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Ozet:  Optik sinir rejenerasyonu Santral Sinir Sistemi
rejenerasyon galigmalar: igerisinde, santral néronlarin
rejeneratif kapasitelerinin aragtirilmasi amaci ile
kullanilmaktadir. Néron gévdesinin kolayca ulasilabilecek
sekilde goz kiiresinde bulunmasi, etkilenebilir olmasi
kullanim nedenlerindendir. Rejenere olan aksonun gevre
ozellikleri de bu deneylerde kolayca incelenebilir
durumdadir. Rejenerasyon yetenegine etki eden, néron
ya da aksonun gevresel yapilardan etkilenmeleri ve bu
cevre yapilarin degistirilebilir olmas1 da avantajdir.
Buradan elde edilecek sonuglar Santral Sinir Sisteminin
diger yerlerindeki rejenerasyon caligmalarina 1s1k
tutacaktir. Bu amacla 12 sicanda optik sinir kesilerek
aksonal hasar olusturulmus ve siyatik sinir anastomozu
yapilarak rejenere olmasi saglanmistir. Hiicrelerin
%1.02'sinde rejenerasyon gorilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Santral Sinir Sistemi, Rejenerasyon,
Optik sinir

Abstract: Optic nerve regeneration model has been used
for exploring the regenerative capacity of central type
neurons. The accessibility and affectability of the neuron
body which is situated in eye globe are reasons for
selections in regeneration experiments. The environment
which influence the regenerative capacity of the neuron
is also easily investigated in optic nerve model. The
environment has been changed in order to search the
effects of different factors. The results collected would
promote the future experiments in other parts of Central
Nervous System. In 12 rats, axonal injury has been done
by cutting the optic nerve and regeneration has been
induced by grafting sciatic nerve. Regeneration has been
detected in 1.02% of cells.
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GiRis

Santral Sinir Sisteminin rejenerasyon
yeteneginin arastirilmas: amaci ile uzun siiredir
galismalar yapilmaktadir(5,7,14,15). Periferik Sinir
Sisteminden tamamen farkli olarak rejenerasyon
yeteneginin oldukga sinirli olmas: akillarda bir ok
soru yaratmistir. Ayrica bir ok insanin travma, inme
ve santral sinir sisteminin dejeneratif hastaliklarinin

ortaya gikardigr sosyal ve ekonomik sorunlar bu
konudaki galigmalar: hizlandirmistir.

Optik sinir rejenerasyonu, Santral Sinir
Sisteminin rejenerasyonu hakkindaki ¢alismalarda
bir drnek olarak kullanilmaktadir(6,16,17). Bu
modelin kullanilmasinin nedenlerinden biri, kolayca
ulasilabilecek goz kiiresinde bulunan ndéron
govdesinin rejenere olup olmadigimin basit
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yontemlerle arastirlabilir olmasidir. Ayrica rejenere
olan aksonun yada aksonu gevreleyen glial dokunun
kolayca incelenebilir yerlerde olmas: da diger segim
nedenlerindendir. Bu noronal govdenin dis
ortamdan ulagilabilir olmasi da degisik maddelerin
optik sinir rejenerasyonuna etkisinin aragtirilmasina
yardim eder.

Bu amacla, optik sinirleri kesilmis siganlarda
siyatik sinir greftleri sonrasinda rejenerasyon olup
olmadig arastinlmugtir. Optik sinirde rejenerasyonun
olmas1 hem Santral Sinir Sisteminin rejenerasyon
yetenegi hakkinda bilgi verecek hemde ileride
yapilacak deneyler icin yol gosterici olabilecek temele
katkida bulunacaktir.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada agirhiklar1 200-250 gram arasinda
degisen 12 adet disi Spraque Dawley sican (Harlan
Spraque Dawley, Indiana) Wisconsin Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Bakim Unitesi ile yapilan
protokole gore kullanilmigtir. Hayvanlar Ketamin-
HCI ve Xylazin karisimi ile uyutulduktan sonra
burun kokiinden geri parietal bolgeye kadar uzanan
orta hat kesisi ile girilmisir. Periorbita ortaya konmus,
adale ve yag dokular1 ekartmam sonucunda optik
sinir kilifi ile birlikte diseke edilmistir. Kilif orta
hattan acilmus, sinir kiliftan ayrildiktan sonra goz
kiiresine 2-3 mm. uzakliktan kesilmistir. Kesilme
islemi sirasinda kilif icinde bulunan arteriyel
dolagimm bozulmamasi saglanmistir. Hayvanlar iki
gruba ayrilmigtir.

Hiicre
—

govdesi

Sekil 1: Optik sinirin goz kiiresi arkasindan
kesilmesinden sonra floresan boya (TR) ile
boyanmuig retinal gangliyon hiicreleri. Hiicre
govdesi ve retinanin sinir lifi tabakasindaki akson
demetleri ok ile isaretlemistir. X400
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Birinci gruptaki 5 adet sicanda, optik sinir
kesilmesinin hemen ardindan kesik uca 10 ml
floresan boya Texas kirmizisi (TR) (Absorbsiyon/
Emisyon Max.:595/615) (D-1863, Molecular Probes,
Eugene,OG) uygulanmistir. Operasyon sonunda cilt
kapatilmig ve 3 giin sonrasinda hayvanlar yiiksek
doz sedatifler ile uyutulmus ve 60 cc soguk fosfat
tamponlu salin (PBS) , 250 cc %4 paraformaldehit
(PFA) ile perfiize edilmistir. Goz kiireleri cikartilip 6
saat %30 Siikroz iginde, 10 saat %4 paraforma]dehit
(PFA) icinde inkube edilmigtir. Cerrahi mikroskop
altinda optik kiireler limbus seviyesinden kesilmis
ve retinalar diseke edilmistir. Bu retinalar daha sonra
lam iizerine yayilmis, lamel ile kapatildiktan
sonra uygun floresan filtreler kullanilarak floresan
mikroskop (Axioskop, Zeiss, Almanya) altinda
incelenmigtir. Optik sinirde kesilmis aksonlar
araciligl ile retrograt olarak isaretlenen retinal
gangliyon hiicreleri (Sekil 1) bir skala (alan=625mm?)
yardimu ile retina iizerindeki dort kadranda ve retinal
yar1 gapin lice ayrilmasi ile elde edilmis ti¢ degisik
captaki toplam 12 alanda sayilmistir. Gene ayni skala
yardimu ile retinal alan da hesaplanmusgtir.

fkinci gruptaki 7 hayvanda kesik optik sinir
ucuna floresan boya uygulanmamis ancak sol siyatik
sinirden alinan uygun c¢aptaki 15 mm
uzunlugundaki dali optik sinire 2 adet, 10/0
monofilaman naylon sutiir ile ug-ug anastomoz
yapimustir (Sekil 2). Greft distal ucu, daha sonra
bulunmasini kolaylastirmak amaci ile frontal
periosteuma tespit edilmistir. Insizyonlar
kapandiktan sonra 2 ay beklenilmistir. Sicanlar tekrar
uyutulmus, insizyonlar: agilmis ve greft ucu
bulunmustur. Uctan 1mm. lik bir parca
gtkarilmasindan sonra graft ucuna 10ml floresan
boya (TR) uygulanmis ve insizyon kapatilmisgtir. Ug

Sekil 2: Optik sinir kesildikten sonra siyatik sinir
anastomozu. 10/0 naylon ile dikilmis anastomoz
hatt1 gortilmektedir.
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gilintin sonunda diger gruptaki gibi perfiizyon,
fiksasyon ve yayma agsamalar1 tamamlanmistir. Bu
retinalarin titm alan1 ayn skala yardimi ile gozden
gecirilmis ve floresan hiicreler sayilmistir( Sekil 3).

<R

Hiicre
govdesi

Sekil 3: Rejenere olmus retinal gangliyon hiicresi, gévde
ve akson ok ile isaretlenmistir. X400

Sonuclar Sigma Stat (SPSS), programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Degerler
ortalama=SD olarak verilmistir.

SONUCLAR

Greft yapilmadan 6nce floresan boya ile
boyanan hiicrelerin sayilmasi ile elde edilen total
retinal gangliyon hiicre say1s1103922.4+7176.4 olarak
bulunmustur. En yiiksek say1 111456 ve en diistik
say1 94540 olarak bulunmustur. Bu 6rneklerde
oOlctilen retina alanm 65.8+8 mm? olarak bulunmustur.

Greft yapildiktan sonra rejenere olan retinal
gangliyon hiicreleri sayildiginda 1060.6£86 hiicre
saptanmustir. Bu grupta en yiiksek deger 1219 ve en
diisiik deger ise 972 hiicredir.

Her iki grup gbz onitine alindiginda retinal
& &
gangliyon hiicrelerinin %1.02'sinin optik sinir
kesilmesinden sonra rejenere olarak greft icerisinde
15mm kadar ilerledigi gosterilmisgtir. Sonuglar
el 3 G
Tablo 1'de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Santral Sinir Sisteminin rejenerasyonu
uzerindeki arastirmalar 6zellikle son yillarda, genetik
dalindaki gelismelere paralel olarak artmis ve umut
vermeye baglamistir. Burada amag kayiplarin
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giderilmesi, yada en azindan fonksiyonlarin geri
donddriilmesidir.

Rejenerasyonun olusabilmesi icin gerekli
sartlardan biri hiicrenin yasamini stirdiirmesidir.
Hiicre hasarindan sonra, hiicrede bir cok degisiklikler
olusmaktadir(2). Hiicrenin rejenere olup
olamayacagimi, ya da oliimiini bu degisiklikler
belirler. Bu degisikliklerde bir sekonder mesajc
sistem elemamn olan kalsiyumun etkileri oldukga
fazladir(10). Kalsiyum hiticrenin 6liimtine neden
olabilecegi gibi, gen yapimi, baz1 yapisal elemanlarin
yapimi ya da aktivasyonu gibi bir ¢ok olaya da
katilarak hiicrenin frejenerasyonuna da etki eder.
Baslangicta yanit 6liim ve rejenerasyon iginde
aymidir. Daha sonraki seyir ek faktorlerce belirlenir.
Bir kisim hiicrelerde bu degisiklikler ortaya ¢ikamaz
ve hticreler oltir. Yapilan calismalarda goz kiiresinin
hemen arkasindan yapilan aksotomi ile ilk bir
ayda hiicrelerin yaklasik %90 1mmin oldigi
gosterilmistir(18). Hiicre 6limi ilk 2 haftada
oldukga belirgin iken izleyen haftalarda azalsa
da devam etmektedir(4). Bizim calismamizda
hiicrelerin yaklasik %12si yasamlarini stirdtirmiistir
(Yaymnlanmamis bulgular); bu oranda yapilan greftin
de etkisi vardir. Baz1 yazilarda bu tip greftlerin(3)
ve Schwann hiicrelerinin(12) hiicre yasayabilirligini
artirdig: gosterilmistir.

Hiicrenin rejenere olabilmesi i¢in bazi hiicresel
faktorler de gereklidir. Aksotomi ile uyarilmis
intranoronal mesajcilar, hiicreyi bazi ek gevresel
faktorlerle birlikte dlizenlenecek sekilde 6liime ya da
rejenerasyona gotiriurler. Hiicrenin cevresel
faktorlere yanitini diizenleyen transkripsiyonel
faktorler bu devrede gene kalsiyumun rol aldig1 bazi
olaylardan sonra olusturulur ve etkinlestilirler(11).
Gen olusumu, yapisal faktor sentezi, reseptorlerin
organizasyonu gibi fenotipik ve genotipik
degisiklikler hticre ici destekleyici faktor olarak
sayilabilecekler 6zelliklerdir(8).

Tablo 1: Retinada bulunan gangliyon hiicre ve
rejenere olan gangliyon hiicrelerinin
sayilari.

Hiicre sayilan

Total retinal gangliyon
hiicre say1si

103922.400£7176.385

Rejenere olan retinal
gangliyon hiicre sayisi

1060.571+85.998

Degerler ortalamatSD olarak verilmistir.
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Her nekadar hiicrenin bu rejenerasyon yetenegi
bir kisim rejenerasyon olustursa da rejenerasyonun
devam edebilmesi igin bazi dig faktorler de
onemlidir. Hiicrenin ya da rejenere olacak aksonun
i¢cinde bulundugu ortam bunlardan biridir. Ortamin
inhibitor ozellikleri, rejenere olabilecek hiicre ya da
aksonun rejenerasyon oOzelligini ortadan
kaldirabilir(13). Bu 6zellik en belirgin olarak santral
sinir sisteminde goriilmektedir, periferik sinir sistemi
destekleyici ortami rejenerasyonu destekleyecek
sekilde iken santral sinir sisteminin glial destek
ortami rejenerasyona izin vermez(1). Ortamin
rejenerasyona etkisi santral sinir sisteminin iginde
bile farkliliklar gosterir, beyaz cevher inhibitor
6zellikte iken gri cevherde inhibiyon yoktur(9).
Hiicre cevresindeki astrositlerin dizilimi yada
hasardan etkilenmeleri de néronun rejenerasyonuna
engelleyici sekilde etki eder. Hiicrenin cevresindeki
ekstraselliiler matriksin yapis1 da rejenerasyonu
engelleyici olabilir(9).

Yapilan deneyde aksonun rejenere olacagi ortam
bir periferik sinir olan siyatik sinir anastomozu ile
degistirilmis ve aksonun rejenerasyonunun bu ortam
icerisinde olmasi saglanmustir. Periferik sinir greftleri
hem igerdikleri baz1 destekleyici elemanlar nedeni ile
hem de ortamin engelleyici durumunu ortadan

kaldirmalar1i nedeni ile daha oOnce de
kullanilmiglardir(6).
Yapilan c¢alismada retinal gangliyon

hiicrelerinde yaklasik %1 oraninda da olsa
rejenerasyon oldugu gosterilmistir. Bu aksonlar
rejenere olup siyatik sinir grafti icerisinde yaklasik
15 mm kadar ilerlemislerdir. Eger 2 ay sonunda
yasayabilmis hiicrelerin tiim retinal gangliyon
hiicrelerinin %12'si oldugu diisiiniiliirse bu oranin
bile oldukca 6nemli oldugu soylenebilir. Her nekadar
rejenere olabilen hiicre sayis1 kiigiik bir oran
olustursa da bu oranin artirilmasi igin yapilacak
calismalar cesaretlendirmektedir.

Ileri donemlerde degisik kimyasallarin
kullanilmasi ile bu oranin artirlmaya galisilmasi uygun
olacaktir. Bu hiicrelerin bir diger 6nemi de rejenere
olabilen hiicrelerin genetik yapilarimi igermesidir. Bu
genetik yapimin ortaya ¢ikarilmas: daileride yapilacak
calismalara ayrica 151k tutabilecektir.
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