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SUMMARY 

Effects of neuronolrophic factors on the 
transplanted adult adrenal medulla grefts into the 
rat brains were investigated after the destruction 
of the nigro-striatal dopaminergic pathiways 

Two months after the implantation it was 
found that the grefts survived and grew well in 
the host brains but measurements of tyrosine 
hydroxylase activity showed no significant dif
ference between the control and grafted roups. 

The results imply that although adult ad
renal medulla grefts survive and grow in the host 
brains' don't restore the dopaminergic system and 
neuronotrophic factors has no influence upon 
them. 
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ÖZET 

Substansiya Ntgra t SN) dejenerasyonu yapı
larak nigroştriyatul dopaminerjik yolları tahrip 
edilen erişkin sıçanlarda introparenkimal olarak 
dopaminerjik sistemin reinnervasyonu için konu
lan erişkin adrenal medulla greftleri üzerine nöro
notrofik faktörlerin etkileri incelendi. 

,, Bu amaçla iniraventriküler Ş-Hidrokşidopa 
min verilerek SN dejenerasyonu oluşturuldu ve 
korpus strialumları üzerine 2x3 mm 'lik kavile 
açılan sıçanlara erişkin adrenal medullu greftleri 
ile birlikle neonatal'sıçanlardan elde edilen nö
ronotrofik faktör kondu. 

Grefllemeden 2 ay sonra yapılan inceleme
lerde, ğrefilerin hacim olarak küçülmesine rağ
men mevcut olduktan, ancak tirozin hidmksiluz 
ölçümleri sonucu fonksiyon yapmadıkları ve gref-
tin implantasyonunda nöronotrofik faktörlerin 
etkisinin olmadığı gözlendi. 

Anahtar kelimeler: Substansiya ntgra, nöral transplan
tasyon, korpus striatum. adrenal rnedulkt, reinner-

:: yasyon: 
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Erişkin memelilerde Santral Sinir Sistemi (SSS) 
rejenerasyomınun olmadığı veya ç o k az o lduğuna 
dair tar t ışmalar uzun yıllardan beri yapı lmaktadır (4, 
21, 22). Son yıllarda yapılan çal ışmalarda memelile
rin SSS'lerinin myelinli veya az myelinli nöronlar ının 
bir kısmında rejenerasyon yeteneği o lduğu gösteril
miştir (9, 10, 13, 30). Ayrıca bu deneylerde memeli 
beyninin ç o k elverişli bir transplantasyon yeri olabile
ceği, nöral veya nöral olmayan dokuların alıcı erişkin 
beyninde yaşayabileceği de ortaya k o y u l m u ş t u r (3, 
9 ,13 , 15, 17, 21, 30). 

Bu çalışmaların ışığı al t ında bazı araştırıcılar 
intraserebral veya intraventriküler 6-Hidroksidopamin 
(6-OHDA) enjeksiyonlarında substansiya nigra (SN) 
dejenerasyonu yaparak Parkinson hastalığı modeli ya
ratılmış s ıçanlarda dopaminerjik nöron greftlerinin 
etkilerini incelemişlerdir (10, 13, 19, 30). Bu deney
lerin sonucunda fonksiyonların kısmen yerine konula
bileceği gösteri lmiştir (2, 3 ,19 , 30). 

t leriki yıllarda insanlara uygulanması pratik açı
dan zor olabilecek fötal greftlerin yerine otolog ola
rak parkinsonlu hastaların beynine konulabilecek nö-

* XIX. Nörolojik Bilimler ve Psikiyatri Toplantısında tebliğ edilmiştir. 

T ü r k i y e Klinikleri T ı p Bilimleri A R A Ş T I R M A Dergisi C.6, S. l ,1988 
Turkish Journal of R E S E A R C H İn Medical Sciences V.6 , N.1,1988 



Santra l S in ir S i s temi Greftleri ü z e r i n e 
N ö r o n a t r o f i k F a k t ö r l e r i n E t k i l e r i / D O L G U N , K O R F A L I , U L U S , A K S O Y , R A K U N T 

ronal veya nöronal olmayan, dopamin salgılayabilen 
dokuların konulması bu konuyu bir adım daha ileri 
götürebilecektir . Bu noktadan hareket eden Freed ve 
arkadaşları (12) genç sıçanlardan alınan adrenal me-
dulla greftlerinin yaşlı sıçanlara intraventriküler ola
rak verilmesinden sonra sıçanların motor fonksiyon
larında düzelme o lduğunu saptamışlardır . Fakat bu 
düzelme bazı yazarların araşt ı rmalarında gözleneme-
miş ve greftlerin büyük bir kısmı da rezorbe o lmuş tu r 
(29). 

Ayrıca bi rçok araştırıcı tarafından da gösterildiği 
gibi erişkin greftler, fötal greftler kadar başarılı olma
maktadı r (15, 17, 30). Bu durum lotuslarda ve genç
lerde re jenerasyon olayını meydana getirdiği ileri sürü
len nöronotrof ik faktörlerin etkili o lduğunu ve eriş
kinlerde bu faktörlerin eksikliğinin greftlerin tutma
masında rol oynadığını düşündürmektedir . 

Çalışmamızın amacı neonatal s ıçanlardan bu fak
törü veya faktörleri elde ederek erişkin sıçanlardaki 
adrenal medulla greftleri üzerindeki etkilerini incele
mektir. Bu amaçla intraventriküler 6 -OHDA enjeksi
yonları ile SN dejenerasyonu yapılarak Parkinson 
modeli (5, 11) yarat ı lmış sıçanların korpus striaturn-
larına (KS) erişkin adrenal medulla greftleri konula
rak bu greftlerin tu tmas ında nöronotrof ik faktörlerin 
etkisi araştırıldı. Greftlerin meydana getirebileceği 
biyokimyasal değişimlerin katekolamin ( K A ) biyo-
sentezinde önemli bir enzim olan Tiroziıı Hidroksilaz 
(TOH) (14) ölçümleri ile belirtilmesi amaçlandı . 

M A T E R Y A L V E METOD 
Bu çalışma Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deney Hayvanları Araşt ı rma Merkezinde yapılmışt ır . 

Deneyde kullanılan hayvanlar aynı merkezde ya
kın akrabalı (inbred) yet iş t i r i lmiş Rattus Norvegious 
Albino/Bursa cinsi dişi sıçanlar olup, 175-230 gr ve 
20-30 gr arası ağırlıktaydılar. Verici olarak aynı cins 
ve nesilden 190-230 gr ağırl ığında 100 günlükten yaşlı 
dişi sıçanlar kullanıldı. Nöronotrof ik faktörleri elde 
etmek için kullanılan sıçanlar ise 10 günlüktüler. De
neyde tüm gruplarda toplam 205 sıçan kullanıldı. 
Sıçanların gruplara göre dağıl ımında biyoistatistiki ör
neklemeden yararlanıldı. 

Bütün cerrahi girişimler steril şart larda ve aneste
zi al t ında yapılmışt ır . 

a) Sıçanların Dopamin Sisteminin 
Denervasyonu: 

Bu işleme girecek sıçanlar gerekli operasyon ha
zırlıklarından sonra desikatör iç inde verilen çok hafif 
eter anestezisi altında steriotaksi aletine yerleştirildi, 
Freed, Perlovv ve arkadaşlarının (13, 19) verdikleri 
koordinatlardan, Pellegrino (26), König ve Klippet 
(20) 'in atlasından da yararlanılarak intraventriküler 
enjeksiyon yeri saptandı . Yalnız kraniumu delecek şe
kilde hazırlanan bir iğne ile steriotaksi aleti al t ında, 

kraniuma delik açıldı. Daha sonra 0.5 mm'lik Hamil-
ton enjektörü ile buzlu ortamda bekletilen 6 -OHDA 
(Sigma Chemical Co . , London) 250 p.gjul dozunda 
1 dakika içinde gidecek şekilde intraventriküler ola
rak enjekte edildi. Enjeksiyon deliği ilacın geri gel
memesi için Bone-Wax ile kapatı ldı . 

b) Transplantasyon Kavitelerinin Hazırlanması : 

Birinci iş lemden 10 gün sonra, greft ve kontrol 
gruplarını o luş turan hayvanlarda greftlerin yerleştiri
leceği kavitelerin hazırlanmasına başlandı . Bu safhada 
Björklund ve Steveni'nin (3) teknikleri kullanıldı. Sı
çanlar Phénobarbital Sodium (35 mg/kg. İP) ve Deval-
gin (30 mg/kg. İP) verilerek uyutuldu. 

Steril şar t larda cilt ensizyonu yapıldıktan sonra 
el perforatörü ile sağ koronel sütürün önüne ve sagittal 
sütürün yanına 2 mm'lik bir delik açıldı . Dura ve al
t ındaki damarlar koterize edildi. 1 mm çapındaki 
pasteur pipetinden yapı lmış aspiratör ucu ile kortikal 
ve subkortikal dokular korpus striatuma kadar aspire 
edilerek 1.5x3 mm'l ik kavite açıldı . 

c) Yavru Sıçanlara Kavite Açı lması : 

10 günlük yavru sıçanlar diğerleri gibi ameliyata 
hazırlandılar ve sağ frontal bölgelerine 2 mm çapında 
bir delik açılarak aynı teknikle kortikal ve subkortikal 
dokular aspire edilerek 1.5x2 mm kavite açı ldı . İç ine 
aynı boyutlarda Spongostan (Ferrosan Co. , Denmark) 
yerleştirildi, 

d) Greftlerin Alınması ve Kavitelerin Konmas ı : 

Greft koyma işlemi sadece greft grubuna olmak 
üzere toplam 42 s ıçana uygulandı . Bu iş lemde verici 
(donör) olarak aynı tür ve cinsiyette 190-230 gr ağır
lığında sıçanlar kullanıldı. Greftlemede 4 parça me
dulla grefti kullanıldığından 2'şer adet verici sıçan
ların adrenal medullaları alındı. 21 sıçana ise adrenal 
medulla greftleri konulurken aynı zamanda 10 gün 
önce yavru sıçanlara kavite açılarak içine konan spon
gostan parçaları da transplantasyon sırasında alınarak 
greftlerin üzerine yerleştiri ldi. 

Adrenalektomi Waynforth'un (32) tarif e t t iğ i şe
kilde yapıldı. Adrenal medullamn çıkarılıp hazırlan
ması Olson (24) ve Freed (12) 'in tarif ettikleri tek
nikle yapı lmış transplantasyonda ise Das (7) ve arka
daşlarını tekniklerinden yararlanılmıştır . Greftler ka
vite açı lmasından 10 gün sonra k o n m u ş t u r . 

e) Tirozin Hidroksilaz (TOH) Aktivitesinin 
Ölçümü: 

Dekapite edilerek öldürülen sıçanların beyinleri 
hızla çıkarıldı . Greft dokuları ve korpus s t r ia tumlar ı 
disseke edilerek homojenize edildikten sonra Tirozin 
Hidroksilaz aktivitesi Waynine ve arkadaşlar ının (31) 
tanımladıkları yön temin bir modifikasyonu ile ölçül
dü. Bu y ö n t e m katekolamin sentezinde L - ( l - C ) (12) 
Tirozin ' in , Tirozin Hidroksilaz yardımıyla D O P A ' y a , 
D O P A nın da aromatik L aminoasit dekarboksilaz 
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Tablo — I 
Grupların Sağ Korpus Str ia tumlar ındaki Ortalama Tirozin Hidroksilaz Ölçümleri ve Değerlendirilmeleri 

Ortalama T O H D e ğ e r l e r i D e ğ e r l e n d i r m e 

nmol l 4C02/doku/saat 
Kıyaslanan 

n nmol l 4C02/doku/saat Gruplar t Sd P 

N 7 4.04 ± 0 . 1 9 N - K 3.07 10 p < 0.02 

K 5 2.78 + 0.36 

G , 7 2.2 ± 0 . 2 3 N - G , 6.03 12 p < 0.001 
K. G i 1.77 10 p < 0.50 

G 2 7 2 .44+0.24 N - G 2 5.16 12 p < 0.001 
K G 2 0.69 10 p ( 0.50 
G] - G 2 0.64 12 p ( 0.50 

n: Olgu sayısı, N: Normal, K: Kont ro l , G j : Adrenal Medulla Greftli , C»j : Adrenal Medulla Greftli + Nöronotrof ik Faktör 

ta raf ından Dopamine çevrilmesi sırasında aç ığa çıkan 
radyoaktif C 0 2 'in sayılması esasına dayanmaktadı r . 

f) Istatistiki Değerlendirmeler : 

Deneyin tüm istatistiki değerlendirmeleri Hew
lett-Packard model 10 calculator 9810 Stac Pac aleti 
ile magnetik kartlar kullanılarak yapılmışt ır . 

BULGULAR 
Greftli sıçanlar enzim tayinleri için dekapite edil

diklerinde greftlerin ilk konulduklar ı hacmin 1/3 une 
kadar düştükleri gözlendi. Greftli sıçanların hepsinde 
greft tespit edildi. Ölçüm yapılacak materyal sayısı 
ç o k o lduğundan örnekleme sayılar tablosundan yarar
lanılarak kontrol grubundan 5, normal gruptan 7, 
greftli gruptan 7 ve nöronotrof ik faktör koyulan 
greftli gruptan 7 sıçanda bilateral T O H enzim ölçüm
leri yapıldı. 

ö l çümle rde kontrol sıçan grubunun sağ KS'daki 
T O H aktivitesinin normal sıçan grubunun % 65'ine 
kadar düştüğü bulundu. Sol KS 'de bu değer cr 69'du 
ve sağ tarafa çok yakın bir değer göster iyordu. Greft
li sıçan grubunda, yalnız adrenal medulla grefti ihtiva 
eden sıçanlar ( G t ) ile adrenal medulla ile nörono t ro 
fik faktör koyulan greftli sıçanların ( G 2 ) T O H aktivi-
teleri arasında farklılık bu lunmadı (sağ p < 0 . 5 0 , sol 
p < 0 . 5 0 ) . 

Bütün grupların sağ ve sol KS' lanndaki kontrol 
grubu sıçanlar ile greftli sıçanların T O H aktiviteleri 
arasında da fark bulunmadı . Bu sonuçlar adrenal me
dulla greftlerinin Dopamin salgılamadığını ve nörono
trofik faktörlerin de etkili olmadığını göstermektedir . 
Bütün grupların sağ ve sol KS' lanndaki T O H aktivitesi 
ölçümleri ve değerlendirilmeleri Tablo-I ve H'de gö
rülmektedir . 

TARTIŞMA 
Fötal ve yeni d o ğ m u ş sıçanlardan alınan beyin 

dokusu greftlerinin erişkin sıçanların beyninde yaşa
yabileceği değişik araşt ırmalarla gösterilmiştir (6, 21, 
30). Ayrıca greftin immatür nöronlarının alıcı bey
ninde gelişmesine devam et t iğ i , yapısal olarak iy i 
organize o lmuş dokulara dönüştüğü, alıcı beyni ile 
bağlantı kurduğu histolojik yöntemler le sap tanmış , 
fonksiyon yaptıkları da biyokimyasal tetkikler ve 
motor dönme testleri ile gösterilmiştir (3, 6 ,19 , 30). 

İntraserebral greft çal ışmalar ında fötal dokular ın 
kullanılmasının gerekliliği, bu çeş i t girişimlerin daha 
gelişmiş memelilerde denenmesini kısı t lamaktadır . 
Bununla beraber son yıllarda Steveni ve.Björklund do
ku kültürlerinden alınan fötal Substansia Nigra (SN) 
süspansiyonlarının intraserebral enjeksiyonlarından 
sonra fonksiyon yapt ığını göstermişlerdir (2). Böyle
ce bu yön temle hem istenildiği anda, hem de istenildi
ği kadar enjeksiyon yaparak hücre nakli olasılığının 
da o lduğu anlaşılmıştır . 

Daha gelişmiş memelilerde ve insanlarda greftle
rin kullanılır hale gelmesi için immünoloj ik reaksiyon 
vermeyen fetustan başka bir dopamin yapan dokunun 
kullanılması gerekmektedir. Bu doku adrenal medulla 
olabilir. Adrenal medulla hücrelerinin katekolamin 
sentezi ve depo ettikleri eskiden beri bilinmektedir 
(1). Pomerat ve arkadaşları ilk defa adrenal medulla-
yı beyne transplante e tmiş ler ve yaşadığını göstermiş
lerdir (28). 

Adrenal medulla hücreleri yüksek bir elastikiyete 
sahip olup greft olarak SSS'ne konu lduğunda yuvar
lak olan şekilleri angüler hale döner ve bazı variköz 
uzantılar yapabilirler. Bu hücrelerin fibrillerin gelişe
rek nöronal karakter kazandıkları ileri sürülmüştür 
(12, 24). Bu yüzden SSS dopaminerjik sistemin deje-
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Tablo - II 
Grupların Sol Korpus St r ia tumlar ındaki Ortalama Tirozin Hidroksilaz Ölçümleri ve Değerlendirilmeleri 

Ortalama T O H D e ğ e r l e r i D e ğ e r l e n d irme 

nmol 1 4C0 2/doku/saat 
K ı y a s l a n a n 

n nmol 1 4C0 2/doku/saat Gruplar t Sd P 

N 7 4.01 ± 0 . 1 1 N - K 4.04 10 p < 0.02 

K 5 2.62 ± 0.32 

Oı 7 2.63 ± 0 . 2 1 N G[ 5.75 12 p < 0.001 
K - G j 0.03 10 p < 0.50 

G 2 7 2.61 ± 0.40 N - G 2 3.41 12 p < 0.02 
K — G 2 0.02 10 p ( 0.50 
Gı - G 2 0.02 12 p < 0.50 

n: Olgu sayısı, N: Normal, K: Kontrol, G ı : Adrenal Medulla Greftli, G2 : Adrenal Medulla Greftli + Nöronotrofik Faktör 

neratif hastalıklarında eksik olan dopamin miktarının 
düzeltilmesinde otolog olarak kullanılabilecek bir do
ku o lduğu ileri sürülmüştür. Ayrıca implantasyon 
amacı ile insanlarda tek taraflı çıkartılması da belirgin 
bir klinik bozukluk yapmaz. 

Bazı çal ışmalarda homojenat şeklinde intraven-
triküler verilmiş adrenal medulla hücrelerinin % 60-80 
oranında canlı kaldıkları gösterilmiştir (16, 27). Yal
nız bu çal ışmalarda hücre canlılığının gösterilmesi 
için ultrastrüktürel ve biyokimyasal çalışmalar ya
pılmamışt ır . Ayrıca greftler genç sıçanlardan alınıp 
yaşlı sıçanlara k o n m u ş t u r . Bu durum Parkinson has
talığının tedavisinde hastanın kendi adrenal medulla-
sının kullanılması varsayımına ters düşmektedir . 

Rakunt da, erişkin sıçanların adrenal medullasını 
homolog ve heterolog olarak greftlenmiş ve sıçanların 
motor fonksiyonlarında kısmi bir düzelme olmasına 
rağmen implantların biyokimyasal olarak anlamlı bir 
etki göstermediğini b u l m u ş t u r (9). 

Diğer taraftan yaşlı larda beynin yaralanma böl
gesinde nöronotrof ik faktörlerin olmaması nedeni ile 
rejenerasyonun yetersiz o lduğu ileri sürülmektedir 
(23). Nisto-Sampedro ve arkadaşları neonatal sıçan
lardan elde edilen nöronot rof ik faktörlerinin doku 
kültürlerinde nöronal aktiviteyi artırdığını göstermiş
lerdir (23). Biz ça l ışmamızda neonatal s ıçanlardan 
elde et t iğimiz nöronotrof ik faktörleri greftle birlikte 
kaviteye koyarak adrenal medulla greftlerinin fonksi
yonu üzerine etkisini araşt ı rdık. 

Bu amaçla dopaminerjik nöronları 6 -OHDA ile 
denerve edilen sıçanların KS'ları üzerine greftin bes
lenmesi için yeterli neovaskülarizasyon sağlamak ga
yesiyle (30) kavite açı ldıktan 19 gün sonra bir grup sı
çana adrenal meduller, diğer bir gruba ise greftle bir
likte neonatal s ıçanlardan elde edilen nöronotrof ik 
faktör ihtiva eden spongostan parçaları (23) kondu. 

Greftlemeden 2 ay sonra deneye son verildiğin
de greftlerin bütün sıçanlarda makroskobik olarak 
görünmesine rağmen ilk hacimlerinin 1/3'üne indik
leri gözlenmiştir . Bu durum diğer araştırıcılar tarafın
dan da gözlenmişt i r (18, 29). Rakunt 'un çalışmasın
da erişkin adrenal medulla greftlerinin 2 ay sonra 
% 32'sinin yaşadığı izlenmiştir (29). 

Fötal greftlerin hedef dokular ına uygun bağlan
tılar kurabilme nedenlerinin sinir liflerinin büyümesi
ne ve hedefe ulaşmasına önderlik eden bir kimyasal 
maddeye bağlı olduğu ileri sürülmektedir (-1). Cod-
man ve Lewis 3 günlük farelerin oksipital korteksleri-
ne konulan embrional striatal dokunun kavite açılma
sından 3-6 gün sonra yapıldığında tutma ve yaşaması
nın artt ığını göstermişlerdir (23). Bunun nedeninin 
yaralanmış dokudan salgılanan bir kimyasal faktörün 
etkisi ile o lduğu ve bu maddenin kavite içinde toplan
masının b i rkaç gün aldığını ileri sürmüşlerdir. Nisto-
Sampedro ve arkadaşları neonatal sıçanların oksipital 
kortekslerine kavite açmış lar ve içine Gelfoam koy
muşlardır (23). Bu gelfoamları 3-6 gün sonra alarak 
bunlardan elde edilen ekstrelerin doku kültürlerinde 
nöronal aktiviteyi art ırdığım in vitro olarak göster
mişlerdir. 

Biz ça l ı şmamızda, neonatal sıçanlara kavite aça
rak içine spongostan koyduk. Bu spongostanları 
(Gelfoam) 4 gün sonra olarak erişkin adrenal medulla 
greftlerini koyarken kaviteye greftle birlikte yerleştir
dik. Neonatal s ıçanlardan elde et t iğimiz nöronot rof ik 
faktörlerin erişkin adrenal medulla greftlerin biyo
kimyasal fonksiyonu üzerine olan etkisini araşt ı rdık. 

Greftlemeden 2 ay sonra apılan T O H aktivitesi 
tayininde nöronot rof ik faktörler birlikte adrenal me
dulla grefti konan grupta kontrol ve yalnız adrenal 
medulla grefti konan grup arasında anlamlı bir farklı
lık olmadığını bulduk. Bu da in vivo olarak nö rono-
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trofik faktörlerin erişkin adrenal medulla greitlerinin 
fonksiyonlarına etkisi o lmadığını veya k o y d u ğ u m u z 
miktar ın yeterli o lmadığını düşündürmektedir . Bu ko
nuda bir yaym mevcut o lmadığ ından etkili olabilecek 
nöronotrof ik faktör miktarı da saptanmamış t ı r . 

Araşt ı rmamızın sonuçlar ının negatif olmasına 
rağmen nöronotrof ik faktörlerin in vivo olarak greft-
ler üzerinde etkisinin araştırı ldığı ilk çal ışmadır (8). 
Olson ve arkadaşları ise nerve growth faktörü kullana
rak daha sonraki yıllarda adrenal medulla greftlerinin 
etkilerini incelemişlerdir (25). 

Bu faktörlerin daha iyi tanımlanması , beynin ge
lişmesinin daha iy i anlaşı labilmesine, zamanla SSS'nin 
nörodejeneratif hastalıklarının daha etkin tedavisine 
yol açabi lecekt i r . Ayrıca SSS'ndeki bağlantıların nasıl 
teşekkül e t t iğinin anlaşılması ile belki bir gün harabi-
yeti geri döndürmek de mümkün olabilecektir. Bu nö
ronotrofik faktörlerin elde edilmesi ve niteliğinin öğ
renilmesi ile yaş lanmış beyinlerde kaybolan bağlantı
ların tekrar yerine konulabilmesi belki bugün için 
optimistik bir düşünce olmasına rağmen ileride müm
kün olabilecektir. 
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