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ÖZET 

Çalışmamızda intrauentriküler 6-0HDA enjeksiyonlarıyla substansia Nigra 
(SN) dejenerasyonu yapılan sıçanlarda {eta/ nöral gre{tlerin korpus striatumdaki 
dopamin reseptörleri üzerindeki etkileri incelenildi. 

Gre{tlemeden bir ay sonra yapılan 3 H-Spiperone bağlanmasında kontrol gru
bundaki sıçanlarda dopamin reseptörlerinin % 300 oranında artma gösterdiği sap
tandı. Greftli sıçan grubunda ise gre{tli taraftaki korpus striatumdaki dopamin re
septör sayısında normale doğru % 25 lik, greftsiz tarafta ise % 15 'lik bir düzelme 
olduğu bulundu. Neticelerin istatistiki olarak anlamlı olmamasına rağmen substan
sia nigra gre{tlerinin korpus striatumdaki dopamin reseptörlerinde normale doğru 
düzelme meydana getirdiği görüldü. 

SUMMARY 

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

E{fects of {eatal substansia nigra gra{ts on the corpus striatal doparnine recep
tors were investigated after the destruction of the nigrostriatal dopaminergic path
ways with intraventriculer 6-0HDA. 

One-Month a{ter implantation, the measurement of 3 H-Spiperone binding 
showed 300 % increase in doparnine receptors in control group rats (P < 0.01), 
25 % decrease to normal levels in gra{ted group (P > 0.05) and 15 % decrease in 
non-grafted side of the gra{ted group (P > 0.05). Although the results were not sta
tistically signi{icant it implied that substansia nigra gra{ts cause some reduction to
wards to normalleve ls on the corpus striatal do pa mine receptors. 
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Son yıllarda yapılan araştırmalarda erişkin memelilerinin santral sinir sistem
lerinin (SSS) myelinsiz veya az myelinli nöronlarının bir kısmında rejenerasyon yete
ne~i oldu~u ve beynin bazı durumlarda bozuk devresini tamir edebildi~i veya yeni 
fonksiyonel ba~lanblar kurabildi~i gösterilmiştir1 

• 
2 

• 
3 

• 
4 .-s . Erişkin memelilerinin 

SSS'lerinin yıkık ba~lantılarını yeniden kurma yeteneklerinin oldu~unu gösteren en 
güzel örnekler, fetal beyin parçalan kullanılarak sıçanlarda yapıları greft çalışmalan
dır6. 7 • .ıı. -9. 1 0 • 1 ı- · 1 ~. Bu çalışmalarda greftlerin erişkin sı çanların beyninde dener
ve edilmiş bölgelerde Greftle-Alıcı doku arasında karşılık ba~lanblar kurabildikleri 
gösterilmiştir. Elektron mikroskobik ve elektron fizyolojik çalışmalarla da alıcının 
denerve edilmiş nöronları ile greftin nöronlarından büyüyen aksonların fonksiyonel 
ilişkiler oluşturdukları görülmüştür1 1 

• 
1 3

• Nöral greftlerin kullanılmasıyla Nigrostria
tal sistemleri denerve edilmiş sıçanların motor aktivitelerinin düzeltilebilece~i bio
kimyasal bozuklukların da azaltılabilece~i gösterilmiştir 1 4

" 
1 s-· 1 6 • 1 7' . 1 8 • 1 9 .ı<> .ı ı . 

Çalışmamızda intraventriküler 6-0HDA enjeksiyonlarıyla substansiya Nigra 
(SN) dejenerasyonu yapılan sıçanlarda fetal nöral greftlerin dopamin reseptörleri 
üzerindeki etkileri incelenildL Greftlerin meydana getirebilece~i biokimyasal de~
şimlerin 3 H-Spiperone ba~lanmasıyla ölçülmesi amaçlarıdı. 

MATERYAL VE METOD 

Bu çalışma Uluda~ üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Araşbrma 
Merkezi 'nde yapılınıştır. Deneyde kullanılan sı çanlar yakın akrabalı yetiştirilmi ş 
Rattus Norvegicus Albino/Bursa cinsi sıçanlar olup 175-250 gr. a~ırlıktaydılar. 
SN greftleri ise 10-12 günlük fetal yavru sıçanlardan alındı . Deneyde tüm gruplarda 
50 sıçan kullanıldı. Bütün cerrahi girişimler steril şartlarda ve operasyon mikrosko
bu kullanılarak yapılmıştır. 

a) Sıçanların Oopaminerjik Sistemlerinin Denervasyonu : 
Bu işleme girecek sıçanlar gerekli operasyon hazırlıklarından sonra desikatör 

içinde verilen çok hafif eter anestheziası altında Perlov ve arkadaşlarının 1 5 verdikle
ri stereotaksik koordinatlar kullanılarak intraventriküler enjeksiyon yeri saptandı. 
Yalnız kraniyumu delecek şekilde hazırlanan bir i~ne ile kraniyuma delik açıldı. 

Açılan bu delikten de sadece 3.5 mm. 'lik ucu intraserebral olarak ventrikül içine 
girebilecek şekilde hazırlanmış Harnilton enjektörü (0.5 ml) ile buzlu ortamda bek· 
letilen 6-0HDA (Sigma Chemical Co. Londra) 250 pg/25 ml içinde olacak şekilde 
intraventriküler olarak enjekte edildi. Enjeksiyon deli~i ilacın geri gelmemesi için 
Bone-Wax'la kapatıldı. 

b} Transplanıasyon Kavitelerinin Hazırlanması: 
6-0HDA enjeksiyonundan 2 ay kadar sonra greft ve kontrol gruplarını oluş

turan hayvanlarda greftlerin yerleştirilece~i kavitelerin hazırlanmasına başlanıldı. 
Bu işlernde Björklund ve Stenevi 'nin geliştirdikleri teknik kullanıldı1 6. 

Sıçanlar Pentobarbital Sodium 35 mgr./kg. İP verilerek uyutulduktan sonra 
kafaları, kafa tesbit edicisine yerleştirildi ve steril şartlar altında skalp insizyonu 
yapıldı. El perforatörü ile sa~ koronel sütürün önüne ve sagittal sütürün yanına 2 
mm. çapında delik açıldı. Deli~in kenarlarında kalan ince kemik lamelleri keskin 
uçlu mikro disektör yardımıyla çıkarıldı. Dura açıldıktan sonra kavitenin yapılaca~ı 
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bölge üzerindeki serebral damarlar koterize edildi. 1 mm. çapındaki cam aspiratör 
ucuyla korpus striatuma kadar derinlikteki kortikal ve subkortikal bölgeler aspire 
edilerek korpus striatum üzerindeki 2x3 mm. 'lik greft kavitesi hazırlandı. Kanama 
kontrolü hipolar koterle ve ince pamuklar yardımıyla kanamanın durması beklenile· 
rek yapıldı. 

c) Verici (Dönor) Gebe Sıçanların Hazırlanması : 
Dönor olarak kullanılacak gebe sıçanlar, DAS ve arkadaşlarının22 yöntemiyle 

hazırlandı. Bu yönteme göre bir gece damızlık erkek yanında çiftleşmeye bırakılan 
dişi sıçanların vaginalarından ertesi gün yapılan yayınada spermin görülmesiyle o di· 
şi sıçan gebe olarak kabul edildi ve o gün gebeli~inin ı. 'inci günü olarak alındı. 
Sperm mevcut olmayanlarda ise spermin mevcudiyeti görülene kadar aynı işlem 
tekrarlanıldı. Böylece transplantasyon için kullanılacak embriyonların istenilen yaş 
ve büyüklükte olması bu yöntemle tama yakın bir şekilde saptanıldı. 

Sıçanlar bu yöntemle gebe bırakıldıktan sonra transplantasyonun yapılaca~ı 
15-21 'inci günler arasında Pentobarbital Sodium (35 mgr./kg İP) anestezisi altında 
sırt üstü yatınlarak steril koşullar altında laparotomi yapılarak uterus ve embriyola
rın durumu incelendi. Embriyonların sayısına ve durumlarına göre bir gebe sıçandan 
kaç embriyo alınabilece~i görüldü. 

d) Alıcı Sıçanların Hazırlanması : 
6-0HDA verilerek dopaminerjik sistemleri denerve edilmiş alıcı sıçanlar Pento

barbital Sodium (35 mgr.fkg İP) verilerek 5'erli gruplar halinde uyutulduktan son
ra kafalarıDa kafa tesbit edicisi takıldı ve eski insizyon yeri gerekli sterilizasyon ya
pıldıktan sonra açıldı. Greft kavitesi gözden geçirildikten sonra serum fizyolojikle 
ısiatılmış küçük bir pamuk parçası kavite içine koyuldu ve cildin üzeri örtüldü. Grup
taki di~er sıçanlar hazırlanana kadar sıçanlar bekletildi. 

e) Embriyonun Hazırlanması: 
Daha önceden laparotomi yapılarak hazır vaziyette bektetilen 15-21 günlük 

embriyo (Crump-rump uzunlu~ 15-33 mm.) ihtiva eden gebe sıçanlardan uterus 
duvan kesilerek arnnion zarları sa~lam bir şekilde embriyo çıkarıldı. Amniyon zar
lan açılan embriyonun yaşadı~ı tesbit edildikten sonra kafa derisi ve yumuşak olan 
kraniyum kesilerek beyin sapı rioger laktat ihtiva eden saat camı içine koyuldu. 

f) Greft Parçasının Alınması: 
Greft parçasının alınması ve yerine koyulması Das ve arkadaşları tarafından 

tarif edildi~i şekilde yapıldı2 2 • Dopaminerjik nöronları ihtiva eden greft parçası 
Olson ve Seiger'in2 3 tanımladı~ı şekilde beyin sapının ventral mesensefalik bölge
sinden mesensefalik fleksörün verteksi ile marniller bölgenin kaudal kenan arasında 
kalan kısımdan alındı. Bu bölgeden alınan 1-2 mm3 'lük parça, hazır bekletilen alıcı 
sıçanların kavitesi içine koyuldu. Gebe sıçanlardan ortalama 3-4 embriyo alındı. 
Günde 7-8 sıçana greft koyuldu. 

g) Tyrosine Hydrosilaz Aktivitesinin Ölçülmesi: 
Tyrosine Hydrosilaz (TH) aktivitesi Waymire ve arkadaşlarının24 tanımladık

lan bir yöntemin modifikasyonu ile greft dokularında ve korpus striatumlarda ölçül
dü. Bu yöntem katekolamin sentezinde L-(I-C1 4

) Tyrosin 'in TH yardımıyla DOP A'
ya DOPA'run da aromatik L·Aminoasit dekarboksilaz tarafından Dopamin'e çevril-
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mesi sırasında açı~a çıkan radyoaktif C0 2 'in sayılması esasına dayanmaktadır. 

h) 3 H Spiperon Ölçülmesi : 
Greft koyulmasından bir ay sorıra sıçanlar öldürüldü ve korpus striatumları 

çıkarılarak greftli ve greftsiz tarafta ve kontrol grupta dopamin reseptörleri sayıldı. 

Bu sayımda reseptörlere ba~lanan radyoaktif 3 H Spiperon kullanılmıştır2 5 • Greftli 
ve greftsiz sıçanlardan çıkarılan korpus striyatuınlar ı o hacim 0.32 Molar si.ikraz ile 
ö~ütüldükten sorıra santrifüje edildiler. Dipteki çöküntü yeniden fosfat tampon 
(pH: 7.4 50 mM) 200 J,Ll, ı mg. yaş korpus striatum olacak şekilde ö~ütüldü. Bu ho
mojenatlardan 200'er larnda alındı ve ortamda mevcut bütün reseptörleri işgal edebi
lecek miktarda 3 H-Spiperon konuldu. 37°C 20 dakika kadar tutuldu. Takiben va
kum altında GF /B filtrelerinden süzüldü. Reseptöre ba~lı ve filtrede tutulan radyoak
tivite Liquid Scintillation Spectrometresinde ı dakika süreyle sayıldı. Reseptör dışı 
yerlere ba~lanma 2. seri tüpde radyoaktif olmayan haloperidol (Dopamin reseptör 
antagonisti) ı0-6 M konsantrasyonda varlı~mda bulundu. Bu tüplerde olan ba~lan

ma spesifik olmayan (reseptör dışı) ba~lanma olarak ele alındı. Her filtredeki rad
yoaktivite ve Spiperon'un spesifik aktivitesi de mg doku başına fentamolekül ba~lan
ma olarak hesaplandı ve çiftleştirilmiş T testi ile de~erlendirme yapıldı. 

BULGULAR 

1. Tirozin Hidroksilaz Aktivitesi Bulguları : 

İntraventriküler 6-0HDA verildikten ı2 gün sorıra nörotoksinin etkisini ölç
mek için 6 adet normal ve ı o adet 6-0HDA enjekte edilmiş sıçan başları kesilerek 
öldürüldü ve korpus striatumları çıkarıldı. Tirozin Hidroksilaz aktivitesi (TOH) rad
yoenzimatİk olarak tayin edildi (Tablo I). Bu tablodan anlaşılaca~ı üzere kateko
lamin nörotoksini olan 6-0HDA korpus striatumdaki dopamin nöronlarının % 49.4'· 
ünü tahrip etmiştir. 

Tablo: I 
6-0HDA İV Enjeksiyonundan Sorıra Korpus Striatumda 

Tirozin Hidroksilaz Aktivitesi 

Gruplar 

Kontrol 
6-0HDA'li 

n 

6 
10 

Ortalama TOH De~erleri 
n mol ı 4 C02 /Doku/Saat 

3.57 + 0.05 
1.77 + 0 .0 8 

2. 
3 

H-Spiperon Bağlanması Bulguları : 

De~erlendirme 
%Kontrol 

'Yo ı 00 
% 49.4 

(P < 0.05 ) 

Greft ~oyulduk~n ı ay sorıra sıçanlar öldürüldü ve korpus striatuınları çıka· 
nlarak greftli ve greftsız tarafta dopamin reseptörleri sayıldı. Bu sayımda reseptör
ler~ b~~l_anan radyoaktif 

3 
H-Spiperon kullanıldı. Deney sonuçlan (Tablo Il)' de gös

tenlmıştır. 
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Tablo: II 
Greftli ve Greftsiz Sıçanların Korpus Striatumlarında 

3 H Spiperon Ba~lanması 

3 H-Spiperon Ba~lanması 
Gruplar n Fentamolekiil/mg/Doku De~erlendirme 

Kontrol 3 ı2.6 + 3.5 
Deney (D I) ı7 36.5 + 7.5 DI-K t: 2.88 P < O.Oı 
Deney Greftli Taraf (D1 ) ı 7 21.o+ 5.3 D1·Dı t: 1.034 P > 0.05 
Deney Greftsiz Taraf (D3) ı 7 3ı.8+ 8.9 DrD3 t: 0.46 p > 0.05 

Deney grubunda kontrol gruba göre reseptör sayısı ileri derecede artmış 
(% 300) olarak bulundu. Bu sonuç istatistiki olarakta anlamlıydı (P < 0.01). Deney 
grubundaki sıçanlarda greft koyutan grupla greftsiz grup arasında reseptör sayısında 
normale do~ % 25 'lik bir düşüş olmasına ra~men bu sonuç anlamlı bulunmadı 
(P > 0.05). Ayrıca greftli sıçanların greftli taraftaki KS ile greftsiz tarafdaki KS'ları 
arasında da reseptör sayısında normale do~u % 15 'lik bir düşüş olmasına ra~men 
bu neticede istatistiki olarak anlamlı bulunmamıştır (P > 0.05). 

TARTIŞMA 

Fetal ve yeni do~muş sıçanlardan alınan beyin dokusu greftlerinin erişkin sı
çan beyninde yaşayabilece~i de~işik araştırmalarla gösterilmiştir6 • 7 

• 
8 

• 
9 

-
16 • 2 7

• 

Ayrıca greftin imrnatür nöronlarının alıcı beyninde gelişmesine devam etti~i ve ya
pısal olarak iyi organize olmuş dokulara dönüştü~ü ve alıcı beyni ile ba~lantı kurdu
~u histolojik yöntemlerle de saptanmıştır6 • 7 • 8 • 9 • ı 3 • ı 4 • ı6. 2 ı. 2 6. 2 s. 2 9. 

Nigrostriatal sistemi tek taraflı 6-0HDA verilerek tahrip edilmiş sıçanlarda 
dopamin açı~a çıkaran arnfetamin ve apomorfin gibi ilaçların lezyonlu sahaya do~
ru ipsilateral ve kontralateral dönüş meydana getirdi~i ayrıntılarıyla araştırılmış
tır3 ° · 3 ı . Bu ilaçların bu özelli~inden faydalanılarak SN greftli sıçanlarda greft
lerin meydana getirdi~i motor davranış de~işiklikleri çeşitli araştırmalarla ince
lenmiş ve greftin bu asimetrik motor davranış şeklini düzeltti~i gösterilmiş
tirı4. ı 5. ı 6. ı 7 • 1 9 • 2 0 • 2 ı . Greftin çıkarılmasının ise asimetrik motor bozuklu~u 

tekrar oluşturdu~u gözlenmiştir1 4 • ı 9
• 

Nigrostriatal sistemde embriyonik SN greftinin meydana getirdi~i biokimya
sal de~işiklikler bazı çalışmalarla araştırılmış 2 0 

• 
2 ı • 3 2 ve greftlerin katekolamin 

sentez ve depo eden nöronlarda bulunan spesifik bir enzim olan TOH aktivitesini 
arttırdı~ı da gösterilmiştir2 ı . Bu enzim aktivitesindeki artışla birlikte sıçanların 
spontan motor aktiviteleri de düzelmiştir. 

Araştırmamızda 6-0HDA enjeksiyonundan sonra sıçanların KS larındaki 

TOH aktivitelerinin normalin % 50'sine kadar düştü~ü saptandı. Katekolaminerjik 
nöronlarda tam yıkım ortaya çıktıktan sonra3 3 kontrol grubundaki enzim aktivite
sinde% 50-SO'lik düşüşün haftalar sonra bile de~şmedi~i ve olayın irreversible ol

du~ bilinmektedir3 4 • 3 5 
• 
3 6

• 
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Nigrostriatal sistemde irreversible harabiyet meydana getirdikten ve bunu 
TOH aktivitesindeki % 49.4 'lik düşmeyle saptarlıktan sonra çalışmamızda nöral 
greftlerin dopamin reseptörleri üzerindeki etkisini 3 H Spiperon ba~lanmasını ince
leyerek araştırdık . 

6-0HDA'inin konsantrasyonuna ba~lı olarak KS'daki Dopamin düzeyinin 
düştü~ü3 4 • 3 5 • 3 7 ve dopamin reseptörlerinin sayısının arttı~ı bilinmektedir 5 

• 
3 8 

• 
3 9

• 

Çalışmamızda da normal sıçan grubuna göre deney grubundaki sıçanların 3 H Spi
peron ba~lanrnasında % 300'lük bir artma ortaya çıkmıştır. Bu artış literatüre uy
gunluk göstermektedir. 

3 H-Spiperodal autoradiografi yöntemiyle reseptör dansitesinin 6-0HDA en
jeksiyonlarından sonra incelendi~i araştırmalarda da reseptör dansitesinin % 15-45 
arasında artma gösterdi~i saptanmıştır3 8 

• 
4 0

• Denerve edilmiş doparnlnerjlk siste
rnin fetal SN greftleriyle reinnervasyonundan sonra grefte_ komşu bölgelerde dopa
min konsantrasyonunun arttı~ı ve DA düzeyinin kontrolün% 30'una kadar yüksel
di~i gösterilrniştir2 0 

• 
3 2. Korfalı ise TOH düzeyini ölçtü~ü çalışmasında greftleme

den sonra ikinci ayda TOH aktivitesinin normal sıçan grubunun% 59.2'sine yüksel
di~ini ve bu yükselmenin 5.'inci aya kadar sürdü~ünü ve sonra düştü~ünü saptamış
tır2 ı . Bu çalışmalar greftin biokimyasal olarakta fonksiyon yaptığını göstermekte
dir. Fakat dopamin reseptörleri hakkında fikir vermemektedir. 

Freed ve arkadaşları fetal SN greftleriyle yaptıkları bir araştırmada greftin 
etkisiyle komşu korpus striatum bölgelerinde dopamin reseptör dansitelerinin nor
mal seviyelere düştü~ünü 3 H-Spiroperidol autoradyografisi ile gösterrnişlerdir3 8 • 

Korpus striatum dışına koyulan greftlerde ise bu etkiyi gözlemernişlerdir. 
Çalışmamızda 6-0HDA enjeksiyonundan sonra dopamin reseptörlerinde 

% 300'lük bir artış saptanmıştır. Greft koyulmasından 1 ay sonra yapılan ölçüm
lerde korpus striatumda 3 H-Spiperon ba~lanmasında % 25 'lik bir düzelme görül
mesine ra~men bu düzelme istatistiki olarak anlamlı bulunmamıştır (P > 0.05). 
Aynca greftli tarafın KS'unun dopamin reseptörlerinde greftsiz tarafa göre % 15'
lik bir düzetme saptanmasına ra~men bu farklılıkta anlamlı bulunmamıştır (P > 
0.05). 

Literatürde çalışmamızda oldu~u gibi 3 H-Spiperon bağlanmasını inceleyen 
başka bir çalışma olmadı~ından neticelerimizi karşılaştırma olana~ı bulamadık. 

Sonuçlarımız istatistiki olarak anlamlı olmamasına ra~men fetal SN greftleri
nin reseptör ba~lantılarında kısmende olsa düzelme meydana getirdi~ni göster
mektedir. Bu konuda daha ileri çalışmalar yapılması gerekmektedir. İntraserebral 
greft çalışmalarının geliştirilmesi gelecek yıllarda Parkinson Hastalığı gibi nörode
jeneratif hastalıkların tedavisine ışık tutabilecektir. 
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