Santral Sinir Sistemi Greftleri Uzerine
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SUMMARY

Effects the
transplanted adult adrenal medulla grefis into the
investigated after the destruction

of neuronolrophic  factors on
rat brains were
of the nigro-striatal dopaminergic pathiways

Two months after the implantation it was
found that the grefts survived and grew well in
the host but

hydroxylase activity showed no significant dif-

brains measurements of tyrosine

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.
Key words: Substantia nigra, neural transplantation;

, corpus striatum,: adrenal medulla, rejnncrvation

T Ki Ti1p Bil Aras Dergisi C.6, S.1, 1988 73-78

Eriskin memelilerde Santral Sinir Sistemi (SSS)
rejenerasyominun olmadigi olduguna
dair tartigmalar uzun yillardan beri yapilmaktadir (4,
21, 22). Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda memelile-
rin SSS'lerinin myelinli veya az myelinli néronlarinin
bir kisminda rejenerasyon yetenegi
mistir (9, 10, 13, 30).
beyninin ¢ok elverisli bir transplantasyon yeri olabile-

veya ¢ok az

oldugu gosteril-
Ayrica bu deneylerde memeli

cegi, noral veya noral olmayan dokularin alict eriskin

beyninde yasayabilecegi de ortaya koyulmustur (3,
9,13, 15,17, 21, 30).

* XIX. Norolojik  Bilimler

ve Psikiyatri

Noronotrofik Faktorlerin Etkileri

OF NEURONOTROPHIC  FACTORS
ADRENAL  MEDULLA GRAFTS
INTO THE ADULT RAT BRAINS

THE EFFECTS
IN IMPLANTED
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OZET

Substansiva Ntgra tSN) dejenerasyonu yapi-
larak  nigrostrivatul  dopaminerjik yollart tahrip
edilen eriskin si¢anlarda introparenkimal olarak

dopaminerjik  sistemin icin  konu-

lan eriskin adrenal medulla greftleri iizerine noro-

reinnervasyonu

notrofik  faktorlerin etkileri incelendi.

., Bu amagla iniraventrikiiler  S-Hidroksidopa
min  verilerek SN dejenerasyonu olusturuldu ve
korpus strialumlari iizerine 2x3 mm 'lik kavile

acilan si¢anlara eriskin adrenal medullu greftleri
birlikle neonatal’sicanlardan elde edilen no-
kondu.

2 ay sonra yapilan

ile
ronotrofik  faktor

Grefllemeden
grefilerin  hacim olarak kiigciilmesine rag-
olduktan,
olgiimleri sonucu fonksiyon yapmadiklar

inceleme-
lerde,
tirozin hidmksiluz

ve gref-
faktorlerin

men mevcut ancak

tin implantasyonunda noronotrofik

etkisinin  olmadigi  gézlendi.

Anahtar kelimeler: Substansiya ntgra, néral transplan-
tasyon, korpus striatum. adrenal rnedulkt, reinner-
: yasyon:
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Bu g¢alismalarin 15181 altinda bazi arastiricilar
intraserebral veya intraventrikiiler 6-Hidroksidopamin
(6-OHDA) enjeksiyonlarinda substansiya nigra (SN)
dejenerasyonu yaparak Parkinson hastaligi modeli ya-
ratilmis siganlarda dopaminerjik noéron greftlerinin
etkilerini incelemislerdir (10, 13, 19, 30). Bu deney-
lerin sonucunda fonksiyonlarin kismen yerine konula-
bilecegi gosterilmistir (2, 3,19, 30).

tleriki yillarda insanlara uygulanmas: pratik agi-
dan zor olabilecek fotal greftlerin yerine otolog ola-
rak parkinsonlu hastalarin beynine konulabilecek no-

Toplantisinda  teblig  edilmistir.
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ronal veya ndronal olmayan, dopamin salgilayabilen
dokularin konulmast bu konuyu bir adim daha ileri
gotirebilecektir. Bu noktadan hareket eden Freed ve
arkadaslart (12) gen¢ sicanlardan alinan adrenal me-
dulla greftlerinin yasli siganlara intraventrikiiler ola-
rak verilmesinden sonra siganlarin motor fonksiyon-
larinda diizelme oldugunu saptamislardir. Fakat bu
diizelme bazi yazarlarin arastirmalarinda goézleneme-
mis ve greftlerin biyiik bir kismi1 da rezorbe olmustur
(29).

Ayrica bir¢ok arastirici tarafindan da gosterildigi
gibi eriskin greftler, fotal greftler kadar basarili olma-
maktadir (15, 17, 30). Bu durum lotuslarda ve geng-
lerde rejenerasyon olayint meydana getirdigi ileri siri-
len noronotrofik faktdrlerin etkili oldugunu ve eris-
kinlerde bu faktorlerin eksikliginin greftlerin tutma-
masinda rol oynadigint diisiindiirmektedir.

Calismamizin amaci neonatal sicanlardan bu fak-
torii veya faktorleri elde ederek eriskin siganlardaki
adrenal medulla greftleri lizerindeki etkilerini incele-
mektir. Bu amagla intraventrikiiller 6-OHDA enjeksi-
yonlart ile SN dejenerasyonu yapilarak Parkinson
modeli (5, 11) yaratilmis siganlarin korpus striaturn-
larina (KS) eriskin adrenal medulla greftleri konula-
rak bu greftlerin tutmasinda noronotrofik faktoérlerin
etkisi arastirildi. Greftlerin
biyokimyasal degisimlerin katekolamin (KA) biyo-
sentezinde Onemli bir enzim olan Tirozinn Hidroksilaz
(TOH) (14) o6lgiimleri ile belirtilmesi amacglandi.

meydana getirebilecegi

MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde yapilmistir.

Deneyde kullanilan hayvanlar ayni merkezde ya-
kin akrabali (inbred) yetistirilmis Rattus Norvegious
Albino/Bursa cinsi disi sigcanlar olup, 175-230 gr ve
20-30 gr aras1 agirliktaydilar. Verici olarak ayni cins
ve nesilden 190-230 gr agirliginda 100 giinliikkten yash
disi siganlar kullanildi. Noronotrofik faktorleri elde
etmek ic¢in kullanilan siganlar ise 10 giinliiktiler. De-
neyde tim gruplarda toplam 205 sigan kullanildi.
Siganlarin gruplara gore dagiliminda biyoistatistiki or-
neklemeden yararlanildi.

Biitiin cerrahi girisimler steril sartlarda ve aneste-
zi altinda yapilmistir.

a) Siganlarin Dopamin Sisteminin
Denervasyonu:

Bu isleme girecek siganlar gerekli operasyon ha-
zirliklarindan sonra desikator iginde verilen ¢ok hafif
eter anestezisi altinda steriotaksi aletine yerlestirildi,
Freed, Perlovv ve arkadaslarinin (13, 19) verdikleri
koordinatlardan, Pellegrino (26), Konig ve Klippet
(20) 'in atlasindan da yararlanilarak intraventrikiiler
enjeksiyon yeri saptandi. Yalniz kraniumu delecek se-
kilde hazirlanan bir igne ile steriotaksi aleti altinda,
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kraniuma delik ac¢ildi. Daha sonra 0.5 mm'lik Hamil-
ton enjektorii ile buzlu ortamda bekletilen 6-OHDA
(Sigma Chemical Co., London) 250 p.gjul dozunda
1 dakika icinde gidecek sekilde intraventrikiiler ola-
rak enjekte edildi. Enjeksiyon deligi ilacin geri gel-
memesi i¢cin Bone-Wax ile kapatildi.

b) Transplantasyon Kavitelerinin Hazirlanmas: :

Birinci islemden 10 giin sonra, greft ve kontrol
gruplarint olusturan hayvanlarda greftlerin yerlestiri-
lecegi kavitelerin hazirlanmasina baslandi. Bu safhada
Bjorklund ve Steveni'nin (3) teknikleri kullanildi. Si-
canlar Phénobarbital Sodium (35 mg/kg. iP) ve Deval-
gin (30 mg/kg. IP) verilerek uyutuldu.

Steril sartlarda cilt ensizyonu yapildiktan sonra
el perforatorii ile sag koronel siitiiriin oniine ve sagittal
stitirin yanina 2 mm'lik bir delik agildi. Dura ve al-
tindaki damarlar koterize edildi. 1 mm g¢apindaki
pasteur pipetinden yapilmis aspiratdr ucu ile kortikal
ve subkortikal dokular korpus striatuma kadar aspire

edilerek 1.5x3 mm'lik kavite agildi.
¢) Yavru Siganlara Kavite A¢ilmasi:

10 ginlik yavru sicanlar digerleri gibi ameliyata
hazirlandilar ve sag frontal bolgelerine 2 mm ¢apinda
bir delik agilarak ayni teknikle kortikal ve subkortikal
dokular aspire edilerek 1.5x2 mm kavite ac¢ildi. Igine
ayn1 boyutlarda Spongostan (Ferrosan Co., Denmark)
yerlestirildi,

d) Greftlerin Alinmasi ve Kavitelerin Konmasi:

Greft koyma islemi sadece greft grubuna olmak
izere toplam 42 sigcana uygulandi. Bu islemde verici
(dondr) olarak ayni tiir ve cinsiyette 190-230 gr agir-
liginda sicanlar kullanildi. Greftlemede 4 parca me-
dulla grefti kullanildigindan 2'ser adet verici si¢an-
larin adrenal medullalart alindi. 21 si¢ana ise adrenal
medulla greftleri konulurken ayni zamanda 10 giin
6nce yavru siganlara kavite agilarak i¢ine konan spon-
gostan parcalar1 da transplantasyon sirasinda alinarak
greftlerin iizerine yerlestirildi.

Adrenalektomi Waynforth'un (32) tarif ettigi se-
kilde yapildi. Adrenal medullamn g¢ikarilip hazirlan-
mas1 Olson (24) ve Freed (12) 'in tarif ettikleri tek-
nikle yapilmis transplantasyonda ise Das (7) ve arka-
daglarint tekniklerinden yararlanilmistir. Greftler ka-
vite ag¢ilmasindan 10 giin sonra konmustur.

e) Tirozin Hidroksilaz (TOH) Aktivitesinin
Olgiimii:

Dekapite edilerek oldiiriilen siganlarin beyinleri
hizla ¢ikarildi. Greft dokular1 ve korpus striatumlar:
disseke edilerek homojenize edildikten sonra Tirozin
Hidroksilaz aktivitesi Waynine ve arkadaslarinin (31)
tanimladiklart yontemin bir modifikasyonu ile o&lgiil-
dii. Bu yontem katekolamin sentezinde L-(1-C) (12)
Tirozin'in, Tirozin Hidroksilaz yardimiyla DOPA'ya,
DOPA nin da aromatik L aminoasit dekarboksilaz
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Tablo — |

Gruplarin Sag Korpus Striatumlarindaki Ortalama Tirozin Hidroksilaz Ol¢iimleri ve Degerlendirilmeleri

Ortalama TOH Degerleri Degerlendirme
Kiyaslanan
n nmol “Co2/doku/saat Gruplar t Sd P

N 7 4.04 £0.19 N -K 3.07 10 p < 0.02

K 5 2.78 + 0.36

G, 7 22 +0.23 N-G, 6.03 12 p < 0.001
K Gi 1.77 10 p <0.50

G, 7 2.44+0.24 N -Gz 5.16 12 p < 0.001
K G2 0.69 10 p (0.50
G]- G, 0.64 12 p (0.50

n: Olgu sayisi, N: Normal, K: Kontrol, Gj: Adrenal Medulla Greftli, C»j: Adrenal Medulla Greftli + Noronotrofik Faktor

tarafindan Dopamine c¢evrilmesi sirasinda agiga ¢ikan
radyoaktif C0O, 'in sayilmas: esasina dayanmaktadir.

f) Istatistiki Degerlendirmeler:

Deneyin tiim istatistiki degerlendirmeleri Hew-
lett-Packard model 10 calculator 9810 Stac Pac aleti
ile magnetik kartlar kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Greftli siganlar enzim tayinleri i¢in dekapite edil-
diklerinde greftlerin ilk konulduklari hacmin 1/3 une
kadar distikleri gozlendi. Greftli sicanlarin hepsinde
greft tespit edildi. Olgiim yapilacak materyal sayisi
¢ok oldugundan o6rnekleme sayilar tablosundan yarar-
lanilarak kontrol grubundan 5, normal gruptan 7,
greftli gruptan 7 ve noronotrofik faktdér koyulan
greftli gruptan 7 siganda bilateral TOH enzim 6l¢iim-

leri yapildi.

6l¢imlerde kontrol sigan grubunun sag KS'daki
TOH aktivitesinin normal si¢can grubunun % 65'ine
kadar diistiigii bulundu. Sol KS'de bu deger ‘r 69'du
ve sag tarafa ¢ok yakin bir deger gdsteriyordu. Greft-
li sigan grubunda, yalniz adrenal medulla grefti ihtiva
eden siganlar (G, ) ile adrenal medulla ile ndoronotro-
fik faktor koyulan greftli siganlarin (G, ) TOH aktivi-
teleri arasinda farklilik bulunmadi (sag p<0.50, sol
p<0.50).

Biitiin gruplarin sag ve sol KS'lanndaki kontrol
grubu sigcanlar ile greftli siganlarin TOH aktiviteleri
arasinda da fark bulunmadi. Bu sonuglar adrenal me-
dulla greftlerinin Dopamin salgilamadigini ve norono-
trofik faktorlerin de etkili olmadigini gdstermektedir.
Biitiin gruplarin sag ve sol KS'lanndaki TOH aktivitesi
6lgiimleri ve degerlendirilmeleri Tablo-I ve H'de go-
riillmektedir.

TARTISMA

Fotal ve yeni dogmus siganlardan alinan beyin
dokusu greftlerinin eriskin siganlarin beyninde yasa-
yabilecegi degisik arastirmalarla gosterilmistir (6, 21,
30). Ayrica greftin immatiir néronlarinin alici bey-
ninde gelismesine devam ettigi, yapisal olarak iyi
organize olmus dokulara doniistigii, alict beyni ile
baglanti kurdugu histolojik yontemlerle saptanmais,
fonksiyon yaptiklart da biyokimyasal tetkikler ve
motor donme testleri ile gdsterilmistir (3, 6,19, 30).

Intraserebral greft galismalarinda fétal dokularin
kullanilmasinin gerekliligi, bu c¢esit girisimlerin daha
gelismis  memelilerde  denenmesini  kisitlamaktadir.
Bununla beraber son yillarda Steveni ve.Bjorklund do-
ku kiltiirlerinden alinan f6tal Substansia Nigra (SN)
siispansiyonlarinin  intraserebral  enjeksiyonlarindan
sonra fonksiyon yaptigint goéstermislerdir (2). Boyle-
ce bu yontemle hem istenildigi anda, hem de istenildi-
gi kadar enjeksiyon yaparak hiicre nakli olasiliginin

da oldugu anlasilmistir.

Daha gelismis memelilerde ve insanlarda greftle-
rin kullanilir hale gelmesi i¢in immiinolojik reaksiyon
vermeyen fetustan baska bir dopamin yapan dokunun
kullanilmasi gerekmektedir. Bu doku adrenal medulla
olabilir. Adrenal medulla hiicrelerinin katekolamin
sentezi ve depo ettikleri eskiden beri bilinmektedir
(1). Pomerat ve arkadaslar1 ilk defa adrenal medulla-
y1 beyne transplante etmisler ve yasadigini géstermis-
lerdir (28).

Adrenal medulla hiicreleri yiiksek bir elastikiyete
sahip olup greft olarak SSS'ne konuldugunda yuvar-
lak olan sekilleri angiiler hale doner ve bazi varikoz
uzantilar yapabilirler. Bu hiicrelerin fibrillerin gelise-
rek noronal karakter kazandiklari ileri sirdlmustir
(12, 24). Bu yiizden SSS dopaminerjik sistemin deje-
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Tablo - II

Gruplarin Sol Korpus Striatumlarindaki Ortalama Tirozin Hidroksilaz Olgiimleri ve Degerlendirilmeleri

Ortalama TOH Degerleri

Degerlend irme

Kiyaslanan
n nmol “C0,/doku/saat Gruplar t Sd P

N 7 401 =+0.11 N - K 4.04 10 p < 0.02

K 5 262 = 032

01 7 263 +0.21 N G| 575 12 p < 0.001
K -Gj 0.03 10 p < 0.50

G, 7 261 = 040 N - G, 341 12 p < 0.02
K -G, 0.02 10 p ( 050
G- G, 0.02 12 p < 0.50

n: Olgu sayisi, N: Normal, K: Kontrol, G1: Adrenal Medulla Greftli, G, : Adrenal Medulla Greftli + Noronotrofik Faktor

neratif hastaliklarinda eksik olan dopamin miktarinin
diizeltilmesinde otolog olarak kullanilabilecek bir do-
ku oldugu ileri siiriilmistir. Ayrica implantasyon
amac1 ile insanlarda tek tarafli ¢ikartilmasi da belirgin

bir klinik bozukluk yapmaz.

Bazi c¢alismalarda homojenat seklinde intraven-
trikiiller verilmis adrenal medulla hiicrelerinin % 60-80
oraninda canli kaldiklar1 gosterilmistir (16, 27). Yal-
niz bu ¢aligmalarda hiicre canliliginin gosterilmesi
icin ultrastriiktirel ve biyokimyasal c¢alismalar ya-
pilmamistir. Ayrica greftler geng¢ siganlardan alinip
yasli sicanlara konmustur. Bu durum Parkinson has-
taliginin tedavisinde hastanin kendi adrenal medulla-
sinin kullanilmasi varsayimina ters diismektedir.

Rakunt da, eriskin si¢canlarin adrenal medullasini
homolog ve heterolog olarak greftlenmis ve siganlarin
motor fonksiyonlarinda kismi bir diizelme olmasina
ragmen implantlarin biyokimyasal olarak anlamli bir
etki gdstermedigini bulmustur (9).

Diger taraftan yaslilarda beynin yaralanma bol-
gesinde noronotrofik faktorlerin olmamasi nedeni ile
rejenerasyonun yetersiz oldugu ileri sirilmektedir
(23). Nisto-Sampedro ve arkadaslari neonatal sigan-
lardan elde edilen noéronotrofik faktérlerinin doku
kiiltirlerinde noéronal aktiviteyi artirdigini gdstermis-
lerdir (23). Biz ¢alismamizda neonatal siganlardan
elde ettigimiz ndronotrofik faktorleri greftle birlikte
kaviteye koyarak adrenal medulla greftlerinin fonksi-
yonu iizerine etkisini arastirdik.

Bu amagla dopaminerjik ndronlar1 6-OHDA ile
denerve edilen siganlarin KS'lar1 {izerine greftin bes-
lenmesi i¢in yeterli neovaskiilarizasyon saglamak ga-
yesiyle (30) kavite agildiktan 19 giin sonra bir grup si-
¢ana adrenal meduller, diger bir gruba ise greftle bir-
likte neonatal siganlardan elde edilen noronotrofik
faktor ihtiva eden spongostan parcalari (23) kondu.

Greftlemeden 2 ay sonra deneye son verildigin-
de greftlerin biitin siganlarda makroskobik olarak
goriinmesine ragmen ilk hacimlerinin 1/3'ine indik-
leri gozlenmigtir. Bu durum diger arastiricilar tarafin-
dan da go6zlenmistir (18, 29). Rakunt'un g¢alismasin-
da erigskin adrenal medulla greftlerinin 2 ay sonra
% 32'sinin yasadigi izlenmistir (29).

Fotal greftlerin hedef dokularina uygun baglan-
tilar kurabilme nedenlerinin sinir liflerinin biliylimesi-
ne ve hedefe ulagmasina onderlik eden bir kimyasal
maddeye bagli oldugu ileri siurilmektedir (-1). Cod-
man ve Lewis 3 giinlik farelerin oksipital korteksleri-
ne konulan embrional striatal dokunun kavite agilma-
sindan 3-6 giin sonra yapildiginda tutma ve yasamasi-
nin arttigin1  gostermislerdir (23). Bunun nedeninin
yaralanmis dokudan salgilanan bir kimyasal faktoriin
etkisi ile oldugu ve bu maddenin kavite i¢cinde toplan-
masinin birka¢ giin aldigini ileri siirmiislerdir. Nisto-
Sampedro ve arkadaslari neonatal si¢canlarin oksipital
kortekslerine kavite a¢mislar ve igine Gelfoam koy-
muslardir (23). Bu gelfoamlar1 3-6 giin sonra alarak
bunlardan elde edilen ekstrelerin doku kiiltiirlerinde
noronal aktiviteyi artirdigim in vitro olarak goster-
miglerdir.

Biz ¢alismamizda, neonatal siganlara kavite aca-
rak ic¢ine spongostan koyduk. Bu spongostanlari
(Gelfoam) 4 giin sonra olarak eriskin adrenal medulla
greftlerini koyarken kaviteye greftle birlikte yerlestir-
dik. Neonatal siganlardan elde ettigimiz ndronotrofik
faktorlerin eriskin adrenal medulla greftlerin biyo-
kimyasal fonksiyonu iizerine olan etkisini arastirdik.

Greftlemeden 2 ay sonra apilan TOH aktivitesi
tayininde noronotrofik faktdrler birlikte adrenal me-
dulla grefti konan grupta kontrol ve yalniz adrenal
medulla grefti konan grup arasinda anlamli bir farkli-
lik olmadigini bulduk. Bu da in vivo olarak ndrono-
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trofik faktorlerin eriskin adrenal medulla greitlerinin
fonksiyonlarina etkisi olmadigint veya koydugumuz
miktarin yeterli olmadigin: diistindiirmektedir. Bu ko-
nuda bir yaym mevcut olmadigindan etkili olabilecek
noronotrofik faktdr miktar1 da saptanmamaistir.
Arastirmamizin sonug¢larinin negatif olmasina
ragmen noéronotrofik faktdérlerin in vivo olarak greft-
ler tizerinde etkisinin arastirildig: ilk c¢aligsmadir (8).
Olson ve arkadaslar: ise nerve growth faktori kullana-
rak daha sonraki yillarda adrenal medulla greftlerinin

etkilerini incelemislerdir (25).

ULUS, AKSOY, RAKUNT

Bu faktdrlerin daha iyi tanimlanmasi, beynin ge-
lismesinin daha iyi anlasilabilmesine, zamanla SSS'nin
norodejeneratif hastaliklarinin daha etkin tedavisine
yol agabilecektir. Ayrica SSS'ndeki baglantilarin nasil
tesekkiil ettiginin anlasilmas1 ile belki bir giin harabi-
yeti geri dondiirmek de miimkiin olabilecektir. Bu nd-
ronotrofik faktorlerin elde edilmesi ve niteliginin 6g-
renilmesi ile yaslanmis beyinlerde kaybolan baglanti-
larin tekrar yerine konulabilmesi belki bugiin i¢in
optimistik bir diisiince olmasina ragmen ileride mim-

kin olabilecektir.
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