasi ¢alismamiz ile birlikte ilk kez denenmistir.
GEREC VE YONTEM

Calismamizda kullanilan Wistar Albino ratlar Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
Uygulamalar1 ve Arastirmalart Merkezi’ nden (SUDETAM) temin edildi. Deneklerin biiyiime etkisini
elemine etmek i¢in en az 250-300 gram agirliginda toplam 35 adet Wistar Albino rat kullanildi.

Caligma kapsaminda olusturulan deneysel modelde denekler yedi denekten olusan bes ana gruba

ayrimistir: Grup 1 (Kontrol), herhangi bir cerrahi miidahale uygulanmayan saglikli deneklerden



olusurken; Grup 2 (Model), fasiyal sinir hasari olusturulup tedavi uygulanmayan grubu temsil
etmektedir. Tedavi protokollerinin degerlendirildigi gruplarda ise; Grup 3’te hasarli sinir uclarma ug uca
anastomoz iglemi uygulanmis, Grup 4’te sadece dental pulpa kaynakli mezenkimal kdk hiicre (DP-
MKH) tabakasi yerlestirilmis ve son olarak Grup 5°te ug¢ uca anastomoz ile birlikte DP-MKH tabakasi

kombinasyonu (Anastomoz + Hiicre) uygulanarak iyilesme siiregleri karsilastirtlmistir.

Dental Pulpa Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (Dp-Mkh) Kiiltiirii ve Isaretlenmesi, Canlilik ve

Apoptoz Degerlendirmesi

Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre (DP-MKH) hatti olarak Kocaeli Universitesi Kok Hiicre
ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinde (KOGEM) daha énceden etik kurulu alinmis ve
de izolasyonlar1 tamamlanmis olan insan dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreleri kullanildi.
Hiicreler ¢oziildi ve T175 kiiltiir kabina ekildi. Kiiltiir boyunca hiicrelere MEM Eagle’s, %10 FBS (fetal
bovine serum), %1 penicilin-streptomycin eklendikten sonra 37°C’ de (%5 CO2) kiiltiire edildi.
Sonrasinda kullanilacak mezenkimal kok hiicrelerin calisma siiresince izlenebilmesi ve hiicre
kaynaginin belirlenebilmesi i¢cin DP-MKH’lara yesil fluoresan proteinin (GFP) geni aktarilarak
isaretlendi. Hiicrelerin isaretlenmesi Neon Transfection Sistemi (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ve 10
ul Neon Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Hiicrelerin GFP proteinini ifade ettiklerini gdstermek igin
kiiltiir sonrasinda hiicreler belli bir antikor ile boyanmadan dogrudan akim (flow) sitometrisinde 480 nm
dalga boyunda okutuldu. Bu asamada hiicrelerde %95’in iizerinde pozitif okuma alind1 (Demirayak vd.,

2016; Cakici vd., 2013; Karaoz vd., 2012) (Sekil 1)

Hiicreler yeterli sayida ¢ogaltildiktan sonra 12 kuyucuklu Upcell (UpCell, CellSeed, Inc. Tokyo, Japan)
kiiltiir kabina planlanan nakil giiniinden 1 giin dnce bir géze 2x10° olacak sekilde ekildi. Bir giin boyunca
cogalmasi beklendikten sonra poly(N-isopropylacrylamide) (PIPAAm) kiiltiir kabindaki bu hiicreler,
37°C’ deki inkiibasyondan alarak 20 °C” de 30 dk inkiibasyona birakildi. 30 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda hiicreler, enzimatik reaksiyona gerek kalmadan ve tek-hiicre siispansiyonu yerine tabaka
halinde kiiltiir kabindan kaldirildi (Sekil 2.a). Elde edilen hiicre tabakalarmin ¢apt 7x3 mm olarak
belirlendi. Hiicre tabakasi iizerine destekleyici membran konuldu ve bu sekilde nakil bdlgesine transfer

edildi.

Hiicre tabakasinin canlilik diizeylerinin belirlenmesi i¢in 6lii ve canli hiicrelerin mikroskobik olarak
goriintillenmesine olanak taniyan Cell-Check™ Viability/Cytotoxicity Kit (ABP Biosciences, Cat
No:A017) testi uygulandi. Sicaklik duyarli kiiltiir kabindan kaldirilarak elde edilen hiicre tabakalarinin
isaretlenmesi i¢in kit protokolii uygulandi. Siire bitiminde tabaka lamin iizerine koyulup lazer taramali
konfokal mikroskopta (Leica DMIS8) inceleme yapildi. Mikroskobik incelemede canli hiicreleri
isaretleyen Calcein (ex/em: 494/517) yesil renk ile goriintiilenirken 6lii hiicreleri isaretleyen Propidium

iodide (ex/em: 528/617) kirmiz1 renk ile goriintiilendi. Orneklerin konfokal mikraskobik incelemesinde



3 boyutlu incelemeye olanak taniyan z-stack inceleme yapilmig ve goriintii analizi i¢in LasX software

kullanilmigtir (Sekil 2b).

Sicaklik duyarli kiiltiir kaplarinda enzimsiz kiiltlir sonras1 olusturulan tabaklardaki hiicrelerin tizerine
lizis eklendi, Cell death Detection Elisa Plush (Roche daignostic Mannheim, Germany) kiti kullanilarak
ELISA yontemi ile analiz edildi. Apoptoz diizeyleri monokromator sistemli mikroplaka okuyucuda
(VersaMax, Molecular Device, USA) tespit edildi. DP-MKH hiicrelerinin 1 giinliik kiiltiir siirecinde
apoptoz diizeyini belirlemek i¢in uygulanan apoptoz deneyi sonrasinda kontrol grubu (standart kiiltiir)
ve deney grubu (hiicre tabakasi) student’t testi ile karsilastirildiginda sonug¢ **p<0.01 oldugundan

apoptozun polisitiren (standart kiiltiir) kapl kiiltiir kabinda anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi.

Travmatik Fasiyal Sinir Paralizi Modeli Olusturma ve Rekonstruksivon Siireci

Deney hayvanlarma 5 mg/kg ksilazin hidroklorid ve 35 mg/kg ketamin hidroklorit intraperitoneal olarak
uygulandi. Aseptik teknik kullanilarak rat sol yiiz yarimi 3 kez %10 luk pavidon iyot ile boyand1 ve
aurikula 6n kisminda cerrahi saha traslandi. Norofizyolojik Ol¢iimler gergeklestirildikten sonra sol
aurikula posteroinferiorundan yay seklinde uzanarak 1. biyik hizasinda sonlanacak insizyon yapildi. Cilt
ve cilt alt1 gegilerek sinirin bukkal dali ortaya kondu ve ardindan posteriorda takip edilerek parotis gland
ekartasyonu ile fasiyal sinir ana trunkusuna ulagildi. Sinirin bukkal ve marjinal dalinda 11 numara bistiiri
ile sinir kesisi meydana getirildi. Rekonstruksiyon asamasinda sadece bukkal dala islem gerceklestirildi.
Islem sonrasi takipler fasiyal sinirin bukkal dali {izerinden gergeklestirildi (Sekil 3.a). Hiicre
tabakalarinin translantasyonu hazirlanmas1 agamasinda on iki-gdzlii 1s1 duyarli petrideki hiicreler, CO»
inkiibatorden ¢ikarildi. Is1 duyarh kiiltlir petrisinin her bir goziindeki medyumunun tamami aspire
edilerek 2 kez PBS ile yikandi. Her bir géze 500 pl PBS, hiicre tabaklarimin iizerine eklendi. PVDF
membran, her bir goze, gozlerin ortasina gelecek sekilde mezenkimal kok hiicre tabakasinin iistiine
yerlestirildi. Dikkatli bir sekilde forceps ile hiicre tabakasinin etrafina iyice bastirilarak destekleyici
membrana tutunmasi saglandi. PVDF membran tarafindan kaplanmayan ve kenarda kalan hiicre
tabakas1 pens yardimi ile PVDF membran iizerine dogru katlandi (3b). PVDF membrana tutunmus olan

tiim hiicre tabakasi, pens ile kaldirilip transplante edilecek bolgeye gore biiyiikliigii ayarlandi.

Sinir kesisinin proksimal ve distal uglar1 3. ve 5. gruplarda 8/0 monofilamant siitiir ile siitiire edilecek
ve takiben sirasiyla 5. gruptaki deneklere hiicre tabakasi uygulamasi yapildi (Selil 3c,d). 3. gruptaki
deneklere siitlirasyonun ardindan ek islem yapilmadi. 2, ve 4. gruptaki deneklere sinir siitlirasyon islemi
de yapilmadi. Bu gruplarin kesi hatlar1 yakinlagtirildi ve 4. grubun kesi hattina hiicre tabakasi sarildi.

Ikinci grup sekonder iyilesmeye birakildi.

Operasyon sonrasinda biyik ve yiiz hareketleri ile elektrofizyolojik dl¢timler; postoperatif 1. Hafta, 4.

Hafta, 8. hafta ve 12. hafta olarak gergeklestirildi. Post operatif 12. haftada intraperitoneal yiiksek doz



anestezik ile sakrifikasyon gerceklestirildi ve fasiyal sinir rezeke edilerek histopatolojik, immunfloresan

ve PCR incelemeleri gergeklestirildi.

Istatistiksel Analiz

Caligmadaki verilerin normal dagilima uygunlugu icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. Test sonucunda
normal dagilima uygun veriler parametrik testlerle, uymayan veriler parametrik olmayan testlerle
incelendi. Bulgular ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda,
ANOVA, Kruskall Wallis, Friedmann testleri uygulandi. p<0.05 durumunda veriler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Fasiyal sinirin paralizi skorlamasi i¢in, dinlenme halindeki vibrissa simetrisi, titresim hareketi, dinlenme
halindeki burun simetrisi ve burun hareketi dikkate aliarak puanlama yapildi. Toplam yedi puan fasiyal
felci olmayan normal bir orta yiizii gosterirken, sifir puan ise tam orta yiiz fasiyal felcin olarak kabul

edildi.

Yiiz hareket skorlarinin ortanca (min—-max) degerleri Tablo 1’de verilmistir. Zamanla grup ici
degisimleri degerlendirmek amactyla Friedman testi uygulandi. Buna gore Grup 4 (Hiicre tabakasi) ve
Grup 5°de (Anastomoz + Hiicre tabakasi) sirasiyla (p = 0.021; p = 0.008) anlaml diizeyde zamanla artig
egilimi saptandi. Her iki grupta da skorlarin 6zellikle postoperatif 8. ve 12. haftalarda belirgin sekilde
yiikseldigi goriildii. Buna karsin Grup 2 (Model) ve Grup 3 (Anastomoz) gruplarinda zamanla anlamli
bir iyilesme goézlemlenmedi (p> 0.05). Sonug olarak, cell-sheet uygulamasi yapilan gruplarda yiiz
hareket skorlarinin zamana bagli olarak anlamli artig gdstermesi, hiicre tabakasinin fonksiyonel iyilesme

stirecine katkida bulundugunu desteklemektedir.

EMG Bulgular

Deney gruplarindaki tiim siganlarm fasiyal sinir kesisi dncesi MUP amplitiidii 6l¢iildii. Sinir kesisi
oncesi yapilan kontrol EMG kayitlarn Latans, uyar1 esigi ve BKAP amplitiid degerleri agisindan gruplar
arasinda anlaml bir farklilik saptanmadi. Preoperatif 6l¢iimlerde tiim gruplarda benzer degerler izlendi

(p>0,05) (Tablo 2).

Postoperatif 1 haftada alinan EMG kayitlarina gore latans degerleri agisindan gruplar arasinda anlaml
farkliliklar gozlendi. Grup 1’de latans degerleri diger gruplara kiyasla belirgin derecede daha diisiik
bulundu (p<0,0001). Bu fark tiim 6l¢iim haftalarinda ayn sekilde devam etti. (Tablo 3).

Postoperatif 1 haftada alinan EMG kayitlarina gore uyan esigi agisindan gruplar arasinda anlaml

farkliliklar gozlendi. Grup 1’de latans degerleri diger gruplara kiyasla belirgin derecede daha diisiik



bulundu (p<0,0001). Bu fark dordiincii ve sekizinci 6lgiim haftalarinda aynmi sekilde devam etti. (Tablo
3).0On ikinci hafta EMG kayitlar incelendiginde sinir kesisi ve onarim yapilan deney gruplar arasinda
anlamli farkliliklarin olustugu goriildii. 12. Haftada Grup 1 en diisiik uyari esigine sahipti (p<<0,0001);
Grup 2’nin uyar esigi ise Grup 3-5’¢ kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01), ancak Grup 3,
4 ve 5 arasinda anlamli fark izlenmedi (p>0,05) (Tablo 4).

BKAP amplitiidii agisindan da Post operatif 1. Haftada Grup 1’in degerleri, Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5’e kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek bulundu (p<0,0001). Bu fark tiim 6l¢lim haftalarinda ayn
sekilde devam etti (Tablo 5).

Genel olarak EMG sonuglaridegerlendirildiginde kesi ve tedavi uygulanan gruplar olan Grup 2, 3, 4 ve
5’in 12 haftaya kadar kendi aralarinda ¢ogunlukla anlamh fark gostermedigi, 12. haftada grup 2’nin
uyari esiginin tedavi gruplarina gore anlamli derecede yiiksek bulundugu gosterilmistir. Istatistiki anlam
olusturmasa da gruplar arasinda 12. hafta EMG degerleri arasinda en iyi degerlerin sirastyla Grup 5,

Grup 4, Grup 3 seklinde siralandig1 gézlenmistir.

Histopatolojik Incelemeler

Tiim gruplarda sakrifikasyonu takiben ¢ikarilan fasiyal sinir ve dallar1 %10’luk nétral tamponlanmig
formalin ¢ozeltisi icerisine alinarak 48 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan doku
takibi gerceklestirildi ve Ornekler parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan yaklasik 4 pum
kalinliginda seri kesitler alindi. Bu kesitlerde Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasi, toluidin mavisi
boyamas1 ve immiinofloresan boyamalar yapildi. Toluidin mavisi boyanan kesitlerde miyelinizasyon ve
akson sayis;; H&E boyali kesitlerde akson ¢api, akson rejenerasyonu, akson yogunlugu gibi
parametreler 151k mikroskobik olarak degerlendirildi (Matsumine vd 2014; Toraman vd 2021).
Immiinofloresan boyamada ise neurofilament, S100, Growth Associated Protein 43, TNF-a,, CD31 ve
yariklanmis kaspaz-3 protein ekspresyonlar1 lazer taramali konfokal mikroskop altinda (Leica)

degerlendirildi. Ayrica GFP-isaretli DP-MKH’lerin dokudaki varlig1 gosterildi.

Hemotoksilen & Eosin ve Toluidin Blue Boyama Sonuclart

Grup 1’e ait fasiyal sinir (FS) igeren kesitler incelendiginde; beklenildigi {izere miyelinli aksonlarin
sikica paketlendigi, sinir fasikiillerini ¢evreleyen kilifin devamlilik gdsterdigi/intakt oldugu; etrafindaki
bag ve kas dokusundan bu kilif ile ayrildig1; FS’nin saglikli morfoloji sergiledigi tespit edilmistir. Grup
2’ye ait FS igeren kesitler incelendiginde, sinir biitiinliigliniin bozuldugu; miyelinizasyonun azaldig1 ve
sinir ¢evresindeki bag dokuda 16kositik infiltrasyon gelistigi tespit edilmistir. Grup 3’e ait FS igeren
kesitler incelendiginde, Grup 1 ile benzer olarak sinir smirlarinin belirginligi ve sinir kilifinin

devamliligr dikkat cekmektedir. Ancak bazi bolgelerde miyelinli akson sayisinda azalma tespit



edilmistir. Grup 4’e ait FS iceren kesitler incelendiginde, néron biitiinliigliniin saglandigi, sinir
fasikdiliinii distan ¢evreleyen kilifinin biitiinliik sergiledigi ve siniri ¢evre bag-kas dokudan izole ettigi;
fasikdil igerisindeki Schwann hiicre sayisinin ve miyelinizasyonun arttig1 tespit edilmistir. Grup 5’e ait
FS iceren kesitler incelendiginde; Grup 4’e gore noron biitiinliiglinde bozulma, fasiyal sinir sinirlarmin

belirginliginde azalma ve bag dokuda yer yer sinir 6bekleri tespit edilmistir (Sekil 4).

Toluidin mavisi kullanilarak yapilan kesitlerde, fasiyal sinirin miyelin kalinligi, miyelinli akson ¢ap1 ve

akson sayis1 incelendi. Sonuglara ait gorsel sekil 5 de, veriler tablo 6’da izlenmektedir.

Immunofloresan Inceleme Sonuclar:

Gruplar S100, GAP 43, NF agisindan degerlendirildiginde, hiicre tabakasi ile desteklenen grupta
boyanmanin daha yogun, diizenli ve homojen bir goriiniim sergiledigi goriilmistiir. Travmatik model
sonrasi u¢ uca onarimin hiicre tabakas ile desteklendigi grupta yapilan onarimda boyanma orta diizeyde
ve kismen diizenli bir goriiniim sergilemistir. Grup 2 ye ait sonuglar ise en diisiiktiir. inflamasyon ve
apoptoz parametreleri agisindan degerlendirildiginde ise iyilesmenin olumlu ilerlediginin gdstergesi

olacak sekilde hiicre tabakasi grubu en diigiik boyanmanin goriildiigii grup olmustur (Sekil 6-10)

gPCR ile Gen Ekspresyon Analiz Sonuclar

Fasiyal sinir yaralanmasi tedavisinde kontrol, deney modeli ve farkli tedavi gruplarinin (Anastomoz,
Hiicre Tabakasi ve Anastomoz+Hiicre tabakasi) GFAP, Nestin, Tubb3 ve CD31 i¢in gen ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Elde edilen bulgular, farkli tedavi yaklagimlarinin ilgili gen ekspresyonlar

tizerindeki etkilerini gostermistir.

GFAP (Glial Fibrillar Asidik Protein) ekspresyonu, Fasiyal motor néronlar tarafindan ifade edilen ve
sinir hasarin1 gdsteren 6nemli bir belirtegtir. Verilere gore, Grup 3’ e ait veriler normale en yakin
degerlerde izlendi (Sekil 6). Nestin, kok hiicrelerin ve progenitor hiicrelerin bir noral farklilagma
belirteci olup noral rejenerasyon siireclerinde rol oynamaktadir. Calismada, Nestin ekspresyonu
acisindan kontrol ile tedavi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).
Tubulin-beta-3 (Tubb3), olgunlasmamis ve olgun néronlarda bulunan bir hiicre i¢i iskelet (sitoskeletal)
proteini olup ndronal yenilenmenin bir gostergesidir. Anastomoz grubunda Tubb3 ekspresyonu 1,99
+0,41 degeri ile tiim gruplardaki en yiiksek degerini gostermistir. CD31 (PECAM-1), endotel
hiicrelerinde bulunan bir yiizey proteinidir ve anjiyogenezin (yeni damar olusumu) bir belirtecidir. En

diisiik degerler anastomoz grubunda izlenmistir (Sekil 11).



Tartisma

Bu calismada, dental pulpa kaynakli mezenkimal kdk hiicre (DP-MKH) tabakalarinin fasiyal sinir
keskin travma modelinde rejeneratif etkileri arastirilmistir. Bulgular, hiicre tabakasi uygulamasinin
miyelinizasyon, Schwann hiicre yogunlugu ve akson biitiinliigii iizerinde belirgin iyilesmeler sagladigini
ortaya koymustur. Sadece hiicre tabakasi uygulanan grupta hem histolojik hem de fonksiyonel testlerde
(EMG amplitiid, uyar1 esigi) anlamh iyilesme gozlenmistir. Ancak hiicre tabakasi uygulamasinin
anastomoz ile kombine edildigi grupta bu etkinin kismen azaldig1 dikkati ¢ekmistir. Bu durum, travma
sonrast cerrahi manipiilasyonun hiicre tutulumunu ve mikrocevre biitiinliglinii olumsuz
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, rat sinir kalibresinin cerrahi islemleri zorlastirmasi
nedeniyle bu farkin insan fasiyal siniri cerrahilerinde kombinasyon grubu lehine olumlu sonuglar

dogurabilecegi de olasidir.

Mezenkimal kok hiicrelerin periferik sinir onarmmindaki etkinligi, Schwann-benzeri hiicrelere
farklilagma potansiyelleri ve norotrofik faktor salinimu ile iligkilendirilmektedir (Kingham & Pittenger,
2019). Dental pulpa kokenli MKH’lerin ndral krest orijinli olmalari, noronal farklilagmaya diger
kaynaklara gore daha yatkin olmalarimi saglamaktadir (Gronthos vd., 2000; Arthur vd., 2008). Bu
ozellik, fasiyal sinir rejenerasyonunda DP-MKH’leri 6zellikle uygun bir hiicresel aday haline

getirmistir.

Hiicre tabakasi teknolojisi, klasik silispansiyon hiicre nakillerinden farkli olarak hiicre-hiicre
baglantilarin1 ve ekstraselliiler matriks biitiinliigiinii korur; bdylece transplantasyon bolgesinde daha
etkin entegrasyon saglar (Takahashi vd., 2019; Zhang vd., 2021). Caligmamizda da bu avantaj, apoptoz
oranlarindaki azalma ve konfokal mikroskopide yiiksek hiicre canlilig1 ile dogrulanmigtir. Yamato ve
Okano (2004) benzer sekilde cell-sheet teknolojisinin kornea ve mukozal rejenerasyonda canli hiicre

tabakasi biitiinliigii sayesinde basarili entegrasyon sagladigini bildirmistir.

Fonksiyonel degerlendirmede, postoperatif 12. Hafta Olglimlerinde aradaki fark istatistiksel fark
olusturmasa da hiicre tabakas1 uygulanan gruplarda kaydedilendiisiik latans ve uyar1 esikleri ile yiiksek
MUP degerleri remiyelinizasyonun yeniden saglandigim diisiindiirmektedir. Bu bulgular, adipdz veya
kemik iligi kaynakli MKH’lerin fasiyal sinir modellerinde rejeneratif etki gosterdigini bildiren

Watanabe vd. (2017) ve Sasaki vd. (2021) ile uyumludur.

Histopatolojik incelemelerde, hiicre tabakasi grubunda miyelin kalinligindaki artig ve miyelinli akson
sayisindaki ylikselme, DP-MKH’lerin sinir onarimimi hem dogrudan hiicresel katki hem de parakrin
etkiler araciligiyla destekledigini gostermektedir. Miyelin biitiinligiiniin korunmasi, Schwann hiicre
aktivasyonundaki artigla iligkili gortinmektedir. Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda MKH
kaynakli sinir bitytime faktorii (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktr (BDNF) ve glial hiicre kaynakli



norotrofik faktdr (GDNF) saliniminin sinir rejenerasyonunda kritik rol oynadigi vurgulanmistir (Zhang

vd., 2021; Kingham vd., 2007).

Immunfloresan sonuglari da bu tabloyu desteklemektedir. Hiicre tabakasi ve kombinasyon tedavisinin
uygulandig1 besinci grupta, noral rejenerasyon belirtecleri (GAP43, NF), Schwann hiicre belirteci
(S100) diizeylerinde hiicre tabakasi grubunda daha fazla olmak iizere, ikinci ve tglincii gruba kiyasla
anlamli iyilesme egilimi gostermistir. Yine bu gruplarda, benzer sekilde dordiincii grupta daha da diisiik
olmak kaydiyla apoptoz ve inflamasyon gdstergeleri de Grup 2 ve 3’ e gore daha diisiik tespit edilmistir.
Bu sonuglar, MKH tabakasinin noral rejenerasyon ve vaskiilarizasyonu destekleyerek etkin bir tedavi
stratejisi olusturdugunu giiclii bigimde gostermektedir. Bununla birlikte, Grup 5’te hiicre tabakasina
anastomoz cklenmesine ragmen histolojik biitiinliiglin Grup 4’e¢ kiyasla zayif olmasi, mekanik
stitiirasyonun tabaka biitiinliiglinii bozarak transplant hiicrelerin adezyonunu smirlayabilecegini
diisiindiirmektedir. Zhang vd. (2021) bu tiir mekanik streslerin greft yerlesimini ve mikrodamarlanmay1
olumsuz etkileyebilecegini bildirmistir. Dolayisiyla cell-sheet teknolojisinin sinir greftleriyle birlikte

kullaniminda optimal cerrahi kosullarin belirlenmesi, ileri arastirmalarla desteklenmelidir.

PCR analizleri, incelenen tedavi ydntemlerinin molekiiler diizeyde farkli gen ekspresyon profilleri
olusturdugunu ortaya koymustur. Anastomoz tek basina uygulandiginda, néronal yenilenme ¢abasinin
bir gostergesi olan Tubb3 ekspresyonu artmistir. Buna karsilik, hiicre tabaka tedavisi tek basina
uygulandiginda, sinir hasarinin neden oldugu glial reaksiyonu temsil eden GFAP ekspresyonu en
belirgin sekilde baskilanmistir. Nestin ve CD31 ekspresyonlarinda ise gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir. Kombine tedavinin uygulandig1 besinci grupta, Tubb3 artis1 anastomoz grubuna gore
daha smirli kalmasina ragmen, GFAP diizeyinin azalmasi ve CD31’in yiikselme egilimi; DP-MKH nin
rejenerasyonun miktarindan ziyade kalitesini ve mikrogevre siirdiiriilebilirligini destekledigini

diisiindiirmektedir. Burada dikkat cekilmesi gereken en kritik nokta; PCR analizlerinin hiicredeki anlik

molekiiler cabayi ve dinamik iyilesme siirecini yansitmasi, histolojik ve fonksiyonel bulgularin ise bu

stirecin nihai yapisal sonucunu gostermesidir. Bu baglamda, PCR verilerindeki farkliliklar iyilesmenin

heniiz tamamlanmamis ara evrelerini temsil ediyor olabilir. Fasiyal sinir hasarinin tedavisinde hem
yapisal onarimin (anastomoz) hem de rejeneratif mikrogevre diizenlemesinin (hiicre tabakasi) kritik
Oonem tasidig1 goriilse de; bu molekiiler parametrelerin iyilesmenin farkli asamalarindaki degisken
rollerini tam olarak aydinlatabilmek icin, daha genis denek sayilariyla farkli zaman dilimlerini kapsayan

prospektif ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Klinik uygulama agisindan degerlendirildiginde, elde edilen veriler 6zellikle iyatrojenik fasiyal sinir
hasarlar1 veya parotis cerrahileri sonrasi gelisen sinir defektleri igin potansiyel bir biyolojik onarim
stratejisi sunmaktadir. Hiicre tabakas1 uygulamalari, mevcut greft ve norotiip yaklasimlarina kiyasla
daha diisiik immiin yanit, daha hizli fonksiyonel toparlanma ve doku biitiinliigiine daha iyi entegrasyon

saglayabilir. Ancak caligmada kullanilan insan DP-MKH hattinin immiinolojik uyumlulugu,
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translasyonel uygulamalarda otolog veya allojenik hiicre kaynagi se¢imini dogrudan etkileyecek dnemli
bir faktordiir. Bu nedenle gelecekteki ¢alismalarin immiinmodiilasyon, biyouyumluluk ve uzun dénem

hiicre varlig1 lizerine odaklanmasi gerekmektedir (Wei vd., 2023).

Ayrica cell-sheet teknolojisinin ilerleyen donemde biyogdziiniir destek materyalleri, mikrokanall sinir
kilavuzlar veya vaskiilarizasyonu artirici biiyiime faktorleriyle kombine edilmesi; daha hizli aksonal
biiyiime ve stabil miyelinizasyon saglayabilir. 3D bio-printing ve mikroakigkan sistemler araciligiyla bu
tabakalarin ¢ok katmanli bigimde tiretilmesi, sinir dokusunun dogal mikrogevresinin taklit edilmesine
olanak taniyabilir (Chen vd., 2021; Georgiou vd., 2013). Bdyle bir yaklasim, yalnizca fasiyal sinirde
degil, rekiirren larengeal sinir, brakiyal pleksus ve optik sinir gibi diger periferik sistemlerde de

uygulanabilir hale gelebilir.

Sonug olarak, bu caligma sinir rejenerasyonunda biyoteknolojik hiicre tabakasi (cell-sheet) yaklagiminin
hem histolojik hem de fonksiyonel diizeyde etkili olabilecegini gostermistir. Ancak, kullanilan deneysel
modelin sinir kalibrasyonunun diisiik olmasi, cerrahi igslemlerin standardizasyonunu gii¢lestirmistir. Bu
durum, her denekte aymi diizeyde travma olusturulamamasi veya siitiirasyonun tam olarak ayni
lokalizasyondan yapilamamas1 nedeniyle sonuclarda kismi varyasyonlara yol ag¢mis olabilir.
Dolayisiyla, gelecekte bu yontemin etkinligini degerlendirmek amaciyla daha biiyiik 6rneklemli ve

kontrollii prospektif insan ¢aligmalarinin yapilmasi biiyiik nem tasimaktadir.

Ayrica, ozellikle kafa tabani cerrahileri gibi dogrudan anastomozun teknik olarak miimkiin olmadig:
durumlar i¢in, yalnizca hiicre tabakasi uygulamasiyla elde edilen histolojik ve fonksiyonel iyilesmeler
dikkat ¢ekicidir. Bu bulgu, cell-sheet teknolojisinin, cerrahi onarimin yapilamadigi vakalarda, bagimsiz
bir biyolojik rekonstriiksiyon stratejisi olarak anlamli bir alternatif olusturabilecegini ortaya

koymaktadir.
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SEKIL VE TABLOLAR

Sekil 1. GFP+ hiicrelerin akim (flow) sitometri ile kantifikasyonu. GFP geni aktarilmis hiicrelerin
Kiiltiiriinde hiicre secimi G418 (genetisin) ile gerceklestirilmistir. ilerleyen pasajlarda (P0 > P4)
pozitif 1s51ma gosteren hiicrelerin sayilar1 artmistir. Isaretlenmemis hiicreler kontrol (A) olarak
kullanilarak once PO hiicreleri (B), sonra P3 (C) ve P4 (D) hiicreleri incelenmistir. P4 hiicrelerinde
secim siireci istenen diizeye ulastid1 gozlemlenmistir.
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Sekil 2. a. Hiicre tabakasi, b. Konfokal mikroskobi ile hiicre tabakasimin canlilik diizeylerinin

belirlenmesi

Sekil 3. a. Fasiyal sinirin ekspozisyonu ve travmanin gerceklestirilmesi, b. PVDF membran

iizerindeki hiicre tabakasi. c¢,d. Hiicre tabakasinin yerlestirilme asamalar

Sekil 4. Sirasiyla Grup 1-5’e ait FS fotomikrograflari. H&E. A: 100X magnifikasyon.
SR < | O
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Sekil 5. Grup 1 (A-B), Grup 2 (C-D), Grup 3 (E-F), Grup 4 (G-H) ve Grup 5 (I-J)’e ait FS iceren
kesitler. Toluidine blue. A, C, E, G, I: 200X; B, D, F, H, J: 400X magnifikasyon

GRUP 5 GRUP 4 GRUP 3 GRUP 2

) = s
B, 2

Sekil 6. S 100 boyama sonuclari. A.saghkh kontrol, B. Sham grubu, C. Primer siitiirasyon
grubu, D. Cell sheet grubu, E. Siitiirasyon+Cell sheet grubu
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Sekil 7. GAP-43 boyama sonuclari. A.saghkh kontrol, B. Sham grubu, C. Primer siitiirasyon
grubu, D. Cell sheet grubu, E. Siitiirasyon+Cell sheet grubu

Sekil 8. GFP- NF boyama sonuclari. A.saghkh kontrol, B. Sham grubu, C. Primer siitiirasyon
grubu, D. Cell sheet grubu, E. Siitiirasyon+Cell sheet grubu
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Sekil 9. GFP-TNF alfa boyama sonuclari. A.saghkh kontrol, B. Sham grubu, C. Primer
siitiirasyon grubu, D. Cell sheet grubu, E. Siitiirasyon+Cell sheet grubu

Sekil 10. Caspase 3 boyama sonuglari. A.saghkl kontrol, B. Sham grubu, C. Primer siitiirasyon
grubu, D. Cell sheet grubu, E. Siitiirasyon+Cell sheet grubu
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Sekil 6. Gruplar arasindaki GFAP, Beta3 Tubulin, Nestin ve CD 31 gen ekspresyonlarinin
karsilastirmasi
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Tablo 1. Deney siiresince gruplara ait yiiz hareket skorlarinin ortanca (min-max) degerleri

Zaman Grupl Grup2 Grup 3 Grup 4 (Hiicre Grup 5
(Kontrol) (Model) (Anastomoz) Tabakas) (Anastomoz
Hiicre tabakasi)
Pre-op 7(7-7) 7(7-7) 7(7-7) 7(7-7) 7(7-7)
1. Hafta 7(7-7) 1(0-1) 0 (0-1) 1(0-1) 0 (0-1)
4. Hafta 7(7-7) 2 (0-2) 2 (0-3) 2 (0-2) 1(0-2)
8. Hafta 7 (7-7) 2 (0-3) 3(0-3) 1(0-3) 2 (04)
12. Hafta 7(7-7) 3(0-3) 3(0-3) 3 (0-5) 3(04)

Tablo 2. Sinir hasar1 6ncesi deney gruplarin ait latans, uyari esigi ve BKAP (MUP) sonuglar

Zaman Grupl (Kontrol) Grup2 (Model) Grup 3 Grup4 (Hiicre Grup 5
Ort+ SD Ort+ SD (Anastomoz) tabakasi) (Anastomoz P degeri
Ort+ SD Ort+ SD Hiicre tabakasi)
Ort+ SD
Latans 2,017+0,187 1,970+0,101 1,979+0,156 1,960+0,175 1,883+0,231 0,704
Uyar Esigi 0,068+0,013 0,071+0,013 0,067+0,0149 0,067+0,013 0,064+0,013 0,911
MUP 0,854
2,141+0,639 2,270+0,350 2,254+0,312 2,112+0,501 2,348+0,337
Sonuglar OrtalamaZstandart sapma olarak verildi. SD: Standart sapma.
Tablo 3. Deney siiresince gruplara ait latans (ms) sonuclari
Zaman Grupl (Kontrol) Grup 2 (Model) Grup 3 Grup 4 (Hiicre Grup 5
Ort+ SD ortanca Ort+ SD ortanca (Anastomoz) tabakasi) (Anastomoz hiicre
(IQR) (IQR) Ortt SD ortanca Ortt SD ortanca tabakasi) P degeri
(IQR) (IQR) Ort: SD ortanca
(IQR)
1. Haft + + <0,0001
ata 1,92620,1962 3,704+0,490 4,299+0,441 4,139+0,970 4,271+0,6483 ’
4. Hafta 2,00 (0,25) 3,79 (0,7) 4,38 (0,80) 3,45 (1) 3,87 (1,32) 0,0007
8. Hafta 1,97 (0,32) 3,89 (0,64) 3,86 (1) 3,45 (1) 3,57 (0,50) 0,0009
12. Hafta 1,930+0,211 4,804+£,519 4,154+0,528 3,778+0,977 3,565+0,900 <0,0001
Sonuglar Ortalamatstandart sapma olarak verildi. SD: Standart sapma.
Tablo 4. Deney siiresince gruplara ait uyarilma esigi (mA) sonuglari
Zaman Grupl (Kontrol) Grup 2 (Model) Grup 3 Grup4 (Hiicre Grup 5
Ort+ SD ortanca Ort+ SD ortanca (Anastomoz) tabakasi) (Anastomoz hiicre P degeri
(IQR) (IQR) Ortt SD ortanca Ort+ SD ortanca tabakasi)
(IQR) (IQR) Ort: SD ortanca
(IQR)
1. Hafta 1,189+0,407 0,995+0,163 1,123+0,150 <0,0001
0,070+0,015 1,011+0,144
4. Hafta 0,0013
0,06 (0,03) 1,01 (0,14) 0,98 (0,22) 0,90 (0,20) 0,97 (0,20)
8. Hafta <0,0001
0,070+0,018 1,187+0,191 0,965+ 0105 0,861+0,268 0,848+0,242
12. Hafta <0,0001
0,07(0,03) 1,35(0,40) 1,05(0,20) 0,90(0,32) 0,70(0,25)

Sonuglar Ortalamazstandart sapma olarak verildi. SD: Standart sapma.

20




Tablo 5. Deney siiresince gruplara ait MUP (mV) amplitiid sonuclar

Zaman Grupl Grup2 (Model) Grup3 Gru 4 (Hiicre | Grup (Anastomoz
(Kontrol) Ort+ SD (Anastomoz) tabakasi) hiicre tabakasi )
Ortt SD Ortt SD Ortt SD Ortt SD P degeri
1. Hafta <0,0001
1,85610,492 0,29610,202 0,381+0,110 0,35740,221 0,37540,143
4. Hafta <0,0001
1,84240,498 0,32340,190 0,417+0,132 0,42840,190 0,480£0,160
8. Hafta <0,0001
1,82540,447 0,280+0,203 0,47440,130 0,587+0,267 0,55240,212
12. Hafta 1,888+0,494 0,284+0,152 0,58240,125 0,700+0,312 0,706+0,337 <0,0001
Tablo 6. Gruplara ait ortalama akson sayilari ve caplan
Miyelin kalinuig Miyelinli akson Akson sayisi
(um) (Ort.) Skorlama | capi (um) (Ort.) | Skorlama (Ort.) Skorlama
GRUP 1 6.841 10.952 126
GRUP 2 3.781 2 8.655 2 83 1
GRUP 3 3.054 1 6.927 2 62 3
GRUP 4 5.098 3 9.049 3 101 0
GRUP 5 4.217 2 7.468 3 74 2

21




