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Erigkin Sican Spinal Korduna Embryonik Serebellar ve
Spinal Dokularin Transplantasyonu
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Noyan Cogkun’, Kaya Aksoy’, Muammer Doygun'~", Ender Korfali™™ ", Tiirkan Erbengi’ ™

OZET. Bu caligmada erigkin sican spinal korduna fotal spinal ve screbellar greftler implante edilerek,
grefilerin  rejenerasyona  etkileri arastunldi. Bu amacla 5 gruba aynlan sicanlarn  (n: 26) torakal 9-12
arasina laminektomi yapildiktan sonra, kord lezyonu yapmak amaciyla dorsal kolumna 2-3 mm3 liik
kavite acilarak 17-18 giinliik gebe sican embryolanndan alinan serebellar ve spinal dokular implante
edildi. Iki aylik bekleme siirecinden sonra siganlann grefli bolgeleri 15tk mikroskobu ve ultrastriiktiirel
olarak incelendi. Her iki neural dokunun rejenerasvon kapasitesi yoniinden farki goriilmedi.

Anahtar Kelimeler .spinal kord .transplantasyon .embryonik greft.

Transplantation of Fetal Cerebellar and Spinal Cord Grafts in the Spinal Cord of Adult Rats

SUMMARY. In this study the effect of fetal spinal and cerebellar grafts on regeneration of the
transected spinal cord were investigated for this purpose total 26 animals were divided into 5
groups. After thoracal 9-12 laminectomy in the dorsal column. 2-3 mm?> cavity was prepared in the
dorsal column. The neural tissues obtained from the 17-18 days old embryos were directly injected
into the cavity. Two months later spinal cords were removed and histological and ultrastructurall
studies were performed. It was found that there were no differences in  regenerating capacity bet-
ween two neural  fissues.

Key Words .spinal cord .transplantation .embryonic grafts.

Deney hayvanlarinda spinal korda implante edilen ger grupta ise 'Nerve Growth Factor'iin etkili olup

dokularin spinal kord rejenerasyonuna katkisi, skar
dokusunu engellemedeki 6zelligi ve yara iyilegmesi
yoninden olumlu etkileri, giincel calismalarin ko-
nusunu teskil etmektedir!®.,

Aragtirmamizda, erigkin siganlarin spinal korduna
acllan kavitelere bir grupta fotal spinal kord ve di-
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olmadigini veya spinal kord greftlerinin etkisinin
spesifik veya nonspesifik olup olmadigini aragtir-
mak icin serebellar dokular implante edilerek kor-
dun rejenerasyonu agisindan bu greftlerin etkileri
15tk mikroskobu ve elektron mikroskobu ile incelen-
migtir.

Gereg ve Yontem

Yasamakta olan 26 sigan degerlendirmeye alinarak
spinal korda agilan kaviteye, fotal doku greftlerin
implantasyonun incelenebilmesi amaciyla siganlar
5 gruba ayrildi.
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Deney grubu | (DG I) (n:4): Medullada igine greftin
yerlestirilecedi kavite hazirlandiktan hemen sonra,
fotal serebellar greft implantasyonu yapildi.

Deney grubu Il (DG II) (n:6): Medullada kavite ha-
zirlanip bir hafta beklenildikten sonra geg dénemde
fotal serebellar greft implante edildi.

Deney grubu Il (DG Hll) (n:6): Bu gruptaki denek-
lere kaviteyi takiben erken ddnemde fétal spinal
greft implantasyonu uygulandi.

Deney grubu IV (DG IV) (n:6): Geg evrede fétal spi-
nal kord greftlerinin mediiller kaviteye implantasyo-
nu gergeklestirildi.

Kontrol grubu (KG) (n:4): Diger deney gruplarindaki
ayni cerrahi iglemler uygulanip greft konulmaksizin
siganlar beklemeye alindi.

Siganlar intraperitoneal sodium thiopenthal (30
mg/kg) verilerek uyutuldu. Orta hat ensizyonu ile
girilerek dorsal 9-12 arasina klasik laminektomi ya-
pildi.

Sol taraf dorsal kék giris bolgesinin yaninda du-
raya 2 mm ensizyon yapildiktan sonra, araknoid ve
pia dural ensizyona goére 1-2 mm’ lateralden agila-
rak gok ince uglu aspiratér kullaniip 2-3 mm®'lik
dorsal kolumna aspire edildi.

Deney grubu | ve lll'de, bu asamada fétal doku
greftlerinin erken dénemde implantasyonu yapildi.

Ayni nesilden gebe kalmalar sadlanan 17-18 giin-
lik gebe siganlarin fétuslan cgikartilip serebellar
greft materyali igin serebellar hemisferlerden alinan
pargalar, spinal greft materyali olarakta spinal kor-
dun dorsal medullasi alinarak dengeli tuz soliisyon-
lari igine konulup, daha sonra 1-2 mm®liik parcalar
halinde kavite igine yerlestirildi. Bu yerlestirmede
Das ve arkadaglannin tarif ettigi yonteme uyularak
enjeksiyon sistemi kullanildi'0-11,

Deney grubu Il ve IV'de laminektomi ve kavite
hazirlandiktan sonra kanama kontroliiniin ardin-
dan tabakalar Klasik olarak sitiire edidi. Bir haf-
talik bekleme siiresi sonunda siganlarin dorsal 9-
12 arasi laminektomili bolgeleri agild. Olusan
skar dokulari mikrodisseksiyonla temizlendikten
sonra yukarida bahsedildigi gibi fotal serebellar
Ve spinal dokular kaviteye geg evrede implante
edildi.

Kontrol grubu (KG)'da ise dorsal 9-12 laminektomi
yapilip dorsolateral bélgede kavite hazirlandiktan
sonra kaviteye higbir miidahale yapilmaksizin ve

greft koyulmadan dokular kapatilip sicanlar bekle-
meye alind.

Her cerrahi islem sonrasinda sicanlarin erken do-
nem narolojik lezyonlarn sonucu, beslenmelerindeki
yetersizlik dolayisiyla intraperitoneal mayi verildi.
Olusan sfinkter kusurlan nedeniyle spontan idrarla-
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nni yapacaklari zamana dek giinde 3 kez mesane
rehabilitasyonu saglandi.

Hem profilaktik ve hem de Uriner enfeksiyon nede-
niyle alinan kiiltir ve antibiogramlara uygun olarak
antibiyoterapi uygulandi. Buna ragmen gelisen (iri-
ner enfeksiyon, beslenme yetersizlikleri nedeniyle
total galigilan siganlarin % 67'si ex. oldu.

Bitiin gruplarda siganlar iki ay yasatildiktan sonra
dekapite edilerek medulla sipinalisleri igtk ve elek-
tron mikroskobik galismalar igin incelemeye alind:.

Isik mikroskobuyla incelemeye alinacak pargalar
hematoksilen Eosin (HxE) ve Myelin boyalar ile
boyanarak incelendi.

Elektron mikroskobu igin alinan pargalar daha 6n-
ceki calismadaki metoda uygun olarak iglemlerden
gegirilip incelendi®®.

Bulgular

Biitln gruplardaki siganlarin, spinal kordlannda ya-
pilan transvers kesitlerin HXE ve Myelin’le boyan-
mis preparatlarinda i1gik mikroskobisinde genelde
greftin hacim olarak varligini koruyup koruyamadig!,
rezorpsiyon orani, vakuolizasyon ve spongioz doku
formasyonunun geligimi, noroglial skar dokusu
olugumu gibi parametreler dederlendirmeye tabi tu-
tuldu.

Deney grubu I (DG I): Erken dénemde serebellar
fotal greft implante edilen gruptaki yagayan 4 si-
candan sadece birinde greftin canliigini korudugu
ayrica % 20 oraninda rezorpsiyon gosterdigi, va-
kuolizasyon ve spongiéz dokunun minimal oldugu
gorildi. Diger siganlann spinal kord preparatiarin-
da greftlerin kaviteyi doldurmadidi tek tik hicre
gruplarinin kavite igerisinde spongiéz dokuya dagi-
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Resim: 1
Deney Grubu [Dde greftin biiyiik oranda rezorbe
oldugu geniy kavitasyon ve spongioz doku
olusumu yamsira tek tik hiicre gruplan
goriilmektedir (H&E).
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Erigkin sican spinal kord greftleri

mig durumda -oldudu gbézlendi. Bu grupta greftin
yagsama orani % 25 olarak tesbit edildi. Yasayan
greft dokularimin parenkim igerisine bariz igtirak go-
rilemedi (Resim: 1).

Deriey grubu Il (DG Il): Bu gruptaki 6 adet sican-
dan ikisinde greftin kaviteyi doldurdudu, meddiller
bolgeye igtirakinin oldugu goérilmesine karsin, (g
sicanda vakuolizasyon ve spongidz doku formas-
yonunun ileri derecede oldudu, tek tiik hiicre grup-
laninin kavite duvarinda bulundugu gézlendi. Diger
sicanda ise kavite ve implante edilen greftin kesit
diginda kalmasi nedeniyle de@erlendirmesi yapila-
madi. % 33.3 olarak bu grupta greftin yasadid tes-
bit edildi (Resim: 2).

Resim: 2
Deney Grubu Il'de kord greft bolgesinde
konneksiyonun oldugu ve greftin yagadigh
gonilmektedir (Myelin Boyast)

DG lll: Bu gruptaki iki sicanda greftin kaviteyi dol-
durdudu ve yasadigi (% 33.3) birinde etraf doku ile
liski sadlarken, digerinde yer yer ndroglial skar do-
kusunun oldudu ve % 20 oraninda greftin rezorbe
oldugu goriildi. Ug sicanda kavitede genis spon-
gidz doku ve vakuolizasyon tesekkillnin yanisira
tek tiik hiicre gruplan gézlendi. Diger siganda ise
greftin teknik nedenlerle gorilememesi nedeniyle
degerlendirme yapilamadi (Resim: 3).

DG IV: Geg donemde fotal spinal greft implante
edilen grupta iki siganda greftin canliifini koruya-
rak (% 33.3) kaviteyi doldurdugu, etraf dokuya kon-
neksiyon gésterdigi, bunlardan birinde greftin kavite
digina tagarak (ekstraparenkimal) etrafinin fibroglial
skar dokusu ile kaplandigi gozlendi (Resim: 4). Ug
siganda ise spongi6z doku ve vakuolizasyon
olusumlan yanisira gok nadir hiicre kiimeleri goriil-
mekteydi. Dider siganda kavite iginde greftin total
rezorpsiyonuna ait genig vakuolizasyon digina
yasayan noron goriilmedi.

Ultrastriiktirel incelemede, kavite icine implante
edilen greftlerin tiim gruplarda degisik rezorpsiyon
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Resim: 3
DG IIlde yasayvan greftin kaviteyi doldurdugu
minimal olarak normal doku ile konneksiyonu
goriilmektedir (Myelin Boyast)

Resim: 4
DG IV’te minimal kavitasyonun yamsira greftin
vasadign aym zamanda diglan tagarak etrafinin
fibroglial skar dokusu ile cevrelendigi
goriilmektedir (Myelin Boyast)

oranlarina ragmen canliliklarini koruduklari ve reje-
nerasyon gosterdikleri gozlendi. Erken ddnemde
koyulan greftlerin etkisi myelin agisindan yaygin
bazi degigiklikler seklinde goértlmekte, bu arada
aksonlarda olan bozulmanin ¢ok az ve yer yer
oldugu ve delaminizasyon gorintileri tesbit edil-
di. Ancak bazi bolgelerde normal korunmus mye-
linli sinir kesiti yapilanina, golgi aparatina ve damar-
sal vyapilara rastlandi. Genelde kollajen artiginin
bazi bolgelerde az olarak bulunmalar dikkati gek-
mekte olup, néron ve néroglia hiicrelerine ait yapi-
larda belirgin bir patolojik degisiklik gorilmedi.
Kollajen artigi yer yer ve az olarak gortldi (Resim:
5, 6).

Geg donemde fotal greft implante edilen gruptaki
siganlarin  elektron mikroskobik incelemesinde
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Resim: 5
Kapiller yapuun iyi gelisimi ve myelinin iyi
komundugu gozlenen erken donem serebellar
greft preparatt (EM) K: Kapiller yap

Resim: 6
Erken donem spinal greft implantasyonunda,
N: Noron, V: Vakuolizasyon, F: Fibroglial
skar dokusu (EM)
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myelin yapisinin diizgtin oldugu, néronun ve néro-
glianin canliliklarnini koruduklan greftteki ve kavite
duvarindaki damarlagsmanin erken gruba gore daha
az olarak arttifi tesbit edildi. Noéronlarin graniiler
endoplazmik retikulumu erken gruba oranla daha
az olarak gelismis yapilariyla goriilmekte olup, lipo-
fusin pigmentininde oldugu tesbit edildi. Néroglialar
tipik yapilanyla her iki grupta tesbit edildi (Resim:
7, 8).

Bu degisimler erken ve geg¢ gruplann ultrastriikttirel
incelemelerinin aralarinda karsgilastinimasiyla her iki
fotal greft materyalinin birbirine herhangi bir Ustiin-
1Ggu tesbit edilemedi.

Kontrol grubunun ultrastriktiirel incelemesinde
proksimal terminal ugta aksonal genigleme goriil-
du. Proksimal ug saglam myelin kilifi ile sonlanmak-
ta olup, aksoplazmik projeksiyona paralel nérofila-
mentler saptandi.. Rejenere uzanti myelinize
"Schwann" hicreleri igerisine gémiilmiis ve bir-
birlerinden ekstrasellller bolgedeki kollajen liflerle
ayrilmig olarak saptandi. Rejenere akson glial skar
dokusunun gok az bir kismini agmasina ragmen ba-
riz spinal kord konneksiyonu saptanmadi.

Resim: 7
EM’de ge¢ donemde fital serebellar greft
konulan gruptaki incelemede yaygn fibroglial
skar tesekkiilii yamisira az korunmug
myelinizasyon  génilmektedir.
F: Fibroglial skar dokusu, M: Myelin,
N: Néron
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Erigkin sican spinal kord grefileri

Resim: 8
EM’de ge¢ dénemde spinal greft implantasyonun-
da yagayan néronun gorilmesine karsin vakuoli-
zasyon ve fibroglial doku artnu dikkati ¢ekmek-
tedir. N: Néron, V: Vukuolizasvon, F: Fibroglial
skar

Tartisma

Posttravmatik olarak spinal kordda gelisen konnek-
tif doku artimi, fibrogliozis ve kist formasyonu me-
kanik bir engel meydana getirerek, aksonal filizlen-
menin normal doku ile birlesmesine mani olmakta
ve rejenerasyonu engellemektedir. Bu durumun or-
tadan kaldinimasi igin, spinal kord greftlerinin yani-
sira degisik farmakolojik ajanlarda kullanimis,
olusan fizyopatolojik siklusun kirlmasi ve kord kan-

lanmasinin  normale  dondUrdlmesi  amaglan-
migtir5.6.8.12-17,

Geg evrede kavite iginde olusan skar dokusunun
temizlenerek greftin yerlestiriimesinin greftin tutma-
si igin uygun bir vaskiilarizasyon temin ettigi cesitli
calismalarda gosterilmigtir>8-13-16,

Santral sinir sisteminde rejenerasyon ndronun
yasamasini destekleyen, noéronlarin filizlenmesini
tegvik eden ve hedefe ulasmasini saglayan madde-
ler ve proceslere baghdir'314.18-22. By maddelerin
arastinlip etkilerinin en iyi sekilde karakterize olani
polipeptid yapisina sahip ve aminoasitten yapilmig
olan Nerve Growth Factor'dur (NGF). NGF'nin kan
konsantrasyonu travma sonrasi 3-6'ci giinlerde en
ylksek dlizeyde bulunmaktadir. Bu sireler igeri-
sinde implante edilen greftlerin tutma ve yasama
sanslarinin en fazla oldugu da bazi arastiricilar tara-
findan 6ne siriilmektedir??23.

Calismamizda uygun ortamin ve sekonder vaskiila-
rizasyonun geligmesinin temini icin kaviteyi takiben
bir hafta sonra greft implante edilerek ge¢ dénem
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greftlerinin, akut donemdeki patolojik ortamin ge-
reftle restorasyonunun neticeleri ise erken dénem
greftleri igerisinde incelenmistir.

Kdiltdre veya kiiltiire edilmeyen embryonik serebral,
spinal ve periferik sinir greftlerinin ge¢ dénemlerde

daha iyi neticeler verdigi literatirde belirtiimek-
tedir5-6.8.11.16.24.25

Calismamizda literatiire uygun olarak geg do-
nemde implante edilen fotal spinal ve serebellar
greftlerin yasadigi, aksonal uzantilarin normal spinal
kordla iligki kurdugu, rezorpsiyon oraninin erken
déneme gére daha az oldugu tespit edilmigtir. Kavi-
tasyon ve destrilksiyon olaylar erken dénemde,
ge¢ déneme nazaran daha fazla olarak tesbit edil-
migtir. Literatlirde bu tip gcaligmalarda 6 ile 8 hafta
gibi kisa bir bekleme strecinden sonra histolojik
yonden yapilan aragtirmalarda, bu cgalismada ol-
dugu gibi uygunluk bulunmasina karsin, daha evvel
yaptigimiz spinal korda embryonik spinal kord
greftlerinin incelenmesinde erken evrelerin, geg
evrelere nazaran daha basarill sonuglar verdigi be-
lirtilmistir36. Bu durum uzun sdireli takip gerekliligini
vurgulayici bir arastirma olarak degerlendirilmelidir.
Arastirmamizdaki embryonik dokularnn kasilastiril-
masinda serebellar ve spinal doku transplantlannin
birbirine belirgin bir Ustinligl saptanmamugtir.

Literatlrde filojenetik olarak yasli ve onkojenetik
olarak geg noronlarin greft olarak konulmaya daha
uygun olduklar belirtilmigtir5-7-24-26_ Embryolojik
dokunun yasinin transplantin yasami i¢in énemli ol-
dugu gosterilmistir24-26,

Bu galismamizda 17-18 glnliik embryo greftleri ko-
nulmustur. Literatiirde noroepitelyal hicrelerin er-
ken yas embryolarindan alindiklan takdirde biyii-
me potansiyellerinin daha fazla oldugu belirtiimek-
tedir?”.

Cesitli calismalarda degisik tip greft materyalleri de-
nenmisgtir. Embryonik serebral doku greftlerinin kul-
lanildigi galismalarda neokortikal dokularin yasam
acisindan en iyi neticeyi verdigi vurgulanmigtir>-6-10,

Klinigimizde daha once yapilan dider ¢aligmalarda
neokortikal doku ile, spinal korddan alinan dokula-
rin transplantasyonunda, greftin yasami agisindan
bariz bir fark gorilmemigtir>®,

Kltiire embryonik serebral, spinal, periferik sinir ve
spinal ganglion greft galismalarinda implante edilen
hiicrelerin normal olgunlagma siireglerini takip ede-
rek yasamlarini strdirdikleri ayrica normal spinal
korddan ve spinal gangliondan yeni aksonal filiz-
lenmenin  oldugu degisik calismalarda belirtil-
migtir>72427-23 Bunun  yanisira  dejeneratif
degisikliklerin olugmasi ile kistik kavitasyonlann,
spongitz doku ve fibroglial doku formasyonunun
oldugu gosterilmistir?>-29,
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Arastirmamizda, ayni  kriterler histolojik yénden
gbzonine alinarak dederlendirme yapilmis ve akso-
nal filizlenme yanisira degisik oranlarda dejeneratif
degisikliklerin olustugu gérllmustir. Erigkin sican
spinal korduna fétal spinal dokularin implantasyo-
nunun, bir evvelki galismamizda uzun surecli kont-
rolil ile, bu cahsma sonuglarindaki greft yasami ve
kaviteyi doldurusu acgisindan farkhlik uzun siiregte
greftin rejeneratif kapasiteyi olumlu olarak etkileme-
sinden mi, yoksa spinal kordun spontan rejeneratif
kapasitesinden mi, dogmaktadir sorusu literatlr 1181
altinda halen cevap bulamamaktadir.

Spinal kord greftlerinin etkisinin spesifik veya non-
spesifik olup olmadiklarini aragtirmak amaciyla spi-
nal ve serebellar dokular erigkin sican torasik spi-
nal korduna implante edilmislerdir. Torasik spinal
kordda dorsolateral bolimde, dorsal root giris bol-
gesindeki kesi ile hem parsiyel lezyon, hem de do-
ku implantasyonu icin kavite olusturmak amacglan-
mugtir.

Degisik calismalarda tam kesi sonrasi olusan fonk-
siyonel lezyonun agirhdi, postoperatif bakimin gig-
100, mortalite oraninin yiksekligi ve grefte ragmen
rejenerasyonun azligi bilinmektedir>-6:8.24.28

Klinigimizde yapilan daha 6nceki calismalarda da,
metodun yerlestirilmesi sirasinda, lezyonun tam ke-
si veya buna yakin oldugu deneklerde, literatiire
uyumlu neticeler alinmigtirs6. Bu nedenle parsiyel
lezyon ve ufak bir kavitenin hazirlanmasi metodu
bu caligmada yeg tutulmustur.

Aksonal hasarlanma ile neticelenen bu olaylar sira-
sinda, spinal kordda ayni zamanda 6dem olugmak-
tadir. Bu akut donemde parenkim igine konulan
greftler retansiyona bagh ejeksiyona ugramakta ve
ekstraparenkimal greft haline gelmektedir. Greftin
yasami bu nedenle azalmaktadirs2,

Serebral greftlerin arastirldign galigmalarda, likor
sirklilasyonunun oldugu bélimlerde ve spinal greft-
lerde ise subpial greftlerin yasamlarini daha iyi bir
bigimde koruduklan belirtimektedirS7-8.16.28 -

Kavite olusturmak suretiyle, hem lezyon, hem de
greftin implante edilecedi belirli bir voliim kazanil-
maktadir. Boylelikle greftin ekstraparenkimal lokali-
zasyona itiimesi engellenmektedir. Kavite acilarak
yapilan galigmamizda sadece bir sicanda greftin

ekstraparenkimal  lokalizasyona  itildigi  goriil-
miistir.

Bu calismada, greft lokalizasyonu olarak subpial
implantasyon yerine, intraparenkimal kavite hazir-
lanmugtir. Bu greft implantasyonundaki lokalizasyo-
nun lezyona ugramig insan spinal kord érnegine da-
ha yakin oldugu disiintimistir. Embryonik sere-
bellar ve spinal kord dokularn, dengeli tuz soliis-
yonlan igerisinde tutulmak suretiyle, injeksiyon
yontemi ile kavite igerisine yerlestirilmislerdir.
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Cesitli calismalarda da Onceleri solid greftler kulla-
nilirken daha sonralan bu gesit greft implantasyo-
nuna gecilmig ve solid greftlere gére bu tip greftle-
rin daha iyi yasadidi gosterilmigtir>6:7-24.26

Calismamizda erigkin si¢anlarin spinal korduna agi-
lan kavitelere bir grupta fotal spinal kord ve diger
grupta ise fotal serebellar dokular implarite edilmig,
greftlerin birbirlerine herhangi bir Gstlnligl tesbit
edilememistir. Bu sonuglar fotal spinal kordun spe-
sifik etkisi olmadigimi serebellar greftlerin de ayni et-
kiyi gostermesiyle disindirmektedir. Bu yontem
greftin meydana getirdidi rejenerasyonun Nerve
Growth Factor etkisine bagh olabilecegdi varsayimini
disilindlrmektedir.
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