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Fotal Hipofiz Dokusu Greftlerinin Incelenmesi

Ahmet Bekar’, Teoman Cordan’, Sahsine Tolunay™,

Vahide Saver™, Zeki ipekoglu™"", Muammer Doygun”

OZET. Bu ¢alismada parafarengeal yéntemle hipofizektomi yapilan digi siganlarin median eminensleri altina
neonatal hipofiz  bezi transplantasyonu yapilarak, greftin canliligini koruyup, fonksiyon gosterip gostermedigi,
histolojik ve radyoimmiinassay yintemler kullanilarak incelenmistir. Bu amagla sicanlar 3 gruba ayrilmistir (n:39).
Parafarengeal hipofizektomi yapilan si¢anlarin (n:29), bir grubuna (n:16), hipofizektomiyi takiben yeni dogan
sigandan alinan hipofiz bezi transplante edilmistir. Ortalama 4 hafta sonra viicut agirliklart karsilastirildiginda,
hipofizektomili sicanlarin, kontrol ve greft grubuna gore anlamli élgiide kilo kaybettigi gozlenmigtir (p<0.001).
Greft dokusunun 151tk mikroskobu ile yapilan incelemelerinde dokunun yasadigi gézlenmigtiv. Hormonal incelemelerde
(ACTH, Oksitosin ve Vazopressin) grefili siganlardaki hormon degerleri, hipofizektomili siganlara gére anlaml
olciide yiiksek bulunmugstur (p < 0.001). Ancak greftli sicanlarin hormon degerlerinin, normal siganlarin hormon
diizeylerine ulagmadig: gozlenmistir (p<0.001).

Anahtar Kelimeler .Hipofiz bezi .hipofizektomi .hipofiz transplantasyonu.

Studies on Fetal Pituitary Tissue Grafts

SUMMARY. In this study adult female rats were underwent a parapharyngeal pituitary gland excision before
transplantation of neonatal pituitary gland beneath the median eminence, and function and viability of grafts were
examined by histologically and by methods of radioimmunassay. For this subject rats were divided into 3. groups
(n:39). Among the hypophysectomized rats (n:29), one group (n:16). Underwent pituitary gland transplantation
after hypophysectomy. 4 weeks later weight loss was significant. (p<0.001) in rats with hypophysectomy. On examining
the grafts tissue with a light microscopy it was seen that the tissue was viable. Although hormon values (ACTH,
Oksitosin and Vasopressin) of grafted rats did not reached to the level of normal group, they were found
significantly higher then the hypophysectomized rats (p<0.001).

Key Words .Pituitary gland .hypophysectomy .pituitary transplantation.

Hipofiz bezi transplantasyonu ile ilgili calismalar calismalar, adenchipofiz hormonlarinin  hipota-

Tulipan ve Wilbergere goére 1909'da hipofiz
dokusunun santral sinir sistemi disina transplante
edilmesi ile baslamistir'>*#°®’. Bu calismalarda,
gézin 6n kamarasina ve renal kapsul altina trans-
plante edilen hipofiz dokusunun canlihini koru-
dugdu, ancak yeterli hormonal aktiviteyi géstermedigi
anlasiimistir®®®'®.  1934'den sonra yogunlasan
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lamusa olan baghhgini géstermek ve hipotala-
mohipofizer baglantilari ortaya koyabilmek amacini
tagimaktadir® 01" 12,

Halasz 1965'de hipotalamusun hipofizeotropik
alanini (HTA) belirlemigtir. HTA'ya adult ve neo-
natal hipofiz dokusu transplante edilen sicanlarda,
adrenal, tiroid, over histolojilerinin ve normal éstrus
siklusunun geri dénduga gésterilmistir®,

Tulipan median eminens altina transplante edilen
fotal hipofiz  greftlerinin  hipofiz ~ fonksiyonlarini
duzeltmede yeterli oldugunu, hormon duzeylerini
lgerek gostermistir®.



Biz de ¢alismamizda, parafarengeal ydntemle hipo-
fizektomi yapilan digi siganiarda, median eminens
aitina transplante edilen fotal hipofiz greftlerinin
hipofiz fonksiyonlarina etkilerini, hedef organ
histolojileri ve hormon tayinleri ile inceledik.

Materyal ve Metod

Bu gahgmada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi,
Deney Hayvanlan Arastirma Merkezi Norogirurji
ameliyathanesinde, steril sartlar altinda,
mikrosirirjikal yontemler kullanilarak yapildi.

Calismada kullanilan siganlar, Wistar cinsi deney
baslangicinda 18-20 haftalik 170-350 gram agir-
hdinda disi siganlardi. Neonatal greftler, 1-7 ginlik
ayni cins yenidodan siganlardan aiindu.

Toplam 67 adet disi sigan kullaniidi. Yasayan 39
sigan degerlendirmeye alindi. Calisma 3 ayri gruba
ayrilarak yapildi.

1. grup: (Kontrol grubu) (KG) Toplam 10 disi
sigandan olusan bu gruba higcbir cerrahi iglem
yapiimadi.

2. grup: (Hipofizektomi grubu) (HG) 29 disi
sigandan olusan bir gruba parafarengeal yontemle
hipofizektomi uygulandi. Yasayan 13 sican deger-
lendirmeye alindi.

3. grup: (Greft grubu) (GG) Parafarengeal hipo-
fizektomili 28 disi sigana, neonatal hipofiz dokusu
transplante edildi. Yasayan 16 sican calismaya
alindi.

Siganlar intraperitoneal sodium thiopenthal (30
mg/kg) verilerek uyutuldu. 2. ve 3. gruptaki sigcan-
lara operasyondan 10 dakika 6nce premedikasyon
amaciyla, tek doz atropine sulfate 0.05 mg/sub-
kutan, Sefalosporin 25 mg/intraperitoneal, deksa-
methazon 10 mg/kg intramuskuler olarak verildi.

Hipofizektomi ve greft grubunu olusturan tim
siganlara entibasyonu takiben parafarengeal
yontemle hipofizektomi uygulandi™.

Necnatal siganlarin (1-7 gunliik) dekapitasyondan
sonra elde edilen hipofiz dokulan, sodutulmus 2cc
ringer laktat iceren saat cami Gzerine alindi. 1-2
dakika icinde greft grubunu olusturan hipofizektomi
yapilmis ve anterior kapstid agiimig sicanin sellasi
icine, cam baget yardimi ile, hipotalamus ile temas
edecek sekilde yerlestirildi. Boylece hem beyin hem
de infindubular kalint! ile temasi sadlanmis oldu.
Greftlemede her bir alici icin 2 neonatal sigan
hipofizi kullanildi. Greft yerlestirildikten sonra kigik
bir adale pargasi ile desteklendi.

Cerrahi iglem yapilan tim si¢anlar hemen ekstibe
edildi ve ilk 6 saat iginde sik sik aspire edildi. Her
3 grubu olusturan siganlar 20°-25°C oda isisinda,
dekstrozlu su ve standart sigan yiyecedi ile
beslendiler.
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Tium siganlar 4-6 hafta sonra hafif eter anestezisi
ile uyutuldu. Karotis kanulasyonu ile kan érnekleri,
laparotomi ile hedef organlari olan tiroid, adrenal ve
overleri alindi. 2. ve 3. grubu olusturan siganlarn
kafalar beyin dokulan incelenmek (zere alindi ve
% 10'luk formaiin soldsyonunda 1 hafta tespit edildi.
Hipofizektomi grubunu olusturan siganlarin kafatasi
tabani, kromik asid icinde dekalsifiye edildi. Mik-
roskobik incelemede hipofiz kalintisi tespit edilen
siganlar deney diginda birakildi.

Hipofizektomi ve greft dokusunu olusturan sigan-
larin, hedef organlari ve greft dokusu igeren beyin
dokulari hematoksilen eozin ile boyanarak 11k mik-
roskobunda incelendi.

Plazmadaki hormon tayinleri igin (ACTH, Vazo-
pressin, Oksitosin) arteriyel kanul yardimi ile
sogutulmus EDTA'h polipropilen tiiplere yaklasik
3cc kan alindi. Alinan kan o&rnekleri santrifijj
edilerek plazmalan ayrnildi. Analiz yapilana kadar
dondurularak -20°C’da saklandi. Olgiim éncesi oksi-
tosin % 99'luk etanol ile ekstrakte edildi. Plazmadan
ekstraksiyon iglemi sirasinda, plazmaya eklenen
oksitosinin geri alinma orani 1.64+-2 (n:9) ofarak
saptandi. Kayiplar igin 6lgimlerde herhangi bir
dizeltme yapiimadi.

Vazopressin ve ACTH ekstrakte edilmeden direkt
olarak plazmadan ¢lculdu. Radyoimminassay ana-
lizler ticari olarak bulunabilen radyoimmiinassay
kitler ile yapildi.

Sonuglar standart-t testi ile karsilastirildi.

Bulgular ve Sonuclar

Gahsmada toplam 67 adet disi sigan kullanildi.
Kontrol grubundaki 10 sicana higbir cerrahi islem
yaplimadi. Bu siganlar viicut agirliklar, normal
hedef organ histolojileri ve hormon degerlerinin
tespiti icin kullaniidi.

Hipofizektomi grubunda 29 sigana parafarengeal
yontemle hipofizektomi yapildi. 12 sigan per, ve
post, operatuvar dénemde kaybedildi. Deney biti-
minde kanlan alinamayan 3 sigan (1, 3, 17 no),
kafa tabani incelemesinde hipofiz kalintisi tespit
edilen 1 sigan (9 no) galisma disinda birakildi. 13
sican istatistiksel ¢aligmaya dahil edildi. Total
hipofizektomi oranimiz % 98'di.

Greft grubunda ise, 28 sigandan 11 tanesi kaybe-
dildi. Kani alinamayan 1 sigan calismadan gikarild!.
Histolojik incelemelerde 3 sicanda (1, 8, 16 no)
greft dokusuna rastlanmadi (% 17.6). Ancak bu 3
sican yanlis dederlendirmelere yol agmamak igin

calismadan ¢ikariimadi. Bu grupta 16 sigan deder-
lendirmeye alindi.

Cerrahi ve postoperatif bakim acisindan global

mortalite orani % 34 (23 sigan) olarak saptandi
(Tablo: ).
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Fotal hipofiz grefti

Tablo: I- Oliim nedenleri gosterilmistir

Olum Nedenleri Say %
Agin akciger sekresyonu g 39
Karotis arter veya transvers sinis kanamasi 6 26.2
Beslenme yetersizligi 3 13.1
Enfeksiyon 3 13.1
Nazofarinks delinmesi 1 4.3
Gevre beyin dokusunda hasar sonucu geligen
kaseksi 1 43
TOPLAM 23 100

Deney grubundaki batin siganlar 4-6 hafta yasatil-
dilar.

3 gruptaki sicanlarin toplam vicut agirliklarindaki
degisiklikler Tablo II'de gosterilmistir. Calisma
sirasinda dikkati ¢eken bir &zellik, hipofizektomi
grubunda postoperatif hizli bir kilo kaybi goz-
lenirken, bu kayip giderek azaldi. Greft grubunda
ise, hizla kilo kaybeden siganlar, daha sonra
kilolarini tekrar kazandilar.

Tablo: II- Gruplarda ¢alisma dncesi ve g¢alisma
bitimindeki ortalama viicut agirhik

degisimleri
Baslangig Sonug % Karsilastinlan Gruplar
Grup | Say agir. ort. agir. ort.
@ (g) |Kayp|Gruplar) t | P
KG 10 289.0 300.4 - KG-HG — |<0.001
HG 13 233.6 187.6 19,7 | HG-GG | 5.24 | <0.001
GG 16 238.8 229.1 37 | KG-GG | = [<0.001

Hedeforgan incelemelerinde, hipofizektomi grubunu
olusturan 13 siganin endokrin hedef organ kesitleri
incelendiginde, sadece 3 siganda tipik over atrofisi
(14, 15, 16 nolu siganlar) tesbit edildi. Digerlerinde
ortak 6zellik, overlerde, boyutlarinda kigulme ve
korpus luteum sayilarinda azalma, adrenallerde
fasikiler tabakada genisleme, tiroidlerde follikl
caplarinin kugulmesi, bir kisim follikdllerin folikul
icerigini kaybetmesi ve follikiil epitel hlcrelerinde
belirgin proliferasyon tesbit edildi. Greft grubunda
ise, over adrenal ve tiroid organlarinin ayni dere-
cede etkilenmedigi gorildu. 5 sicanda overlerde
atrofi (4, 5, 6, 8, 16 nolu siganlar), 3 sicanda
adrenallerde tabakalarda bozulma ve graniler taba-
kada belirgin genigleme (2, 8, 12 nolu siganlar)
saptandi. Diger degisiklikler hipofizektomi grubun-
dan farkli degildi (Resim: 1).

Istk mikroskobu ile yapilan incelemelerde, greft
dokusu tespit edilen 13 siganda greft dokusunun 3.
ventrikilin alt kisminda bulunduklarni ve canli-
liklarini koruduklari tesbit edildi (Resim: 2). Fétal
dokunun iyi differansiye oldudu, genellikle nuk-
leuslu kromatin yapisi belirgin olan eozinofilik
sitoplazmali koyu boyanan kromofob hucrelerin
sintizoidal bir yap! olusturduklar gézlendi (Resim:
3). 1 siganda (7 nolu sigan) ktigik bir alanda canli
hipofiz dokusu goéralarken, 2 siganda (2 ve 13 nolu
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Resim: 1
Hedef organlarda goriilen histopatolojik degisiklikler
(A: Tiroid, B: Adrenal, C: Over, X: Kontrol,
Y: Hipofizektomi, Z:
e i

Resim: 2

3. ventrikiil altinda canliligini korumug
greft dokusu (G) goriilmektedir.
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sicanlar) canli hipofiz dokusu yaninda kuguk
sitoplazmali histiosit kimeleri, 2 sicanda (14 ve 15
nolu siganlar) canli hipofiz dokusu yaninda bagd
dokusunda hafif artma tesbit edilen bulgulard:.

Greft dokusunda fétal hipofiz hicrelerinin nikleer
yapilarinin ve homojen kromatin yapilarinin
korundugu tespit edilirken, hicresel pargalanma ya
da kromatin adinda dadilma gibi nekrozu goste-
recek bulgular tesbit edilmemistir.

Resim: 3

Kromatin yapist belirgin eozinofilik sitoplazmall,
koyu boyanan iyi differansiye olan, fotal hipofiz
dokusu (H.E.) hiicrelerinin siniizoidal bir yapi
olugturduklar: goriilmektedir (F: Fétal hipofiz dokusu)

Anilin blue boyama metodu ile hazirlanan prepa-
ratlarda, kromofob hicre hakimiyeti yaninda az
sayida asidofil ve koyu boyanan bazofil hiicreler
gosterilmistir. 3

Hormon sonuglar Tablo: I1I'de gésterilmistir.

Tablo: III- Greftli, hipofizektomili ve kontrol grubu
siganlarin ortalama hormon degerleri ve

karsilagtiriimasi

Vazopressin | Oksitosin Karsilastirilan
Grup | Say1 |ACTH (pg/ml) (pg/ml) Gruplar o
KG | 10 |1372| 1278 1376 | KG-HG <0.001
HG 10 257 30.0 413 HG-GG  <0.001
GG 10 70.0 84.4 84.4 KG-GG  <0.001

Tartisma

Pituiter doku median eminens altina yerlestiril-
dijinde fonksiyonel aktivitesini yeniden ka-
zanmaktadir*®.
Noral transplantasyon calismalarinda immiun-
supresyon kullanimi herkes tarafindan kabul
ediimemektedir'. Tulipan beynin imminolojik

ayricaliginin, median eminensin, eksternal kismina
kadar uzanmadigini bildirmigtir. Bu nedenle eks-
ternal median eminens, pitliter transplantasyon igin
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en uygun yer olmasina ragmen, immunolojik re-
jeksiyon sistemlerine maruz kalma dezavantajlarini
tasimaktadir. Sonug olarak mindr histokompatibilite
bariyerine karsi basarili pitiiter bez trans-
plantasyonunun ancak, siklosporin tedavisi ile
mimkin  olabilecegi  bildirilmistir'®.  Bu  bilgiler
isiginda c¢alismamizda immunosupresif kullanil-
mamistir.

Median eminens altina fétal hipofiz dokusu trans-
plantasyonu yapilan si¢anlar vicut agiriklarnini
korurken, normal anatomik yeri diginda hipofiz
transplantasyonu yapiian sicanlar kilolanini ko-
ruyamamaktadir®#®"" Bizim calismamizda da
viucut agirhds hipofiz fonksiyonlarnnin bir gostergesi
olarak kabul edilmis ve o6l¢limustir. Hipofizektomi
grubunda 4 hafta sonra vicut agirikian ortala-
masinda % 19.7'lik bir kilo kaybi saptanirken, greft
grubunda % 3.6'lik bir kayip saptanmistir. Hipo-
fizektomi grubunda tespit edilen kilo kaybi, greft ve
kontrol grubu agirliklar ile kargilastinidiginda sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Radyoimminassay ve immiinchistokimyasal metod-
larin  kullaniimadigi  devrelerde, hipofiz trans-
plantiarinin fonksiyonlarinin de@erlendirilmesinde
kriter olarak hedef organ degisikiikleri kulla-
nilmigtir?>481912 | jteraturde bildirilen histolojik ve
morfolojik hedef organ degisiklikleri, tiroid, over ve
testislerde atrofi ve agirlik kaybidir. Halasz ve
arkadaslari nonhipotalamik bélgeler, beynin degisik
yerleri ve renal kapsil altinda hipofiz grefti tagiyan
sicanlarda gonat, tiroid ve adrenallerde atrofi
gelistigini bildirmislerdir. Ayrica HTA'ya yerlestirilen
ancak median eminensle baglanti kurmayan greft-
lerde, gonatlar normal yapilarini korurken adrenal
ve tiroid bezlerinde atrofi tesbit etmislerdir®. Bizim
greftlerimiz disi sicanlarda overleri yeterli seviyede
stimule edemedi. Toplam 5 siganda overler atrofikti,
boyutlari tim sicanlarda kugalmust. Tiroid ve ad-
renal bezlerin ise, bazi morfolojik degisikliklere
ragmen yapilari kismen korundu.

Median eminens altina transplante edilen greftlerde
asidofil ve bazofil hucreler tekrar ortaya Gik-
maktadi’. HTA disindaki bolgelerde yerlesen
greftier sadece '<romofob htcreler igermektedir".
Flament-Durand’in galismasi da bunu destekle-
mektedir’. Anilin blue boyasi ile greftlerimizde
kromofob hakimiyeti yaninda, asidofil ve bazofi
hicreler tespit edilmistir.

Galismamizda ACTH, OT ve VP slgumleri literatire
uygun olarak RIA yoéntemleri ile tayin edi-
mistir® "**° " Maksimum ACTH salgilanmasinin
tespit edilmesi ancak stres faktora yaratildidl
Zaman mdmkdn olabilmektedir?®?'. Eter ayn
zamanda OT ve VP salgisini da artirmaktadir”.

Calismamizda eter stresi altinda kan ornekleri
alinmistir.
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Fétal hipofiz grefti

Median eminens altina transplante edilen hipofiz
greftleri normal kontrollerle ayni dizeyde, adrenal
kortikosteron salgilanmasini uyarabilecek dizeyde
ACTH sekrete ederler®. Ektopik hipofiz greftleri ise
disiuk ACTH sekresyonu ile sonuglanmaktadir®.
Median eminense konulan greftin 1-2 mm’lik yer
degistirmesi de dusiuk ACTH dizeyi ile sonug-
lanabili®. Caligmamizda ACTH seviyesinin nor-
malden disik olmasi, greftin yeri ve greftin eter
stresine verdigi cevabin yetersizligi ile agiklanabilir.

Literaturde, pittiter stalk kesisi veya hipofizektomi
yapilan siganlarin hipotalamohipofizer traktus fib-
rillerinde hizli bir rejenerasyon oldugu bildi-
rilmektedir®*?*?>, Yeni baytyen sinir fibrillerinin
fonksiyonel olarak aktif oldudu, erken postoperatif
dénemde olusan diyabet insipit tablosunun daha
sonra duzelmesi ile gdsterilmistir. Reorganizasyon
birka¢ haftada olmasina ragmen, 1 yildan énce
yeterli bulunmamaktadir®. Calismamizda 6lctlen
VP ve OT degerleri hipofizektomi grubundan anlam-
Il élglde yiksek olarak tespit edilmistir (p<0.001).

Kontrol, hipofizektomi ve greft grubu hormon
degerleri karsilastirildiinda tespit edilen sonuglar,
fétal hipofiz dokusunun hipofiz sekresyonunu
kismen restore edebildigini géstermektedir.

Sonug olarak cevaplandiriimasi gereken esas soru
"hipofiz ~ transplantlari  hipofiz  yetmezliginde
kullanilabilir mi?" olmaldir. Calismamizdan elde
edilen sonuglarda bu sorunun cevabi olumiudur.
Ancak bu konuda yapilacak ileri arastirmalar,
hipofiz transplantlarinin insanlarda uygulanmasi
caligmalarina i1sik tutacaktir.

Yrd. Dog. Dr. Ahmet BEKAR

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Norosiriirji ABD
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