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TAVSAN MERKEZ] SINIR SISTEMINDE LIPOFUSSIN
PIGMENTININ HISTOKIMYASAL METODLA ISIK
MIKROSKOBU DUZEYINDE INCELENMESI

Dr. Hasan CUCE *

OZET
Yeni Zellanda lipi beyaz tavsaniarda spinal genglion, formasyo retikiilaris ve medulla spinalisin
¢ bolgesindeki nsronlarda lipofissin polar, bipolar, periniikicer ve diffiiz olarak 8orildi. Alternativ

Nile Blue, Hueck metodu, }'ndefenol, PAS, Perasetik asir ve Sudan Black B+, Masson-Fontana ve Long
Ziehl Neelson-dir. -

SUMMARY

T"e light microscopic Investigation of Lipofiscin Pigment of the Central
Nervous System on Aged Rabbits Histochemical Methods

In this study; the lipofuscin pigment of the neuron of the spinal ganglions, formatio reticularis,

Alternative Nile Blue Methode +, Hueck methode +, PAS and indephenol +, Sudan Black B+,
Schmorl methode -, Long Ziehl Neelson - Masson-Fontana and Chrom Alum -. The lipofuscin
pigment in the Purkinje cells have never been found.

GIRIS

Lipofussin ilk olarak insan néronlarmmda Hannover tarafindan tamimlanmis, 1866 da
Koneff yasla arttigim kaydetmis, 1893 de Schaffer pigment olarak isimlendirmis ve

birikmesini hiicrenin fonksiyonel aktivitesine isaret olarak distinmiigtiir (1).

Dogal olaylar, ¢evre sartlarinin degismesi, hastaliklar, beslenme yetersizlikleri,
duyusal ve fiziki stresler noéronlarda lipofussin birkiminj baslatacak faktorlerdir ve yash
organizma bunlara daha duyarlidir. (7).

bu faaliyetlerin hepsi durur, Formasyo retikiilaris viicudun bir¢ok bélgesinden impulslar

alir, impulslar gonderir, biitiin motor aktiviteleri regiile eder, kaslarin istemli ve istemsiz
hareketlerini motifiye eder (8, 9).

Kaynaklar tarandiginda; fare, sican, evcil hayvanlar hatta baz1 kuslarda lipofussin
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caligildig1l halde yalmzca bir kaynakda tavsanda mevcuitur denmekie histokimyasal
ozelliklerinden bahsedilmemektedir.Bu sebebden bu ¢alisma tarafimizdan yapilmis ve aymi
zamanda lokalizasyon sekli de belirlenmistir.

MATERYEL ve METOD

Calismamizda H.U. Tip Fakiiltesi deney hayvanlar: laboratuvarndan temin edilen 6
adet 4 yasinda Yeni Zellanda wrki beyaz tavsan kullamildi. Tavsanlar eterle uyutularak
gogls kafesleri acildi. %10 luk 1 litre formalin damla damla sol vendrikiile verildi.
Formalin viicudu dolasdiktan sonra sag atriumdaki delikden ¢ikti. Bu sekilde doku ve
hiicreler canlidakine en yakin sekilde fikse edildiler. Serebrum, serebellum ve medulla
spinalisin li¢ bolgesi de kafatasi ve vertebral kanal acilarak ¢ikarildi. Medulla spinalis
servikal, thorakal ve lumbal ii¢c bilgeye ayrildi ve bunlarda spinal sinirlerin ¢ikis yerinden
enine kesildi. Yine vertebral kanaldan spinal gaglionlar ¢ikarildi. Pons formasyo
retikiilaris i¢in enine kesildi. Serebellum kiigiik parcalara bslindi ve diger parcalarla
beraber %10'Tuk formalinde 24 saat tekrar tespit edildiler. Klasik yollardan parafin blok
yapild1 ve bloklardan 10 mikron kalinlifinda kesitler alind.

Kesitler; Schmorl, Hueck, %1 lik %H7SO4 deki %0.,5 lik Nile Blue A veya %1 lik
Asetik asitteki %0,1 lik Nile Blue A, Chrom alum, Long Ziehl Neelson, Indofenol (10),
Perasetik asit Schiff reaksiyonu, PAS (11) uygulandi. Masson-Fontana boyas: yapildi
(12). PAS yapilmadan &nce PAS + materyal olan glikojeni ortadan kaldirmak icin kesitler
alfa amilazla (11) muamele edildi.

BULGULAR

Spinal ganglion, formasyon retikiilaris ve medulla spinalisin her ii¢c bélgesinden
alman kesitlerdeki lipofussin: PAS, Perasetik asit Schiff Reaksivonu, Asetik Nile Blue A,
Hueck metodu, Indofenol ve Sudan Black B ile boyandi. Siilfirik Nile Blue A, Schmorl,
Long Ziehl Neelson ve Masson-Fontana ile boyanmadi.

RESIM:1
Formasyo retikiilaris motor néronlarinda periniikleer (kalin oklar), polar (ince oklar) ve diffiiz
dagilmig lipofussin graniilleri gériilmektedir, Asetik Nile Blue, X 100
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RESIM: 2
Formasyo retikiilaris motor noronlarinda periniikieer (kalin oklar), polar (ince oklar) ve diffiiz
: tertiplenmis lipofussin pigmenti, Hueck metodu, X 100

- RESIM:3
Servikal medulla spinalis ventral boynuzunda mecior noronlarda;
oklar) bulunan lipofissin, enzimli PAS, X 100.

periniikleer (kalin ok), polar (ince
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RESIM: 4

Thorokal medulla spinalisin vertral boynuzundaki motor néronlarda periniikleer (kalin ok), polar
(ince oklar) bulunan lipofussin, Sudan Blakc B, X 100.

»

RESIM: 5

Servikal medulla spinalis ventral boynuzunda motor néronlarda; periniikieer (kalin ok), polar (ince
oklar) bulunan lipofissin, enzimli PAS, X 100.

18



H. Ciice

RESIM: 6

Servikal medulla spinalis ventral boynuz motor néronlarda periniikleer (kalin ok),

polar (ince oklar)
bulunan lipofussin, Enzimli PAS, X 100.

RESIM:7

SThorekal medulla spinalis ventral boynuz motor noronlarda periniikleer (kalin ok),
ve diffiiz (¢ift oklar) dagilmg lipofussin, Asetik Nile Blue, X 200.

polar (ince ok),
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RESIM: 8

Thorokal medulla spinalis ventral boynuz motor nironlarda periniikleer (kalin oklar), polar (ince
oklar) lipofussin, Asetik Nile Blue, X 200.

RESIM:9

Spinal ganglion noronlart kontrol grubu, PAS, PAS pozitif ndronlarin coklogu dikkati ¢ekmektedir,
Oklar, X 100.
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RESIM: 10

Servikal medulla spinalis ventral boynuz motor néronlar: periniikleer (kalin oklar), polar (ince oklar)
lipofussin, Hueck metodu, X 200.

RESIM:11
Spinal ganglion, periniikleer (kalin ok) ve polar (ince oklar) dagilmis lipofussin. Enzimili,
PAS, X 200.
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RESIM: 12

TSpinal ganglion, periniikleer (ince oklar) ve polar (kaln oklar) dagilrug lipofussin kiimeleri, Asetik
Nile Blue, X200

RESIM: 13
TSpinal ganglion, periniikleer (ince oklar), polar (kalin ok) dagilmig lipofussin. Indefenol, X100

2%



H. Ciice

Serebellum: Biitiin boyalarla serebellar Purkinje hiicrelerinde lipofussin goriilmedi.

Formasyo retikiilaris: Dev motor néronlarda polar, bipolar periniikleer ve diffiiz
dagilmis lipofussin graniilleri gériildii. Resim: 1, 2.

Medulla spinalis: Her ii¢ bolgesindeki ventral boynuz motor néronlarda polar,
periniikleer ve diffiiz dagilmis lipofussin graniilleri gorildi. Resim: 3, 4, §, 6, 7, 8, 9,
10.

Spinal ganglion: Néronlarda polar, preniikleer dagilmis lipofussin goriildii. Bipolar ve
diffiiz yoktu. Resim: 11, 12, 13.

TARTISMA

Calismamizda; 6 tavsann M.S.S. cesitli kisimlarindan elde edilen seri kesitlere
uygulanan boya ile lipofussinin formasyo retikiilaris, spinal ganglion ve medulla
spinalisin li¢ bélgesindeki motor néronlarda bulunmasma ragmen serebellar Purkinje
hiicrelerinde gériilmedi.PAS ile boyanmas: karbonhidrat, Sudan Black B ve Nile Blue A ile
boyanmas: ise lipid tasimasindandir. Indefenoliin boyama mekanizmasi pigment
graniilinde boyamin iyonize olmayan formu olan 2,6 diklorofenolindofenoldeki
kirmizilifin erimesidir (10).

Schmorl metodunun mekanizmas: ise ferriksyanidi ferrosyanide indirgemesi esasina
dayanmir. Bunu yapabilen maddeler bu metotla boyanabilirler. Bu da bize tavsanlarda bu
reaksiyonun olusmadigini gésterir. Chrom alum, Masson-Fontana ve Long Ziehl Neelson
metodlarinin mekanizmalar: bilinmemektedir.

Goyal; insan beynindeki lipofussinin yasla arttigini, Sudan Black B ile boyanmasim
lipidik, PAS ile boyanmasmi karbonhidrat tabiatina, merkiiri brom fenolle boyanmasim
proteindz tabiatina baglamistir (13).

Landas ve Senba; siyah tiroid pigmentinin Masson-Fontana ile boyanmadigini
bununda pigmentin néromelanin tasimamasina bagh oldugunu rapor etmislerdir (14, 15).

Chricton farelerde dalak lipofussini iizerindeki calismasinda; Sudan Black B, PAS,
Perasetik asit, Alternativ Nile Blue, Chrom alum, Indefenol negativ, Schmorl, Masson
Fontana, Nile-Blue, A ve Huck metodu pozitiv diye rapor etmistir (16).

Bu boyanma farkliliini bizim lavsan aragtiricinin ise farelerde calismasina bagh
olabilecegi gibi dalak ve sinir sistemi gibi organ farkhiliina da bagh olabilir.

Zwi; atrofik insan dalaginda klasik olmayan dagilimda sinus littoral hiicrelerinde
lipofussin "deniz mavisi histiosit sendromu"” birlesik cesitli kondisyonlarda bulunan
seroid tip lipofussinden dagihm, ultrastruktur ve atrofik dalakda buunmas: sebebiyle
farklidir demektedir (17).

Terr; insan beyni iizerindeki calismasinda lipofussin ile Nissl cisimcigini Cryostal
Viole ile boyanmis kesitlerde floresan teknik veya pyronin Y boyasi kullanarak Nissl
cisimcigini pyronin Y ile pembe, lipofussinin ise menekse renkte kaldigini rapor etmistir
(18).

Boellaard insan serebral korteksinde lipofussin tizerindeki calismasinda: 1-piramidal
2-piramidal olmayan biiyiik néronlarda 3-Hem piramidal hemde piramidal olmayan biiyiik
néronlarda 4-5-6 piramidal olmayan kiiciik néronlarda olmak tizere alti kategoride
toplamigtir. Pigment matriksi 1, 2 ve 5. tiplerde kisa ¢izgi 3, 4 ve 6. tiplerde uzun
cizgiler tasimaktadir. Ayrica 4. tipte sirkiiler dairevi bir tertiplenme goriiliir. Arastiriciya
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gdre lipofussinin bu tipleri metabolik ve fonksiyonel farkliliktan kaynaklanmaktadir
(19).

Barden insan beyni iizerindeki ¢aligmasmda; nukleus oliva inferior'daki lipofussin ve
substantia nigra'daki noéromelanin lipidsiz eriyebilen lipofussin komponentinde
oksidasyon ve bloklama reaksiyonlar: kullanarak her ikisinde de Schiff reaksiyonu ile
boyanabilen aldehid prekiirserlerini tespit etti. Aldehidden olusan bilesikler; oksalik asidi
takiben potasyum permanganat ile okside edilen lipofussin orta derecede boyandi ve
néromelanin agardi. Aldehidlerin Vic-glikol prekiirsérleri her iki pigmentte once
permanganat-oksalik asit’ sonra asetilasyon ve brominasyon yapildiginda
gosterilebildi.Vic-glikollerse lipofussinde peryodik asit oksidasyonunu takiben
asetilasyon yapildif1 zaman gosterildi (20).

Amyetrofic lateral sclerosis'de spinal motor noronlardaki lipofussin mikrodensitometri
ile 6lciildii. Hasta néron ile normal néron arasinda 6nemli bir fark bulunamadi. Orta
hacimli baz: néronlarda lipofussin miktar1 artmigti. Buda hiicrenin dejenerasyonundan
kaynaklaniyordu (21).

Brissee; 115 ile 720 giinliik siganlarin serebral korteksinde 3. bolge olan Krieg
alanindaki noéronlarda az miktarda lipofussinin otofloresan cisimcikler seklinde
goriildiigiing, yashlarda demetlesme egiliminde oldufunu kaydetmistir. Serebellar Purkinje
hiicrelerinde pigmentin bulundugunu, Lamina 5 de lamina 11 den daha fazla pigmentin
bulundugunu kaydedip bunun sebebini de hiicrenin fonksiyonuna baglamistir (22).

Brizzee 100 giinlik sicanlarin serebral kortekslerinin 3. bolgesindeki néronlarda
birkag tane floresan veren lipofussin oldugunu, 400 giinliiklerde orta miktarda oldugunu,
en fazla ise 5. tabakadaki (i¢ piramidal) néronlarda bulundugunu kaydetmistir (23).

Riga genc siganlarda pigmentin rasgele dagildigmi, bazan perinikleer bulundugunu,
yashlarda ise polar ve bipolar yerlestifini kaydetmistir (24).

M.Hasan ise graniillerin 3 mikron civarinda oldugu zaman toplandigim, yashlarda ise
polar, bipolar ve periniikleer toplandiklarim bildirmektedir.(25)

Samorajski; 24 aylik farelerin medulla spinalistlerinin 6n boynuz ve dorsal
ganglionlarmdaki néronlarda pigment ya daha biiyiik, ¢ok karmasik yapida yada daha
kiiciik diizgiin dagilmig durumdadir. Motor ve sensorik néronlarda pigment ¢ok oldugu
zaman toplanir diye rapor etmisdir.(26)

Yine aym arastirici; 4,8,20, ve 30 aylik farelerin Purkinje hiicrelerinde &nemli
miktarda pigment oldugunu, nukleus ile apikal dendrit arasinda toplandigim, hem dorsal
gagliondaki ndronlarda hemde Purkinje hiicrelerinde pigmentin goze g¢arpici bir artis
gosterdigini kaydetmektedir.(27)

Insanlarin nervus vagusa ait sempatik ganglion nortinlarinda 10 yasinda %7, 20
yasinda %8, 14 ve 50 yasinda %30-35 lipofussin tagir.(28)

Few ve arkadaslan1 7 giinliik ile 16 yas arasindaki 57 kopekle 2 giinliik ile 7.2 yas
arasindaki domuzlarin lumbal medulla spinalisleri, dorsal kdk ve paravertebral
ganglionlan1 iizerinde ki ¢aligmalarinda; lipofussinin sar1 portakal renginde floresan
verdigini, yaslandikca graniillerin arttigini ve kiimelesme egiliminde oldugunu, lumbal
medulla spinalisin 6n boynuz hiicrelerinin ¢cogunda graniillerin bir kutubda yerlestigini,
dorsal kok ganglionlarimin cogu hiicrelerinde pigmentin periferde yerlestigi halde
otonomik hiicrelerde ya polar yada bipolar bulundugunu kaydetmisdir.(2)
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kiimelegti gini kaydetmigtir.(29)

Barden yasli maymunlarin .nukleus oliva inferior'daki néronlarda bulunan lipofussinin
Schmorl metodu ile boyandigimni, red nukleus'daki noronlarin lipofussinlerinin peolar ve
periniikleer oldugunu, sari renkde goriildiigiini, biiyiik néronlarda daha ¢ok oldugunu
kaydetmisdir.(30)

Brody; insanlarda presentral, postsentral ve superior temporal giruslarinin
kortekslerinin ve ¢izgili korteksin 3. tabakasinda az sayida hiicrede kiimelenmis oldugunu,
hiicrelerin bliylikliigii arttikca pigmentinde arttigmi, insanlarda medulla spinalis 6n kok
noronlarinda 8, arka kék néronlarinda 1se 6 yasinda basladigini rapor etmisdir.(31)

Ferrendeli ve arkadaslar1; 24 aylik farelerin noronlarinda figmentin gbze carpici
derecede oldugunu, hipokampusda ise 16 aylikdan sonra lipofussin goriildiigiinii, Purkinje
hiicrelerinde ise pigmentin bulundugunu kaydetmisdir (32).

Reichel ve arkadaslar; fare ve sicanlarin hipokampusunda Purkinje hiicrelerinden daha
fazla pigment oldugunu ve diger bélgelerden daha erken yaslarda basladigin
kaydetmislerdir (33).

Whiteford képek ve domuzlann gesitli cekirdeklerinde yaptifi  c¢alismada; her
ikisindede nukleus dorsalis nervi vagi néronlarinda, képeklerde ise higbir yasda
pigmentin bulunmadigm kaydetmisdir. Purkinje hiicrelerinde domuzlarda hipoglossal,
inferior oliver, vestibuler, trohlear, okulomotor ve red ¢ekirdek ndronlarinda miktan yasla
artan polar, bipolar, periniikleer tertiplendigini kaydetmisdir.(34)

Nandy kobaylarin merkezi sinir sistemini néronlardaki lipofussinin miktarina gore 4
ayirmistir.

1- Lipofussini ¢ok olan noronlar: Medulla spinalis &n boynuz motor néronlari,
3..4.,6. ve 12. somatik sinirlerin motor cekirdeklerindeki néronlar, formasyo retikiilaris,

2- Orta miktarda lipofussin tasiyan néronlar: Vestibular ve Kohlear cekirdek néronlars,
kranial sinirlerin visseral ¢ekirdek néronlar, trigeminal sinir ¢ekirdek noronlari, serebral
korteksin piramidal hiicreleri

3- Lipofussini az olan hiicreler: Nukleus supraoptikus, korpus striatum ve thalamus
ndronlari

4- En az pigment tagsiyan néronlar: Serebellar Purkinje hiicreleri.

Bourne'nin bildirdigine gore Friede insan beynindeki 78 ¢ekirdegi noronlarindaki
lipofusinin miktarna gore asagidaki gibi siniflandirilmigdir,

1- Kuvvetli lipofob cekirdek: Pigment az veya hic yokdur. Traktus solutari ve griseum
sentraledeki néronlar,

2- Lipofob cekirdekler: Néronlarda az miktarda lipofussin vardir. Medial vestibiiler
¢ekirdek néronlan

3- Degisik miktarlarda lupofussin tasiyanlar: Kuneiformis ve lemnissi lateralis'deki
néronlar. '

4- Lipofilik ¢ekirdek: Cok miktarda lipofussin tagiyanlardir. Spinal ve kranial
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sinirlere ait ¢ekirdekler ve formasyo retikiilaris néronlari.(36)

Borges ratlara 18 ay miiddetle alkol vermis, ammon boynuzundaki néronlarda 3 ve 6
ay alkol verilmesinden sonra vaktinden evel ve ilerleyici bir lipofussin birikimini
kontrollerle kiyaslayarak s8ylemis ve kronik alkol verilmesinin sinir hiicrelerini
vaktinden evel yaslandirdig: kanaatine varmisdir.(37)

Hegedus insan kan plazmasmi; 3 hydroxy - DL - kynurenine (3HK) veya
3-hydroxyanthranilic acid (3BHAA) gibi tryptophan metabolutleri ile inkiibasyona
birakinca floresan spektrofotometrik ve kafit kromatografik hususiyetleri olan plazma
lipofussininin olusturdugunu bildirmektedir.(38)

Satodate; yaygmn seroid lipofussunosus'li 4 yasindaki cocuklarin periferik kan
16kositlerinin elektronmikroskobik bakilarinda; lenfosit sitoplazmasinda iki &nemli
inklizyon bulundugunu, bunlardan birisinin parmak izi benzeri seroid lipofussinosis
oldugunu, lenfositlerin %40 da bulundugunu, digerinin myelin benzeri konsantrik lameller
tasidigmi gozlemisdir.(39)

Lipofussin insan goéziinde retinal pigment efitelinde ki varligxa fléresan ve
elektronmikroskobik olarak gériilmiisdiir. (40, 41, 42). Katz ratlarda retinal pigment
efitelinde lipofussinin birikmesi ve karakteri iizerine Vit.A eksikliginin ve Vit.A ile Vit.E
arasindaki ilgi sebebiyle Vit.E nin etkisi vardir, ama buradaki lipofussinin Vit.A derivesi
tasidigr kesin olmadigindan yeni caligmalara ihtiyagc vardir diye kaydetmisdir.(43)

Lipofussin tavsan derisinde okuler herpes simplex enfeksiyonundan sonra tespit
edilmistir.(44)

Lipofussin ayrica protein ve Vit.E den eksik yemle parenteral besleme Vit.E ve
selenyum gibi antioksidantlarin eksikligi sebebiyle genclerde ve hatta f&tiislerin sentral
sinir sistemlerinde kronik hipoksi ve ACTH nin deneysel olarak verilmesi durumlarmda
suni olarak olusturulmusdur.(22, 23, 25, 45)

Lipofussinin insan néronlarinda giinliikk birikimini &nlemek i¢in giinlik 10 gr kadar
oldukca fazla miktarda VitE (alfa tokoferol) ve sentetik butylated hydroxytoluene gibi
antioksidan maddelerin alinmas: gerekirki buda realist olmayip aym1 zamanda pahalidur.
(46)

Retinal pigment epitelinden lipofussin her giin olmak iizere belirli dozlarda 3 ay
miiddetle sentrofenoksin verilmesine ragmen ortadan kaldirilamadi.(47)

Sonu¢ olarak; tavsanlarda lipofussin serebellar purkinje hiicreleri hari¢ medulla
spinalis'in her ii¢ bolimiinlin 6n boynuz motor néronlarinda, spinal ganglion
néronlarinda, formasyoretikiilars motor noronlarda polar, bipolar, diffiiz ve periniikleer
olarak bulundugu, boylece bulunma sekli yoniinden diger tiirlerden bazi farkliliklar
gosterdigi goruldi.
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