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Bir ve yedi giinliik civcivlerin hippokampuslarindaki toplam néron sayisinin optik

parcalama metodu ile hesaplanmasi.

OZET

Calismamizin amac, literatiir taramalarimiza gére daha Once ¢alisilmamig bir
konu olan, civciv hippokampusunda yasla birlikte meydana gelebilecek néron
sayisindaki degisikliklerin optik fraksiyonlama (parcalama) metodu ile aragtirmaktir.
Optik par¢alama metodu, 15k mikroskobu ¢aligmalarinda partikiil sayimlari igin
kullanilan, halen en etkin ve tarafsiz (ger¢ek degerden sistematik sapma gostermeyen)
metottur. Calisilacak hayvanlar, her birinde beser adet erkek civciv olan, bir ve yedi
giinlik olmak iizere iki gruba aynldi. Once bir giinliik sonra da yedi giinliik civcivier
perfiize edildikten sonra, rutin takip islemleri uygulandi. Parafine gémiilen civciv
beyinlerinden hippokampuslar1 bitinceye kadar 40 um kalinlikta horizontal kesitler
alindi. Hippokampus bulunan kesitler sistematik rastgele 6rnekleme ile Y4 oraninda
Orneklenerek, Cresyl violet ile boyandi. Boyanan kesitlerin yalmizca sag hippokampus
alanlar1 ve kesit kalinliklar1 belli oranda 6rneklenerek néron sayimi ve hippokampus
hacim hesaplamasi yapildi.

Bir giinliik civcivlerin sag hippokampuslarinda ortalama toplam néron sayist (N)
783 310+12 750, yedi giinliiklerde 760 028+12 256 oldugu hesap edildi. Ikisi arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadig gozlendi (P>0.05).

Optik par¢alamayr uygularken alan Orneklemesinde kullanilan adim alani,
noktal: test cetveli gibi kullanilarak ortalama toplam hippokampus hacimleri, bir giinliik

3 olarak hesaplandi.

civeivlerde 2,48+0,08 mm3, yedi giinliiklerde ise 2,80+0,04 mm
Ortalama toplam hippokampus hacimleri karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark oldugu gézlendi (P<0.01).

Her bir civciv igin hesaplanan toplam ndron sayisi, hacimlerine boliinerek birim
hacimdeki néron sayisit (N,), bir giinliklerde 317 837%14 612 néron/mm’, yedi
giinliiklerde 271 843+6 188 néron/mm? olarak bulundu. Ortalama sayisal yogunluklari
birbiriyle karsilastirildiginda, sayisal yogunluklarin da hacimler arasinda gozlenen

anlamh farkhihg gosterdikleri gozlendi (P<0.01).



Yedi giinlik civcivlerde bir giinlilklere gore, hippokampuslanndaki toplam
ndron sayisinda gozlenen azalma, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir
diizeye ulagsmamakla beraber, postnatal yasamda ihtiya¢ duyulmayan néronlarin ortadan
kaldinlmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Aym hayvan grubunun bir
giinliik civcivlere gore daha biiylik bir hacme, daha az sayida olan bir sayisal yogunluga
sahip olmasi ise hayvanin biiyiimesi ile agiklanabilir.

Anahtar sozciikler: Civciv, hippokampus, stereoloji, optik par¢alama, toplam

ndron sayisl.
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Estimation of Total Neuron Number of Hippokampus at One and Seven Day-old
Chicks by Optic Fractionator.

SUMMARY

The aim of the present study is to investigate the probable changes in total
neuron number of chick hippocampus in aging by using optical fractionator sampling
scheme that is not studied before with respect to our literature knowledge. Optical
fractionator is a combined sampling and counting method which is used to determine
the total number of any given item in a reference volume in an unbiased manner
(causing no systematic deviation from the true value). Animals used in this study were
separated into two groups as one and seven day old chicks and there were five male
chicks for each groilp. First one day old chicks and then seven day old chicks were
perfused and subjected to routine tissue processing procedures. Section thickness was
set to 40 pm on a rotary microtome and hippocampi of the brains of all chicks
embedded in paraffin were sectioned exhaustively in horizontal direction. Sections
contain hippocampal region were sampled with a known interval and stained with
Cresyl violet staining. Only the right hippocampi and a known fraction of the thickness
of sections were sampled and cell countings were performed in these sampled volume
fractions.

The mean total number of nerve cells (N) in the right hippocampi of one day old
chicks was estimated to be 783.310 = 12.750 and for seven day old chicks, the mean
total number of neurons in the right hippocampi was 760.028 + 12.256. The difference
between two groups were not statistically significant (p > 0,05)

The mean total volume of hippocampi of chicks were estimated by using the
steps used in counting as a point grid for volume estimation by Cavalieri principle and
the mean hippocampus volume was found to be 2,48 + 0,08 mm” for one day old chicks
and 2,80 + 0,04 mm® for seven day old chicks. There was a significant difference
between the mean volume values of hippocampi of two groups of chicks (p < 0,01).

The numerical density of hippocampal neurons were also estimated by dividing
the total numbers by the total volume values and it was found to be 317.837 + 14.612

neurons / mm?® for one day old group and 271.843 + 6.188 neurons / mm?’ for seven day

old group.
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Although the difference in total numbers between two groups was not
statistically significant, it can be thought to be depend on the destruction of unneeded
nerve cells with aging. The increased volume and decreased density of neurons in seven
day old group may be associated with enlargement during development.

Keywords: Chick, Hippocampus, Stereology, Optic Fractionator, Total Neuron

Number.
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1. GIRIS VE AMAC

Kus hippokampusu, homologu olan memeli hippokampusu gibi aym pallial
(Serebral korteks) hiicrelerinden geligirler [1 (Hampton ve Shettleworth, 1996
tarafindan site edilmistir)].

Kuslarin, memelilerin serebral korteksinden daha kiigiik olan bir kortekse sahip
olmalar, onlann memelilerden daha az zeki olduklarim dﬁ§iiridﬁrmﬁ$ﬁix. Oysaki
yapilan ¢ahigmalar onlarin beyinlerinin diger bolgelerini de kullanarak bu farki
azalttiklarim gostermistir. Kuslanin geri zekali veya ¢ogu olaylan kavrayamadlklé.nm
6ziinde bulunduran "kus beyinli" terimi bu hayvanlarda yapilan ¢aligmalar ile
reddedilmektedir. Bu hayvan gurubunun serebral korteksi daha iyi gelismis olan
hayvanlara 6zgii olan baz1 davramslan gergeklestirebildikleri gdzlenmistir [2].

Hippokampal kompleks (hippokampus ve parahippokampal alan) kus beyninde
son yillarda oldukg¢a fazla ¢alisilan bir bolgedir. Hippokampusun yiyecek depolayan
kuslarda yiyecek depolamayan kugslara gore hacimce daha biiylik oldugu tespit
edilmigtir [3, 4, 5, 6]. Aynca hippokampuslan lezyona ugratilan yiyecek depolayan
kuslarin, yiyecek depolamaya devam ettikleri, fakat yiyecegi depoladiklari yeri
bulamadiklan, yiyecegi rastgele yerlerde aradiklar1 g6zlenmistir [5, 6]. Memelilerdeki
hippokampal formasyonla homolog oldugu diistiniilen bu yapimn, kuslarda mekan
hafizasinda énemli bir role sahip oldugu diistiniilmektedir [7]. Ayrica, hippokampusun,
mevsimlere gore mekan hafizasini kullanma ihtiyacinin arttigi durumlarda, beynin diger
yapilarma oranla daha biiylik bir hacme sahip oldugu ve bunun dogrudan
hippokampusun kullanimina bagh oldugu gosterilmistir [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22].

Kus hippokampusunun diger beyin bolgeleri ile yaptifn baglantilar, memeli

hippokampusu ile olan homoloji diisiincesini desteklemektedir. [13, 23, 24, 25, 26].

1.1. Stereolojik Metotlar:

Oncelikle morfometri ile stereolojik metotlar arasindaki iliskinin anlagilmasi
gerekir. Morfometri, yapisal 6zelliklerin tamimlanmasinda sayisal verilerin
kullamilmasidir. Morfometrik veriler, bir 6rmege uygulanan 6lgme iglemlerinin herhangi
bir tipinden elde edilebildigi gibi, doku kesitlerinin stereolojik analizinden de

saglanabilir. Stereolojik metotlar ise, doku ve yapilarin geometrik analizini ifade eden
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ve iki boyutlu kesitlerden, yapilarin metrik 6zelliklerini (say1, hacim, yogunluk, uzuniuk
vb.) bulmay: saglayan metotlardir. Morfometri ve stereoloji birbiriyle yakin iligkili fakat
es anlamli olmayan terimlerdir [27].

Stereolojik metotlar, morfometrik ¢aligmalarda kullamlan eski ve tarafli (biased)
metotlara kargin [28], yeni ve tarafsiz (unbiased) metotlar1 sunmasi ile morfometriye
yeni bir bakis agis1 kazandirmistir. Yeni ve tarafsiz stereolojik metotlar 1984°de Sterio
tarafindan disektoriin yeniden tarif edilmesi ile bilim diinyasina duyurulmugtur [29].
Disektoriin icadindan Onceki metotlara eski ve tarafli (gergek degerden sistematik
sapma gosteren) metotlar, disektdr ve ondan gelistirilen metotlara ise yeni ve tarafsiz
(gercek degerden sistematik saprha gostermeyen) stereolojik metotlar denilebilir.

Yeni stereolojik metotlar, sinir bilimleri basta olmak tizere, 6zellikle patoloji,
fizyoloji ve histoloji gibi temel tip bilimlerinde genis kullanim alanlar1 bulmaktadir. Bu
metotlarin kullamma girmesi ile birlikte, eski ve tarafli metotlar kullamlarak elde edilen
verilerden yola ¢ikilarak vanlan eski ¢aligma sonuglarinin degismesi giindeme geldigi
gibi, yeni ¢ahgilan konularda da giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglann elde edilebilmesi
miimkiin olmaktadir. Ayrica, ¢aligmanin stereolojik metotlarla yapilmamis olmasi
durumunda yurt disinda yayin yapan bilimsel dergilerden kabul gérmemesi, stereolojik
metotlarin morfometrik c¢alismalarda ne derece standartlastifi konusunda bir fikir
vermektedir. Bu ¢alismada da, stereolojik metotlarin kullanilmas: bu sebeplerden dolay:

tercih edilmigtir.

1.2. Aragtirma konusu olarak neden Hippokampus segildi?

Bu ¢alismada, elde edilmesinin kolayli§i; ucuz olmasi; insan beyni ile anatomik
ve fonksiyonel benzerlikler gdstermesi; manipiilasyonlarin kolay olmasi gibi 6zellikleri
nedeni ile deney hayvani olarak civcivler segilmistir.

Mevcut bilgilerimize gore civciv hippokampusundaki toplam néron sayisim
gelisimsel olarak aragtiran bagka bir ¢alisma yapilmadigindan; bu konuda yapilacak
calismalara baglangic olmasi amaciyla, bu ¢alismada, civciv hippokampusunda gelisme
ile birlikte meydana gelebilecek néron sayisindaki degisiklikler, stereolojik metotlardan

olan optik pargalama (fraksiyonlama) metodu ile aragtinlmistur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kuslarm Merkez Sinir Sistemleri:

Kuglar, memeliler gibi omurgali hayvanlar olup, birgok ortak ozellikleri
olmasina ragmen, bazi yonlerden dikkat gekici farkhiliklar gosterirler. Her iki tiir de,
viicutlarna oranla biiyiik bir beyne sahip olmakla beraber, 6n beyinlerinin kesitleri
birbirinden oldukg¢a farklihk gosterir. Kuslarin 6n beyni temel olarak siiriingenlerin én
beynine benzer sekilde olmasina kargin, memeli neokorteksinin organizasyonu daha
yenidir [30]. |

1936’da Ariens Kappers [31 (Debbeldam 1991 tarafindan site edilmigtir)]
tarafindan eminentia sagittalis ya da Wulst olarak isimlendirilen kuslarin n beyni uzun
yillar boyunca az gelismis bir korteks ile agin gelismis bir korpus striatumdan olustugu
kabul edilmistir [30]. Bu diisiince bu giin bile yaygin olarak kullanilan isimlendirmede
etkisini gosterir. Transvers kesitlerde paleostriatum, neostriatum, hiperstriatum ve
ektostriatum denen birka¢ hiicre tabakasi fark edilebilir. Ellili yillardan sonra
telensefalik organizasyonun yorumu ¢ok degismistir. 1953°de Kallen [32 (Debbeldam
1991 tarafindan site edilmistir)] ilk kez, embriyolojik kamtlar1 kullanarak, Wulst kadar
DVK’y1 da igeren kus 6n beyninin, subpallial yélpllardan ziyade, potansiyel olarak
kortekse esdeger olan palliuma ait oldugunun kabul edilmesi gerektigini savunmustur
[30]. DVK, dorsal ve orta ventrikiiler oluklar arasinda gelisen, telensefalonun bir
pargasi olarak tamimlanabilir. Bdylece kug telensefalonunun ¢ofu bolgesi memeli
neokorteksi ile esdeger oldugu kabul edilebilir [30].

1970°de Nauta ve Karten [33 (Debbeldam 1991 tarafindan site edilmistir)]
internal ve eksternal striatumu ayirt etmislerdir [30]. Bunlara gore internal striatum
kuslarda esas olarak lobus parolfaktoriusu (LPO) igeren paleostriatal kompleksten
olusur ve memeli korpus striatumuna kargihk gelir. Wulst ve DVK’dan olugan eksternal
striatum, memeli neokorteksi ile homolog olan hiicre gruplan igerir ve getirici
(ascending) sistem sonlanmalari, telensefalik motor ¢ikis alanlan ve intratelensefalik
baglantii alanlardan olusur. Bu bolgelerdeki néron topluluklarini korteksin belirli
tabakalarindaki hiicre gruplan ile karsilagtirmak miimkiindiir. Hiicrelerin diizenlenmesi
ve onlann afferent ve efferent baglantilan kugslarda ve memelilerde oldukga farkhdir,

yine de bazi bolgelerde organizasyon yoniinden giiglii benzerlikler fark edilebilir [30].
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Degisik kus tirlerinin beyinleri arasinda hiicre mimarisi ve organizasyonu
bakimindan garpici farkhiliklar vardir. Bu farkliliklar kug tirlerinin davramg yoniinden
uzmanlagmalan ile ilgili olabilir. Bu nedenle kuglar, beyin organizasyonunun
karsilastirmali fonksiyonel ve anatomik ¢aligmalan igin oldukga elverigli bir grubu

olustururlar [30].

TSM
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Sekil 1: Ug giinliik civciv telensefalonundan yaklagik 2,5 mm aralikla alinmig transvers kesitler.
Van Tienhoven ve Juhasz atlasindan [34 (Debbeldam 1991 tarafindan site edilmistir)]
degistirilerek gizilmistir. A Archistiatum, AL Ansa lenticularis, APH Area parahippocampalis, AS
Area septalis, B(as) Nucleus basalis, CDL Area corticoidea dorsolateralis, DA Tractus dorso-
archistriaticus, E Ectostriatum, FA Tractus fronto-archistraticus, FPL Fasciculus lateralis
prosencephali, HA Hyperstriatum accessorium, HD Hyperstriatum dorsale, IHA Nucleus
intercalatus of HA, IMHV Nucleus medialis of HV, LFM Lamina frontalis suprema, LFS Lamina
frontalis superior, LMD Lamina medullars dorsalis, LPO Lobus parolfactorius, N Neostriatum,
NC N, pars caudalis, Nf,d v N, pars rostralis (frontale), dorsal, lateral, ventral zone, Ni,l N, pars
intermedia, lateral zone, N,Iif Nucleus interfacialis, PP Palaeostriatum primitivum, Tn Nucleus
teniae, TSM Tractus septomesencephalicus, Val Vallecula telencephali [30].



2.1.1. Kuslarda Hippokampus:

Waulst’un kaudal ve medial kisminin ¢ogunu dorsomedial korteks olusturur. Van
Tienhoven ve Juhasz (1962) [34 (Debbeldam 1991 tarafindan site edilmigtir)] atlasinda
buray1 iki alt bolgeye ayirmuslardir [30]. Daha sonralani hippokampus ve area
parahippokampalis ismi bu bolgeleri belitmek igin kullamlmigtir (Sekil 1).
Hippokampus; ventrikiillerin laterale kivrilma yerinden septuma dogru uzanan
hemisferler arasi1 pargadir. Parahippokampal bolge ise On tarafta hiperstriatum
aksesoriuma uzanan, kaudalde lateral kortikoid tabaka ile zayif bir geg¢is bolgesi ile
ayrilan ventrikiiler inkurvatur bdlgesini de igeren dorsal pargadir. Hippokampus ve area
parahippokampalisin ikisine birden hippokampal kompleks ismi verilmistir.
Hippokampus; smrlari tam olarak tamimlanmamis doért longitudinal alt bolgeye
aynilmigtir. Bu alt bolgelerin anatomik anlamlarinda bazi fikir ayriliklari olmasina
karsin, bazi yazarlar, septuma en yakin olan alt bolgeyi memeli dentat girusu ile
iliskilendirmislerdir. Bununla beraber bu alt bolgelerin tanimlanmalan siklikla kisilere

gore degisiklik gosterir [30, 35].

2.1.1.1. Hippokampusun Histolojisi:

Civcivlerde Niss] ve Kiilver-Barrera boyamas: ile pleksiform ve graniiler tabaka
olmak iizere iki esas tabaka ayirt edilir. Graniiler tabaka i¢inde ve hemen ependimal
epitelin tizerinde ince bir periventrikiiler alt tabaka bulunur. Pleksiform tabaka temel
olarak miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinden olugur. Bu lifler transvers kesitlerde kesit
yiizeyine paralel seyreder. Fusiform govdeli dagimk noronlar da seyrek olarak gézlenir.
Pleksiform tabaka en yiiksek kalinliga hemisferler arasi bolgede ulasir ve dorsal bolgeye
dogru giderek azalir. Graniiler tabaka; kortikal parankimin 6zellikle dorsal bdlgesinin
¢ogunu iggal eder. Bazen ikili gruplar olusturmasina ragmen ¢ogu yerde izole, dagmik
noron govdeleri gozlenir. Periventrikiiler alt tabaka sinir lifleri ve hiicre govdelerinden
fakirdir [35] .

Civciv hippokampusunda Golgi teknigi ile morfolojileri birbirinden farkl olan 6
tip noron gozlenmistir (Sekil 2):

1. Horizontal néronlar (HN),

2. Kisa aksonlu multipolar néronlar (MN-1),

3. Uzun aksonlu multipolar néronlar (MN-2),



4. Piramidal néronlar (PN),
5. Bipiramidal noronlar (BN),
6. Periventrikiiler noéronlar (PvN) [35].

$ekil 2: Civeiv hippokampusundaki néron tipleri. HN: Horizontal néron; MN-1: Kisa aksonlu
multipolar néron; MN-2: Uzun aksonlu multipolar néron; PN: Piramidal néron; BN: Bipiramidal
ndron; PvN: Periventrikiiler ndron; PT: Pleksiform tabaka; GT: Graniiler tabaka; ET: Ependimal
tabaka (Molla ve ark., 1986°dan degistirlerek gizilmistir).

Graniiler tabakada piramidal, bipiramidal, kisa ve uzun aksonlu multipolar
noronlar, periventrikiiler alt bolgede periventrikiiler noronlar ve pleksiform tabakada ise

horizontal yonelimli horizontal néronlar bulunur.

2.1.1.1.1. Horizontal néronlar (HN):

Horizontal noronlar; dorsomedial kortekste yalmzca pleksiform tabaka iginde

bulunurlar. Dendritik dallanmalan siradan bir gézlem ile bipolar 6zellik gosterir, fakat



genel goriiniim itibariyle diskoid ya da hemisferik yap: gosterirler. Dendritlerin ¢ogu
beyin yiizeyine paralel bir sekilde seyrederken, bunlardan bazilari graniiler tabakaya
dogru inen bir yol izleyebilirler. Dendritik agag bes ila on ana daldan olusur. Bu dallarin
caplann 200 ila 250 pm arasindadir. Yerlesimleri nedeniyle ¢ok sayida sinir lifi
tarafindan ¢evrelenmislerdir. Dendritlerde her 100 um’de yaklasik olarak 70 diken
gozlenir. Akson baglangicta pleksiform tabaké i¢inde beyin yiizeyine paralel seyreder,

sonra graniiler tabakaya dogru ilerler [35].

2.1.1.1.2, Kisa aksonlu multipolar néronlar (MN-1):

Bu noronlar dorsomedial korteksin hem dorsal, hem de medial bélgesinin
graniiler tabakasi i¢inde dagilmistir. Dendritik afag¢ az ya da g¢ok kiiresel yapida ve
yildizs1 sekilli olup siklikla zayif dallanma gosteren ii¢ ila yedi ana daldan olusur.
Dendritik aga¢ ¢ap1 200 ila 250 pm arasinda degisir. Dendritlerde her 100 pm’de 25
diken bulunur. Bu néronlarin aksonlari kisa olup dendritik dallanmay: gevreleyen gok

sayrda yan dallar verir [35].

2.1.1.1.3. Uzun aksonlu multipolar néronlar (MN-2):

Bu tip noéronlar, 6zellikle dorsal bolgede olmak iizere biitiin graniiler tabaka
boyunca yerlesmislerdir. Dendritik agag tipik olarak yildizs1 sekillidir ve orta derece
dallanma gosteren bes ila on ana daldan olusur. Dendritik dal ¢aplan degiskenlik
gosterir. Dorsal bolgenin orta seviyelerinde 350 pm ¢apa ulasabilir ki, bu eristigi en
yiiksek ¢aptir. Ependimal tabaka veya pleksiform tabaka yakinlarinda dendritik agag
cap1 daha kiugiiktiir ve yaklasik 200 pm civarindadir. Dendritler her 100 pm’de 80
dendritik dikene sahiptirler. Bu hiicreler uzun aksonludurlar. Bu aksonlar dendritik
agaci ¢evreleyen birkag kisa dal verdikten sonra graniiler tabaka icinde seyrederek

dorsomedial korteksin lateral bélgesine dogru ilerlerler [35].

2.1.1.1.4. Piramidal néronlar (PN):

Piramidal n6ronlar; dorsomedial korteksin medial bolgesinde bulunurlar. Hiicre
govdeleri graniiler tabakanin orta kisminda yerlesiktir. Dendritik agag 15mnsal tarzda
yonlenmis ve hiicre gévdesi net bir sekilde piramidal bi¢imde go6zlenir. Apikalde
dendritler, pleksiform tabakanin yelpaze seklinde yayilmis bazal dendritlerine ulagan bir

kiimelenme olustururlar. Pleksiform tabakaya yiikselen dendrit kiimelenmesi bir ila g



dendritik ana daldan ¢ikar ve burada genis birka¢ dala aynlir. Bu dallar pleksiform
tabakaya ulasir ve yelpaze seklinde yayilmis olan birgok ana dal ile kangir. Dendritik
diken yogunlugu her 100 pm’de 60 diken civanindadir. Bu néronlarin aksonlari grantiler
tabaka iginde dorsale dogru gider ve kendi bazal dendritik agac1 etrafinda birgok kisa

yan dallar verirler [35].

2.1.1.1.5. Bipiramidal néronlar (BN):

Bipiramidal ndronlar; piramidal néronlarla aym bolgede bulunur. Dendritik agag
fusiform bir hiicre gévdesinden baslayan iki zit dendritik kiimelenme olusturur. Apikal
kiimelenme pleksiform tabakaya wulasir ve piramidal noronlarin olusturdugu
kiimelenmeye benzer bir diizenlenme gosterirler. Apikaldekilerden daha kisa fakat daha
genis bir dallanma gsteren bazal kiimelenme, iki ila dort ana dal tarafindan olusturulur.
Dendritik diken yogunlugu her 100 pm de 60 diken civarnindadir. Aksonlar graniiler
tabaka i¢inde dorsal bélgeye dogru ilerler, fakat hiicre gdvdeleri yakminda septuma
dogru giden bagka lifler verir. Aym zamanda bazal kiimelenme yakinlarinda dallanan

birkag yan dal da gézlenebilir [35] .

2.1.1.1.6. Periventrikiiler néronlar (PvN):

Periventrikiiler noronlar; en diisiik impregnasyon yogunlugu gésterirler.
Ependimal tabakanin hemen lizerinde tiim dorsomedial kortekste yerlesiktirler. Hiicre
govdeleri piriform ya da fusiform sekillidir. Dendritik aga¢ 4 ila 5 ana daldan
olusturulur ve graniiler tabaka iginde yelpaze tarzinda dallanir. Dendritik diken
yogunlugu 100 pm de yaklasik 60 dikendir. Bu ndronlarin, baslangi¢ kisminda yiikselen

ve birkag kisa yan dal veren uzun aksonlari vardir [35].

2.1.1.2. Hippokampusun Baglantilar:

Hippokampus ve area parahippokampalise hiperstriatum aksesorium, Broca’nin
diyagonal bandi, nucleus teniae ve area kortikoidea dorsolateralis (KDDL)’den afferentler
gelir; sag ve sol hippokampuslar arasinda oldugu gibi hippokampus ve area
parahippokampalis arasinda da resiprokal baglantilar vardir [25]. Ayrica Benowitz ve
Karten area parahippokampalisin medial septal nucleus, lateral hipotalamus, talamik

nucleus superfisialis parvosellularis ve lokus soeruleusdan afferentler aldigim

gSstermislerdir [23].



Hippokampus ve area parahippokampalisden septal nucleuslara ve Broca’nin
diyagonal bandina efferentler gider. Krayniak ve Siegel hipotalamus ve memeli
forniksinin prekommissural par¢asimin egdegeri olarak kabul edilen efferent
hippokampal sistem iizerinden hippokampal projeksiyonlar olmadifim gostermiglerdir
[24]. Bununla beraber Cassini ve arkadaglan lateral nuc. mamillaris yakininda gozden
kaybolan hipotalamus {izerinden az bir miktar projeksiyonlarin oldugunu bildirmislerdir
[25]. Hippokampus ve area parahippokampalis efferentlerinin diger alicilar1 nuc. teniae
ve KDL’dir. Ayrica hiperstriatum dorsale ve archistriatum, area parahippokampalisden
efferentler alir [30].

Kuslarin dorsomedial korteksi ile memeli hippokampusunun baglant: gekillerinin
karsilagtinlmasinda birgok paralellikler gézlenebilir. Memelilerde, hippokampusdan
cikan efferentler forniksten gegerek hipotalamusdaki mamiller cisim, septum ve
Broca’nmin bandina ulasir. Hippokampal ve parahippokampal afferentlerin kaynagim
medial ve lateral enthorhinal korteks, septal ¢ekirdekler, lokus soeruleus, dorsal ve
medial raphe nukleuslar1 ve supramamillar cisim olusturur [36 (Debbeldam 1991
tarafindan site edilmistir)]. Her ne kadar bu karsilagtirmalar bazi cevapsiz sorular
biraksa bile, kus dorsomedial korteksi ile memeli hippokampusu ve area
parahippokampalisi arasinda bir ¢ok paralelliin bulunmasi, bu yapilarin homolog

olduklanm kuvvetle diistindiirmektedir [30].

2.2. Stereolojik Metotlar:

Stereoloji, gergekte li¢ boyutlu olan beyin, bobrek, testis, akciger, ince bagirsak,
hiicre gibi biyolojik yapilar ile maden filizi gibi metalurjik Orneklerin iki boyutlu
kesitlerinden elde edilen verilerden hareketle, onlarin ti¢ boyutlu yap: ve ozellikleri ile
ilgili bilgiler saglayan bilim dalidir. Beyindeki toplam ndron sayisi, sinaps yogunlugu
veya toplam beyin hacmi; bébrekte korteks-medulla orani, toplam glomeriil sayisi veya
bir glomeriildeki hticre sayisi; testisteki seminifer tiibiillerin ve viicudumuzdaki kapiller
damarlarin toplam uzunluklan, akcigerlerdeki alveollerin ve ince bagirsaklarin toplam
yiizey alanlan; bir hiicredeki toplam mitokondri sayisi vb. gibi sayi, uzunluk, alan ve
hacim gibi parametreler de niceliksel veriler elde edilerek somut yorumlar

yapilabilmektedir.



Sekil 3: A) Sifir (N), bir (U), iki (A) ve ug (H) boyuta sahip elemanlan bulunduran bir yapidan
gecen iki boyutlu bir kesit diizleminin yapi elemanlarinda boyut azalmasina neden oldugu (B)
g6zlenmektedir.

A

Sekil 4: Ayni ebatta, fakat farkli yonelimde olan iki partikil (A), uzun eksenlerinin kesit alma
duzlemine dik ya da paralel oimalarina gére farkli sayida izdigtm verirler (B).

Sekil 5: Buyilk ve kigik ebath partikillerin (A) kesit diiziemlerinde gortlme oranlan (B). Buyuk
partikilller, kugiklere gére daha fazla sayida izd(isiim verirler.
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Iki boyutlu sondalar olan kesit diizlemleri, ii¢ boyutlu bir yapmn igindeki
elemanlarla kesistiginde, bu elemanlar, kesit diizleminde bbyut kaybederek izdiisiimler
verirler. Bagka bir ifadeyle ti¢ boyutlu, yani bir hacmi olan bir yap:, iki boyutlu bir
diizlemle kesildiginde bir boyut kaybederek iki boyutlu bir alan olarak izdiistimler verir.
Benzer sekilde iki boyuta sahip bir ylizey bir boyutlu ¢izgi olarak, tek boyutlu bir ¢izgi
ise boyutsuz bir nokta olarak izdiigiimler verir. Boyutsuz bir nokta ise izdiisiim veremez
(bk. Sekil 3). Bu ifadeler kisaca su sekilde formiilize edilebilir:

do= di+dp-3

d,= izdiistim boyutu

d= izdiisiim veren elemanin gergek boyutu

dp= sondanin boyutu {27, 28].

Iki boyutlu kesitler, ti¢ boyutlu bir yapinin i¢inden gegen ve yapinin elemanlar
ile kesisen diizlemler olarak diisiiniiliirse, yapimn her bir elemani, bu kesitlerde, sayisi,
uzunlugu, yonelimi, kapladifi alan ve hacmiyle iligkili bir bigimde izdiiglimler
olustururlar. Yani ¢ok sayida olanlar az sayida olanlara gore, uzun olanlar kisa olanlara
gore, genis alana sahip olanlar dar alana sahip olanlara gore, biiyiik hacimli olanlar
kiigiik hacimlilere gore, kesit diizlemine dik olanlar paralel olanlara gére, daha fazla
kesilme sansina sahip olduklarindan, kesitlerde daha fazla izdiisim verme sansina
sahiptirler (bk. Sekil 4 ve 5). Bu nedenle, dogrudan kesitlerde gézlenen izdiigiimlerden
yola ¢ikarak yorumlar yapmak, bu izdiigiimlerin ait olduklan elemanlann ii¢ boyutlu
ozellikleriyle ilgili ger¢ek verilerin olmamasindan 6tiirli, hatali olabilmektedir.
Sézgelimi, bir beyinde bulunan néronlarin sayisini hesaplamak istedigimizde, bunu
dogrudan ndron izdﬁsﬁmlerinin bulundugu iki boyutlu bir kesit {izerinde
gergeklestiremeyiz. Ciinkii, néronlarin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiiglimleri yukanda da
aciklandig1 gibi, onlann biiyiikliikleri, uzun eksenlerinin kesit alma yoniine dik ya da
paralel olmasi, hacimleri gibi faktorlerle yakindan iligkilidir. Biiyiik noronlar, kiigiiklere
gore daha biiyiik bir ihtimallikle kesit diizlemi tarafindan kesilme, yani biiyiik ndronlar
kiigiik noronlara gore daha fazla izdiisim verme sansina sahiptirler. Halbuki, say:
acisindan bakildiginda, her bir partikiil yani néron "1" olarak sayimda goziikeceginden,
ister biiyiikk olsun isterse kiigiik, tiim partikiiller esit omeklenme sansina sahip
olmahdirlar. Iki boyutlu diizlemler olan kesitlerdeki izdiigiimlerden, bu izdiigiimlerin ait

olduklan yapilar hakkinda bir fikir yﬁrﬁtmenih s6z konusu oldugu hemen hemen tiim
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durumlarda, benzer sorunlar arastinicilarin kargisina gikmaktadir. Dizayna dayali olan
yeni stereoloji bilimi, etkin (kisa zamanda daha az hata payna sahip i yapmayi
saglayan) ve tarafsiz (ger¢ek degerden sistematik bir sapmaya sebep olmayan) metotlan
ile, bu ve benzeri sorunlarin iistesinden gelme sansina sahiptir [37].

Yeni stereolojik metotlarin kullamlmadig1 ¢aligmalarda gesitli hata kaynaklar ile
kargilagihr. En fazla kargilagilan hata kaynaklan ise, hiicrelerin kiire bigimli
cekirdeklere sahip ve kesitlerin kalinliksiz iki boyutlu diizlemler olduklar gibi ¢aligilan
yapi ile ilgili 6n kabullerin yapilmasidir. Eger bu ve benzeri hata kaynaklan gormezden
gelinirse, ¢cahsma sonuglan gergek degerden sistematik bir bigimde sapma gosterebilir.
Boyle bir yaklagimda, her zaman yanlis sonuglar elde edilecegini s6ylemek miimkiin
degilse de, tesadiifen gergek degerdeki sonuglarin elde edilmesi durumunda dahi,
hatalarin etkileri gizli ve belirlenemez oldugu i¢in, sonuglanin ne derece gergegi
yansittigr belirlenemeyeceginden, bu tip ¢alismalarin giivenilirliginden séz edilemez.
Stereolojide, boyle hata kaynaklarindan etkilenmesi muhtemel olan yontemler, tarafhi
(biased) metotlar olarak nitelendirilmektedir [37].

Gergekte "kesit" kavram, li¢ boyutlu kat1 bir yapi igerisinden gegen ve kalinhig:
olmayan iki boyutlu diizlemler i¢in kullanihir. Halbuki biyolojik 6rneklerden herhangi
bir mikrotomda alinan kesitler, aslinda belli bir kalinliga sahip olan dilimlerdir.
Kesitlerin kalinhklar1 ne kadar kiigiik olursa olsun, ihmal edilip dogrudan iki boyutlu
diizlemler olarak degerlendirilemezler. Ciinkii kesit kalinhig: arttikga, kesit diizleminde
gozlenen maksimum ¢aptaki partikill izdiigim sayisinda da artma gozlenmekte,
dolayisiyla biyolojik ormeklerden alinan kesitler, ister 151k, isterse elektron mikroskobu
i¢in olsun, kahinliklan da dikkate alinarak degerlendirilmelidirler. Bu durum ilk kez
1927°de Holmes tarafindan klasik kitab: olan Petrografik Metotlar’da tarif edilmis olup
“Holmes Etkisi” olarak bilinmektedir (Sekil 6).

Holmes etkisinin fark edilmesinden sonra, gesitli arastiricilar bu problemin
iistesinden gelmek igin bir ¢ok diizeltme faktdrleri 6ne slirmislerdir. Bunlardan en
iinliisii ve en ¢ok kullanilani, Abercrombie'nin diizeltme faktoriidiir. Abercrombie [38]
kesit kalinhgina ve partikiil biiyiikliigiine bagh olarak ortaya ¢ikan sayim hatalarim
anlattifi ¢aligmasim 1946 yilinda yaymlamistir. Buna gore, sayimi yapilan partikiillerin
gergek sayisi; sayim sonucunda elde edilmis olan partikiil veya partikiil parc¢alarinin

izdiisiim sayisiun, kesit kalinlig / (kesit kalinhg + ortalama partikiil yiiksekligi)
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seklinde ifade edilen bir diizeltme fakt6rii ile ¢arpimina esit olmahidir. Bu ifade, su

sekilde formiilize edilmektedir:

N=N_x t_
t+D

N = Diizeltme sonucu elde edilen partikiil sayisi,

Ns = Saymm sonucu elde edilen partikiil izdiigtim sayisi,
t = kesit kalinligs,
D = Ortalama partikiil yiiksekligi.

Bu duruma gore, 6rnegin, kesit kalnliginin ortalama partikiil yiiksekligine esit
veya ona yakin (t Eﬁ) bir degerde olmasi halinde, diizeltme sonucu elde edilen
partikiil sayisi, kesitlerde izdiisiim sayimi sonucunda elde edilen partikiil sayisinin
yaklasik yarisi kadar olacaktir. Bu diizeltme fakt6riiniin ¢esitlemeleri (modifikasyonlari)
sayilabilecek diger bir ¢ok denklem, farkli aragtiricilar tarafindan degisik zamanlarda

glindeme getirilmistir [39, 40 (Willams ve Rakic, 1988 tarafindan site edilmistir.), 41].

- =7 w -
A' eo% = B' > o
- - - - - »
- b -
L =4
- ©® , -«
L 4

Sekil 6: Holmes etkisi. Kesit kalinhdi arttikga kesit diizleminde gézienen partikit izdustimlerinin
sayisi degismektedir. A doku dilimi, B’ den daha fazla kalinlia sahip olmasindan dolay! daha
fazla sayida partikill izdistimiine sahiptir (A'veB').
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Abercrombie’nin diizeltme faktérii, yillar boyunca ¢ok fazla sayidaki (1991°e
kadar ~1200 defa site edilmistir) ¢aligmada referans olarak gosterilmigtir. Stereolojik
metotlarm uygulama alami bulmasindan sonraki yillarda bile, hatali olan yanlan ortaya
konmus olmasina karsin, yine bir ¢ok arastiric1 tarafindan kaynak olarak gosterilmeye
devam edilmektedir [41].

Gergekte, Abercrombie ve diger arastincilarin 6nerdikleri diizeltme faktorleri,
hatali sonuglar elde edilmesine sebep olmaktadir. Abercrombie tarafindan &Snerilen
diizeltme faktorii, diger arastincilarin Onerdikleri diizeltme faktorlerinin temelini
olusturdugu i¢in, bu metodun hatal1 sonuglar iiretmesine sebep olan 6zelliklerine goz
atmak, diger arastiricilarin 6nerdikleri metotlarin hata kaynaklan hakkinda da bir fikir
edinmek i¢in yeterli olacaktir.

Oncelikle, Abercrombie’nin yontemi tarafhidir yani ger¢ek degerden sistematik
olarak sapma gostermektedir. Bizzat Abercrombie, kendi metodunun, hiicre sayisin
%5-10 oraminda fazla hesaplamaya meyilli oldufunu belirtmektedir [38]. Aynca,
partikiil yiiksekliginin belirlenmesi de 6nemli bir meseledir. Bu degerin 6lgiilmesi,
pratik olarak imkansiz oldugundan, partikiil yiiksekligi yerine “partikiil ¢ap1” 6l¢tilerek
kullamlmaktadir. Bu ise, ¢alislan partikiillerin kiire big¢imli olduklann gibi bir
varsayimda bulunuldugunu gostermektedir. Ozellikle partikiillerin kiire seklinde
olmadig, basik veya biiziilmiis oldugu durumlarda, partikiil yiiksekligi ile partikiil gap:
arasinda olduk¢a 6nemli bir fark meydana gelecektir. [41].

Bir diger 6nemli husus, dokudan kesit alma islemi esnasinda, bigagin kesit
ylizeyindeki tiim partikiilleri kestigi seklindeki varsayimin gergekte ne derece dogru
oldugunun degerlendirilmésidir. Bigak partikiile geldigi zaman, onu sadece “bazen”
keser. Bazen ise, ki ¢ogunlukla da boyle olur, partikiilleri ya oldugu yerde iterek veya
yerinden ¢ikararak kesilmemesine veya yerinden diismesine sebep olur. Dolayisiyla,
kesit alma islemi esnasinda, partikiillerin hangi oranda kesilip kesilmedigini belirlemek
miimkiin olmadigindan, bu durum da diizeltme faktoriiniin hatali hesaplamasina neden
olmaktadir [41].

Bir dokudan alinan kesitlerin kalinhginin 1si, nem, gémme ortaminin tipi ve
bigagin kesme agist gibi etkilere bagh olarak olduk¢a farkhilik gdsterebilir. Bu metot
kesitler arasinda meydana gelebilecek kalinhk degisimlerinden de 6nemli oranda

etkilenir [41].
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Abercrombie ve diger arastiricilar tarafindan Onerilen diizeltme faktorleri,
farkina vanlmig olan sayim hatalarimin diizeltilmesi amaciyla ortaya atilmig, fakat,
ozellikle yeni stereolojik metotlanin icadi ile birlikte, eksik y6nleri daha iyi anlagilmig

ve tiim bu eksikliklerin iistesinden yeni stereolojik metotlar kullamilarak gelinmisgtir.

2.2.1. Sistematik Rastgele Ornekleme Stratejisi:

Stereolojik metotlarn etkinliinin ana unsurunu sistematik rastgele drnekleme
(SRO) stratejisi olusturur. Bu &mekleme bigiminin temel ozelligi, 6rneklemenin
sistematik olmasina kargin ilgilenilen yapinin her noktasina esit drneklenme sansi
tammasidir. Histolojik ¢alismalarda, arastirma konusu olan yap1 ya da organdan elde
edilen kesitlerin tiimii tek tek incelenebilir, fakat genellikle bu tiir bir galigma gereksiz
yere zaman ve emek kaybina neden olacagindan, ¢alismanin etkinlifinden s6z etmek
miimkiin olmayacaktir. Béyle durumlarda elde edilen kesitler arasindan belli oranlarda
bir se¢im yapilmas: gerekmektedir. Segilen drneklerin ilgili yapiy: en iyi bigimde temsil
edebilmesi igin, yapimin her bir noktasinin esit Smeklenme sansina sahip olmasi
gerekmektedir. SRO, belli bir 6rnekleme araliga ile, ilk arahik icinden rastgele bir
noktadan baslanmak sartiyla, ilgilenilen yapinin tamaminin 6meklenmesidir (Sekil 12).
Onceden belirlenen 6mekleme aralig, 6rmeklemenin sistematik olmasini, ilk arahik
icinde rastgele bir noktadan baglanmasi ise, orneklemenin rastgele olmasim saglar.
SRO’ de 6mnek sayis: arttirldikga, yapinin her noktasina esit Srneklenme sansi tanindig:
i¢in, 6rneklemenin yapiy: temsil edebilirligi de artar ve gergek degere sistematik bir

bigimde yaklagilir [37, 42].

2.2.2. Tarafsiz Sayim Cergevesi:

Partikiil sayimu yapmak i¢in partikiil izdiisiimlerinden yararlanilan durumlarda,
kesitlerde ortaya ¢ikan partikiil izdiistimlerinin belli bir alanla simirlandinlarak
sayllmalarn1 gerekmektedir. Eski metotlarda, kare veya dikdortgen bigimindeki
cergeveler kesitler iizerine yerlestirilerek, dogrudan bu gergeveler igine diisen partikiil
izdiigtimlerinin sayilmas: yontemi kullanilmigtir. Daha sonralari, bu tip bir yaklagimin
partikiil sayisim fazla hesap etmeye sebep oldugu anlasilinca kosegenlerinden biri
boyunca ikiye aynilmis olan bir sayim gergevesi kullanilmaya baslanmistir. Bu
cercevedeki sayim kurali, ¢erceve kenarlarimin bir tarafina isabet eden partikiiller

sayihirken, diger tarafa isabet edenler sayim dist birakilirlar. Yani iki yasak kenara, iki
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de serbest kenara sahip bir sayim gergevesidir. Bu yasak ve serbest kenarlarin kesistigi
koselerden biri yasak koge, digeri de serbest kose olarak belirlenmistir. Fakat bu
cercevenin de gercek partikiil degerini vermekten uzak oldugu daha sonra tarafsiz sayim

cergevesinin ortaya ¢ikist ile matematiksel olarak ispatlanmigtir (bk. $ekil 7) [43] .
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Sekil 7: Tarafsiz sayim gergeveleri. (A) Partiktl izdusumlerinin merkezi noktalar esas alinarak
sayim yapiimaktadir. Buna gére (a) gergevesinde bir, (b)'de iki, (c)de dort ve (d)de ise bir
partikill sayilir. (B) Bu ¢ergevelerde ise (C)'de gbzlenen tarafsiz sayim cergevesi kuralina gore
sayim yapilir. Buna gore de sayilan partikul izdosim sayisi yine aynidir. Fark, yalnizca bazi
partikullerin farkli gercevelerce sayiimasidir. Ornedin tggen bigimli izdisimin ¢ogu (b)
cercevesinde gérulmesine radmen (a) gergevesince saylimaktadir (Mayhew, 1991'den
alinmigtir).

Tarafsiz sayim gergevesi, en genel olarak kullanilan sekliyle, bir kalin ve diiz, bir
de ince ve kesikli iki tip ¢izgi ile gosterilen dort kenara sahip basit bir dikdortgen veya
karedir. Goriinliste pek fazla bir degisikligi olmamasmna ragmen, saymm kurallan
agisindan diger saymm gergeveleri ile oldukga farklihk gosterir. Temel olarak, ince ve
kesikli cizgiler “serbest” kenarlar, kalin ve devaml ¢izgiler de “yasak” kenarlardir.
Yani kesikli ¢izgilere rastlayan izdiisiimler sayilirken, devamh g¢izgilere isabet eden
izdiigtimler sayim dig1 birakilir [44] (Sekil 7).

Tarafsiz sayim gergevesinin en onemli 6zelligi, yasak kenarlarin uzantilandur.
Bu uzantilar, gergevenin yerlestirildigi goriintii alaninin tamamim kaplayacak sekilde,
biri kendi dogrultusunda digeri ise serbest kenar dogrultusunda uzamrlar [43] (Sekil 7-

Q).
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2.2.3. Disektor:

Partikiillerin sayimu igin etkin ve tarafsiz stereolojik metotlarin temeli 1984°de
Sterio tarafindan, disektoriin yeniden tarif edilmesi ile atilmistir [29]. Ug boyutlu
stereolojik bir sonda olan disektoriin en 6nemli 6zelligi, partikiilleri biiyiikliikleri ile
degil, sayilar1 ile orantili bir olasilikla Orneklemesidir. Bunun i¢in disektér sayim
metodu, partikiillerin biiytikligii, sekli ya da yonelimi hakkinda herhangi bir
varsayimda bulunmaksizin partikiil sayiminda kullanilabilir. Disekt6riin en basit
seklinde, iki ardisgik veya birbirlerinden belli bir uzaklikla ayrilmis olan iki kesit
kullamlir ve bunun i¢in disektor' admi alir [45]. Tki kesit arasindaki mesafe “disektor
yiksekligidir”. Sayilmak istenen herhangi bir partikiiliin kesit ¢iftlerinden birinde
bulunup, digerinde bulunmayan izdiistimleri ilgili alana yerlestirilen tarafsiz sayim
¢ergevesinin sayim kurallarma gére sayilir ve bu tip partikiillere disektor partikiil (Q)
ad1 verilir. Bu sekilde ilgilenilen yapinin tiimiinden gecgen seri kesitlerden sistematik
olarak segilerek elde edilen kesit giftlerinde sayim yapilir. Sayim yapilan kesite drnek
kesit (look-up section), kontrol yapilan kesite ise gozlem kesiti (referance section)
denmektedir. Eger partikiil sayimu kesit ¢iftlerinden ilkinde yapilirsa kesit alma yoniine
gore partikiillerin tst uglar, ikincisinde yapilirsa partikiillerin sonlar1 sayilmig olur
(Sekil 8). Burada gerekli olan, kesitlerde takip edilen partikiil izdiisiimlerinin ayni
partikiile ait olup olmadiginin belirlenmesidir. Disektdrle yapilan saymm kayip kep (lost

caps) ve fazla yansima (over projektion)’dan etkilenmez [29, 44].

A B

Sekil 8: Disektér sayim metodunu gésteren 3D modelleme: A) Bir doku bloju ve igindeki
partikiillerin yandan géruntisli, B) Doku blogundan gecen kesitler ve bu ardisik kesitlerde
gOzienen partikill son uglan (*).

11986°da optik disektoriin icadindan sonra fiziksel disektor olarak bilinmektedir.
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Disektoriin temel uygulanma sekli, aralarinda minimum partikiil yiiksekliginden

daha az bir mesafe olan iki kesitin ahnarak karsilastinlmalandir. Kesitler arasi

mesafenin, minimum partikiill ¢apindan daha kii¢iik olmasimn nedeni, partikiillerin,

kesitler arasinda kesilmeden kalarak 6meklenmemesini 6nlemek igindir. Tek bir

A

i@__

Sekil 9: Disektor sayim kuralinin gosterildigi iki
ardigik veya belirli bir mesafe ile birbirinden
ayrilmis komsu kesitler (A ve B). Ornek kesitte
(A) gozlenip, gozlem kesitte (B) goruimeyen
partikilller  (yildizla igaretlenmig)  disektor
partikilleridir (iki adet). Bu kesitlerin (A ve B)
rolleri degistirilirse yani gozlem kesiti 6rnek,
drnek kesiti ise gozlem kesiti olarak alinirsa (C
ve D) 6rnek kesitte (¢ adet disektor partikil
sayllir (yildiz ile isaretlenmig). X ile isaretlenmig
partikiller tarafsiz sayim gergevesi sayim kurall
geregi yasak kenara isabet ettiginden dolayt,
yalnizca 6rnek kesitte goézienmesine ragmen
saylimaziar.

partikiiliin bir kesit tarafindan isabet
partikiilin  kesit alma
yiiksekligine

bagliyken; “bir kesit tarafindan kesilip

almasi, o

dogrultusundaki

ardigik paraleli tarafindan kesilmeme”
sans1, biiyiik-kiigtik tiim partikiiller i¢in
esittir [46]. Disektér sayim metodu ile
yapilan sayim sonucunda birim hacimde
bulunan partikiil sayis1 yani sayisal
yogunluk (Nv) hesaplanir [29].

y,-=Z

y h.z a,,

Burada N,,

partikiil

birim hacimdeki
yani partikiillerin
Q, disektor

arasmdaki

say1sini
sayisal  yogunlugunu;
partikiilleri; h, kesitler
mesafeyi yani disektér yiiksekligini;
kullanilan

sayimda sayim

a(ger),
gergevesinin alanini belirtmektedir. Eger
bu formiil sonucu toplam hacimle, yani
V(ref) degeri ile N, ¢arpilirsa, toplam

partikiil sayis1 elde edilecektir [42, 47].
N= N v:© I/(rej)

Disektdr sayimi sirasinda, 6rnek ve gézlem kesitleri, rolleri degistirilerek, yani,

ornek kesit gozlem, gozlem kesiti ise ornek kesit olarak degerlendirilip, ¢ift yonlii bir

saymm da yapilabilir. Bu da, ilave kesit almadan disektdr sayisim iki katina ¢ikararak

daha fazla 6rnek iizerinde galisabilmeyi saglar [48] (Sekil 9).
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Disektér metoduyla yapilan sayim sonucunda, toplam partikiil sayisim elde
edebilmek icin, referans veya toplam hacmin hesaplanmasi gerekir. Ilgili yapinin
hacmini hesaplamak i¢in, yapimn 6zelliklerine bagh olarak, degisik metotlar
kullanilabilir. Eger, ¢ahsilan yapi, karaciger ve bobrek gibi izole ve makroskobik
boyutlarda ise, iginde su bulunan bir kaba daldirilarak tagirdigi su miktar1 kadar hacme
sahip oldugu, biiziigme derecesi saptandiktan sonra kolayca bulunabilir. Fakat, tizerinde
calisilan yapa, bir beyin gekirdegi veya tiimoral bir kitle gibi etrafindaki yapilardan izole
edilmesi miimkiin olamayan bir &zellikte ise, hacim hesaplamasi igin Cavalieri prensibi
kullamlabilir [42]. Bu prensibe gére, hacmi hesaplanmak istenen yapi, bagindan sonuna
kadar seri kesitlere ayrilir. Eger az miktarda kesit varsa kesitlerin tiimiinde, ¢ok fazla
miktarda kesit varsa sistematik rastgele Ornekleme ile segilen kesitlerde, yapiya ait
izdiisiimlerin alani hesaplanir. Alan hesaplamasi, pahali olan gériintii analiz sistemleri
kullamlarak yapilabilecegi gibi, noktali alan élgiim cetveli kullamilarak da aym
gitvenilirlikte sonuglar elde edilebilir. Alan dlgtim cetvelleri, her biri belli bir alam
temsil eden noktalardan olusan kaliplardir. Bunlarn ilgilenilen yapinin kesit goriintiileri
veya alami hesaplanmak istenen bir ylizey lizerine rastgele atilmalan ve ilgili alan
igerisine diisen noktalarin sayilmas: ile alan hesaplamasi yapilir. Eger hesaplamanin
hata katsayis1 yiiksek ¢ikarsa, test cetvelindeki nokta sikligl veya alinan kesit sayisi

artirlarak hesaplama tekrarlanir. Ilgili yapimn kesit izdiisiimiine isabet eden nokta

sayisi, her bir noktanin temsil ettigi alan ile ¢arpildiginda, ilgili bolgenin alam elde
edilir [48] (Sekil 10).
A=3 F -ap)

Burada P, nokta sayisini; a(p) ise tek bir noktanin temsil ettigi alandur.

Sekil 10: Noktali alan 6lgim cetveli (Howard ve Reed,1998'den degistirilerek gizilmigtir).
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Elde edilen tiim kesitlerdeki ilgili yapimn izdiigiimlerine isabet eden toplam
nokta sayisi ile, bir noktanin temsil ettigi alan ¢arpilarak tiim kesitlerin toplam yiizey
alanimin hesaplandigim belirtmistik. Eger ortalama kesit kalinlifiyla hesap edilen
toplam alan ¢arpilirsa ilgilenilen yapimn referans hacmi hesaplanmig olur. Eger kesitler
ornekleme yolu ile elde edilmigse, ortalama kesit kalinhigi 6rneklenen kesitler arasindaki
mesafe (5) kadar olacaktir. Bu da ortalama kesit kalinlig1 ile 6mekleme oraninin

¢arpimu sonucunda elde edilir [48] (Sekil 11).
Vref = z R . a@) ;

A1 As Ay Sistematik rastgele drnekleme ile segilen kesitler e

Vref = ZP a(p)a

Sekil 11: Cavalieri Prensibi ile hacim hesaplamasi.

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar:
KOY-TUR Tavuk Igletmeciliginden alinan bir giinlik 20 erkek Broiler cinsi

civcivler (Gallus domesticus ) rastgele olarak onarli gruplara aynldi. Bir giinlikk 10
erkek civciv derin eter (eter siilfiirik) anestezisi altinda % 15°lik formalin ile
intrakardiyal yoldan perfiize edildiler. Ikinci grupta bulunan 10 erkek civciv ise 7
giinliik olduktan sonra perfiize edildiler.

3.1.1. Perfiizyon:

Civcivler, iginde beze emdirilmis eter bulunan kapakli bir kavanoz iginde 1-2
dakika derin anesteziye girmeleri i¢in bekletildiler. Derin anesteziye girdikten sonra
disli pens ve egri uglu makas yardim ile toraks derisi ve toraks on duvari, kalbin
atriumlan ayirt edilecek sekilde ksifoid altindan baglayip yanlardan kesilerek boyuna
dogru agildi. Sol ventrikiilden 0.5 ml heparin (Liquiemin) insiilin enjektérii ile
verildikten sonra, ince uglu bir makas ile sag atrium kesildi ve kelebek seti ile etiivde 37
°C’ ye kadar 1sitilms serum fizyolojik verilmeye baglandi. Dolasimdan bosalan kan
berraklasincaya kadar ~100 ml serum fizyolojik verilmeye devam edildi. Sonra yine
etiivde 37 °C’ ye kadar 1sitilmis %15°lik formalin ile fiksasyona baslandi. Fiksasyona
bagladiktan kisa birAsﬁre sonra civcivin basinda, ayaklaninda ve kanatlarinda kasilmalar
goézlendi. Yaklagik 100 ml fiksatif verildikten sonra cinsiyet kontrolii i¢in civcivlerin
karin arka duvarindaki cinsiyet organlarina bakildi. Erkek civcivler sag ve solda esit
biyiikliikte gonatlara sahipken, disilerin sol gonatlan atrofiye ugramistir®. Bu sekilde
cinsiyet kontrolleri yapilan civcivlerin kafalan makasla gévdelerinden ayrild1 ve kafa
derileri soyulduktan sonra, kafa taslarim uzaklagtirmak i¢in dnce boynun fazla kismi
beyincigin hemen altindan kesildi, sonra ince uglu bir makasla foramen magnumdan
baglayarak orta hat ve yanlardan ¢ kesi ile kafatasim olusturan kikirdaklar
uzaklastirildi ve beyinler, bazal kisimlarindaki sinirler 6nden arkaya dogru kesilerek

¢ikartildiktan sonra aym fiksatif iginde birkag giin postfiksasyona tabi tutuldular [49].

? Prof. Dr:. Musa SARICA (Ondokuz Mayis Uniyersitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bolimii
Ogretim Uyesi) laboratuarimizda bizlere civcivler iizerinde uygulamalar yaparak cinsiyet
ayriminin nasil yapilacagini géstermistir.

21



3.1.2. Histolojik islemler:

3.1.2.1. Doku takibi:
Doku takibi i¢in agagidaki islemler uygulandi:

1. Akar suda yikama.......c..ccceeevvreeennen.. giin boyu

2. %70°lik AIKOL.....cocvviirieeee, 1 gece

3. %80°lik AIKOL....covreeeerireecrereeraee, 1 saat

4. %96’lik AIKOL......ceeeeurenrcniereernnne 1 saat (2 kez)

5. %100°Hk AIKOL...oovererienrcerenieieree 1 saat (2 kez)

6. Ksilen....oooovvoeeeeiinirieicniceiceenen Y2 saat (2 kez)

7. Paraplast.......ccccocovveireneiieeiiieceeeenn, 1 gece oda sicakhiginda
8. Paraplast......cccoevveiivineiiiiiie, 2 saat 60 °C

9. Paraplast......ccccoeeeureeeeeeieicreeeene 3 saat 60 °C

10. Bloklama

3.1.2.2. Kesitlerin ahinmas:

Cahsmamxz esnasinda en fazla zaman alan kisim Kkesitlerin lama alinmasi
asamasinda oldu. Kesitleri lama yapistirabilmek igin yaklagik 300 civeiv kullanildi. On
¢alisma i¢in alinan civciv beyinleri yukandaki takip islemlerinden sonra paraplasta
gomiildi. Caligmada kalin kesitler kullanilacag: i¢in (~40pm kalinhginda) albumin-
mayer siiriilmils lamlara kesitler alindi, fakat kesitlerin periferlerinin hi¢ yapismadigi ve
boyama esnasinda ¢ogunun dokiildiikleri goriildi. Bunun ilizerine gesitli fiksatifler,
gémme ortamlar ve kesit yapistiricilan ile islemler tekrarlandi [SO] fakat hig¢birinde
bagarili olunamadi. En sonunda asagidaki ydntemle paraplasta gomiilii beyinlerden
alinan kesitler lama yapistirildi:

1. Kesitleri 45 °C” deki suya aldiktan sonra bir fir¢a ile kesitin dstiinii 6rtecek
sekilde su damlatildi. Boylece kenarlan kabaran kesitler diizlestiler.

2. Kesitler, dnceden egit oran ve miktarda karnigtinlarak hazirlanmig olan formol-
jelatin kangimindan siiriilip, 1 saat 37 °C’ de bekletilerek kurutulan lamlara

alind1.
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3. Lamlara alinan Kkesitlerin tizerinde bir firgamin hafif bir sekilde bastirp
yuvarlatilmasi ile kesitlerin altindaki hava ve fazla su alinarak kesitlerin iyice
yapismast saglandi.

4. Lamlara alinan Kesitlerin kurumasina izin vermeden, iginde bir miktar su
bulunan cam salelere alip 60 °C deki etiivde paraplastlan eriyinceye kadar
bekletildi.

5. Paraplastlan eriyen kesitler lam tasiyicilara yerlestirilip bir gece 60 °C deki
etiivde bekletildi.

Boylece lamlara kuvvetli bir bigimde yapisan kesitler boyanmaya hazir hale

getirilmis oldular.

3.1.2.3. Boyama:
Doku kesitlerinin boyanmast i¢in % 1°lik Cresyl fast violet kullanarak asagidaki

islemler uygulandi.

1. Ksilen.oiiniiicecccceeenen 30 dakika (4 degisim).

2. %1007k Alkol........coceeviveiens 10 dakika.

3. %96’k AIKOL....c.oeveiccicnene. 10 dakika.

4. %80°lik Alkol.....cvvviiiecinne, 10 dakika.

5. %701k AIKOL...coveerinenirncnene 10 dakika.

6. Distile SU..cccooiiiiiiiiiiiierceeene. 10 dakika.

7. Cresyl fast violet.........c.coeuene.... 45 dakika ( 60 °C de).

8. Distile sU....ccoveevevirirrcccereeneen 1-2 dakika.

9. %96’k Alkol........ e Boyanin ¢ogu uzaklagincaya kadar.

10. Cresyl fast violet aynstiricis1 (60 ml kloroform + 44 ml % 96’lik alkol 9 damla
glasial asetik asit) ¢ekirdek ve Niss] farklilasmasi saglanincaya kadar [51].

11. %96’k AIKOL...ccoovereniiiieiaene 5 dakika.

12. %100°Tik AlKOL....coovenieeiennee 10 dakika.

13, Ksilen. ..o 10 dakika.

14, Ksilen......c.cocovievninninreccieieenen. 1 saat.

15. Entellan ile kapatma.
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3.2. Ni¢in Tek Cinsiyet ve Tek Taraf Hippokampus?
Kus beynindeki bazi yapilar arasinda bir lateralizasyonun [52] bulundugu

bilinmekle beraber, civciv hippokampusunda hacim [53] ve toplam ndron sayisi
bakimindan [53] sag ve sol taraflar arasinda anlamhi bir farklilifin olmadig
g6zlenmigstir. Belirtilen ¢alismada sag ve sol hippokampuslar arasinda anlamli bir
farklihigin olmamasindan dolayr ¢alismamiza yalmzca sag hippokampuslar alindi. Sag
hippokampus igin elde edilen sonuglarin iki ile carpilmasi ile her bir hayvan
hippokampusunun sahip oldugu toplam néron sayist ve hacmi hesaplandi.

Eger cinsiyetler arasinda yiyecek depolama, yuva parazitligi [12] ve buna benzer
davraniglarda bir farklihk yok ise, bunlarn hippokampuslar arasinda da bir farkliligin
olmadig1 kara-bagli bastankaralarda yapilan bir c¢aligmada  gosterilmistir [54].
Calismamizda kullamilan hayvanlarnin erkek ve disileri arasinda hippokampuslarinin '
kullanim1 bakimindan, cinsiyetler arasinda belirgin bir farklilik olmadigindan dolay:

calismaya yalmzca erkek civcivler alind:.
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3.3. Optik Par¢alama:

Optik par¢alama, 3 boyutlu bir sayim sondasi olan optik disektor ile
pargalamanin Ornekleme stratejisinin bir kombinasyonudur. Stereolojik literatilire
“optical fractionator” olarak ge¢mistir. Yeni stereolojik metotlardan olan optik
pargalama, bir organda veya belirli bir yapidaki toplam partikiillerin tarafsiz ve etkin bir
bicimde hesaplanmasim saglayan metottur. Optik pargalama, incelenecek bolge
hacminin uniform sistematik rastgele drneklemeyle elde edilen belli bir bslimiinde
optik disektdrle ndron ya da herhangi bir hiicre veya hiicre topluluklarinin olusturdugu
partikiillerin sayimindan ibarettir. Pratikte, bu ilgilenilen bolgenin tiimiinden ge¢en
kesitlerden sistematik rastgele 6rnekleme ile elde edilen belli bir boliimiiniin, ndron ya
da herhangi bir partikiil igerdigi diistiniilen kesit alanlarimin ve kesit kalinhiginin belli bir
oraninin sistematik 6rmeklenmesi ile uygulanmaktadir [42, 48, 55].

Optik pargalama, histolojik islemlerin fiksasyon, takip, gomme, kesit alma,
boyama gibi herhangi bir asamasi esnasinda partikiiller arasi mesafede ve/veya
partikiillerde olugabilen biiziisme ya da genislemeden etkilenmez. Optik par¢alamanin
bu 6zelliginden dolay1, gdmme ve boyama asamas: esnasinda 6l¢limii olduk¢a zor olan
biiziismenin meydana geldigi frozen, vibratom, selloidin, ve parafin kesitlerin
incelenmesini miimkiin kilar [49].

Optik par¢alamada, optik disektoriin 6zelliklerinden dolay1 organ ya da yapidaki
partikiillerin ~ buytikliiglinden, seklinden, yoneliminden, kesit alma yoniinden
etkilenmeden partikiil saymm: yapilir. Clinkii her bir partikiil bir kez sayillma sansina
sahiptir [42].

Partikiil sayisim hesaplamak i¢in pargalama ornekleme semas: kullanildig:
zaman ne ilgilenilen bdlgenin hacmini ne de bdlgenin kesitlerdeki izdiigtim alanlarim
bilmeye gerek vardir. Sadece gerekli olan sey ilgilenilen bgolgenin simrlarinin
belirlenmesidir. Vier X Ny ile toplam partikiil sayis1 (N) hesaplanmak istendiginde Ver)
hesabi igin bdlgenin simrlannin olabildigince kesin bir bigimde belirlenmesi gerekir.
Hiicrelerin diffiz olarak organize oldugu ve ektopik kiimelenme durumlarinda
ilgilenilen bolgenin kesin simirlarinin belirlenmesi siklikla problem olusturur. Sinirlarin
belirlenmesindeki varyasyon dogrudan V. hesabinin varyasyonunu, bu da toplam

noron sayisi hesabinin varyasyonunu etkiler [37, 44, 49].
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3.3.1. Kesit Ornekleme Payx:

Parg¢alama 6rnekleme semasi ile ilgilenilen yapinin toplam hacminin bilinmesine
gerek duyulmadan, yapidaki toplam partikiil hesabi Vs X Ny ile elde edilene gére daha
kisa siirede ve daha az emek sarf edilerek elde edilir. Bunun igin: Ilgilenilen yap:
basindan sonuna kadar kesilir. Elde edilen tiim Kkesitlerden sistematik rastgele
Omekleme ile en az 10 kesit elde kalacak sekilde kesit Orneklemesi yapilir.
Omeklemenin sistematikligi belli bir kesit 6rnekleme aralifinda yapilmas: ile saglanir.
Bu ise su sekilde belirlenir: Diyelim ki elimizde toplam olarak “n” tane kesit olsun. Bu
kesitlerden en az 10 tanesi elimizde kalabilmesi i¢in n/10 = k’dan yola ¢ikarak her
k’inc1 kesiti aldigimizda elimizde 10 kesit kalmis olur. Burada “k” kesit 6rmekleme
araligidir. Orneklemenin rastgele olabilmesi ise 0 ile k arasindaki omeklenecek ilk
kesitin rastgele olarak belirlenmesi temeline dayanir. Bunun i¢in 0 ile k arasindaki (k
dahil) kesitlerden biri ya rastgele say: tablosundan veya kesit numaralarimn her biri ayn
bir kagida yazilip iglerinden biri rastgele cekilerek segilir. 0 ile k arasindaki kesit m’inci
kesit olsun. Bu durumda orneklenen kesit numaralann soyle olur: {m, m+k, m+2k,
m+3k,...,m+9k}. Kesitlerin sistematik rastgele ornekleme semas: ile 6rneklenmesi

neticesinde, yapinin her yerinin esit kesilme sansina sahip olmasi saglanir. Burada kesit

ornekleme pay: (KeOP) 1/k olur [42]. (Sekil 13).

3.3.2. Alan Ornekleme Payx:

Sistematik rastgele 6rmekleme ile secilmis olan kesitlerdeki ilgilenilen bolgenin
izdiisiim alan1 6nceden belirlenmis araliklarla x ve y eksenleri boyunca taranir. Her
hangi bir eksen boyunca gergek]estirilen her harekete adim araligi denir. Her adimla
izdiisiim alam tizerinde bir alan taranir ki bu alana adim alami denmektedir. X ve y
eksenleri boyunca gergeklestirilen uzunluklann c¢arpimi ile adim alam elde edilir.
Partikiil sayimlann bu alanin tamaminda degil, partikiil biyiikliigiine gore ebadi
belirlenen ve adim alam igine yerlestirilen tarafsiz sayim ¢ergevesi alaninda yapihr
(Gundersen, 1977). Iste bu alan parcalama oranmna, alan 6rnekleme pay1 (AOP)

a (gergeve)

ile ifade edilir [42] (Sekil 12°deki kareler ve
a (adim)

denmektedir ve AOP=

i¢indeki kiigiik sayim gerceveleri).
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Sekil 12: Optik pargalama igin sistematik rastgele ornekleme (1/4) ile civciv beyninden
horizontal duzlemde hippokampus bolgelerini iceren kesitlerin alinmasi. Civeciv  beyin
hemisferlerinin ve hippokampuslanmn sinirlar kamera lusida (Nikon 105) ile gizilmigtir. Koyu
alanlar hippokampus boigeleridir. Kesitler Gzerinde ¢izilen kareler optik pargalamada kullanilan
adimlan, bu karelerdeki kuguk gergeveler ise optik disektorlerin yapildi§i tarafsiz sayim
gercevelerini gostermektedir.

3.3.3. Kahnhk Ornekleme Pay::

X ve y eksenleri boyunca gerceklestirilen adimlama ile ilgilenilen yapinin

izdiislimiine isabet edilmigse, bu alanda tarafsiz sayim gergevesinin kurallarina gore
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partikiil saymmi gergeklestirilir. Fakat optik disektor sayim kurallar1 geregi, kesit
kalinhiginin tamami boyunca degil o6nceden belirlenmis belli bir oraninda sayim
yapilmaktadir. Bu ise hem kesit alma esnasinda kesit yiizeylerinden partikiil
dokiilmesini ifade eden ‘lost caps’ problemini ortadan kaldirmakta, hem de kesit
kalinhgmni kesin bir bigimde bilinmesi gerekliligini ortadan kaldirmaktadir. Ciinkii optik
disektor kurallari geregi kesitin alt ve iist yilizeylerinden kesit i¢ine dogru giivenlik
mesafeleri birakilmaktadir. Partikiil sayimlan bu giivenlik mesafeleri arasinda, miktar
onceden belirlenmis disektdr yiksekligi boyunca yapilmaktadir (Sekil 13). Iste bu
disektor yiiksekliginin kesit kalinlifina oramna kalinhk &mekleme payr (fraksiyonu)
denmektedir ve agagidaki sekilde gosterilir [42]:

KaOP = h (dzstekto'r)

3.3.4. Optik Disektor:

Disektoriin sayim kurali olan birbirine paralel iki komsu ya da yakin kesit
tizerindeki partikiil izdiislimlerinin olup olmamasina bakilarak partikiil saymm 1984’de
Sterio tarafindan yeniden detayl bir sekilde tammlanmigtir. Bundan birkag yil sonra
yiiksek sayisal agikhga sahip objektifler kullamlarak kalin histolojik kesitlerde ince
optik kesitler alinabileceginin farkina vanildi. Odak diizlemi veya optik kesit, kesit
kaliniga boyunca belli bir mesafede, kesit iist yiizeyinden alt yiizeyine veya alt
yiizeyinden iist yiizeyine dogru hareket ettirilerek, birbirini takip eden optik kesit
serilerinde disektor sayim kurallarinin uygulanmas ile partikiil sayimi gergeklestirilir.
Partikiil sayim1 su sekilde yapilir: Dokunun belli bir hacmi iginde odaklama ile hareket
edilirken goriintli alanina giren yeni partikiiller ya da gdzden kaybolan partikiiller
disektor partikiil olarak sayilirlar. Odaklama ekseni boyunca yapilan doku igindeki
ilerleme mikroskop tablasina monte edilmis bir mikrokator yardim ile lgiiliir. Kesitin
kesilme yiizeylerindeki fiziksel bozukluklardan (lost caps) kaginmak igin sayim yapilan
hacim kesit kalinliginin merkezi boliimii ile simrh tutulur, yani kesitin alt ve iist
yuizeyinden kesit kalinlig1 merkezine dogru partikiil sayiminin yapilmadigi birer mesafe
birakilir ki bunlara “alt ve ist giivenlik mesafeleri” adi verilir. Bu sayim metodu
literatiire “optik disektor” olarak gegmistir. Fiziksel olarak ayn iki kesitin kullamldig:
orijinal  yaklasima, optik disektsrden ayirt etmek igin artik “fiziksel
disekt6r”’denmektedir [42, 44, 56].
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Sekil 13: Sekil 12'deki kesit 24 Uzerinde optik pargalamada kullanilan optik disektérin gésterimi.
(A) Adimlama ( 300 000 um®) esnasinda tarafsiz sayim gergevesi ortasinda bulunan (+)
isaretinin hippokampus dokusu Uzerine isabet eden yerlerinde optik disektdr yapiimaktadir. Bu
sekilde adimlardan biri (B) daha biyuk bir buyitmede sematize edilmistir. Adimin bir
bslumunde doku bulunmamasina ragmen tarafsiz sayim gergevesinin ortasina yerlestirilen (+)
isaretinin hippokampus dokusunun Gzerine isabet etmesinden dolayt bu adimda optik disektor
yapilmaktadir. Kesitin st ylizeyinden alt yizeyine kadar olan mesafede ast (5 um) ve alt (x pm)
yuzeylerde givenlik kusaklan birakilarak, (h) kadar bir derinlikte optik disektorler yapiimaktadir.
(C) ve (D) Optik disektdér uygulamasi, kesit yizeylerinde meydana gelen kayip partikillierden
sakinmak igin, kesitin her iki ylzeyinden de belirli bir mesafe uzaklasarak kesitin merkezinde
sayim yapiimasini onermektedir. Optik disekttrde sayima baglanacak yuzeydeki glivenlik
kusaginin mesafesi daima sabit kalirken (6rnedimizde st yuzeydeki glvenlik kusad) daima 5
um), alt givenlik kusad! ise kesitin kahinhgina gore degisebilmektedir. (C) ve (D)de ¢izilen
sematik doku dilimlerinin (x) ile isaretlenen alt glvenlik kusaklarimin mesafeleri kesit
kalinhklarinin birbirinden farklt olmasindan dolayi degisik oldugunu gdstermektedir.
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Optik disektoriin fiziksel disektdre gore en 6nemli avantaji, iki ayn fiziksel
kesitin iki mikroskopta gozlenerek bir kesitte (6rnek kesitte) gozlenip, digerinde
(gozlem kesitte) gozlenmeyen partikiillerin belirlenmesindeki zorlugu ve buna bagh

olarak ortaya ¢ikan fazla zaman harcama problemini ortadan kaldirmasidir [44].

3.3.5. Optik Par¢alamanin Uygulanmasa:
3.3.5.1. Parcalama Ornekleme Semast:

3.3.5.1.1. Kesit Ornekleme Pay: (KEOP):

Hippokampusun sinirlarinin ve toplam kesit sayisinin belirlenmesi i¢in yapilan
On ¢alismada, hippokampusun horizontal kesitlerinden (Sekil 14), ~40 pm kalinlikta
alinan, toplam 65-85 kesit elde edildi. Optik par¢alama i¢in gerekli olan en az 10 kesiti
elde edebilmek igin 1/4 6rnekleme yapmak gerektigi saptandi. Yani her 4 kesitte 1 kesit
aldipimiz zaman elimizde yaklasik olarak 15-20 kesit kalmaktadir. Ornekleme
arttinldif1 zaman gergek degere daha yakin sonuglar elde edilebileceginden dolayi, elde
kalan kesit sayis1 10°dan daha fazla olmasina ragmen, kesit 6rekleme pay: (kedp) Y
olarak belirlendi. Bu uygulama ile 6rmeklemenin sistematik olmasi saglandi. Alinacak
ilk kesitin ilk 4 kesit i¢inden rastgele bir bi¢imde belirlenmesi ile de, drneklemenin
rastgele olmas: saglandi. Bunu saglamak i¢in 4 ayn kagida birden dorde kadar rakam
yazilip kagitlar katlandi, i¢lerinden biri ilk kesiti belirlemek igin secildi ve her hayvan
i¢in bu iglem tekrar edildi. Sistematik rastgele ornekleme yaklasimi ile Grneklenen

yapinin her yerine esit drneklenme sansi taninmaktadir.

3.3.5.1.2. Alan Ornekleme Pay1 (AOP):

Alan 6rneklemesi igin oncelikle adim alanim belirlemek gerekir. Bunun igin bir
hayvandan 6rneklenen tiim kesitlerdeki hippokampus simirlan iginde, en az 200 néron
sayabilmek igin (her adimda en az 1 néron sayilacagindan) 200 adimda sayim yapmak
gerektiginden, her noktasi (P(a)) 1 cmz’yi temsil eden noktali bir sayim cetveli
kullanilarak kesitlerin toplam ylizey alam hesaplandi. Tiim kesitlerdeki hippokampusun
toplam yiizey alainin 200’e boliinmesi ile de bir adim alanimn 90 000 pm? olmas:
gerektigi saptandi. Buradan da her bir x ve y ekseni i¢in uzunlugun 300 pm olmas:

gerektigi hesaplandi.
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LbPerivemf'i kiiler
labaka
Graniiler
Horizontal ~ 1abaka
Tabaka

Sekil 14: A) Bir gunlik civciv beyninden horizontal diizlemde alinan bir kesitin gériintlisti. Kesik
cizgiler arasindaki bélgeler hippokampustur (Hp); V, ventrikil. Cresyl violet boyamasi. B) Isik
mikroskobu altinda kus hippokampusunun tabakalari. Tabakalar Molla ve ark., (1986)a gére
isimlendirilmigtir. H, hiperstriatum; e, ventrikil duvanni astarlayan ependimal hiicreler. Cresyl

violet boyamasi. Kesit kalinhgi = 40 pm.
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Adim Alani= Toplam Nokta Sayis: x p(a) x Biiylitme Derecesi/200,

Adim Araligi =+ Adim Alan1=4/90 000 zm? =300 zm

Civciv hippokampusunun medial bélgesindeki néronlar daha biiyiik oldugundan
tarafsiz sayim cergevesinin ebadi bu hiicrelere gére belirlendi. Bu islem icin
immersiyon objektifi ile hiicreler gozlendigi zaman bir g¢ergeve igine bir hiicre
diisebilmesi i¢in en uygun alanin 400 pm? oldugu hesaplandi. Bu durumda alan
omekleme pay::

__400pm® 1
90000m* 225

3.3.5.1.3. Kalinhk Ornekleme Pay: (KaOP):

Kalinlik 6l¢timleri ile disektor yiiksekliginin ve giivenlik kusaginin Sl¢iimiinde
Heidenhein marka mikrokator kullanildi. Ortalama kesit kalinliklarinin ({) 30-40 pm
civarinda oldugu tespit edildi. Disektor yiksekliginin (h) 20pm, tist giivenlik kusaginin
ise 5 um olmasina karar verildi. Bu durumda kalinlik 6rnekleme pay:

Kaop =1C0#) (j"”’)

3.3.5.2. Optik Disektor ile Sayim:

Kus hippokampal kompleksi, dorsal telensefalonun orta hattina yakin yerlesmis
bir ¢ift yapidir. Hippokampus, striatumun kaudal sinirindan striatumun kaudo-rostral
uzamminin yaklasik tigte ikilik kismi1 boyunca uzanmaktadir [57]. Koronal kesitlerde,
medialde orta hatla, ventralde ise septum ve ventrikiilin lateral boynuzlan ile
simirlanmaktadir. Karten ve Hodos’a (1967) [58 (Székely ve Krebs 1996 tarafindan site
edilmistir)] gore hippokampus olarak tammlanan bdlge medial ve lateralde uzanan
sikica paketlenen V-sekilli yapidir {26, 30,]. Parahippokampal alanda biiyiik ve kiigiik
néronlar seyrek ve nonuniform dagilmiglardir. Parahippokampal alanin lateral sinirlan
noronlarin ebat dagilimindaki gesitlilik ile karakterizedir [35].

Hippokampus simirlaninin belirlenmesinde hata yapilan yer, lateral sirlardir.
Burada dikkat edilmesi gereken husus, hiicre ebadindaki degisimin fark edilmesidir [8].
Bu hatadan sakinmak i¢in ¢alismamizda tiim kesit ve hayvanlarda ayni bolgeler (hiicre

ebadindaki degisimin goriildiigii yer) lateral sinir olarak alindi.
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Sekil 15: A) Optik parcalama metodu kullanilarak hiicre sayimi ve hacim hesaplamalarnnin
yapildigi sistemin genel goruntist. Sistem; mikroskop (Mik.), kamera (K), stagemeter (SM),
mikrokator (MK) ve monitérden (M) olusmaktadir. Mikroskop tablasinin y (C) ve x (D)
eksenlerindeki hareketi dicen dial indikatorer (B).

Noron saymmlari Jena-Zeis marka mikroskop ile sayisal agikhgi 1,25 olan
immersiyon objektifi kullanilarak yapildi. X ve y eksenlerindeki adimlama ise mekanik
stagemeter® (adim 6lger) ile yapildi. Adim &lger, mikroskop tablasina monte edilebilen,
her biri x ve y eksenlerindeki hareketi 10 pm hassasiyetle (Bir mikron hassasiyette olan
dial indikatorler kullamlarak hassasiyet 1 mikrona yikseltilebilir.) gosterebilen bir
sistemdir (Sekil 14). Adim 6lgerin hassasiyeti tabla mikrometrik diskiyle test edildi.
Adim olcerin dial indikatorleri yayh bir sisteme sahip olusundan dolayi, sayim
esnasinda ne kadar sapma gosterdigini belirlemek i¢in, saatlik sapmasi hesaplandi.
Tekrarlanan 6lgtimler neticesinde ortalama 0,31 pm’/saat sapma gosterdigi saptandu.

Mikroskoptaki goriintii Loewe (Japon mali) marka kamera vasitasi ile monitdre

3 Anabilim Dalimiz Ogretim iiyesi Dog. Dr. Siileyman Kaplan ve arkadaglar: tarafindan dizayn
edilmisgtir.
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nakledildi. Monitére verilen goriintliniin ¢izgisel nibai biiylitmesi yine tabla
mikrometrik disk ile dlgiilerek 3000 oldugu bulundu. Sayimda kullamlan ve gergekte bir
kenar1 20 pm olan tarafsiz sayim c¢er¢evesinin monitdr tizerindeki bir kenarinin
uzunlugu, toplam biiylitme derecesi ile garpilarak 6 cm olmasi gerektigi bulundu (20 pm
x 3000 = 60 000 pm= 6 cm) ve bir asetat {izerine ¢izilerek monitor ekranina yapistirildi.

Sayimlara kesitin monitdrdeki goriintiisiiniin daima sag alt kdsesinden bagland:
ve Once, x sonra da y ekseni boyunca adimlama yapildi. X veya y ekseni boyunca
hareket esnasinda her adimin hippokampus simirlar igine diigiip diismedigini belirlemek
icin tarafsiz sayim gergevesinin ortasina + isareti ¢izildi. Eger, + isareti hippokampus
simrlan i¢inde ise daima kesitin iist ylizeyinden baslayip alt yiizeyine dogru optik
disektér saymm kurallarina gore sayim yapildi, iginde degilse yapilmadi. Hippokampus
sinirlan i¢ine diisen her adim, disektdr partikiilii olsun veya olmasin, x ve y
koordinatlan ve kesit kalinhg ile birlikte bir tabloya yazildi. Bu adimlar noktali alan

Olgiim cetveli gibi kullanilarak kesitlerdeki toplam hippokampus izdiigiim alam

hesaplandi. Toplam izdiisim alami ile ortalama kesit kalinli ({) ¢arpimi sonucunda

hippokampus hacmi hesaplandi:

> Alan (Hp) = ) Adim sayis1 x adim alani ( 90 000 zm”)

> Hacim (Hp)= > Alan (Hp)x t
- Tarafsiz sayim gergevesinin ortasina ¢izilen + isareti hippokampus sinirlari igine
distiigi durumda asagida agiklandigr gibi optik disektor sayim kurallarina gore partikiil
sayimlan yapildi (Sekil 15).

Oncelikle goriintii alamindaki tarafsiz sayim cergevesi iginde (her hangi bir
alanda degil) ilk netlesen néron veya hiicreler arasi mesafe kriter alinarak kesitin iist
yiizeyi belirlendi ve mikrokatorun gostergesi sifirlandi.

Mikroskobun mikrovidas ile kesit iginde optik olarak ilerleyerek kesit yiizeyinin
5 pum altina inildi. Bu mesafede sayim yapilmayarak iist giivenlik kusag: olusturuldu.
Bunun ile kayip kep problemi ¢6ziildii. 5. pm’de net néron gézleniyorsa bu da sayim

dis1 birakildi (55).
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Ust ylizey 5 um 7 pm 9 um

11 ym 13 pm 15 ym 17 pym

19 pm 21 ym 23 pm 25 pm

Sekil 16: Optik disektér metoduyla sayim. Kesit st (a) ve alt ylizi (m)
ile disektor yiksekligi boyunca 2 pm aralikla optik kesitlerin (b-l)
fotografi gekilmistir. Sayimda kullanilan tarafsiz sayim cercevesinin
yasak kenarlari ve bu kenarlarin uzantilan kirmizi, serbest kenarlar ise
yesil olarak ciziimigti. Cergevenin ortasindaki (+) isareti
hippokampusa isabet etmigse o gercevede sayim yapiimigtir. Odak
diuzlemi kesit Ustinden kesite do§ru yaklasirken, dokunun net
gorildugu ilk yer kesit Ust ylizeyi (a) olarak belirlendi ve mikrokator
gostergesi sififandi. Bundan sonra kesit Gst ylizeyinden kesit igine
dogru 5 um ilerleyerek Ust guvenlik kusag: birakildi. Néron sayiminda
cekirdeklerin en genis gapli géruniimierinin oldugu seviyeler kriter olarak alindi. Cerceve igine
dusen ilk gekirdek [(kirmizi ok ile gosterilen (e)] yasak kenarla kesigtigi icin sayiimadi. Yesil ok
ile isaret edilen gekirdek (g) gcerceve icine diigmiis ve gercevenin serbest kenari ile kesigtigi igin
disektor partikiil olarak sayima dahil edilmigtir. (i)'de gézlenen gekirdek yasak kenann uzantisi
ile (j)'de gozlenen partikil ise yasak kenarla kesistigi icin sayim digi birakiimigtir. (k)'de
gozlenen yesil okla igaretli cekirdek serbest kenarla kesistigi icin sayllmistir. (l)'de disektor
yuksekliginin sonuna gelinmis ve buradan kesit alt ylizeyine kadar olan mesafe ait guvenlik
kusagi olarak birakilmistir. Net olarak en son gérilen gérintli dizlemi, kesitin alt yizeyidir.
Kesit tist ve alt yiizeyi arasindaki mesafenin (m) 33 pm oldugu &l¢iildi. Cresyl violet boyamasi.

Alt yiizey 33 um
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Bundan sonra 20 pm boyunca kesitin alt yiiziine dogru optik kesitler alarak
tarafsiz sayim cgergevesinin saymm kurallarina gore yani gergeve icine diigen veya serbest
cizgilerle kesisen fakat yasak ¢izgilerle ve onlann uzantilan ile kesismeyen néronlar
sayilds. 20. pm’de net néron goriintiisii varsa (Noron sayiminda gekirdek esas alind.
Eger ¢ekirdek en genis gapta ve net goriiniiyorsa) bu kez sayima dahil edildi.

Kesit alt yiizeyi, son olarak gézlenen (buzlu cam goriintiisiinden hemen &nceki)
netlik kriter alinarak belirlendi ve kesit kalinlif: tespit edilerek not edildi. Bu sekilde her
hayvan igin 6rmeklenen biitiin kesitlerdeki hippokampusa isabet eden biitiin adimlarda
noéron sayimlar ve kalinhik 6lgtimleri yapildi.

Neticede her hayvan igin asagidaki formiil kullanilarak hippokampusdaki toplam

1 N 1 N 1
KeOP AOP KaOP

noron sayst (N) hesaplandi: N =) 0 x

YQ: Orneklenen kesitlerde hippokampus simrlar: igine diisen disektdrlerde
say1lan noronlarin toplam sayist,

KeOP: Kesit 6rnekleme pay1,

AOP : Alan 6rnekleme payi,

KaOP :Kalinhk érnekleme payidir.
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4. BULGULAR

Caligmamizin amaci; son zamanlarda gelistirilen ve istatistiksel olarak gercek
degere yakm sonuglar veren yeni stereolojik metotlar kullanarak daha 6nce belirtilen
metotlar ile arastinlmamis bir ve yedi giinliikk civeivlerin hippokampuslarindaki toplam
noéron sayisiin hesaplanmasidir.

Verilerin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. Her birinde
beser adet erkek civciv bulunan bir ve yedi giinliik civcivlerin toplam hippokampus
noron sayilart birbiriyle karsilastirildiginda yedi giinliik civcivlerin toplam ndoron

sayilarinda azalma olmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin

olmadi@1 ( Sekil 18 ve 19) gézlendi (P>0.05).
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Sekil 17: Bir ve yedi gunlik erkek civcivlerin sag hippokampuslarinda toplam néron sayilarinin
karsitastiriimasi (P>0.05).
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Sekil 18: Bir ve yedi ginluk erkek civcivierin sag hlppokampuslannda ortalama toplam noron
saydarinin kargilagtiriimasi (P>0.05).
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Calismamizda kullamlan civcivler arasinda giin farkinin fazla olmamasi
nedeniyle her iki grubun beyinlerinin doku takip islemlerine benzer bigimde (sisme
veya bliziismeye) cevap verebilecegi diistiniilerek hacim hesaplamalart yapildi. Optik
par¢alama metodu ile ndron sayimi esnasinda kullamlan tarafsiz sayim gergevesinin
merkezine yerlestirilen bir (+) isareti ile hippokampus hacimleri hesaplandi. Adimlama
isleminde kesitlerde arastirilan dokuya isabet eden toplam nokta sayisimin (ZP) (Her bir
noktanin temsil ettigi alan 90 000 p,mz’dir) ortalama kesit kalinhgiyla ({) carpilmasiyla
bir civcivin hippokampus hacmi bulunur. Bu sekilde hesaplanan bir ve yedi giinliik
civciv hippokampuslarinin hacimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (Sekil

20 ve 21) gozlendi (P<0.01).
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Sekil 19: Bir ve yedi gunluk erkek civcivlerde toplam sa§ hippokampus hacimlerinin
karsilastinimasit.
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Sekil 20: Bir ve yedi ginlik erkek civcivlerin ortalama toplam sad hippokampus hacimlerinin
karsilagtinimasi (P<0.01).
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Her bir civciv igin hesaplanan toplam néron sayisi, hacimlerine béliinerek birim
hacimdeki ndron sayis1 bulundu (Sekil 22). Bir ve yedi giinliik erkek civcivlerin
ortalama sayisal yogunluklari birbiriyle karsilastirildiginda, sayisal yogunlugun da
hacimler arasinda gozlenen anlaml farklihigi (P<0.01) gosterdikleri gézlendi (Sekil 22

ve 23).
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Sekil 21: Bir ve yedi gunluk erkek civcivierde sayisal yogunluk (N,) degerlerinin karsilagtiriimasi
(P<0.01).
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Sekil 22: Bir ve yedi gunlik erkek civcivlerde ortalama sayisal yogunluk (N,) de§erlerinin
karsilastinimasi (P<0.01).
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Toplam noéron sayisi, hacim ve sayisal yogunluk verilerinin hesaplanmasi

esnasinda hayvanlar arasinda gozlenen varyasyon katsayilar1 Tablo-I’de verilmisgtir.

Tablo I Optik pargalama metodu ile bir ve yedi ginluk erkek civcivlerin yalmzca sag
hippokampuslarindaki toplam néron sayisi, hacimleri ve sayisa! yogunluklarinin hesaplanmasi
ve bu hesaplamalarda kullanilan parametreler.

1 GONLUK

Civciv 1 2 3 4 5

Kesit Kalinh@ (um) 39,73 34,93 33,67 37,87 35,53
Adim Araligi (um) 300 300 300 300 300
Toplam Nokta Sayist 166 209 210 192 174

h(dis) (um) 20 20 20 20 20
a(adim) (um?2) 90000 90000 90000 90000 90000
a(¢ergeve) (um?2) 400 400 400 400 400
Disektor Partikiil 441 494 490 463 512

Hata Katsayisi 0,048 0,045 0,045 0,046 0,044
1/AOP 225 225 225 225 225
1/KaQP 1,99 1,75 1,68 1,89 1,78
1/KeOP 4 4 4 4 4
Disektor Hacmi (um3) 8000 8000 8000 8000 8000
Toplam Noron Sayisi 789831 778050 740880 787563 820224
Hp hacmi(mm3) 2,3742648 |2,6281332 [2,545452 |2,6175744 |2,2255992
Nv (n6éron /mm3) 3326634 [296046,64 1291060,29 }300875,12 |368540,75
7 GUNLUK

Civciv 1 2 3 4 5

Kesit Kahnh@ (um) 41,36 41,36 34,73 39,71 37,53
Adim Aralig: (pm) 300 300 300 300 300
Toplam Nokta Sayisi 198 190 217 195 201

h(dis) (um) 20 20 20 20 20
a(adim) (um?2) 90000 90000 90000 90000 90000
a(gerceve) (um2) 400 400 400 400 400
Disektir Partikiil 396 433 485 415 445

Hata Katsayisi 0,05 0,048 0,045 0,049 0,047
1/AQP 225 225 225 225 225
1/KaOP 2,07 2,07 1,74 1,99 1,88
1/KeOP 4 4 4 4 4
Disektér Hacmi (um3) 8000 8000 8000 8000 8000
Toplam Néron Sayisi 737748 806679 759510 743265 752940
Hp hacmi(mm3) 2,9481408 |2,829024 |2,7131076 [2,787642 |2,7156708
Nv (néron /mm3) 250241,78 |285143,92 [279940,98 |266628,57 |277257,46
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Tabilo ii: Bir giinluk erkek bir civcivin sag hippokampusundaki toplam néron sayisinin bulunmasi
esnasinda gézlenen hata katsayisinin (HK) hesaplanmasi [53).

HAYVAN No:1-1

Kesit Q QiQi Qi-Qin1 Qi-Qix
1 45 2025 2745 2610

2 61 3721 3538 3904

3 58 3364 3712 2842

4 64 4096 3136 1664

5 49 2401 1274 1764

6 26 676 936 702

7 36 1296 972 864

8 27 729 648 486

9 24 576 432 360

10 18 324 270 90

11 15 225 75 75

12 5 25 25 30

13 5 25 30 10

14 6 36 12 0

15 2 4 0 0
TOPLAM: 441 A:19523 B:17805 C:15401
NOISE: 441

SROyar 5,94583 HK: 0,04794

TOPLAM,,, 446,946

% NOISE: 98,6697

SRO,, = (3.(A - Noise) -4.B + C)/240
= (3.(19523 - 441) - 4.17805 + 15401)/240 = 5,94583

Noise,, =Y Q=441

~

Toplam ,,, = Noise,, + SRO,, = 594583 + 441 = 446,946

var 446,946 - 0.04794
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Tablo Iil: Bir ginluk erkek bir civcivin sag hippokampus hacminin saptanmasi esnasinda
gozlenen hata katsayisinin (HK) hesaplanmast [53].

HAYVAN No:1-1

Kesit P P..P; P;.Piv PPy
1 20 400 © 660 480

2 33 1089 792 660

3 24 576 480 360

4 20 400 300 160

5 15 225 120 135

6 8 64 72 48

7 9 81 54 : 72

8 6 36 48 30

9 8 64 40 40

10 5 25 25 25

11 5 25 25 20

12 5 25 20 15

13 4 16 12 4

14 3 9 3 0

15 1 1 0 0
TOPLAM: 166 A: 3036 B: 2651 C: 2049
NOISE: 7,4625

SROvar 2,2109 HK: 0,0187

TOPLAM,,, 9,6734 % NOISE: 77,145

SRO,,, = (3.(A - Noise) - 4.B + C)/240
= (3.(3036--7,4625) - 4.2651 + 2049)/240 = 2,2109

Noise,,, =Y Q=7,4625

Toplam ,,, = Noise ,, + SRO,,, = 2,2109 +7,4625 = 9,6734

HK (Z P)= ﬁ()plam = = ‘/9}‘2234 =0,0187

odm W ‘dsﬁé&fnﬂ&. e R 9y A
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Tablo IV A ve B: Bir ve yedi glnlik erkek civcivlerde sag hippokampustaki toplam néron
sayilar, hippokampus hacimleri, sayisal yodunluk degerleri ve bu degerlerin ortalamalari ile
bunlarin elde edilmesi esnasinda gozienen standart sapmalar (SS), grup ici gdzlenen varyasyon
katsayilari (CV), hata katsayilari (CE) ve ortalamanin standart hata (SEM) degerleri
g6zlenmektedir.

A)

1 Ginlik  |N N-CE \4 V-CE Nv

1. Civciv 789831 0,048 2,374265 0,019 332663

2. Civciv 778050 0,045 2,628133 0,017 296047

3. Civeiv 740880 0,045 2,545452 0,015 291060

4. Civciv 787563 0,047 2,617574 0,016 300875

5. Civciv 820224 0,044 2,225599 0,017 368541
Ortalama | 783310+12749,96 | 0,046 2,47820540,08 {0,017 317837+14612,03
SS 28509,77 0,17 32673,49

Cv 0,036397 0,070193 0,1028

B)

7 Giinliikk  |N N-CE \ V-CE Nv

1. Civciv 737748 0,050 2,9491408 0,017 250242

2. Civeiv 806679 0,048 2,829024 0,017 285144

3. Civeiv 759510 0,046 2,713108 0,017 279941

4. Civciv 743265 0,049 2,787642 0,018 266629

5. Civeiv 752940 0,047 2,715671 0,015 277258
Ortalama | 760028+12256,06 | 0,048 2,798917+0,04 0,017 271843+6187,8
SS 27405,38 0,10 13834,79

Cv 0,036058 0,034775 0,050893
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5. TARTISMA VE SONUC

Bulgularimizin genel bir 6zeti agagidadir:

1. Yedi giinliik civcivlerin sag hippokampuslarinin toplam néron sayisi, bir giinkiik
civcivlerin aym hippokampuslarindan daha az sayida néron bulundurmasina
kargin aradaki fark anlaml degildi (P>0,05).

2. Yedi giinliik civcivler, biiylimelerine paralel olarak hippokampus hacimleri, bir
giinliik civeivlerin hippokampus hacimlerine gére anlamli derecede artig
gostermekteydi (P<0,01).

3. Iki grup arasinda toplam néron sayilan bakimindan anlamh bir fark
g6zlenmemesine ragmen, iki grubun hacimleri arasinda ortaya ¢ikan anlamh
farklilik, sayisal yogunluklar arasinda da anlamli bir farklilif1 netice vermesi
beklenen bir sonugtu.

4. Taramalarimiza gore daha Once civciv hippokampusundaki toplam néron
sayisim aragtiran bir ¢aliyma - Canan’in (1998) ([S3] ¢alismasi hari¢ -
yapilmadigindan sonuglarimizi dogrudan karsilagtirabilecegimiz baska verilere
rastlanamamigtir.

Kus hippokampusunun saklanan yiyecek yerlerinin [14] ve yumurta birakilan
yuvalarin hatirlanmas: [12], gb¢ yollarinin [59] ve yuva yerleskesinin &grenilmesi [7]
islemlerinde rol aldig1 bilinmektedir. Bu yorum, bdlgeyi kapsayan lezyon yahut hacim
[5, 6] karsilagtirma ¢alismalarindan ¢ikartilmaktadir. Deneysel ¢alismalar, gerek etik
acidan, gerekse yeterli sayida goniillii denek bulunamamasindan dolay: ¢ogu zaman
insan iizerinde yapilamamaktadir. Organizmadaki esas mekanizmalarin normal veya
patolojik durumlardaki isleyis bigimlerinin anlagilmasi ile ancak patolojik durumlar
tedavi edilebilirler. Yukarida belirtilen nedenlerden dolayr insanlarda bu
mekanizmalarin ¢ogu dogrudan arastirilamamaktadir. Bu ise, aragtincilan degisik
hayvan modelleri tizerinde galigarak temel mekanizmalar1 anlamaya yonlendirmektedir.
Calismamizin amaci giris boliimiinde de belirtildigi gibi, ¢ogu bolgesi memeli
hippokampusu ile homolog olan civciv hippokampusunu aragtirmaktir. Bu konunun
arastinlmasini hedefleyen ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglan Canan'in (1998) [53]
sonuglari disinda dogrudan karsilastirabilecegimiz bagka bir civciv hippokampusu

néron sayist ve hippokampus hacim ¢alismasi bulunmamaktadir. Bundan dolay:
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sonuglarimizt kuslarin bagka tiirlerinden elde edilen hippokampusun toplam néron
sayisi ve hacim sonuglan ile karsilastiracagiz. Bu yaklasimda ise karsimiza iki handikap
¢ikmaktadir. Biri yukanda belirtildigi gibi aym hayvan tiiriinde, Canan (1998) [53] 'n
calismas1 disinda bagka bir ¢aligmanin olmamasi, digeri ise farkli kus tiirlerinin
hippokampusundan elde edilen toplam noron sayisi ve hacimlerinin hesaplanmasinda
stereolojik olmayan metotlanin kullamilmasidir. Stereolojik olmayan metotlarin
kullamlmasi, aym hayvan tiirii {izerinde ¢alisilmasina karsin, arastincilarin sonuglarn
arasinda dnemli farkliliklanin ortaya ¢tkmasina neden olmaktadir (bk. Tablo V). Oysaki
son on yilik bir zaman diliminde gelistirilen tarafsiz stereolojik metotlar, etkin ve
gergek degere daha yakin sonuglar verebilmektedir. Buna karsin, kullamlan
nonstereolojik metot, ne kadar gercege yakin 6n kabullerle hesaplama yapiyorsa,
sonuglar1 o kadar gergek degere yaklasacaktir. Tablo V’den de goriilecegi gibi,
stereolojik metotlarin kullamlmadigi ¢aligmalarda, mikrotomda alinan kesitlerin kesit
kalinhiklarmn tiim kesitlerde aym oldugu; kesit i¢i varyasyonun olmadigi; aym
islemlerden gegirilen geng ve yash birey beyinlerinin aym oranda biiziisecegi; kesme ve
boyama iglemleri esnasinda kesitlerin alt ve st yiizeylerinden partikiillerin
diismeyecegi; partikil izdisimlerinin partikiillerin  bizzat kendileri olarak
sayilabilecegi; fazla sayim ile sonuglandif bilinen kare veya dikdértgen bigimli sayim
gergevelerinin fazla sayima neden olmayacaklar ve kesit kalinhgindaki artiga bagh
olarak maksimum ¢apta goézlenebilecek partikiil sayisimin artmayacag: gibi &n kabuller,
ayni hayvan grubu iizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin birbirinden
farkliifim 6nemli oranda arttirmaktadir. Ayrica keskin bir tabii sinira sahip olmayan
hippokampusun lateral smrnmn belirlenmesindeki farkliliklar da aragtiricilarin sonuglart
arasindaki farkhiliklara neden olabilmektedir [8]. Oysaki simrlarni belirgin olarak
izlenebilen yapilarda stereolojik metotlar kullanilarak aym tiir {izerinde farkl
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari ¢ogu zaman birbirine yakin olacaktir.
Yags ve tecriibenin artmasina paralel olarak hippokampus hacminin arttid1, bunun
ise bu bdlgede ndron yogunlugu ve toplam ndron sayisindaki bir artigtan kaynaklandigs
goriigii savunulmaktadir [59]. Cahismamizda kullanilan civcivlerde, yasa paralel olarak
hippokampus hacminin artis gosterdigi gozlenmesine kargin, yukanidaki arastiricilarin
gozlemlerindeki gibi, bunun sinir hiicrelerinin yogunlugu ve toplam néron sayisinin

artisindan kaynaklanmadigi gozlendi (bk. Tab]b V).
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Parafine gémiilii dokulardan alinan kesitlerden elde edilen hacim sonuglarimizi,
frozen kesitlerden hesaplanan hacim sonuglan ile karsilagtirmamiz dogru olamaz, gtinkii
parafin takip islemleri sonucunda dokular frozena gore daha fazla oranda biiziisiir.
Parafin ve frozen kesitler arasindaki biizisme farkim minimuma indirmek igin frozen
kesitlerden hesaplanan hacimlerin ~%23 oramnda azaltilmasi 6nerilmektedir [60 (Basil
ve ark., (1996) tarafindan site edilmistir.) ] [21]. Bu tarzdaki bir hesaplama degerleri
Tablo V'de verilmistir. Yukanda belirtilen yaklagim kullamilsa bile, bizim hacim
sonuglarimiz ile diger arastiricilanin sonuglari arasinda gézlenen anlamh farklhiliklarin
nedenlerini sdyle agiklayabiliriz:

1. Tiirler arasinda bulunan farkliliklar,

2. Hesaplamalarda kullanilan metotlarin farklihgi,

3. Hippokampusun lateral simirlarinin belirlenmesindeki farkhliklar,
4. Boyamalar arasindaki farkliliklar,

5. Yaglar arasindaki farkliliklar.

Kuslarda kulucka sonras: hippokampus hacminin ve sahip oldugu toplam néron
say1simin gelisim stiresi boyunca nasil bir degisim gosterdiginin anlasilmasi, bu bélge ile
ilgili yapilacak deneysel ¢alismalar igin gerekli olan temel verileri saglayacaktir. Biz de
bu galismamizla 6grenme ve iskemi arastirmalaninda gok sik kullamlan bir ve yedi
giinliik civcivlerin hippokampuslarinin arastinlmasimin uygun olacagimi diisiindiik. Bir
yapinin normal gelisiminin yeterli oranda anlagilabilmest i¢in en az dért ayn donemdeki
hayvan grubunun ¢ahgilmas: gerektigini diisinmekle beraber, yukarida da belirttigimiz
gibi bizim ve diger bir ¢ok arastiricinin 6grenme ve iskemi modellerinde kullandiklari
civcivlerin yasglan yedi giinli gegmiyordu. Bu nedenle, civcivlerde yalmzca bu iki
donemi (bir ve yedi giinlik) kapsayan bir ¢ahsma yapildi. Ancak yukanda da
belirttigimiz gibi hippokampusun gelisiminin daha iyi anlagilabilmesi igin ilave
gruplarn olmasi gerektigini diislinmekteyiz.

Gogmen, yiyecek depo eden ve yuva parazitligi gibi 6zellikleri nedeniyle
hippokampuslarini etkin bir bigimde kullanan kuslarin bu yapilarinda yeni néronlarin
yapildigi hatta bu yenilenmenin memeli hippokampusunda gézlenenden daha fazla
sayida oldugu bildirilmektedir [61]. Eger ¢aliymamizda go¢men, yuva paraziti veya
yiyecek depo etme gibi &zelliklerden birine sahip olan bir kus tiiriinii kullanmig

olsaydik, Barnea ve Nottebohm (1996)’1n sonuglarina benzer bir sonucu alabilirdik ¢!,

47



Oysa hippokampuslanni arastirdifimiz civcivler yukarida 6zellikleri belirtilen kuglar
gibi belirli bir davramsin geregi olarak hippokampuslarini kuvvetli bir bi¢imde
kullanmadiklann bilinmektedir. Clayton ve Krebs [16], yiyecek depolama o&zelligi
olmayan kuslarin bu 6zellige sahip olanlara gére yalmzca daha kiigiik hippokampus ve
daha az sayida ndron bulundurmadiklanni, aym1 zamanda daha fazla sayida apoptotik
hiicre de bulundurduklarimi saptamuglardir. Civciv hippokampusundaki toplam ndron
sayisinin  hayvan yasimn ilerlemesine bu bolgelerini  kuvvetli bir bi¢imde
kullanmamalanna bagh olarak azalmasim gosteren ¢alisma sonucumuz, Clayton ve
Krebs’in sonuglarn ile uyumluluk géstermekteydi.

Daha o6nce de belirtildigi gibi kus hippokampusunun lateral simirlannmn
belirlenmesi esnasinda arastiricilar arasinda farkliliklar ortaya g¢ikabilmektedir. Canan
(1998) [53] 7 glinliik civcivlerde ndron sayisi ve hacim hesaplamasinda (bk. Tablo V)
sistematik rastgele bigimde segtigi kesitlerde lateral simr olarak ¢alismamizda
belirledigimizden daha az bir alam hippokampus olarak almistir. Bu nedenle belirtilen
aragtiricinin hacim ve toplam néron sayisi degerleri bizim degerlerimizden daha diisiik
cikmigtir. Bu farklihik kullanilan metodun tarafliligindan degil de, g¢aligmalar arasinda
hippokampusun sinirlandirilma farklihigindan kaynaklanmaktadir.

Sonug : Bir ve yedi giinliik civeiv hippokampuslarinin toplam néron sayilan
arasinda anlamh bir farkhiligin olmadigi g6zlendi. Civcivlerin kulugkadan sonraki
gelisimleri boyunca hippokampuslarindaki toplam néron sayisimn nasil bir degisim
gosterdiginin daha iyi anlagilabilmesi igin ¢alismamizda kullandifimiz gruplara ilave

olarak en az iki grubun daha ¢aligiimas: gerektigini diistinmekteyiz.
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