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OZET

Bu ¢aligmada, kesilmig erigkin sican spinal korduna fotal beyin grefti koyu-
larak noéral transplantasyonun etkileri aragtirildi. Bu amacla si¢anlar 3 gruba ayrild:
ve 30 si¢an kullanildi. Deney grubu I'de (n: 10) torakal 9-12 arasina laminektomi
yapilip, posterior kolumnada greft yerlegtirilmesi ve kord lezyonu yapmak amaciyla
2-3 mm? 'liik kavite hazirlanarak 17-18 giinliik gebe siganlarin embryolarinin beyinle-
rinden alinan neokortikal dokular implante edildi, Deney grubu II (n: 10) de kavite
hazirlandiktan 1 hafta sonra ndral greft konuldu. Ugiincii grup (n: 10) kontrol
grubu (KG) olarak kullanildi, Kavite acild: fakat greft koyulmadan birakild:, 2 aylik
bekleme siiresinden sonra siganlarin greftli bolgeleri blok halinde ¢ikarild:. Histolo-
jik ve ultrastriiktiirel incelemede her iki grupta da néronlarin yasadig: ve aksonal
uzanty gosterdigi saptandi. Neticelerin kiyaslanmasinda ge¢ dénemde koyulan grefi-
lerin kaviteyi tam doldurdugu aksonal uzantinin spinal kordla iligkili oldugu ve de-
jeneratif degigikliklerin oimayig: ile, erken dénem greftlerine nazaran survive yéniin-
den ¢ok daha bagarili oldugu goriildi.
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SUMMARY

Transplantation of Fetal Brain Grafts in The Spinal Cord of Adult Rats:
An Electron Microskopic and Light Microscopic Study

In the present study, the effect of fetal neural grafts on the transected spinal
cords were investigated. For this purpose animals were divided into 3 groups and
total 30 rats used. Thorasic spinal cord between Th 9-12 were used for transplanta-
tion site. The neural tissues were obtained from the 17-18 days old embryos. In
the first experiment group (n: 10) neural tissues of 2-3 mm in volume were directly
injected into the transected spinal cord after preparing cavity for implantation on
the left posterior column. In the second experiment group (n: 10) a week after ca-
vity preperation delayed transplantations were performed. The third group (n: 10)
served as sham control group. Two months later, spinal cords were removed and his-
tological and ultrastructural studies were performed. It was found that delayed
transplanted grafts had better survival rate and axonal sprouting and good connec-
tion into the host cord than immediately transplanted ones.

Son yillarda yapilan aragtirmalar, spinal kord lezyonlarinda rejenerasyon ve
rekonstriiksiyon olaymnin aragtinlmasi voniine kaydinlmistir’ «?+2-%+5  jlk defa
1928'de serbest periferik sinir greftlerinin santral sinir sistemindeki etkileri incelen-
mis, koyulan noral dokularin spinal kord i¢inde yasamlarini siirdiirdiigii ve néronal
uzantilarin kord iginde biiyiidiigii gosterilmistir®+7. 1940'da periferik sinir greftle-
rinin spinal kordun fonksiyonlarinin diizeltilmesinde de etkili oldugu ileri siiriilmiis-
tiir®. Bu konudaki ¢alismalara daha sonra uzun bir siire ara verilmis ve 1970'de Kao
ve arkadaglan kiiltiire edilmis serebral ve serebellar dokulari, erigkin kopek omurili-
gine transplante ederek, kordun rejenerasyonu yoniinden olumlu etkiler yaptigim
bildirmiglerdir’. Daha sonralari diger arastiricilar fotal greftlerin spinal kordda
yvasadigini, gri cevherdeki sinir terminalleri ile birlestigini ve erken devrede kovulan
greftlerin yasamalarinin ge¢ devrede koyulanlara nazaran daha az oldugunu bildir-
mislerdirl.B.Q.iO.l 1.12,13

Calismamizda, erigkin si¢anlarin spinal korduna acilan kavitelere erken ve ge¢
donemlerde fotal neokortikal dokular implante edilerek kordun rejenerasyonu agi-
sindan bu greftlerin etkinlikleri 151k mikroskobu ve elektron mikroskopisi ile ince-
lendi.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda bu amacla si¢anlar 3 gruba ayrild: ve total 30 sican kullanildi.

1. Deney grubu (DG) I (n: 10): Medulla i¢inde greftin yerlestirilecegi kavite
hazirlandiktan hemen sonra fotal beyin grefti implante edildi.

2. Deney grubu (DG) II (n: 10): Medullada kavite hazirlanip 1 hafta beklenil-
dikten sonra fotal beyin grefti implante edildi.

3. Sham kontrol grubu (KG) (n: 10) kavite hazirlandi fakat greft koyulmadi.

Deneyler icin eriskin Norvegicus-Albino cinsi erkek (200-250 gm) sicanlar kul-
lanmildi. Siganlar sodium thiopental (30 mg/kg) intraperitoneal verilerek uyutuldu,
Sirt bolgeleri traglandiktan ve gerekli sterilizasyon yapildiktan sonra dorsal 9-12 ara-
sl laminektomi yapildi. Sol dorsolateral bélgede dorsal kik giris bolgesinin yakinin-
da duraya 2 mm ensizyon yapildiktan sonra kordun 1-2 mm mediolaleral bélimiin-
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de pia-araknoid acilarak ¢ok ince uclu aspiratorle 2-3 mm?'lik dorsal kolumna aspi-
re edildi. Bu iglemle hem kordda lezyon yapilip hemde greftin koyulacag: zemin
hazirlanmis oldu. Dikkatli bir kanama kontroliinden sonra kaviteye, deney grubu
1'de (n: 10) 17-18 giinliik gebe sicanlarin fotiislarinin fronto-pariyetal bolgelerinden
alnan 1-2 mm?®'lik doku parcalan koyuldu. Fotal beyin greftlerinin kavite i¢ine
yerlestirilmesinde Das ve arkadaglan tarafindan tarif edilen enjeksiyon sistemi kulla-
mildi'*+!'5+1® Implantasyon sonrasi dura acik birakildi, adale ve cilt ise siitiire
edilerek kapatildi.

D IT'de (n: 10) yukarida anlatilan sekilde kavite hazirlandiktan bir hafta sonra,
kavite iginde ve duvarlarinda tegekkiil eden skar dokular: aspire edilip, fotal beyin
parcalan implante edildi.

KG'da (n: 10) biitiin cerrahi iglemler diger gruplarda oldugu gibi yapildi, fakat
greft koyulmadi.

Biitiin gruplarda sicanlar 2 ay yasatildiktan sonra dekapite edilerek, greft ko-
nulan bolgenin 2 iist ve 2 alt segmentini de igerecek sekilde medulla spinalisleri
blok halinde cikarildi. Isik mikroskopisi ve elektron mikroskopik incelemeler i¢in
takibe alindi. % 10 formalin ile tesbit edilerek parafin bloklardan transvers kesitler
yapilip 151k mikroskopik inceleme igin preparatlar Hemotoxylen-Eosin (HxE) ve
myelin boyalar: ile boyandi. Elektron mikroskobu ig¢in alinan parcalar % 25 Glu-
taraldehid + fosfat tampon icinde 2 saat + 4°C'de buzdolabinda bekletilip, post
fiksasyon igin % 1'lik Osmium Tetroksid soliisyonunda tutulup ayn tampon soliis-
yonlar: ile hazirlanmis aseton serilerinden gecirilerek dehidrate edildi ve Vestopal
bloklarindan cam bigaklar: ile LKB ultratom III ve Reichert UM 3 ultramikrotom-
larinda elektron mikroskopik inceleme i¢in 400-600°A'luk ince kesitler ahndi. Ka-
lin kesitler (1 mikron) % 1'lik toluidin mavisi ile kontrastlandi. Ince kesitler Jeol
100C ve Zeiss EM 9 elektronmikroskoplarinda incelendi ve elektronmikrograftlarn
cekilip degerlendirilmeleri yapildi. Her iki tetkik sonrasi preparatlarin fotograflan
elde edildi.

BULGULAR

DG I'de myelin boyas: ve HXE ile boyanmig preparatlarin incelenmesinde, bii-
tiin sicanlarda greft koyulan bolgede degisik biiyiikliiklerde dejenerasyonu gosteren
kavitasyonlar olustugu, kavite duvarinda yer yer greftin oldugu gozlendi. Greft do-
kular1 hacim olarak kiiclilmiisti ve hiicre kiimeleri geklinde goriilen, olgiimlerde
% 80'i rezorbe olmus olan bu béliimlerin incelenmesinde noronal yapilanin en gok
iki sicanda yasadig ve greft dokusunun meduller bolime istirakli oldugu goriildii.
Digerlerinde meduller baglant: saptanmadi. Kavite i¢indeki greft hiicre kiimelerinin
etrafinda vakuolizasyon ve spongioz doku dikkati ¢cekmekteydi, yer yer fibroglial
skar dokusu artimi goriildi (Resim: 1-2).

D II'de bariz bir vakuolizasyon ve spongioz doku saptanmad. Grefte ait hiic-
re gruplarimn hacim olarak minimal kiicilmelerine ragmen (% 40) kismen kaviteyi
kapsadigi, doldurdugu ve meduller bolgeye istirakte oldugu goriildii. Kollajen doku
artimu ise goriilmedi (Resim: 3).

KG'da kavitasyon icinde, fibroglial skar dokular saptandi. Medulla yapisinda
kaviteye dogru uzanan rejeneratif herhangi bir aksonal uzanti goriilemedi.
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Resim: 1
DG 1'de Kavite lginde Greft Hiicre Kiimelerinin Etrafinda Vakuolizasyon, Spongioz
Yap: ve Fibrogliyal Skar Dokusu Gériilmektedir.,

Resim: 2
DG 2'de Kavite I¢inde Greft ve Medulla lle Igtiraki Goriilmektedir.
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Resim: 3
DG’2 de Yagayan Néronal Yapilar Goriilmektedir. (Okla belirtilmisgtir)

Ultrastriiktiirel incelemede; DG I'de koyulan greftin dokudaki etkisi myelin
acisindan yaygin baz) degigiklikler seklinde goriilmekte, bu arada akson bozulmalari,
myelinde delaminizasyon goriintiileri on planda gelmektedir. Ancak bazi bolgelerde
normal korunmus myelinli sinir kesiti yapilarina rastlamilmaktadir. Genelde yer yer
kollajen artigi dikkati ¢cekmekte olup, kiiciik noron ve noroglia hiicrelerine ait yapi-
larda nukleusda loblu goriiniis disinda belirgin bir degisiklik gozlenememistir. Kol-
lajen artigi ise bariz bir sekilde goriilmiistiir (Resim: 4-5).

DG II'de myelin yapisinin daha diizgiin oldugu gozlendi. Noron ve noroglianin
biitiin sicanlarda yasadigi, greftteki ve kavite kenarindaki damarlagmamn ilk gruba
gore oldukca arttigi tesbit edildi. Noronlarnn, Graniiler endoplazmik retikulumu
(GER) iyi gelismis yapilanyla goriilmekte olup, ayrca lipofusin pigmentininde
oldugu gozlendi. Astrositler (ndroglia) tipik yapilariyla saptandi. Noronal uzantila-
rin omurilik yapis: icine girdigi goriildii. Muhtemel kavitasyon hazirlanigi sirasindan
kalan degisikliklerden perivaskiiler 6dem alanlar1 myelin dejenerasyonlan bazi bol-
gelerde gozlendi. Bu degisimler erken doneme gore minimal derecede idi (Resim:
6-7-8).

KG'nun EM incelenmesinde; proksimal terminal ugta aksonal genigleme goriil-
dii. Proksimal u¢ saglam myelin kihfi ile sonlanmakta olup, aksoplazmik projeksiyo-
na paralel norofilamentler saptandi. Rejenere uzant1 myelinize Schwann hiicreleri
icerisine gomiilmiig ve birbirlerinden ekstraselliiler bolgedeki kollajen liflerle aynl-
mig olarak saptandi. Rejenere akson glial skar dokusunu ¢ok az bir kissmda agmasi-
na ragmen spinal kord konneksiyonu saptanmadi.

-319 -



Resim: 4
DG'1 de Az Miktarda Normal Myelinli Aksonlar Yanisira Yaygin Myelin
Delaminasyonu, NM: normal myelin, MD: myelin delaminasyonu (5000 x)

Resim: 5
DG 1'de NM: normal myelin ve KF: kolajen fibriller goriilmektedir. (5000 x)
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Resim: 6
DG II'de Geg Safhada Yagayan Néron Yapisi. GER: graniiler endoplazmik
retikulum, N: nukleus, L: lipofusin. (12.500 x)

Resim: 7
DG II'de Yagayan Néronun Lobule Nukleusu goriilmekte. N: nukleus
3 (12.500 x)

-321 -



Resim: 8
DG Il'de Yageyan Néronun Aksonal Uzantist Normal Kord Yapisi i¢ine
Uzanmakta. N: nukleus, L: lipofusin, AU: aksonal uzanti. (5000 x)

TARTISMA -

Son yillarda spinal kord travmalarinin tedavisi yoniinden, rejenerasyon ve re-
konstriiksiyon olay1 en ¢ok aragtirilan konularin baginda gelmektedir’ - -' ! . Deney
hayvanlarinda santral sinir sisteminin denerve edilmis bolgelerinde kismende olsa
rejenerasyonun oldugu, saglam aksonun lezyonlu bdlgeden gegerek denerve aksonu
reinnerve ettigi degisik ¢alismalarda gosterilmigtir’ ++%+10.14.17.18.19,20 Ap,
cak spinal kordda postravmatik olarak olusan konnektif doku artirm mekanik bir
engel meydana getirerek aksonal uzantinin lezyona ugramis bolgeden gegerek nor-
mal doku ile birlesimine mani olmakta, rejenerasyonu dnlemektedir. Bu durumun
ortadan kaldiimas: igin cesitli caligmalar yapilmigtir®+!!-13.14.21 {50 ve ajan-
larin rejenerasyona etkileri incelenmig fakat minimal bir etki disinda sonug alinama-
migtir? 2+?3+2% Baz) caligmalarda spinal kordda olusan defektin, norai greftlerle
doldurulmast ile skar dokusunun azaltilabilecegi ve bu yolia rejenerasyonun saglana-
bilecegi gosterilmigtir' +>+'*,

Caligmamizda bu olay1 aragtirmak amaciyla, sicanlarda spinal kordun torasik
bilgesine parsiyel kesi yapilarak hazirlanan kavitelere erken ve gec donemlerde ol-
mak iizere iki grupta fotal beyin grefti implante edilmis ve neticeler 151k mikroskopi-
si ve elekiron mikroskopik cahgmalarla incelenmistir.

Kord lezyonlarinda aksotomi sonrasi distalde Wallerien dejenerasyon yanisira,
proksimal akson ucundada retrograd dejenerasyon olusmaktadir?+®-2%+25 QOrtaya
¢ikan Eicosanoidler vaskiiler yapinin bozulmasinda etkin rol oynamakta, perivaskii-
lex fibrin depozitleri, trombozisle seyreden arter lezyonlar1 ve kollabe kapillerler
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mikrosirkiilasyonu olumsuz yonde etkileyerek oncelikle gri, daha sonra beyvaz cev-
herde dejenerasyona neden olmaktadir. Sonugta nekroz ortaya ¢ikmakta ve geg dev-
relerde ise likefaksiyon ve kistik olusumlar gézlenmektedir!2-26-27.28.29

Torasik parsiyel lezyon sonrasi olugturulan kaviyete greft koyulmadan biraki-
lan kontrol grubundaki 10 siganin spinal kordlarinin histolojik incelemesinde litera-
tiire uyumlu olarak bag dokusu proliferasyonu, vaskiiler yapide asir1 bozulma goz-
lenmisg, olugturulan kavitenin rejeneratif yeni bir dokuyla doldurulmadig, kavitenin
distal ve proksimal ucunda dejenerasyon, hiicre yapisinda ise bozulmanin meydana
geldigi saptanmstar.

Travma sonrasi deafferent noronda aksonal filizlenme ve yeni sinaptik model
gelisimi olugmakta, bunun yanisira saglam aksonlarda filizlenmede olmaktadir. Bu
durum kedi, sican ve maymunlarda gosterilmig' ®-2°+3°%+3! ye rejenere akson ve ak-
sonal uzantilarin yeni sinaptik kompleks olusturdugu saptanmgtir! 6+21:24.31.32
Kord-greft birlesiminde Cajal'in autotomy diye adlandirdigi kaginilmaz fenomenin
erken donem greftlerinde olustugu gosterilerek, ayrica travma sonras) akson termi-
nallerinden litik enzim salgilandig1 ve bu enzimin kord-greft birlesiminde birlegmeyi
etkiledigi vurgularlrnl'.itlr3 a9

Calismamizda da pars1yel kesn sonrasi G]usturulan kaviteye erken dénemde
neokortikal doku koyulan DG I'de greftin kaviteyi tam kaplayamadigi, parankimal
konneksiyonun iki sican diginda goriilmedigi tesbit edildi. Yer yer hiicre kiimeleri-
nin kavite i¢inde skar dokusu ile simirlandi g1, nGronal yagamanin goriilmesine karsin
aksonal filizlenmenin ne greftten korda, nede korddan grefte olmadig! gozlendi.
Literatiirde de erken donem greft neticelerinin iyi olmadig1 saptanmigtir® =3+%-19

Kiiltiire serebral ve serebellar dokularin spinal korda implantasyonunda erken
donemde greftin nekrozu tarzinda degisikliklerin tesbit edilmesi iizerine, yara iyileg-
mesinde olumlu sonuclar doguran gec greft caligmalar yapilmgtir' -*+%-12.16,
Gec donem otojen siyatik sinir greftlerinin spinal uclar arasina anastomozu iyi neti-
celer vermis, daha sonra koyulan degisik doku greftleride yasamig ve intra paranki-
mal yerlesimleriyle esas doku ile iligki gostermiglerdir® -3+%+1°+15-33 Gec donem
transplantlari icinde neokortikal dokunun en iyi neticeyi verdigi belirtilmekte-
dlIl &k 6

Semmzdede literatiire uygun olarak gec donem neokortikal beyin greftlerinin
yasadig1 ve aksonal uzantilarin spinal korda ulastigi tesbit edilmistir. Ayrica greftin
10 sicanda da olusturulmus kaviteyi doldurdugu goriilmiistiir.

Calismamizda kullanilan greftler 17, 18 giinliik embryolardan elde edilmigtir,
Filogenetik olarak yagh veya ontogenetik olarak gen¢ noronlarin greft olarak koyul-
maya daha miisait olduklan belirtilmistir’. 15-16 giinlilkk embryoda neokorteksin
histogenezisinin basladigi, 21-22. giinlerde ise sonlandig bildirilmektedir'4-34-35 -
Degisik embryo gelisim evresinde greft olarak koyulan doku biiyiimeside degisik ol-
maktadir' *+1 %, Embryo yagina gore, greftlerin kiyaslanmasinda, erken yas embrye-
lardaki néroepiteliyal hiicrelerin biiylime potansiyellerinin daha fazla oldugu gosteril-
mistir' ®

DG II'de ge¢ donem embryonik neokortikal dokular literatiire uygun olarak
yasam, biiyiime ve geligme gostermiglerdir.

Degigik calismalarda greft koyulan intakt spinal kordda, retansiyona bagh
intraparankimal greftler olugturulamamaktadir. Tam kesi sonrasi da greftin intra-
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parankimal konneksiyonu basarisiz olmaktadir. Parsiyel lezyonlar sonrasi iyi netice
verdigi belirtilmektedir! +3+15-16

Calismamizda, literatiire uyumlu olarak, erken donemde koyulan neokortikal
doku greftleri kavitasyon a¢ilmasina ragmen, olusan 6dem, retansiyon ve ¢ikan me-
tabolitlerin yarattifi lizis nedeniyle intraparankimal yerlesim ve biiyiimeyi saglaya-
mamustir. Greftlerin histolojik olarak incelenmelerinde hacim itibariyle kiigiilmiig
olmalar: ve kavite iginde yer yer hiicre kiimeleri seklinde goriilmeleri, fibroglial skar
dokusunun artmig olmasi erken implantasyonun literatiire uyumlu dezavantajlarim
gostermektedir. Buna kars) ge¢ donem greftlerinde ultrastriiktiirel incelemelerde,
neokortikal doku greftleri kaviteyi doldurmakta ve noronlarin yagamasi yamsira ak-
sonal uzantilar kord dokusu ile iligki gostermektedir. Literatiirde de kavite hazirlan-
masini takip eden ge¢ donemde gelisen vaskiilarizasyonun greft yerlesim ve beslen-
mesini olumlu yonde etkiledigi ve bu ge¢ donem uygulamalarinda, erken donem
patogenezisininde elemine edilmesinin faydasi belirtilmektedir®+'!+!5.32,

Degisik aragtiricilarca kavite hazirlanmasinda ve greftin yerlestirilmesinde ce-
sitli sorunlar belirtilmis, subpial girisim, plazma veya siitiir yontemleriyle degisik
greftlerin verlestirilmesi veya enjeksiyon yontemleri bildirilmigtir! <3+%+'5_ Cals-
mamizda dorsal kolumnada dura ve araknoidin insizyonlarinin 2 mm'lik farkla yapil-
masindan sonra enjeksiyon yoluyla intraparankimal greft koyulmustur. Bu yontem-
le greftin ekstraparankimal bélgeye yayilmadig goriilmiigtiir.

Sonug olarak, spinal korda erken donemde koyulan fotal beyin greftlerinin
hiicre kiimeleri seklinde kaviteyi hi¢ bir zaman dolduramadan ve 2 sican diginda
parankimal birlegim gostermeden yasadiklari, buna kargin ge¢ dénemde koyulan
greftlerin, aksonal uzanti olusturduklar, intraparankimal kaviteyi doldurup medulla
ile iligki kurduklar tesbit edilmisgtir.
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