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Intraserebral Fétal Santral
Sinir Sistemi Greftlerinde
Kan Beyin Bariyeri ve
Endotelial Bazal Laminanin
Gelisim Basamaklarinin
Mikroanatomik Incelemesi

A Microanatomical Evaluation of the
Blood Brain Barrier and Endothelial
Basal Laminae in Intracerebral Foetal
Central Nervous System Grafts

oz

AMAG: Santral sinir sisteminin dejeneratif hastaliklarinda ve travmalarinda noronal greftler ve
kok hiicre kullanimi deneysel ve klinik alanlarda giderek artan uygulama alanlar1 bulmaktadir.
Kok hiicre veya néral doku transplantasyonunu takiben doku gevresinde bozulmug olan kan
beyin bariyerinin yeniden kurulmasi, transplante edilen dokunun fonksiyonlarini stirdiirmesi
i¢in sarttir. Bu calismada kan beyin bariyerinin kurulus asamalari ve 6zel olarak endotelial bazal
laminanin gelisim evreleri mikroanatomik olarak incelenmistir.

YONTEMLER: Calisma igin 46 albino rat kullamlmustir. Ratlarin korpus kallosumuna rat
embriyolarindan elde edilen foétal santral sinir sitemi dokularindan hazirlanmis hiicre
stispansiyon grefti sterotaksik yontemle uygulanmis ve ratlar belli araliklarla sakrifiye
edilerek 151k ve elektronmikroskopik olarak incelenmistir.

BULGULAR: Yapilan immunhistokimyasal boyamalarla kan beyin bariyerindeki endotelial stk
baglantilar ve HRP sizdirmazligi 20. Giin civarinda tamamlandigi halde bazal laminanin
yaklagik 28. Giin civarinda kesintisiz hal aldig1 ve 30. Giinde de normal kalmhgma ulagtigt
gortildii.

SONUC: Kan beyin bariyerinin bir komponenti olan endotelial bazal laminanin fonksiyonlar1
ve gelisimi tizerinde yapilmis ¢ok az galisma vardir. Bariyerinin morfolojik olarak en geg gelisen
kismu bazal laminadir. Olusumu sirasinda, baglarda kesintili bir morfoloji gosterirken gelisimini
tamamladikga kesintisiz hal almakta ve en sonunda da normal kalinligina ulagmaktadir.

ANAHTAR SOZCUKLER: kan beyin bariyeri, santral sinir sistemi grefti, noral greftleme, bazal
lamina, endotelial siki baglantilar

ABSTRACT

OBJECTIVE: Neural grafting or stem cell transplantation to the central nervous system has
become popular in clinical and experimental studies. After the transplantation, restoration of
the blood brain barrier is necessary for graft survival. In our study the function and
microanatomic structure of the blood brain barrier were evaluated.

METHODS: Forty-six albino rats were utilized in this study. Cell suspension grafts prepared
from rat fetuses were given into the corpus callosum of albino rats. Then rats were sacrificed
on certain days and light microscopy and electron microscopic evaluations were performed.
RESULTS: Although endothelial tight junctions and HRP impermeability were seen at day 20,
thickness of basal laminae did not reach the original level. Basal laminae thickness reached
normal levels at day 30.

CONCLUSION: The results of this study demonstrated that basal laminae are morphologically
the latest generating part of the blood brain barrier complex. Contribution of the basal laminae
to the impermeability of the blood brain barrier is not clear at the moment. More studies are
required to disclose the function of basal laminae.

KEY WORDS: Blood brain barrier, basal laminae, cell suspension graft, neural grafting, tight
junctions
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GIRIS
Parkinson,  Alzheimer gibi  dejeneratif
hastaliklarin  tedavisinde veya santral sinir

sisteminde destriiksiyona yol agan travma veya
iskemik hastalik sekellerinin diizeltilmesine yonelik
olarak kok hiicre transplantasyonlar1 ve doku
greftlerinin  kullanimi deneysel ve klinik alanlarda
giderek artan sayilarda uygulanmaya baslamistir
(4,8,14). Yaklasik son 20 yildir néral doku greftlerine
santral sinir sisteminin yamiti ve greftin konak
tarafindan kabulu veya reddi iizerinde etkili olan
faktorler incelenmistir. Elde edilen verilerin 15181
altinda, greftin konak dokuyla biittinlesmesinin,
greft ici ve cevresinde kan beyin bariyerinin tam
olarak ortaya c¢ikmasi ve fonksiyonlarini yerine
getirmesi ile tamamlanmis oldugu kabul
edilmektedir (2, 22). Kan beyin bariyeri; endotelial
siki baglantilar (endotelial tight junctions), bazal
lamina ve astrositik ayaksi yapilardan (astrocytic
foot processes) olusan kompleks bir bariyerdir. Bu
bariyer intravaskiiler ve ekstravaskiiler alanlar
arasinda tam bir yalitimi saglar. Santral sinir sistemi
hiicrelerinin gercek fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri i¢in bu bariyere gereksinim vardir.
Bugune kadar endotelial siki baglantilar ve astrositik
ayaks1 c¢ikintilar {izerinde ayrintili c¢alismalar
yapilmustir ancak bazal laminanin yapisi ve gelisim
basamaklarini tam olarak tanimlayan bir calisma
yoktur. Bazal lamina endotel etrafinda devamlilik
gosteren yapisi nedeniyle kan beyin bariyerinin
gecirgenliginde énemli fonksiyonlara sahip olabilir.
Bu calismamizda ratlarin korpus kallosumuna
yerlestirilen embriyonik kaynakli hiicre stispansiyon
greftlerinin icerisinde ve c¢evresinde kan beyin
bariyerinin = olusumu ve bugiine kadar yapilan
calismalarda ¢ok az tizerinde durulan bir konu olan
bazal lamina’nin gelisim basamaklarini 1sik ve elek-
tronmikroskopisi yardimiyla inceledik.

GERECLER ve YONTEM

Deneylerde Hacettepe Universitesi Deney
hayvanlar1 laboratuarlarinda yetistirilmis, yaklasik
agirliklar1 250 gr olan albino ratlar kullanildi. Fotal
greftler gestasyonel yas1i 14-16 giin olan
embriyolardan elde edildi.

a) Fotal beyin dokusu diseksiyonu wve hiicre
siispansiyonlarimin hazirlanmasi

Fotal greftler Schmidt ve arkadaslar1 tarafindan
daha once tanimlanan yolla elde edildi (20). Bu
amacla 14-16. gestasyonel giinde, uterus vertikal
capt 12-16mm olan gebe ratlar kullanld:
1ntraperitonea1 Ketamin/Ksilazin anestezisi (90/10

90

mg/kg) altinda ve steril sartlarda sezaryen
insizyonu yardimiyla fotiisler uterus igerisinden
gikartilip dekapite edildi. Elde edilen materyal daha
sonraki isleme kadar Hank’s buffered saline
soltisyonu (HBSS) igerisine konuldu. Toplanan
materyalden, cerrahi mikroskop altinda beyin
disseke edilerek iizerindeki dura, araknoid, pia
mater ve damarlarindan temizlendi. On beyin en az
cerrahi travma olusturacak sekilde ckartilarak
soguk HBSS icerisine konuldu. Herbir gebe rattan
elde edilen 7-8 embriyonun 6n beyin dokular1 HBSS
igerisinde toplanarak en ge¢ 30 dakika igerisinde
bisttiri ile kiigiik parcalara ayrildi ve beyin bagsina
30uL olacak sekilde 6nceden hazirlanmig tripsin
solusyonu igeren steril Eppendorf tiipti iginde 37
°C’da 20 dakika boyunca enkiibe edildi. Daha sonra
tip igerisinde bulunan tripsin solusyonu steril
enjektorle cekilip yerine HBSS konularak dokular
yikandi. Yikama islemi 4 kez tekrarlandi. En son
beyin basmma 10 uL HBSS konularak steril pastor
pipeti ile trituraj yapildi. Yaklasik 20-25 trituraj
sonrast hiicreler birbirinden ayrilarak beyaz bir siv1
elde edildi. Suspansiyondan yapilan hiicre
saymminda 2000-3000 hiicre/uL yogunlukta oldugu
saptandi. Hiicre stispansiyonu kullanilincaya kadar
oda 1sisinda tutuldu ve her 30 dakikada bir 2-3 kez
triture edilerek hiicrelerin ¢okmesi engellendi.

b) Greftleme

Erigkin erkek ratlar uygun dozdaki ketamin
ksilazin anestezisi altinda uyutuldu, standart alan
temizligini = takiben  sterotaksik  cerceveye
yerlestirildi. Vertikal orta hat insizyonu yapildi ve
bregmanin 2mm anterioru ve orta hattin 2mm
lateralinden bir burr hole acildi. Steril sartlarda
hazirlanan hiicre stispansiyon grefti 10uL, 28G’ lik
steril Hamilton enjektoriine cekilerek
mikromanipulator yardimiyla korteks yiizeyinden
3mm derine ve yaklagik 3ul/dakika hizla verildi.
Islem, orta hattin karsi tarafinda da aym
koordinatlara tekrarlandi. Islemleri takiben cilt 3/0
ipek ile tek tabaka kapatildi, insizyon iizerine
antibiyotikli pomat stiriildii.

Toplam 50 albino erkek rata yukarida anlatilan
greftleme islemi yapildi. Postoperatif donemde 4 rat
ilk 24 saat igerisinde oldi. Yapilan otopsilerde
kanama, abse vb. intraserebral bir patoloji
saptanmadi. Olen ratlarin iigiine iglemler sirasinda
uyandiklart i¢in ek doz anestezik madde uygulanmis
oldugundan, oliimlerin anestezik maddeye bagh
olabilecegi diistintildii. Transplantasyon yapilmis 46
rat 4 gruba ayrildi. (Tablo I)de ratlarin gruplara
dagilimi gosterilmistir.
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Tablo I: Ratlarin gruplara dagilimi ve giinlere goére
incelemeye alinan rat sayilari

Giinler 112 |3|7|10|11(13|15|17(18|20|21|23(26|28|30

Incelenen
RatSayis1|2 |2 (33| 3(3( 3|3 3|3[3|3]3]| 3|33

Grup No 1. Grup 2. Grup 3. Grup

c) Perfiizyon ve Kesitlerin alinmasi

HRP histokimyasal incelemesi yapilacak ratlara
daha once belirtilen dozlarda ketamin ksilazin
anestezisi verilip, sag femoral ven kateterize edildi
ve 150 mg/kg dozda HRP siispansiyonu (Sigma Tip
IV) verilerek 30 dakika dolasimda kalmasi saglandu.

Perfiizyon amaciyla anestezi altindaki ratlara
torakotomi yapilarak 18G venoz kateter kalp
apeksinden girilip  aorta’ya yerlestirildi. Takiben
sag auricula kesildi ve kateter igerisinden 500mm.
H20 basina altinda 0,1M fosfat buffer solusyonu
(PBS) verilerek, sag auricula dan berrak sivi
gelinceye kadar perfiizyon yapild: (yaklasik 200-250
cc). Ardindan aym basingta %1,25 gluteraldehit ve
%1 paraformaldehit karigimindan 200cc. verilerek
doku fiksasyonu yapildi. Dolasimdaki fazla fiksator
solusyonu PBS verilerek yikandi. Bu islemlerden
sonra ratlar dekapite edilerek kraniektomi yapildi ve
serebrum cikartildi. Serebral doku tizerindeki dura
ve araknoid temizlenerek 0,1IM PBS igerisinde
+4°C’da bir gece bekletildi.

HRP incelemesi yapilacak ratlarin perfiize
edilmis ve fiksasyonu yapilmis olan serebrumlari
Oxford Vibratom’a yerlestirildi, vibrasyon siklig1 6-
7, bicak hizi 4-5 olacak sekilde 50mM’lik kesitler
alindi. Hiicre sayimi ve diger boyamalar icin
50mM’lik frozen kesitler alind1.

d) Histolojik Inceleme

Alinan kesitlerde nissl, retikiilin ve HE
boyamalari ile genel histolojik yapi, HRP histolojisi
(tetrametilbenzidin yontemi) yardimiyla kan beyin
bariyerinin sizdirmazhgi, elektron mikroskopi
calismalartyla kan beyin bariyerinin ultrastriikttirel
yapist arastirildi. Hiicre sayimlarinda korpus
kallozumun tam olarak gortilebildigi bir kesitte
nukleusu segilebilen hiicreler sayilarak yapildi.

BULGULAR
Transplantasyon sonrasi 24 ve 48.saatlerde alinan
kesitlerde greft dokusunun korpus kallozum
icerisinde ¢evreye dagilmaksizin bir hacim
olusturdugu goriilmekteydi. Ayni bolgenin HRP ile
histokimyasal boyamalarinda greft ve ¢evre beyin
dokusunda bariyerin bozuldugu ve damar dig

oksidasyon reaksiyonun oldugu goriildi. Ilk 10
giinlitk donemi kapsayan 1.grupta hiicre sayilar
ortalamasi  154,6+59,67 bulundu. Ortalamay1
ytkselten degerler ilk iki giline ait ytiksek hiicre
sayilariydi. Ilk 48 saatlik déneme ait hiicre
sayimlarinin ortalamas: 232,5+44,25 bulundu.
Ugtincii giinde 151k mikroskopisinde greft cevresinde
makrofaj infiltrasyonu goriiliiyordu. Doérdiincii
glinde yapilan EM incelemesinde endotelial siki
kenetlenmeler (tight junctions) ve bazal lamina hig
goriilmiiyordu. X20.000 biiyiitmede transendotelial
vezikiiller ve eksternal plazmalemmal katlantilar
dikkati ¢ekiyordu (Sekil 1,2). Yedinci giinde retikiilin
boyamasi ile greft cevresinden igine dogru uzanan
yeni kapiller damar yapilar1 goriildii. Onuncu
giinde yapilan HRP histokimyasal incelemesinde
greft cevresinde hala damar disina sizintilarin
oldugu gortilmekteydi. Oniiglincii glinde yapilan
HRP histokimyasal incelemelerinde sizintilarin
belirgin olarak azaldigi ama hala yer yer odaklar
seklinde bulundugu goéze carpiyordu (Sekil 3).
Onyedinci giinde yapilan HRP histokimyasal
incelemelerinde kan beyin bariyerinin birkag kiiciik
alan disinda hemen hemen tamamlandig goriildi.
Yirmibirinci glinde normal doku ile karsilastirmali
olarak yapilan EM incelemelerinde endotelial siki
baglantilarin tamamlandigi, bazal laminanin
devamlilik gostermekle beraber normalden daha
ince oldugu baz1 alanlarda da perisitler tarafindan
devemliliginin bozuldugu goézlenmekteydi (Sekil 4).
HRP sizintis1 olmamasina ve endotelial siki
baglantilarin goériilmesine ragmen bazal laminanin

G

Sekil 1: Transplantasyon sonras1 4. giinde X2.500 biiyiitme
bir kapillerin elektron mikrografi gortintiisti. En: Endotel
hiicresi, Tr: Trombosit, My: miyelinli sinir lifi, Er: eritrosit,
Cap: Kapiller damar liimeni. Bazal laminanin kesintiye
ugradigi alan ok uglari ile gosterilmisgtir.

91



Tiirk Norogiriirji Dergisi, 2005, Cilt: 15, Sayi: 1, 89-95

Akbay: Intraserebral Fotal Santral Sinir Sistemi Greftleri

i - .

4T N ; ] A ™ -(’ -

| 3 " . ’ -‘: N 4 v‘ L 'TI § '._. % A { f
'.f‘.‘ : _" y. = = "*. jl it J?

- " ; .... & 2 .I o y {J ";:
b T e e _‘.‘ ,‘ g ‘Jg

5 A T -

..-..‘!. ] } . Y .

- 3 i ! . #‘1

_ s 4 o o
Sekil 2: Bir onceki sekilde yer alan bazal laminanin  Sekil 4: Transplantasyon sonrasi 21. giinde bir kapiller
kesintiye ugradigr alanin  X10.000 buytitmedeki  damar: uzamina kesilmis olarak  gosteren

goriintiisiinde endotel hiicrelerinin birlesme bélgelerinde
mikrovilluslar (Mv) seklinde liimene uzanan katlanmalar,
endotel hiicresi diginda yer alan bir perisit (P), ve bazal
laminanin hi¢ izlenemedigi alanlar (ok uglari) ile yeni
olusma ¢izgileri (ince oklar) izleniyor. Cap: kapiller damar
liimeni, Tr: Trombosit, E: Endotel hiicresi.

e |
r ""‘M‘_.t“ St

Sekil 3: Transplantasyon sonrast 13. giinde HRP
histokimyasinda greft icerisinde kan beyin bariyerinin
sizdirmazlik 6zelliklerini kazanmig damarlar ( kalin oklar)
ve halen sizdiricthig olan, bariyer yapisi tamamlanmamig
alanlar (ok uglar). (HRP Mesulam teknigi, notral red
boyasi, X100).

doku ile
normal

ancak 28. gitinde yapilan normal
EM  incelemelerinde
kalnligma ve devamliliga ulastign gorildii (Sekil
5, 6).

Canli hiicre sayim ortalamalarinin giinlere ve

karsilagtirmali

gruplara gore dagilimi (Tablo 2) de verilmistir. ilk
on giinlik doénem igerisinde ortalamayi ¢ok
yiikselten ilk 48 saatlik hiicre sayilar1 disarida
birakilarak yapilan istatistik (t-testi) calisma, gruplar
arasinda canli hiicre sayilar1 agisindan anlamli fark
olmadigin gosterdi (p>0,05).

92

elektronmikrografi. Endotelin (En) bazal laminasi (ok
uglart) igerisinde bir perisit (P) goriilmekte. Gl: glial hiicre
nukleusu. Bazal laminanin devamlilik kazanmis olmasima
ragmen halen normal kalinligina ulagamadig: izleniyor.
(X10.000)

s v o -t
Sekil 5: Greft ekimini takiben 28. giinde bariyer
olusumunun tamamlandig1 ve kapiller damarlardan HRP
sizmadig1 goriilmekte (ok uglar). (HRP Mesulam teknigi,
notral red boyasi, X100).

TARTISMA

Normal kapiller damarlarin i¢ ytizlerini doseyen
endotel hiicreleri arasinda madde aligverigini
saglayabilecek genislikte araliklar bulunur. Beyinde
ise normal kapiller yapisindan farkli olarak endotel
hiicreleri  birbirleri ile sikica kenetlenmis
durumdadir. Bu kenetlenmeler (tight junctions) kan
ile serebral noral ektraselliiler sivi arasinda
kontrolsuz madde aligverisini kisitlar. Bu tip
yapisi
ekstraselliiler siviya madde gegisi veya tam tersi,

Ozellesmis endotel nedeniyle kandan
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Sekil 6: Transplantasyon sonrasi 28. giinde X20.000
biiytitmede alinmig elektron mikrografinda endotelial siki
baglanti kompleksi (ince oklar), ve bazal laminanin tam
olarak gelistigi izleniyor. Daha dnceki dénemlerde goriilen
interseltiler aralik genislemesinin olmadig1 ve bazal
laminanin normal kalinligina ulasmis oldugu dikkati
cekiyor. E. Endotel, Ap: Astrositik ayaks1 cikinti, Cap:
Kapiller damar liimeni.

Tablo II: Canli hiicre sayilarinin giinlere ve deney
gruplarina gore dagilimi.

Giinler | incelemeye | Canli hiicre | Grup Grup
Alinan Rat Sayilar1 No Ortalamasi
Sayis1 Ortalamasi
1 2 270 (£14,14)
2 2 195 (£7,07)
3 3 130 (+17,32) 1 154,6(+59,67)
7 3 113 (+15,27)
10 3 116 (+11,54)
11 3 133,3 (5,77)
13 3 116.7 (+11,54)
15 3 126,7 (£5,77) 2 124,16(+9,0)
17 3 120 (£0)
18 3 130 (+0)
20 3 120 (+10) B8 127,22(+7,55)
21 3 131 (+2,89)
23 3 131,7 (+2,87)
26 3 128,3 (£7,63) 4 125,83(+9,73)
28 3 120 (+17,32)
30 3 123,3 (5,77)

ekstraselliiler sividan kana madde gegisleri ancak
enerji harcanarak aktif transport sistemleriyle
gerceklesebilir. Bu nedenle beyin kapiller endotel
hiicreleri, normal endotel hiicrelerinden birkag kat
fazla mitokondri icerir (10). Beyin kapiller endotel
hiicrelerinin etrafin1 saran bazal lamina endotel
hiicrelerinin  kendi lamina

drinidir. Bazal

igerisinde yer yer perisitlere rastlanmasina ragmen
bunlar bazal laminanimnin biitiinltigiinii bozmaz.
Bazal laminanmin diginda ise astrositik ayaksi
cikintilar adi verilen (astrocytic foot processes)
yapilar vardir. Ayaks: cikintilarin  membran
gecirgenligi ile dogrudan iliskileri olmamasina
karsin kan beyin bariyeri olusturmak {izere endoteli
uyarict ve hiicre i¢i iyon dengesini diizenleyici
etkileri oldugu bilinmektedir (3,10,17,18).

Kan beyin bariyeri olusumunda astrositlerden
saliman bazi uyarict faktorlerin etkili oldugu ileri
suriilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda, yalnizca
bu uyaric faktorlerin yeterli olmadigi ayni zamanda
cevresel  faktorlerin de  oOnemli  oldugu
vurgulanmistir (11,12,16).

Noral greftlerde beklenen fonksiyonlarin ortaya
¢tkmast i¢in kan beyin bariyerinin biitinligi
onemlidir. Sistemik dolagimdaki hormon ve
peptidler ile hiicresel ve humoral immiinolojik
unsurlar greft hiicreleri tizerinde olumsuz etkilere
yol acarak onlarin fonksiyonlarin1 bozmakta, hatta
kimi zaman hiicre 6liimiine neden olmaktadir (15).
Calismamizda ilk 48 saat igerisinde goriilen hiicre
sayimlarindaki  yiiksek degerler (232,5+44,25)
transplantasyonu takiben hentiz kapasitelerini
yitirmemis hiticrelerden kaynaklanmaktadir. Benzer
sonuglar adrenal medulla greftlerinin rat
striatumuna verilmesini takiben de saptanmis ve
hiicrelerin erken doénemde diffiizyonla cevre
dokulardan gelen oksijen ve glukoz ile bir siire
daha fonksiyonlarmi stirdiirdiigii gosterilmistir
(9,21). Bu nedenle greft damarlanmasi ve kan beyin
bariyerinin hentiz olusmadig1 erken donemde hiicre
sayimlarinin greftin gercek durumunu yansitmadigi
sOylenebilir. 3. ve 4. giinde yapilan 151k mikroskopi
ve EM incelemelerinde greftin kendini besleyen
damarlarin gelismeye bagladigi, ancak heniiz kan
beyin bariyerinin olusmadig1 goriiliiyordu. Bu
donemdeki hiicre sayilari hizla diigserek butint
yansitir seviyelere gelmisti. Isik mikroskopisinde
nekroz odaklarinin olmamasi greft
vaskiilarizasyonunun kendine yeterli olabilecek
seviyelere geldigini gostermekteydi. Bu bulgular
1987'de Krum ve Rosenstein, 1994’de de Akalan ve
Grady tarafindan yapilmig greft angiogenezisine
yonelik calismalardaki vaskiila-rizasyon zaman-
larna uymaktadir (1,11,12). Yedinci giindeki 1s1k
mikroskopi ve HRP ile yapilan incelemelerde gevre
dokulardan greft igerisine dogru kapiller gelisimin
oldugu ancak kan beyin bariyerinin sizdirmazlik
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ozelligini hentiz kazanamadig1 goriliyordu.
Kullanilan hiicre stispansiyon greftleri orijinal
damar yapilarini icermediginden bu greftlerin
beslenmesi ¢evredeki kapillerlerden greft igerisine
dogru filizlenme yoluyla olmaktadir (1,12). Bu
filizlenme baglamadan hemen once c¢evre
kapillerlerde regresyon olup, permeabilite artmakta
ve kan beyin bariyeri bozulmaktadir. Regresyon ve
permeabilitedeki artis tam olarak agiklanabilmis bir
fenomen degildir. Fakat greft icerisindeki hasar
gormiis hiicrelerden ortama salinan VEGF (vaskiiler
endotelial biiytime faktorii) gibi baz1 mediatorlerin
bunu tetikledigi ileri stirtilmektedir (13,19).

[lk 48 saati takiben goriilen hizli hiicre kaybinin
greft vaskiilarizasyonundaki artisa ragmen
goriilmesi, hiicrelerin beslenme yetersizliginden ¢ok
kan beyin bariyerinin fonksiyon kaybiyla
aciklanabilir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda da
noronal dokularin fonksiyonlarmi siirdiirebilmeleri
icin saglam bir kan beyin bariyeri gerektigi, hatta
bariyerin fonksiyonlarinda kisa stireli bir kaybin
bile hiicrelerde 6nemli fonksiyon kayiplari veya
duraksamalar1  ile seyrettigi = gosterilmistir
(11,12,15,18). Onuncu giinde yapilan HRP
histokimyasal incelemesi ve EM incelemelerinde
greft icerisinde yer yer kan beyin bariyeri yapisin
tamamlamis kapillerlerin oldugu gozleniyordu. Bu
donemde hiicre sayimlarinda belirgin bir degisiklik
goriilmemesine ragmen hiicrelerin fonksiyonel
agidan normal seviyelere ulagtiklarini sdylemek
oldukca giigtiir. Rosenstein, greftlerin erken
donemde metabolik gereksinimlerini ¢evredeki kan
ve ekstraselliiler sivilardan karsiladigini  6ne
stirmektedir (15). Bu hipotez destek alinacak olursa
bu dénemde yeni kurulmakta olan kan beyin
bariyerinin kismen de olsa gecirgenligi diisiirerek
cevre dokulardan greft icerisine madde gegisini bir
miktar engelledigi ve heniiz vaskiilarizasyonu
tamamlanmamis greft icerisine cevre ekstraseliiler
sivilardan gelecek bazi faktorlerin ulasmasim
engelledigi ve bu nedenle hiicre fonksiyonlarim
olumsuz yonde etkiledigi ileri siiriilebilir.

Birinci grup olarak kabul edilen ilk 10 gtinliik
donem dikkate alindiginda, greft vaskiilarizasyo-
nunun bu donem igerisinde biiyiik oranda
tamamlandig1 halde kan beyin bariyerinin hentiz
yeterli olgunluga ulasamadigi ve hiicre sayisinun ilk
2 giinti takiben hizla azaldig1, daha sonraki giinlerde
de giderek azalip bir plato ¢izme egilimine girdigi
gortilmektedir. Bazal lamina bu donem icerisinde
devaml bir yapr kazanmamustir. Bazal laminanin
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tam gelismemis oldugu dikkate alinacak olunursa
kapillerlerin de matiir hale gelmedigi sdylenebilir.

Onbir — onyedi giinler arasin1 igeren 2. grupta
yapilan incelemelerde kan beyin bariyerinin gelismis
yapisint kazanmaya basladigi ve HRP histokimya-
sinda kagaklarin olmasma ragmen bunlarin belirgin
oranda azaldig1 goriilmekteydi. Bu déonemde hiicre
sayisinda giinliik degisimler oldukg¢a azalmisti. Bu
durumu, kan beyin bariyerinin 6zelliklerini tam
olarak kazanmaya baslamasiyla birlikte greft
hiicrelerinin ~ fonksiyonel ac¢idan stabil hale
gelmesiyle actklamak miimkiindiir (3,15,17).

Ugiincii grup olarak kabul edilen onsekiz-
yirmibirinci giinler arasindaki deneklerde kan beyin
bariyerinin ana yapisinin tamamlandigr gozlendi.
Ancak EM incelemelerinde endoteller arasi "siki
baglantilarin” kurulmus olmasma ve HRP
histokimyasinda sizinti saptanmamis olmasina
ragmen bazal laminanin tam olarak gelismedigi, yer
yer kesintilerle seyrettigi goézleniyordu. Benzer
durum vaskiilarizasyonun hizli oldugu dokularda,
ornegin korion villus trofoblast kapillerlerinin
gelismesi sirasinda da gortilmektedir. Trofoblast
kapiller endotel yapisi tamamlandiktan ¢ok daha
sonra bazal lamina yapisi da tamamlanarak normal
kapiller haline gelir (6). Dusart ve ark. hiicre
stispansiyon greftlerinde kan beyin bariyeri
yapisinin 3 hafta icerisinde tamamlandigini ileri
stirmektedir (5). Ote yandan Geist hiicre
stispansiyon greftleri ve blok greftlerle yaptig1 bir
calismasinda kan beyin bariyerinin  tim
komponentleri ile birlikte yani endotelial siki
baglantilar, bazal lamina ve astrositik ayaksi
cikintilarla tam olarak olusmasinin 4 haftadan uzun
stirdiigtinii bulmustur. Bu ¢alismanin eksik tarafi
EM incelemesinin yapilmamig olmasidir ve yazarlar
bunu  makalenin  tartisma  kisminda da
belirtmiglerdir (7). Gergekten de kan beyin
bariyerinin histokimyasal olarak sizdirmazhiginin
gosterilmesi ve siki baglantilarin tamamlanmis
olmasi bariyerin matiir hale geldiginin gostergesi
degildir. Ancak bazal lamina yapis1 da
tamamlandiktan sonra kan beyin bariyerinin
anatomik ve  6zelliklerine tam olarak kavustugun-
dan sz edilebilir. Bazal laminanin devamlilig1 en iyi
gosteren ara¢ da EM incelemeleridir.

Dordiincti grupta (21-30 gtinler arasi) yapilan
incelemelerde HRP histokimyasinda ekstravaskiiler
kagak yoktu ve hiicre sayilarinda giinliik degisim
goriilmiiyordu. EM incelemelerinde de bazal lamina
bitinliginin 20 gilinde saglanabildigi halde



Tiirk Norogiriirji Dergisi, 2005, Cilt: 15, Sayi: 1, 89-95

Akbay: Intraserebral Fotal Santral Sinir Sistemi Greftleri

normal kalinligina ancak 28. giinden sonra
ulasabildigi goriildi. Bizim gozlemlerimize gore
endotelial bazal lamina kan beyin bariyerinin en son
gelisen komponentidir. Elektron mikroskopik olarak
devamliliginin saptanmasi ve normal kalinligina
ulagmas1 kan beyin bariyerinin tam olarak gelisip
matur hale geldiginin gostergesidir. Bu donemde,
hiicre sayilarinda degisim olmamasi artik greftin
santral sinir sistemine integrasyonunun tamamlan-
digin1 gostermektedir.

Gruplar arasinda canli hiicre sayilar1 agisindan
istatistiksel fark goriilmemesi 6nemli baz1 noktalar:
isaret etmektedir. Daha 6nce pek ¢ok c¢alismada
gosterildigi gibi kan beyin bariyerinin olmamasi
hticre fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemekte
hatta hiicrenin ana fonksiyonlarni yerine
getirmesini engellemektedir. Ote yandan, bu
calismada goriildiigii gibi kan beyin bariyeri
olmamasina ragmen noral hiicreler yasamlarim
siirdtirebilmektedir. Bu, en azindan ilk 1 aylk kisa
doénemde, noéral hiicrelerin bir stireligine ana
fonksiyonlarini yerine getirmese bile canliliklarini
stirdiirebildigini gostermektedir.

Sonug olarak; kan beyin bariyeri néronal doku
greftlerinde hiicresel fonksiyonlarin strdiiriilmesi
i¢in 6nemli bir yapidir. Kan beyin bariyeri yalnizca
molekiiler bir bariyer olmayip ayni zamanda
anatomik bir yapidir. Bu ¢alismada yaptigimiz EM
gozlemlerine gore, bariyerin en ge¢ tamamlanan
kismi bazal lamina olup 28. giinden sonra kesintisiz
hale gelmekte ve normal kalnhgma ulasmaktadir.
Bazal laminanin, kan beyin bariyerinin
fonksiyonlarina katkis tizerine yapilmis etrafli bir
calisma yoktur Fakat bazal laminanin gelisimi
asamasinda oOnce ince bir hat halinda endotelin
etrafini sarip, giinler igerisinde giderek kalinlasmasi
bariyerin fonksiyonlari tizerinde 6nemli katkilar:
oldugunu destekler niteliktedir.
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