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Bu çalışmada, kesilmiş erişkin sıçan spinal korduna fötal beyin grefti koyu· 
larak nöral transplantasyonun etkileri araştırıldı. Bu amaçla sıçanlar 3 gruba ayrıldı 
ve 30 sıçan kullanıldı. Deney grubu /'de (n : ıo; torokal 9-ı2 arasına laminektomi 
yapılıp, posterior kolumnada greft yerleştirilmesi ve kord lezyonu yapmak amacıyla 
2-3 mm 3 'lük kavite hazırlanarak ı1 -ıs günlük ge be sıçanların em bryolarının beyinle
rinden alınan neokortikal dokular implante edildi. Deney grubu ll (n : ı 0) de kavite 
hazır/andıktan ı hafta sonra nöral gre{t konuldu. Vçüncü grup (n: ıo) kontrol 
grubu (KG) olarak kullanıldı. Kavite aç ıldı fakat greft koyulmadan bırakıldı. 2 aylık 
bekleme süresinden sonra sıçanların gre{tli bölgeleri blok halinde çıkarıldı. Histolo
jik ve ultrastrüktürel incelemede her iki grupta da nöronların yaşadığı ve aksonal 
uzantı gösterdiği saptandı. Netice/erin kıyaslanmasında geç dönemde koyulan greft
lerin kaviteyi tam doldurduğu aksonal uzantının spinal kordia ilişkili olduğu ve de
jeneratif değişikliklerin olmayışı ile, erken dönem gre{tlerine nazaran survive yönün· 
den çok daha başarılı olduğu görüldü. 

* Yrd. Doç. Dr. ; U. V. Tıp Fak. Nöroşirürji Anabilim Dalı 
** Prof. Dr.; U. V. Tıp Fak. Nöroşirürji Anabilim Dalı 

Prof. Dr. ; l. V. Tıp Fak. Histoloji-Embryoloji Anabilim Dalı 
Prof. Dr.; U. V. Tıp Fak. Nöroloji Anabilim Dalı 

* * * Dr.; U. V. Tıp Fak. Nöroşirürji Anabilim Dalı 

-315-



SUMMARY 

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

In the p reseni study, the e{{ect o f {eta/ neura/ gra{ts on the transected spina/ 
cords were inuestigated . For this purpose anima/s were d iuided into 3 gro ups and 
total 30 rats used . Thorasic sp inal cord between Th 9·12 were used for transplanta
tion site. The neural tissues were obtained fro m the 17-18 days old e mbryos. In 
the {irst experimen t group (n : I O) neural tissues o f 2 -3 mm in uolume were directly 
injected into the transected sp inal cord a{ter preparing cauity {or implantation on 
the le{t poslerio r column. In the second experiment gro up (n: 10) a week a{ter ca
uity preperatio n delay ed transplantatio ııs we re per{ormed . The third group (n: 1 O) 
serued as sham control group. 1'wo mo nths /ater, spinal cords were remoued and his
tological and ultrastructural stud ies were perform ed . It was {o und that de layed 
transplan ted gra{ts had better suruiual rate and axonal sprouting and good connec
tion in to the host cord than im m ediately transplan/ed ones. 

Son yıllarda yapılan araştırmalar, sp in al kord lezyonlarında rejenerasyon ve 
re konstrüksiyon olayının araştırılması yönüne kaydınlmıştır1 

• 
2 

•
3 

• 
4 

• 
5

. İlk defa 
1928'de serbest periferik sinir greftlerinin santral sin ir sisteminde ki etkileri incelen
miş, koyulan nöral dokuların spinal kord içinde yaşamlarını sürdürdüğü ve nöronal 
uzantıların kord içinde büyüdüğü gösterilmiştir6 • 7 • 1940'da periferik sinir greftle
rinin spinal kordun fonksiyonlarının düzeltilmesinde de etkili olduğu ileri sürülmüş
tür8. Bu konudaki çalışmalara daha sonra uzun bir süre ara verilmi ş ve 1970 'de Kao 
ve arkadaşları kültüre edilmiş serebral v.e serebellar dokuları , erişkin köpek omurili· 
ğine transplante edere k, kordun rejenerasyonu yönünden olumlu etkiler yaptığını 
bildirmişlerdir9 . Daha sonraları diğer araştırıcılar fö tal gre ftlerin spinal kordda 
yaşadığ ını, gri cevherdeki sinir terminalleri ile birleştiğ ini ve erken devrede koyulan 
greftlerin yaşamalarının geç devrede koyulanlara nazaran daha az olduğunu bildir
mişlerdir ı • 3 • 9 • ı o • ı ı • ı ı . ı 3 . 

Çalışmamızda, erişkin sı ç anların spinal korduna açılan kavitelere erken ve geç 
dönemlerde fö tal neokortikal dokular implan te ed ilere k kordun rejenerasyonu açı
sından bu greftlerin E-tkinlikleri ışık mikroskobu ve elektron mikroskopisi ile ince· 
lendi. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Çalı:ımamız.da bu amaı:; la sıçanlar 3 gruba ayrıldı ve total 30 sıçan kullanıldı. 
1. Deney grubu (DG) 1 (n : 10): Medulla iç inde greftin yerleştirileceği kavite 

hazırlandıktan hemen sonra fötal beyin grefti implante edild i. 
2. Deney grubu (DG) ll (n : 10): MPdullada kavite hazırlanıp 1 hafta beklenil

dikten sonra fö tal beyin gre fti implante ed ildi. 
3. Sham kontro l grubu (KG) (n: 10) kavite hazırlandı fakat greft koyu lmadı. 

Deneyler i çin erişkin Norvegicus-Aibino cinsi erkek (200·250 gm) sı çanlar kul
lanıldı. Sıçanlar sodium thiopental (30 mg/kg) intraperi toneal verilerek uyutuldu. 
Sırt bölgeleri tra şlandıktan ve gere kli sterilizasyon yapıldıktan sonra dorsal 9-12 ara
sı laminektomi yapıldı. Sol dorsolateral bölgede dorsal kök giriş bölgesinin yakının
da duraya 2 mm ensizyon yapıldıktan sonra kordun 1-2 mm mcdiolatcral bii lümün-
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de pia-araknoid açılarak çok ince uç lu aspiratörle 2-3 mm3 'lük dorsal kolumna aspi
re edildi. Bu işlemle hem kordda lezyon yapılıp hemde greftin koyulacağı zemin 
hazırlanmış oldu. Dikkatli bir kanama kontrolünden sonra kaviteye, deney grubu 
1 'de (n: 10) 17-18 günlük gebe sıçanların fötüslarının fronto-pariyetal bölgelerinden 
alınan 1-2 mm3 'lük doku parçaları koyuldu. Fötal beyin greftlerinin kavite içine 
yerleştirilmesinde Das ve arkadaşları tarafından tarif edilen enjeksiyon sistemi kulla
nıldı1 4 

• 
15 • 1 6

. İmplantasyon sonrası dura açık bırakıldı, adale ve cilt ise sütüre 
edilerek kapatıldı. 

D II 'de (n: 10) yukarıda anlatılan şekilde kavite hazırlandıktan bir hafta sonra, 
kavite içinde ve duvarlarında teşekkül eden skar dokuları aspire edilip, fötal beyin 
parçaları implante edildi. 

KG'da (n: 10) bütün cerrahi işlemler diğer gruplarda olduğu gibi yapıldı, fakat 
greft koyulmadı. 

Bütün gruplarda sıçanlar 2 ay yaşatıldıktan sonra dekapite edilerek, greft ko
nulan bölgenin 2 üst ve 2 alt segmentini de içerecek şekilde medulla spinalisleri 
blok halinde çıkarıldı. Işık mikroskopisi ve elektron mikroskopik incelemeler için 
takibe alındı. % 10 formalin ile tesbit edilerek parafin bloklardan transvers kesitler 
yapılıp ışık mikroskopik inceleme için preparatlar Hemotoxylen-Eosin (HxE) ve 
myelin boyaları ile boyandı. Elektron mikroskobu için alınan parçalar % 25 Glu
taraldehid + fosfat tampon içinde 2 saat + 4°C'de buzdolabında bekletilip, post 
fiksasyon için % l 'lik Osmium Tetroksid solüsyonunda tutulup aynı tampon solüs
yonları ile hazırlanmış aseton serilerinden geçirilerek dehidrate edildi ve Vestopal 
bloklarından cam bıçakları ile LKB ultratom III ve Reichert UM 3 ultramikrotom
larında elektron mikroskopikinceleme için 400-600° A'luk ince kesitler alındı. Ka
lın kesitler (1 mikron ) % l 'lik toluidin mavisi ile kontrastlandı. İnce kesitler Jeol 
lOOC ve Zeiss EM 9 elektronmikroskoplarında incelendi ve elektronmikrograftları 
çekilip değerlendirilmeleri yapıldı. Her iki tetkik sonrası preparatların fotoğraflan 
elde edildi. 

BULGULAR 

DG !'de myelin boyası ve HxE ile boyanmış preparatların incelenmesinde, bü· 
tün sıçanlarda greft koyulan bölgede değişik büyüklüklerde dejenerasyonu gösteren 
kavitasyonlar oluştuğu, kavite duvarında yer yer greftin olduğu gözlendi. Greft do
kuları hacım olarak küçülmüştü ve hücre kümeleri şeklinde görülen, ölçümlerde 
% 80'i rezorbe olmuş olan bu bölümterin incelenmesinde nöronal yapıların en çok 
iki sıçanda yaşadığı ve greft dokusunun meduller bölüme iştirakli olduğu görüldü. 
Diğerlerinde meduller bağlantı saptanmadı. Kavite içindeki greft hücre kümelerinin 
etrafında vakuolizasyon ve spongioz doku dikkati çekmekteydi, yer yer fibroglial 
skar dokusu artımı görüldü (Resim : 1·2). 

D II' de bariz bir vakuolizasyon ve spongioz doku saptanmadı. Grefte ait hüc
re gruplarının hacım olarak minimal küçülmelerine rağmen (% 40) kısmen kaviteyi 
kapsadığı, doldurduğu ve meduller bölgeye iştirakte olduğu görüldü. Kollajen doku 
artımı ise görülmedi (Resim: 3). 

KG 'da kavitasyon içinde, fibroglial skar dokuları saptandı. Medulla yapısında 
kaviteye doğru uzanan rejeneratif herhangi bir aksonaJ uzantı görülemedi. 
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Resim: ı 
DG ı 'de Kavite Içinde Greft Hücre Kümelerinin Etrafında Vakuolizasyon, Spongioz 

Yapı ve Fibrogliyal Skar Dokusu Görülmektedir. 

Resim : 2 
DG 2 'de Kavite Içinde Greft ue Medulla lle Iştiraki Görülmektedir. 

- 'l1R _ 



Resim : 3 
DG'2 de Yaşayan N öronal Yapılar Görülmektedir. (Ok la belirtilmiştir) 

Ultrastrüktürel incelemede ; DG I'de koyulan greftin dokudaki etkisi myelin 
açısından yaygın bazı de~işiklikler şeklinde görülmekte, bu arada akson bozulmaları, 
myelinde delaminizasyon görüntüleri ön planda gelmektedir. Ancak bazı bölgelerde 
normal korunmuş myelinli sinir kesiti yapılarına rastlanılmaktadır. Genelde yer yer 
kollajen artışı dikkat i çekmekte olup, küçük nöron ve nöroglia hücrelerine ait yapı
larda nukleusda loblu görünüş dışında belirgin bir de~işiklik gözlenememiştir. Kol
lajen artışı ise bariz bir şekilde görülmüştür (Resim: 4-5 ). 

DG Il'de myelin yapısının daha düzgün oldu~u gözlendi. Nöron ve nöroglianın 
bütün sıçanlarda yaşadı~ı. greftteki ve kavite kenarındaki damariaşmanın ilk gruba 
göre oldukça arttı~ı tesbit edildi. Nöronlann, Granüler endoplazmik retikulumu 
(GER) iyi gelişmiş yapılarıyla görülmekte olup, aynca lipofusin pigmentininde 
oldu~u gözlendi. Astrositler (nöroglia) tipik yapılarıyla saptandı . Nöronal uzantıla
rın omurilik yapısı içine girdi~i görüldü. Muhtemel kavitasyon hazırlanışı sırasından 
kalan deği şikliklerden perivasküler ödem alanları myelin dejenerasyonlan bazı böl
gelerde gözlendi. Bu değişimler erken döneme göre minimal derecede idi (Resim: 
6-7 -8). 

KG 'nun EM incelenmesinde; proksimal terminal uçta aksonal genişleme görül
dü. Proksimal uç sağlam myelin kılıfı ile sonlanmakta olup, aksoplazınik projeksiyo
na paralel nörofilamentler saptandı. Rejenere uzantı myelinize Schwann hücreleri 
içerisine gömülmüş ve birbirlerinden ekstrasellüler bölgedeki kollajen Iiflerle aynl
mış olarak saptandı. Rejenere akson glial skar dokusunu çok az bir kısımda aşması
na rağmen spinal kord konneksiyonu saptanmadı. 
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Resim :4 
DG'I de Az Miktarda Normal Myelinli Aksonlar Yanısıra Yaygın M yelin 
Dekıminasyonu, NM: normal myelin, MD: myelin delaminasyonu (5000 x ) 

Resim : 5 
DG I'de NM: normal myelin ue KF: ko lajen fibriller görülmektedir. (5000 x) 
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Resim: 6 
DG //'de Geç Safhada Yaşayan Nöron Yapısı. GER: granüler endoplazmik 

retikulum, N: nukleus, L : lipofusin. (12.500 x ) 

Resim: 7 
DG I/'de Yaşayan Nöronun Lobule Nukleusu görülmekte. N: nukleus 

(12.500 x) 
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Resim: 8 
DG II'de Yaşeyan Nöronun Aksonal Uzantısı Normal Kord Yapısı Içine 

Uzanmakta. N: n ukleus, L: lipofusin, AU: aksonal uzantı. (5000 x ) 

TARTIŞMA· 

Son yıllarda spinal kord travmalarının tedavisi yönünden , rejenerasyon ve re
konstrüksiyon olayı en çok araştırılan konuların başında gelmektedir1 ·s· 1 1

. Deney 
hayvanlarında santral sinir sisteminin denerve edilmiş bölgelerinde kısmende olsa 
rejenerasyonun oldu~u, sa~lam aksonun lezyonlu bölgeden geçerek denen·e aksonu 
reinnerve ettiği de~ işık çalışmalarda gösterilmiştir 1 

• 
3 

• 9 ·ı 0 ·ı 4 ·ı 7 • 1 s · ı 9 .ı 0 . An
cak spinal kordda pastravmatik olarak oluşan konnektif doku artımı mekanik bir 
engel meydana getirerek aksonal uzantının lezyona uğramış bölgeden geçerek nor· 
mal doku ile birieşimine mani olmakta, rejenerasyonu önlemektedir. Bu durumun 
ortadan kaldırılması için çeşitli çalışmalar yapılmıştır9 ·ı 1 ·ı 3 • 

14 
• 2 1 . İlaç ve ajan

ların rejenerasyona etkileri incelenmiş fakat minimal bir etki dışında sonuç alınama
mıştır2 2 • 2 3 • 

2 4
• Bazı çalışmalarda spinal kordda oluşan defektin, nörai greftlerle 

doldurulması ile skar dokusunun ılzaltılabilece~i ve bu yolla rejenerasyonuıı sağlana· 
bilece~i gösterilmiştir 1 

•
3 

• 
1 s. 

Çalışmamızda bu olayı araştırmak amacıyla, sıçanlarda spinal kordun torasik 
bölgesine parsiyel kesi yapılarak hazırlanan kavitelere erken ve geç dönemlerde ol
mak üzere iki grupta fötal beyin grefti implante edilmiş ve neticeler ışık mikroskopi· 
si ve ele k~ ·on mikroskopik çalışmalarla incelenmiştir . 

Kord lezyonlarında aksotomi sonrası distalde Wallerien dejenerasyon yanısıra, 
proksimal akson ucundada retrograd dejenerasyon oluşmaktadır2 • 8 • 2 0 . ıs. Ortaya 
çıkan Eicosanoidler vasküler yapının bozulmasında etkin rol oynamakta, perivaskü· 
le-: fibrin depozitleri, trombozisle seyreden arter lezyonları ve kollabe kapillerler 
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mikrosirkülasyonu olumsuz yönde etkileyerek öncelikle gri, daha sonra beyaz cev
herde dejenerasyona neden olmaktadır. Sonuçta nekroz ortaya çıkmakta ve geç dev
relerde ise lik~faksiyon ve kistik oluşumlar gözlenmektedir' 2 

• 
2 6 • 2 7 

• 
2 8 

• 
2 9

• 

Torasik parsiyel lezyon sonrası oluşturulan kaviyete greft koyulmadan bırakı
lan kontrol grubundaki 10 sıçanın spinal kordlarının histolojik incelemesinde litera
türe uyumlu olarak bağ dokusu proliferasyonu, vasküler yapıdıı aşırı bozulma göz
lenmiş, oluşturulan kavitenin rejeneratif yeni bir dokuyla doldurulmadığı, kavitenin 
distal ve proksimal ucunda dejenerasyon, hücre yapısında ise bozulmanın meydana 
geldiği saptanmıştır. 

Travmıı sonrası deafferent nöronda aksonal filizlenme ve yeni sinapt ik model 
gelişimi oluşmakta, bunun yanısıra sağlam aksonlarda filizlenmede olmaktadır. Bu 
durum kedi, sıçan ve maymunlarda gösterilmiş 1 8 

• 
2 0 

• 
3 0 

•
3 1 ve rejenere akson ve ak

sonal uzantıların yeni sinapt ik kompleks oluşturduğu saptanmıştır' 6 •2 1 
• 

2 4 •3 1 •3 2
• 

Kord-greft bjrleşiminde Cajal'ın autotomy diye adlandırdığı kaçınılmaz fenomenin 
erken dönem greftlerinde oluştuğu gösterilerek, ayrıco travma sonrası akson termi
nallerinden litik enzim salgılandığı ve bu enzimin kord-greft birleşiminde birleşmeyi 

etkilediği vurgulanmıştır3 • 7 
• 

9
• 

Çalışmamızda da parsiyel kesi sonrası ôl\ıştiırulan kaviteye erken dönemde 
neokortikal dolçu koyulan DG I'de greftin kav'iteyi tam kaplayamadı~ı, parankim~! 
konneksiyonun iki sıçan dışında görülmediği tesbit edildi. Yer yer hücre kümeleri
nin kavite içinde skar dokusu ile sınırlandığı , nöronal yaşamanın görülmesine karşın 
aksonaJ filizleomenin ne greftten korda, nede korddan grefte olmadığı gözlımdi. 

Literatürde de erken dönem greft neticelerinin iyi olmadığı saptanmıştır 1 • 3 
• 

9 
• 1 s, 

Kültüre serebral ve serebellar dokuların spinal korda implantasyonunda erken 
dönemde greftin nekrozu tarzında değişikliklerin tesbit edilmesi üzerine, yara iyileş
mesinde olumlu sonuçlar doğuran geç greft çalışmaları yapılmıştır1 •3 

• 
9 • 1 2 • 16 . 

Geç dönem otojen siyatik sinir greftlerinin spinal uç lar arasına anastomozu iyi neti
celer vermiş, daha sonra koyulan değişik doku greftleride yaşamış ve intra paranki
mal yerleşimleriyle esas doku ile ilişki göstermişlerdir 1 · 3 

• 
4 •1 0 

•
1 s • 3 3

• Geç dönem 
transplantları içinde neokortikal dokunun en iyi neticeyi verdiği belirtilmekte
dirıs.ı6. 

Serimizdede literatüre uygun olarak geç dönem neokortikal beyin greftleripin 
yaşadığı ve aksonaJ uzantıların spinal kordaulaştığı tesbit edilmiştir. Ayrıca greftin 
10 sıçanda da oluşturulmuş kaviteyi doldurduğu görülmüştür. 

Çalışmarpızda kullanılan greftler 17, 18 günlü~ embryolardan elde edilmiştir. 
Filogenetik olarak yaşlı veya ontogenetik olarak genç nöronların greft olarak koyul
maya daha müsait oldukları belirtilmiştir9 • 15-16 günlük embryoda neokorteksjn 
histogenezisinin başladıgı, 21·22. günlerde ise sonlandıgı bildirilmektedir1 4 • 3 4 • 3 s. 
Değişik embryo.gelişim evresinde greft olarak koyulan doku büyümeside değişik ot
maktadır14 •1 s. Embryo yaşına göre, greftlerin kıyasl!l}masında, erken yaş embr~
lardaki nöroepiteliyal hücrelerin büyüme potansiyellerinin daha fazla olduğu gös~~ril· 
miştir 1 s. 

DG II 'de geç dönem embryonik neokortikal dokular literatüre uygun o,~ak 
yaşam, büyüme ve gelişme göstermişlerdir. 

Değişik çalışmalarda greft koyulan intakt spinaJ kordda, retansiyon~ baği• 
intraparankimal greftler oluşturulamamaktadır. Tam kesi sonrası da greftin \ntra-
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parankimal konneksiyonu başarısız olmaktadır. Parsiyel tezyonlar sonrası iyi netice 
verdi~ i belirtilmektedir1 

• 
3 

• 
1 5 

• 
1 6

• 

Çalışmamızda, literatüre uyumlu olarak, erken dönemde koyulan neokortikal 
doku greftleri kavitasyon açılmasına ra~men, oluşan ödem, retansiyon ve çıkan me
tabolitlerin yarattı~ı lizis nedeniyle intraparankimal yerleşim ve büyürneyi sa~laya
marnıştır. Greftlerin histolojik olarak incelenmelerinde hacım itibariyle küçülmüş 
olmaları ve kavite içinde yer yer hücre kümeleri şeklinde görülmeleri, fibroglial skar 
dokusunun artmış olması erken implantasyonun literatüre uyumlu dezavantajlarını 
göstermektedir. Buna karşı geç dönem greftlerinde ultrastrüktürel incelemelerde, 
neokortikal doku greftleri kaviteyi daldurmakta ve nöronların yaşaması yanısıra ak
sonal uzantılar kord dokusu ile ilişki göstermektedir. Literatürde de kavite hazırlan
masını takip eden geç dönemde gelişen vaskülarizasyonun greft yerleşim ve beslen
mesini olumlu yönde etkiledi~i ve bu geç dönem uygulamalarında, erken dönem 
patogenezisininde elemine edilmesinin faydası belirtilmektedir3 · ı 1 

• 
1 5 

• 
3 2

• 

De~işik araştırıcılarca kavite hazırlanmasında ve greftin yerleştirilmesinde çe
şitli sorunlar belirtilmiş, subpial girişim, plazma veya sütür yöntemleriyle de~işik 
greftlerin yerleştirilmesi veya enjeksiyon yöntemleri bildirilmiştir 1 

•
3 

•
4 

• 
1 5

• Çalış
mamızda dorsal kolumnada dura ve araknoidin insizyonlarının 2 mm'lik farkla yapıl· 
masından sonra enjeksiyon yoluyla intraparankimal greft koyulmuştur. Bu yöntem
le greftin ekstraparankimal bölgeye yayılmadııtı görülmüştür. 

Sonuç olarak, spinal korda erken dönemde koyulan fötal beyin greftlerinin 
hücre kümeleri şeklinde kaviteyi hiç bir zaman dolduramadan ve 2 sıçan dışında 
parankimal birleşim göstermeden yaşadıkları, buna karşın geç dönemde koyulan 
greftlerin, aksonal uzantı oluşturdukları , intraparankimal kaviteyi doldurup medulla 
ile ilişki kurdukları tesbit edilmiştir. 
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