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PRENATAL DONEMDE UYGULANAN TiAZOLIiDINEDION GRUBU

ILACLARIN RAT (Wistar albino) HIPOKAMPUSUNDA PiIRAMIDAL

HUCRE SAYISI UZERINE ETKILERININ STEREOLOJIK OLARAK
ARASTIRILMASI

OZET

Rosiglitazon, tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan tiazolidinedion (TZD)
ailesinin bir iiyesidir ve peroksizom proliferator tarafindan aktive edilen reseptor-
gamma (PPAR-y)’ya baglanarak, aktivasyonunu saglar. Bu calismada bir PPAR-y
agonisti olan rosiglitazonun, prenatal donemde uygulanmasinin, hipokampustaki
piramidal hiicre sayisin1 nasil etkiledigi, histokimyasal ve stereolojik metotlarla
arastirildi.

Calismada 18 disi sigan (Wistar albino) kontrol, rosiglitazon diisiik doz (RD)
ve rosiglitazon yiiksek doz (RY) olmak iizere 3 gruba ayrildi. Gebe olduklari
belirlenen RD grubundaki disi sicanlara 2mg/kg, RY grubundaki disi sicanlara ise
5mg/kg dozdaki rosiglitazon gebeligin ilk 16 giinii boyunca giinde bir kez gavaj
yoluyla verildi. Elde edilen yavrular yenidogan (YD), 4 haftalik (4H) ve 12 haftalik
(12H) olmak iizere 3 yas grubuna ayrildi. Yapilan histolojik islemlerden sonra, optik
parcalama yontemi kullanilarak stereolojik analizler gergeklestirildi.

Isik mikroskobik incelemelerde, tiim gruplara ait beyin dokularindaki
hipokampus bolgelerinin hem genel histolojik yapist hem de piramidal hiicrelerin
morfolojileri literatiirde tanimlandigr sekildeydi. Yapilan stereolojik sayimlar
sonucunda kontrol gruplarinda ve RD gruplarinda, hipokampustaki piramidal hiicre
sayisinda, yeni dogumdan sonra 12. haftaya kadar énemli bir azalma olurken, RY
grubunda onemli bir degisikligin olmadigi tespit edildi. Ayrica yenidogan gruplari
kendi igerisinde karsilagtirildiginda RYYD grubundaki piramidal hiicre sayisinin
RDYD ve KYD gruplarindan daha az oldugu belirlendi.

Elde edilen bu sonuglar; rosiglitazonun doza bagimli olarak bifazik etki
gosterdigi ve yiiksek dozda ndronlarda antiapoptotik etki gostererek ndron koruyucu
aktivite sergilerken, noral kok hiicrelerde yiiksek dozda apoptozisi uyararak hiicre
Olimiine neden oldugu ya da noral kok hiicrelerin norona farklilasmalarini
engelledigi seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Rosiglitazon, Hipokampus, Stereoloji, PPAR-y, Norogenezis.
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STEREOLOGICAL INVESTIGATION of THE EFFECTS of PRENATALLY
ADMINISTERED THIAZOLIDINEDIONES on THE NUMBER of
PYRAMIDAL CELLS in RAT (Wistar albino) HIPPOCAMPUS

SUMMARY

Rosiglitazone belongs to the thiazolidinedione (TZD) class of drugs indicated
for the treatment of diabetes mellitus type 2 and it works as an insulin sensitizer by
binding to the peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPAR-y). In this
study, the effect of prenatally administered PPAR-y agonist rosiglitazone on the
number of pyramidal cell in hippocampus was investigated using histochemical and
stereological techniques.

A total of eighteen female rats (Wistar albino) were divided into 3 groups as
control (C), low-dose rosiglitazone (LDR) and high-dose rosiglitazone (HDR).
Pregnant female rats in the LDR group received 2mg/kg dose of rosiglitazone via
gavage daily for the first 16 days of pregnancy whereas rats in HDR group received
5mg/kg. Baby-rats were divided into three age groups as newborn (NB), 4-week
(4W) and 12-week (12W). After histological process, stereological analyses were
performed with systematic random sampling using the optical fractionation method.

In the light microscopic examination of rats, general histological structure and
morphology of pyramidal cells of the hippocampal brain tissues of all groups were
consistent with those described in the literature. While stereological counts revealed
a significant reduction in the number of hippocampal pyramidal cells in control and
LDR groups until 12th week after birth, no significant change was observed in HDR
group in terms of the number of hippocampal pyramidal cells. In addition, when
newborn groups were compared, the number of pyramidal cells in HDR NB group
was less than those in LDR NB and CNB groups.

The results obtained can be interpreted that rosiglitazone exerts dose-
dependent biphasic effect and exhibit neuron protective and anti-apoptotic activity
against neurons at high doses but causes cell death by inducing apoptosis of neural
stem cells or prevents differentiation of neural stem cells to neurons.

Key Words: Rosiglitazone, Hippocampus, Stereology, PPAR-y, Neurogenesis
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1. GIRIS

Gebelik siiresince ila¢g kullanimi1 hem annenin, hem de fetiisiin sagligin1 yakindan
ilgilendiren onemli bir konudur. Giiniimiizde bir¢ok ilacin potansiyel teratojenik
etkisi heniiz ortaya konulamadigi igin gebelikte ilag kullanimimin dikkatli ele
alinmasi gerekir (Bakker ve dig., 2006). Bazi durumlarda gebelik sirasinda ilag
kullanimi1 zorunludur. Ornegin epilepsi, diyabet, inflamatuvar bagirsak hastaligs,
astim, hipertansiyon gibi kronik hastalig1 olan kadinlar gebeliklerinden 6nce almakta
olduklar1 tibbi tedaviye, gebelikleri sirasinda da devam etmek zorunda kalabilirler
(Moor, 1999; Wiebe, 2000).

Gebelikte ila¢ kullanimi konusundaki bilgi, hamilelerde ilaglarin etkilerine
yonelik prospektif klinik ¢aligma yapmak etik olmayacagi i¢in siirlidir. Gebelik
doneminde alinan ilaglarin ve metabolitlerin biiyiik bir kismi fetusa ge¢mektedir.
Biiyiik molekiillii, yagda az ¢oziinen, fazla oranda iyonize olan veya plazma
proteinlerine onemli Gl¢iide baglanan ilaglarin plasentayr agmasi ve anne ile fetus
arasinda difiizyon dengesine ulagilmasi uzun siire alabilir ve bu sekilde verilen tek
bir ilag dozu zararsiz olabilir. Ancak o&zellikle ilagla kronik tedavi sirasinda bu
konunun &nemi artar. {lacin anne karnindaki derisimi arttikca fetusa ulasma ve
zararli olma riski de artar. Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) hali hazirda var olan
klinik deneyimlere gore ilaglar1 olasi teratojenik etkilerinin ciddiyeti agisindan 5
kategori i¢inde A’dan X’e dogru siniflandirmistir. A kategorisi normal dozlarinda
herhangi bir teratojenik etkiye sahip olmasi beklenmeyen ilaglari, X kategorisi ise
teratojenik etkiye sahip olmasi olasiligi son derece yiiksek olan ve bu nedenle
gebelikte hicbir sekilde kullanilmamasi gereken ilaglart igerir. C kategorisindeki
ilaclar ise; hayvanlarda embriyosit ve teratojenik etkileri gosterilmis ancak
hamilelerde klinik deneyimin yetersiz oldugu, ya da deney hayvanlarinda veya
hamilelerde incelenmeyen ilaglardir.

Tiazolidinedionlar (TZD) son yillarda {izerinde en fazla arastirma yapilan, tip
2 diyabetin tedavisinde kullanilan insiilin duyarlilastirici ajanlardir. TZD’ler, insiilin

direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. TZD’ler lipofilik olduklarindan



cekirdege girebilirler ve peroksizom proliferatdr tarafindan aktive edilen reseptor-
gamma (PPAR-y)’ya baglanarak, aktivasyonunu saglarlar. (Day, 1999).

Troglitazon, 1997°de kullanima giren Tiazolidinedion grubunun ilk ajanidir.
Fakat troglitazon 2000 yilinda hepatotoksik etkisinden dolay1 piyasadan geri
cekilmistir. Tiazolidinedion ailesinin kullanimda olan iki iiyesi rosiglitazon ve
pioglitazondur. Bunlar FDA tarafindan gebelikte kullanimlar1 agisindan C
kategorisine giren ilaglardir. Yani bu ilaglarin gebelikte kullaniminin fetus {izerine
etkileri hakkinda yeterli ¢calisma ve bilgi bulunmamaktadir (Sawickive Glod, 2004).

Rosiglitazonun gebelikte kullanimi doktorlar tarafindan tavsiye edilmemistir.
Ciinkii ¢alisilan hayvan modellerinde gec¢ gebeligin ortalarinda rosiglitazon
kullanimmnin f&tal 6liim ve gelisme bozukluguyla sonuglandigi gosterilmistir. Ote
yandan rosiglitazonun gebelikte kullanimiyla ilgili iki hasta rapor edilmistir. Bu
raporlardan ilkinde; diyabetik ve hipertansif bir kadinin, gebe oldugunun farkinda
olmadan ilk 7 hafta 4mg/giin rosiglitazon kullandig1 ancak gebeliginin 36. haftasinda
normal saglikli bir bebek dogurdugu rapor edilmistir (Yarisve dig., 2004). Ikinci
raporda ise; multigravid diyabetik bir kadina, gebeligin 13. haftasina kadar herhangi
bir ila¢ tedavisi uygulanmayip sadece egzersiz ve diyet uygulandigi, 13. haftadan 17.
haftaya kadar 4mg/giin rosiglitazon kullanildigi, 17. haftada rosiglitazonun kesildigi
ve insiilin tedavisi baslandigi, gebe kadinin gebeligin 37. haftasinda herhangi bir
malformasyon olmaksizin saglikli bir bebek dogurdugu bildirilmistir (Kalyoncu ve
dig., 2005). Her ne kadar bu 2 rapor rosiglitazonun gebelikte kisa siireli kullaniminin
herhangi bir yan etkiye neden olmadigimi gosterse de, gebelikte kullanimindaki
giivenilirligi ile ilgili bir yargiya varmak zordur.

Gebeligin ilk li¢ ayinda rosiglitazonun plasental transferi ile ilgili bir calisma
da Chan ve dig., (2005) tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada, 31 gebe kadina
gebeliklerinin 8-12. haftalar1 arasinda rosiglitazon verilmis ve gebe kadinlarin
gebelikleri cerrahi miidahele ile sonlandirilmistir. 19 fotal ornekte (% 61.3)
rosiglitazon tespit edilmistir. Bu da plasental transfer ve fotal olarak rosiglitazona
maruz kalmanin yiiksek riske sahip oldugunu gostermektedir.

Son yillarda gebelikte rosiglitazon kullanimu ile ilgili yapilan diger 6nemli
caligmalardan birisi de Klinkler ve dig., (2006)’ nin yapmis olduklar1 ¢aligmadir.
Arastirmacilar yapmig olduklar1 bu ¢alismada rosiglitazonun gebelikte kullaniminin
fare fetusunda fenotipik bir bozukluga neden olmadigini veya in vitro fare blastosist

gelisimine zarar vermedigini gostermiglerdir.
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Gebelikte rosiglitazon kullaniminin giivenirligiyle ilgili yapilan ¢alismalarin
yaninda rosiglitazonun heniiz tam olarak agiklanamamis olan etki mekanizmasini
arastirmak amaciyla onun agonist olarak islev gordiigii peroksizom proliferator ile
aktive olan reseptorlerle (PPAR’lar) ilgili de ¢alismalar yapilmistir.

PPAR’larin fizyolojik ve patofizyolojik siireglerdeki biyolojisi, Oncelikle
periferik organ ve dokularda ¢alisilmistir. Son yillarda, PPAR'larin ¢esitli merkezi
sinir sistemi (MSS) hastaliklarinin patogenezinde Onemli bir rol oynadigr da

belirlenmistir. PPAR’larin aktivasyonunun ve oOzellikle de PPAR y izoformunun,

periferik makrofajlarda ve insan otoimmiin hastalik modellerinde enflamasyonu
bastirdigina dair sonuglar bulunmustur. Bu bulgular bilim insanlarini, enflamatuvar
bileseni ayni olan bir¢ok merkezi sinir sistemi bozukluklarinda 6nemli olan bu
etkileyici aktivitelerin deneysel olarak degerlendirilmesi i¢in arastirma yapmaya
tesvik etmistir (Heneka ve Landreth, 2007).

Inestrosa ve dig., (2005)’ nin yapmis olduklari molekiiler ve histolojik
calismalarin sonuglariyla, ratlarin hipokampal néronlarinda PPAR-y’nin eksprese
edildigini ve PPAR-y agonistleri olan troglitazon, rosiglitazon ve siglitazon
tarafindan B-amiloid nérodejenerasyonunun engellendigini gostermiglerdir.

Collino ve dig., (2006)’ nin yapmis olduklari ¢alismanin sonuglari, serebral
iskemi/reperflizyona maruz birakilan ratlarda, PPAR-y agonistleri olan rosiglitazon
ve pioglitazonun, asir1 inflamatuvar yaniti ve oksidatif stresi engelleyerek
hipokampusta koruyucu etki sergilediklerini gostermistir.

Bircok arastirici norodejenaratif hastaliklara karst PPARy agonistlerinin
norokoruyucu etkileri iizerine odaklanmis olmasina ragmen, PPARy agonistlerinin
norogenezis iizerine etkileriyle ilgili sadece bir ka¢ ¢aligma vardir.

Biitiin bunlarin yaninda, rosiglitazonun farkli hiicre tiplerinde ve farkl
kullanim dozlarinda farkli etkiler gosterdigide diger onemli konulardan biridir.
PPAR-y agonistlerinin endotelyal hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicrelerini ve kanser
hiicrelerini de iceren farkl tipteki hiicrelerde apoptozisi indiikledigi rapor edilmistir
(Okura ve dig., 2000; Ho ve dig., 2007). Diger yandan, rosiglitazonun
kardiyomiyositler, B-adacik hiicreleri ve ndronlar1 apoptozise karsi korudugu da
raporlanmistir (Lin ve dig., 2005; Kilter ve dig., 2009; Wu ve dig., 2009). Bu
raporlardaki ¢eligkili sonuclar belirsizdir ancak bu durum, PPAR-y agonistlerinin
farkli konsantrasyonlarda kullanimi, farkli hiicre tipleri ve/veya agonistlerin PPAR-

v’dan bagimsiz etkileriyle agiklanabilir.



Rosiglitazon, hipoksi/reoksijenasyon-indiiklii noronal apoptozis {izerine
bifazik bir etki gostermektedir. in vitro diisiik konsantrasyonlarda (<50uM) ve in
vivo diisiik dozlarda (<50ng) noronal apoptozise karsi koruyucu etki gosterirken,
yiiksek dozlarda herhangi bir koruyucu etki gostermemektedir (Wu ve dig., 2009).
TZD’lerin konsantrasyona bagli olarak hiicre ve doku koruyuculugu {izerine bifazik
etki mekanizmasi tam olarak aciklanamamistir ve bu konuda daha fazla arastirmaya
ihtiyag vardir.

Calismamizda yontem olarak sectigimiz stereoloji, lic boyutlu orneklerin
(biyolojik yapilar, metalurjik O6rnekler vb.) iki boyutlu kesitlerinden elde edilen
verilere dayanarak, onlarin gergekteki ti¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili bilgilerin elde
edilmesini ve yorumlar yapilmasini saglayan bilim dalidir (Unal ve dig., 2002a).
Biyolojik yapilarla ilgili ¢aligmalarda, sayisal verilerin 6nemi biiyiiktiir. Ozellikle
hiicre, cekirdek, mitokondri vs. gibi doku bilesenlerinin sayisi, karsilastirmali
caligmalar, toksikoloji ve gelisim biyolojisi basta olmak iizere, yapisal nicelik ile
fonksiyon arasindaki iliskilerin incelendigi tiim dallarda 6nemli veriler saglar
(Gundersen, 1986). Bir organ veya yapidaki belli bazi partikiillerin sayilarini
belirlemek i¢in yillar boyunca degisik metotlar kullanilmistir (Abercrombie, 1946;
Weibel, 1969; Haug, 1986). Ancak zaman igerisinde bu metotlarla ilgili yapilan
hatalar fark edilmis ve bunlar dikkate alinarak, giiniimiizde modern stereolojik
metotlar gelistirilmistir. Bugiin kullanmis oldugumuz bu metodla elde edilen sayisal
verilerin gilivenilirligi ve gecerliligi konunun uzmanlar1 tarafindan da kabul
edilmektedir (Unal ve dig., 2002a).

Yapilan bu calismada, tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan,
PPARy agonisti olarak aktivite gosteren, beyinde nodrodejeneratif hasarlara kars:
koruyucu etki gosterdigine ve norogenezis lizerinde de etkili oldugunu gosteren
sadece bir kag ¢alismanin oldugu belirlenen rosiglitazon kullanildi. Bununla beraber
yapilan literatiir taramasinda rosiglitazonun hangi dozda kullanildiginin hiicre veya
doku diizeyinde gosterecegi etki lizerinde dnemli bir faktér oldugu gozlendi. Bu
nedenle c¢alismada, rosiglitazonun iki farkli dozunun prenatal donemde
uygulanmasinin beyinde norogenezisin prenatal donemde baslayip postnatal
donemde de devam ettigi bilinen hipokampusta, postnatal donemde piramidal hiicre
sayis1 ve morfolojisi lizerine etkilerinin stereolojik ve histolojik olarak arastirilmasi

amaclandi.



Yapilan literatiir aragtirmasinda, prenatal donemde farkli dozlarda uygulanan
rosiglitazonun postnatal donemde hipokampustaki piramidal hiicre sayisi iizerine
etkilerinin calisildig1 stereolojik bir calismaya rastlanmadi. Bu nedenle calisma
sonuglarmin mevcut literatiir bilgilerine katki saglayacagi ve bundan sonra bu

konuda yapilacak ¢aligsmalara 11k tutacagi kanisindayiz.






2. GENEL BILGILER

2.1. Limbik Sistem

Limbik sistem basta hipotalamus olmak iizere bir kisim subkortikal yapilar
(hipokampus, amigdala, septal alan, paraolfaktor alan, talamusun anterior
¢ekirdekleri) ve bunlarin etrafindaki korteks alanlarindan (cortex orbito frontalis,
gyrus subcallosus, gyrus cingulate, gyrus parahippocampalis, uncus) olusmaktadir
(Gokhan ve Cavusoglu, 1989).

Limbik sistem genel olarak duygular, diirtiiler ve davranislarla ilgili bir
sistemdir. Bunun yaninda hipotalamus, hemen hemen tiim otonom fonksiyonlar igin
ana kumanda merkezini olusturur.

Yapilan ¢alismalarla, limbik sistemin hem susama ve acikma ile birlikte 6tke
ve saldirganliga hem de tokluk ve sakinlige yol acan merkezlere sahip oldugu
gosterilmistir (Gokhan ve Cavusoglu, 1989). Yukarida séz edilen diirtiiler disinda
limbik sistemin bazi alanlarinin cezalandirma ve Odiillendirme merkezleri
bulundurdugu, bu merkezlerin 6zellikle amigdala ve hipokampusta olabilecegi iddia
edilmektedir (Gokhan ve Cavusoglu, 1989). Bu o6zelliklere ek olarak 6grenme ve
hafizalama merkezlerininde yine limbik sistemin ve 6zellikle de hipokampusun bir

fonksiyonu olmasi konunun 6nemini artirmaktadir.



2.2. Hipokampus

Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan birisi olan hipokampus, insanda
lateral ventrikiil alt boynuzunun tabaninda bulunur. Kesitlerde C harfi seklinde olan
bu yapiya goriinimii itibariyle deniz atina benzetildiginden dolay:r hipokampus adi
verilmistir (Sekil 2.1). Algr ve bellek sistemleri arasinda baglanti kuran hipokampus,
beynin bir¢cok bolgesinden duyu lifleri almakta ve aldigi bu duyulari, forniks
aracilifiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletmektedir. Bunun yani sira,
hipokampus subkortikal alanlarla olan baglantisi sayesinde, beynin bir¢ok bdlgesi ile
iletisim halindedir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlari iizerinde 6nemli role sahip olan
hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin depolanmas1 ve anilarin kisa siireli hafizadan
uzun siireli hafizaya gegirilmesinde gorev alir. Bu nedenle hipokampusta meydana
gelebilecek bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda bozukluklara neden olabilir. Sonug
olarak da; hipokampus lezyonlarinda, anilarin kisa siireli bellekten uzun siireli

bellege alinmasinda sorun oldugu gozlenmistir. Bunun yani sira, verbal veya

sembolik anilarin hafizada tutulmasinin da miimkiin olamayacag: ifade edilmistir
(Barr ve Klernam, 1988; Sadler, 1993; Aktan, 1997; Moore ve Persaud, 1998;
Songur, 2001; Songur ve dig., 2001).

Sekil 2.1.Diseke edilen ve deniz atina benzetilen hipokampus (Touretzky, 2011).



2.2.1 Hipokampusun embriyolojik gelisimi

Serebral hemisfer duvarmin diensefalon tavanina bitisik oldugu bolgede noroblast
gelisimi olmaz ve bu alan ince kalir. Bu bolgede, ikinci ayin ortalarinda hemisferin
duvan tizerinde vaskiiler mezensimle kapli ependimal hiicre tabakasi olusmasi ile
koroid pleksus meydana gelir. Olusan koroid pleksus, koroidal fissiir olarak
adlandirilan bir c¢izgiyi izleyerek lateral ventrikiil i¢ine girer. Bununla birlikte
koroidal fissiiriin hemen tizerinde bulunan hemisfer duvari kalinlagir ve hipokampusu
olusturur. Hipokampus daha sonra kendi i¢inde katlanmis olarak lateral ventrikiiliin

icine dogru genisler (Sadler, 1996).

2.2.2. Hipokampus anatomisi

Hipokampus, gri cevher tabakasindan olusmustur ve lateral ventrikiiliin alt boynuz
tabani boyunca uzanir. Ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt kismina bakan
yiizii ise konkavdir. Uzunlugu yaklasik 5 cm’dir (Sekil. 2.2) (Arinci ve Elhan, 2001).
Genislemis 6n kismina pes hippocampi adi verilir ve bu bdlgede digitationes
hippocampi olarak isimlendirilen iki ya da {i¢ adet ¢ikinti bulunur. Hipokampusun
konveks olan ventrikiiler yiizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu
alveus ile ortilidiir. Bu lifler medialde serit seklinde birbirine yaklasarak fimbria
hippocampi’yi olusturur. Fimbria hippocampi’nin arka ucu alveus ile birlikte crus
fornicis’i meydana getirir. On ucu ise uncus gyri hippocampi’nin beyaz cevherinde
sonlanir. Alveus’tan gelip fimbria hippocampi’ye dahil olan lifler, fornix’in
baslangicin1 olusturmaktadir (Carpenter ve Sutin, 1983; Barr ve Klernam, 1988;
Nolte, 1988; Arinci ve Elhan, 2001; Songur, 2001; Songur ve dig., 2001; Tirkoglu,
2005).
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Sekil 2.2. insan hipokampusun genel goriintiisii (Scanlon ve Sanders, 2006).

Hipokampus genelde hipokampal formasyon igerisinde ifade edilir. Bu yapida
gyrus dentatus, cornu ammonis bolgeleri olan CAl, CA2, CA3 (CA4 genellikle hilus
olarak gecer ve gyrus dentatus’un bir parcasi olarak diisiiniiliir), ve “subiculum”
bulunur. Esas simirli anatomiyi CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri olusturur (Songur ve
dig., 2001).

CALl subiculum’a en yakin olan bolge, CA3 ise gyrus dentatus’a en yakin
olan hipokampus alanidir (Mayer, 1971; Barry ve dig., 1995; Songur, 2001; Songur
ve dig., 2001). CA4 bolgesi de, CA3 ile gyrus dentatus arasinda yerlesmistir (Barry
ve dig., 1995).

Hipokampusun piramidal hiicre boyutlarinin en fazla oldugu alan1t CA3’tiir.
Bu bolgede bulunan hiicrelerin bir bagka 6zelligi de dentat graniiler hiicrelerden
gelen “mossy lifleri”ni (yosunsu lifler) almasidir. Piramidal hiicre yogunlugunun en
cok oldugu alan ise CA2’dir ve bu kisimda mossy lifleri goriilmez. CA2’ye
supramamillar bolge ve hypothalamus’tan yogun lifler gelir. CA1 ise hipokampus’un
en karmasik bolgesidir. Boyutlar1 birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu
bu alanda, hiicrelerin %10’unu internéronlar meydana getirir (Songur, 2001; Barry

ve dig., 1995).
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2.2.3. Hipokampus histolojisi

Alveus

Embriodentate
sulcus

Stratum oriens

Stratum pyramidalis

Stratum radiatum

e

——————— Stratum lacunosum

Hippocampal

sulcus Stratum moleculare

Sekil 2.3. Hipokampusun enine kesitinin sematik goriintiisii (Williams ve dig., 1989).

Ik bakildig1 zaman hipokampusun bilaminar bir dzellikte oldugu goriiliir. Bu
tabakalardan ilki; Cornu Ammonis (CA) olup ¢ogunlukla hipokampus terimi ile
ifade edilen yapidir. ikincisi ise; Gyrus Dentatus (GD) olarak adlandirilan
olusumdur (Sekil 2.3, 2.4) (Williams, 1995).

2.2.3.1. Cornu ammonis (CA)

Cornu ammonis (CA) sahip oldugu hiicre tiplerinin farkli yapisal 6zelliklerinden
dolay1, kendi iginde cornu ammonis CA1, CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan alt
alanlara boliinerek incelenmektedir. Bunlardan CA1 bélgesi subiculum’a, CA4
bolgesi ise gyrus dentatus’a yakin olan bolgedir (Sekil 2.4).

Subiculum’a yaki olan CA1 bolgesindeki piramidal hiicreler tipik olarak
ticgenimsi sekilde, genellikle kiiclik ve dagmik yerlesim gosterirler. Bu bolgeyle
ilgili diger bir 6zellik ise insan CAL bdlgesinin stratum piramidale’si uzun ve dar,

sicanlarda ise ilgili bolgenin kiiciik ve yogun olmasidir. Insan CA1 bdlgesinin
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stratum piramidale’sinde iki alt tabaka secilebilmektedir. Bu alt tabakalar stratum
profundum ve stratum superficiale olarak adlandirilir (Braak, 1974).

CA’in ikinci pargasi olan CA2 bolgesinde yogun bir sekilde yerlesim
egilimine sahip biiylikk ve ovoid piramidal hiicrelerin varhigi dikkati c¢eken ilk
ozelliktir (Sekil 2.4 ). Bu bolgede dikkati ¢eken diger bir ozellik ise Stratum
piramidale tabakasinin yogun, kiigiik ve dar olmasidir (Sekil 2.4 ) (Amaral ve dig.,
1984)

CA’in Tglincli pargasi olan CA3 bolgesinde yerlesik bulunan piramidal
hiicreler, CA2 bolgesinin igindeki piramidal hiicrelere benzerlik gostermelerine
ragmen yogunluklart daha azdir. CA3 bolgesinde dikkati ¢eken en 6nemli 6zellik ise
bu bolgede miyelinlesmemis liflerin ve gyrus dentatus’tan kaynaklanan “mossy”
liflerinin bulunmasidir.

CA4 bolgesi; gyrus dentatus’un i¢ biikey kavitesinin iginde yerlesmistir. Bu
bolgedeki hiicreler biiyiik boyutlu, ovoid yapida, miktar olarak ise birka¢ tane olup
birbirleri arasinda dagmik tarzda yerlesmislerdir (Sekil 2.4 ). CA4 bolgesinin
karakteristik ozelligi ise; “mossy” miyelinli liflerin daginik yerlesime sahip
olmalaridir (Duvernoy, 2005).

Cornu ammonis’in mikroskobik yapisi incelendiginde, ventrikiiler yiizeyden
derine dogru toplam yedi tabakadan meydana geldigi gortliir (Sekil 2.3, 2.4 ) (Aktan,
1997).

Bu tabakalar sirasiyla;

1- Alveus,

2- Stratum oriens,

3- Stratum pyramidalis,
4- Stratum lucidum,

5- Stratum radiatum,

6- Stratum lacunosum ve

7- Stratum moleculare’dir.

1- Alveus:Subiculum ve hipokampusa ait piramidal hiicre aksonlarini igerir.

2- Stratum oriens: Esas olarak piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ile
interndronlarin yerlestigi tabakadir. Buradaki ¢ogu noéron aksonlart alveus
liflerine katilir. Diger hiicre aksonlar1 ise, en derinde yer alan molekiiler

tabakaya kadar uzanir (Barr ve Klernam 1988; Barry ve dig., 1995).
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3-

7-

Stratum pyramidalis: Karakteristik olarak bu tabakada biiyiikk piramidal ve
Golgi tip II hiicreleri c¢ogunluktadir. Piramidal hiicrelerin tabani
hipokampusun ventrikiiler yiizeyine doniiktiir ve bazal - apikal dendritleri
komsu tabakalara kadar uzanir. Aksonlar1 ise Sstratum oriens’ten gecerek
alveus liflerine katilirlar. Hipokampusa asil seklini veren buradaki piramidal
hiicrelerin dizilimidir (Raismanve dig., 1965).Piramidal tabakada, degisik
yollar takip eden kisa aksonlu hiicreler de mevcuttur. Sepet hiicreleri bu grup
hiicreler arasinda yer alirlar. Stratum oriens ile Stratum pyramidale arasindaki
gecis alaninda bulunan bu hiicreler hipokampus’un i¢ aktivitesini diizenlerler.
Sepet hiicrelerinin aksonlart alveus hippocampi’ye ugramadan zit yonde
ilerler ve piramidal hiicrelerin ¢evresinde yogun bir ag yapar. Daha sonra
stratum radiatum’a gecer (Songur, 2001; Colonnier, 1966).

Stratum lucidum: CA3 alanindaki piramidal hiicreler ile baglanti saglayan
yosunsu (mossy) lifler igerir. Diger primatlara gére insanlarda daha belirgin
olup CA1 ile CA2 alanlarinda bulunmaz (Barry ve dig., 1995).

Stratum radiatum: Genis bir ag yapisina sahiptir ve bu tabakada, piramidal
tabakanin sinirindan 1g1nsal uzanan dallar bulunur (Carpenter ve Sutin, 1983).
Stratum lacunosum: Area entorhinalis’ten gelen onemli afferent lifler
burada sonlanir.

Stratum moleculare:ince sinir lifleri ve cok az sayida néron igerir (Sekil 2.5).

Hipokampus’un son ii¢ tabakasi “stratum moleculare” adi altinda tek bir

katman olarak da kabul edilmektedir. Bazi kaynaklar ise 6. ve 7. tabakalar1 stratum

lacunosum-moleculare ismiyle ifade edilmektedir (Barr ve Klernam, 1988;
Carpenter ve Sutin, 1983; Barryve dig., 1995; Colonnier, 1966).

2.2.3.2. Gyrus dentatus (dentat girus, dental gyri, fascia dentata, gyrus involutus)

Gyrus dentatus (DG), hippokampal govdenin koronal kisminda yerlesik tir ve

hipokampus gévdesinin koronal kesitinde dar, konkav bir tabakadir. Kemirgenlerde

graniil hiicre tabakasi "V" yada "U" seklindedir. Konkavitesi, ammon boynuzunun

CA4 bolgesini sarmaktadir (Sekil 2.4 ).
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Sekil 2.4. Hipokampusun Cornu ammonis (CA) ve Dentat girus (DG) tabakalari.

3 tabakadan olusur:

1. Stratum moleculare,

2. Stratum granulosum, graniil hiicrelerin bulundugu graniil hiicre tabakasi (asil
tabaka),

3. Stratum polymorpha, graniil hiicre tabakasinin altinda ise yaygin bir sekilde
cesitli hiicre tiplerinin bulundugu tabaka olan polimorfik hiicre tabakasi
(hilus).

Stratum moleculare, graniil hiicre tabakasinin istiinde hiicre igermeyen genis bir
tabakadir. Dendritik uzantilar ile akson lifleri igerir (Sekil 2.5) (Johnston ve Amaral,
1998; Duvernoy, 2005).

Stratum granulosum, bu tabaka gyrus dentatus’un esas hiicresel tabakasidir ve
graniil hiicresi govdelerini igerir. Graniil hiicreleri kiigiik (10 pm civar1 ¢apa sahip),
yuvarlak goriiniimlii hiicre govdelerine sahiptir. Graniil hiicrelerinin sayis1 yaklasik 9
milyon kadardir. Bu hiicreler 4-6 kadar sira yaparak graniil hiicre tabakasini
olustururlar (Johnston ve Amaral, 1998; Duvernoy, 2005). Burada bulunan graniiler
hiicrelerin dentritleri, perforan yollarla, Str. moleculare’ye gecip oradaki hiicrelerin
aksonlari ile sinaps yapar. Aksonlari ise “mosyy” lifleridir ve str. polimorfe ve cornu
ammonis’in str. lusidum tabakalarinda bulunan piramidal hiicrelerin dentritleri ile

sinaptik baglant1 kurarlar (Williams ve dig., 1989; Canan, 1997).
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Stratum polymorph, ya da diger adiyla plexiform layer, CA4 bolgesi icin graniiler
tabaka ile birlesir ve graniiler noronlarin aksonlar1 tarafindan karsidan karsiya
gecirilir. Molekiiler ve polimorfik tabakalarda birka¢ tane ara néron vardir. CA4
bolgesi ise yalnizdir. Bazen “end-folium”, “end-blade” ve fascia dentata’nin hilusu
olarak da isimlendirilir (Duvernoy, 2005).

Hipokampus, parahipokampal girusun bir kismini olusturan subiculum ile
devam eder (Duvernoy, 2005; Johnston ve Amaral, 1998). Subiculum pek ¢ok

segmente ayrilir;

1. Prosubiculum (CAL ile devam eder),

2. Subiculum proper,

3. Presubiculum,

4. Parasubiculum (parahipokampal girusun kenarindan entorinal alana geger)
(Johnston ve Amaral, 1998; Duvernoy, 2005).

Dentate gyrus

Sekil 2.5. Hipokampusun hilar bélgesindeki (h) mossy hiicreleri. iml: i¢ molekiiler
tabaka, oml: dis molekiiler tabaka, sp: CA1 ve CA3 alanlarindaki piramidal tabaka
sl: stratum lusidum, hf: hipokampal yarik, g: graniiler tabaka (Forster ve dig., 2006).
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2.2.4. Hipokampal yollar

2.2.4.1. Afferent yollar

Hipokampus bolgesi gerek direk gerekse dolayli yollardan tanimlanan tiim duyusal
uyaranlar1 barindiran afferent baglantilara sahiptir (Songur ve dig., 2001). Area
entorhinalis’ten gelen duyular dort yolla hipokampus’a iletilir:

1- Perforant yollar: Entorhinal korteksten gelen akson uzantilarinin CA4 bolgesi
hari¢, CA1-2 ve 3 bolgelerine uzandiklar1 belirlenmistir.

2- Alvear yol: Gyrus dentatus boyunca CA3 bolgesine ulasan “mossy” liflerinin
meydana getirdigi yoldur.

3- Schaffer kollateralleri ad1 verilen yol, CA3 ve CA2 alanlarindan kalkip CA1
alaninda sonlanan piramidal hiicre uzantilarindan meydan gelmektedir.

4- Dagilan liflerin olusturdugu yol: Beynin subkortikal alanlarindan ¢ikip cornu
ammonis’in (CA) ilk tabakasi olan alveustan gegerek hipokampusun CA1l
alan1 ve subiculum’un i¢ tabakasina uzanan yoldur (Sekil2.6).

Yukarida tarifi yapilan dort ana afferent kaynak disinda da hipokampus’un,
gyrus parahipokampalis’in  korteksinden, nuclei anteriores thalami, area
hypothalamica posterior, corpus mamillare, area septalis, substantia innominata,
ventral tegmental area, nuclei raphe ve nucleus parabrachialis'ten de lifler aldig
gosterilmistir (Steward ve Scoville, 1976; Barr ve Klernam, 1988; Songur ve dig.,
2001; Taupin, 2007).

2.2.4.2. Efferentyollar

Hipokampusun en biiyiik efferent yolu forniksdir. Hipokampus ve subiculum’dan
baslayan miyelinli lifler, alveus’tan fimbria hippocampi’ye gecer. Sayilar1 1.2-2.7
milyon arasinda degisen bu lifler, splenium corporis callosi’nin altinda crus fornicis;
thalamus’un arkasinda ise corpus fornici solarak devam eder (Brodal,1981; Barr ve
Klernam, 1988; Aktan, 1997; Songur, 2001). Corpus fornicis'ten sonra, columna
fornicis ismiyle uzanan aksonlar, foramen interventriculare oniinde kavis yaparak
nuclei anterioresthalami ve nucleus dorsalis lateralis thalami'ye lifler verir. Bu
liflere postcommissural lifler ad:1 verilir (Steward ve Scoville, 1976; Songur ve dig.,
2001). Buradan hipotalamusa uzanan liflerin ¢ogu corpus mamillare'de ve
hipotalamusun ventromedial nukleusunda sonlanir. Columna fornicis'ten

commissura anterior'a ayrilan az sayidaki fornix lifleri ise area septalis, substantia

16



innominata ve area hypothalamica rostralis'e gegerler. Bu liflere ise precommissural
lifler ad1 verilir (Songur ve dig., 2001; Barr ve Klernam, 1988; Brodal,1981).

Sekil 2.6. Hipokampusun baglantilart. CA: Cornu ammonis, SC/AC: Schaffer
kollateralleri ve kominikan yol, Sbh: Subiculum, DG: Dentat girus, PP: Perforan yol,
EC: Entorhinal korteks, MF: Mossy fibrilleri, LEC: CAl’den ¢ikip entorhinal
kortekse giden lateral fibriller, MEC: subiculum’dan ¢ikip entorhinal kortekse giden
median fibriller, 111/V: Entorhinal korteksten CAlve subiculum’a gelen fibriller,
[1/1V: Perforan yoldan gyrus dentatus’a ve CA3’e gelen fibriller, LPP: Lateral
perforan yol, MPfP: Median perforan yol (Touretzky, 2011).

2.2.5. Hipokampus gelisimi

Memeli sinir sisteminin gelisimi, bir¢ok sinir hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi ile prenatal
donemde baglar. Oysaki sinir sisteminin olgunlasma siireci, mesela gliogenesis ve
myelinasyon, dogumdan sonraki on yillik siire¢ boyunca devam eder (Taupin, 2007).
Hipokampus’da, graniiler ve piramidal hiicrelerin gelisim sekilleri birbirlerinden
fakliliklar gosterir (Taupin, 2007). Cornu ammonis’in gelisimi, ¢ogu piramidal
hiicrelerin prenatal bir sekilde ortaya ¢ikmasi ile birlikte prenatal periyot icerisinde
baglar. Cornu ammonis’in olgunlasma siireci dogumdan sonraki 2-3. haftaya kadar
devam eder (Taupin, 2007).

Beynin diger alanlarinin aksine; gyrus dentatus’un (DG) graniiler hiicrelerinin
cogu postnatal bir sekilde yasamin ilk ikinci haftasi esnasinda ortaya ¢ikar. Graniiler
hiicrelerin aksonlar1 olan “mossy” liflerinin gelisimi ise postnatal bir gelisim gosterir
(Taupin, 2007). “Mossy” liflerinin sinapslarinin stratum lucidum ve CA3 bélgesinin
piramidal hiicrelerinin dendritleriyle baglanti kurmasi, postnatal gelisimin ikinci

haftas1 civarinda CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerin dendritik ag orgiilerinin
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ortaya ¢ikmasina rastlamaktadir (Taupin, 2007). Postnatal dénemde hipokampusun
CA3 interndronlart ve hilar’dan kaynaklanan GABA, CA3 piramidal hiicreleri
tizerine bir depolarizan aktivitesi yaratir. Postnatal dénemde graniil hiicreleri de
gecici olarak GABAerjik eksitator fenotipi ekspres eder. CA3 piramidal hiicreleri
tizerine GABAdepolarizan etkinligi ve graniil hiicreleri tarafindan GABAerjik
eksitatdor fenotipinin eksprese edilmesi, onlarin gelisim sirasinda fizyolojik

onemlerinin ve rollerinin ne oldugu sorusunu ortaya ¢ikarmaktadir (Taupin, 2007).

2.2.5.1. Cornu ammonis’in hipokampal alt cisimlerinin gelisimi

CA’nin gelisimi prenatalperiyotta baslar. Farelerde hipokampal piramidal hiicrelerin
orjininde yer alan noéronal progenitor (Oncii) hiicreler, embriyonik giinlerin yaklasik
10,5. giinlerinde ortaya ¢ikarlar (Sekil 2.7, 2.8) (Taupin, 2007). Hipokampal
piramidal hiicrelerin orjinindeki noronal progenitor hiicreleri, ventrikiiler zondan
orjin alan noral kok hiicrelerinden koken alirlar. Sozii edilen progenitor hiicrelerinin
¢ogu, embriyonun 14.5 giiniine kadar, CA’nin orjinalinde olan piramidal hiicreleri
ortaya ¢ikarmasina izin verecek olan yerde, kortikal bir tabaka formunda ve onlarin
son tahmin edilen pozisyonlarma goc¢ etmis olduklar1 goriilmektedir (Sekil 11).
Piramidal hiicrelerin gelisiminin dogumdan sonraki 2-3 haftaya kadar uzadigi,
ozellikle de CA3’un piramidal hiicrelerinin dendritik aglarinin postnatal donemin

ikinci haftasi civarinda tamamlandigi gosterilmistir (Taupin, 2007).
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Astrosit
Oligodentrosit

Noron

Sekil 2.7. Noral onciil ve kok hiicreler. Noral Kok Hiicreler (NKH), Noral Projenitor
Hiicreler (NPH) (Taupin, 2007).

Subiculum

Sekil 2.8. Hipokampus’un sagital kesiti. Dentat girus (DG), Cornu ammonis (CA) ve
Cornu ammonis’in alt bolgeleri olan CA1, CA2, CA3 ve CA4 alanlar1 (Taupin,
2007).
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2.2.5.2. Gyrus dentatus’un gelisimi

2.2.5.2.1. Graniiler hiicreler

Hipokampusun, graniiller ve piramidal hiicrelerin gelisim sekilleri birbirlerinden
fakliliklar gosterir. CA bolgelerinin piramidal hiicreleri, diger birgok beyin sinir
hiicreleri gibi, prenatal donemde meydana gelir, DG graniil hiicrelerinin biiyiik bir
cogunlugu ise dogumdan sonraki ilk iki hafta icinde meydana gelir (Taupin, 2007).
Dentat graniil hiicrelerinin ilk 6nciil hiicreleri, CA3 piramidal hiicrelerin 6nciil
hiicreleriyle ayn1 zamanda {retilir. Graniil hiicrelerinin yakasik %15°1 dogum
oncesinde, % 70’1 dogumdan sonraki ilk iki haftada, % 15°1 de postnatal 16. giinden
sonra olusur (Sekil 2.9) (Taupin, 2007).

GL

GL

/\f ) \§
j noron & ——

Sekil 2.9. Yetiskin dentate gyrus’unda norogenezis. Graniiler tabaka (GL),
Subgraniiler zon (SGZ) (Taupin, 2007).

2.2.5.2.2. “Mossy” lifleri

Graniil hiicrelerinin aksonlar1 olarak bilinen “mossy” lifleri, postnatal bir gelisime
sahiptirler (Taupin, 2007). Mossy lifleri (ML) sinapslari stratum lucidum iginde,
CA3 bolgesinin piramidal hiicrelerinin dendritleri ile iliskili bir gsekilde
yerlesmislerdir (Sekil 2.10). CA3 piramidal hiicreleri ile ML sinapslarinin geligimleri
ic adimda gerceklesir:
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Kemiricilerde ilk faz esnasinda, postnatal 3. giin ve postnatal 9. giin arasinda
CA3 bolgesinin stratum lucidum’una ulasan graniiler hiicrelerin kozalari biiyiir.
mossy liflerinin sonlanmis sinirleri CA3 piramidal hiicrelerinin dendritleri ile hem
simetrik hem de asimetrik olarak ilk sinaps baglantilarini kurar. Bu zaman esnasinda
“mossy” liflerinin sonlanmis sinirleri boyca uzamaya baslar. Postnatal gelisimin 9.
giniinde ML sinapslar1 CA3 piramidal hiicrelerinin dendritik ag oOrgiilerinin
invaginasyon siirecini baslatmis olur (Taupin, 2007).

Ikinci faz esnasinda postnatal 10. giin ve postnatal 14. giin arasinda ML
sonlanmalarinda sinaptik vezikiillerin yogunlugunda bir artma ile daha kompleks
olmaya baglar. Bir arada olacak bir sekilde CA3 piramidal hiicreler {izerinde
dendritik ag orgiileri goriilmeye baslar (Taupin, 2007).

Postnatal 14. giin ii¢iincii faz esnasinda, ML Sinapslar1 onlarin olgunluklarini
tamamlarlar. Ozellikle ML terminalleri siireci tarafindan CA3 dendritik ag
Orgiilerinin invaginasyon siireci, sinaps ML-CA3 piramidal hiicrelerinde simetrik ve
asimetrik kontaklarin miktarlarinda bir artma ile ilerler. Postnatal 21. giine kadar,
ML sonlanmalarinin ¢aplar1 10 um’ye ulasir ve tamamen olgun goriiniim kazanirlar.
Yumru veya kabarcik seklindeki olusum i¢inde invagine olmus dendritik ag orgiileri
ve yiiksek vezikiiler yogunlugu ile kompleks bir morfolojiye sahip olurlar (Taupin,
2007).

Sekil 2.10.“Mossy” sinapslarinin elektron mikroskobik goriintiisii. Mitokondri (m),
Aktin filemanlar (act), Dendritik spin (sp), Kiigiik sinaptik vezikiil (ssv) (Taupin,
2007).
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2.2.6. Hipokampusun fizyolojisi ve kimyasi

Hipokampusta monoaminerjik, kolinerjik, GABAerjik afferentler bulunur. Ornegin:
hipokampustan en ¢ok salgilanan eksitator transmitterlerin glutamat ve aspartat
oldugu bilinir. Stratum lacunosum ve stratum oriens’te somatostatin-immiinoreaktif
lifler, stratum pyramidalis, stratum radiatum ve stratum oriens’te glutamat
dekarboksilaz (GAD)-immiinoreaktif lifler, stratum pyramidalis’te ise kolesistokinin
(CCK)-immiinoreaktif lifler bulunmaktdir. Bunun yaninda; CA3’e giden “mossy”
liflerinde bir opoid peptid olan dinorfin, hipokampusun ¢ogu bolgelerinde ise VIP
(vazoaktif intestinal polipeptid) yaygin olarak bulunur (Barry ve dig., 1995).

Yakin hafiza olarak tutulan bilgilerin saglamlastiriimasi uykunun REM
sathasinda meydana gelir. Bu sathada, hipokampusa isaret eden serotonerjik rafe
nukleuslar: aktiftir. Derin uykuda yapilan neokorteksteki EEG kayitlar1 diizenli ve
senkronize ritim gosterir. Ancak hipokampal EEG kayitlar1 desenkronizedir.
Uyaniklik durumunda ise neokortikal EEG kayitlar1 desenkronize olmasina ragmen;
hipokampal EEG kayitlar1 yavas ve diizenli bir ritim gosterir. Hipokampusun EEG
dalgalar1 ritmik siniizoidal tipteki ‘teta dalgalari’dir. Bu durum yapiin spontan
aktivitesini ve bilincin degisik devrelerle iliskili oldugunu gostermektedir (Barr ve
Klernam, 1988; Brodal, 1981).

Hipokampus; uzun siireli bir sinaptik iligki tiirii olan “LTP (long term
potentiation) ve iskemiye secici duyarlilik™ gibi konularda olduk¢a dikkat ¢eken bir
yapidir. Ayrica hipokampusun diger bir dzelligi ise hipereksitabilitesidir. Ornegin;
hafif elektriksel uyaranlar, hipokampus bdolgelerinde uyaran kesildikten sonra
saniyeler siiren lokal epileptik nobetlere neden olur. Bu da hipokampusun belki
normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller yaydigini gosterir (Guyton, 1987,
Wieraszko ve Ball, 1993; Cizkova ve dig., 1996).

2.2.7. Hipokampusun fonksiyonlari

Hipokampusun yapisinin karmasikligi ve beyindeki bircok bolge ile yakin iligkisi
nedeniyle fonksiyonunun agiklanmasinda giigliikk c¢ekilmektedir (Kandel, 1979;
Cooper, 1981; Nolte, 1988). Bu nedenle, hipokampusun tek basina yaptig
fonksiyonlar1 tanimlamak yerine, karmasik fonksiyonlardaki rolii iizerinde durmak
daha dogru olacaktir (Brodal, 1981; Carpenter, 1983). Hipokampusun, 1948 yilina

kadar sadece koku ile ilgili baglantilarinin oldugu sanilirken, (Arinci ve Elhan, 2001)
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daha sonra koku yollarinin gelismedigi bazi insanlarda da hipokampusun normal bir
diizeyde gelistigi gozlendi. Anatomistler bu konu iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalar ile,
hipokampus gelisiminin olfaktor bulbusun gelisimine paralel olmadigini
gostermislerdir (Brodal, 1981; Carpenter, 1983).

Gorme, isitme, koku, dokunma, i¢ organ duyulari gibi hemen her tiirlii
duyusal uyari, kiiciik bir alan dahi olsa, hipokampusu aktive etmektedir. Aktive olan
hipokampus da ventral talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine
sinyaller gondermektedir. Boylece, hareketlerin davranis bi¢cimine donlismesinden
once, limbik sistemi etkileyen hipokampus, davranislarin sekillenmesine yardimci
olur (Brodal, 1981). Bu nedenden dolay:r hipokampusun, gelen duyusal sinyalleri
icerisinden gegiren bir kanal rolii oynadig1 diisiiniilebilir (O’keefe ve Coway, 1978;
Guyton, 1987).

Hipokampusun hafiza, o6zellikle de kisa siireli hafiza ile ilgili oldugu
bilinmektedir (Green, 1960). Kisa siireli hafiza, yeni bilgilerin depolanma
kapasitesini ifade etmektedir. Bu nedenle mekanizma ne olursa olsun verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalic1 olmasi i¢in sag ve sol hipokampusun olmasi
gereklidir (Brodal, 1981; Carpenter ve Sutin, 1983; Guyton, 1987). Ayrica, sag
hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha
fazla aktivite gostermektedir. Bu bolgelerdeki lezyonlarda da ilgili hafizalarda
kayiplar meydana geldigi bildirilmektedir (Taner, 1999; Kandel ve dig., 2000).

Hipokampusun endokrin fonksiyonlarda da etkili oldugu bildirilmektedir.
Ornegin; hipokampusun 6n bdlgesinde dstradiolii konsantre eden néronlar oldugu
saptanmistir. Sigan deneylerinde ise; hipokampusun uyarilmast sonucu ovulasyonda
inhibisyonun meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica forniksin kesilmesi ile de
adrenokortikotropik (ACTH) hormon saliniminda bozukluklar olustugu saptanmistir
(Aktan, 1997).

Hipokampusun su fonksiyonlara da katildigi kabul edilmektedir: Heyecan
uyandiran reaksiyonlar veya heyecanin kontrolii, i¢ organlara ait aktivitenin
diizenlenmesi ve serebral korteks iizerine olan retikiiler aktivitenin ayarlanmasi

(Green ve Shimamota, 1953).
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2.3. Tiazolidinedionlar

Tiazolidinedionlar (TZD) tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan ve son yillarda
lizerinde en fazla arastirma yapilan insiilin duyarlilastirici ajanlardir. TZD’lar, insiilin
direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. Bu bilesikler ortak olarak bir
tiyazolidin-2-4-dion yapisina sahiptirler ve her biri farkli bir yan zincire sahiptir
(Hard ve Jabbour, 2004). TZD’lar lipofilik olduklarindan g¢ekirdege girebilirler ve
peroksizom proliferator tarafindan aktive edilen reseptor-gamma (PPAR-y)’ya
baglanarak, aktivasyonunu saglarlar. (Day, 1999).

TZD’lar sadece yag dokusu, iskelet kasi ve karacigerde insiilin direncini
diizeltmekle kalmayip aterosikleroz ve inflamasyon gibi altta yatan patofizyolojik
mekanizmalarin iyilestirilmesinde de rol oynarlar (Bruemmer ve Ronald, 2003;
Alarcon ve dig., 2004; Calkin ve dig., 2005).

Troglitazon, 1997°de kullanima giren tiazolidinedion grubunun ilk ajanidir.
Fakat 2000 yilinda, troglitazon hepatotoksik etkisinden dolayr piyasadan geri
¢ekilmistir. Tiazolidinedion ailesinin kullanimda olan iki {iyesi vardir. Bunlar
rosiglitazon ve pioglitazondur. FDA’nin 2010 yilinda yaymladigi raporda
rosiglitazonun kalp krizi ve kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olarak 6lim riskini
arttirdi@r belirtilmistir. Bu nedenle Tiirkiye’de rosiglitazon igeren ilaglar piyasadan
cekilmistir. Amerika’da ise bazi kisitlamalarla birlikte klinik kullanimina devam

edilmektedir (Sawicki ve Glod, 2004).

2.3.1. Rosiglitazon

Rosiglitazon, peroksizom proliferator tarafindan aktive edilen reseptor-gamma
(PPAR-y) agonisti olan tiazolidinedion ailesinin bir {yesidir. Kapali formiili
CI8HIIN303S*C4H404  seklindedir ve agtk adi  (%)-5-[[4-[2-(metil-2-
piridinilamino) etoksi]fenil] metil]-2, 4-tiazolidindion (Z)-2-butendioat (1:1) olarak
okunur. Molekiil agirligi 473.52 (357.44 serbest baz) g/mol’diir (Sekil 2.11).
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Rosiglitazone maleat beyaz-kirli beyaz renkte toz halinde olup, erime noktasi
122-123°C, pKa degerleri 6.8 ve 6.1°dir (Physicians’ Desk Reference 2005).

f|7H:|
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P

Sekil 2.11. Rosiglitazon’un agik formiilii (URL-1).

2.3.1.1. Rosiglitazonun etki mekanizmasi

Peroksizom proliferator tarafindan aktive edilen reseptoér (PPAR) niikleer reseptor siiper
ailesinin bir {yesidir. Simdiye kadar, farkli (ayr1) genler tarafindan kodlanan
(dizgilesmis) ti¢ izoform tanimlanmistir; PPAR », PPAR a ve PPAR O . Cesitli
yag asitleri ve dogal ekosanoidler PPAR-y i¢cin endojen ligand gorevi goriirler. Fibratlar
ve thiazolidindionlar ise lipit ve glukoz metabolizmasini etkileyen giiclii sentetik
ligantlardir (Berger, 2002). PPAR reseptoriine ligant baglandiktan sonra, reseptor
spesifik bir konformasyonel degisime ugrar, bu degisim bir veya daha fazla koaktivator
protein alinmasina olanak saglar. PPAR aktive edildikten sonra diger bir niikleer
reseptor olan 9-cis-retinoik asit reseptoriiyle (RXR) heterodimer olusturur. Bu
heterodimer PPAR/RXR (karsilik gelen element PPRE) DNA’nin spesifik
bolimlerine baglanir (Chawla ve dig., 2001). Bunun yani sira, PPAR reseptorleri
DNA’ya baglanmada diger transkripsiyon faktorleriyle de (interlokinler IL-2, 1L-6,
timor nekroz faktor TNF-o, metalloproteaz) etkilesebilir ve bazi sitokinlerin gen
ekspresyonunu engelleyerek anti-inflamatuvar 6zellik gosterir (Chinetti ve dig.,
2000). PPAR-y adipoz dokularda yogun bir sekilde eksprese edilmesinin yaninda
vaskiiler endotel, monositler, makrofajlar, pankreatik B-hiicrelerinde, aterosklerotik
lezyonlarda da bulunmaktadir (Chinetti ve dig., 2000; Marx ve dig., 2004). Daha ¢ok
PPAR-o’nin eksprese edildigi karaciger, kalp ve iskelet kasi gibi dokularda
ekspresyonlar1 azdir. Buna gore adipoz doku diger bdlgelere gore insiilin
duyarliligin1 arttiran ve plazma serbest yag asiti konsantrasyonunu azaltan
thiazolidinedionlar igin asil hedef bolgesidir (Schoonjans ve Auwerx, 2001; Ozeser,
2012).

Artmis yag asitlerinin kastaki glukoz metabolizmasini azalttig1 ve serbest yag

asitlerinin damar duvarinda yer alan makrofaj lipoprotein lipaz lizerinde diizenleyici
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etkileri oldugu bilinmektedir. Bunun sonucu olarak plazma yag asitlerinde azalmanin
tiazolidinedionlarin ~ olumlu  etkilerine  katkida  bulundugu  sdylenebilir.
Tiazolidinedionlarin insiilin direncini azaltan adinopektin sekresyonunu arttirdigi
yapilan in vi vo ve in vitro calismalarla gosterilmistir. Tiazolidinedion obez ve
insiilin direnci olan hastalarda artmis olan TNF-a gibi adiposit kaynakli sitokinleri
azaltarak insiilin direncini diizeltir. Tiazolidinedionlarin etkisi tek bir doku veya
sistem tlizerinde degil, farkli dokular ve bunlarin birbirleri lizerindeki etkileriyle
ortaya ¢ikmaktadir (Howard ve dig., 1996; Fukuzawa ve dig., 1999; Moore ve dig.,
2001; Ozeser, 2012).

2.4. Beyindeki PPAR’lar

Peroksizom proliferatdr ile aktive olan reseptorlerin (PPAR'lar) fizyolojik ve
patofizyolojik siire¢lerdeki biyolojisi, Oncelikle periferik organ ve dokularda
calisilmigtir. Son yillarda, = PPAR'larin ¢esitli merkezi sinir sistemi (MSS)
hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir. PPAR’larin
aktivasyonunun ve Ozellikle de PPAR y izoformunun, periferik makrofajlarda ve
insan otoimmiin hastalik modellerinde enflamasyonu bastirdigina dair sonuglar
bulunmustur. Bu bulgular, enflamatuvar bileseni bir olan bircok MSS
bozukluklarinda o6nemli olan bu etkileyici aktivitelerin deneysel olarak
degerlendirilmesi i¢in arastirma yapilmasina tesvik etmistir (Heneka ve Landreth,
2007).

Tiim PPAR izoformlarinin aktivasyonunun, 6zellikle de PPAR ¥ *nin, Multipl
Sikleroz’un murin in vitro ve in vivo modellerinde koruyucu oldugu tespit edilmistir.
Bu bulgularin insan hiicrelerinde de dogrulanmasi, Multipl Skleroz hastalarinda
PPAR y aktivasyonunu degerlendiren klinik ¢aligmalarin baslatilmasina yol agmustir.
Keza, Alzheimer hastaliginin norodejenerasyona ve [-amiloidpeptidlerin
ekstraseliiler birikimine karsilik olarak ortaya ¢ikan belirgin bir enflamatuvar bileseni
vardir. Non-steroid anti-enflamatuvar ilaglarin (NSAID), Alzheimer hastalig
gelistirme riskini azalttigi gercegi, (aym1 zamanda PPAR y ’ye baglandig1 ve onu
aktive ettigi gergegi), Alzheimer hastaliginda Non-steroid anti-enflamatuvar ilaglarin

(NSAID) koruma boyutunun PPAR y tarafindan aracilik edilecegine dair hipotezlere

yol agmustir. Alzheimer hastalifi ile iliskili transgenik hiicresel hayvan modelleri
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kullanilarak gergeklestirilen in vitro ve in vivo ¢alismalardan gelen birkag¢ kanit, bu
hipotezi destekler niteliktedir (Heneka ve Landreth, 2007).

PPAR agonistlerinin, anti-amiloidojenik, antienflamatuar ve insiilin
duyarhilagtirict  etkileri ortaya ¢ikartma yetene8i, gozlemlenen etkileri
aciklayabilmektedir. PPAR agonistlerini kullanan bir dizi klinik ¢alismada {imit
verici sonuglar elde edilmistir ve etkilesimin tam mekanizmasini tanimlama amacini
giiden daha ileri ¢alismalar da hazirlik asamasindadir. Parkinson ve Amiyotrofik
lateral skleroz gibi diger norodejeneratif hastaliklarin hayvan modelleri ( ikisi de
onemli derecede MSS enflamasyonu ile baglantilidir) olumlu sonuglar vermektedir.
PPAR’larin beyin gelisimi, idamesi ve fonksiyonundaki fizyolojik rolii hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Transgenik fare modellerindeki lezyonlar ancak, PPAR'larin
MSS gelisimi ve islevi i¢in 6nemli roller oynayabilecegine dair kanitlar sunmaktadir

(Heneka ve Landreth, 2007).

2.4.1. PPAR'larin beyindeki fizyolojik fonksiyonu

Peroksizom proliferatér ile aktive olan reseptorler (PPAR'lar), niikleer hormon
reseptorleri (NHR) olarak adlandirilmig, ligand ile uyarilabilir transkripsiyon
faktorleridir. Steroid, tiroid ve retinoid reseptorlerini iceren NHR {ist familyasinin
diger tyeleri gibi, PPAR'larin bir ligand baglayabilme yeteneklerinin metozoan
evrimi sirasinda edinildigi diisiiniilmektedir. Cilinkii bu proteinler tiim metazoan
filumlar i¢inde mevcuttur. Ug farkli PPAR izotipi (PPARa, PPARS’da denilen PPAR
B ve PPARy) degisik tirlerde tanimlanmistir ve bunlar yapisal olarak

homologdurlar. Kemirgenlerde, PPAR'lar, doku farklilasmasinin bir ¢cok safhasinda
ve adipoz doku, beyin, plasenta ve deri farklilasmasi gibi farkli bolgelerde kemirgen
gelisiminde yer almaktadirlar (Desvergne ve Wahli, 1999). Bu nedenle, PPARa, /6
ve y’nin, genis ligand baglama Ozgiinliigline sahip ortak bir PPAR geninden
gelistirildigi diistiniilmektedir (Escriva ve dig., 2000).

PPAR'lar ¢oklu mekanizmalar araciligiyla gen ekspresyonunu diizenlemekte
ve retinoid X reseptorlii (RXRs) kosullu heterodimerler olarak fonksiyon
gormektedirler. Ust familyanin diger {iiyeleri gibi, PPAR'lar, doért bolgeden
olusmaktadirlar. DNA baglayici kisim son derece korunmustur ve ¢inko kismi NHR
iist familyasinin tiim tyelerinin ortak bir 6zelligidir. DNA baglama bolgesi, C-
terminal ligand baglama bdlgesine, eklem bolgesiyle baghdir. E/F alani, PPAR'larin

RXRs ve reseptorlerin  ligand-bagimli  transaktivasyon  fonksiyonunun
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dimerizasyonundan sorumluyken, N-terminali, reseptor aktivitesinin ligand-bagimsiz
diizenlemesinden sorumludur (Kersten ve Wabhli, 2000).

PPAR'lar, hedef genlerinin promotorlarinda mevcut olan peroksizom-
proliferator yanit elemanlar1 (PPREs) olarak adlandirilan korunmus DNA dizilerine
baglanarak gen ekspresyonunu uyarmaktadirlar. Ligandlarin yoklugunda, bu
heterodimerler fiziksel olarak, gen transkripsiyonunu baskilayan korepresor
kompleksleri ile iligkilidirler (Desvergne ve Wahli, 1999). Ancak, ligandin reseptore
baglanmasi ile Ncor iceren koresepsor kompleksleri reddedilmekte ve koaktivator
kompleksleri ile degistirilmektedir. Bu koaktivatorler, daha sonra bazal
transkripsiyonel aparatlara baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu aktive
etmektedirler.

PPAR'lar ayrica pro-enflamatuvar gen ekspresyonunu inhibe etmekte ve
bunu DNA baglanma yeteneklerine bagimli olmayan mekanizmalar araciligryla
gerceklestirmektedirler. Transrepresif aktiviteleri ve NF x B-regiile genler i¢in nasil
secici olduklarina dair bir dizi mekanizma 6nerilmis ve bunlardan hi¢ biri tamamiyla
tatmin edici olmamistir (Jones ve Daynes, 2002). NF x B-regiile enflamatuvar
genler, represe bir durumda N-Cor iceren korepresdr kompleksler vasitasiyla idame
ettirilmektedirler. Pro-enflamatuvar uyarilmaya maruz kalma sonucunda, bu

kompleks ayristirilmakta ve gen ekspresyonu baslatilmaktadir. PPAR 7 agonistleri
mevcut oldugunda, agonistler PPAR Y ‘ya baglanmakta ve bu ligand-reseptor

kompleksi daha sonra parca eklenmesiyle modifiye edilmektedir. Modifiye edilen bu
reseptdr daha sonra NF x B-regiile genlerin promotorlarinda yerlesik olan NCor
komplekslerine baglanmakta ve korepresér kompleksin ¢ikarilmasini Onleyerek,
enflamatuvar gen ekspresyonunu engellemektedir (Ogawa ve dig., 2005; Ghisletti ve
dig., 2007).

PPAR!'lar, esas olarak lipid sensorler olarak hareket etmektedirler. Diyet lipid
alimina karsilik olarak tiim viicut metabolizmasmi diizenlemekte ve daha sonraki
metabolizma ve depolamay1 yonetmektedirler (Michalik ve dig., 2006).

Familyanin prototipik iiyesi olan PPARa’in, baslangigta peroksizom
proliferatorleri tarafindan indiiklendigi ve g iligkili reseptoriin alt familyasini ifade
ettigi bildirilmekteydi. Bu reseptorlerin dogal ligandlari, diyet lipidleri ve bunlarin

metabolitleridir. Ayr1 reseptorlerle etkilesen spesifik ligandlarin belirlenmesi zor
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olmaktadir ¢iinkii onlarin aktiviteleri nispeten daha diisiiktiir ve reseptorlerin genis
ligand 6zgiilliikleri vardir.

PPARa, yag asitlerini ve kolesterolii yikarak ve de glukoneogeneze yol
acarak, serum trigliserid seviyelerinin diismesini uyarabilme yetenegi sayesinde
enerji homeostazinit diizenlemektedir. Bu reseptdr, yag asitlerini baglayarak ve
onlarin sonraki metobolizmalarini baglatarak bir lipid sensorii gibi davranmaktadir.
PPAR y, yag asitleri, eikozanoidler ve diger dogal lipid ligandlar da dahil olmak
tizere birgok lipidleri baglamaktadir. Baskinlik 6zelligi, adiposit farklilasmasini
uyarmak ve lipid metabolitlerinin bu doku i¢inde depolanmasini yonlendirmektir.
PPARy, lipid ve karbonhidrat metabolizmasimin kritik metabolik kesisiminde
faaliyet gostermektedir. PPAR y aktivasyonu, serum glikoz seviyelerindeki azalma
ile baglantilidir. Ikincil bir etkisi ise; endokrin faktérleri diizenlemektedir. Bu ikinci
aktivitesi, tip II diyabet tedavisi i¢in belirli PPAR y agonistlerinin gelisimine yol
acmistir (Willson ve dig., 2001). PPARB / & ,VLDL tiiretilmis yag asitleri
baglamakta ve prostaglandinA; (Barish, 2006), dahil olmak {iizere eikozanoidlere
tepki vermekte ve 6zellikle kasta, yag asit oksidasyonunda yer almaktadir.

PPAR'larin kendi spesifik ligandlarina baglanmasi, korepresor salinimina ve
koaktivator alimina imkan veren konformasyonel degisikliklere yol agmaktadir. Tiim
PPAR'lar, ortak bir niikleer reseptore atfedilebilseler de, her bir PPAR izotipinin
ligand baglanmasina dair olarak kendine has 6zellikleri vardir. Tip II diyabet tedavisi
icin yaygin bir bicimde ongoriilen sentetik tiazolidinedionlar (TZDs), selektif PPAR
y ligandlaridir. Dogal olarak olusan PPAR Y ligandlari, eikozanoidler ve
siklopentanon prostaglandin 15d-PGJ2 igermektedirler. En iyi karakterize edilen
PPAR 7 agonistleri, Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) tarafindan tip II diyabet
tedavisi i¢in onaylanmis olan, pioglitazon (Actos) ve rosiglitazon (Avandia) gibi
TZD'lerdir. GW78456 gibi, non-TZD bazli bir takim PPAR y agonistleri de vardir.
PPARa ligandlari, hipertrigliseridemi tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan fibratlar
ve sentetik agonistler, WY 14 643 ve GW7647 igermektedir. PPARP/ 7 agonistleri

ise, prostaksilin PGI,ve GW0742, GW501516, GW7842 gibi sentetik ajanlari

icermektedir. Tim bu li¢ PPAR izotipleri de farkli afiniteleri ve verimlilikleri ile

coklu doymamis yag asitleri ile aktive edilebilmektedirler (Krey ve dig., 1997). Baz1

29



dogal ve sentetik ligandlarin afinitesine dikkat ¢eken bir caligma da Bernado ve
Minghetti, (2006) tarafindan 6zetlenmistir.

PPARa ve vy transkripti, sigan ve farelerin fetal gelisimi sirasinda geg olarak
ortaya ¢ikmaktadir (gebeligin 13.5’uncu giiniinde). Bu durum onlarin yetiskin
dagilimlarina benzer ekspresyonda olmaktadir. PPARa, karaciger, bobrek, bagirsak,
kalp, iskelet kasi, adrenal bezi (bobrek listli bez) ve pankreasta bulunmaktadir. PPAR

y ekspresyonu ise kahverengi adipoz doku (gebeligin 18.5’uncu giinii) ve MSS

(gebeligin  13.5 ile 15.5’inci giini) 1ile smirhdir. Diger iki izotip ile
karsilagtirildiginda, PPARP / & fetal gelisim sirasinda her yerde ve daha erken
eksprese edilmektedir (Keller ve dig., 2000). Eriskin kemirgen organlarinda,
PPARa’nin dagilimi ekspresyonunun fetal yapisina benzemektedir (Escher ve dig.,
2001).

Insan gelisimi sirasinda, PPAR'larmn ekspresyonu ile ilgili cok az sey
bilinmektedir (Auboeuf ve dig., 1997; Mukherjee ve dig., 1997; Palmer ve dig.,
1998). Bu veriler, insan PPARa’sinin en ¢ok yag asitlerini katabolize eden yetigkin
karacigeri, kalp, bobrek, kalin bagirsak ve iskelet kasi gibi dokularda eksprese
oldugunu gostermektedir. PPARPB / 6 mRNA, sindirim borusu ve plesentada ¢ok
yiiksek ekspresyonlarda bulunmaktadir.

PPARYy, beyaz adipoz dokuda bolca eksprese edilmektedir ancak iskelet kast,
kalp ve karacigerde daha diisiik seviyelerdedir. Sasirtici bir sekilde kemirgenlerin
aksine, PPARY’nin insan aterom’undaki makrofajlarda mevcut oldugu gosterilmesine
ragmen, insan PPARy’larin lenfoid dokularda mevcut olmadig1 gosterilmistir.

Uc PPAR izotipi de, ge¢ sigan embriyogenezinde sinir sisteminde bir arada
eksprese edilmektedir. PPARP / § ise en yaygin izotiptir. Ug PPAR izotipinin
ekspresyonu, farelerde gebeligin (gestasyon) 13.5 ile 18.5’uncu giinleri arasinda en
ist diizeye ¢ikmistir. Diger taraftan, PPARP / o, beyinde son derece eksprese
olmakta, PPARa ve y ekspresyonu ise beyinde dogum sonrasinda azalmaktadir
(Braissant ve dig., 1996). Retinada, ii¢ reseptor de eksprese edilmektedir (Braissant
ve dig., 1996; Braissant ve Wahli, 1998; Cullingford ve dig., 1998). Her ne kadar bu
yapidaki bir ekspresyon PPAR'larin santral sinir sisteminin olusumu sirasinda bir rol
oynayabildigini onermekte ise de, onlarin bu dokudaki fonksiyonlar1 hala tam olarak
anlagilamamistir. Hem in vitro hem de in vivo gozlemler, PPARp / &’nin beyinde

yaygin bir izoform oldugunu ve biitiin hiicre tiplerinde bulundugunu gostermektedir.
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Oysaki PPARa c¢ogunlukla astrositlerde oldukca diisiikk seviyelerde ifade
edilmektedir (Basu-Modak ve dig., 1999).
PPAR y da dahil olmak iizere tim PPAR'lar, yetiskin ve gelismekte olan

beyinde ve omurilikte tanimlanmistir. Hatta noronlardaki bu PPAR aktivitesinin
direkt olarak noron hiicre canliligimi ve farklilagmasini etkileyebilecegi One
stiriilmiistiir (Heneka ve dig., 2000; t’Veld ve dig., 2001; Park ve dig., 2004; Smith
ve dig., 2004; Cimini ve dig., 2005). PPARB / 8, birgok beyin bolgesinin
noronlarinda bulunmaktayken, PPARa ve y daha kisithi beyin alanlarina lokalize
edilmistir (Woods ve dig., 2003; Moreno ve dig., 2004). PPAR'larin lokalizasyonu,
noral hiicre kiiltirlerinde incelenmektedir. PPARP / &, olgunlasmamis
oligodendrositlerde eksprese edilmektedir ki; burada bunun aktivasyonu
farklilasmay1, miyelin olgunlagsmasini ve doniisiimii desteklemektedir (Saluja ve dig.,
2001; Cimini ve dig., 2003). y izotipi mikroglia’da baskin izoformdur. Beyin
alanma ve hayvan yasina bagli olarak farkli derecelerde de olsa, astrositler bu {i¢
PPAR izotiplerine de sahiptirler (Cullingford ve dig., 1998; Cristiano ve dig., 2001).
PPAR'larin MSS’deki (merkezi sinir sistemi) rolii cogunlukla lipid metabolizmasi ile
iligkilidir. Ancak bu reseptorler noral hiicre farklilasmasi ve Oliimiiniin yani sira

enflamasyon ve norodejenerasyonla da iligkilidirler. PPAR y ’larin beyindeki

ekspresyonu, enflamasyon ve nodrodejenerasyon ile iligkili olarak kapsamli bir
sekilde aragtinlmistir (Heneka ve dig., 2000). PPARa’'nin asetilkolin
metabolizmasina (Farioli-Vecchiol ve dig., 2001) karistigi ve uyarici amino asit

norotransmisyonu ve oksidatif stres savunmasi ile iligkili oldugu ileri siirtilmektedir.

2.5. Stereoloji

Stereoloji, li¢ boyutlu 6rneklerin (biyolojik yapilar, metalurjik 6rnekler vb.) iki
boyutlu kesitlerinden elde edilen verilere dayanarak, onlarin gercekteki {ic boyutlu
ozellikleri ile ilgili bilgilerin elde edilmesini ve yorumlar yapilmasini saglayan bilim
dalinin adidir (Unal ve dig., 2002a).

Biyolojik yapilarla ilgili ¢alismalarda, sayisal verilerin Onemi biiyiiktiir.
Ozellikle hiicre, cekirdek, mitokondri vs. gibi doku bilesenlerinin sayisi;
karsilastirmali ¢aligmalar, toksikoloji ve gelisim biyolojisi basta olmak iizere, yapisal
nicelik ile fonksiyon arasindaki iliskilerin incelendigi bilim dallarinda 6nemli veriler

saglar (Gundersen, 1986). Bir organ veya yapidaki belli bazi partikiillerin sayilarin
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belirleyebilmek amaciyla yillar boyunca degisik metotlar kullanilmistir. Modern
stereolojik metotlarin ortaya c¢ikmasina kadar olan siire¢ igerisinde yapilan
caligmalarda, yapilardan elde edilmis kesit veya dilimler iizerinde ilgilenilen
taneciklerin (hiicre, ¢ekirdek vb.) izdiisiimleri sayilmis ve bir takim diizeltme
faktorlerinin de kullanilmasiyla, ilgilenilen tanecigin gercek sayisinin bulunmasina
calistlmistir (Abercrombie, 1946; Weibel, 1969; Haug, 1986). Diizeltme faktorleri
terimi, ¢cok onceleri fark edilmis olan bir yanlisligi diizeltmek amaciyla ortaya atilmis
olan bir dizi diistinceyi ifade etmektedir. Stereolojik prensiplerin jeoloji disiplininde
baslayip biyolojik bilimler {izerinden siiren yolculugu sayesinde, bu giin tarafsiz ve

etkin bir dizi metotla, ger¢ek tanecik sayisina ulasilabilmektedir (Haug, 1986).

2.5.1. Stereolojide tarafsizlik ve etkinlik

Stereolojik calismalarin esasini, tarafsiz Ornekleme planlar1 olusturmaktadir.
Herhangi bir yap1 iizerinde gerceklestirilen herhangi bir niceliksel calismay1
istatistiksel anlamda giivenli kilan en Onemli Oge, bilesenler {iizerinde yapilan
ornekleme ve Olglimlerin tarafsiz (unbiased; olglimler sonucu gergek degerden
sistematik sapma gostermeyecek sekilde) olmasidir. Dolayisiyla tiim stereolojik
yontemler, istatistiksel bir yapiya ve buna bagl olarak da bir takim kurallara
baglidirlar (Gundersen ve Jensen, 1987; West, 1999; Gundersen ve dig., 1999).
Stereolojideki 6nemli bir diger prensip de etkinlik prensibidir. Bunun anlamu,
sadece gerektigi kadar birey ve ornek kullanarak, yeterli dogrulukta sonuglar elde
etmeyi saglamaktir. Herhangi bir sayisal niceligi kesin bir bigimde tesbit etmenin en
iyl yolu, populasyonun tiimiinii 6rnek olarak alip, niceligi tiimiiyle Olgmektir
(6rnegin bir organda bulunan hiicrelerin sayisini belirlemek i¢in organin igerdigi tiim
hiicreleri teker teker saymak gibi). Fakat biyolojik yapilar i¢in bu tip bir yaklagimin
uygulanmasi genellikle olast degildir. Miimkiin olsa da, sonuclarin elde edilmesi ¢ok
fazla zaman alacagindan, sonuglarin pratik bir degeri kalmayacaktir. Bu nedenle, hiz
ve dogrulugu optimum diizeyde birlestirebilen bir dl¢iim ve karsilastirma yontemine
ihtiya¢ duyulmustur. Modern stereolojinin de bize sagladigi tam olarak budur

(Gundersen ve Jensen, 1987; West, 1999; Gundersen ve dig., 1999).
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2.5.2. Stereolojide 6n ¢calisma

Stereolojik caligmalarda asil ¢alismaya baslamadan Once bir 6n c¢alisma yapilarak
calismanin tamaminda kullanilacak bir 6rnek plan belirlenmektedir. On ¢alismada
istenen hata miktarina gore yaklasik olarak ne siklikta bir O6rnekleme yapilmasi
gerektigi saptandiktan sonra bu Ornekleme caligmadaki diger tiim bireyler i¢in de
ayni sekilde uygulanmaktadir (Canan,1998). Belirlenen bu ¢aligma plan: daha sonra
ayni tiir bireylerde ve ayni organ veya doku tizerinde yapilacak diger tiim stereolojik
calismalar i¢in de kullanilmaktadir. Baska bir ifadeyle eger yapilmasi diisiiniilen
calismaya benzer bir ¢alisma plan1 daha 6nce kaynaklarda mevcut ise yeniden bir
ornekleme plan1 yapmak gerekmeyebilir. Ancak stereolojik ¢alisma yapan
arastiricilarin bir kismi kendi ¢aligmalart icin her zaman bir 6rnekleme plani yapmay1
tercih etmektedirler (Canan,1998).

On calismanm mantig1 deneme-yanilma yontemine dayanmaktaadir. Bir kag
hayvan lizerinde yapilacak degisik sikliktaki drneklemeler istatistiksel analizlere tabi
tutularak, en uygun ornekleme sekli belirlenmektedir ve bu 6rnekleme sekli daha
sonra tiim ¢alismaya aynen uygulanmaktadir.

Yapilacak istatistiksel analizlerin basinda, ¢aligmanin igerdigi toplam hata
miktarmin hesaplanmasi gelmektedir. Ornekleme ile ¢alisan bir &lgiim yontemi
gergekte belli bir miktar hata payma da sahip olmaktadir. Hata miktari, yapilan
ornekleme biiytikliigiine gore degismektedir. Cok fazla sayida 6rnek alinan sik bir
ornekleme {izerinden yapilan hesaplamalar daha diisiik bir hata miktarina sahip
olurken, daha seyrek ve az 6rnek alinarak yapilan galismalarda hata miktar1 daha
fazla olmaktadir. Bir ¢aligmadaki toplam hata miktari, hata katsayisi1 (Coefficient of
Error) ile belirlenir. Genellikle, 0.05 degerinin altinda bir hata katsayisi, Stereolojik
bir ¢calismanin giivenilirligi i¢in yeterli kabul edilmektedir (Gundersen ve Jensen,
1987; West, 1999; Gundersen ve dig., 1999).

Hata katsayisini 0.05 degerinin altinda ya da bu degerde tutabilmek igin
genellikle grupta en az 5 hayvanin olmasi gerekmektedir (Hayvan sayisi n ise,
biyolojik varyasyona bagli hata katsayist 1/2 n’dir) (Gundersen ve Jensen, 1987).
Calisilan birey sayisini artirmak gercek degere daha fazla yaklasmayi saglayacaktir.
Fakat ¢ok fazla sayida bireyde g¢alismak, hem stereolojik metodlarin “etkinlik"
prensibine uymadig i¢in, hem de deney hayvanlarinin fazla miktarda harcanmasini

gerektirdiginden ¢ogu zaman tercih edilmemektedir.
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Bu durumu, istatistiksel bir bakis a¢isindan diisiinmek gerekir. Hi¢ bir zaman
unutulmamalidir ki; yapilan ¢alismalarda hesaplanan degerlerin birbirlerinden olan
farki anlaminda dusiiniilebilecek hata katsayisi, biyolojik calismalar igin hi¢ bir
zaman "sifir"a indirilememektedir. Bunun nedeni ise; bu degere en biiyiik katkisi
olan unsurun, caligilan organlarin alindigi canlilar arasinda bulunan "biyolojik
degiskenlik (varyasyon)" olmasidir. Yani, yapilan ¢aligmalarda, tek bir birey igin
ornekleme sayis1 ne kadar arttirilirsa artirilsin, biyolojik varyasyondan, yani canlilar
arasindaki sayisal ve yapisal farkliliklardan kaynaklanan hesaplama hatasini belli bir
sabit degerin altina indirmek olanaksiz olmaktadir (Gundersen ve Jensen, 1987).
Dahasi, biyolojik varyasyonun hata payina katkisi, ¢alisilan organizmaya gore de
degismektedir. Sozgelimi, sicanlarda yapilan bir ¢alismada, istenilen hata katsayisi, 5
adet hayvanin caligmaya dahil edilmesi ile saglanabilirken, ayni hata katsayisi
degerini insan Orneklerinden elde edebilmek i¢in ~25 6rnek iizerinde caligmak
gerekmektedir (West, 1993). Dolayisiyla, yapilan her caligma belli bir hata katsayist
smir1 iginde gergeklestirilecek ve bu sinirlar iginde elde edilen veriler, arastirici i¢in

yeterli glivenlikte olacaktir.

2.5.3. Kesitlerde boyut azalmasi

Biyolojik yapilarin incelenmesi sirasinda iki boyutlu kesitlerin goriintiilerinin
tizerinde dogrudan inceleme ve yorum yapmanin bir takim sakincalart vardir. Bu
sakincalardan bir tanesi boyut azalmasi prensibinin yeterince anlasilamamis olmasi,
digeri ise arastirmacinin incelenecek biyolojik yapilarin iki boyutlu kesit
diizlemlerinde ortaya ¢ikan izdiistimlerin arasinda matematiksel bir iliski kurma

cabasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.12) (Unal ve dig., 2002a).
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Sekil 2.12. Iki boyutlu kesitlerle yapilan rneklemelerde ortaya ¢ikan boyut azalmasi
(Canan, 1998)

Kesit alma igleminin ve sonugta elde edilen "kesit" kavraminin daha yakindan
irdelenmesi, boyut kaybi olayinin 6nemini ortaya koymaktadir. Sekil 2.13'de, ¢
boyutlu bir hacim igerisinden alinan iki boyutlu bir kesit sematize edilmistir. Burada,
ti¢ boyutlu kat1 bir eleman olan (A) pargacigi, iki boyutlu bir diizlemle (kesit)
kesildiginde, ortaya iki boyutlu bir izdiisiimii ¢gikmaktadir (a). Benzer sekilde, iki
boyutlu bir yiizey (sozgelimi bir zar) (B), iki boyutlu bir kesit diizleminde tek
boyutlu bir ¢izgi olarak (b); tek boyutlu bir ¢izgi (C), sifir boyutlu bir nokta olarak
(c) gortliirken, sifir boyutlu nokta (D) ise iki boyutlu kesitte goriilemeyecektir. Yani
herhangi bir yapmin iki boyutlu bir kesit diizlemi ile kesilmesi sonucunda ortaya
¢ikan izdiisiim, esas yapmin sahip oldugu boyut sayisindan bir eksik boyuta sahip
olacaktir (Weibel, 1969; Unal ve dig., 2002a).
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Sekil 2.13. Biyolojik kesitlerde boyut azalmasi. Ug boyutlu bir yapidan gecen iki
boyutlu bir diizlemde (sag kisim) biyolojik materyalin goriintisii (Unal ve dig.,
2002a).

Iki boyutlu kesitlerin degerlendirilmesinde boyut azalmasi disinda kesit
izdiisiimlerine de dikkat edilmesi gerekmektedir. iki boyutlu diizlemlerdeki yapinin
kesit izdiistimlerinin niceligi, tanecigin yapi i¢inde sahip oldugu yerlesimine, yapinin
veya tanecigin biiyiikliigiine, kesitin alinis yoniine ve kesitin kalinligina bagl olarak

degismektedir (Mayhew ve Gundersen, 1996; Unal ve dig., 2002a).

2.5.3.1. Kesit yoneliminin etKkisi

Dokudan almman kesitlerin alinig yoniine bagli olarak elde edilen iki boyutlu
diizlemlerde gozlenen izdiisiim sayisiyla, tanecik sayist arasinda dogrudan bir iligki
kurulamamaktadir. Bu bir 6rnekle agiklanacak olursa; sekil 2.14 'de doku iginde 8
tanecik olmasina ragmen ilgili yapidan alinan 11 kesitte gézlenen izdiistim sayisinin
21 oldugu goriilmektedir. Kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisim sayisinin biyolojik
yapidaki tanecik sayisinin bir ifadesi oldugu 6n kabulii ile yapilacak bir caligmada,
sistematik sayim hatalarinin yapilmas: kaginilmazdir (West, 1993). Eger arastirmaci
tim kesitlerde degilde, Kkesitler arasindan yapacagi bir orneklemeden sonra
izdiigiimleri sayacak olursa yapilan O6rnekleme neticesinde bulunan sonug, bazen
tesadiifen tanecik sayisini dogru bulsa bile, bu sonug alinacak kesitlerin yonelimine
bagli olarak degiseceginden ve dogrulugundan emin olunamayacagindan dolay:

giivenilir olmayacaktir (West,1993; Unal ve dig., 2002a).
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Sekil 2.14. Kesit yoneliminin izdiisiim sayisina etkisi (Mayhew ve Gundersen 1996).

2.5.3.2. Tanecik yoneliminin etkisi

Taneciklerin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisimlerinin sayisi kesit alma yonii ile
dogrudan iliskili oldugu gibi, doku igerisindeki taneciklerin yonelimleri ile de direkt
bir iligskiye sahiptir (Sekil 2.15). Doku iginde yatik duran A tanecigi ve dik duran B
taneciginin ayni yonde alinan kesitlerdeki izdiisiimlerine bakilacak olursa, A
taneciginden 2, B taneciginden ise 7 kesit diizleminde izdiisiimlerinin oldugu
goriilmektedir. Oysa doku igerisindeki taneciklerin gercek sayisi ikidir. Bu durum
taneciklerin doku igindeki yonelim farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Sekil
2.15'de gosterildigi gibi, doku igindeki tanecik yerlesim ve yonelim farkliliklar,
alinan kesit diizlemlerinde gozlenen izdiisiimlerin sayisina etki etmektedir (Mayhew
ve Gundersen, 1996; Unal ve dig., 2002a).
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Sekil 2.15. Partikul yoneliminin kesitlerdeki izdiisim sayisina etkisi (Mayhew ve
Gundersen 1996).
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2.5.3.3. Tanecik biiyiikliigiiniin etkisi

Bu konu bir 6rnekle agiklanacak olursa; sekil 2.16’da bir biiyiik ve bir kii¢iik hiicre
ile bunlarin ¢ekirdeklerinin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiimleri gosterilmektedir. Bu
hiicrelerden gectigi varsayilan kesitler ¢izgiler halinde ve bu kesitlerdeki tanecik
izdiisim goriintiileri de seklin saginda gosterilmistir. Gorildiigii gibi, biiyiik
tanecikler, ayn: aralikta kesitlerle 6rneklendiklerinde kiiciik olanlardan daha fazla
sayidaki kesitte ortaya ¢ikma sansina sahiptirler. Belirtilen sekildeki biiyiik hiicre 5,
cekirdegi 2, kiigiik hiicre 3, ¢ekirdegi ise 1 kesitte ortaya ¢ikmustir. Tanecik
biiyiikliigii goz Oniine alinmadigi takdirde, dogrudan izdiisiim sayisindan tanecik
sayisina ulasmanin miimkiin olmadig1 gériilmektedir (Coggeshall, 1992; Unal ve
dig., 2002a).
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Sekil 2.16. Doku igerisinde bulunan farkli biiyiikliikteki partikuller ve iki boyutlu
diizlemlerdeki izdiisiimleri (West, 1993).

Biyolojik materyallerde saglikli dl¢iim ve degerlendirmenin yapilabilmesi
icin en Onemli ve vazgecilmez sartlardan birisi de, 6rneklemenin dogru olarak
yapilmasidir. Yapilan ¢alismaya bagl olarak, ilgili yapmin (organ, doku, ¢ekirdek,
vb) tiim bilesenlerinde 6l¢iim yapmak, her zaman miimkiin olmayabilir. Bu gibi
durumlarda obje bilesenlerine ayrilarak incelenmektedir. Ornegin; sayilan
milyonlarla ifade edilen merkezi sinir sistemi igerisindeki néron gruplarmin timiinii
saymak yerine, tarafsiz ve etkin bicimde yapilacak bir 6rnekleme neticesinde elde
edilen boliimlerde yapilacak sayimlar cogu zaman yeterli olmaktadir (Gundersen ve
Jensen,1987).
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2.5.4. Sistematik rastgele 6rnekleme (SRO)

Stereolojik metotlarin  en Onemli stratejik temelini  “Sistematik Rastgele
Ornekleme” (SRO) modeli olusturmaktadir. Bu model, temelde bilesenlerine
ayrilarak incelenmesi gereken yapilarda bir O6rnekleme yapilacagi zaman, tiim
bilesenlerine yapiy1 temsil edebilme agisindan esit olasilikli sans verilmesi temeline
dayanmaktadir. Caligmalarda dogru sonuca ulasmanin sartlarindan en basta geleni
islemlerin her asamasinda sistematik rastgele dérnekleme kosuluna bagliliktir. Burada
"sistematik" sozciigi ile ilgilenilen bolgede yapilan bir 6n ¢alisma sonucunda elde
edilen veriler dogrultusunda orneklemenin tekrar edilen periyodu, “rastgele"
sozcugliyle ise belirlenen periyodun ilk elemaninin tarafsiz bir bigimde secilmesi
anlatilmaktadir (Unal ve dig., 2002b). Ornegin; ¢alisilan biyolojik yap1 igin 1/6
oraninda bir drnekleme yapilacaksa, kesit alma islemi sirasinda her altinci kesit
secilerek, elimizdeki yapinin disektdr sayimina uygun gelen sistematik bir Ornegi
elde edilmis olunur. Bu sistematik ornegi rastgele olusturmak i¢in ise, ilk 6 kesitten
bir tane Kesitin rastgele segilip alinmasi ve bundan sonra gelecek olan her altinci
kesiti almaya devam ederek, eldeki dokusal yapinin sona erinceye kadar kesitinin
alinmaya devam edilmesi gerekmektedir. (Unal ve dig., 2002b). Islem basamag
iginde rastgele alinan bir baslangi¢ noktasi, kendisinden sonra alinacak olan kesitler

i¢in sistematik 6rneklemeyi de rastgelelestirmektedir (Unal ve dig., 2002b).

2.5.5. Disektor ve disektor sayim yontemi

Disektor metodu, ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan tanimlanmistir. Bu metotla;
doku ya da organ icerisindeki partikiil sayisi; kesitlerin alinma yonii, sayilacak olan
partikiil bliylikligii, doku i¢indeki yonelimi ve dokunun histolojik islemler sirasinda
biiziisme ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina sebep olabilen tiim hata
kaynaklarindan bagimsiz olarak tarafsiz bir bicimde hesaplanabilmektedir (Sterio,
1984).

2.5.5.1. Tarafsiz sayim cercevesi

Cesitli sayim cergevelerinin kullanilmasi ile yapilan yanlisliklar belirlendikten sonra
iki boyutlu diizlemlerde gergek sayinin nasil bulunacagini, 1977 yilinda Gundersen,
“tarafsiz sayim c¢ercevesi’ olarak adlandirilan bir sayim c¢ercevesi modeli
gelistirerek tarif etmistir (Sekil 3). Tarafsiz sayim ¢ergevesinin sayim kurallar1 soyle

siralanabilir:
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1. Izdiisiimleri tamamen sayim gergevesi icerisinde kalan, yani herhangi bir
kenar ve kdseyle kesismeyen tanecikler sayima dahil edilir.

2. Cercevenin yasak cizgileri ile ifade edilen kenarlar ile kesisen izdiistimler
sayllmaz.

3. Serbest ¢izgi ile temas eden tanecik izdiisiimleri sayima dahil edilir.

4.Cercevenin yasak c¢izgilerinin uzantilar1 ile herhangi bir sekilde kesisen

izdiisiimlerde sayima dahil edilmezler (Howard and Reed, 1998).
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Sekil 2.18. Bu ¢alismada kullanilan tarafsiz sayim gercevesi. V' Disektor tanecigi
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Stereoloji terminolojisinde, bu sekilde sayilabilen tanecik izdiistimleri
"disektor tanecigi" olarak isimlendirilmektedir ve "Q " simgesi ile gosterilmektedir
(Sterio, 1984). Bu sozciigiin anlami1 ve igerigi, yapilan ¢alismaya gore degismektedir.
Calismanin o6zelligine gore ilgilenilen yapi, glomeriil, hiicre, ¢ekirdek, organel,
sinaps veya cekirdekcik olabilir. Ornegin bdbrekteki glomeriillerle ilgili bir
calismada glomertil, sinir hiicreleri ile ilgili bir stereolojik ¢alismada ise sinir hiicresi

tanecik olarak isimlendirilmektedir (Howard and Reed, 1998; Unal ve dig., 2002b).

2.5.5.2. Fiziksel ve optik disektor yontemi

Disektor yonteminin fiziksel ve optik disektor olarak iki uygulama sekli vardir.

Fiziksel disektor, ardisik iki kesit kullanilarak gercgeklestirilmektedir. Bu
kesitlerden birisi 6rnek kesit digeri ise gozlem Kesit olarak kullanilmaktadir. Ardisik
iki kesitin incelenmesinde tanecik olarak nitelendirilen yapi, ya her iki kesitte de
goriilebilir yada kesitlerden birinde goriiliirken digerinde goériilmemektedir. Kural
olarak kesitlerden birinde goriilen ancak digerinde goriilemeyen tanecik sayima dahil
edilir ve disektor tanecigi olarak adlandirilmaktadir. Bunun nedeni tanecigin bir
baslangi¢ ve bir bitis olmak {izere iki ucunun olmasidir. Uygulamada tek yondeki
uclardan biri sayildiginda gergekte tanecigin kendisi sayilmis olmaktadir. Bir bagka
ifadeyle ayn1 yonde ilerlerken tanecigi sayabilmek i¢in tanecigin bitis ucunu (ya da
baglangic ucunu) gormek yeterlidir. Kural olarak tanecigin baglangi¢ ucu
goriildiiginde sayimin yapilacagina karar verilmisse ilk kesitte izlenemeyen, ancak
ikinci kesitte izlenen izdiisiim sayilmaktadir. Eger tanecigin bitis ucu esas alinarak
sayim planlanmig ise ilk kesitte goriilen, ikinci kesitte goriilmeyen tanecik
izdiisiimleri sayilmaktadir. Tanecik her iki kesitte de mevcut ise sayilmaz. Ciinkii bu
durum tanecigin devam etmekte oldugunu, tanecigin bitis ya da baglangi¢ ucunun
heniiz goriilmedigini ifade etmektedir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990; Howard ve
Reed, 1998; Unal, 1999; Isgen, 2009 ).

Ardigik kesitlerde tanecik takibi yapmak olduk¢a zor oldugundan fiziksel
disektér uygulamasi ¢ogu zaman pratik olmamaktadir. Bu nedenle kalin kesitlerde
optik olarak sanal kesitler olusturmak suretiyle tanecik sayiminin yapildigi optik
disektor ¢ok daha fazla uygulanmaktadir. Bununla birlikte, optik disektorii ince
kesitlerde ve elektron mikroskobik kesitlerde kullanmak miimkiin degildir. Bu gibi
durumlarda fiziksel disektor tercih edilmektedir (Gundersen, 1986; Howard ve Reed,
1998; Unal ve dig., 2002b).
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Optik disektor, kalin bir kesit hacmi igerisinde, bir dizi sanal optik kesitle
ilerleyerek, karsilasilan partikiilleri sayma esasina dayanmaktadir. Teorik olarak,
kalinlik i¢indeki her sanal kesit, bir sonrakine gore 6rnek (referans) kesit, bundan bir
sonraki kesit ise Oncekine gore gozlem kesitidir. Dolayisiyla birinde bulunup
digerinde bulunmayan partikiiller, disektor partikiili olarak sayilmaktadir. Fakat
pratik uygulamada, sayisal acgikligi yiiksek bir mercek (daha ince optik kesitler
alabilmek icin gereklidir.) kullanilarak, kesit kalinligt ve disektér sondasinin
yiiksekligi boyunca tarama yapilarak, karsilagilan partikiiller sayilabilmektedir (Sekil
2.19).
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Sekil 2.19. Optik disektor sondasinin {i¢ boyutlu sematik ¢izimi (Cruz-Orive, 1997).

Optik Disektor Yonteminin Uygulanmasi

Bu yontemin 6ziinii, doku iizerinde tespit edilen herhangi bir 6rnekleme
alaninda, seffaf olan kalin bir kesit icerisinde optik olarak ilerlemek olusturmaktadir.
S6z konusu olan ornekleme alanina gelindiginde, oncelikle kesitin iist yiizeyine
odaklama yapilarak, ilk net goriintiiniin elde edildigi diizey, kesitin iist yiizeyi olarak
belirlenmektedir. Daha sonra, dnceden belirlenmis olan bir derinlige kadar inilerek,
kesit yilizeyinde bulunmasi muhtemel olan artefaktlardan sakinmak igin, belli bir
“glivenlik kusag1” kadar ilerlenir. Bunun i¢in genellikle 2-5um’ lik bir mesafe yeterli
olmaktadir. Daha sonra, 6n ¢alismada tespit edilmis olan disektor mesafesi kadar
(genellikle 10-15um) ilerletilerek, bu ilerleme esnasinda karsilagilan partikiiller
sayllmaktadir. Disektor yiiksekligi, kesitin alt yiliziine ulagsmadan, bu kez de alt
yiizeydeki artefaktlardan etkilenmemek amaciyla bir alt glivenlik kusagi birakilacak

bigimde belirlenmis olmaktadir.
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Bu sekilde gergeklestirilen bir sayim, o disektdr hacmi igerisinde bulunan
partikiil sayisin1 vermektedir. Sonug olarak, toplam disektor partikiilii sayisi, toplam
disektér hacmine boéliindiigiinde, birim hacimde bulunan partikiil sayis1 (sayisal
yogunluk; NV) elde edilmektedir. Toplam partikiil sayisina ulagsmak icin ise, sayisal
yogunluk degeri, yapinin toplam hacmi ile ¢arpilmaktadir (Howard and Reed., 1998;
Mayhew, 1992). Denklem (2.1);

NV = YQ / Y Vdis (2.1)

NV: Sayisal yogunluk
> Q: Toplam disektor tanecigi sayist
> Vdis: Toplam disektor hacmi

Toplam tanecik sayisini hesaplamak igin ise, yapinin toplam hacminin
bilinmesi gereklidir. Ornegin, beyindeki hipokampus bdlgesinin birim hacmindeki
sinir hiicresi sayis1 disektor yontemiyle hesaplanmis ise; toplam sayiya ulagmak igin,
hipokampus bolgesinin toplam hacmini de bilmek gerekmektedir. Bunun igin en
uygun ve tarafsiz yontem Cavalieri hacim hesaplama yontemidir. Tarafsiz bir
yontemle elde edilmis olan toplam hacim degeri, disektdr yonteminden elde edilen
sayisal yogunluk degeri ile carpildiginda (N = NV x Vref) ilgilenilen taneciklerin
yapidaki toplam sayisinin tarafsiz bir hesab1 yapilabilmektedir (Gundersen ve Jensen,
1987; Howard and Reed, 1998; Gould ve dig., 1999; West, 1999; Unal ve dig.,
2002Db).

2.5.6. Fiziksel ve optik parcalama

Pargalama yontemi, ilgilenilen yapidaki sayi, uzunluk, ylizey alani gibi herhangi bir
niceligin tiim yapidaki toplam degerini bulmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu
yontem kullanilarak elde edilen sayisal deger, ilgilenilen niceligin toplam degeridir.
Bu nedenle sayisal yogunluk gibi sayisal parametrelerin bilinmesine gerek
duyulmamaktadir. Parcalama bir Ornekleme sistemidir ve bu yontemin temel
manti1g1; ilgilenilen yapidan bilinen bir oranda 6rnek almak ve bu 6rnek tizerinde
tarafsiz bir yontemle yapilan sayimlardan elde edilen sayisal verilerle o yapidaki
niceligin toplam degerini hesaplamaktir (Canan ve dig., 2002b; Gundersen ve dig.,
1988a; Gundersen ve dig., 1988b; Howard and Reed., 1998;).
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Parcalama yontemi mantik olarak oldukca basit ve etkindir. Temel mantig1
degismemekle birlikte en son asamadaki nicelik hesaplama yonteminin fiziksel ve
optik tabanli olusuna, diger bir ifadeyle sayim asamasinda kullanilan disektor sekline
gore parcalama yontemi fiziksel ve optik parcalama olarak ikiye ayrilmaktadir
(Howard and Reed., 1998; Canan ve dig., 2002b; Isgen, 2009).

Stereolojik calismalarda yapinin tamami calismaya olanak saglamayacak
kadar biiyiikse yapiy1 temsil edecek sekilde numuneler alinmasi gerekmektedir. Bu
islemler belli bir plan dahilinde SRO kurallarma gore yapilmakta ve yapilan her
orneklemenin oran: bilinmektedir. Ornegin yapt makroskobik biiyiikliikte ise
oncelikle birbirine benzer biiyliklikte parcalara ayrilmaktadir. Elde edilen
pargalardan SRO ile 6n ¢alismada belirlenen oranda bir ornekleme yapilir. Bu
ornekleme orani daha sonra hesaplamada kullanilmak {izere kaydedilmektedir (f1).
Pargalar halen mikroskobik incelemeye uygun boyutlara gelmemisse ayni islemler
tekrarlanarak yapilan her 6rnekleme bir kenara kaydedilmektedir (f2). Parcalama
islemine doku bloklanabilecek kiiglikliige gelinceye kadar devam edilir (burada iki
kez parcalama yapildigi kabul edilerek parcalama oranlar1 f1 ve f2 olarak
kaydedilmis olmalidir). Bu islem sirasinda 6nemli olan, yapilan islemin her
asamasinda SRO kurallarina gore hareket edilmesi ve calisilacak olan yapinin,
biitiiniin kagta ka¢1 oldugunun bilinmesidir (Gundersen ve dig., 1988a; Gundersen ve
dig., 1988b; Howard and Reed., 1998; Canan ve dig., 2002b; Isgen,2009).

Secilen pargalarin iki 6rnekleme sonucunda mikroskobik ¢alisma i¢in uygun
oldugu varsayilir. Bu asamadan sonra pargalar bloklara gémiiliir ve uygun bir cihazla
kesitlere ayrilir. Genellikle calismanin bu asamasinda kesitler arasinda
SROkurallarma gore yeniden drnekleme yapilmakta ve bu drnekleme orani da bir
kenara kaydedilmektedir (f3). Tarafsizlik ilkesinin geregi olarak burada yapilan
orneklemede de baslangig, sistematik birim i¢indeki rasgele herhangi bir sayidan
baslanilmalidir. Ornegin kesit diizeyinde her sekiz kesitten bir tanesi ile galisilacaksa,
1 ile 8 arasindaki bir say1 rastgele secilerek baslangic kesiti belirlenmektedir. Daha
sonra bu sayiya her defasinda 8 eklenerek diger kesitler tespit edilmektedir. Bu
islemin sonunda sayimlar fiziksel disektor sayim yontemiyle yapilacagindan, secilen
her kesitin ardisigi da beraber alinarak disektor ciftleri olusturulmaktadir (Howard
and Reed., 1998; Canan ve dig., 2002b; Isgen, 2009).
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Orneklemede esas amag, ideal veriye ulagsmak igin kesit sayisi ve alan
taramasi islemlerinde en uygun plani1 yapmaktir. Bu nedenle 6érnekleme sonucu elde
edilen kesitlerde de alan Orneklemesi yapmak gerekmektedir. Alan Orneklemesi
yapilirken de yine kural olarak hem sistematiklik hem de rastgelelik prensiplerine
uyulmalidir. Sistematiklik her bdlgeye esit Orneklenme sansi verme anlamina
gelmektedir. Bunu saglamak igin segilen Kesitlerin kesit yiizeyinde X ve Y
eksenlerinde ilerlenmelidir. Yine kural olarak rastgele bir baslangic seg¢ilmelidir.
Ornegin; X ve Y diizlemlerinde 120 pm’lik adimlarla ilerlenecek ise 1 ile 120 um
arasinda rasgele bir say1 ile baglanmali ve 120 pm’lik sabit adimlarla devam
edilmelidir. Bu kurallara uyularak disektor ciftleri arasinda uygun bélgeler bulunup
sayimlar gergeklestirilerek disektor tanecikleri (Q°) sayisi tespit edilmelidir. Bu
sayimlar sirasinda tarafsiz sayim c¢ercevesinin alani ile adim alaninin oraninin da
bilinmesi gereklidir. Bu oranda gercekte bir diger pargalama oranidir (f4). Calisma
sonunda elde edilen disektor taneciklerinin sayist (3Q°), buraya kadar yapilan
ornekleme oranlarinin tersiyle carpilarak yapida bulunan toplam say1 (N)
hesaplanmaktadir (Gundersen ve dig., 1988a; Gundersen ve dig., 1988b; Howard and
Reed., 1998; Canan ve dig., 2002b; Isgen, 2009). Denklem (2.2);

N =YQ x (1/f1) x (1/f2) x (L/f3) x (1/f4) (2.2)

N = Toplam tanecik sayisi
> Q =Toplam disektdr tanecigi sayisi

f = parcalama oranlar

Optik parcalamanin fiziksel parcalamadan farki son asamada sayim yontemi
olarak optik disektoriin kullanilmasidir. Optik disektorde her bir disektor sondasi,
kesit kalinligindan daha az yiikseklige sahip ii¢ boyutlu bir sayim kutusu anlamina
gelmektedir. Bagka bir ifadeyle her bir disektor sondasinda, kesit kalinligi (t) i¢inde
belli bir kalinlikta (h) tanecik sayimi yapilir. Burada gercekte kesit kalinligi icinde de
bir 6rnekleme yapilmaktadir. Bu érnekleme kalinlik 6rnekleme orani (KaOO) olarak
adlandirilir ve 5 olarak kaydedililir (f5=KaOO=optik disektdr yiiksekligi/ortalama
kesitkalinligi=h/t). Bu nedenle fiziksel disektorden farkli olarak bu 6rnekleme orani
da hesaplamaya dahil edilir. Sonu¢ olarak optik disektor uygulamasi sonucu elde
edilen toplam disektor tanecikleri sayisi (3 Q°), ¢alisma siiresince yapilan 6rnekleme

oranlarinin tersiyle carpildiginda (burada f1, 2, {3, f4, f5 olarak ifade edildi) toplam
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tanecik sayisina ulagilmaktadir. Buraya kadar anlatilanlar denklem (2.3) ile ifade
edilebilir (Gundersen ve dig., 1988a; Gundersen ve dig., 1988b; Howard and Reed.,
1998; Canan ve dig., 2002b; isgen, 2009).

N = Q- x (L/fL) x (1/f2) x (L/f3) x (1/f4) x (L/f5) (2.3)

2.5.7. Cavalieri prensibi ve hacim hesaplanmasi

Cavalieri Prensibi; makroskobik ve mikroskobik olarak diizensiz bir sekle sahip
nesnelerin, toplam hacim, hacim yogunlugu ve hacim oranlarinin hesaplanmasinda
kullanilan stereolojik bir yontemdir (Canan ve dig., 2002a).

Belli bir yapidaki bilesenin toplam sayisina ulasilmak istenen c¢alismalarda,
birim hacimdeki sayisinin (sayisal yogunluk (Ny) da denilir) hesaplanmasinin
yaninda, hacminin de hesaplanmasi gerekmektedir. Glinlimiiz ¢aligmalarinda, organ,
doku, hiicre gibi incelenecek biyolojik yapilarin toplam hacimlerinin veya
bilesenlerinin hacimlerinin hesaplanmasi igin bir¢ok farkli yontem ve metotlar
kullanilmaktadir. (Weibel, 1969; Cruz-Orive ve Weibel, 1990; Canan ve dig.,
2002a). llgilendigimiz organlar veya dokular ¢ogu =zaman cevrelerindeki
bilesenlerinden ayrilamaz bir biitiinliik igindedirler. Ornegin; omurilikteki veya
beyindeki gri madde, beyindeki farkli cekirdekler, dalaktaki beyaz pulpa, kemik
iliginin yapisi, akcigerin kesecikleri gibi degisik tiirden biyolojik yapilar,
cevrelerindeki bilesenlerinden ayrilmayacak tarzda i¢ ice bir biitilinliik sergilerler. Bu
sekildeki yapilar1 izole ederek dogrudan dogruya bir hacim ol¢ilimiiniin yapilmasi
¢ogunlukla imkansizdir. Bu durumu ortadan kaldirmak igin, Cavaleri Prensibi olarak
ifade edilmis 6zel bir stereolojik yontem kullanilmaktadir.

Cavalieri Prensibi, ilk kez Italyan matematik¢i Bonaventura Cavalieri
tarafindan XVIL. yiizyilda ortaya konmus ve prensib olarak uygulanmaya
baglanmigtir. Bu prensib, stereolojik yontemlerde en sik kullanilan hacimsel
hesaplama yoludur (Gundersen ve Jensen, 1987; Howard ve Reed, 1998; Canan ve
dig., 2002a; Kalkan, 2009). Cavalieri Prensibini uygulamak i¢in, hacmi hesaplanmak
istenen biyolojik yapi esit araliklarla ve birbirlerine paralel kesitler verecek sekilde
basindan sonuna kadar dilimlere ayrilir. Daha sonra her bir dilimin ayn1 yone bakan
kesit yiizeylerinin alanlar1 uygun bir yontemle hesaplanmis olur. Tim kesit
dilimlerinden elde edilen toplam yiizey alan1 degeri, dilimleme sirasinda

kullandigimiz ortalama dilim kalinlig1 ile ¢arpilmasi sonucunda yapinin toplam
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hacminin tarafsiz bir sekilde hesaplanmasi saglanmis olur. (Gundersen ve dig., 1988;
Royet, 1991; Canan ve dig., 2002a; Kalkan 2009). Bu ise matematiksel olarak
denklem (2.4)’de gosterilmektedir:

Vref= Zai. T (2.4)

Vef = ilgilendigimiz yapinin toplam veya diger bir ifade ile referans hacmi
ai = 1 numarali kesitteki yapinin izdiisiimiiniin yiizey alani,

t = ortalama kesit veya dilim kalinlig1

Hem mikroskobik hemde makroskobik ol¢iimler yapilmakta ve etrafindaki
yapilarla ilgili olusabilecek herhangi bir baglanti 6nemsenmeksizin, sinirlart yeterli
kesitler ile belirlenen her tirlii biyolojik yapmin hacmi bu yontem ile
hesaplanabilmektedir (Gundersen ve Jensen, 1987; Mayhew, 1992; Canan ve dig.,
2002a).

Yiiksek dogrultuda alan Ol¢limii yapabilmek i¢in, mutlaka bilgisayarli bir
gorlintli analiz sistemi kullanmamiza gerek yoktur. Denk dogrulukta ol¢iimler
yapmaya olanak saglayan ¢ok daha ucuz yontemler de kullanilabilmektedir (Canan
ve dig., 2002a).

Stereolojik yOntemler arasinda en sik kullanilan izdiisiim alani hesaplama
yontemi olarak “noktali alan élgiim cetvelleri” kullanmaktir (Canan ve dig., 20023;
Kalkan, 2009).

2.5.7.1. Noktal alan 6l¢iim cetvelleri

Noktali alan o6l¢iim cetvelleri (Sekil 2.20), birbirinden esit araliklarla ayrilmig
noktalardan olusan ve sistematik noktalarin bir yiizey {iizerine dizilmis seklidir

(Canan ve dig., 2002a).
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Sekil 2.20. Noktali Alan Olgiim Cetveli (d=0,3cm) (Canan ve dig., 2002a)
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Boyle tasarlanmis bir cetvelde, her bir (+) art1 isaretinin orta noktasi cetvel
tizerindeki bir noktanin varligini temsil eder. Bu olusan noktalardan her birisi ise,
dort adet noktanin arasinda kalan alani yani bir birim cetvel alanin1 temsil etmektedir
(P(a)). Aralarindaki sabit mesafesi bilinen bu sekildeki bir noktali alan 6l¢iim cetveli,
alan1 hesaplanmak istenen herhangi bir kesit goriintiisiiniin iizerine rastgele bicimde
yerlestirilirse, yapinin kesitindeki izdiistimii {izerine isabet eden noktalarin sayisi ve
bu izdiisiimiin kesitte temsil ettigi alan miktarryla dogru orantili olacaktir. izdiisiim
ne kadar biiyiik olursa, i¢ine o kadar ¢ok sayida nokta isabet eder. Bu noktalarin her
biri belli bir birim alanin1 (P(a)) temsil ettiginden, ilgilendigimiz biyolojik yapinin
izdligiimiinlin sinirlar igine diisen nokta sayisinin (D_Pi) bu birim alan degeri ile
carpimi, bizlere o kesitteki izdlislimiin toplam alaninin (A1) tarafsiz bir hesaplamasini
vermektedir (Gundersen, 1986; Gundersen ve Jensen, 1987; Canan ve dig., 2002a;
Kalkan, 2009). Buraya kadar anlatilanlar denklem (2.5) ile ifade edilebilir;

Ai= Y'Pi. P(a) (2.5)
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Arastirma Uygulamalarinin Yapildig Yer

Bu ¢alismanin tiim deneysel igerikli uygulamalar1 ve islem basamaklar1 Ondokuz
Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi, Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali ve Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Histoloji ~ Arastirma

Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Etik Kurul izni

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 26.10.2010 tarihli ve 2010-132 sayili yazisinda belirtilen Etik Kurul
Raporu Ondokuz May1s Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’niin ilgili Etik Kurullart
tarafindan onaylandi.

Calismada c¢iftlesmeye birakilmak tizere toplam 18 adet disi Wistar albino
cinsi sigan (210-250 gr) kullanildi. Bu gebeliklerden elde edilen yavrulardan ise
toplam 45 adet erkek sigan ¢alismada kullanildi. Tiim hayvanlar steril, 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik deney hayvanlari {initesi ortaminda, 55-60 °C nem ve 19-
22 °C oda sicakhiginda bakim ve beslenmeye tabii tutuldu. Tiim gruplardaki

hayvanlara ad- libitum, sinirsiz yem ve musluk suyu tiikketme imkani saglandi.

3.3. Farelere Uygulanan Maddeler

Calismada kullanilan rosiglitazon, Glaxo-Smith Kline firmasindan temin edildi (saf
formda, toz halinde) ve c¢izelge 3.1°de gosterildigi gibi iki farkli doz grubu
olusturuldu. Rosiglitazon diisik doz grubu (RD) olarak adlandirilan gruptaki
sigcanlara 2 mg/kg, rosiglitazon yiiksek doz grubu (RY) olarak adlandirilan gruptaki
siganlara ise 5 mg/kgdozdaki ilag gavaj yoluyla verildi.
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3.4. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4.2H,0),

Potasyum Dihidrojen FosfatkKH,PO,)

Sodyum Kloriir (NaCl), Entellen ve Parafin Merck W.Germany Firmasindan
Absollii etil alkol ve Ksilen Riedel-de Haén Firmasindan,

Formaldehit, Lab Scan Analitical Sciences Firmasindan

Creysl violet, Sigma Aldrich Firmasindan

Glasiyal asetik asit, Sigma Aldrich Firmasindan

Ketamin, (Alfazyne®), Ege-Vet firmasindan temin edildi.

3.5. Cahsmalarda Kullanilan Aletler

Sartorius CP 224 S hassas terazi

Electromag M 6040 BP inkiibator

Reichert-Jung 2030 Rotary mikrotom

Cyberscan 500 pH metre

Parafin su banyosu

Leica D 1000 1s1k mikroskobu

Leica DFC 290 goriintii aktarim aparati

Dell Inspiron bilgisayar

Jencons ScientificvL limited su aritma cihazi

Olympus (Danimarka) firmasinin {iiretimi olan C.A.S.T.-Grid® Stereolojik

analiz yazilimi1 ve donanimini

3.6. Deney Protokolii

Calisma genel olarak ii¢ asamada gerceklestirildi;

1. Asama: Disi sicanlarin deneysel gruplara uygun olarak ayrilmasi ve deney
grubundaki disi sicanlara ila¢ uygulanmasi,

2. Asama: Gebe kalan sicanlardan elde edilen yavrularin deney planina uygun olarak
ayrilmas1 ve yas gruplarina gore sakrifiye edilecekleri giine kadar kafeslerde

bakilmasi,
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3. Asama: Etik kurallara uygun olarak diseke edilen beyinlere stereolojik metotlara
uygun olarak gerekli histolojik islemlerin uygulanmasi ve hazirlanan preparatlarin

ayni metot kurallarina gore degerlendirilmesiydi.

1. Asama: Disi sicanlarin deneysel gruplara uygun olarak ayrilmasi ve

deney grubundaki disi sicanlara ila¢ verilmesi.

Ondokuz May1s Universitesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden alman 18 adet
disi Wistar albino cinsi sigan (210-250 gr) ¢izelge 3.1°de gosterildigi gibi 9 gruba
ayrildu.

Cizelge 3.1. Ciftlesme i¢in gruplara ayrilan disi si¢an sayilari.

4 haftahk
Yenidogan 12 haftalik Eriskin
Yas gruplan Yavru
grubundaki ) gurubundaki
(YD) geb grubundaki (12H) geb
ebe rat ebe rat
Uygulama . (4H) gebe rat J
gruplari sayisl sayisi
sayisl
Rosiglitazon Diisiik Doz
2 adet 2 adet 2 adet
(RD) (2mg/kg)
Rosiglitazon Yiiksek
2adet 2 adet 2 adet
Doz (RY) (5mg/kg)
Kontrol grubu 2 adet 2 adet 2 adet

Ciftlesme icin ayrilan disi sigcanlar caligmanin kontrollii devam etmesini
saglamak amaciyla 6’11 gruplar halinde ¢iftlesmeye birakildi. Ilk 6 disi sigan dogum
yaptiktan sonra diger disi siganlar sirayla ciftlesmeye birakildi. Her defasinda bir
kafese iki disi iki erkek sigan koyuldu. Gebelik tayini i¢in dl¢iit vajinal plak olusumu
kabul edildi. Bu dogrultuda, ¢iftlesmeye birakildiklar1 giinden itibaren hergiin disi
siganlarda vajinal plak olusup olusmadigi kontrol edildi ve vajinal plak olusumu
gbzlenen siganlarin gebeligin birinci giiniinde olduklari kabul edildi. Ilag
uygulanacak RD ve RY grubundaki hayvanlara gebeligin birinci giiniinden itibaren

ilk 16 giin boyunca giinde bir kez olmak iizere her giin belirlenen dozlarda ila¢ gavaj
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yoluyla wverildi (Sekil 3.1). Kontrol grubundaki gebe sicanlara higbir islem

uygulanmadi.

Sekil 3.1. A. Gebe sicanlara gavaj yoluyla ilag verilmesi, B. Bir gebe sicandan elde

edilen yavrular.

2. Asama:Gebe kalan si¢canlardan elde edilen yavrularin deney planina
uygun olarak ayrilmasi ve yas gruplarina gore sakrifiye edilecekleri giine kadar

kafeslerde bakilmasi.

Tiim disi siganlarin gebelik donemleri 21-24 giin siirdii. Her bir disi sigandan
en az 6 en fazla 14 yavru elde edildi. Bunlardan sadece erkek siganlar calismaya
dahil edildi. Her grup i¢in 5 adet erkek yavru sigan ¢izelge 3.2°de gosterildigi gibi
ayrildi. Bunlardan yenidogan grubunda (YD) olanlar dogduklar1 giin sakrifiye edildi.
4 haftalik (4H) ve 12 haftalik (12H) grubundaki siganlar ise dogum tarihleri not
alinarak sakrifikasyon islemine kadar ayni kosullarda muhafaza edilerek bakimlar

yapildi (Sekil 3.2, 3.3)

52



Cizelge 3.2. Gebe siganlardan elde edilen ve yas gruplarina ayrilan yavru sigan

sayilari.

Yas gruplar Yenidogan 4 Haftahk 12 Haftahk
) Yavru Eriskin
Grubundaki ) )
Grubundaki( Gurubundaki
Uygulama (YD) Rat Sayisi
gruplar 4H) Rat Sayis1 | ( 12H) Rat Sayis1
Rosiglitazon diisiik doz
8 ’ 5 adet 5 adet 5 adet
(RD) (2mg/kg)
Rosiglitazon yiiksek
8 Y 5 adet 5 adet 5 adet
doz (RY) (5mg/kg)
Kontrol grubu 5 adet 5 adet 5 adet

Sekil 3.2. Yenidogan grubundaki sicanlar.
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Sekil 3.3. 4 haftalik ve 12 haftalik yas grubundaki siganlar.

3. Asama:Etik kurallara uygun olarak diseke edilen beyinlere stereolojik
metotlara uygun olarak gerekli histolojik islemlerin uygulanmasi ve hazirlanan

preparatlarin ayni metot kurallarina gore degerlendirilmesi.

3.7. Histolojik islem Basamaklar

3.7.1. Perfiizyon ve beyin diseksiyonu

Belirlenen giinlerde tiim siganlar perfiize edilerek beyin dokulari ¢ikarildi. Bu amag
icin once siganlar, ketamin HCI (40-50 mg/kg) ile derin anestezi altina alinarak sirt
kismi 1zgaraya gelecek sekilde tespit edildi. Makas yardimiyla diyaframin altindan,
yukari-saga ve sola dogru ilerleyerek gogiis kafesi acildi, kalp ortaya ¢ikarildi. Kalp
calisir durumdayken, sol ventrikiile 0,5 cc heparin enjeksiyonu yapildi. Daha sonra
kalbin sol ventrikiiliine cam bir kaniil ile girildi. Perflizyon sirasinda kanin disari
akmasi icin kalbin sag atriumu kesildi. Sag atriumdan ¢ikan kanin rengi
berraklasincaya kadar (yaklasik 1-2 dakika) kaniil araciligi ile intrakardiyak yoldan
once %0,9’luk serum fizyolojik sonra tamponlanmis %10’luk nétral formalin
verilerek tespit saglandi (Sekil 3.4.A). Deney asamasinda kullanilan tiim sicanlarin
kafataslar1 ¢ok dikkatli bir uygulama ile etik kurallara uygun olarak agilarak beyin
dokular1 ¢ikarildi (Sekil 3.4.B,C). Cikarilan bu beyin dokular1 %10’luk
tamponlanmis notral formalin tespit soliisyonu igerisine gruplar halinde ve ayri ayri
olarak etiketlenip yerlestirildi. Yenidogan grubundaki hayvanlarin beyinleri diger

gruptakilerden farkli olarak; ketaminle derin anesteziye alindiktan sonra kafalari
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viicutlarindan kesilerek ayrildi. Heniliz kemiklesmemis olan kafatasina, beyne zarar
vermeden kesi atild1 ve bu sekilde fiksatife alindiktan 3-4 giin sonra beyin dokulari
cikarildi (Sekil 3.4.D). Alinan biitlin dokular 7-10 giin fiksatifte bekletildikten sonra
siganlarin beyinlerinin sol ve sag beyin yarim kiireleri birbirinden ayrildi. Calismanin

sag beyin yarim kiirelerinde devam edilmesine karar verildi. Siganlarin sag beyin

yarim kiireleri rutin histolojik doku takip islemlerinden gecirilerek bloklandi.

Sekil 3.4. A. Siganlara, intrakardiak perfiizyon yontemiyle 6nce %0.9 NaCl daha
sonra, %10’luk tamponlanmis nétral formalin verilmesi, B. Sigan beyni diseksiyonu,
C. Diseke edilen 12 haftalik sican beyni, D. Diseke edilen yenidogan sigan beyni.

3.7.2. Isik mikroskobik doku takip islemi

%10’luk tamponlanmig noétral formaline alinan beyin dokulari fiksasyon siireci

sonunda sirastyla su islemlerden gecirildi;

e Akarsuda yikama; Doku kasetlerine alinan dokular, temiz ve akar haldeki
¢esme suyu altinda gece boyunca yikamaya alindi. (Bu siire 16-18 saat kadardir ve

dokunun fiksatifte kalis siiresine gore degisir)

e Dehidratasyon; bu islem i¢in dokular alkol serilerinden gegirildi. Bunun igin

ise su islem basamaklar1 takip edildi;
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%70’lik etil alkolde 1 gece,

%80’lik etil alkolde 1 saat,

%96°1ik etil alkolde 1 saat,

%96°l1k etil alkolde 1 saat,

%100’liik absolii etil alkolde 1 saat,
%100’1iik absolii etil alkolde 1 saat bekletildi.

o g H~ w D E

o Seffaflasgtirma; Bu islemler igin;
Ksilende Y5 saat,

8. Yeni bir ksilende Y% saat bekletildi,

9. Birinci parafinde oda sicakliginda (19-22°C) 1 gece yani yaklasik 12 saat
bekletildi,

10. ikinci parafinde 56-60°C’lik etiivde 1 saat,

11. 56-60C’lik etiivde yeni hazirlanmus {i¢iincii parafinde 2 saat bekletildi.

¢ Bloklama

12. Son islem olarak beyin dokular: etiketlenerek L demirlerine gomiildii.

3.7.3. Kesitlerin alinmas1 ve Kkesitlerin Cresyl Violet (Krezil viyolet) ile

boyanmasi

Kesit almaya baglamadan 6nce iizerlerine kesit alinacak lamlara 6zel bir yapistirict
%10’1uk jelatin (100 ml saf suda 10 gr jelatinin ¢oziindiiriilmesi ile elde edildi) ve
%10’luk formalinin bire bir karistirilarak hazirlanmasi ile elde edilen sivi siiriildii.
Uzeri yapistirict ile kaplanan lamlar 1 saat siireyle 55 °C deki etiivde kurutuldu.
Lamlarin bu sekilde hazirlanmasi her kesit alinmasindan once tekrarlandi (Aslan,
1999).

Elde edilen parafin bloklardan daha sonraki boliimlerde agiklanacak olan
stereolojik Ornekleme uygun olarak kesitler alindi. Kesitler 37-42 °C’deki distile
suya birakildi ve daha dnceden hazirlanmis olan lamlara alinarak, 56-60 °C’deki etiiv

icinde parafin eriyinceye kadar yaklagik 12 saat siireyle bekletildi.

56



Denemeler sonucunda ¢alismada uygulanan modifiye krezil viyolet boyama

yontemi agagida verilmistir;

Cresyl Violet (Krezil Viyolet) Boyama Prosediirii

1.

© oo N o g B~ D

N T o
o & ww = O

3.74.

Daha

Lamlara alinan kesitler, ksilende 4 seri halinde ve her seri 10 dakika olacak
sekilde deparafinize edildi,

%100’liik absolii etil alkolde 10 dakika bekletildi,

%96’11k etil alkolde 10 dakika bekletildi,

%80’lik etil alkolde10 dakika bekletildi,

%70’lik etil alkolde10 dakika bekletildi,

Distile suda 10 dakika bekletildi,

60 °C’lik etiivde ,%1’lik Krezil Viyolet boyasinda 4 dakika siireyle boyandi,
Distile suda 1-2 dakika siireyle bekletildi ve disarida hafif kurutuldu,
%70’lik etil alkolde 5 dakika bekletildi,

%80’lik etil alkolde 5 dakika bekletildi,

. %9611k etil alkol+glasiyal asetik asit’te 5 dakika bekletildi,

%100’liik absolii etil alkol+glasiyal asetik asitte 5-10 dakika bekletildi,
Ksilende 10 dakika bekletildi,

Yeni bir ksilende 1 saat bekletildi.

Sonu¢ olarak kesitleri alinan lamlar kurumadan entellan yapistirici

damlatilarak uygun lamellerle kapatildi.

Kesitlerde hipokampus sinirinin tespiti

once yapilan c¢alismalar incelendiginde hipokampus sinirlarinin  farkli

sekillerde belirlendigi goriilmistiir (Barnea ve Nottebohm, 1996). Bu c¢alismada

sagital olarak alinan kesitlerde hiicre biiyiikliikleri veya yogunluklari, hipokampus

siniriin belirlenmesinde esas olarak kabul edildi.

3.7.5.

Kesitlerde noronlarin tespiti

Krezil-viyoletle yapilan boyamalarda piramidal noéronlar, pembe-eflatun zeminde

yuvarlak ya da oval sekilde goriilmektedir. Cekirdekleri 6kromatik, ¢ekirdekgikleri

genellikle iki belirgin tanecik seklinde, sitoplazmalari ise tipik olarak dar halka

seklinde gozlenmektedir. Kesitlerde biiyiik ndronlar ¢ogunlukta olmasina ragmen, az

sayida kiiclik ndronlar da mevcuttu (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Hipokampusun CA3 bdlgesindeki noronlar. N: noron.

3.8. Stereolojik Islem Basamaklar
3.8.1. Stereolojik metotlar

Bu calismada daha once giris kisminda kisaca bahsedilen stereolojik metotlardan
birisi olan parcalama prensibi ile optik disektér kombinasyonu kullanilarak
mikroskobik kesitler izerinde néron sayim hesaplamalari yapildi. Bu kombinasyona

gore say1 hesaplamalari i¢in asagida anlatilacagi gibi belirli stratejiler belirlendi.

3.8.1.1. Kesit ornekleme islemi

Parcalama prensibini geregince organda sistematik rastgele bir Ornekleme
gerceklestirildi. Ornekleme yapilirken dikkat edilmesi gereken temel prensip uygun
bir hata katsay1 degerinin (0,05 veya daha az) elde edilmesi olup gerekli islemler bu
kural dikkate alinarak gergeklestirildi (Gundersen and Jensen 1987).

Uygun hata katsayisinin (HK-CE) belirlenmesi islemlerinde ise, stereolojinin
prensipleri geregi bir pilot uygulama yapildi. Bu uygulamada kontrol 12H ve
kontrol 4H gruplarina ait beyin dokularinda pargalama prensibi esas1 geregince
sistematik rastgele bir Ornekleme gergeklestirildi. Daha Onceden, beyinde

hipokampustaki piramidal hiicre sayisinin hesaplandigi ¢alismalar dikkate alinarak
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ornekleme araligir 1/6 oraninda kabul edildi (Sistematik). Bu ornekleme araligiyla
beyin bloklarindan 20 pum kalinliginda kesitler alinarak, 1/6 oraninda sistematik
sekilde ve tek diize rastgele bir 6rnekleme yapildi. Bunun i¢in beyin dokusundan elde
edilen ilk 6 kesit arasindan bir kesit rastgele se¢ildi (Rastgele). Diger kesitler ise
baslangicta secilen kesit tizerine 5 Kesit atlanip 6. kesitin alinmasiyla gerceklestirildi.
Yukarida belirtilen esaslar geregi bu gruplardaki sicanlarin beyin bloklarindan
ortalama 20-25 Kesit elde edildi.

Yenidogan grubunda ise; bu hayvanlarin beyinleri diger gruplardakinden
daha kiigiik oldugu diisiiniilerek Oncelikle bir hayvana ait beyin dokusunun tamami
arkadan ©one dogru 20 um araliklarla basindan sonuna kadar higbir parga
atlanmaksizin kesitlere ayrildi. Bu islemin sonunda bir beyinden her biri 20
mikrometre kalinliginda 200 kesit elde edildi. Alinan kesitler boyandiginda bu 200
kesitten 80 tanesinde hipokampus bolgesinin oldugu goriildii. Bu nedenle bu gruba
ait sicanlarin beyin bloklarindan 1/4 oraninda bir 6rnekleme araliginin uygun
olabilecegine karar verildi ve ardindan, ilk kesit rastgelelik prensibi geregi 1-4.
kesitler arasindan rastgele, diger kesitler ise baglangicta secilen kesit iizerine 3 kesit
atlanip 4. kesitin alinmasiyla gergeklestirildi. Bu gruptaki sicanlarin beyin
bloklarindan bu 6rnekleme oraniyla ortalama 20 kesit elde edildi. Tiim gruplar i¢in
elde edilen bu Kkesit sayilar1 daha once anlatilan stereolojik metodun gecerliligi

agisindan uygun sayilardir.

3.8.1.2. Stereoloji analiz sistemi

Calismanin  stereolojik analizi OMU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal
Laboratuvarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde yapildi (Sekil 8). Stereoloji
analiz sistemi Olympus (Danimarka) firmasmin iretimi olan C.A.S.T.-Grid®
Stereolojik analiz yazilimi ve donanimini igermektedir. Sistem, stereolojik
aragtirmalar i¢in tasarlanmig bir yazilim (Computer Assisted Stereological Toolbox-
Olympus) igeren bir bilgisayar (Pentium PC, DELL OptiPlex, USA), arastirma
mikroskobu (Leica, DMR/HCS, Germany), CCD kamera (JVC, Japan), Z ekseninde
6l¢iim yapan 6lgiim ¢ubugu (Heidenhain LIP401 R, Germany), mikrokator gostergesi
(Heidenhain ND221 B, Germany),mikroskop tablasinin X ve Y eksenlerinde
hareketini bilgisayar kontrollii olarak yonetebilen bir tabla motorundan (Prior
ProScan, USA) ve bir adet tabla kontrol ¢ubugundan (Prior, USA) olusmaktadir
(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Stereoloji analiz sistemi.

3.8.1.3. Stereolojik analizlerin detaylar:

On calisma ile tespit edilen ve calismada kullanilan drnekleme oranlar1 ve &lgiim
sirasinda kullanilan degerler ¢izelge 3.3 ve gizelge 3.4’de verilmistir. Sistematik
rastgele 6rnekleme (SRO) ile her alt1 kesitten biri (Kesit Ornekleme Orani: 1/6)
secilerek, stereolojik analizi yapilacak kesitler belirlendi. Bu 6rnekleme sonucunda
her bir hayvandan ortalama 20 kesit elde edildi. Orneklemeyi takiben kesitlerdeki
hipokampus noronlari, stereoloji analiz sisteminde, optik parcalama yontemi
kullanilarak sayild1.

On calisma sonucu 4H ve 12H gruplarindaki hayvanlar igin 6l¢iim sirasinda

kullanilacak degerler:
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Cizelge 3.3. 4 haftalik ve 12 haftalik hayvanlar i¢in yapilan 6n ¢aligma ile belirlenen

degerler.

Kesit ornekleme orani

1/6

Tarafsi1z sayim ¢ercevesi alani

30x30= 900 pm?

Adim aralig

200 pm

Adim alam

200x200 =40000 pum®

Optik disektor yiiksekligi (h) 10 um
Ust ve alt giivenlik kusag1 2 um
Sayim yapilan objektif biiytikligi 100x/1,35
Sayim yapilan ortalama kesit sayisi 20

Cizelge 3.4. Yenidogan grubundaki hayvanlar i¢in yapilan 6n ¢aligma ile belirlenen

degerler.

Kesit 6rnekleme oram

1/4

Tarafsiz sayim cercevesi alani

25x25= 625 pm?

Adim aralig 350 pm
Adim alani 350x350 =122500 pm?
Optik disektor yiksekligi (h) 10 pm
Ust ve alt giivenlik kusag: 2 um
Sayim yapilan objektif bliytikliigii 100x/1,35
Sayim yapilan ortalama kesit sayisi 20
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Stereoloji analiz sisteminde ¢alisirken daha dnceden yapilan 6n ¢aligmalar ile
belirlenen veriler sisteme girildi. Kesit mikroskop tablasina yerlestirildi ve goriintii
netligi saglandiktan sonra, kiiclik biiylitmede iken sayim alaninin sinirlarn ¢izildi.
Daha sonra sayim ig¢in tercih edilen biiylik biiyiitmeye (bu c¢aligmada kullanilan
objektif: 100x/1,35) gegildi. Bu sirada sistem otomatik olarak diger sayim bolgelerini
atlar ve sayim yapilacak alani seger. Analiz sirasinda bir yandan sondalama yapilan
bolgede sayilan hiicre sayisi girilirken (0, 1, 2,...) bir yandan da ayn1 bolgelerde kesit
kalinliklar1 hesaplandi. Orneklenen her bir kesit i¢in ayni islemler yapildi. Tiim
kesitlere ait toplam tanecik sayisi, toplam sonda sayisi ve ortalama kesit kalinlig
elde edildi. Veriler ham veri seklinde elde edildikten sonra her kesitteki toplam
tanecik sayist Excel’de hazirlanan bir sayfaya yazildi. Sonug olarak her bir hayvanin
hipokampusundaki toplam noron sayisi hesaplandi (Sekil 3.7). Ayrica yapilan
sayimin giivenirligini kontrol etmek amaciyla yine daha 6nceden hazirlanmis olan bir
excel sayfasinda her bir hayvana ait hata katsayis1 ve her bir gruptaki degisim

katsayist hesaplandi (Sekil 3.8).

ed p K0 2R icoson el
Girig Ekl Sayfa D Formaller Ve Gozden Gegir Géranam ©w s X
2% > A = = = s r T i, | Fem T 5} | I OtomatikToplam -~ A
=1 & Arial 24 AN = = || | S Metni Kaydir Sayt ;_:‘, s | .f\ | o Z? ,‘}3
Yapistir KT A- -|[&- A -| = 5I3//3E $E| 3 Birlestir ve Ortala - S=ps < Kosullu  Tablo Olarak Hucre | Ekle  Sil  Bigim Sirala ve Filtre Bulve
S 4 A -D-| A-| = || F IF| Hovieticve otala Ll M o 1 Bicimlendirme ~ Bicimlendir ~ Stilleri ~ - - 2 Temizle - Uygula~  Sec~
Pana (3 Yaz Tipl = Hizalama = Sap g Stiller Hucreler Duzenleme
| AB - fi| =C8'E4 ¥
A 8 c ) e [ F [ o 1 # e 3 L M N o e o R s
1829 asf. 196,000 350 350 625
2 ssf: 4
tsf -1648 10
asf* ssf*tsf -1292,06
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
6 %0 94 98 102 106 110 114 118 122 126 130 134 138 142 146 150
7 13 7 5 7 7 7 7 4 5 6 3 6 3 7 B 3 2
8 -16,5 I #savio 1292 92 58 93 72 78 78 M 38 73 29 81 23 84 49 30 20
s 24 1 1 2 10 " 12 ° 12 " 10 10 7 3 1 5]
10 -15.4 2 8 14 L] 12 9 5 14 10 9 e 10 4 10
" 181 3 8 s s ° 12 14 3 18 s 18 10 12 18 7
12 168 a B . 13 7 10 ° 10 12 10 12 16
1 201 5 2 12 8 e 1 s 1 20
-158 6 19 L} 1 13 8 18 8
7 10 10 8
8

Sekil 3.7. Her bir hayvanin hipokampusundaki toplam néron sayisinin hesaplandig
Excel’de hazirlanan sayfa.
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HUCRE SAYIMI ICIN HATA KATSAYISI DEGIiSiM KATSAYISI HESABI

HKesit L=] Qi Qi Qi Q=1 Qi. Q=2 Ratlar Toplam N NN kare(X-X)
: 3 :::: 4284 ;; g 1. Rat 1527259 -142579 2E+10
3 0 2600 2520 1740 2. Rat 1855383 185545 3 4E+10
a az 1764 1218 2436 3. Rat 1639439 -30399 92E+0S
5 29 841 1682 1305 4. Rat 1539853 129985 1.,7E+10
6 58 3364 2610 3190 5.Rat 1787259 117421 1.4E+10
; ;: x: ;;;: ﬂ Ort: 1669838 CV= 0,07871
- ] 54 2916 2592 2106 55= 131426

10 48 2304 1872 2016 SEM= 587754
11 39 1521 1638 2301
12 42 1764 2478 2562
13 59 3481 3599 3658
14 61 oy | 3782 2928
15 B2 3844 2976 2480
16 48 2304 1920 2352
17 40 1600 1960 1160
18 49 2401 1421 2793
19 29 841 1653 928
20 57 3249 1824 2508
21 32 1024 1408 992
22 44 1936 1364 BE0
23 1 961 465 L]
24 15 225 1] L]
TOLAM: 1130
A: 57304
B: 52791
C: 49821
MNOISE: 1130
VAR(srs): 29,9125
Toplam Var: 1159,913
CE: 0,030139
% NOISE: 97.42114
MOT:
< Disektor hiicre

Sekil 3.8. Her bir hayvana ait hata katsayisi ve her bir gruptaki degisim katsayisinin
hesaplandig1 Excel’de hazirlanan sayfa.

3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences for
Windows) 15.0 programi kullanildi. Verilerin gruplar arasi karsilagtirilmasinda
nonparametrik Kruskal Wallis testi kullanildi. Sonuglar % 95 giiven araliginda
p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli, p>0,05 diizeyinde ise istatistiksel
olarak anlamsiz olarak degerlendirildi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda ise
Bonferroni diizeltmeli nonparametrik Mann-Whitney U testi kullanildi (Bonferroni

diizeltmeli p degeri; p= 0.05/ grup sayist).
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4. BULGULAR

4.1. Deney Sirasindaki Gozlemler

Calisma sirasinda, kontrol ve deney gruplarina ait gebe sicanlardan elde edilen yavru
sayis1 ve dogan yavrulardaki gozle goriliir bir anomali olup olmadig1 (gbz, kulak,
burun, agiz, uzuvlar, parmaklar, kuyruk, genital organlar, hem mevcudiyetleri, hem
goriiniimleri, hem de sayilar1 bakimindan) ¢iplak gozle gozlemlenerek
degerlendirildi. Yapilan go6zlemler sonucunda gruplar arasinda disi si¢anlarin
gebelikleri boyunca herhangi dikkat cekici bir degisikligin olmadigi belirlendi.
Bununla beraber, tiim gruplardan elde edilen yavru sayilar1 (Cizelge 4.1), Kruskal
Wallis testi kullanilarak analiz edildi ve gruplar arasinda anlamli bir farkliligin
olmadig1 belirlendi (p<0,05) (Cizelge 4.2). Ayrica dogan yavrularda ¢iplak gozle

goriliir herhangi bir anomali gézlenmedi (Sekil 4.1)

Cizelge 4.1. Tiim gruplardaki gebe sicanlardan elde edilen ortalama yavru sican
sayilari.

1.sican | 2.sican | 3.sican | 4.sican | S.sican | 6.sican | Ortalama
KONTROL 8 10 9 7 12 10 9
Rosiglitazon

9 11 8 9 10 11 10
Diisiik Doz
Rosiglitazon

12 9 10 8 7 10 9
Yiiksek Doz

Cizelge 4.2. Gebe siganlardan elde edilen yavru sigan sayilarinin, gruplar arasi
karsilastirilmasi ile elde edilen p degeri.

GRUPLAR p DEGERLERI

Kontrol-rosiglitazon diisiik doz-
rosiglitazon yiiksek doz

*Fark onemli  p<0,05

0,892
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Sekil 4.1. Ciplak gozle goriiliir bir anomalinin olmadig: (gdz, kulak, burun, agiz,
uzuvlar, parmaklar, kuyruk, genital organlar, hem mevcudiyetleri, hem goriintimleri,
hem de sayilar1 bakimindan) yavru siganlar.

4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Kontrol yenidogan sican yavrularina ait bulgular

Yenidogan sigcan yavrularinin beyinlerinden elde edilen 151k mikroskobik kesitlerde
hipokampusun; lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani1 boyunca gri bir cevher tabakasi
olarak uzandigi belirlendi. Ventrikiile bakan yiiziinin konveks, hemisferin alt
kismina bakan yiiziiniin ise konkav oldugu gozlendi. Cornu ammonis’in CA olarak
da ifade edilebilen hipokampus bdolgeleri, hiicre yapisindaki farkliliklardan dolay1
CAl, CA2, CA3 ve CA4 olarak farkli alanlara boliinmiisti. Bu alanlarin
komsulugunda bulunan gyrus dentatus, néron kiimesi seklindeydi ve kolaylikla ayirt
edilebilmekteydi. Hipokampus noéronlar1 piramidal sekilde, bazofilik sitoplazmali ve
okromatik ¢ekirdekliydi. Her bir ¢ekirdek igerisinde bir veya iki adet ¢ekirdekgik
bulundugu goézlendi (Sekil 4.2).
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4.2.2. Kontrol 4 haftalik sican yavrularina ait bulgular

4 haftalik eriskin siganlardan elde edilen hipokampus kesit 6rnekleri bilinen olgun
hipokampus yapisina benzer histolojik goriiniime sahipti. CAl bolgesindeki
piramidal hiicrelerin, tipik olarak iiggenimsi sekilde olduklari, genellikle kiigiik ve
daginik yerlesim gosterdikleri gozlendi. Ayrica bu bolgenin diger bolgelere gore
kiiclik ve yogun oldugu dikkati ¢ekti.

CA’in ikinci pargasi olan CA2 bdlgesinde ise yogun bir sekilde yerlesim
gosteren bliyiik ve ovoid piramidal hiicrelerin varlig1 dikkati ¢ekti. CA’in iiglincii
pargast olan CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerin CA2 bolgesindeki piramidal
hiicrelere benzerlik gosterdigi ancak yogunluklarinin daha az oldugu belirlendi. CA4
bolgesinin; gyrus dentatus’un i¢ biikey kavitesinin i¢inde yerlestigi gbzlendi. Bu
bolgedeki hiicreler biiyiik boyutlu ve ovoid yapidaydi. Miktar olarak ise; diger CA
bolgelerine kiyasla ¢ok daha az sayidaydi ve daginik tarzda yerlesim gostermekteydi.

CA4 bolgesini alttan kusatan hilal bigimli gyrus dentatus bdlgesi ndron
kiimesi seklindeydi. Hipokampus noronlari piramidal sekilde, 6kromatik g¢ekirdekli
ve bazofilik sitoplazmaliydi. Olduke¢a biiyiik ve belirgin olan ¢ekirdegin icerisinde
bir veya iki adet ¢ekirdekeik oldugu gozlendi (Sekil 4.3).

4.2.3. Kontrol 12 haftalik si¢an yavrularina ait bulgular

12 haftalik eriskin siganlardan elde edilen hipokampus ornekleri, tipki 4 haftalik
eriskin siganlarda oldugu gibi bilinen olgun hipokampus yapisini yansitan histolojik
goriiniime sahipti. CAl, CA2, CA3 ve CA4 olarak farkli alanlara bdliinen
hipokampus bdlgeleri ile beraber bu bélgelerin komsulugunda yer alan ve CA4
bolgesini alttan kusatan hilal bigimli gyrus dentatus bolgeside kolaylikla
segilebilmekteydi. Hipokampus néronlari piramidal sekilde, 6kromatik ¢ekirdekli ve
bazofilik sitoplazmaliydi. Her bir noron ¢ekirdeginin bir veya iki adet ¢ekirdekgigi
oldugu gozlendi. Ayrica bu gruptaki siganlar ile 4 haftalik sicanlardan elde edilen
hipokampus ornekleri arasinda histolojik goriiniim agisindan herhangi bir fark

gozlenmedi (Sekil 4.4).
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4.2.4. Rosiglitazon yenidogan gruplarma ait bulgular (RDYD ve RYYD)

Rosiglitazon diisiik doz ve rosiglitazon yiiksek doz yenidogan (RDYD ve RYYD)
gruplarindaki sican yavrularinin beyinlerinden elde edilen 1s1tk mikroskobik
kesitlerde, 4’liik objektifle yapilan incelemelerde hipokampusun genel histolojik
yapisinin kontrol gruplarindakine benzer oldugu gozlendi. 40°’lik ve 100’1k
objektiflerle yapilan incelemelerde ise; piramidal hiicrelerin morfolojik yapilar
degerlendirildi ve kontrol gruplarinda tanimlandigi gibi normal ndron yapisinda
olduklar1 belirlendi. Ayrica rosiglitazon diisiikk doz (Sekil 4.5) ve rosiglitazon yiiksek
doz yenidogan (Sekil 4.8) gruplar1 da kendi aralarinda hem hipokampusun genel
yapist hem de ndron morfolojileri agisindan degerlendirildi ve iki grup arasinda da

dikkat ¢ekici bir farkliligin olmadigi tespit edildi.

4.2.5. Rosiglitazon 4 haftalik gruplarina ait bulgular (RY4H ve RD4H)

Rosiglitazon diisiik doz ve rosiglitazon yiiksek doz 4 haftalik (RD4H ve RY4H)
gruplarindaki sigan yavrularinin beyinlerinden elde edilen 151tk mikroskobik
kesitlerde, 4’liikk objektifle yapilan incelemelerde hipokampusun genel histolojik
yapisinin kontrol gruplarindakine benzer oldugu gozlendi. Cornu ammonis’in CAl,
CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan bolgeleri ve bu bolgelerin komsulugunda
bulunan gyrus dentatus kolaylikla se¢ilebilmekteydi.

40’11k ve 100’liik objektiflerle yapilan incelemelerde ise; piramidal hiicrelerin
morfolojik yapilar1 degerlendirildi ve kontrol gruplarinda tanimlandig: gibi normal
noron yapisinda olduklart belirlendi. Ayrica rosiglitazon diisiik doz (Sekil 4.6) ve
rosiglitazon yiiksek doz (Sekil 4.9) 4 haftalik gruplar1 da kendi aralarinda hem
hipokampusun genel yapisi hem de néron morfolojileri agisindan degerlendirildi ve

iki grup arasinda da dikkat ¢ekici bir farkliligin olmadigi tespit edildi.

4.2.6. Rosiglitazon 12 haftahk gruplarina ait bulgular (RY12H ve RD12H)

Rosiglitazon diisiik doz ve rosiglitazon yliksek doz 12 haftalik (RD4H ve RY4H)
gruplarindaki sican yavrularinin beyinlerinden elde edilen 151tk mikroskobik
kesitlerde, 4’liikk objektifle yapilan incelemelerde hipokampusun genel histolojik
yapisinin kontrol gruplarindakine benzer oldugu gozlendi. Cornu ammonis’in CAl,
CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan bolgeleri ve bu bdlgelerin komsulugunda
bulunan gyrus dentatus kolaylikla se¢ilebilmekteydi.
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40’11k ve 100’liik objektiflerle yapilan incelemelerde ise; piramidal hiicrelerin
morfolojik yapilar1 degerlendirildi ve kontrol gruplarinda tanimlandig: gibi normal
noron yapisinda olduklar1 belirlendi. Ayrica rosiglitazon diisiik doz (Sekil 4.7) ve
rosiglitazon yiiksek doz (Sekil 4.10) 12 haftalik gruplar1 da kendi aralarinda hem
hipokampusun genel yapisi hem de néron morfolojileri agisindan degerlendirildi ve

iki grup arasinda da dikkat ¢ekici bir farkliligin olmadigr tespit edildi.
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Sekil 4.2. Kontrol yenidogan grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun 11k
mikroskobik kesit gortintiileri. CA1l, CA2, CA3 ve CA4; hipokampus bolgeleri, DG; dentat
girus, AC; ak cevher, N; noéronlar, G; glia, A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000. Boya:
Krezil viyolet.
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Sekil 4.3. Kontrol 4 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun 151k mikroskobik
kesit gortntiileri. CAl, CA2, CA3 ve CA4; hipokampus bolgeleri, DG; dentat girus, AC; ak
cevher, N; noronlar. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000. Boya: Krezil viyolet.
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Sekil 4.4. Kontrol 12 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun 151k
mikroskobik kesit gortintiileri. CA1l, CA2, CA3 ve CA4; hipokampus bolgeleri, DG; dentat
girus, AC; ak cevher, N; noronlar. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000. Boya: Krezil

viyolet.
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Sekil 4.5. Rosiglitazon diisiik doz yenidogan grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun
151k mikroskobik kesit goriintiileri. CA1, CA2, CA3 ve CA4 hipokampus bdlgeleri, DG;
dentat girus, AC; ak cevher, N; noronlar, G; glia. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000.
Boya: Krezil viyolet.
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Sekil 4.6. Rosiglitazon diisiik doz 4 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun
151k mikroskobik kesit goriintiileri. CA1, CA2, CA3 ve CA4 hipokampus bdlgeleri, DG;
dentat girus, AC; ak cevher, N; noronlar, G; glia. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000.
Boya: Krezil viyolet.
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Sekil 4.7. Rosiglitazon diisiik doz 12 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun
151tk mikroskobik kesit gortntiileri. CAl, CA2, CA3 ve CA4 hipokampus bolgeleri, DG;
dentat girus, AC; ak cevher, N; néronlar. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000. Boya:
Krezil viyolet.
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Sekil 4.8. Rosiglitazon yiiksek doz yenidogan grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun
151k mikroskobik kesit goriintilleri. CA1, CA2, CA3 ve CA4 hipokampus bdlgeleri, DG;
dentat girus, AC; ak cevher, N; noronlar, G; glia. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000.
Boya: Krezil viyolet.
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Sekil 4.9. Rosiglitazon yiiksek doz 4 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki hipokampusun
151k mikroskobik kesit goriintiileri. CAl, CA2, CA3 ve CA4; hipokampus bolgeleri, DG;
dentat girus, AC; ak cevher, N; noronlar, G; glia. A. X40, B. X200, C. X400, D. X1000.
Boya: Krezil viyolet.

77



Sekil 4.10. Rosiglitazon yiiksek doz 12 haftalik grubuna ait beyin dokusundaki
hipokampusun 151k mikroskobik kesit goriintiileri. CAl, CA2, CA3 ve CA4; hipokampus
bolgeleri, DG; dentat girus, AC; ak cevher, N; noronlar. A. X40, B. X200, C. X400, D.
X1000. Boya: Krezil viyolet.
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4.3. Stereolojik Bulgular

Biitiin gruplarin beyin dokusunun hipokampuslarindaki CA bolgesinin stereolojik
olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre sayilar1 ve degisim

katsayilar1 sekil 4.11, sekil 4.12 ve ¢izelge 4.3” de gosterilmistir.

Tiim Gruplarin Grup I¢i Karsilagtirilmasi
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Kontrol ve Deney Gruplari

Sekil 4.11. Kontrol, rosiglitazon diisiik doz ve rosiglitazon yiiksek doz gruplarinin kendi yas
gruplar icerisinde (Yenidogan, 4 haftalik ve 12 haftalik) karsilastiriimasi.

Tiim Gruplarin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi
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S 2
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Kontrol ve Deney Gruplari

Sekil 4.12. Yenidogan, 4 haftalik ve 12 haftalik yas gruplarinin kontrol ve deney gruplar
arasinda karsilagtirilmasi.
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Cizelge 4.3. Biitiin gruplarin beyin dokularinin hipokampuslarindaki ortalama piramidal
hiicre sayilari, standart sapmalari, degisim katsayilari ve her bir gruptaki sican sayisi.

Ortalama Toplam Say1 £+ SS DK Denek Sayisi
KYD 1354662 + 69881,3 0,05 5 adet
K4H 893.348 + 56311,8 0,06 5 adet
K12H 796421 + 71444,6 0,08 5 adet
RDYD 1379805 + 98944,5 0,07 5 adet
RD4H 963476 + 95524,2 0,09 5 adet
RD12H 961248 + 61802,5 0,06 5 adet
RYYD 1094764 + 45020,8 0,09 5 adet
RY4H 1054999 + 72854 0,06 5 adet
RY12H 1034787 + 80463,6 0,07 5 adet

Calismamizda ikiden fazla grup bulundugundan oncelikle Kruskal-Wallis
testi ile gruplar arasi farklilik arastirildi. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda
rosiglitazon yiikksek doz yas gruplar1 disindaki tim gruplarda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak farklilik oldugu belirlendi (p<0,05) (Cizelge 4.4). Bu nedenle
rosiglitazon yiiksek doz yas gruplar hari¢ diger tiim gruplarda, hangi ikili gruplarda
farklilik oldugunu tespit etmek iizere Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

(Bonferroni diizeltmeli p degeri; p= 0,05/3 = 0,016) uygulanda.

Cizelge 4.4. Biitlin gruplarin beyin dokularmin hipokampuslarindaki piramidal hiicre
sayilarinin gruplar arasi karsilagtirmalarindan elde edilen p degerleri.

GRUPLAR p Degerleri
KYD-K4H-K12H 0,004*
RDYD-RD4H-RD12H 0,009*
RYYD-RY4H-RY12H 0,512
KYD-RDYD-RYYD 0,009*
K4H-RD4H-RY4H 0,021*
K12H-RD12H-RY12H 0,009*

*Fark onemli  p<0,05
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Gruplarin ikili karsilagtirmalarindan elde edilen sonuglar asagidaki gibidir;

4.3.1. Yenidogan gruplarmin karsilastirilmasi

Yenidogan gruplarina ait beyin dokularmin hipokampuslarinin CA bdélgesinin
stereolojik olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre sayilar1 sekil
4.13°de gosterildi. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda KYD ve RDYD gruplart
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p =0,75). KYD ve RYYD gruplarinin néron
sayilarina bakildiginda RYD grubunda bir azalma oldugu goriildii ve bu farkliligin
anlamli oldugu analiz edildi (p =0,009%). Ayrica RDYD ve RYYD gruplar
karsilastirildiginda da RY'YD gruplarinda néron sayilarinda bir azalma oldugu ve bu
farkliligin anlamli oldugu tespit edildi (p =0,009%) (Cizelge 4.5).

Yeni Dogan Gruplarinin Karsilastirilmasi
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KYD RDYD RYYD
Kontrol Ve Deney Gruplari

Sekil 4.13. Yenidogan gruplarina ait beyin dokularmin hipokampuslarindaki piramidal hiicre
sayilarinin kargilagtirilmasi.

Cizelge 4.5. Yedi dogan gruplarmin ikili kargilastirmalarindan elde edilen p degerleri.

Yenidogan Gruplar p Degerleri
KYD-RDYD 0,754
KYD-RYYD 0,009*

RDYD-RYYD 0,009*

*Fark onemli p <0,016
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4.3.2. 4 Haftalik gruplarin karsilastirilmasi

4H’lik gruplarina ait beyin dokularinin hipokampuslarinin CA bodlgesinin stereolojik
olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre sayilar1 sekil 4.14°de
gosterildi. Yapilan istatistiksel analizler ile gruplar arasi ikili karsilastirma
sonucunda, K4H ile RD4H gruplar arasinda (p =0,251) ve RD4H ile RY4H gruplari
arasinda (p= 0,076) anlamli bir fark olmadig: tespit edildi. Bunun yaninda RY4H
grubundaki ndron sayisinda K4H grubuna gore bir artis oldugu ve bu artisin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (0,009%) (Cizelge 4.6).

4 Haftahk Yas Gruplarimin Karsilastirilmasi
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Kontrol ve Deney Gruplar:

Sekil 4.14. 4 haftalik yas gruplarina ait beyin dokularmin hipokampuslarindaki piramidal
hiicre sayilarinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.6. 4 haftalik yas gruplarimin ikili karsilagtirmalarindan elde edilen p degerleri.

4 Haftalik Gruplan p Degerleri
K4H - RD4H 0,251
K4H - RY4H 0,009*

RD4H - RY4H 0,076

*Fark onemli p<0,016
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4.3.3. 12 Haftalik gruplarin karsilastirilmasi

12H’lik  gruplarina ait beyin dokularmin hipokampuslarinin  CA  bdlgesinin
stereolojik olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre sayilar1 sekil
4.15’de gosterildi. Yapilan istatistiksel analizler ile gruplar arasi ikili karsilastirma
sonucunda, K12H ile RD12H (p= 0,016) gruplari arasinda ve RD12H ve RY12H (p=
0,251) gruplart arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. Bununla beraber RY12H
grubundaki néron sayisinda K12H grubuna gore bir artis oldugu ve bu artisin
istatiksel olarak onemli oldugu bulundu (0,009%*) (Cizelge 4.7).

12 Haftalik Gruplarimin Karsilastirilmasi
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Sekil 4.15. 12 haftalik yas gruplarina ait beyin dokularinin hipokampuslarindaki piramidal
hiicre sayilarinin karsilastiriimasi.

Cizelge 4.7. 12 haftalik yas gruplarinin ikili karsilastirmalarindan elde edilen p
degerleri.

12 Haftalik Gruplan p Degerleri
K12H - RD12H 0,016
K12H - RY12H 0,009*

RD12H - RY12H 0,251

*Fark onemli  p<0,016
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4.3.4. Kontrol yas gruplarimin kendi icerisinde karsilastirilmasi

Kontrol yas gruplarina ait beyin dokularinin hipokampuslarinin CA bolgesinin
stereolojik olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre sayilar1 sekil
4.16’da gosterildi.Yapilan istatiksel analizler ile gruplar arasi ikili karsilastirma
sonucunda; KYD grubundaki néron sayisinin K4H (0,009*) ve K12H gruplarindaki
noron sayisindan fazla oldugu (0,009*) ve bu farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlendi. K4H ve K12H gruplarinin ikili karsilastirilmasinda ise; iki grup
arasinda 6nemli bir fark olmadig tespit edildi (0,047) (Cizelge 4.8).

Sekil 4.16. Tiim kontrol yas gruplarina ait beyin dokularinin hipokampuslarindaki piramidal

hiicre sayilarinin karsilastiriimasi.

Kontrol Gruplarinin Karsilastirilmasi
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Cizelge 4.8. Tim kontrol yas gruplarmin ikili karsilastiriimasindan elde edilen
pdegerleri.

Kontrol Gruplari p DEGERLERI
KYD - K4H 0,009*
KYD - K12H 0,009*
K4H - K12H 0,047

*Fark onemli  p<0,016
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4.3.5. Rosiglitazon diisiik doz yas gruplarinin kendi icerisinde karsilastirilmasi

Rosiglitazon diisiik dozyas gruplarina ait beyin dokularmin hipokampuslarinin CA
bolgesinin stereolojik olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre
sayilar1 sekil 4.17°de gosterildi. RDYD grubundaki toplam piramidal hiicre sayisinin
RD4H ve RDI12H gruplarindakinden fazla oldugu goriildii. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda; RDYD ile RD4H gruplar1 arasinda (0,009*) ve RDYD ile
RD12H gruplari arasinda (0,009*) anlamli fark oldugu belirlendi. Bununla beraber
RD4H ve RDI12H gruplari arasinda (0,754) 6nemli bir farkliligin olmadigi tespit
edildi (Cizelge 4.9).

Rosiglitazon Diisiik Doz Gruplarinin Karsilagtirilmasi
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Sekil 4.17. Tim rosiglitazon diisik doz yas gruplarina ait beyin dokularmin
hipokampuslarindaki piramidal hiicre sayilarinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.9. Tiim rosiglitazon diisiik doz yas gruplarinin ikili karsilagtirmalarindan
elde edilen p degerleri.

Rosiglitazon Diisiik Doz Gruplan p DEGERLERI
RDYD - RD4H 0,009*
RDYD - RD12H 0,009*
RD4H - RD12H 0,754

*Fark onemli  p<0,016
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4.3.6. Rosiglitazon yiiksek doz yas gruplarinin Kkendi icerisinde

karsilastirilmasi

Rosiglitazon yiiksek doz yas gruplarina ait beyin dokularinin hipokampuslarinin CA
bolgesinin stereolojik olarak hesaplamalarindan elde edilen toplam piramidal hiicre
sayilar1 sekil 4.18’de gosterildi. RYYD, RY4H ve RY12H gruplarinda toplam
piramidal hiicre sayilara bakildiginda giderek azalan bir grafik ¢ikmasina ragmen
gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi sonucunda anlamli bir farkliligin olmadigi
tespit edildi (Cizelge 4.10). Bu nedenle bu grupta ikili karsilastirma igin istatistiksel

analiz yapilmadi.

Rosiglitazon Yiiksek Doz Gruplarinin Karsilastirilmasi
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Sekil 4.18. Tim rosiglitazon yiiksek doz yas gruplarma ait beyin dokularinin
hipokampuslarindaki piramidal hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi.

Cizelge 4.10. Tim rosiglitazon yiikksek doz yas gruplarinin gruplar arasi
karsilastirmalarindan elde edilen p degeri.

Rosiglitazon Yiiksek Doz Gruplar: p DEGERLERI
RYYD-RY4H-RY12H 0,512

*Fark onemli p< 0,05
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5. TARTISMA

Tiazolidinedionlar (TZD) tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan insiilin
duyarlilastirict ajanlardir. Insiilin direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. Bu
bilesikler ortak olarak bir tiyazolidin-2-4-dion yapisina sahiptir ve her birinin farkl
bir yan zinciri vardir (Hardy ve Jabbour, 2004). TZD’ler lipofilik olduklarindan
cekirdege girebilirler ve peroksizom proliferator aktive edici reseptor gamma’ya
(PPARYy) baglanir ve onu aktive ederler; PPARy agonisti gibi davranirlar (Day,
1999).

Tiazolidinedion ailesinin kullanimda olan iki tiyesi vardir. Bunlar rosiglitazon
ve pioglitazondur. FDA’nin 2010 yilinda yayinladigi raporda rosiglitazonun kalp
krizi ve kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liim riskini arttirdigi belirtilmistir. Bu
nedenle Tiirkiye” de rosiglitazon igeren ilaglar piyasadan g¢ekilmistir. Amerika’ da
ise bazi kisitlamalarla birlikte klinik kullanimina devam edilmektedir. Bununla
beraber gebelikte kullanimlar ile ilgili yeterli arastirma ve bilgi olmadig1 i¢in de
FDA tarafindan olusturulan risk smiflandirmasinda, C kategorisine girmektedirler
(Sawicki ve Glod, 2004).

Gebelikte rosiglitazon kullaniminin giivenirligiyle ilgili yapilan ¢aligmalarin
yaninda rosiglitazonun heniiz tam olarak agiklanamamis olan etki mekanizmasini
aragtirmak amaciyla onun agonist olarak islev gordiigii peroksizom proliferator ile
aktive olan reseptorlerle (PPAR’lar) ilgili de ¢aligmalar yapilmistir (Heneka ve
Landreth, 2007).

PPAR’larin fizyolojik ve patofizyolojik stireglerdeki biyolojisi, Oncelikle
periferik organ ve dokularda ¢alisiimistir. Son yillarda, PPAR'larin c¢esitli merkezi
sinir sistemi (MSS) hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi da
belirlenmistir (Heneka ve Landreth, 2007).

Birgok arastiricinin norodejenaratif hastaliklara karst PPARy agonistlerinin
norokoruyucu etkileri iizerine odaklandigi, ancak PPARY agonistlerinin, nérogenezis
tizerine etkileriyle ilgili sadece bir kag ¢alismanin oldugu goriilmiistiir. Bu arada,
rosiglitazon ile yapilan histolojik ve molekiiler ¢calismalarin hepsinin kalitatif oldugu,

bu konuda yapilmis bir kantitatif ¢alismanin olmadigi gézlendi. Bu nedenle bu
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caligmada metot olarak, giivenirliginin olduk¢a yiiksek oldugu bilinen stereolojik
metotlardan ‘optik parcalama’ metodu secildi.

Calismada yontem olarak secilen stereoloji; hacim, yiizey alani, sayr ve
uzunluk gibi bir ¢ok 6nemli sayisal degere ulasilabilmeyi saglamaktadir (Weibel,
1969; Gundersen, 1986; Gundersen, 1988a; Gundersen, 1988b; Cruz-Orive ve
Weibel, 1990; Mayhew, 1992). lgilenilen biyolojik bir yapinin stereolojik metotlarla
analizi sonucu elde edilen sonuglarin giivenilir oldugu bir¢ok arastirici tarafindan
ifade edilmistir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990; West, 1993; Oorschot, 1994; West,
1994). Stereolojik metotlarin kat1 kurallarla belirlenmis ilkelerinin olmas: ve
ornekleme tarzinda sistematik Ornekleme yoOnteminin kullanilmasi, elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde matematiksel dogrulugu ispatlanmis 6zel formiillerden
yararlanilmasi bu metodun giivenilirligini artirmaktadir (Mayhew, 1996; Mayhew ve
Gundersen, 1996; Cruz-Orive, 1997).

Bu ¢alismada; TZD ailesinin bir {iyesi olan ve bir PPAR-y agonisti oldugu
bilinen rosiglitazonun, prenatal doénemde uygulanmasinin postnatal donemde
hipokampustaki piramidal hiicre sayis1 {izerine etkileri, histokimyasal ve stereolojik
sayim metotlar1 kullanilarak arastirildi.

Calismada, kontrol ve deney gruplarina ait gebe si¢anlardan elde edilen yavru
sayilar1 kaydedilerek yenidogan yavrularda morfolojikanomali olup olmadig1 (goz,
kulak, burun, agiz, uzuvlar, parmaklar, kuyruk, genital organlar; var oluslar,
goriinlimleri ve sayilari bakimindan) ciplak gozle gozlemlenerek degerlendirildi.
Rosiglitazon verilen anne sicanlardan elde edilen yavrularla kontrol grubunda olan
anne siganlardan elde edilen yavrular arasinda hem sayr bakimindan hem de
morfolojileri bakimindan herhangi bir farkliligin olmadig: gozlendi.

Klinkler ve dig., (2006) gebelikte rosiglitazon kullanimini, blastosist geligimi,
yavru sayis1, yavru agirligi ve morfolojik degisiklikler agisindan degerlendirmisler ve
rosiglitazonun gebelikte kullaniminin fare fetusunda fenotipik bir bozukluga neden
olmadigini ve in vitro fare blastosist gelisimine zarar vermedigini gostermislerdir.

Rosiglitazonun gebelikte kullanimiyla ilgili iki hasta rapor edilmistir. Bu
raporlardan ilkinde; diyabetik ve hipertansif bir kadinin, gebe oldugunun farkinda
olmadan ilk 7 hafta 4mg/giin rosiglitazon kullandig1 ancak gebeliginin 36. haftasinda
normal saglikli bir bebek dogurdugu bildirilmistir (Yaris ve dig., 2004). Ikinci
raporda ise; multigravid diyabetik bir kadina, gebeligin 13. haftasina kadar herhangi

bir ila¢ tedavisi uygulanmayip sadece egzersiz ve diyet uygulandigi, 13. haftadan 17.
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haftaya kadar 4mg/giin rosiglitazon kullanildigi, 17. haftada rosiglitazonun kesildigi
ve insiilin tedavisi baslandigi, gebe kadinin gebeligin 37. haftasinda herhangi bir
malformasyon olmaksizin saglikli bir bebek dogurdugu bildirilmistir (Kalyoncu ve
dig., 2005).

Sicanlarda rosiglitazon verilmesinin, erken gebelik sirasinda implantasyon ve
embriyo gelisimi lizerinde bir etki gdstermedigi fakat gec gebelikte fotal Sliim ve
gelisme bozukluguyla sonuglandig: bildirilmistir (Avandia, 2005).

Yukarida belirtilen sonuglar, bu caligmada gozlemlenen sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Fakat mevcut calismada rosiglitazon verilen disi sicanlardan elde
edilen yavrularda herhangi bir anomalinin olugsmamasi, muhtemelen ilacin gebeligin
ilk 16 giinii verilmesinden veya kullanilan ila¢ dozlarindan kaynaklanabilir.

Bu ¢alismada, yenidogan, 4 haftalik ve 12 haftalik yas gruplarina ait
sicanlarin  beyinlerinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiiler, hem kendi
aralarinda hem de kontrol ve deney gruplari arasinda karsilastirildi. Tiim gruplardaki
sicanlara ait hipokampuslarin genel histolojik yapisinin literatiirde tanimlandigi
sekilde, postnatal 1. giinden itibaren CA1, CA2, CA3 ve CA4 olarak farkli alanlara
boliinen cornu ammonis bdolgesiyle birlikte gyrus dentatus bolgesinin noron kiimesi
seklinde oldugu gortldi. Kier ve dig., (1997) insan fetuslarinda 14-15. haftalarda
CAl, CA2, CA3 bolgelerini belirgin bir sekilde gbzlemlediklerini, CA4’iin ise 18-
20. haftalarda tam olarak ortaya ¢iktigini bildirilmislerdir. Bu sonuglar, ¢alismadan
elde edilen bulgularla benzerlik géstermektedir.

Bu c¢alismada tiim gruplara ait siganlarin hipokampuslarin cornu ammonis
bolgelerindeki noéronlarin morfolojileri 151k mikroskobik olarak incelendi. Soz
konusu bolgelerde yogun olarak piramidal néronlarin bulundugu gézlendi. Amaral,
(1978) hilar bolgede yogun olarak piramidal néronlarin bulundugunu bildirmistir. Bu
calismadan elde edilen histolojik bulgular Amaral, (1978)’1n bulgularina paralellik
gostermektedir.

Sicanlarda yavrular annelerinden ayrildiktan sonra beyinlerindeki tiim
noronlarin olusumu tamamlanmis olur (Morgane ve dig., 1978). Beynin farkl
donemlerindeki hiicre boliinmesi gerek hiz, gerekse sonlanma zamani agisindan
farklilik gosterir. Ornegin, sican beyinciginde hiicre bdliinmesi ¢ok hizli olup, dogum
sonrasit 16-17. giinlerde sona ererken; beyin sapinda 15. glinden sonra hiicre
boliinmesi gozlenmemektedir. Hipokampusta ise hiicre boliinmesi ¢ok daha erken

donemde olup, dogum sonrasi 6. giinde son bulmaktadir (Morgane ve dig., 1978).
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Beynin hizli bliylime donemi, beyindeki néron sayist sona erdikten sonra
baslar ve bu donemde dendritik dallanma, aksonal biiylime, sinaptogenezis,
gliogenezis, miyelinizasyon, norotransmitter ve sinir ileti sistemleri olgunlasir
(Burns, 1984). Sigan, fare, kedi ve kopek gibi hayvanlarda uzun aksonlu noronlar
(makrondronlar) dogum Oncesi donemde gelisirken, kisa aksonlu noronlar
(mikronoronlar) dogum sonrasi donemde gelisirler (Altman ve dig., 1970).
Dolayisiyla, bu tip hayvanlarla yapilan deneysel ¢alismalarda uygulanan yetersiz
beslenme gibi olumsuz kosullar, eger dogum 6ncesi donemde ise makrondronlari,
dogum sonras1 donemde ise mikrondronlari etkiler (Altman ve dig., 1970).

Sicanlarda, beyin hizli biiylime déneminin tamami dogum sonrasi donemde
oldugundan, bu donemdeki olumsuz kosullar sinaptogenezisi, gliogenezisi,
miyelinizasyonu ve Kkapillarizasyonu etkileyebilmektedir (Burns, 1984). Dobbing
(1970)’e gore; norogenezis sicanlarda dogum sonrasi 2. giinde, insanda ise
hamileligin 25. haftasinda (2. trimester son bulmadan 6nce) tamamlanmaktadir. Daha
sonra da beynin hizli biiylime dénemi baslamaktadir ki, bu donem, siganlarda dogum
sonrast 25. giinde; insanda ise 2. trimesterin sonunda baslar ve dogum sonras1 2. yasa
kadar siirer.

Siganlarin beyni geng ergin (90. giin) olduktan sonra da biiyiimeye devam
etmektedir. Yapilan caligmalarda siganlarin beyinleri ya da beyinlerinin degisik
bolimlerinin 90. giinden sonra da siirekli olarak agirlik artis1 gosterdigi bildirilmistir
(Morgane ve dig., 1978; Chicurel ve Harris, 1992; Johnston ve Amaral, 1998;
Duvernoy, 2005). Beyinde gozlenen bu agirlik artisi noron artisi olmaksizin, glia
hiicresi, miyelin, kolesterol, fosfolipit ve glikolipit miktarindaki artistan
kaynaklanmaktadir (Murray ve dig., 1996).

Bu calismada, stereolojik sayim metotlar1 kullanarak hipokampusta yapilan
piramidal hiicre sayimlarindan elde edilen sayisal veriler, hem kontrol ve deney
gruplarinin Kendi igerisindeki yas gruplar1 arasinda, hem de yas gruplarinin kontrol
ve deney gruplari arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi. Kontrol yenidogan
(KYD) grubuna ait beyin dokularindaki hipokampusta piramidal hiicre sayisinin
kontrol 4 haftalik (K4H) ve kontrol 12 haftalik (K12H) hayvanlarda azaldig
gozlemlendi. Elde edilen veriler literatiirde belirtilen verilerle paralellik
gostermektedir. Mevcut literatiir bilgileri 1518inda; piramidal hiicre sayisinin yasla

beraber azalmasinin muhtemelen; ndrogenezisin siganlarda postnatal 1. haftada
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tamamlanmis olup, noron sayisindaki artisin durarak, 1. haftadan sonra mevcut
hiicrelerin apoptozis mekanizmasi ile 6lmesinden dolay1 ortaya ¢ikmis olabilir.

Yapilan ¢alismalarda, rosiglitazonun kardiyomiyositler, f-adacik hiicreleri ve
noronlart apoptozise karst korudugu ileri stiriilmiistiir (Linve dig., 2005; Kilter ve
dig., 2009; Wu ve dig., 2009). Inestrosa ve dig., (2005) yaptiklart molekiiler ve
histolojik ¢aligmalarla, ratlarin hipokampal noronlarinda PPAR-y’nin eksprese
edildigini ve PPAR-y agonistleri olan troglitazon, ve rosiglitazon tarafindan f-
amiloid norodejenerasyonunun engellendigini géstermislerdir.

Collino ve dig., (2006) serebral iskemi/reperfiizyona maruz birakilan
sicanlarda, PPAR-y agonistleri olan rosiglitazon ve pioglitazonun, asirt inflamatuvar
yaniti ve oksidatif stresi engelleyerek hipokampusta koruyucu etki sergilediklerini
gostermislerdir. Mevcut calismada; yiiksek doz rosiglitazon (5mg/kg) verilen
siganlarin yavrularinin hipokampuslarindaki piramidal hiicre sayisinda anlamli bir
degisikligin olmamasi, yukarida agiklanan ¢aligmalarda da belirtilen; rosiglitazonun
noron koruyucu ve antiapoptotik etki gosterdigini destekler niteliktedir.

Kertsen ve dig., (2000); Bishop-Baiey ve Bystrom (2009) PPAR’larin hiicre
yagsami, proliferasyon, farklilasma ve inflamasyon gibi farkli fonksiyonlara sahip
olduklarini belirtmislerdir. Liou ve dig., (2006) PPAR izoformlarinin, oksidatif ve
metabolik stres tarafindan uyarilan apoptozise karsi hiicreyi savunmak i¢in oldukca
onemli olduklarini, PPARS ve PPARy’nin 14-3-3¢’nin  transkripsiyonel
upregiilasyonuyla antiapoptotik etki gosterdiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilarin
kalitatif olarak elde ettikleri bu sonuglar, mevcut calismada yiiksek dozda
rosiglitazon verilen gruptaki sigan yavrularinin néron sayisinin korundugu goésteren
sayisal verilerle paralellik gdstermektedir.

Fuenzalida ve dig., (2007) rosiglitazon ve diger glitazonlarin Bcl-2
ekspresyonunu artirarak ndronal hayati koruduklarii belirtmislerdir. Loane ve dig.,
(2009) 4 aylik ve 22 aylik Wistar disi siganlarla yaptiklar1 ¢alismada; deney
gruplarina 8 hafta boyunca her giin 3mg/sican rosiglitazonu oral olarak vermisler ve
bir PPARy agonisti olan rosiglitazonun, rosiglitazon verilen yash si¢anlarin
hipokampusunda NO ve IL-1B {iretimindeki yasa bagl artist azalttigini
gostermiglerdir. Ayrica, rosiglitazonla tedavinin interleukin-4 (IL-4) mRNA’y1
artirdigin1 bunun yaninda hipokampal IL-4 konsantrasyonundaki yasa bagl azalisi
indirgedigini belirtmislerdir. Yapmis olduklar1 ¢aligmada rosiglitazonun, yabani tip

farelerden elde edilen glialarda MHCII ve IL-1B konsantrasyonunda LPS indiikli
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artist azaltirken, 1L-4 ' farelerden elde edilen glialarda ise herhangi bir etkiye neden
olmadigin1 gostermigler ve rosiglitazonun anti-infalamatuvar etkilerini  1L-4
ekspresyonundaki artis araciligiyla gerceklestirdigini belirtmislerdir. Bu calismadan
elde edilen kantitatif sonuclar, arastirmacilarin bildirdikleri sonuglar1 destekler
niteliktedir.

Wada ve dig., (2006) rosiglitazonun embriyo fare beyninde ve ndral kok
hiicrelerde yiiksek seviyede PPARy ekspresyonu gerceklestigini, PPARy’nin
agonistleri tarafindan optimal aktivasyonunun noéral kok hiicrelerin proliferasyonunu
artirdigini, ancak bu  hiicrelerin ndronlara farklilagmasim1  engelledigini
belirtmislerdir. Yiiksek konsantrasyonda rosiglitazon verilerek PPARy’nin asir
aktivasyonunun ise noral kok hiicrelerin Oliimiine neden oldugunu, PPARy
agonistlerinin noral kok hiicreleri lizerinde doza baghh tarzda bifazik etki
gosterdiklerini belirtmiglerdir. Bu calismada, rosiglitazon diisiik doz yas gruplarina
ait sicanlarin hipokampuslarindaki piramidal hiicre sayisi, kontrol yas gruplart ile
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmazken, rosiglitazon yiliksek doz yenidogan
(RDYD) grubunda hiicre sayisinin daha az olmasi, rosiglitazon yiiksek doz 4 haftalik
(RY4H) ve rosiglitazon yiiksek doz 12 haftalik (RY12H) gruplarinda ise daha fazla
olmasi, rosiglitazonun doza baghh tarzda bifazik etki gosterdigini belirtilen
caligmalar1 destekler niteliktedir.

Bu ¢alismada elde edilen sayisal veriler, Wada ve dig., (2006)’nin yapmis
olduklar1 ¢aligma da dikkate alindiginda, yenidogan grubundaki noron sayisindaki bu
azalis, rosiglitazonun yliksek dozda PPARY’y1 asir1 aktive ederek ya dogrudan noral
kok hiicrelerinde apoptozise neden oldugu ya da noéral kok hiicre 6liimiine neden
olmasa bile mevcut hiicrelerin nodronlara farklilasmasini engelledigi sonucunu
desteklemektedir.

Bununla beraber, bu ¢alismada RDYD grubunda piramidal hiicre sayisindaki
azalisa ragmen RY4H ve RY12H gruplarindaki artis, c¢alismada kullanilan
rosiglitazonun 5mg/kg’lik dozunun ndral kok hiicrelerde apoptozisi uyarmasina
karsin, noral kok hiicrelerden noérona farklilasabilen hiicrelerde ise apoptozisi
engelleyerek noron koruyucu etki gosterdigini diisiindiirmektedir. Ancak bu
caligmadan elde edilen kantitatif sonuglar, her ne kadar daha 6nceden bu konuda
yapilmis kalitatif caligmalar1 destekler nitelikte olsa da, kurulan bu hipotezin

dogrulugunun gosterilebilmesi i¢in yeni ¢aligmalara gereksinim vardir.
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Bu c¢aligmadan elde edilen kantitatif sonuglar, rosiglitazonun; gebeligin erken
donemlerinde kullanilmasinin herhangi bir morfolojik anomoliye neden olmadigini,
noronlar ve ndral kok hiicreler iizerinde ise; doza bagimli tarzda bifazik etki

gosterdigini belirten kalitatif ¢alismalar1 desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

TZD ailesinin bir {iyesi olan ve bir PPAR-y agonisti oldugu bilinen rosiglitazonun,
prenatal donemde uygulanmasinin postanatal dénemde hipokampustaki piramidal
hiicre sayis1 lizerine etkilerinin, histokimyasal ve stereolojik sayim metotlar
kullanilarak arastirildigi bu calismadan elde edilen sonuglar ve 6neriler sunlardir;

Rosiglitazon verilen anne sicanlardan elde edilen yavrularla kontrol grubunda
olan anne sicanlardan elde edilen yavrular arasinda hem say1 bakimindan hem de
morfolojileri bakimindan herhangi bir farkliligin olmadigi goézlendi. Bunun
nedeninin ilacin gebeligin ilk 16 giinii (erken gebelik) verilmesi veya kullanilan ilag
dozlarindan olabilecegi olasiligin1 diisiinmekteyiz. Elde ettigimiz bu verilerin,
rosiglitazonun gebelikte kullanimindaki giivenirligi ile ilgili siipheler {izerine yapilan
calismalara katki saglayacagi inancindayiz.

Yapilan 151k mikroskobik degerlendirmeler sonucunda, kontrol gruplari ile
rosiglitazon verilmis siganlardan elden edilen yavrularin hipokampuslar1 arasinda
genel histolojik yap1 ve noron morfolojisi agisindan bir farkliligin olmadig tespit
edildi. Tim gruplarda literatiirde belirtildigi sekilde normal hipokampus yapisinda
oldugu gibi CAl, CA2, CA3, CA4 ve gyrus dentatus gozlendi. Hipokampus
ndronlarmin 6kromatik ¢ekirdekli, 1 veya 2 adet ¢ekirdekcikli ve bazofil sitoplazmali
piramidal hiicreler halinde oldugu goriildi. Yani rosiglitazonun kullandigimiz
dozlari, hipokampusta herhangi bir patolojiye neden olmamistir. Elde ettigimiz bu
bulgularin, hipokampusun postnatal gelisimi iizerine yapilan c¢alismalara katki
saglayacagini diislinmekteyiz.

Yapilan stereolojik sayimlar sonucunda KYD grubunda hipokampustaki
piramidal hiicre sayisinin K4H ve K12H gruplarinda anlamli bir sekilde azaldig
belirlendi. Bu azalmasinin nedeni olarak; norogenezisin sicanlarda postnatal 1.
haftada tamamlanmis olup, ndron sayisindaki artisin durarak, 1. haftadan sonra
mevcut hiicrelerin apoptozis mekanizmasi ile 6lmiis olabilecegi diislinmekteyiz.
Calismada kullandigimiz ve giivenilir olarak kabul goren bir metot olan stereolojik

metotlarla elde ettigimiz bu sayisal verilerin, son yillarda {izerinde olduk¢a durulan,
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postnatal donemde norogenezisile ilgili yapilan ¢aligmalara 151k tutacagini
diistinmekteyiz.

Yiiksek dozda rosiglitazon (5mg/kg) verilen gebe sicanlardan elde edilen
yavrularin hipokampuslarindaki piramidal hiicre sayisinda yeni dogumdan, 12.
haftaya kadar anlamli bir degisiklik olmadig tespit edildi. Elde ettigimiz bu sonug;
daha 6nceden yapilmis, rosiglitazonun néron koruyucu ve antiapoptotik etkiye sahip
oldugunun gosterildigi kalitatif calismalar1 destekler niteliktedir.

RDYD, RD4H ve RD12H gruplara ait siganlarin hipokampuslarindaki
piramidal hiicre sayisi, KYD, K4H ve K12H gruplar ile kiyaslandiginda anlamli bir
fark bulunmazken, RYYD grubunda hiicre sayisinin daha az oldugu, RY4H ve
RY12H gruplarinda ise daha fazla oldugu belirlendi. RYYD grubundaki noron
sayisindaki bu azalisin nedeninin, rosiglitazonun yiliksek dozda PPARYy’y1 asir1 aktive
ederek ya dogrudan noral kok hiicrelerinde apoptozise neden olmasindan ya da noral
kok hiicre oliimiine neden olmasa bile mevcut hiicrelerin néronlara farklilagsmasini
engellemesinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak; bu c¢alismadan elde ettigimiz veriler dogrultusunda;
rosiglitazonun gebeligin erken donemlerinde kullanilmasinin herhangi bir morfolojik
anomoliye neden olmadigini, rosiglitazonun doza bagimli tarzda bifazik etki
gostererek diisiik dozlarda herhangi bir etkiye neden olmadig: halde, yiiksek dozlarda
noral kok hiicrelerde apoptozise neden olurken, ndronlarda koruyucu etki
gosterdigini sOyleyebiliriz.

Yapmis oldugumuz literatiir arastirmasi sonucunda, tez konumuzla ilgili
kantitatif bir ¢aligmaya rastlamadik. Elde ettigimiz sayisal verilerin, bugiine kadar
yapilmis kalitatif calismalar1 destekler nitelikte oldugunu gosterdik. Calismamizin,
son yillarda lizerinde oldukc¢a fazla aragtirmanin yapildig: rosiglitazon, PPAR’lar ve
norogenezis ile ilgili ¢alismalara katki saglayacagi ve ileride bu konuda yapilacak

caligmalara yeni bir bakis acis1 getirecegine inanmaktayiz.
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