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Fetal Substansiya Nigra Greftlerinin
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OZET

Calhigsmamizda intraventrikiiler 6-OHDA enjeksiyonlartyla substansia Nigra
(SN) dejenerasyonu yapilan si¢anlarda fetal noral greftlerin korpus striatumdaki
dopamin reseptorleri iizerindeki etkileri incelenildi.

Greftlemeden bir ay sonra yapian 3H-Spiperone baglanmasinda kontrol gru-
bundaki sicanlarda dopamin reseptorlerinin % 300 oraminda artma gosterdigi sap-
tandi. Greftli sigan grubunda ise greftli taraftaki korpus striatumdaki dopamin re-
septér sayisinda normale dogru % 25 lik, greftsiz tarafta ise % 15'lik bir diizelme
oldugu bulundu. Neticelerin istatistiki olarak anlamli olmamasina rag men substan-
sia nigra greftlerinin korpus striatumdaki dopamin reseptirlerinde normale dogru
diizelme meydana getirdigi goriildii.

SUMMARY

The Effect of Featal Substansia Nigra Grafts on the Corpus Striatal
Dopamine Receptors

Effects of featal substansia nigra grafts on the corpus striatal dopamine recep-
tors were investigated after the destruction of the nigrostriatal dopaminergic path-
ways with intraventriculer 6-OHDA.

One-Month after implantation, the measurement of 3H—Spiperone binding
showed 300 % increase in dopamine receptors in control group rats (P < 0.01),
25 % decrease to normal levels in grafted group (P > 0.05) and 15 % decrease in
non-grafted side of the grafted group (P> 0.05). Although the results were not sta-
tistically significant it implied that substansia nigra grafts cause some reduction to-
wards to normal levels on the corpus striatal dopamine receptors.

& Dog. Dr.; Uludag Universitesi Norogiriirji Anabilim Dali
** By caligma Uludag Universitesi Arastirma Fonundan (85-02) alinan destekle
gergeklestirilmisgtir.
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Son yillarda yapilan aragtirmalarda erigkin memelilerinin santral sinir sistem-
lerinin (SSS) myelinsiz veya az myelinli noronlarinin bir kisminda rejenerasyon yete-
negi oldugu ve beynin bazi durumlarda bozuk devresini tamir edebildigi veya yeni
fonksiyonel baglantilar kurabildigi gosterilmigtir'»?+3+%+%  Erigkin memelilerinin
SSS'lerinin yikik baglantilarim yeniden kurma yeteneklerinin oldugunu gosteren en
giizel ornekler, fetal beyin parcalan kullanilarak siganlarda yapilan greft cahsmalan-
dir®+7+8.9.10.,11.12 By cahgmalarda greftlerin eriskin sicanlarin beyninde dener-
ve edilmis bolgelerde Greftle-Ahc: doku arasinda karsihk baglantilar kurabildikleri
gosterilmigtir. Elektron mikroskobik ve elektron fizyolojik ¢ahigmalarla da ahcinin
denerve edilmis noronlan ile greftin néronlarindan biiyiiyen aksonlarin fonksiyonel
iligkiler olugturduklan goriilmiigtiir' * -* 3. Noral greftlerin kullamimasiyla Nigrostria-
tal sistemleri denerve edilmig siganlarin motor aktivitelerinin diizeltilebilecegi bio-
kimyasal bozukluklarn da azaltilabilecegi gosterilmigtir! - 5.16.17.18,19,20,21

Calismamizda intraventrikiiler 6-OHDA enjeksiyonlanyla substansiya Nigra
(SN) dejenerasyonu yapilan siganlarda fetal noral greftlerin dopamin reseptorleri
lizerindeki etkileri incelenildi. Greftlerin meydana getirebilecegi biokimyasal degi-
simlerin * H-Spiperone baglanmasiyla 6lciilmesi amaclandi.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan Arastirma
Merkezi'nde yapilmistir. Deneyde kullanilan sicanlar yakin akrabali yetistirilmis
Rattus Norvegicus Albino/Bursa cinsi sicanlar olup 175-250 gr. agirhktaydilar.
SN greftleri ise 10-12 giinliik fetal yavru sicanlardan alindi. Deneyde tiim gruplarda
50 sican Kkullanldi. Biitiin cerrahi girigimler steril sartlarda ve operasyon mikrosko-
bu kullanmilarak yapilmstir.

a) Siganlarin Dopaminerjik Sistemlerinin Denervasyonu:

Bu igleme girecek sicanlar gerekli operasyon hazirhklarindan sonra desikator
icinde verilen ¢ok hafif eter anesthezias: altinda Perlov ve arkadaslannin®® verdikle-
ti stereotaksik koordinatlar kullamlarak intraventrikiiler enjeksiyon yeri saptandi.
Yalmz kraniyumu delecek gekilde hazirlanan bir igne ile kraniyuma delik acildi.
Acilan bu delikten de sadece 3.5 mm.'lik ucu intraserebral olarak ventrikiil icine
girebilecek sekilde hazirlanmg Hamilton enjektorii (0.5 ml) ile buzlu ortamda bek-
letilen 6-OHDA (Sigma Chemical Co. Londra) 250 ug/25 ml icinde olacak sekilde
intraventrikiiler olarak enjekte edildi. Enjeksiyon deligi ilacin geri gelmemesi icin
Bone-Wax'la kapatildi.

b) Transplantasyon Kavitelerinin Hazirlanmas::

6-OHDA enjeksiyonundan 2 ay kadar sonra greft ve kontrol gruplarim olus-
turan hayvanlarda greftlerin yerlestirilecegi kavitelerin hazirlanmasina baglamild:.
Bu iglemde Bjorklund ve Stenevi'nin gelistirdikleri teknik kullanild;! ¢ .

Siganlar Pentobarbital Sodium 35 mgr./kg. IP verilerek uyutulduktan sonra
kafalan, kafa tesbit edicisine yerlestirildi ve steril sartlar altinda skalp insizyonu
yapildi. El perforatorii ile sag koronel siitiiriin Oniine ve sagittal siitiiriin yanmna 2
mm. capmda delik acildi. Deligin kenarlarinda kalan ince kemik lamelleri keskin
uglu mikro disektor yardimiyla cikarildi. Dura acildiktan sonra kavitenin vapilacag
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bolge iizerindeki serebral damarlar koterize edildi. 1 mm. ¢apindaki cam aspirator
ucuyla korpus striatuma kadar derinlikteki kortikal ve subkortikal bélgeler aspire
edilerek korpus striatum iizerindeki 2x3 mm.'lik greft kavitesi hazirlandi. Kanama
kontrolii bipolar koterle ve ince pamuklar yardimiyla kanamanmm durmasi beklenile-
rek yapildi.

c) Verici (Dénor) Gebe Siganlarin Hazirlanmasi:

Dénor olarak kullanilacak gebe sicanlar, DAS ve arkadaslarinin®? yontemiyle
hazirlandi. Bu yonteme gore bir gece damizhik erkek yaninda ciftlesmeye birakilan
disi sicanlarin vaginalarindan ertesi giin yapilan yaymada spermin goriilmesiyle o di-
si sican gebe olarak kabul edildi ve o giin gebeliginin 1.'inci giinii olarak alndi.
Sperm mevcut olmayanlarda ise spermin mevcudiyeti goriilene kadar aym islem
tekrarlanildi. Boylece transplantasyon igin kullamlacak embriyonlarin istenilen yas
ve biiyiikliikte olmas1 bu yontemle tama yakin bir gekilde saptanildi.

Siganlar bu yontemle gebe birakildiktan sonra transplantasyonun yapilacagi
15-21'inci giinler arasinda Pentobarbital Sodium (35 mgr./kg IP) anestezisi altinda
sirt iistii yatinlarak steril kogullar altinda laparotomi yapilarak uterus ve embriyola-
rin durumu incelendi. Embriyonlarin sayisina ve durumlarina gore bir gebe sicandan
kac embriyo alinabilecegi goriildii.

d) Alici Siganlarin Hazirlanmasi:

6-OHDA verilerek dopaminerjik sistemleri denerve edilmis alici sicanlar Pento-
barbital Sodium (35 mgr./kg iP) verilerek 5'erli gruplar halinde uyutulduktan son-
ra kafalarina kafa tesbit edicisi takild1 ve eski insizyon yeri gerekli sterilizasyon ya-
pildiktan sonra acildi. Greft kavitesi gozden gecirildikten sonra serum fizyolojikle
1slatilmig kiiciik bir pamuk parcas kavite igine koyuldu ve cildin iizeri ortiildii. Grup-
taki difer sicanlar hazirlanana kadar sicanlar bekletildi.

e) Embriyonun Hazirlanmasi:

Daha Onceden laparotomi yapilarak hazir vaziyette bektetilen 15-21 giinliik
embriyo (Crump-rump uzunlugu 15-33 mm.) ihtiva eden gebe siganlardan uterus
duvarn kesilerek amnion zarlar saglam bir sekilde embriyo ¢ikarildi. Amniyon zar-
lan acilan embriyonun yasadig tesbit edildikten sonra kafa derisi ve yumusak olan
kraniyum kesilerek beyin sap1 ringer laktat ihtiva eden saat cami igine koyuldu.

f) Greft Pargasimin Alinmasi:

Greft parcasinin alinmasi ve yerine koyulmas: Das ve arkadaglan tarafindan
tarif edildigi gekilde yapildi®?. Dopaminerjik noronlar: ihtiva eden greft parcas
Olson ve Seiger'in?® tammladig: sekilde beyin sapmin ventral mesensefalik bolge-
sinden mesensefalik fleksoriin verteksi ile mamiller bolgenin kaudal kenar: arasinda
kalan kisimdan alindi. Bu bdlgeden alinan 1-2 mm? 'lik parca, hazir bekletilen alici
sicanlarin kavitesi icine koyuldu. Gebe sicanlardan ortalama 3-4 embriyo ahindi.
Giinde 7-8 sigana greft koyuldu.

g) Tyrosine Hydrosilaz Aktivitesinin Olgiilmesi:

Tyrosine Hydrosilaz (TH) aktivitesi Waymire ve arkadaglarmmn®* tammladik-
lar bir yéntemin modifikasyonu ile greft dokularinda ve korpus striatumlarda dl¢ii-
dii. Bu yontem katekolamin sentezinde L-(I-C' *) Tyrosin'in TH yardimiyla DOPA'-
ya DOPA'min da aromatik L-Aminoasit dekarboksilaz tarafindan Dopamin'e gevril-
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mesi srrasinda aciga cikan radyoaktif CO; 'in sayilmas: esasina dayanmaktadir.

h) 3H Spiperon Olgiilmesi:

Greft koyulmasindan bir ay sonra si¢anlar oldiiriildii ve korpus striatumlan
cikarilarak greftli ve greftsiz tarafta ve kontrol grupta dopamin reseptorleri sayildi.
Bu sayimda reseptorlere baglanan radyoaktif *H Spiperon kullanilmigtir®® . Greftli
ve greftsiz siganlardan cikarilan korpus strivatumlar 10 hacim 0.32 Molar siikraz ile
ogiitilldiikten sonra santrifiije edildiler. Dipteki cokiintii yeniden fosfat tampon
(pH: 7.4 50 mM) 200 ul, 1 mg. yas korpus striatum olacak gekilde 6giitiildii. Bu ho-
mojenatlardan 200'er lamda alind: ve ortamda mevcut biitiin reseptorleri iggal edebi-
lecek miktarda *H-Spiperon konuldu. 37°C 20 dakika kadar tutuldu. Takiben va-
kum altinda GF /B filtrelerinden siiziildii. Reseptore bagh ve filirede tutulan radyoak-
tivite Liquid Scintillation Spectrometresinde 1 dakika siireyle sayildi. Reseptor disi
yerlere baglanma 2. seri tiipde radyoaktif olmayan haloperidol (Dopamin reseptor
antagonisti) 10-6 M konsantrasyonda varhiginda bulundu. Bu tiiplerde olan baglan-
ma spesifik olmayan (reseptor disi) baglanma olarak ele alindi. Her filtredeki rad-
yoaktivite ve Spiperon'un spesifik aktivitesi de mg doku basina fentamolekiil baglan-
ma olarak hesapland ve giftlestirilmis T testi ile degerlendirme yapildi.

BULGULAR

1. Tirozin Hidroksilaz Aktivitesi Bulgular::

Intraventrikiiler 6-OHDA verildikten 12 giin sonra nérotoksinin etkisini ol¢-
mek i¢in 6 adet normal ve 10 adet 6-OHDA enjekte edilmis sican baglar kesilerek
oldiiriildii ve korpus striatumlar1 ¢ikarildi. Tirozin Hidroksilaz aktivitesi (TOH) rad-
yoenzimatik olarak tayin edildi (Tablo I). Bu tablodan anlasilacag iizere kateko-

lamin nérotoksini olan 6-OHDA korpus striatumdaki dopamin néronlarinin % 49.4'-
iinii tahrip etmistir.

' Tablo: 1
6-OHDA iV Enjeksiyonundan Sonra Korpus Striatumda
Tirozin Hidroksilaz Aktivitesi

Ortalama 'LOH Degerleri Degerlendirme
Gruplar n n mol CO, /Doku/Saat % Kontrol
Kontrol 6 3.57 ¥ 0.05 %
g e 100
6-OHDA'lL 10 1.77 ¥ 0.08 % 49.4
(P<0.05)

2. *H-Spiperon Baglanmasi Bulgular:

Greft koyulduktan 1 ay sonra sicanlar Sldiiriild
nilarak greftli ve greftsiz tarafta dopamin reseptorieri
lere baglanan radyoaktif 3H
terilmistir.

i ve korpus striatumlarn ¢ika-
: sayildi. Bu sayimda reseptor-
-Spiperon kullamldi. Deney sonuglan (Tablo II)'de gos-
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Tablo: II
Greftli ve Greftsiz Siganlarin Korpus Striatumlarinda

3 H Spiperon Baglanmas:

3 H-Spiperon Baglanmas
Gruplar n Fentamolekiil/mg/Doku Degerlendirme
Kontrol 3 126 ¥ 35
Deney (DI) 17 36.5F 7.5 DIK t: 2.88 P < 0.01
Deney Greftli Taraf (D5) 17 27.0F 5.3 D,-D, t:1.034 P > 0.05
Deney Greftsiz Taraf (D3) 17 31.8F 8.9 D,-D; t:0.46 P> 0.05

Deney grubunda kontrol gruba gore reseptor sayis:i ileri derecede artmus
(% 300) olarak bulundu. Bu sonug istatistiki olarakta anlamliyd: (P < 0.01). Deney
grubundaki sicanlarda greft koyulan grupla greftsiz grup arasinda reseptor sayisainda
normale dogru % 25'lik bir diigiis olmasina ragmen bu sonu¢ anlamh bulunmad:
(P > 0.05). Ayrica greftli sicanlarim greftli taraftaki KS ile greftsiz tarafdaki KS'lan
arasinda da reseptor sayisinda normale dogru % 15'lik bir diisii olmasina ragmen
bu neticede istatistiki olarak anlamh bulunmamstir (P > 0.05).

TARTISMA

Fetal ve yeni dogmus sicanlardan alinan beyin dokusu greftlerinin eriskin si-
can beyninde yasayabilecefi degisik arastirmalarla gosterilmigtir®-7-%-7-26.27,
Aynca greftin immatiir néronlarinin ahe beyninde geligmesine devam ettigi ve ya-
pisal olarak iyi organize olmus dokulara doniistiigii ve alic beyni ile baglanti kurdu-
gu histolojik yontemlerle de saptanmugtir®+7-8.%.13.14.16.21 203N, 2P

Nigrostriatal sistemi tek tarafh 6-OHDA verilerek tahrip edilmis sianlarda
dopamin agiga ¢ikaran amfetamin ve apomorfin gibi ilaglarm lezyonlu sahaya dog-
ru ipsilateral ve kontrolateral doniig meydana getirdigi aynntilanyla aragtinimig-
tir3%-31 By ilaglarnin bu bzelliginden faydalamlarak SN greftli sicanlarda greft-
lerin meydana getirdigi motor davramsg degisiklikleri cesitli aragtirmalarla ince-
lenmis ve greftin bu asimetrik motor davrams seklini diizelttigi gosterilmig-
tip!4.15.16,17,19,20.21 Grofiin gikanlmasinin ise asimetrik motor bozuklugu
tekrar olusturdugu gozlenmistir' +' 7.

Nigrostriatal sistemde embriyonik SN greftinin meydana getirdigi biokimya-
sal deigiklikler bazi gahgmalarla aragtinlmig®®+>*+>? ve greftlerin katekolamin
sentez ve depo eden noronlarda bulunan spesifik bir enzim olan TOH aktivitesini
arttirdig1 da gosterilmistir®!. Bu enzim aktivitesindeki artisla birlikte sicanlarmn
spontan motor aktiviteleri de diizelmistir.

Aragtirmamizda 6-OHDA enjeksiyonundan sonra siganlarm KS larindaki
TOH aktivitelerinin normalin % 50'sine kadar diistiigii saptandi. Katekolaminerjik
néronlarda tam yikim ortaya giktiktan sonra®> kontrol grubundaki enzim aktivite-
sinde % 50-80'lik diigiigiin haftalar sonra bile degismedigi ve olayn irreversible ol-
dugu bilinmektedir®*+35+3¢.
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Nigrostriatal sistemde irreversible harabiyet meydana getirdikten ve bunu
TOH aktivitesindeki % 49.4'lik diismeyle saptadiktan sonra ¢ahgmamizda noral
greftlerin dopamin reseptorleri iizerindeki etkisini *H Spiperon baglanmasini ince-
leyerek arastirdik.

6-OHDA'inin konsantrasyonuna bagh olarak KS'daki Dopamin diizeyinin
diigtiigii®*+3%+37 ve dopamin reseptorlerinin sayisinin arttig bilinmektedir? *+38+39,
Calismamizda da normal sican grubuna gore deney grubundaki sicanlann *H Spi-
peron baglanmasinda % 300'lik bir artma ortaya ¢ikmustir. Bu artis literatiire uy-
gunluk gostermektedir.

3H-Spiperodal autoradiografi yontemiyle reseptdr dansitesinin 6-OHDA en-
jeksiyonlarindan sonra incelendigi aragtirmalarda da reseptor dansitesinin % 15-45
arasinda artma gosterdigi saptanmistir®®+?°, Denerve edilmis dopaminerjik siste-
min fetal SN greftleriyle reinnervasyonundan sonra grefte komsu bélgelerde dopa-
min konsantrasyonunun arttigi ve DA diizeyinin kontroliin % 30'una kadar yiiksel-
digi gosterilmistir?®+-32. Korfah ise TOH diizeyini Slgtiigii calismasinda greftleme-
den sonra ikinci ayda TOH aktivitesinin normal sican grubunun % 59.2'sine yiiksel-
digini ve bu yiikselmenin 5.'inci aya kadar siirdiigiinii ve sonra diistiigiinii saptams-
tir?! . Bu caligmalar greftin biokimyasal olarakta fonksiyon yaptigim gostermekte-
dir. Fakat dopamin reseptorleri hakkinda fikir vermemektedir.

Freed ve arkadaslari fetal SN greftleriyle yaptiklan bir arastirmada greftin
etkisiyle komsu korpus striatum bdlgelerinde dopamin resepttr dansitelerinin nor-
mal seviyelere diistiigiinii * H-Spiroperidol autoradyografisi ile gostermislerdir®®.
Korpus striatum digma koyulan grefilerde ise bu etkiyi gozlememislerdir.

Cahsmamizda 6-OHDA enjeksiyonundan sonra dopamin reseptorlerinde
% 300'lik bir arti3 saptanmugtir. Greft koyulmasindan 1 ay sonra yapilan dlgiim-
lerde korpus striatumda 3 H-Spiperon baglanmasinda % 25'lik bir diizelme goriil-
mesine rafmen bu diizelme istatistiki olarak anlamli bulunmamstir (P > 0.05).
Aynica greftli tarafin KS'unun dopamin reseptorlerinde greftsiz tarafa gore % 15
lik bir diizelme saptanmasina ragmen bu farkhhkta anlamh bulunmamstr (P >
0.05).

Literatiirde calismamizda oldugu gibi *H-Spiperon baglanmasini inceleyen
bagka bir cahsma olmadigindan neticelerimizi karsilagtirma olanag: bulamadik.

Sonuglarimiz istatistiki olarak anlamlh olmamasina ragmen fetal SN greftleri-
nin reseptdr baglantilarinda kismende olsa diizelme meydana getirdigini goster-
mektedir. Bu konuda daha ileri caligmalar yapilmasi gerekmektedir. intraserebral

greft cahgmalanmin gelistirilmesi gelecek yillarda Parkinson Hastalif: gibi norode-
jeneratif hastahklarin tedavisine 151k tutabilecektir.
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