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OZET

CiVCIVLERDE PASIF SAKINMANIN OGRENILMESINi TAKIBEN
DORSOLATERAL HiPPOKAMPUSTA SINAPS YOGUNLUGU VE
YUKSEKLIGININ DISEKTOR SAYIM METODUYLA HESAPLANMASI

(Elektron Mikroskobik Diizeyde Stereolojik Bir Qallsma)

Dr. Biinyami UNAL, DOKTORA TEZi

Tiim canlilar yasamlarinin ilk anindan itibaren ortaya g¢iktiklart ¢evre ile yogun bir
etkilesim igerisindedirler. Gelismiglik diizeyi ile iligkili olarak sinir sistemleri tarafindan
diizenlenen bu etkilesimlerin bir kismina tepki, bir kismina da uyum go6steren canlilar
edindikleri bilgileri yasamlarinin bir sonraki asamasinda kullanabildikleri ol¢tide basarili
olurlar.

Nasil olustugu ve nerede yerlestigt arastirilmakla birlikte uzun siireli hafizalama ile
ilgili ¢alismalarin ¢ogu, beyin korteksi ile sayisiz baglantilara sahip olmas1 yaninda limbik
sistemin diger yapilarniyla olan iligkisi nedeniyle hippokampus bolgesi {izerinde
yogunlagmaktadir. Bu giline kadar ¢esitli model hayvanlarin hippokampuslar1 gerek ortaya
koyduklar davranmigsal farkliliklar, gerek biyokimyasal ve elektrofizyolojik parametreler g6z
Oniine alinarak arastirilmis olmasina karsm, pasif sakinmanin 6grenilmesinin dorsolateral
hippokampus bolgesinin sinaps sayisal yoguniugu ve tiplerine etkisi bilinmemektedir.

Ogrenmeye bagh olarak say1 ve tipleri degistigi bilinen sinapslarin dorsolateral
hippokampus bolgesinde nasil bir degisim gosterdigi arastirildi. Bunun i¢in model hayvan
olarak yumurtadan yeni ¢ikan civcivler kullanildi. Civcivlere pasif sakinmanin $grenilmesi
egitimi uygulanmasinin ardindan 24 ve 48 saat sonra dorsolateral hippokampus bolgesinde
Ogrenmenin sinaps diizeyindeki morfolojik etkileri disektér sayim metodu kullamlarak
incelendi.

Calismada egitim, zaman, cinsiyet ve beyin hemisferleri arasindaki farkliliklar
degerlendirilerek su sonuglara ulasildi. Tum gruplarda pasif sakinmanin &grenilmesi
egitiminin sinaps sayisal yogunlugu iizerinde artirici etkisinin oldugu saptandi. Egitimle
birlikte sinapslarin toplam (spin sinaps + shaft sinaps = toplam sinaps) sayisal yogunluk
degerine en bilyilk katkimin shaft tipli sinapslardan kaynaklandigi goriildii. Zamana bagli
anlamli degisim yalmzca egitimli gruplarda gézlenirken, 6grenmeye bagh olarak beyin

hemisferleri arasinda dinamik bir asimetrinin varlig: da gbzlendi.
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Bulgularimiz, dorsolateral hippokampusun pasif sakinmanin 6grenilmesi ile ilgili bir

bélge oldugunu gostermektedir.

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Eyliil — 1999
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ABSTRACT

ESTIMATION OF NUMERICAL DENSITY AND HIGHT OF SYNAPSES
IN CHICKS FOLLOWING PASSIVE AVOIDANCE TRAINING BY
DISECTOR COUNTING METHOD

(An Electron Microscopical And Stereological Study)
Biinyami UNAL, PhD Thesis

All living organisms are in an intense relationship between their surrounding
environments. Organisms learn to react or adapt to the changes in the environment with their
nervous systems and they may be successful in their struggle as they use these acquired data
in preceding environmental events.

Studies concerning on long term storage of memories are mainly focused on
hippocampal region because of its large number of connections with other cortical areas and
remaining limbic structures but the location and mechanism of formation of memories are still
subject of debate. Although there are a lot of studies on hippocampus by using different
animal learning models and regarding behavioral, biochemical and electrophysiological
parameters, there was no study concerning the numerical density and morphology of synapses
in dorsolateral portion of chick hippocampus after passive avoidance training by using
disector counting method.

In the present study, changes in number of synapses, which had known to change
during neural activities were examined in the dorsolateral hippocampal area of the chick.
One-day old chicks used as model animals. Changes in numerical density of synapses in the
dorsolateral portion of hippocampus 24 and 48 hours after passive avoidance training were
estimated by using disector counting method.

After comparing the acquired data regarding time, sex, training and differences
between the brain hemispheres following results have been obtained: Passive avoidance
training caused a marked increase in synapse density in all groups. The major contribution to
the increase in total synapse (spin synapses + shaft synapses) density was from shaft
synapses. Time dependent significant changes were observed only in trained groups and a
dynamic asymmetry between brain hemispheres was detected due to passive avoidance

learning.
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Our overall results suggest that the dorsolateral hippocampus may be related to

passive avoidance learning in chicks.

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Eyliil — 1999
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1. GIRiS

En ilkelinden en gelismisine, tim canlilar yasamlarinin ilk amindan itibaren
ortaya ¢iktiklart c¢evre ile yogun bir etkilesim igerisindedirler. Kendi gelismislik
diizeyleri dahilinde etkilesimlerinin bir kismina uyum, bir kismma da karsi tepki
verirler. Gelismis canlilarda, sozii edilen iligskiler merkezi sinir sistemi tarafindan
diizenlenmekte ve hayat miicadelesinde onlara avantaj saglamaktadir. Etkilesim siireci
icerisinde aymi tiir olaylarla tekrar karsilastiklarinda, edinilen bilgi veya tecriibenin
avantaj haline doniigebilmesi igin bir sekilde kayit edilmeleri ve ihtiya¢ duyuldugunda
kullanilmalan gereklidir. Edinilen bilgi veya tecriibe 15181nda canlilarin degisen olaylara
gore davramiglarii diizenleme yetenekleri fen ve sosyal bilimlerin en merak uyandiran
konusu olmas1 yaninda, en ¢ok tartisilan konularin da baginda gelmektedir

Insanlik tarihi boyunca 6grenme ve edinilen bilgilerin nasil depo edildigi merak
konusu olmus ve bu konularla ilgili bir ¢gok hipotez ileri siiriilmiistiir. Bu giin bile
néronal mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamis 6grenme ve 6grenilen bilgileri kayit
etme konularinda ¢6ziimiine yonelik ¢ok sayida veri elde edilmesine karsin konu hala
tim ayrintisiyla anlagilamamistir

Bilindigi gibi en ilkelinden en gelismisine kadar tiim omurgalilar, embriyolojik
gelisimleri esnasinda longitudinal yerlesimli sinir kordonunun ucunda ii¢ belirgin
siskinlie sahip olup, bunlar 6n, orta ve arka beyin olarak adlandirilmaktadirlar.
Omurgalilar geligmislik durumuyla ilgili olarak beynin belirli bélgeleri belirli viicut
fonksiyonlarini idare etmektedirler. Viicudun motor, solunum, sindirim ve tireme gibi
fonksiyonlarim yiiriiten beyin bolgelerinin yerleri bilinmesine karsin his, zeka,
muhakeme, Ogrenme ve hafizlama gibi karmasik fonksiyonlarin hangi beyin
bélgelerinde yiiriitiildiigii kesin degildir (Noyan, 1993).

Bir kisim bilim adamlari, beyin korteksinin motor ve duyusal sahalar1 haricinde
kalan boélgelerde yalmzca belirli fonksiyonlara ayrilmis merkezlerin olmadigi, bu
alanlarin beynin &zgiill olmayan sahalann seklinde diisiintilmesi gerektigini
savunmaktadirlar. Bu yaklagim tarzina gore 6grenme ve hafizalama gibi karmasik
fonksiyonlarin beyinde belirli merkezlerinin olmadigi sdylenmekle beraber, bu
fonksiyonlarin hangi beyin yapilarinin ortak iiriinii olabilecegi arastinldiginda gesitli
duyu organlarindan gelen bilgilerin son duragimin temporal bolgedeki hippokampus

oldugu yoniindeki veriler, caligmalar1 bu bolge iizerine yogunlastirmistir (Sorra ve ark.,



1998, McBain ve Maccaferri, 1997, Halasy ve ark., 1996, Jodar ve Kaneto, 1995,
Schuman ve Madison, 1994, Fazeli, 1992).

Ogrenme ve hafizalama islemlerinin es zamanh olarak beyin korteksi, talamus,
limbik sistem ve retikiller formasyon boélgelerini ilgilendirdigi bilinmesine kargin,
noronal mekanizmalar: tam olarak aydinlatilamayan bu tiir fonksiyonlar, gesitli canlilar
tizerinde ilgili faaliyetlerle birlikte ortaya ¢ikan morfolojik, biyokimyasal,
elektrofizyolojik ve davranmigsal degisiklikler izlenerek anlasilmaya g¢alisiimaktadir.
Ogrenme ve hafizalama fonksiyonunun karmagikligina ilave olarak 6grenilen bilgilerin
bir kayit igleminin ardindan hatirlanma sekli ve siireleri de bir takim farkliliklar
icermektedir. Bazi bilgiler saniyelerle ifade edilebilecek zaman dilimlerinde akilda
tutulurken, bazilar1 yillarca korunabilmektedir. Hafiza olusum mekanizmasi ve
evrelendirilmesi ile ilgili bir ¢ok goriis ileri siiriilmesine ragmen, yaygin kani;

1.N6ronal alt yapisinda duyusal sinyallerin olusumunun ardindan, bunlarin kisa
bir siire daha duyusal alanlarda tutulmasi seklinde tarif edilen duyusal hafiza,

2.Noronal alt yapisinda sodyum pompasinin etkin oldugu 6grenilenlerin bir kag
saniyeden bir ka¢ dakikaya kadar akilda tutulabilmesi seklinde tarif edilen
kisa stireli veya primer hafiza ve

3.Noronal alt yapisinda protein sentezinin bulundugu, 6grenilen bilginin
yillarca akilda tutulabilmesi seklinde tarif edilen uzun sireli, kalict veya
sekonder hafizadir (Ng ve Gibbs, 1991).

Burada belirtilmesi gereken 6nemli bir 6zellik, olusan kisa siireli hafizanin yeni
bilgilerin gelmesiyle beraber silindigi veya gerekli oldugu durumlarda uzun siireli forma
doniistiiriildigt gergegidir (Gokhan ve Cavusoglu, 1989).

Basta belirtildigi gibi edinilen bilgi ve tecriibelerin bir anlam ifade edebilmesi
veya bir avantaj saglayabilmesi igin kolayca silinmeyecek bir kayit bi¢iminde
saklanmalar1 gerekmektedir. Beynin hangi bélgesinde gergeklestigi disinda, ne tiir bir
noronal mekanizma ile ortaya ¢iktigi gibi konular bir yana, bu tiir bir depolama
bi¢iminin bilgi ve tecriibe birikimlerinin bagka nesillere aktarilmasindaki pay: biiyiiktiir.

Calismalar; beyin korteksinin biiylik bir bolimii ve limbik sistemin temel
yapilariyla sayisiz baglantilara sahip olmasina ilaveten, hemen her tip duyusal algimnin
sonlandigi hippokampal formasyonun uzun siireli hafizayr olusturduuna isaret

etmektedir. Uzun siireli hafiza bi¢iminin ortaya ¢ikmasinda etkin oldugu diistiniilen



glutamat reseptérlerinin artan yogunlugu (Wieraszko ve Ball, 1993) yaninda, memeli
hippokampusunun homologu olarak kabul edilen kuslarin dorsomedial kortekslerinin
(Casini ve ark., 1986, Bingham ve ark., 1985) uzaysal (spatial) hafizaya gereksinim
duyan tiirlerinde (g6¢ eden, kulugka paraziti olan ve yiyecek depo eden kus tiirleri vb.)
bu tiir bir ihtiyaca sahip olmayanlara oranla fazla gelismis olmasi (Basil ve ark., 1996,
Healy ve ark., 1996, Healy ve Suhonen, 1995, Healy ve Krebs, 1993, Krebs ve ark.,
1989, Micheli, 1987), simdiye kadar ileri siiriilenleri dogrulamaktadir. Son olarak
epilepsi tedavisi i¢in bir ka¢ vakada hippokampal formasyonun ¢ikarilmasiyla beraber
hastalarin eski 6grendikleri bilgileri hatirladiklar1 halde, hemen hemen higbir yeni
bilgiyi 6grenememeleri gercegi de bu bdlgenin fonksiyonunun anlagilmasimin ne kadar
6nemli bir zorunluluk oldugunu gostermektedir (Chronister ve Hardy, 1997).
Hippokampusun uzun siireli hafiza merkezi olabilecek en uygun aday oldugu
iddialarindan sonra, bu islemler esnasinda beynin ilgili bélgelerinde ne tiir
degisikliklerin oldugunun arastirilmasiyla, ilging sonuglara ulasiimistir. Caligmalar,
sekonder veya uzun siireli hafizanin sinir sisteminin siirekli aktivasyonu sonucunda
olugmadigint gostermistir. Bunu genel anestezi, hipoksi, iskemi veya herhangi baska bir
sebeple beynin total olarak inaktive oldugu durumlarin ardindan sahsin 6nceden
biriktirdigi amlarini beyni tekrar aktif duruma geldiginde hatirlayabilmesinden
anlamaktayiz. O halde bu tiir bir kodlama sinapsiardaki fiziksel ya da kimyasal
degisikliklerden kaynaklanmali ve bu degisiklikler kalici olmalidir. Uzun siireli hafiza
ve bunun sinaptik diizeyde meydana getirdigi degisikliklerle ilgili bir ¢ok goris
olmasina ragmen, ortak kami, olusumun fiziksel temellere dayandigidir. Yapilan
calismalarla beyin korteksindeki noéron ve dendritlerin iizerlerindeki sinir
sonlanmalarinin yagla birlikte ¢ogaldigi, beyin korteksinde aktive kaybina ugrayan
bolgelerin kalinliklarinin inceldigi ve asirt aktive olan sahalarin kalinh@inin arttig
gosterilmistir (G6khan ve Cavusoglu, 1989). Son yillarda elektron mikroskobik diizeyde
yapilan degerlendirmelerde uzun ve yogun aktivasyon sonucunda pre ve postsinaptik
terminallerde ortaya ¢ikan farkhiliklar belirgin bir bicimde gosterilmigtir (Mishkin ve
Appenzeller, 1987). Biitiin bu gézlemlerden sonra beyinde amilarin tespitinin bizzat
sinapslardaki anatomik degisikliklerle sonuglandiy soylenmektedir. Yani duyu
reseptorlerinden baslaylp beyin korteksine kadar hafiza yollanindaki ndron

baglantilarina ait sinapslarda olugan degisikler, son istasyon olan korteksin duyu idrak
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merkezlerindeki sinapslarda degisiklik yaparak duyu algillamasimi hafiza haline
doniigtirmekte, daha sonra aym1 duyunun aym noronal yollari aktive etmesi ile
hatirlama miimkiin olabilmektedir (Mishkin ve Appenzeller, 1987).

Bilindigi gibi beyin, 6grenme ve bu bilgilerin kaydedilmesi sirasinda artan
noronal aktiviteye bagl olarak daha fazla miktarda enerjiye gereksinim duymakta ve bu
ihtiya¢ daha fazla glikoz kullamlarak karsilanmaktadir. Bu gercekten hareketle 6grenme
calismalarinda kullanmilan deneklere bir Ogrenme modeli uygulamasindan once
radyoaktif isaretli 2-deoksiglikoz-6 fosfat verilerek kullamima bagli artan glikoz
seviyelerinin bazi beyin bolgelerinde yogunlagtif: gdzlenmistir (Konsut ve Rose, 1984).
Beyinde ortaya ¢ikan bu farkhiliklarin 6grenmeye 6zel olup olmadigini arastirmak i¢in
uygun bir 6grenme modelinin uygulanmasi ile beraber beynin spesifik bolgelerindeki
néronal degisiklikleri géstermek gerekmektedir. Bu tiir galismalarda ya deneklerin belli
bir gorevi Ogrenmesi esnasinda bazi beyin bélgelerinde meydana gelen morfolojik,
biyokimyasal Ve elektrofizyolojik diizeydeki degisiklikler belirlenir veya néronal
aktiviteyi uyardig: bilinen bir takim biyokimyasal transmitterlerin bloklanmasi islemi
sonrasinda hayvanlarda ortaya ¢gikan davranislarin izlenmesi gereklidir (Morris ve ark.,
1988). Tiim bu islemlerin basarilmasi igin ise iyi bir deney diizenegi ile beraber uygun
bir hayvan modelinin gerekliligi kagimlmazdir. Ogrenme ile ilgili yapilan deneysel
caligmalarda bir ¢ok farkli metot ve model hayvan kullanilmasma ragmen “pasif
sakinmanin Ogrenilmesi” modeli igin civcivler gilinlimiizde yaygmn olarak tercih
edilmektedir. Ilk olarak 1969 yilinda Cherkin tarafindan fark edilip, 1977°de Gibbs ve
1987 yilinda Rose tarafindan geligtirilerek kullanilan bu modelin esasin1 kulugkadan
yeni ¢ikmig veya yeni dogmus hayvanlarin hayatlarimin ilk glinlerinde etraflarinda
bulunan objeleri rasgele bi¢imde gagalama veya yeme giidiilerinin ilerleyen zaman
icerisinde edindikleri tecriibelerle kendilerine yararli olan ve olmayan objeleri
birbirlerinden ayirt edebilme davramiglar: olusturmaktadir. Bu tiir ¢alismalarda bir ¢ok
farkli hayvan tiirtiniin kullamildig: bilinmektedir. Son yillarda “pasif sakinmanin
ogrenilmesi” (PSO) modelini uygulayan arastiricilar, kus tiirlerinden 6zellikle
civcivlerin, tarif edilen modelin gergeklestirilmesine elverisli olmalari, yumurtadan
¢iktiklarinda gelismis bir merkezi sinir sistemine sahip olmalari, hayatlarini devam
ettirebilmek i¢in kisa siirede bir ¢ok objeden kendilerine zararli olan ve olmayanlarin

ayirt etmek zorunda olmalar1 ve kemiklesmemis bir kafa tasina sahip olmalar sebebiyle



cerrahi islem ve diger manipiilasyonlarin uygulanmasinin rahathigi agisindan tercih
etmektedirler (Steele ve Stewart, 1995, Hunter ve Stewart, 1993)

Organizmanin veya organizma igerisindeki bir yapinin fonksiyonunun daha iyi
anlasilmasi i¢in yap: icerisinde cereyan eden molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik ve
genetik diizeydeki olaylarin bilinmesinin yaninda toplam say1, sayisal yogunluk, hacim,
uzunluk ve cap gibi morfolojik kriterlerin de dogru bigimde degerlendirilmeleri
gerekmektedir.

Burada konumuzla ilgili olan morfolojik kriterlerden say1 parametresinin hangi
olcim ve degerlendirme kriterleri g6z Oniline almarak dogru bir bi¢imde
degerlendirilebilecegi konusuna kisaca deginelim. Biyolojik objeler veya bunlarin
icerisinde bulunan yapilar ger¢ekte 3 boyutlu, yani uzunluk, genislik ve yiikseklige
sahip olan materyallerdir. Ciplak gézle goriilebilecek boyutlardaki objeler algilama
siirlarimiz dahilinde olduklarindan bunlarla ilgili herhangi bir boyutsal yanilma séz
konusu degildir. Incelenmek istenen objeler gérme simirlarimizin altinda olan biyolojik
materyaller ve onlarin alt elemanlarn (hiicre, ¢ekirdek vb.) ise, bunlarin optik cihazlarla
buytiltilerek algilanabilir duruma getirilmeleri gerekmektedir. Optik cihazlarin devreye
girdigi bu tiir durumlarda ise bir takim 6n hazirliklarin yapilma zorunlulugu vardir. Yani
once biyolojik yap1 alinmali, ardindan amaca uygun histolojik islemlerden gegirilmeli,
mikrotom, ya da ultramikrotom gibi ara¢lar yardimiyla 1s18a gegirgen kesitler haline
dontstiiriilmelidir. Elde edilen bu kesitler bir mikroskop altinda ya direkt ya
fotograflanarak veya monit6ér ekranindan incelenebilir. Kullanilan goriintiileme yontemi
ne olursa olsun, artik {i¢ boyutlu yapilardan alinmis olan iki boyutlu kesit gériintiileri
s6z konusu olacak, bunlar iki boyut, yani uzunluk ve genislik (x ve y eksenleri)
hakkinda arastiriciya fikir verirken, lglincii boyutlart hakkinda dogrudan bilgi
saglayamayacaktir. Elde edilen bu goériintiilerden, artik goériintii diizlemine dik olan
“derinlik” boyutu hakkinda bir yorum yapma sanst zorlasacaktir. Eger kesit alma ve
sonugta elde edilen iki boyutlu gorinti kavrami daha yakindan irdelenirse,
algilanamayan derinlik kavrami ihmalinin nasil vahim hatalara neden olabilecegini
kolayca gorebiliriz. Inceledigimiz yap: icerisinde bulunan objelerin sayis1 bulunmak
istendiginde, yapinin Kesitler haline doniistiiriilerek incelenmesi gerekmektedir. Elde
edilen kesit diizlemlerinde gergekte yapi iginde ii¢ boyutlu olarak bulunan objelerin

ancak iki boyutlu izdiistimleri goriilebilecektir. Burada, ya arastirict partikiiliin (saymak



istenilen nesne) biiyiikltigiine, kesitlerin kalinlifina, objelerin kesilme yo6nii ve doku
i¢indeki yerlesimine bagl: olarak degisebilecek iki boyutlu izdiisiimleri partikiilmiis gibi
veya bir baska yaklasimla, figlinci boyut hakkinda fikir sahibi olarak gergekten
partikiilleri sayacaktir. Histolojik ¢aligmalarin baglangicindan, yeni stereolojik
metotlarin ortaya ¢ikigina kadar olan stire bovunca kullanilan yontemlerle, bu kayip
olan derinlik bilgisinin dogrudan degerlendirilemiyor olmasinin sakincalan fark edilmis
olmasina karsin, yapici bir ¢6ziim lretilemedigi igin ya yokmus gibi varsayilarak veya
bir takim eksik diizeltme faktorleriyle, kayip verinin yeri doldurulmaya calisilmistir
(Abercrombie, 1946). Yukarida bahsedilen problemlerin ¢oziimiine yénelik daha
dnceden de bir takim pratik ¢6ziim 6nerileri sunulmasina ragmen, modern anlamda ilk
defa 1984 yilinda Sterio tarafindan gelistirilerek yeniden tarif edilen “disektér sayim
metodu” ile yapilarin iki boyutlu kesit goriintiilerinden onlarin {iglincii boyutunu anlama
ve degerlendirme imkani elde edilmistir (Sterio, 1984).

Ozetle; yukanda anlatildigi gibi morfolojik ve biyokimyasal ¢alismalar ile
civcivlerde 6grenmenin olaylandigt bolgeler tespit edilmekte ve buralarin intermediate
ve medial hiperstriatum ventrale (IMHV) (Csillag ve ark., 1994, Doubell ve Stewart,
1993, Stewart ve ark., 1992, Serrano ve ark., 1992) lobus parolfaktorius (LPO) (Szekely
ve ark., 1994, Lowdnes ve Stewart, 1994, Horn ve ark., 1985) ve hippokampus (Hp)
(Basil ve ark., 1996, Clayton, 1995a, 1995b, Healy ve ark., 1996) oldugu
savunulmaktadir. Ogrenmeyi takiben Hp’da olusan elektrofizyolojik degisikliler
(Wieraszko ve Ball, 1991) bilinmesine karsilik, burada sinaps sayisi, sayisal yogunlugu
ve morfolojisi ile ilgili nasil bir degisimin gerceklestigi bilinmemektedir. Morfometrik
calismalarda giivenilir sonuglar veren stereolojik metotlarin uygulanmas: ile, civciv
hippokampusunda §grenme sonrasi sinaps morfolojisi ve yogunlugunda nasil bir etkinin

ortaya ¢iktiinin aragtirilmasi, bu ¢aligmanin esasini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KUS ON BEYNI, BAGLANTILARI VE MEMELI BEYIN
YAPILARIYLA BENZERLIKLERIi

Uzun yillar boyunca kus 6n beyni (forebrain) yalmzca rudimenter bir kortikal

bolge olan eminentia sagittalis (Wulst) ile iyi geligmis bir korpus striatumdan olustugu

kabul edilmistir (Dubbeldam, 1991). Son yillarda bu konularla ilgilenen bilim adamlar

yaptiklan kargilagtirmali morfolojik ¢aligmalaninda; kus beynini dért ana bolgeye

aymrarak incelemektedirler.

Tablo I Kus ve memeli beyninde birbirlerinin homologu olarak kabul edilen yapilarin siniflandirilmasi.
Bu smiflandirma ilk olarak 1936 yilinda Kappers, Huber ve Crosby tarafindan yapilmis, daha sonra
Karten ve Hodos tarafindan 1967 de modifiye edilerek yeniden diizenlenmistir. (Kuenzel ve Masson,

1988)

MEMELILER

KUSLAR

[ZOKORTEKS

HIPPOKAMPUS
AMIGDALA NUKLEUSU

KORPUS STRIATUM
a. Kauda putamen
b. Globus pallidus eksternus ve Globus
pallidus internus
c. Nukleus akkumbens

EMINENTIA SAGITTALIS (WULST)

a. Hiperstriatum aksesorium (HA)

b. Hiperstriatum aksesoriumun nukleus

interkalatusu (THA)

c. Hiperstriatum interkalatum

supremum (HIS)

d. Hiperstriatum dorsale (HD)
DORSAL VENTRIKULER KABARIKLIK
(DVK)

a. Hiperstriatum ventrale (HV)

b. Neostriatum (N)

. Ektostriatum (E)
d. Nukleus bazalis (Bas)
e. Arkistriatum (Rostral parga) (A)

[¢]

HIPPOKAMPUS (Dorsomedial Kompleks)
ARKISTRIATUM (Medial ve kaudal
parga) ,
PALAEOSTRIATAL KOMPLEKS
a. Palaeostriatum augmentatum (PA)
ve Lobus parolfaktorius (LPO)
b. Palaeostriatum primitivum (PP) ve
Nukleus intrapedinkiilaris (INP)
c. Nukleus akkumbens

Bu bolgeler sirastyla;

e Memeli izokorteksinin homologu oldugu diisiiniilen, eminentia sagittalis

(Wulst) ve dorsal ventrikiiler katlant1 (DVK),



e Memeli hippokampusunun homologu oldugu diisiiniilen dorsomedial korteks
(Hippokampus),

e Memeli amigdala nukleusunun homologu oldugu diigiiniilen arkistriatal
kompleks ve

¢ Memeli korpus striatumunun homologu oldugu diisiiniilen palaeostriatal

kompleks olarak adlandirilan bélgeler seklinde ifade edilmektedir (Tablo I).

2.1.1. Memeli izokorteksinin Homologu Olarak Kabul Edilen Eminentia
Sagittalis ve Dorsal Ventrikiiler Kabarti

1953 yilinda Kallen ve arkadaslari embriyolojik olugumlarimi g6z 6niine alarak
yaptiklan ¢alismalarinda, eminentia sagittalisten dorsal ventrikiiler kabarikliga kadar
uzanan boélgenin subpallial bir yapidan ziyada pallial (kortikal karekterde) bir yapi
oldugunu ileri stirmiislerdir (Dubbeldam, 1991). Eminentia sagittalis belirgin kortikal
bir goriintiiye sahip olup, dorsalden ventrale dogru uzanan dort farkli hiicre
tabakasmdan olugsmustur. Bu tabakalar sirasiyla;

¢ Orta biiytikliikte hiicrelerle karakterize, yiizeysel bir tabaka olan hiperstriatum
aksesorium,

e Grantiiler hiicre yogunluklu olan hiperstriatum aksesoriumun nukleus
interkalatusu,

e Dagmik ve orta biiyiikliikte hiicrelere sahip olan hiperstriatum interkalatum
supremum ve

¢ Biiyiik hiicre gruplan igeren bir tabakayla karakterize olan hiperstriatum
dorsale olmak tizere simiflandiriimaktadir.

Yap1 igerisinde yer alan hiperstriatum aksesoriumun nukleus interkalatus
bolgesi; beynin kaudal pargasindan gelen gorsel bilgileri, eminentia sagittalisin rostral
par¢asindan gelen somatosensorial bilgileri ve talamik afferentleri getiren iki ayr duyu
lifini tagimaktadir (Wild, 1987b). Somatosensorial girisler, ilk olarak 1972 yilinda
Delius ve Bonnetto’nun giivercinler iizerinde yaptiklari ¢alismalarinda fark edilmistir
(Dubbeldam, 1991). Son bahsedilen bulgular 1987 yilinda Wild tarafindan daha spesifik
bilgilerin ilave edilmesiyle dogrulanmisgtir. Wild yaptig1 ¢aligmasinda, nukleus dorsalis

intermedius ventralis anterior talami (DIVA) ve intermediate ve kaudal neostriatumun



(Ni, Nc)’un gegig sahalar1 yoluyla talamik nukleus dorsolateralis posterior’a gelen
projeksiyonlar tarif etmigtir (Wild, 1987b).

Yapilan ¢aligmalarda eminentia sagittalis igerisinde yer alan hiperstriatum
interkalatum supremumun beynin kaudal bslimlerinden gelen gorsel bilgileri aldij
ifade edilmektedir. Eminentia sagittalisin bu son bahsedilen kismina gorsel Wulst adi
verilmektedir. G6rsel Wulst, retinal afferentlerin 6énemli bir hedefi olan dorsal talamik
kompleksten bilateral projeksiyonlar da almaktadir (Wild, 1987b). Kisaca bu yapi, ¢ikan
sistemlerin sonlandi1f1 ve esas olarak, i¢ telensefalonla karsilikli baglantiya sahip olmas:
sebebiyle gorsel bilgileri alan bir bolge olarak tarif edilmektedir (Dubbeldam, 1991)
Dorsal ventrikiiler kabarti terimini ilk olarak 1915°te Johnston kullanmustir.
(Dubbeldam, 1991). DVK’1n pallial bir yap1 oldugu, ilk isimlendirmeden yillar sonra
ortaya konmustur.

Ektostriatum (E) bir gorsel son istasyondur. Kaudal neostriatumdaki L sahasi,
nukleus ovoidailisten gelen girigleri almakta ve bir isitme merkezi olarak bilinmektedir
Neostriatum ve hiperstriatum ventrale bélgelerinin yogun bir bi¢imde intratelensefalik
baglantilara sahip oldugu belirtilmektedir. Bu baglamda, tiim afferent sistemlerin
fasikiilus lateralis prosensefali (FPL) boyunca telensefalona girdigi soylenmektedir
(Gamlin ve Cohen, 1986).

Arkistriatum; oksipitomezansefalik yollar vasitasiyla, ekstratelensefalik c¢ikis
sistemlerinin bilyiik bir kaynagi olarak nitelendirilmektedir. Rostal ve intermediat
arkistriatum, telensefalon igerisinde bir ¢ok hiicre gruplariyla yaptigi baglantilar
sebebiyle bir sensorimotor saha olarak kabul edilmektedir. Arkistriatumun medial ve
kaudal boliimleri talamus iizerindeki belirgin projeksiyonlara sahip olmasi nedeniyle
memeli amygdaloid kompleksin kuslardaki homologu olarak kabul edilmektedir
(Dubbeldam, 1991).

Neostriatum ve hiperstriatum ventrale ile ilgili olarak hiicre yogunlugu ve
hiicresel mimarileri goz oniine alinarak yapilan galigmalarda, bdlge daha kiigiik alt
birimlere aynlmistir ve bu yapilarin assosiasyon/koordinasyon fonksiyonlarina ilaveten,
ogrenme ve hafizalamada etkin rol istlendigi savunulmaktadir (Rehkamper ve Zilles,

1985).
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2.1.2. Memeli Hippokampusunun Homologu Olarak Kabul Edilen
Dorsomedial Kompleks (Hippokampus ve Parahippokampal Alan)

Hippokampus ve parahippokampalis (APH) adi verileﬁ yapilar, Golgi
preperasyon teknigiyle incelendiginde, buralarda graniiler ve pleksiform olmak {izere iki
farkli hiicre tabakasi belirgin bi¢imde
ayut edilmektedir. Graniiler tabakada;
piramidal, bipiramidal ve multipolar
hiicreler goriiliirken, pleksiform tabakada
yogun olarak horizontal diizlemde
yerlesmis  noronlar  bulunmaktadir
(Casini ve ark., 1986).

Sag ve sol hippokampus bélgeleri

kendi aralarinda yaptiklann  yogun

Sekil 1: Sagittal yonde alinan bir kesitteki kus baglantilara ilaveten area
hippokampusunun efferent baglanti modellerinin

sematik goriintiisit. HA: Hiperstriatum aksesorium,  parahippokampalis bolgesiyle de
HV: Hiperstriatum ventrale, N: Neostriatum, Al SN .
TSM:Traktus septomezensefalikus, CA: Komissura ~ Karsihikli bilgi alis verigini saglayacak lif
rostralis anterior, POA: Nukleus preoptikus
anterior, AS: Area septalis. DB:Fasikulus
diagonalis Broca, LMD: Lamina medullaris 1986).

dorsalis, ML: Nukleus mamillaris lateralis.

(Dubbelldam, 1991°den degistirilerek alinmigtir.) Sekil 1’de gosterildigi  gibi,

sistemlerine de sahiptir (Casini ve ark.,

hippokampus ve area parahippokampalis
olarak adlandirilan iki bélge birlikte hiperstriatum aksesorium ve Broca’min diagonal
bandindan afferentlerini alirken, efferentlerini de septal nukleus ve Broca’min diagonal
bandina géndermektedir (Wild, 1987b).

Yapilan caligmalarinda, hipotalamus ve memeli forniksinin prekommissural
parcasimnin  esdegeri oldugu diisiintlen efferent hippokampal sistem {izerinden
hippokampusa ulasan baglantilar1 gosterememelerine ragmen, Casini ve arkadaslan
1986°da yaptiklann ¢alismada lateral nukleus, mamillaris yakinlarinda kaybolan ve
hipotalamus iizerinden, bu bolgelere kadar ulasan, az sayida liflerin varhgm
gostermislerdir (Dubbeldam, 1991). Ayrica Bradley ve arkadaglan 1985°de intermediat
ve medial hiperstriatum ventrale (IMHV)’nin afferent kaynaklarimi ozetlerken,
hippokampusla olan muhtemel baglantilarindan da soz etmislerdir (Bradley ve ark.,

1985).
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Kus dorsomedial kompleksinin baglantilar1 ile memeli Hp+APH sahalarinin
karsilastiriimas: yapildiginda; birgok benzerligin varligi hemen géze ¢arpmaktadir.
Memelilerde hippokampustan gelen efferentler fornikse, hipotalamustaki mamiller
cisme, septuma ve Broca’nin bandina kadar ulagmaktadir. Hippokampal ve
parahippokampal sistemin afferentlerinin kaynagi ise medial ve lateral enthorinal
korteks, medial septal nukleus, lokus koruleus, dorsal ve medial raphe nukleusu ve
supramamillar cisimlerdir. 1984 ve 1985 yillarinda Bingham ve arkadaglan yaptiklar
calismalarda, kus dorsomedial korteksinin, cisimlerin uzaysal koordinatlarini
belirlemede vazife gérebilecegini bildirmis olup, daha sonraki ¢aligmalarda bu bilgiler

¢esitli aragtiricilar tarafindan da dogrulanmistir (Bingham ve ark., 1985).

2.1.3. Memeli Korpus Striatumunun Homologu Olarak Kabul Edilen
Palaeostriatal Kompleks

1970 yilinda Nauta ve Karten meméli ve kuslar {izerinde yaptiklan
karsilastirmali morfolojik ¢aligmalarinda; internal ve eksternal striatum olarak
nitelendirdikleri iki yap1 tarif etmislerdir. Internal striatum veya bir baska ifade ile
paleostriatal kompleks icerisinde;

e Memelilerde kaudat putameninin kuslardaki homologu oldugu diigiiniilen
palaeostriatum augmentatum ve lobus parolfaktorius (LPO),

e Memelilerdeki globus pallidus eksternusun kuslardaki homologu oldugu
diigiiniilen paleostriatum primitivum,

e Memelilerde globus pallidus internusunun kuslardaki homologu oldugu
diistiniilen nukleus intrapedinkularis ve

¢ Memelilerde nukleus akkumbensin kuslardaki homologu oldugu diisiiniilen
nukleus akkumbens adi verilen yapilar yer almaktadir (Dubbeldam, 1991).

Histokimyasal ve morfolojik bilgilerin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikan sonuglar,
memeli korpus striatumunun baglantilarinin, kuslarda homologu olan alanlarla ¢arpici
benzerlikler gosterdigini belirlemislerdir. Memeli korpus striatumunda yer alan kaudat
putamen, serebral neokorteksten ve substantia nigradan afferentler almakta,
efferentlerini ise globus pallidus ve substantia nigraya gondermektedir (Dubbeldam,

1991).
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Yapilan ¢aligmalarinda, palaeostriatal kompleks iginde yer alan LPO’nun, tek
basina neokortikalis frontalis ve hiperstriatum ventrale bélgesinden gelen liflere
ilaveten, palaeostriatum augmentatum ile birlikte dorsal talamustan yogun afferent
girigler aldigim belirlemiglerdir (Wild, 1987a). Palaeostriatal kompleks iginde yer alan
palaeostriatum augmentatum ve palaeostriatum primitivum bolgeleri afferentlerini
genellikle efferent aldig: alanlara, LPO ad1 verilen yapimun ise liflerini ansa lentikiilaris

boyunca orta beynin tegmentumuna gonderdigi belirlenmigtir (Wild, 1987a).

2.1.4. Memeli Amygdal Nukleusunun Homologu Olarak Kabul Edilen
Arkistriatal Kompleks

Arkistriatal kompleks ise;
e Memeli amygdala nukleusuna karsilik gelen arkistriatum posterior ve
arkistriatum nukleus taenia ile,
e Memeli sensori motor korteksine karsilik gelen arkistriatum anterior ve

arkistriatum intermedium ad: verilen yapilan icermektedir.

2.2. OGRENME VE HAFIZALAMA MEKANIZMALARI

Insanlik tarihi boyunca &grenme ve 6grenilen bilgilerin nasil depo edildigi hep
merak edilmistir. Bu olaylan agiklamaya yonelik bir ¢ok goriis 6ne silirlilmiistiir.
Ogrenme konusu ile ilgili yapilan ¢alismalarda bir ¢ok veri elde edilmesine ragmen,
konunun tiim ayrintist heniliz ortaya konulabilmig degildir. Bu giline kadar néronal
mekanizmalar1 anlasilamayan biling, diisiince, 6grenme ve hafiza gibi konularin temel
yapisini agiklamak biitiiniiyle miimkiin olmasa da, ilgili islemlerin olusumu sirasinda
beyinde meydana gelen morfolojik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik degisiklikler
izlenerek ¢esitli hipotezler gelistirilmistir.

Bilindigi gibi Ogrenilen bilgilerin hatirlanma dereceleri de birbirlerinden
farklhiliklar arz etmektedir. Baz: bilgilerin hatirlanma siiresi bir kag¢ saniye, bazilarinki
ise saatler, aylar ve hatta yillar siirebilmektedir. Hafiza olusum zamanlar1 g6z 6niine
almarak yapilan ¢aligmalarda, bu islemlerinin temelde ayni mekanizmalarla
gerceklestigi, ayrintida farkli yollarla beynin degisik bolgelerinde lokalize olduklart
gosterilmigtir. Arastiricilar d8renme sonrasinda noronal aktivitenin artmasina bagh
olarak, harcanan enerjinin karsilanmas: igin ilgili bolgede daha fazla glikoz kullamlmas:

gerektigi gerceginden hareketle, deneklere bir 6grenme egitiminden Once radyoaktif

RETIM KURULD
T.C. YORSSKOCRETOL o ot
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olarak isaretlemis 2- Deoksiglikoz 6 fosfat (2-DG) vererek, kullanilan artmus glikoz
seviyesine bagli, beynin bazi bolgelerinde 2-DG’un yogunlagtigini gézlemislerdir (Rose
ve Csillag, 1985).

Ik olarak 1977 yilinda Sokaloff ve arkadaslant Ggrenme ve hafizalama
konulariyla ilgili yaptiklart deneysel ¢alismalarinda; yukanda adi gecen isaretleme ve
izleme teknigini kullanarak, hayvanlara verilen egitime paralel olarak beynin bir kisim
bolgelerinde meydana gelen degisiklikleri belirlemigslerdir. Beyinde ortaya g¢ikan bu
farkliliklarin, 6grenmeye bagli olup olmadigim arastirmak ve ortaya ¢ikan bu
farkliliklarin hangi beyin bélgesinde gerceklestigini tespit etmek amaciyla, hayvanlara
egitim 6ncesi 2-DG verilerek, 13 farkli beyin bolgesini niteliksel (qualitative) ve
niceliksel (quantiative) metotlarla analiz etmislerdir. Niceliksel (qualitative) metotlarla,
ilgili beyin bolgelerinde birbirlerinden farkli olmayan sonuglara ulagmalarina ragmen,
niteliksel (quantiative) metotlarla, 4 beyin bolgesinin digerlerinden 2-DG yogunlagmasi
yoniinden anlamli farkliliklar gésterdigini saptamislardir (Rose ve Csillag, 1985). Bu
beyin bolgelerinin;

e Hiperstriatum ventrale posterior,

e Palaeostriatal kompleksin ikinci bélgesi,
e Palaeostriatum augmentatum ve

e LPO oldugu belirtilmektedir.

2.2.1. Ogrenme Modelleri

Bu giine kadar 6grenme ve hafizalama ¢aligmalarinda model hayvan olarak bir
¢ok farkls tiir ve bunlarin egitilmeleri igin ¢esitli 6grenme modelleri kullanilmastir.

Uygulanan bir 6grenme modelini takiben ilgili beyin bélgelerinde, néronal
diizeydeki degisiklikleri saptamak ve bu olusumlarin beyin i¢i lokalizasyonlarim
belirlemek i¢in uygun denek ve deney diizeneklerine ihtiyag vardir. Bu tiir
arastirmalarda iki farkli metot izlenmektedir. Bunlardan birincisi; model hayvanin
belirli bir bilgiyi 6grenmesi islemine paralel olarak farkh beyin bolgelerinde meydana
¢iktigi  disliniilen morfolojik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik diizeydeki
degisikliklerin tespit edilmesidir. Ikincisi ise noronal aktiviteyi uyardigi bilinen bir
takim biyokimyasal aracilarin bloklanmasi sonucu, hayvanlarda ortaya ¢ikan

davranislarin izlenmesi esasina dayanmaktadir (Morris ve Ark., 1988).
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Ogrenme ve hafizalama islemlerinin néronal diizeydeki mekanizmalarim anlama
amaci ile yapilan deneysel g¢aligmalarda, omurgasizlardan; sirke sinegi (drosophila
melanogester), c. elegans, omurgalilardan; kemiriciler, maymun ve kopek gibi
hayvanlar model olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir. Son yillarda ¢esitli kus tiirleri,
yumurtadan ¢iktiklarinda geligmis bir sinir sistemine sahip olmalari, kisa siirede bir gok
seyi hizli 6grenmeleri, lezyon ¢aligmalari ve ilag uygulamalarina elverisli olmalar1 gibi
sebeplerie yaygin olarak tercih edilmektedir (Horn, 1981).

Ogrenme ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda bir egitim modeli olarak

1. Imprinting (asinalik, damgalama) 6grenme modeli,
2. Pasif sakinmanin 6grenilmesi (PSO) modeli siklikla kullaniimaktadur.

Damgalama; yeni dogmus veya yeni yumurtadan ¢ikmis hayvanlarda, hayatimn ilk
glinlerinde gerceklesen lokomotor bir aktivite olarak tarif edilir. Dogal olarak var olan
bu davranig bi¢iminin bir 6grenme modeli olarak kullamilmasindaki temel mantik,
hayvanlarin hayatlarinin ilk giinlerinde gorsel olarak algilayip, alistiklar: objeler ile,
yabanci olduklar objeler arasinda tercih yapmalar esasina dayanmaktadir. Yani, gérsel
bicimde alistiklart objelere yakinlik duyma davramslart ile, digerlerinden sakinma
davramslari, bir 6grenme modeli olarak kullanilmaktadir (Horn, 1981) .

Bagta soylendigi gibi, damgalamanin olusum siirecinin temelinde objelerin
gorsel olarak 6grenilmesi ve bu sekilde depolanmas: vardir. Bu noktadan hareketle, iki
grup hayvandan ilki yumurtadan ¢iktiktan veya dogumundan itibaren her hangi bir
gérsel uyarana maruz birakilmadan yetistirilirken, digerleri belli siirelerle bir goérsel
uyarana maruz birakilmak suretiyle egitilmektedir. Bu tiir ¢alismalarda gérsel olarak bir
objeye maruz birakilan hayvanlarmm bu uygulamaya paralel bazi beyin bolgelerinde
gerceklesmesi beklenen degisiklikler, her hangi bir uyarana maruz birakilmadan
biiyiitiilen grupla karsilastiriimak suretiyle incelenmektedir (Horn, 1991). Gelistirilen bu
modelin temel prensiplerine uyularak, ¢esitli laboratuarlarda farkli uygulamalar1 degisik
hayvanlar tizerinde kullanilmaktadir.

Ik olarak 1969 yilinda Cherkin’in fark ettigi, daha sonradan 1977°de Gibbs ve
Ng, 1987 yilinda ise Rose tarafindan gelistirilerek kullamilan pasif sakinmanin
ogrenilmesi (PSO) modelini; yeni kulugkadan ¢ikmis veya yeni dogmus hayvanlarin,
hayatlarimin ilk giinlerinde etraflarinda bulunan objeleri rasgele bi¢cimde gagalamaya

veya yemeye ¢alisma giidiilerinin, ilerleyen zaman dilimi igerisinde edindikleri
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tecriibelerle, kendilerine faydali olan ve olmayan objeleri birbirlerinden ayirt edebilme
davraniglar1 olusturmaktadir.

Bu modelde; dogal olarak gagalama refleksi olan civcivlerin goriintii alanlarina
bir tel gubugun ucuna takilmis boncuk getirilerek, gagalama refleksinin olup olmadig
kontrol edildikten sonra, gagalama refleksi olanlar, bu defa irrite edici maddeye (MeA)
batinlan boncukla egitilmektedirler. Irrite edici maddeye (MeA) batirilan boncugu
gagalayip tipik sakinma reflekslerini sergileyen denekler daha sonra kendilerine sunulan
benzer objeleri gagalamaktan sakinmaktadirlar. Ogrenme galismalarinda, bu tiir bir
tecriibi bilgiyi edinen ve bundan mahrum birakilan hayvanlarin bazi beyin bolgeleri
morfolojik, biyokimyasal, ve elektrofizyolojik yonlerden karsilastirmali olarak
incelenmektedir (Rose, 1989).

2.2.2. Ogrenmeyi Takiben Beynin Bazi Bolgelerinde Meydana Gelen
Morfolojik Degisiklikler

Bilindigi gibi 6grenmeye bagli olarak beynin bir kisim bolgelerinde hangi
mekanizmayla olursa olsun néronal aktivitenin artmasi kacinilmazdir. Artan bu
aktiviteyle uyumlu olarak ilgili yerlerde enerji kullanimi artacagindan egitim Oncesi
hayvanlara radyoaktif isaretli 2-DG verilerek, postmortem beyin yapilan
autoradiografik tekniklerle izlenirse, ndronal aktivitenin yogunlastig bélgeler kolaylikla
saptanabilir.

Daha once sozii edilen 6grenme modellerinden herhangi birinin uygulanmasini
takiben, hayvanlarm IMHV ve LPO olarak adlandirilan beyin bolgelerinde diger
bolgelere gore gdze carpan anlamli farkliliklar kaydedilmistir (Doubell ve Stewart,
1993, Stewart ve ark., 1992, Serrano ve ark., 1992, Lowndes ve Stewart, 1994, Horn ve
ark., 1985). Konunun akisi igerisinde sirasiyla IMHV, LPO ve ilave olarak aragtirma
konumuz olan hippokampusta 6grenme ve hafizalama konulan ile ilgili olarak yapilan

caligmalar anlatilacaktir.

Bir Ogrenme Modeli Uygulandiktan Sonra Civciv IMHV Bélgesinde Ortaya Cikan
Morfolojik Degisiklikler ve Bu Degisikliklerin Yorumlanmasi

Ogrenme ve hafizalama ¢alismalarinda, yumurtadan yeni ¢ikmig civcivlere,

ogrenme modellerinden birisinin uygulanmasindan sonra, 6grenme, motor, duyusal ve

davranigsal merkezlerle iliskisi olan ve bunlan birbirlerine baglayan IMHV bélgelerinde
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(Bradley ve ark., 1985) ortaya ¢ikan morfolojik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik
diizeydeki degisiklikler izlenerek bunlarin 6grenme iglemi ile iligkilisi aragtirtlmustir.

Horn ve arkadaglar1 1985 yilinda yaptiklan bir §grenme modeli olan damgalama
uygulamasi sonrasinda, civciv IMHV bélgelerindeki degisiklikleri arastirmislardir. Bu
deneyde kullanilan ii¢ grup hayvandan; birinci gruptakiler; yumurtadan g¢iktiktan sonra
tamamen karanlik bir ortamda, hi¢ bir 151k uyaranina maruz birakilmadan bekletilmistir.
Ikinci gruptakiler; yumurtadan ¢iktiktan sonra 21. saate kadar karanlik ortamda
bekletilmis, bu saatten itibaren 20 dakika siireyle yanip soénen kirmizi bir 151k ortamia
alinmiglardir. Daha sonra hayvanlar ilk once bekletildikleri karanlik yere alinarak
otuzuncu saate kadar yasatilmiglardir. Uglincti grupta bulunan hayvanlar, bir
oncekilerden farkli olarak, 1s1k ortaminda 140 dakika bekletildikten sonra otuzuncu
saate kadar yasamalarina izin verilmistir. Otuzuncu saatte hayvanlarin hayatlarina son
verilip, ilgili bolgede dendritik diken (spine) ve dendritik saft sinapslarin sayisal
yogunluklar1 ile bunlann postsinaptik yogunlasma uzunluklarinda ortaya ¢ikan
degisiklikler  elektron mikroskobik diizeyde yeni stereolojik  metotlarla
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonunda 20 dakika siireyle egitilen civcivlerde,
postsinaptik yogunlasma uzunlugu, kontrol grubundakilerle karsilagtirildigi zaman, ne
sag, ne de sol IMHV bélgesinde bir farkliligin olmadig: belirlenmigtir. Buna karsin 140
dakika stireyle egitilen civcivlerin sol IMHV bdlgesinde kontrolleriyle kiyaslandiginda,
% 17.2’lik bir artis gézlenmistir. Aym aragtiricilar yukarida bahsedilen deney protokolii
dahilinde civcivleri 1, 2 ve 3 saat 151k uyaranina maruz biraktiktan sonra 46. saate kadar
karanlik bir ortama alarak bekletmislerdir. Diger grup ise, yasamlarnnin ilk dakikasindan
itibaren hicbir 151k uyaranina maruz birakilmadan 46. saate kadar karanlik bir ortamda
yasatilmiglardir. 46. saatten itibaren hayvanlar oldiiriilerek 151k uyaranina maruz
brrakilanlar ile diger gruptakilerin hem sag, hem de sol IMHV bélgesindeki diken (spin)
sinapslarin  postsinaptik yogunluklarinin uzunluklarni olg¢lilmiistiir. Bu  &lgiimler
neticesinde 1, 2 ve toplam 3 saat ayr1 ayri 151k uyaranina maruz birakilan hayvanlarda
uyaranin siiresine baglt olarak ilgili parametrenin sol IMHV bélgesinde arttig:
belirlenmistir (Horn ve ark., 1985).

Elde edilen bu veriler beraber degerlendirildiginde bir egitim uygulamasina bagh
olarak yani bir 6grenme siireci dahilinde hayvanlanin IMHV bélgesinde kontrol
gruplanyla kiyaslandiginda anlamli farkliliklarin ortaya ¢iktifi saptanmistir. Ayrica
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uyaranin siiresine bagh olarak meydana gelen farkliliklarin siddetinin artmasi gergegi,
aragtiricilara bu bolgenin 6grenme ve hafizalama ile ilgili olabilecegi yorumunu
yaptirmustir (Horn ve ark., 1985).

1993 yilinda Doubell ve Stewart yaptiklar galismada, bir giinliik civcivlere PSO
egitim modelini uyguladiktan sonra, IMHV bolgesinde ortaya ¢ikan morfolojik
farkliliklar1 analiz etmislerdir. Bu c¢alismada ilgili bolgedeki sinapslarin sayisal
yogunluklar1 esas alinarak, Slgiim ve degerlendirmeler yeni stereolojik metotlarla
yapilmustir. PSO’yti takip eden 1. ve 24. saatlerde hayvanlarin IMHV bélgelerindeki
aksospinos sinapslarin sayisal yogunlugundaki degisikliklere bakildiginda; 1.saat iginde
hayvanlarin sag IMHV bolgesinde kontrol gruplariyla kiyas edildiginde sinaps
yogunlugunda % 77’lik bir artig gozlenirken 24. saatte ne sag ne de sol IMHV
bolgesinde sinaps yogunlugunda anlamli bir farkliligin olmadigin belirlemislerdir.

Buna paralel olarak Stewart ve arkadaslar, yaptiklan bir c¢aliymada, PSO
modelini uyguladiktan 10 dakika sonra sol IMHV boélgesinde sinapslarin sayisal
yogunlugunda % 70, 60 dakika sonra sag IMHV bolgesinde kontrolleriyle kiyas
edildiginde % 77°lik bir artig oldugunu ve uygulamanin erken saatlerinde ortaya ¢ikan
bu farkliliklarin 24. saatte kayboldugunu saptamislardir (Stewart ve Lowdnes, 1992).

Elde edilen bu bulgular birlikte degerlendirildiginde; bu bolgenin &grenme ve
hafizalama isleminde 6nemli role sahip ve 6grenmeden kisa bir siire sonra ortaya ¢ikip
daha sonra kaybolan yapisal farkliliklarin, kisa stireli hafizayla ilgili oldugu sonucu

cikmaktadir.

Bir Ogrenme Modeli Oncesi ve Sonrasinda Civeiv IMHV Bilgelerine Uygulanan

Lezyonlarin Ortaya Cikarttigi Davrams Farkliliklar1 ve Bunlarin Yorumlanmasi

IMHV bélgesinde daha 6nce sozii edilen 6grenmeyle ilgili ortaya g¢ikan
hemisferik asimetriyi géstermek igin yapilan lezyon ¢aligmalarinda da oldukga ilging
sonuglara ulagilmistir. Ogrenme &ncesi ve 6grenme sonrasinda ya her iki hemisferindeki
IMHV bolgelerine veya bu bolgelerden herhangi birisine elektrokoagulatif bi¢imde
uygulanan lezyonlardan sonra hayvanlarin davraniglar izlenerek, Sekil 2°de gosterilen
sonuclar elde edilmistir (McCabe, 1991).
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(a)

i HATIRLAMA
EGITIM=—p

P BoZUKLUGU

Egitimden Sonra < 3 saat

Gegen Siire
Sol Sag Sol Sag

(b)

B HATIRLAMA ) HATIRLAMA
EGITIM— NORMAL ™ oy — BoZUKLUGU
Egitimden Sonra < 3 saat

Gegen Siire
te) HATIRLAMA HATIRLAMA
EGITIM— NORMAL > NORMAL
Egitimden Sonra < 3 saat 26. saat
Gegen Siire
(d)

" HATIRLAMA HATIRLAMA
EGITIM > NORMAL * NORMAL
Egitimden Sonra 26. saat

Gecen Siire

Sekil 2: Bir 6grenme modeli sonrasinda farkli zaman araliklarinda civeiv IMHV bolgesindeki lezyon
uygulamalarmm davranigsal etkilerinin sematik goriintiisi. (McCabe, 1991°den degistirilerek ahnmugtir).

Yapilan ¢aligmada; egitimden 3 saat sonra civcivlere uygulanan bilateral IMHV
tahribinin amnezi olusturdugu, aym kosullarda sol veya sag IMHV bolgesindeki
lezyonlarin herhangi bir bozukluga sebep olmadig1 tespit edilmistir. Sekil 2 b ve ¢ de
gorildiigii gibi; yalmz basina sol veya sa§ IMHV bolgesine uygulanan lezyonlar
hatirlama fonksiyonunda bir bozukluga sebep olmamaktadir. Egitimin ardindan sag
IMHV bolgesi tahrip edilen hayvanlarin, daha sonra sol IMHV bolgesine bir lezyon
uyguladifinda (26 saat sonra) amnezi gelismesine ragmen, digerlerinde yani sol IMHV

bolgesi tahrip edilenlerin, sag IMHV bolgesine bir lezyon uygulamasi sonrasinda,
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SOL SAL herhangi bir hatirlama bozuklugu

olusmamaktadir. Bu sonuclar, bize
Oncelikle IMHV bolgesinde
IMHV Ogrenmeyle alakali bir fonksiyonel

asimetrinin varligimi, bir bagka ifadeyle

\ sol IMHV bélgesinin pasif sakinmanin
53 ogrenilmesinde  (PSO) basat  rol

iistlendigini gostermektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak;
IMHV bbélgesinin bir bilgi depolama
yeri oldugu, morfolojik degisikliklerin
sol IMHV bolgesine 6zgli oldugu ve

Sekil 3: Edinilen bilgilerin hayvan on beyninde sag IMHV bolgesinin de bir depo gibi
zamanm ilerlemesiyle beraber ¢esitli hafiza
bicimlerine  doniigtiiriilmek  tizere  sirasiyla
nakledildigi bolgelerin gematik ¢izimi (McCabe,
1991°den alinmustir.)

islev gérmesine ragmen, sol IMHV
boélgesinden farkl sekilde hareket ettigi
savunulmaktadir (Horn ve ark., 1985).
Sekil 3’te sematize edildigi gibi gibi, arastiricilar bilgilerin 6ncelikle sol IMHV
boélgesinde depolandigini, buradan bir siire sonra sag IMHV bélgesine aktarildigini,
daha sonraki zaman dilimleri igerisinde ise bilgilerin IMHV disinda bagka bir merkeze
aktarildifim savunulmaktadir. Sekil 2b’ye tekrar bakacak olursak, once hayvanlar
egitilmis ve egitimden 3 saat sonra sag IMHV bélgesine bir lezyon uygulanmistir. Bu
durumda hayvanlar 6grendiklerini sol IMHV boélgelerinde depolayacak, sag tarafta
hasar oldugu i¢in bilgilerin buraya nakli ger¢eklesemeyecektir. Uygulamada sag IMHV
bolgesi saglam birakilmis olsaydi, sol IMHV bélgesinde lezyon olusturulacagi zamana
kadar, yani egitimden sonraki 3 saat igerisinde, bilgiler sag IMHV bolgesine
aktarilacakti. Soldan saga nakledilen bilgiler ise ilerleyen zaman igerisinde son olarak
bagka bir depolama merkezine génderilecekti. Yine gekil 2c’de goriildiigl gibi bilgiler,
dnce sol IMHV boélgesinde depolanmis, bu bélgeye 3. Saatte uygulanan lezyondan 6nce
bilgiler sag IMHV bolgesine aktariimigtir. Yani sonradan yapilan lezyonlarin, hatirlama
fonksiyonuna her hangi bir olumsuz etkisi olmamaktadir. Arastinicilar bu verilerden

hareketle sag IMHV bélgesine aktarilan bilgilerin, 26. saate kadar bagka bir merkeze
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nakledilmis olmas1 sebebiyle, bu saatten sonra saj IMHV’ye lezyon uygulamalarimn
her hangi bir etki olusturmayacag: sonucuna ulagmislardir (Davey ve ark., 1987).

Aym ¢alisma grubu bu defa hayvanlarin IMHV boélgelerine egitim 6ncesi lezyon
uygulayarak, sonuglarin incelediklerinde, sekil 4°de gdsterilen sonuglara ulasmiglardir.

(a)
Sol Sag Sol Sag

i i HATIRLAMA
1 * — BOZUKLUGU
»

™ I HATIRLAMA __,
EGITIM =" " ORMAL

(b}
Sol Sag

i HATIRLAMA __,,
- EGITIM =" "\ ORMAL

20. SAAT

Sekil 4: Bir 6grenme modeli éncesinde civciv IMHV bélgelerinde (sag- sol) uygulanan lezyonlarin
ardindan ortaya ¢ikan davramslar gosteren sematik ¢izimi. (McCabe, 1991°dan degistirilerek alinmistir.)

Sekil 4a’da gortildiigii gibi, yeni yumurtadan ¢ikan civcivlere, herhangi bir islem
yapilmadan &nce, sag IMHV bélgeleri elektrokoagulatif yolla lezyonlanarak devre disi
birakilmustir. Sag taraflar1 fonksiyon dis1 birakilan hayvanlar egitildiginde, bu islemin
Ogrenme ve hafizalama performans: ile ilgili bir bozukluga sebep olmadig
belirlenmistir. 20 saat sonra aym gruptaki hayvanlarin sol IMHV bélgeleri devre disi
birakildiginda (6nceden sag IMHV’leri lezyonlananlar), hatirlama fonksiyonlarmin
tamamen bozuldugu goriilmiistiir. Sekil 4b’de ifade edilmeye ¢alisilan denemede ise bir
dnceki uygulamanin tersi gergeklestirilerek benzer sonuglara ulagilmigtir.

Aragtiricilar, egitim Oncesi lezyon uygulama ¢aligmalarinda, sekil 4a’da.
sonuglan ifade edilen verilerin daha 6nceki galismalarla uyumlu, sekil 4b’de ifade
edilen verilerin ise daha &nceki ¢alisma sonuglariyla ters diigtiiginii fark etmislerdir.
Yani egitim Oncesi sag IMHV bolgesi devre disi birakilan hayvanlarda, bilgiler sol
IMHV bolgesinde islem gorecek, fakat sag taraf hasarli oldugundan bu alana

aktanlamayacaktir. Bu durumda sol taraf 6grenme ve hafizalama islemlerinde kritik bir
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rol istlenmis olacak, baska bir alana aktarilamayan bilgiler, buranin da devre dist
birakilmasimin ardindan silinecektir. Sekil 4b’de ifade edilen diger uygulamada egitim
Oncesi sol IMHV bélgesi devre dig1 birakilan hayvanlarin, ilgili islemleri sag taraflariyla
gergeklestirdikleri goriilmektedir. Daha Once anlatildifi gibi, edinilen bilgiler sol
IMHV’ den sag IMHV’ ye, buradan da belli zaman siiresi icerisinde bagka alanlara
aktarilmaktadir. Oysa bu son durumda, beklenenin aksine sag IMHV bdlgesinde
depolanan bilgiler baska alanlara aktarilamamistir. Yani sag tarafin devre dist
birakilmasiyla beraber hayvanlarda belirgin bir hafiza bozuklugu ortaya ¢ikmugtir.
Ortaya ¢ikan bu durumu agiklama gayesiyle yapilan ¢aligmalarda gériilmiistiir ki; sol
IMHV’nin egitim Oncesinde devre digt birakildifi durumlarda, sag IMHV sol
IMHV’min saglam kaldigi durumlardaki gibi fonksiyon gérmekte fakat depoladif:
bilgileri bagka bir yere aktaramamaktadir. Buradan sag IMHV’nn asil fonksiyonunun
sadece aldig1 bilgileri gegici bir sekilde depoladiktan sonra baska merkezlere aktarmak
oldugu sonucu gikarilmigtir (Horn ve ark., 1985, Curtis ve Stewart, 1989).

Bir Ogrenme Modeli Uygulandiktan Sonra Civciv LPO Bilgesinde Ortaya Cikan
Morfolojik Degisiklikler ve Bu Degisikliklerin Yorumlanmasi

Memelilerde kauda putamen adi verilen yapinin homologu oldugu embriyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal ¢aligmalarla kanitlanmis olan palaeostriatum augmentatum
ve LPO, hemisferlerin beyaz cevheri igerisine gémiilmiis, goreli olarak biiylk, gri bir
cevher kitlesi olarak tarif edilmektedir (Szekely ve ark., 1994, Lowdnes ve Stewart,
1994) Bilindigi gibi ekstrapiramidal motor sistemini olusturan bazal gangliyonlar,
giinliik yasam igerisinde bilinci zorlamadan yapilan bir takim kalip hareketlerin
kontroliinde gérev almaktadir. Yemek yemek, ylizmek kanat ¢irpmak, gibi dnceden
Ogrenilip sonradan otomatik olarak yapilan hareketleri diizenler. Memelilerde kauda
putamen olarak adlandirilan ve kuslarda homologu olarak bilinen LPO bélgesi ise sozii
edilen fonksiyon biitiinliigii icerisinde daha onceden Ogrenilerek yapilan bir amaca
yonelmis kapsamli faaliyetlerin planlanmasi ve diizenlenmesinde islev gérmektedir
(Lowdnes ve Stewart, 1994).

Stewart ve ark., 1992 yilinda yaptiklan ¢alismada, pasif sakinmanin grenilmesi
(PSO) egitimini takiben, bir giinliik civcivlerin LPO bolgelerinde sinapslarin sayisal
yogunlugunu stereolojik metotlarla hesaplandiklarinda; egitimden 24 saat sonra

hayvanlarin sol LPO bolgesinde %30 ve egitimden 48 saat sonra, kontrolleriyle
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kiyaslandiginda, sag ve sol LPO bolgelerinde adi gegen parametrede anlamli artiglar
oldugu gosterilmigtir. Sinapslarin igerisindeki vezikiillerin sayisal yogunlugu temel
alinarak yapilan arastirmada ise kontrolleriyle kiyas edildiginde egitimden 24 saat
sonra, sol LPO bolgelerinde % 60’11k bir artis tespit edilmistir (Stewart ve ark., 1992).
Hunter ve Stewart 1993 yilinda pasif sakinmanin 6grenilmesinden sonra civciv
LPO bolgesinde sinapslarin  sayisal yogunlugundaki artma » baghd altindaki
galismalarinda, PSO ile egitilen bir giinliik civcivlerin LPO bélgesinde sinapslarin
sayisal yogunlugunda bir artmann varligim gostermislerdir Gruplarda bulunan
hayvanlarin 1., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde hayatlarina son verilerek (egitimden sonra)
sag ve sol LPO bolgeleri incelenmek iizere ¢ikartilmistir. Daha sonra sag ve sol LPO
bolgelerindeki sinapslarin sayisal yogunluklar: ayr1 ayr stereolojik metotlardan fiziksel
disektor ile hesaplanmigtir. Calismanin baglangicindan 12. saate kadar gegen siire
icerisinde, kontrolleriyle kiyas edildiginde, egitilen hayvanlarin sinaps sayisal yogunluk
degerinde, istatistiksel olarak fazla bir anlam1 olmasa bile tedrici bir artis gdzlenmistir.
Egitimden sonra 24. saatten itibaren egitilen civcivler kontrolleriyle kiyaslandiginda, sol
LPO’larinda sinapslarin sayisal yogunlugunda (Nv syn) %31°lik bir artisin varlig tespit
edilmesine ragmen; ayni zaman diliminde sag LPO bélgesinde anlamli bir degisme
belirlenmemistir. 48. saatte ise egitilen civcivlerin sinaps sayisal yogunlugunda sol LPO
bolgesinde %10 ve sag LPO bolgesinde % 17°lik bir artma ortaya ¢ikmustir, Goriildiigii
gibi 24. saatte sol tarafta %31’lik artis 48. saatte %10 degerine gerilerken, 24. saatte
sagda anlaml bir artig yokken 48. Saatte bu deger %17’ye ¢ikmustir. Elde edilen bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde; Egitilen civcivler, kontrolleriyle kiyaslandiginda,
24. saatte sol LPO bolgesinde, 48. saatte sag LPO boélgesinde sinapslarin sayisal
yogunlugunda artma ortaya ¢ikmaktadir. Soldan saga dogru zamana bagh olarak ortaya
¢ikan bu degisikliklerin fonksiyonel bir anlami olup olmadig1 tam olarak bilinmese de,
IMHYV bélgesinde PSO’den sonra gériilen sinapslarin sayisal yogunlugundaki asimetriyi
andirmaktadir (Lowdnes ve Stewart, 1994). Bu bolgenin elde edilen verilerden uzun

siireli hafiza ile iligkili oldugu distintilmektedir.

Bir Ogrenme Modeli Uygulanmasina Bagh Olarak Civciv IMHV ve LPO
Bolgelerinde Ortaya Cikan Morfolojik Degisikliklerin Birlikte Degerlendirilmesi

Serrano ve arkadaslar1 (1992), hayvanlara PSO egitimi uygulamadan once,
hafiza islemleri ile ilgili oldugu diigtiniilen bolgelere (LPO ve IMHV), bir takim
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amnezik ajan enjekte ederek, buna bagh olarak degisen hayvan davraniglarini, kontrol

gruplartyla karsilastirmiglardir.

Tablo II :Pasif sakinmanin dgrenilmesinden (PSO) kisa bir siire snce IMHV ve LPO bélgelerine ayr1 ayri
uygulanan amnezik ajanlarin, uygulamadan 24 saat sonra ortaya ¢ikan karsilagtirmah etkileri. (Serreno ve
ark.,1992)

Hatirlama Hatirlama Hatirlama
 yiizdesi yiizdesi yiizdesi
Glutamat LPO IMHV Quabain LPO IMHYV |Emetine dozlann | LPO IMHV
dozlar (pm) dozlar1 (um) (um)
SF %89 % 84 SF %87 %84 |SF %83 % 84
35 % 78 0.02 % 65 0.75 % 72
40 % 80 0.027. %50 %39 |15 % 82
50 %77 %41  |0.035 %51 2.25 % 80
60 % 78 0.04 % 38 3.0 % 79
70 % 83 0.05 % 40 4.0 %47
45 % 73
6.0 % 61

Amnezik ajan olarak glutamat, ouabain, ve emetin’in belli dozlar1 uygulanan
hayvanlar ile serum fizyolojik (SF) uygulanan kontrol gruplan karsilagtirnlmistir. Bu
calisma ile PSO egitiminden 5 dakika 6nce uygulanan ajanlarin, 24 saat sonra
hayvanlarin  Ogretilenleri  hatirlayip  hatirlamadiklar1  temel kabul edilerek
gerceklestirilmigtir.

Tablo 2°de belirtildigi gibi, kullanilan ajanlar ayr ayri, belli doz araliklarinda
IMHYV ve LPO bolgelerine enjekte edildiginde, glutamat ve emetinin hi¢ bir dozu LPO
bolgesinde herhangi bir etki olusturmazken, aym yere uygulanan ouabainin 0.027
mikrolitrelik dozunun bile belirgin bir hatirlama bozukluguna sebep oldugu
goriilmektedir Belirtilen dozlarda bu ¢ ajandan her birinin IMHV bolgesine
uygulamas1 sonucunda anlamhi hatirlama bozukluklannin ortaya ¢iktigi ifade
edilmektedir.

Bu amnezik ajanlarin etkiledikleri bolge ve etkilesim zamani géz 6niine alinarak
yapilan analizlerde; IMHYV bolgesinde hatirlama fonksiyonu ile ilgili olarak, ouabain ve
glutamatin etkisi, SF verilen kontrolleriyle kiyaslandiginda; egitimden Once verilen
glutamatin egitimden sonra 5. dakikada, ouabain ise 10. dakikada amnezi olusturmaya
basladigr goriilmektedir. Aymi bélge igerisine, aym sartlarda enjekte edilen iki farkli
ajanin, etkin olmaya baslamalar1 arasindaki zamansal farklilik, ilaglarin degisik hafiza

evrelerini etkiledikleri yorumuna sebep olmaktadir. Bu verilerden hareketle IMHV
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bolgesinin hem kisa siireli (STM), hem de orta stireli (ITM) hafizayla iliskili bir merkez
olabilecegi iddia edilmektedir.

Deneyde uygulanan amnezik ajanlardan yalmzca ouabainin LPO bdlgesinde
etkin oldugunu goren aragtiricilar, ilag uygulamasimi takiben, bu bélgede hafiza
bozuklugunun zamanlamasini aragtirmislardir.

Egitimden o6nce LPO bdlgesine uygulanan ouabainin egitimden sonra 15.
dakikadan itibaren etkili oldugunu fark eden arastiricilar, bunun ya ayn bir hafiza
evresini veya IMHV boélgesinde baslangici olusturulan orta siireli hafizanin,
gerektiginde uzun siireli hafiza formasyonuna doniigtiiriilmek {izere aktarildigi, LPO
bolgesini etkiledigi yorumunu yapmuslardir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda deney protokollerinin, deneklerin, 6grenme
modellerinin ve sonuglar iizerinde dogrudan etkili olan tarafsiz 6lglim metotlarimin
kullanilmastyla beraber hafiza olusumu ve evreleriyle ilgili bilgiler daha belirgin hale
getirilmistir. Elde edilen bu bilgiler 1s131nda, hafiza olusum evreleri;

a. Kisa Siireli Hafiza Evresi,

b. Orta Siireli Hafiza Evresi ve

¢. Uzun Siireli Hafiza Evresi olarak belirlenmistir.

Hafiza olusumu ve evrelerinin anlasilmasina yonelik olarak. Ng ve Gibbs
(1991), daha once soziinii ettigimiz, pasif sakinmanin &grenilmesi (PSO) modelinin
oldukga degisik bir modifikasyonunu, 1 glinliik civcivlere uyguladiklarinda, hayvanlarin
hatirlama stirecinde, ikiden daha fazla belirteci kullamldiklarn ile ilgili kanitlar
bulmuglardir. Ogrenme sonrasinda kullamlan amnezik bir ajanmn etkisi ve etkileme
zamani bu ajan tarafindan etkilenen néronal islemlerin evrelerini belirlediginden, bu
caligmada, bir 6grenme modelinin uygulanmasindan sonra bilgileri alarak hafizalarina
depoladig: diistiniilen hayvanlara, hafiza olusum evrelerinin mekanizmasi ve seklini
belirlemek igin, ¢esitli farmakolojik inhibitorler verilmis ve ortaya ¢ikan davramigsal
etkiler gbzlenmistir. Buna gére:

Uzun siireli hafiza evresinin olusum mekanizmasi ve olusum siireleri: Hafiza
olusumu ve bunun evrelendirilmesi ile ilgili olarak gelistirilen bir ¢ok hipotezden en
makul olani, kalict veya uzun siireli hafizamn kodlanmasmin temelinde protein
sentezinin oldugu goriisiidiir. Bu hipotezin dogru olup olmadigin tespit etmek gayesiyle

yapilan ¢aligmalarda, bir kisim antibiyotiklerin etkin maddesi olarak bilinen protein
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sentez inhibitdrlerinin kullammina bagli olarak gelisen hafiza bozukluklar

gosterilmigtir.

Tablo III: Uzun stireli hafiza izerinde amnezi olusturan ajaniarin etkileri, etkileme bigimleri ve etkilesim
zamanlan (Ng ve Gibbs, 1991).

UYGULANAN Zaman araliklar Zamanlar (dak.) Etki mekanizmalar:

AJANLAR (dak.)

ANTIBIYOTIKLER

1-Cycloheximide 0-20. dak. 60. dak. Direkt protein sentez
inhibitérii

2-Anisomycin 0-20 dak. 60. dak. Direkt protein sentez
inhibitorii

AMINO ASITLER

1-Bir ¢ok esansiyel 0-5. dak. 60. dak. Indirekt protein sentez

olmayan aminoasit inhibitorii.

ANTIKORLAR

1 Polyclonal asitler 0-10. dak. 60. dak. THY-1 molekiillerinin
bloklanmasiyla

2-Monoclonal asitler 0-10. dak. 60. dak. THY-1 molekiillerinin
bloklanmasiyla

3-Saflastiriimis IgG 0-10. dak. 60. dak. THY-1 molekiillerinin
bloklanmasiyla

Tablo 3’de ifade edildigi gibi antibiyotiklerin etkileme sekli ne olursa olsun bu
tiir ajanlarin kullanimina bagl olarak, hayvan davramislarinda zamansal uyumlu olarak
vuku bulan degisikliklerin varligi, hafiza olusumunda ¢oklu evrelerin varlifina igaret
etmektedir. Ornegin anisomycin veya cycloheximide gibi protein sentez inhibitorlerinin
ogrenmeden sonra 0 ile 20. dakikalar arasinda hayvanlara intrakranial olarak verilmesi
neticesinde, egitimden 60 dakika sonra belirgin bir amnezi olusturmakta, ayni ilaglar
yukarida bahsedilen siireler digindaki zamanlarda uygulanirsa anlamli bir etkileri
gozlenmektedir. Elde edilen sonuglar, ilgili bolgelerin protein sentez inhibitérlerine belli
zamanlarda duyarli olundugunu géstermektedir.

Orta siireli hafiza evresinin olusum mekanizmasi ve olusum siireleri: Orta
siireli hafiza uzun siireli hafiza olusumundan Onceki bir ara evre olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu evrenin olusum asamasinda sodyum
pompasinin etkin oldugu ve sodyum pompa inhibitdrlerinin kullanimina bagh olarak,
kayit islemlerinin bozuldugu belirlenmistir.

Tablo 4’te gosterildigi gibi sodyum pompa inhibitorleri olarak bilinen ouabain
ve ethacrynic asitin hayvanlara bir 6grenme islemini takip eden 0 ile 5. dakikalar
arasinda intrakranial olarak uygulanmas: sonucunda, 20. dakikadan sonraki zamanlarda

belirgin bir hatirlama bozukluguna sebep olmasi, adi gegen bu evrenin kullanilan bu



26

ajanlara belli zamanlarda duyarli oldugunu géstermektedir. Orta siireli hafiza evresi igin
yapilan yorumlarda, 6grenmeden sonraki 0 ila 10. dakikada olustugu, 20 dakikadan 60.
dakikaya kadar geri ¢agrilabilecegi s6ylenmektedir. Bununla beraber ouabainin amnezik
etkisinin bir antikonviilsan olan dipheniylhydantoinin subkutenoz enjeksiyonu sonucu
hayvanlarda Na™ / K™ ATPase aktivitesinin stimiile edilmesiyle énleniyor olmas: da

teoriyi desteklemektedir.

Tablo IV Orta siireli hafiza tizerinde amnezi olusturan ajanlarin etkileri, etkileme bigimleri ve etkilesim
zamanlar1 (Ng ve Gibbs, 1991).

UYGULANAN Zaman arahklan Zamanlar (dak.) Etki mekanizmalar

AJANLAR (dak.)

Ouabain 0-5. Dak. 20. Dak. Sodyum pompasinint inhibe
edilmesi yoluyla

Ethacrynic asit 0-5. Dak. 20. Dak. Sodyum pompasinin inhibe
edilmesi yoluyla

2,4 Dinitrophenol 5-25. Dak. 5. Dak. ATP sentezinin inhibe edilmesi
yoluyla

Kisa siireli hafiza evresinin olusum mekanizmasi ve olusum siireleri:

Ogrenmeyi takip eden 10. dakikaya kadar hatirlamanin normal seviyesinin mevcudiyeti
ve bu zaman aralifinda depo merkezinin sodyum pompa inhibitérlerine duyarli
olmamasi, hafizanin simdiye kadar bahsedilenlerden daha erken olusan bir evresini ima

etmektedir.

Tablo V: Kisa siireli hafiza {izerinde amnezi olusturan aianlarin etkileri, etkileme bigimleri ve etkilesim

zamanlar1 (Ng ve Gibbs, 1991).

UYGULANAN Zaman araliklann | Zamanlar Etki mekanizmalar:

AJANLAR (dak.) (dak.)

1- 1-2 mM KCL 0-2.5 dak. 5. dak. K" konsantrasyonunu etkileyerek néronlarin
depolarize edilmesi yolu ile

2-154 mM KCL | 0-2.5. dak. 5. dak. K" konsantrasyonunu etkileyerek néronlarin
depolarize edilmesi yolu ile

3- Monosodyum 0-2.5. dak. 5. dak. K" konsantrasyonunu etkileyerek noronlarin

lutamat depolarize edilmesi yolu ile

Lanthanium klorid |0-2.5. dak. 5. dak. Kalsiyum kanallarmi bloklanmasi yolu ile

néronlarin depolarize edilmesi ile

Yapilan ¢alismalarda 6grenmeyi takiben 0 ile 2.5. dakika icerisinde intrakranial

olarak verilen néronal depolarizan ajanlarin, 6grenmeyi takip eden 5. dakikadan itibaren

hafiza bozukluguna sebep oldugu gésterilmistir (Tablo 5).
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2.3. HIPPOKAMPAL FORMASYON VE BU BOLGEDE OGRENME ILE
ILGILI YAPILAN CALISMALAR

Kus hippokampal formasyonu hem topografik isimlendirme, hem de gelisimsel
kéken yoniinden memeli hippokampal sisteminin bir homologu olarak kabul edilmistir
(Dubbeldam, 1991). Daha onceki boliimlerde sozii edilen benzerlikler disinda
fonksiyonel acidan &zellikle mekansal (uzaysal) hafizanin olusumunda kus tiirleri ve
memeliler arasinda sagirtict ortak ozellikler s6z konusudur. Son yillarda kus
hippokampal sistemiyle ilgili yapilan galigmalarda, bélgenin morfolojik yapisinin
ayrintilarinin  belirlenmesi, yapiyr olusturan bilesenlerin tespiti ve bu yapilarn
memelilerin ilgili bélgeleriyle benzerliklerini ortaya koymak amaciyla, hiicresel mimari
(Montagnese ve ark., 1996) ve immiinositokimyasal (Krebs ve ark., 1991) kriterler g6z
Oniine alinarak bir ¢ok ¢alisma yapilmgtir.

1996°da Szekely ve Krebs kus hippokampal kompleksinin alt birimlerini, ilgili
yapinin efferent baglantilarini izleyerek tespit etmislerdir. Bu ¢alismada model hayvan
Zebra ispinozunda (Taenopygia guttata) hippokampal sistemin efferent baglantilari, her
iki cinsiyetten 13-16 gr agirhiginda 16 adet hayvana iontoforetik enjeksiyon yoluyla
phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHAL) verilmesi suretiyle anterograd néron izleme
metoduyla belirlenmistir. Zebra ispinozlariyla (Taenopygia guttata) ilgili herhangi bir
stereotaksik atlasin bulunmamasi sebebiyle uygulamalar tecriibi (empirik) olarak
hippokampal formasyonun en genis sekliyle bulundugu rostrokaudal bolgenin merkezi
referans almarak gergeklestirilmistir. Kus hippokampal formasyonu gesitli aragtiricilar
tarafindan degisik tarzlarda alt birimlere ayrilmasina ragmen son yillarda histokimyasal
ve hiicresel mimari kriterleri gbz Oniine alinarak yapilan ¢aligmalarda hippokampus;
dorsomedial, dorsolateral ve ventral hippokampus bolgeleri bigiminde alt bolgelere
ayrilmaktadir (Szekely ve Krebs, 1996) (Sekil 5).

Ilgili ¢aliymada da yukarida bahsedilen simiflama esas alinarak yani dorsomedial,
dorsolateral ve ventral hippokampus bolgelerinden her birine PHAL maddesi enjekte
edildikten sonra bu maddenin etkisine bagh olarak gériiniir duruma gelen hippokampal
formasyonun kendi iginde (internal) ve diger on beyin bolgeleriyle (eksternal) yaptig:
efferent baglantilar ortaya ¢ikartilmistir. Belirlenen bu baglantilarin dogru olup
olmadigim hiperstriatum aksesorium ve medial hiperstriatum ventrale bolgesine PHAL

maddesi enjekte edilerek kontrol edilmistir
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2.3.1. Dorsolateral Hippokampus Bilgesine Yapilan PHAL Uygulamasi
Sonrasmda Ortaya Cikan Efferent Baglantilar

Internal Efferent Baglantilar: Dorsolateral hippokampus bolgesi daha 6nceki
calismalarda ¢esitli aragtiricilar tarafindan parahippokampal alan olarak nitelenen
boélgenin lateral tarafina karsilik gelmektedir. Noron izleme metoduyla yapilan bu ve
benzer ¢alismalarda hippokampusun dorsolateral bolgesinin hippokampal formasyon
dahilinde yapti§1 (internal) efferent baglantilarim1 ventral hippokampus bdolgesine
gonderdigi, buna karsilik medial hippokampus boélgesinde bu néronlarin izine
rastlanmadig gozlenmistir (Sekil 5 B).

Eksternal Efferent Baglantilar: Dorsolateral hippokampus bdlgesinin
eksternal baglantilarimin iki ana demet halinde ilerledigi gériilmiistiir. PHAL akson
demetlerinden birisinin; hippokampal hiperstriatal smir yoluyla sol hippokampusun
lateraline, digerinin ise septohippokampal baglant1 karsisindaki ventral bolgeye ulastig
belirtilmektedir.

Bu iki demetten ilki olan lateral lifler, bir rostral, bir de kaudal_oryantasyonda
yerlesim gostermekte ve lateral liflerin rostral aksonlari, hiperstriatum aksesoriuma
ilaveten lamina frontalis siiperiorla birlikte hiperstriatum ventralenin dorsal taraf ile
hiperstriatum dorsalenin ventral tarafinca olusturulan laminar bir kompleks boyunca
yayilmaktadir Lateral liflerin kaudal aksonlar ise; dorsal ve lateral kortikal sahalara
ilerledikten sonra buradan arkistriatum posterior igindeki terminalleri yoluyla fronto
arkistriatum traktusuna katilmaktadirlar.

Ana demetlerden ikincisi olan ventral lifler once lateral septal nukleusa
ulagmakta, oradan rostrale kivrilmak suretiyle ikiye ayrlarak Broca’min diagonal
bandinin nukleusunun innervasyonu yaptiktan sonra tuberkulum olfaktorum ve preoptik
alanlarin daha kaudal kisimlarinda bulunan lobus parolfaktorusun rostomedial ve
ventral tarafina ulagmaktadir. Bu kaudal oryantasyonlu parga ikiden daha fazla sayida
lif vermektedir. Bu liflerden bir tanesi ventral paleostriatumu igine alan daha derin
paleostriatal bolgelerde ilerledikten sonra nukleus taeniae ve arkistriatumdaki
terminalleriyle traktus oksipitomezensefalonun olusumuna katilmaktadir. Bu bdlgenin
diger sinir lifleri; stratum sellulare eksternum ve medial periventrikiiler hipotalamusa
uzanan fasikulus prosensephali ve traktus oksipitomezensefalikus yoluyla medial

diansefalonda devam etmektedir. Dorsolateral hippokampusun eksternal efferent
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liflerinin biiyiik bir ¢cogunlugu (%90) ipsilateral olmasina karsn, arkistriatal kompleksin
kontrolateralinin ventral pozisyonunda da uzantilarina rastlandify savunulmaktadir
(Szekely ve Krebs, 1996).

2.3.2. Dorsomedial Hippokampus Bilgesine Yapilan PHAL Uygulamasi
Sonrasinda Ortaya Cikan Efferent Baglantilar

Dorsomedial hippokampus olarak kabul edilen bélge daha 6nceki ¢alismalarin
¢ogunda tarif edilmemis olmasina ragmen, yapilan bir ¢aligmada, alan 4 ve alan 6 olarak
tarif edilen bolgelere karsilik gelmektedir (Ericsen ve ark., 1991). Ayrica ¢inko
emdirme metoduyla gerceklestirilen bir ¢alijmada da buna benzer bir alan tarif
edilmektedir (Montagnese ve ark., 1993).

Néron izleme galismalan ile dorsomedial hippokampus bélgesinde ortaya ¢ikan
biitiin projeksiyonlarin ipsilateral tarafta oldugu bildirilmektedir Bu c¢aligmada
hippokampusun dorsolateral ve ventral alt boliimlerine ilaveten septumun dorsal ve
lateral ventrikiiliin hiperstriatum aksesoriumdan olusan dorsal duvart boyunca ince bir
bant halinde PHAL akson terminalleri izlenmistir (Szekely ve Krebs, 1996) (Sekil 5 A).

2.3.3. Ventral Hippokampus Bélgesine PHAL Uygulamas1 Sonrasinda
Ortaya Cikan Efferent Baglantilar

Ventral hippokampus bélgesi daha 6nceki ¢aligmalarda hippokampus olarak tarif
edilen alan ile (Szekely ve Krebs., 1996), alan 1, 2 ve alan 3 olarak adlandirilan sahalara
karsilik gelmektedir (Ericsen ve ark., 1991) Noron izleme ¢alismalar1 sonunda ventral
hippokampus bdlgesinin projeksiyon liflerinin tiimiiniin dorsolateral sahalara yayildig
ve bu liflere dorsomedial bolgelerde rastlanmadig belirtilmektedir (Szekely ve Krebs.,
1996).

Isaretlenmis liflerin septohippokampal baglant1 boyunca gegtigi ve medial septal
nukleusa ugradiktan sonra gardaklasarak kommissura palli vasitasiyla kontralateral
septuma yayildig1 ifade edilmektedir (Szekely ve Krebs, 1996) (Sekil 5 C).

Yukarida s6zii edilen ti¢ farkli hippokampus alanina PHAL uygulanmas: sonrast
gozlenen isaretlenmis efferent aksonlarinin kontrolleri, hippokampal kompleksle yakin
yerlesimde bulunan hiperstriatum aksesorium ve hiperstriatum ventrale bolgelerine aym

islemlerin uygulanmasi ile gergeklestirilmistir. Hiperstriatum aksesorium ile
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hiperstriatum ventralenin efferent projeksiyonlar1 hippokampusun baglantilan ile

ortiigtiigii icin boyle bir yol tercih edilmisgtir.

Sekil 5 Zebra ispinozu hippokampusun dorsomedial (DM), dorsolateral (DL) ve ventral (V) bélgelerine
PHAL uygulamasi sonrasinda ortaya gikan projeksiyonlarin sematize goriintiisii. NEO: Neokorteks, v:
Ventrikitl, PA: Palacostriatum augmentatum, FA: Traktus fronto arkistriatikus, FPL: Fasikillus diagonalis
Broka, PVT: Palacostriatum ventrale, HV: Hiperstriatum ventrale, HA: Hiperstriatum aksesorium , lmd:
Lamina medullaris dorsalis, Ifs: Lamina frontalis siiperior. (Szekely ve Krebs, 1996’dan degistirilerek
alinmistir)

2.3.4. Kus Hippokampusunun Parselasyonu

Geleneksel olarak hippokampal yapilarin belirlenmesinde standart histolojik
boyama (Nissl boyamasi), enzim histokimyasi (AchE) ve emdirme (Golgi) teknikleri
kullanilmaktadir.

Bu konuda yapiy1 olusturan hiicre kiimelerinin mimarisel 6zellikleri géz 6niine
almarak yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikan farkliliklar esas almarak bir takim
parselasyonlarin yapildiga dikkati ¢ekmektedir (Rehkamper ve ark., 1991). Son yillarda
immunohistokimyasal yaklagimlarin hizl bir bigimde bu tiir aragtirmalarda kullamlmas:
alt boliimlerin daha saglikli sekilde belirlenmesine olanak vermistir. Boylece benzer
kimyasal yapilardan olusan hiicrelerin morfolojik sinirlart netlestirilmistir (Giintiirkiin
ve Karten, 1991).

Yukarida anlatilan bilgilere gore, hippokampusun efferentleri goz Oniine
alindiginda, bélgenin {i¢ alt boliimde incelenebilecegi sonucuna ulagilmistir. Szekely ve
Krebs (1996) (Sekil 6 C) tarafindan elde edilen sonuglar, genis dlglide Karten ve
Hodos’un (1967) (Sekil 6 A) ve Erichhsen ve ark., (1991) yaptiklan calismalarin
sonuclariyla uyumlu goziikmektedir (Sekil 6 B). Sekil 6 C’de gosterildigi gibi
dorsolateral (DL) hippokampus olarak isimlendirilen bélge area parahippokampal bolge
(APH) olarak adlandirilan yapinmn lateraline (Sekil 6 A) veya alan 6 ve alan 3 olarak
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adlandinnlan yapmin lateral pargasina denk dismektedir (Sekil 6 B). Ayrica Golgi
emdirme teknigini kullanarak yapilan ¢aligmada APH olarak siurlar belirlenen sahanin
dorsolateral alana denk diistiigii gériilmektedir (Montagnese ve ark., 1996).

Dorsomedial (DM) alt bolim olarak adlandirilan (Szekely ve Krebs, 1996)
(Sekil 6 C) bolgenin baglantilar1 ve simrlani bu konularla ilgili yapilan diger
calismalarda pek bahsedilmese de Ericson ve arkadaslarinin (1991) yaptiklar: ¢aligmada
alan 4’tin dorsomedial parcas1 ve alan 5 olarak tarif edilen bélgeye denk diistiigii
goriilmektedir (Sekil 6 B). Bunlara ilave olarak Montagnese ve ark. ¢inko emdirme
teknigiyle 1993 yilinda yaptiklan ¢alismada adi gegen alt boliimii kressent bir alan
olarak tamimlamis ve kullandiklari teknikten sonra dorsomedial bir alt boliimiin arta
kaldigim belirlemislerdir (Montagnese ve ark., 1993a).

Ventral (V) alt b6lim olarak adlandirilan (Sekil 6 C) bolge (Szekely ve Krebs,
1996) Karten ve Hodos (1967) tarafindan hippokampus olarak nitelenen alan (Sekil 6

aym alani iggal ettigi goriilmektedir.

B) veya Ericson ve arkadaslariin (1991) tarif ettigi alan 1, 2 ve 3’{in medial tarafiyla
7

% /
APH 5 ] DL DM
Hp b
Vv
A B C
2

Sekil 6: Kus hippokampusun ait béliimlerinin degisik aragtiricilara gére parselasyonu (Szekely ve ark.,
1996).

A. Karten ve Hodos’un 1967 yilinda giivercinler iizerinde yaptiklar1 calismaya gére kus
hippokampusunun parselasyonu. Hp: Hippokampus, APH: Area parahippokampalis

B. Erichsen ve ark., 1991 yilinda giivercinler iizerinde yaptiklar calismaya gore kus
hippokampusunun parselasyonu.

C. Szekely ve Krebs., 1996 yilinda zebra Ispinozlarda yaptiklan ¢alismaya gére kus
hippokampusunun parselasyonu.: Dorsolateral: DL, Dorsomedial: DM, Ventral: V

(Szekely ve arkadaglar1 1996’dan degistirilerek alinmagtir).
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Simdiye kadar referans ve bulgularimi verdigimiz ¢alismalarda tarif edildigi gibi;
oticti kuslanin hippokampuslarindan ¢ikan projeksiyonlar, memeli hippokampal
kompleksinin efferent baglantilarina temelde benzerlik gostermektedir. Onemli bir
husus; 6tiicti kuslar ile memelilerin her ikisinde de septal kompleksle iliskide olan
hippokampal efferentlerin bir medial ve lateral topografik organizasyona sahip
olmalaridir. Daha agik bir ifade ile, her iki tlirde ventral parcadan ayrilan aksonlar
(septohippokampal birlesme yerine dogru) medial septumda sonlanirken, daha dorsal ve
lateral bolgelerden gelen fibriller (hippokampal-hiperstriatal bélgelerin birlesme yerine
dogru) lateral septumda sonlanmaktadir. Kus hippokampusunun dorsomedial,
dorsolateral ve ventral olarak adlandirilan, alt boliimlerin her birini memeli
hippokampusunda daha oOnceden tarif edilen ilgili bolgeler ile karsilagtirmak
miimkiindiir. Yukarida belirtilen 6zellikler dikkate alindiginda:

1. Kuslarda dorsolateral hippokampus bolgesi bazal gangliyonlara, limbik
arkistriatuma, nukleus septalis lateralisdeki septal kompleks ve fasikulus
diagonalis Broka’ya ve paraksiyal mezodiensefalik merkezlere uzanan ana
projeksiyonlar ile, memeli subikulumuyla 6zdeslestirilebilir (Amaral, 1993).
Szekely ve Krebs (1996) calismalarindan elde edilen bulgular, giivercin
hippokampal sisteminde yapilan ¢aligma sonuglariyla da uyumludur (Casini ve
ark., 1986).

2. Kuslarda ventral hippokampus olarak nitelenen (Szekely ve Krebs, 1996),
b6lgenin  kontralateral  hippokampus tzerinde olusan komissural
projeksiyonlar1 g6z Oniine alindiginda biiylik bir olasilikla memelilerdeki
ammon boynuzunun izdisimtdir (Casini ve ark., 1986). Aym sonug
Montagnese ve arkadaslar1 tarafindan (1996) Golgi emdirme tekniginin
kullanilmas1 ve bu alanlarda mevcut piramidal hippokampal ndron
morfolojilerin tanimlanmastyla da dogrulanmigtir.

3. Bu tiir ¢alismalarda en biiyiik problem, memeli hippokampal sisteminde bilinen
bir alt béliimle, kuslardaki dorsomedial hippokampus olarak nitelenen bolge
arasinda bir paralellik kurma cabalandir. Casini ve ark., (1986) daha yogun
néron izleyicilerinin kullanilmasina bagh olarak, degisik tanimlamalarla bdyle
bir alt boliimiin varlidina isaret etmislerse de, heniiz spesifik bir kural ortaya

konulmug degildir. Dorsomedial bélgenin kendi i¢ baglantilar esas alindiginda,
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bu bélgenin gyrus dentatusun esdegeri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu
saha Ericsen ve arkadaglarimin alan 4 ve alan 5 olarak tarif ettikleri bélgelerle

de ortiismektedir (Ericsen ve ark., 1991).

2.3.5. Kus Hippokampusunun Histolojisi

Nissl ve Kliiver-Barrera tekniklerine gére boyanmus telensefalik dorsomedial
korteksin dilimlerinin epandimal epitelin istlinde iki ana tabakaya ayrildig
belirtilmekte, bunlar pleksiform ve graniiler tabaka olarak isimlendirilmektedir. Ayrica
graniiler tabakanin alt tarafiyla ependimal epitelin hemen iizerinde ince bir
periventriikiiler alt tabakalasmanin varligi da goze carpmaktadir (Sekil 7). Bu
simiflamaya gore;

Pleksiform Tabaka: Temel olarak miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinden
olusmaktadir. Pleksiform tabakadaki sinir hiicrelerinin sekilleri fusiform olup,
hippokampusun dorsal kisimlarinda kalinlig1 azalan, diger yerlerde olduk¢a kalinlagan
bir karakter sergilemektedir.

Graniiler Tabaka: Bu tabaka, kortikal parankimanin ortasinda olup biiyiik bir
alam1 isgal etmektedir. Yap: igerisinde dagiuik dagilim gosteren ve izole hiicre
govdelerine rastlanmaktadir.

Periventrikiiler Tabaka: Bu alt tabaka, noronal hiicre gdvdesi ve sinir
liflerinden fakir, ince bir katmandir (Molla ve ark., 1986).

S6zii edilen bu tabakalarda farkli morfolojik 6zellikte 6 hiicre tipi belirlenmistir.

Bunlar;

Horizontal N&ronlar (HN),

Kisa Aksonlu Multipolar Néronlar (MN-1),

Uzun Aksonlu Multipolar Néronlar (MN-2),

Piramidal Noronlar (PN),

Bipiramidal Noronlar (BN) ve

Periventrikiiler Néronlar (PvN) olarak adlandmlmaktadlr.(Molla ve ark., 1986)

Horizontal Nironlar (HN): Bu tip néronlarin hepsinin dorsomedial korteks

AN A o e

boyunca, pleksiform tabakada yerlestikleri gériilmistiir. Dendritik aga¢ kaba bir bakisla
bipolar goriilmesine ragmen, ayrintida diskoid veya hemisferik sekillidir. Dendritlerin
biiyiik bir ¢ogunlugunun beyin ylizeyine paralel seyrettikleri, az bir kisminn da
graniiler tabakaya dogru inme egiliminde olduklar1 ve ¢aplar1 200-250 mikrometre
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arasinda degisen 5-10 ana kokten

olustuklar1  belirlenmistir.  N&ron

aksonlarinin, baslangi¢larinda,
Pleksiform
Tabaka pleksiform tabaka boyunca beyin
Graniller ylizeyine paralel seyir izledikten sonra,
Tabaka
e graniiler bélgeye dogru bir ilerleme
Periventrikiiler . . . .
Tabaka gosterdikleri tespit edilmistir.

. o . ) ) Kisa Aksonlu Multipolar
Sekil 7 Erigkin civcivlerin beyin hemisferlerinden
transvers yonde kesilen dilim ve dorsomedial Noéromlar (MN-1): Bu néronlar

korteksten alinan parganin tabakalarimin sematize . . .
gorintiist. (Molla ve arkadaglart  1986’dan dorsomedial korteksin graniiler

degistirilerek ¢izilmistir). tabakast boyunca dorsal ve medial
bolgelerde yerlesmislerdir. Dendritik aga¢ kabaca yuvarlak sekilli bir yildiz
goriinimiinde olup, ¢aplart 200-250 mikrometre ve 3-7 ana daldan meydana
gelmektedir. Bu noronlarin aksonlart kisa ve dendritik aga¢ etrafinda ¢ok sayida
kollateral veren bir 6zellige sahiptirler.

Uzun Aksonlu Multipolar Néronlar (MN-2): Bu ndronlar 6zellikle yapinin
dorsal kisimlarinda olmak {izere biitiin graniiler tabaka boyunca yerlesim
gostermektedir. Dendritik agag¢ tipik bigimde yildizims: karakterde, c¢aplari oldukga
degiskenlik gosteren (en fazla 350 mikron) 5-10 ana daldan meydana gelmektedir.
Aksonlar olduk¢a uzun ve dorsomedial korteksin graniiler tabakasi boyunca lateral
kisimlara kadar ilerlemekte ilaveten dendritik aga¢ etrafinda kisa kollaterallerde
vermektedir.

Piramidal Néronlar (PN): Bu noronlar dorsomedial korteksdeki graniiler
tabakanin dorsal kisimlarinda gozlenmezken, medial kisimlarda yogun bir sekilde
bulunmaktadirlar. Radial bigimde dagilim gosteren dendritik aga¢ tamamen piramidal
goriiniimiindedir. Dendritik aga¢ pleksiform tabakaya kadar uzanan bir apikal ¢ikintiya
ilaveten, yelpaze bigimli dagilim gdsteren bazal uzantilara da sahiptir. Yukariya dogru
ilerleyen apikal ¢ikintilar bir miiddet sonra &nce 1-3 ana dala ardindan kiiciik yan
dallara ayrilmaktadir. Aksonlar dorsal bolgeye dogru graniiler tabaka boyunca
ilerlemekte ve kendi dendritik agac etrafinda bir ¢ok kisa kollateraller vermektedir.

Bipiramidal Néronlar (BN): Bu néronlar piramidal néronlar gibi, onlarla yer

degistirmek suretiyle aym bolgeleri isgal ederler. Dendritik agag birbirine zit iki yonde
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demetlenmekte ve fusiform bigimli olan hiicre gévdesinden ¢ikmaktadirlar. Apikal
demet piramidal néronlarin apikal gikintilar gibi pleksiform tabakaya kadar ulasmakta,
bazal demet ise apikal ¢ikintilara nispeten daha kisa ve kalin 2-4 ana daldan
olusmaktadir. Bu néronlarin aksonlar1 dorsal bélgelere dogru graniiler tabaka boyunca
ilerlemektedir.

Periventriikiiler Néronlar (PvN) :Bu néronlar dorsomedial kortekste hemen
ependimal epitelin iizerindeki tabakada lokalize olmuglardir. Hiicre govdeleri piriform
veya fusiform sekillidir. Dendritik aga¢ graniiler tabakada yelpaze seklindeki
olusumlariyla 4-5 ana kok tarafindan olusturulmaktadir. Bu bolgedeki aksonlar1 uzun
olup, baslangicta ylikselme egilimi gstermektedir (Molla ve ark., 1986).

2.3.6. Hippokampusta Yapilan Iskemi ve Lezyon Calsmalar1 Sonrasinda
Ortaya Cikan Morfolojik Degisiklikler

Gegici  serebral iskemiyi takiben civeiv (Gallus domesticus) dorsal
hippokampusundaki sinapslarin sayisal yogunlugu temel almarak 1995 yilinda Horner
ve arkadaglar tarafinda yapilan ¢alismada oldukga ilging sonuglar bulunmustur.

Bilindigi gibi merkezi sinir sistemindeki néron gruplarinin iskemiye
duyarliliklart olduk¢a degiskendir. Meydana gelen hasar miktari; kiimiilatif etki
gosteren olaylarin tekran ile hipoperflizyonun derece ve siiresine baghdir (Kato ve ark.,
1989). Hippokampusun ona komsu olarak bilinen sahalara nazaran, aym: derecedeki
yaralanmaya tolerans: daha disiiktiir. (Kirino, 1982) Hatta uygulanan boyle bir
yaralanmaya hippokampusun alt béliimleri bile farkli cevaplar vermekte, memeli
hippokampusunda CA1l olarak adlandirilan sahanin en duyarlhi bélge oldugu ifade
edilmektedir (Ashton ve ark., 1989) Iskemiyi takiben hippokampusun CA1 piramidal
hiicrelerinde gozlenen gecikmis noronal hiicre Oliimilinlin nekrotik siirecten ¢ok,
apoptotik siiregten gegtigine dair kuvvetli bulgular mevcuttur (Nitatoni ve ark., 1995).

Bu giine kadar serebral iskemi modelleri degisik tiir memelilerde ¢alisilmis olup
elde edilen verilerin klinik bulgularla da uyumlu oldugu saptanmstir (Schmidt-Kastner
ve Freunt., 1991). Son yillarda internal karotis arterin gecici olarak tikanmasiyla
olusturulan hipoperfiizyon neticesinde beynin spesifik bolgelerinde benzer hasarlarn
olustugu goézlenmistir (Willson ve ark., 1994). Ayrica kus beyninin memelilere benzer
bir mekanizmayla iskemiye cevap verdigi, olusturulan iskemi eger bir egitim

calismasindan Once gergeklestirilmisse amnezi goriilmekte, tersinde ortaya
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¢ikmamaktadir (Willson ve ark., 1994). Bu olay anterograd amnezi olarak
tammlanmaktadir (Kato ve ark., 1989).

Yukarida belirtilen ¢aligmada; yeni yumurtadan ¢ikan 0 (sifir) giinliik civcivler
alinarak, bunlar iskemik ve iskemik olmayan iki gruba ayrilmistir. Hayvanlarin 24 saat
boyunca gerekli bakimi dikkatli bir bigimde yapildiktan sonra, iskemik grup olarak
nitelenenlerinin internal karotis arterleri 10 dakika siireyle bir klemp yardimiyla
tikanmistir. Bdylece beyinde olusturulan hipoperfiizyonla, iskemik bir siire¢ baglatilmis
olup, sonugta sinaps seviyesinde hasarin boyutlar1 arastinlmistir. Bu ¢aligmada kontrol
grubunda bulunan hayvanlar, iskemik gruptaki hayvanlarla internal karotis arterin
titkanmasi harig, ayn1 cerrahi uygulamalara maruz birakilmigtir.

Cerrahi girisimden bir hafta sonra civcivler transkardial yolla perfiize edildikten
sonra beyin dokusu histolojik islemlerden gegirilmek tizere kraniumdan digariya
¢ikartilmigtir. Bu ¢alismada gruplar arasinda hipoperfiizyonun bir etkisinin olup
olmadigim arastirmak igin sinaps sayilan esas alinarak inceleme gerceklestirilmistir.
Sinaps sayisin1 hesaplanmasinda ise stereolojik yaklasimlardan olan fiziksel disektor
metodu kullanilmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu hayvanlarda herhangi bir hemisferik
asimetrinin olmadigi, iskemik deneklerin sinaps yogunlugunun (sag ve sol birlikte
degerlendirildiginde) kontrol grubuna nispeten %27 daha az oldugu saptanmistir

Bunlarin sonuglarina daha detayli olarak baktifimizda; asimetrik sinapslarin
hem dendritik shaft hem de dendritik spine degerlerinde iskemik grupta anlamh bir
azalma gozlenirken, simetrik sinapslarin higbir tipinde istatistiksel anlamda bir
degisikligin olmadif1 saptanmustir.

Sandi ve arkadaglar1 (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, pasif sakinma
egitimi dncesi ve sonrasinda tek tarafli veya iki tarafli hippokampal bélgede lezyon
olusturularak, buna bagh civcivlerde ortaya ¢ikan davramgsal degisiklikler izlenmistir.
Burada asil merak edilen konu 6grenme ve hafizalama islemi esnasinda hippokampusun
rolii olup olmadigi gergegidir. Yukandaki arastiricilar yaptiklan deney serileriyle
hippokampal sistemde olusturulan bir lezyonun 6grenme ve hafizalama olaylarini direkt
etkiledigini gostermislerdir.

Egitim Oncesi Dbilateral olarak hippokampuslarinda lezyon olusturulan

hayvanlarin egitim sonrasinda tiksindirici maddeye karsi sakinma cevab:

TiM KIRDLD
r.c.\’miﬁ oyt
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gostermemeleri, olusturulan hippokampal hasara atfedilmektedir. Hippokampus
hasarina bagh olarak ortaya ¢ikan bu tiir bir amnezinin, egitim 6ncesi IMHV bdlgesinde
olusturulan lezyonun sebep oldugu amneziye benzedifi goriilmektedir. IMHV
bolgesinde var oldugu cesitli ¢aligmalarla ispat edilen fonksiyonel lateralizasyonun
benzer bir versiyonunun da hippokampusta oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada
egitim oncesi sol hippokampusta tek tarafli (unilateral) olarak olusturulan lezyonlarin
iki tarafli (bilateral) lezyonlar gibi amnezi olusturdugu gosterilmistir. Boylece yeni
kazanim ve edinilen bilgilerin hatirlanmasinda saglam bir hippokampusun gerekliligi
savunulmaktadir (Sandi ve ark., 1992). Bununla birlikte sol hippokampusun hafiza
olusumunun baslangi¢ evresinde iglev gordiigiinti, egitimden sonra 1 saat i¢inde yapilan
bilateral lezyonlarin bile anlamli bir amnezi olusturmamasindan anlasilmaktadir (Sandi

ve ark., 1992).

2.3.7. Yiyecek Depo Eden Kus Tiirleri Ile Yiyecek Depo Etmeyen Kus
Tiirlerinin Hippokampuslar1 Arasindaki Farkhhklar

Healy ve Krebs (1993) yiyecek depo eden bir kus tlirii olan magpieler (Pica pica)
ile yiyecek depo etmeyen jackdawlar1 (Corvus monedula) karsilagtirmiglardir.

Hippokampus ve telensefalik bolgelerinin hacimlerinin hesaplanmasi igin,
secilen kesitlerin her biri 10’luk bir fotografik biiylitme altinda incelenerek bunlardan
hippokampusun dis sinirlar1 belirlenmistir. Elde edilen bu verilerden kusun tiirii ve yast
dikkate alinarak, kesik koni yaklagimu ile (truncated cone, stereolojik olmayan bir
yaklasimla) ilgili bolgenin hacmi hesaplanmistir. Buna gore yiyecek depo eden ve
etmeyen kuslarin yuvada kaldiklar1 siire iginde hesaplanan géreli hippokampus
hacimlerinde istatistiksel bir fark tespit edilmezken, bunlarin eriskinlerinde anlaml
degisiklikler bulunmustur. Yiyecek depo etmeyen jackdaw erigkinlerinde telensefalon
hacmi ile kiyaslanan géreli hippokampus hacminin yuvada kalan tiirdesleriyle ayni
oldugu, magpielerde yasla beraber goreli hippokampus hacminin anlamli derecede
artti1 tespit edilmigtir. Bu sonuglara ilaveten her iki tiirin kendi aralarinda yavru ve
eriskinlerinin goreli hippokampus hacimleri incelendiginde jackdawlarda bir fark
gozlenmezken, magpielerin eriskinlerinde bir genisleme egilimi saptanmustir.

Aymni ¢aligmada iki kus tiiriiniin yuvada kalma dénemleri (5-25.giinler) ve eriskin
(320 giinden biiyiik) grubundan rastgele bir alt rnekleme ile altigarli toplam 24 hayvan

secilerek incelenmistir. Hesaplamalar, Nissl ile boyanmis kesitlerin 100x100
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mikrometre boyutlarinda olusturulan ¢ergevedeki bir tek fokus diizlemine diisen partikiil
izdiisimlerinin sayim1 ve bunlarin (Abercrombie, 1946) bir diizeltme faktorii ile
carpmmiyla elde edilmigtir. Elde edilen verilerin sonuglar1 karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde; sayisal yogunlugun tiirler arasindaki degerlerinde tam bir farklilik
gosterilememesine ragmen, magpielerdeki yasa bagh azalma egiliminin jackdawslardan
daha belirgin oldugu gézlenmistir. Her iki tiir ayr1 ayr analiz edildigi zaman,
jackdawslarda yasa bagli olusan azalmanin daha anlamli oldugu géze garpmaktayken,
magpielerde bu tiir bir degisim gozlenmemigtir. Toplam hiicre sayilan incelendiginde;
yas ile beraber anlamli degisikliklerin olusmasina ilaveten magpielerde diger tiire
nispeten daha fazla sayida hiicrenin varlig1 tespit edilmistir. Eriskin ve yavru kus tiirleri
aynt ayn incelendiklerinde; yavru iki tiir arasinda anlamli bir farklilifin olmadigy,
erigkin magpielerin ayn1 yastaki jackdawslardan daha fazla sayida hiicreye sahip oldugu
belirlenmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar sirasiyla yorumlandiginda; yiyecek depo
eden magpie ve yiyecek depo etmeyen jackdaw eriskinleri arasinda goreli hippokampus
hacim ve hiicre sayilarindaki degismeler 2-25. giinlerde kismen artmasina karsin, 35-
365. giinler arasinda yani, ugmaya baglama eyleminden sonra, bu eylemin sonucu olarak
daha belirginlesmekte, magpielerde goriilmemesine karsin jackdawlarda yas ile beraber
sayisal yogunluk degerleri azalmakta ve bu degisim yiyecek depo eden kuslarda
sonradan olusan norogeneze baglanmakta ve eriskin magpielerde hippokampal
bolgedeki noéron sayilarinin artisi jackdawlardaki artistan daha ¢ok oldugu

g6zlenmektedir.

2.3.8. Hippokampus Morfolojisi Bakimindan Gé¢ Eden ve Etmeyen Kus
Tiirleri Arasindaki Farkhihklar

Bu tiir ¢aligmalarda, yani go¢ eden kus tiirlerinin hippokampus hacmi {izerine
yas ve tecriibenin nasil bir etkisi oldugu incelenmigtir.

Healy ve Krebs (1996) yilinda gb¢ eden ve gb¢ etmeyen cali biilbiilleri
(warblers)’nin hippokampal hacimlerine yas ve ugma deneyiminin etkilerini
arastirmislar. Cali biilbiillerinin goreli hippokampal hacmi o6lgtildiiglinde, yash ve
tecrilbe sahibi hayvanlar gen¢ ve tecriibesizler ile kiyaslandifinda birinci grubun
nispeten anlaml bir biiylimeye sahip oldugu gozlenmistir. Elde edilen verilerden yas

ve/veya tecriibenin goreli hippokampus biiylimesinde etkili oldugu yorumu yapilmistir.
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Yukaridaki iki faktérden yalnizca yasin etkisini kontrol etmek i¢in tecriibe sahibi
olmayan geng kuslarla tecriibe sahibi olmayan yasl kuslar birbirleri ile kiyaslandiginda,
yash gruptakilerin goreli hippokampus hacimlerinde anlamli bir geniglemenin varhigi
gosterilmistir. G6¢ tecriibesine sahip kuslar ile tecriibe sahibi daha yasli hayvanlann
goreli hippokampus hacimleri Sl¢tildiigtinde aralarinda anlaml bir farklihm olmadig:
g6zlenmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar sirastyla yorumlandiginda; gé¢ eden bir kus
tiirli olan garden warblerslerin goreli hippokampal hacminin u¢ma tecriibesinin etkisiyle
artt1f, yasamun ilk yillarinda yas faktoriiniin olumlu bir katkisinin oldugu ve ik yildan
sonra yas degiskeninin etkisinin ortadan kalktig1, géreli hippokampal hacimde meydana
gelen degisikliklerin hippokampus hari¢ telensefalonun mutlak hacmindeki bir
azalmanin ortaya ¢ikmasina ilave olarak hippokampusun mutlak hacminde artmayla
birlikte gerceklestigi, yas ile birlikte tecriibeye bagh olarak goéreli hippokampal
hacimdeki artma hem beynin bu bolgelerinde sayisal yogunlukta hem de ndron
sayisindaki artigla beraber ortaya ¢ikmakta ve telensefalon hacmindeki azalmada su
kaybinin etkisinin olduk¢a 6nemsiz oldugu (Ektostriatumda oldugu gibi su kaybindaki
azalmaya sayisal yogunluktaki artma eslik etmekte buna karsilik néron sayisinda

degisme olmamaktadir) belirtmektedir.

2.3.9. Hippokampuslarm Morfolojisi Bakimindan Kulugka Paraziti Olan ve
Olmayan Kuslar Arasindaki Farkhhklar

Reboreda ve arkadaslari (1996), kulugka paraziti olan ve olmayan cowbirdlerde
hippokampus biiyiikliigiine cinsiyet ve tiriin etkisini aragtirmislardir. Bu ¢aligmada
disisi kulugka paraziti olan ve yapilan bu islemde erkeklerinin higbir katkisi olmayan
shiny cowbirdlerin (M. bonariensis), disisi kulugka paraziti iken, yapilan bu eylemi
erkegiyle birlikte basaran screaming cowbirdler (M. rufoazillaris) ve kulugka paraziti
olmayan bay-winger cowbirdlerin (M. badius) hippokampus ve telensefalon hacimleri
karsilastirmali olarak incelemislerdir.

Bilindigi gibi kulugka paraziti terimi, yumurtalarini baska kuslarin yuvalarina
birakarak, yumurtadan gikacaklar1 zamana kadar orada bekletip, yumurtadan ¢iktiktan
sonra yavrularini kendileri besleyen kus tiirleri i¢in kullanilmaktadur

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar birlikte yorumlandifinda; goreli

hippokampus hacminin kulugka paraziti olan kus tiirlerinde parazit olmayan kus
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tiirlerine oranla daha biiyiik oldugu, kulucka paraziti olan kus tiirleri ile parazit olmayan
kus tiirleri arasinda ortaya ¢ikan farkliliklar, cinsiyetler g6z Oniine alinarak
incelendiginde; disisi ve erkegi birlikte parazit olanlar ve parazit olmayan tiirlerde
cinsiyete bagh bir farklik yokken, sadece disisi parazit olan tiirlerde cinsiyete bagli
goreli hippokampus hacimlerinde belirgin bir farklilik ortaya ¢iktigi, kulugka paraziti
olmayan ve yalmzca digisi kulugka paraziti olan tiirlerin erkeklerinde hippokampusa
nispeten telensefalonun goreli hacminin daha biiyiik oldugu ve yukaridaki bulgulardan
artan goreli hippokampus hacminin kulugka parazitliligi ve uzaysal hafiza ile iligkili

oldugu iddia edilmektedir.

2.4. MEMELI HIPPOKAMPUSU VE LiMBIK SISTEM

Limbik sistem, diensefalon ile telensefalon arasinda yer alan yapilarin
olusturdugu sistemin adidir. Bu sistemin koku alma ve bunlar1 degerlendirme ile iligkili
bélgelerle fonksiyonel iligkisi sz konusudur. Emosyonel aktiviteleri serebral korteksin
diizenlendigi ve bunlarin disa vurumunun limbik sistem ile hippokampus tarafindan
saglanmasi yaninda, bu sistemin Ogrenme ve hafizalamada da islev gordiigi
diistiniilmektedir. ilkel hayvan tiirlerinde gida bulma ve bu gidalarin kendilerine zararh
olup olmadigim ayirt etmede, giftlesme giidiilerinin kontrolii ve yavrularim taniyip
sahip ¢ikma aktivitelerinde, tehlikeyi sezip savunma i¢in gerekli Onlemlerin
alinmasinda, ayrica limbik sistem tarafindan diizenlendigi bilinen koku, 6grenme ve
davraniglarin  kontrolii gibi fonksiyonlardan koku duyusunun &nemi daha 6n
plandayken, daha gelismis memelilerde bu tiir davraniglarin ortaya ¢ikmasinda 6grenme
ve davraniglarin disa vurulma fonksiyonu daha baskindir. Bu fonksiyonun yapilmasinda
limbik sistemin serebral korteksin assosiasyon sahalarindan aldiklan uyaranlar biiyiik
Onem arz etmektedir.

Limbik sistem igerisinde hem kortikal, hem de subkortikal yapilar yer
almaktadir. Hippokampal formasyon, area septalis, gyrus singuli, gyrus
parahippokampalis, indisium griseum ve korpus amygdaloideum bu sistem igerisinde
yer alan yapilardandir. Serebral korteksin limbik sisteme dahil edilen kisimlarina lobus
limbikus ad1 verilmekte ve gyrus singuli, gyrus fassiolaris, gyrus parahippokampalis,
hippokampus, area subkallosa ve gyrus dentatus bu kortikal yapilan olusturmaktadur.
Forniks, fassikulus mamillotalamikus, singulum, stria terminalis, stria longitudinalis

medialis, stria longitudinalis lateralis, fassikulus mammillotegmentalis, fassikulus
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medialis telensephali, stria diagonalis ve stria medullaris talami gibi limbik yapilar
arasinda baglantiy1 saglayan veya bu yapilardan baglayarak diger bazi merkezlere giden
yollarda islev gdrmesi sebebiyle limbik sistem igerisinde incelenmektedir (Gokhan ve
Cavusoglu, 1989).

2.4.1. Memeli Hippokampal Formasyonu

Corpus Comissura

callosum hippocampi Hippocampal

rudiment

Corpus fornicis

» 4
™R} Subiculum
Precommissural fornix % Z,

Area septalis _£

. Gyrus dentatus
Comissura

anterior Fimbria hippocampi

Hippocampus

Columna fornicis Corpus
mamillare

Sekil 8 Memeli hippokampal formasyonu ve komsu yapilarmn gériiniimii (Nolte, 1993)

Bu yap1 hippokampus, gyrus dentatus, subikulum ve entorhinal korteks adi
verilen korteks kistmlarim kapsamaktadir. Hippokampus, ventrikiilus lateralisin kornu
inferiusunun tabaninda yer alan korteks kismi olup, alt mediale dogru subikulum ve
gyrus parahippokampalis ile devam eder. Gyrus parahippokampalisin 6ne dogru uzanan
kismu unkus admm alir. Hippokampusun 6ne dogru uzanan ve parmak seklindeki
genislemesine pes hippokampi; yukarida ventrikiiliis lateralise komsu yliziinii 6rten
beyaz cevher kismina ise alveus hippokampi denir. Alveus hippokampi igerisinde yer
alan lifler medialde birleserek fimbria hippokampiyi olusturur. Hippokampus arkadan

korpus kallosumun splenium kismmin altina kadar uzamr. Gyrus dentatus
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hippokampusun medialinde fimbria hippokampi ile subikulum arasinda yer alir. On
tarafta unkusa karisan gyrus dentatus, arka tarafta gyrus fassiolaris ile; gyrus fassiolaris
ise korpus kallosumun tizerindeki ince bir gri cevher tabakasi olan indisium griseum ile
devam eder. Korpus kallosumun uzunlugu boyunca seyreden indusium griseumun
icerisinde miyelinli liflerin olusturdugu stria longitudinalis medialis ve stria
longitudinalis lateralis ismi verilen iki ince serit ansa pestalise kadar uzanir (Taner,

1998) (Sekil 8 )

2.4.2. Memeli Hippokampusunun Histolojisi
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Sekil 9: Memeli hippokampal formasyonu, onunla iligkili komsu yapilarla beraber gyrus dentatus,
subikulum ve hippokampustaki hilcre tiplerinin sematik goriintlisi. (Chronister ve Hardy, 1997°den
degistirilerek almmgtir

Hippokampal formasyon dahilindeki subikulum, 3 tabakali hippokampus
(arkikorteks) ile parahippokampal gyrusun entorhinal korteksindeki (paleokorteks) 6
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tabakali yapr arasinda bir gecis bolgesidir. Bu gecis zonu kiiciik olmasina ragmen
prosubikulum, subikulum proper, presubikulum ve parasubikulum adi verilen dort
bolgeye ayrlarak incelenmekte ve bu alan hippokampusa gelen informasyonlar i¢in
vazgecilmez bir ara bolge olarak nitelendirilmektedir (Sekil 9).

Hippokampus ve dentat gyrus, neokorteksteki aymi isimli tabakalarin benzerleri
olan bir yiizeysel molekiiler tabaka, bir derin polimorfik tabaka ve arada hippokampusta
piramidal hiicrelerden olusan piramidal tabaka ile gyrus dentatusta graniiler hiicrelerden
olusan graniiler tabaka olarak i¢ kisimdir. Hippokampusun molekiiler tabakasi
ventrikiillerin ependimal astarinin hemen altinda bulunmakta ve bu i¢ yapiya ait
hiicrelerin akson afferentlerinin yam sira, dendritlerinin uzantilarin1 da igermektedir

(Sekil 9). Gyrus dentatusun

CA3 graniiler hiicre tabakas1 ve
hippokampusta piramidal hiicre
tabakasi olarak nitelenen tabaka
diger yerlerde bulunan noron
efferentlerini icermekte olup bu
CAl tabakada yer alan graniiler ve
piramidal hiicre dendritlerinin
molekiiler tabaka iginde radial
olarak dagildiklar1 goriilmektedir.
I¢ tabaka veya polimorfik tabaka

olarak adlandirilan yerde

Sekil 10: Bir bagka adlandirma kriterine gére memeli piramidal ve graniiler hiicre
hippokampusun alt bsliimleri (Chronister, Hardy (1997)’den

degistirilerek alnmustir). aksonlar, birkag¢ intrinsik ndron

ve bol miktarda glia hiicresi
bulunmaktadir. Hippokampusun en i¢ kisminda bulunan kisim lateral ventrikiille smir
olusturmakta ve subikulum ile hippokampusta lokalize olan hiicre gévdelerinden gelen
miyelinli ve yikselen aksonlari ihtiva etmektedir. Bu tabaka alveus olarak
adlandiriimakta olup hippokampusun fimbriasi ile devam ederek forniksi olusturur
(Chronister ve Hardy, 1997) (Sekil 9).
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Hippokampusun hiicresel mimari 6zellikleri goz oniine alinarak incelendiginde,
CAl, CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan 4 farklh bélgeden olustugu gozlenir
(Chronister ve Hardy, 1997). Bu yapilardan;

CA1 bolgesi; subikulum-hippokampus birlesme yerinde,

CA2 ve CA3 bolgeleri; hippokampus igerisinde ve

CA4 bolgesi ise; gyrus dentatus ve hippokampusun kavustugu noktada
bulunmaktadir (Sekil 10) (Chronister ve Hardy, 1997).

2.4.3. Memeli Hippokampusunun Afferentleri

Hippokampal formasyonun en belirgin afferent kaynag: entorhinal kortekstir.
Entorhinal korteks yalmzca olfaktor afferentleri degil, aym zamanda singulum
vasitastyla gyrus singuliden, uncinate fasciculus vasitasiyla orbital korteks ve
amygdala’dan ve temporal lobun diger alanlarindan aldif1 afferentlere ilaveten bazi
septal ve hipotalamik liflerinde forniks boyunca ilerleyerek hippokampal formasyona
ulastifn bilinmektedir. Forniks hippokampustan ayrilan ana efferent liflerin gegis
bolgesi olmasina ragmen, hippokampal formasyon ve entorhinal kortekse kolinerjik
septohippokampal projeksiyonlar1 da gotiirmektedir. Bilindigi gibi hippokampal
formasyon duyu (sensory) informasyonlarinin esas itibariyle biitiin tiplerinin de ana
erisim bolgesidir (Sekil 10). Ayrica gyrus dentatusun graniiler hiicreleri hippokampusun
CA3 bolgesinin molekiiler tabakasi igerisine, CA3 néronlan ise hippokampusun CAl
bolgesine bilgi tasimaktadir (Chronister ve Hardy, 1997, Nolte, 1993).

2.4.4. Memeli Hippokampusunun Efferentleri

Hippokampal formasyon direkt olarak entorhinal korteks ve diger kortikal
sahalara liflerini gonderirken, en biiyiik efferentleri fornikste gozlenmektedir. Sekil
11°de gosterildigi gibi forniks lifleri hippokampal kommissurde ¢aprazlasan bir kagi
harig, korpus kallosumun altina dogru hareket etmektedirler.

Interventriikiiler foramen seviyesinde, bazi liflerin prekomissiirel forniksteki
gibi, anterior kommisslirin Oniinden ayrildiklari, sonra bu liflerin biiyikk bir
¢ogunlugunu septal ve preoptik sahalara giderek buralarda sonlandiklari, bazilarininsa
orbital ve anteridr singulat kortekse kadar ilerledikleri gézlenmektedir. Prekomissural
forniks olarak nitelenen, forniksin geri kalan lifleri ise ya keskin bir bi¢cimde posteriore

donerek anterior talamik nukleusta sonlandiklari veya forniks siitunu boyunca



45

hipotalamus boyunca ilerleyerek, esas olarak mamillar cisme olmak iizere, orta beynin
(midbrain) retikiiler formasyonu veya diger hipotalamik alanlarda sonlandiklar:
bilinmektedir. Mamillotalamik yol anterior nukleusta sonlandif: i¢in hippokampal
formasyon hem direkt hem de indirekt bigimde talamusun rbu parcasini
etkileyebilmektedir. Daha sonra anterior talamik nukleus gyrus singulata uzanmak
suretiyle; diensefalon ve telensefalon arasinda bityiikk haberlesme déngiisiinii
tamamlamaktadir (Sekil 11).

Hippokampal formasyondan baslayip mamillar cisme kadar forniks boyunca
ilerleyip giden yol, oradan anterior talamik nukleusa, gyrus singulata ve
parahippokampal gyrusun entorhinal korteks olarak adlandirilan béliimiine ulagmakta
ve netice olarak tekrar hippokampal formasyona geri dénmektedir. S6zii edilen bu seyir
1937 yilinda James Papez tarafindan tespit edilmis olup, bu dongiiniin neokorteks,
limbik yapilar ve hipotalamus arasinda etkilesimi sagladig: tespit edilmistir. Buna ilave
olarak bu alanin emosyonel tecriibe ile ilgili bir tabaka olabilecegi de iddia edilmektedir
(Chronister ve Hardy, 1997, Nolte, 1993).
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Sekil 11 Memeli hippokampal formasyonun afferent ve afferent baglantilarmin sematik goriintiisii
(Chronister ve Hardy 1997°den degistirilerek alinmigtir).
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2.4.5. Papez Dongiisii
Yukarida igaret edildigi gibi Papez devresinin baglangi¢ segmenti, primer olarak
subikulumdan postkommissural forniks yoluyla medial mamillar nukleusa ulagmakta ve
devam eden baglantilariyla tam bir déngii meydana getirmektedir. Bu olusum;
1. Mamillotalamik yol olarak nitelenen ve medial mamiller nukleusu talamusun
anterior nukleusuna baglayan boliim,
2. Talamusun anterior nukleusundan gyrus singulat Kkorteksine giden
talamokortikal fibriller béliimii ve
3. Singulum vasitasiyla indirekt olarak singulat korteksten entorhinal korteks ve
serebral korteksin diger alanlar1 da gyrus singulatin baglantilarina degisik
seviyelerde katilmak suretiyle, Papez devresinin degisik fonksiyonel iligkisini
tamamlamaktadir. Buna drnek olarak, singulat gyrusun premotor ve prefrontal
alanlardan, gérme ve isitme merkezlerinden ve somatosensorial korteksten

aldig1 afferentler s6ylenebilir.

2.4.6. Limbik Sistem ve Hippokampal Formasyonun Fonksiyonel Onemi

“Limbik” sozciigii sinir manasim ifade etmekte olup limbik sistem terimi ilk
olarak hipotalamus ve diger ilgili yapilar ile beyin korteksi arasindaki simir bélgesinde
yer alan olugumlan ifade etmek igin kullanllmlstlr. Son zamanlarda edinilen bilgilere
goére bu ikisinin tek bir sistem olarak fonksiyon yaptiklar1 anlagilmaktadir. Bu nedenle
limbik sistem terimi kisinin emosyonel ve diirtii davramslarmi kontrol eden, beyinin
tiim bazal sistemini ifade etmek i¢in kullamilmaktadir (Gokhan ve Cavusoglu, 1989).
Mutluluk, memnuniyet, nese, liziint, depresyon, kirginlik, kiskanma gibi psisik
durumlar, emosyon olarak nitelenen davranig bigimleridir. Emosyonlar genellikle
giilme, durgunluk, hiddet, saldirganlik veya aglama gibi davramslar seklinde disa
vurulmaktadir. Emosyonlarin olusmasinda serebral korteksin prefrontal bélgesinin,
emosyonlarin disa vurulmasinda ise korpus amygdaloideumun &nemli rolii oldugu kabul
edilmektedir. Insanlarda korpus amygdaloideumun deneysel olarak uyarilmasi, hem
emosyonel algilamalarda, hem de bunlarla ilgili otonom cevaplarda degisikliklere sebep
olur. Emosyonel algilamalar korpus amygdaloideumun uyarilan nukleusuna bagh
olarak, agresiflik ile mutluluk arasinda genis bir yelpazede degisiklik gosterir. Korpus

amygdaloideumu ¢ikarilan maymunlarin daha kolay egitilebildikleri ve digerlerine gore
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daha sakin bir duruma geldikleri gozlenmigtir. Lobus temporalis, korpus
amygdaloideum ve formatio hippokampiyi i¢eren yapilar bilateral olarak ¢ikarilan
maymunlarda, Kliiver-Bucy sendromu olarak nitelenen tablo ortaya ¢ikmaktadir. Bu
maymunlarin korku ve saldirganlik gibi emosyonlarinin ortadan kalktigi, her tiirden
objeyi ellerine veya afizlarma alarak korkusuzca inceleme egiliminde olduklari,
hipersekstialite ve garip seksiiel davramglar gosterdikleri tespit edilmistir. Kliiver-Bucy
sendromu, lobus temporalisi genis olarak gikarilan insanlarda da gézlenmistir.

Limbik sistemin korpus amygdaloideum digindaki baz: kisimlarninin da seksiiel
fonksiyonlar ile ilgili oldugu gdsterilmigtir. Ornegin gyrus singulide lezyonu olan disi
sicanlarin  yeni dogurduklan yavrularm korumadiklari ve erkek siganlara kars:
ilgilerinin arttig1 goriiliir. Erkek siganlarda ise gyrus singulinin belirli bir bslgesinin
uyarilmasi, penis ereksiyonuna sebep olmaktadir.

Limbik sistemin, bazi otonom fonksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda rolii vardir.
Korpus amygdaloideum, edinilmis tecriibelere bagli olarak bazi otonom fonksiyonlar:
etkileyebilir. Ornegin daha &nce bir kopegin saldirisina ugramus bir sahus, saldirgan
olmayan bir kopek ile karsilagirsa bile korkabilir. Kisinin eski tecriibesine bagl ortaya
¢ikan bu durumda kalp ritminde artis, terleme, solunum artisi gibi otonom cevaplar
gortlebilir. Bu cevaplar viicudun fizyolojik ihtiyacma’ bagh olarak gelisen refleks
cevaplar olmayip, edinilmis tecriibeye bagl olarak ortaya ¢ikan cevaplardir.

Koku duyusu digindaki duyular, limbik sisteme, serebral korteksteki sekonder
assosiasyon sahalarinda degerlendirildikten sonra ulagir. Koku duyusu ise limbik sistem
ile direkt baglantisi olan tek duyudur. Diger memelilerde, koku duyusunun emosyonel
davranslar tizerindeki etkisi genel olarak bilinmekte birlikte, insanlardaki etkisi tam
olarak anlagilamamastir.

Ogrenme ve hafiza, limbik sistemde dahil olmak iizere, santral sinir sisteminin
birok bolgeleri ile ilgili kompleks fonksiyonlardir. Yeni edinilen bilgilerin
depolanmasinda hippokampal formasyonun onemli rolii oldugu bilinmektedir.
Hippokampusu etkilenmis lezyonlu hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya
doniigtiirtilemedigi gézlenmistir. Lezyonun sol hippokampusta oldugu durumlarda daha
¢ok sozel hafiza etkilenirken, sagda oldugu durumlarda gorsel hafiza etkilenmektedir
(Taner, 1998). Epilepsi tedavisine y6nelik olarak bir ka¢ vakada hippokampus bilateral
olarak ¢ikarildiginda; bu sahislarin daha 6nce edindikleri bilgilerle iliskili uygulamalan
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kismi bir azalmaya ragmen yeterli Olglilerde basarmalarina mukabil yeni higbir sey
ogrenemedikleri gozlenmistir. Bu hastalarda ¢ok kisa siireli anlik bellegin var oldugu,
fakat bu bellegin uzun siireli hafiza formuna déniistiiriilmesinde problemler oldugu
distiniilmektedir.
Yapilan c¢alismalar neticesinde edinilen bilgilerin beyinde {i¢ formda
kodlandiklar1 belirlenmistir. Bunlar;
| 1. Duyusal Bellek,
2. Primer Bellek ve
3. Sekonder Bellek olarak isimlendirilebilir.
Sekonder bellek olarak nitelenen formun olusmasinda veya primer bellegin
pekistirilerek bu forma doniistiiriilmesinde hippokampusun vazgecilmez etkisi, bu giin

tiim otoriteler tarafindan kabul edilmektedir (Gékhan ve Cavusoglu, 1989).

2.4.7. Fonksiyon Bozukluklar: ve Korsakoff Sendromu

Hippokampal formasyonun bilinen en temel gérevi, kisa sureli hafizanin gerekli
oldugu durumilarda pekistirilerek uzun sureli hafiza formuna déniistiiriilmesidir. Normal
olarak bir anda edinilen bilgilerin giinler veya aylar sonra geri ¢agrilabilmesi i¢in uzun
stireli bir hafiza formuna gereksinim vardir. Yapilan g¢alismalarda hippokampusu
lezyonlu kisilerin bu islemi yiirtitemedikleri belirlenmigtir. Bu tiir hastalarin saniye veya
dakikalar i¢imde bir bilgiyi alip onunla ilgili vazifeyi gergeklestirmelerine ragmen
sonradan aym isi becerememektedirler. Bilissel fonksiyonlarin ve hafiza kaybinin
birlikte goriildiigii bu durum klinikte yaygin olarak Alzheimer hastalifinda ortaya
cikmakta ve yapilan ¢alismalarda bu hastalarda norofibriler diigtimler, nérotik plaklar
ve spesifik beyin boélgelerinde ndronal kayiplar gozlenmektedir. Subikulum ve
entorhinal korteks bu tiir anomalilerin gézlendigi ilk bdolgeler olup sonug¢ olarak
hippokampal formasyon boyunca bilginin nakledilmesi ag¢ik bir bigimde
engellenmektedir. Ustte genel hatlan ¢izilen bu duruma Korsatoff sendromu adi
verilmekte ve bu durum kronik alkoliklerinde ve uzun siireli tiamin eksikligine bagl
olarak sik¢a ortaya ¢ikabilmektedir. Tiamin eksikligi ile ilgili olarak yapilan deneysel
ve klinik ¢alismalarda; mamiller cisim, talamusun dorsomedial nukleusu ve forniks
stitunlarinda tipik dejenerasyon modellerinin olugmasi yaninda, hippokampusta néronal

bir kayipla beraber hafiza pekistirme problemleri ortaya gikmaktadur.
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Bilateral hippokampal formasyon hasar1 bazen gegici serebral iskemi veya ani
kalp krizleri sonucunda goriilmekte ve yukarida bahsettigimiz klinik tabloyla karsimiza
cikmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonunda bir iskemi durumunda, hippokampusun CA1
bolgesinin diger sahalara oranla daha fazla etkilendigi belirlenmistir. Bu gibi
durumlarda hastalarin iskemi Oncesi edindikleri ve uzun siireli hafiza bigimine
doniistiirdiikleri bilgilerinde anlamli bir kaybin olmadigi, buna karsilik yeni bilgi
edinemedikleri gézlenmistir.

Ayrnica singulat gyrusun anterior pargasimin bilateral lezyonlarinda hastalarin
emosyonel cevaplarinin biiyiik Slctide azaldigi, ilerleyen zamanda tam bir akinetik
mutizm tablosunun ortaya ¢iktifi belirlenmistir (Chronister ve Hardy, 1997, Nolte,
1993).
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2.5. MORFOMETRIK CALISMALARDA YENI VE TARAFSIZ SAYIM
METOTLARININ KULLANILMA GEREKLILIGi

Partikiiller ile ilgili olan ¢alismalarda, calisilan biyolojik yapilarin tiimi,
gercekte 3 boyutlu, yani uzunluk, genislik ve yiikseklige sahip materyallerdir (Sekil 12).
Oysa bunlarin histolojik incelemelerinde kullanilan “kesitler” yapilarin iki boyutu, yani
uzunluk ve genislikleri (x ve y eksenleri) hakkinda bir fikir verirken, li¢lincii boyutlari
ile ilgili olarak arastiriciya dogrudan bilgi saglayamazlar. Bu eksiklik, uzun yillar 6nce
fark edilmis olmasina ragmen, bu durumun iistesinden tamamen gelebilecek pratik bir
metodun ortaya ¢ikmasi yakin zamana kadar miimkiin olmamustir. Stereoloji; yapilarin
iki boyutlu goriintiilerinden onlarin ti¢ boyuttaki durumlarini anlamayla ilgili bir bilim
dalidir. Yeni gelistirilen stereolojik sayim metotlarindan biri olan “disekt6r” sayim
metodu, gelistirdigi kurallar ile, ger¢ekte 3 boyutlu olan, yani uzunluk, genislik ve
yiikseklige sahip biyolojik materyalleri, sahip olduklan1 bu o&zelliklerini gz ardi
etmeden incelemektedir (Sterio, 1984).

Incelenecek materyalin, boyutlari
ciplak gozle algilanabilecek
biiyiikliikkteyse, bu yapt  hakkinda
herhangi bir boyutsal yanilma s6z konusu
olamaz, ¢linkii yapi tamamen
goriilebilmektedir. Bu nedenle, iig

boyutlu algilama evrenimiz igerisindeki

yapilarin tim yoénleri ve boyutlarl

v

Sekil 12: Ug boyutun uzaydaki yénelimleri.

tamimlanabilir. Fakat bizler konularimiz
geregi genellikle, gérme esigimizin ¢ok
altinda olan biyolojik materyaller ve
onlarin alt elemanlan (hiicre, ¢ekirdek vb.) ile calistifimizdan, bu yapilarin optik
cihazlarla biiyiitillerek incelenmesi gerekmektedir. Mikroskop gibi optik araglarla
yapilacak incelemelerin bazi kurallari vardir. ilgili yapilar, 6mek olarak alindiktan
sonra, amaca uygun histolojik islemlerden gegirilir ve mikrotom ya da ultramikrotom
gibi araglar kullamlarak kesitlere ayrlir. Bu kesitler, 1513a gegirgen olduklarindan,
histolojik ¢aligmalarda rahathkla kullamlirlar. Goriintilleri ise farklh tiplerdeki

mikroskoplar aracilifiyla, ya direkt, ya fotograflanarak veya monitdrlere yansitilarak
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incelenebilirler. Kullamlan goriintiileme y6ntemi ne olursa olsun, artik {i¢ boyutlu
yapilardan alinmis olan iki boyutlu kesit goriintiileri s6z konusudur.

Elde edilen bu goriintiilerde, artik goriintii diizlemine dik olan “derinlik” boyutu
hakkinda dogrudan bir yorum yapma olanagi kalmamustir. Histolojik ¢alismalarin
baslangicindan, yeni stereolojik metotlarin ortaya ¢ikigina kadar olan siire boyunca
kullanilan yontemlerle, bu kayip olan derinlik bilgisi gérmezden gelinmis veya bir
takim eksik diizeltme faktorleriyle, bu verinin yoklugu doldurulmaya calisilmistir
(Haug, 1986).
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Sekil 13 Ug boyutlu yapidan gegen iki boyutlu bir diizlemde biyolojik objelerin gériiniimii (Weibel, 1969
ve Royet, 1991 °den degistirilerek ¢izilmigtir).

Eger kesit alma islemini ve sonugta elde edilen “kesit” kavramimi daha yakindan
inceleyecek olursak, yukarida anlatilan boyut kaybi olaymin O6nemini daha iyi
anlayabiliriz. Sekil 13’te, ii¢ boyutlu bir hacim igerisinden alinan iki boyutlu bir kesit,
icinden alindid1 yapiyla beraber sematize edilmistir. Burada, ii¢c boyutlu kat1 bir eleman
olan (A) pargacigl, iki boyutlu bir kesitle kesildiginde, ortaya iki boyutlu bir izdiigiimii
¢ikar (a). Benzer sekilde, iki boyutlu bir yiizey (s6zgelimi 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¢) goriiliirken, sifir boyutlu nokta (D) ise kesitte goriilemeyecektir.

Yani herhangi bir yapimn iki boyutlu bir kesit diizlemi ile kesilmesi sonucu
ortaya ¢ikan izdiislim, esas yapinin sahip oldugu boyut sayisindan bir boyut azalmas: ile
sonuglanacaktir (Weibel, 1969). Bu ifadeler asagidaki gibi formiilize edilirler;
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di=d,-1
d; = Partikiiliin alinan kesitte ortaya ¢ikan izdiisiimiiniin sahip oldugu boyut sayisi.
d, = Partikiiliin gercekte sahip oldugu boyut sayisi.

Goriildiigii gibi, kesitlerde ortaya g¢ikan izdiisiimlerle bunlarin alindigi yapilar
arasinda boyutsal bir uyusmazlik veya farklilik mevcuttur. Sekil 13’de D harfiyle
gosterilen noktalara bakacak olursak, bunlarin kesit diizleminde ortaya gikmadiklarini,
yani iki boyutlu bir kesitle 6rneklenemediklerini gérmekteyiz. Ciinkii, noktasal bir yap
sifir boyutludur. Dolayisiyla, boyut azalmas1 prensibimize gore, 0-1’lik bir boyut
olamayacagindan, noktasal yapilar kesitte ortaya ¢ikamayacaktir (Weibel, 1969).

Stereolojik sayim metotlarinin temel amaci kisaca, bir yapi igerisinde bulunan
partikiillerin sayisimi tarafsiz ve etkin bir bi¢imde belirlemek olarak sGylenebilir.
Partiklil sayisi, ¢alisilan yapimn icerdigi bir 6zellik olmasina ragmen, “say1” kavramu
yapi i¢inde herhangi bir yer kaplamaz, yani boyutsuz (sifir boyutlu) bir 6zelliktir. Sifir
boyutlu bir dzelligi dogru bir bigimde degerlendirmenin tek yolu ise, 3 boyutlu bir
sonda kullanmaktir (Howard ve Reed, 1998). Sekil 13’te, sifir boyutlu noktalarmn iki
boyutlu kesitlerde goriilemedigini hatirlayalim. Oysa sekilde, kesit goriintiisiine degilde,
sol taraftaki sematik ii¢ boyutlu sekle bakarsak, noktalar agik¢a gorebiliriz. Bu sekilde,
sifir boyutlu bir yapiy1 veya “say1y1” neden ii¢ boyutta 6rneklememiz gerektigini daha

acik bir bigimde kavrayabiliriz.

Iki boyutlu kesit goriintiileri

tizerinde dogrudan yorumlar yapmanin

tek sakincasi boyut azalmasi prensibi

degildir. Herhangi bir doku elemaninin

kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiimlerinin

niteligi, a) Partikiiliin yap1 i¢erisindeki

TN A W=

Sekil 14: Doku igerisinde farkli yonelimde bulunan ~ Yerlesimine  (oryantasyonuna),  b)

ayn1 biyiklikteki partikilller ve numaralarla Partikiiliin biiviikliigiine ve c¢) Kesit
gosterilen  kesit  duzlemleri (Mayhew  ve yuklig )

Gundersen,1996°den degistirilerek ¢izilmigtir). alma yoOniine baghdir (Mayhew ve
Gundersen, 1996). Bu etkileri kisaca gozden gecirelim.
a) Partikiiliin Yap: I¢erisindeki Yerlesimi:

Bir partikiiliin kesitlerde ortaya gikan izdiigiimlerinin sekli ve sayisi, o partikiiliin

kesit alma yoniine gore olan pozisyonuna bagli olarak degisir. Sekil 14’te, her ikisi de
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cubuk sekilli ve esit boyutlarda olan iki partikiiliin kesitler tarafindan kesilmesi sematize
edilmistir. A partikiilii, kesit diizlemine B partikiiliinden daha fazla paralel durumdadir.
Dolayisiyla izdiigtimleri daha az sayida kesitte goriilecektir. B partikiilii ise, kesit
diizlemine daha diktir ve ¢ok daha fazla sayidaki kesit tarafindan 6rneklenmektedir
(Mayhew ve Gundersen, 1996). Bu 6rmek kaba da olsa, partikiil pozisyonunun izdiisiim
sekline nasil etki ettigini gdstermektedir.

b) Partikiil Biiyiikliigii:

1

§ Partikﬁller, kesitlerde
4 buytklikleri ile dogru orantili
5 sayida izdiigiim verirler. Sekil 15°de
6
7
8
9

||

=~}
T
0
N

gorildigii gibi, buytik olan A
partikiili, kiigtik olan B

partikillinden daha fazla sayida

kesitte ortaya ¢ikacaktir. Bu

Sekil 15 Yap: igerisinde bulunan faklhi biiyiikliikteki
partikiiller ve bunlardan gegen kesit diiziemleri

(Mayhew 1991°den degistirilerek ¢izilmigtir). gorilen a ve b yapilanm da

partikiilleri hiicre, bunlarin iginde

hiicrelerin ¢ekirdekleri olarak kabul
edersek, daha kiigiik olan ¢ekirdeklerin, hiicrelere gére daha az sayida kesilme sansina
sahip olduklarini gorebiliriz. Nitekim, bir ¢ok mikrografta, ¢ekirdekcikten daha fazla
sayida cekirdek, ¢ekirdekten daha fazla sayida hiicrenin gézlenmesi, biyolojik yapilarla
ilgilenen tiim aragtiricilar tarafindan fark edilen bir durumdur. Bu durumun nedeni, seri
kesitlerin, partikiilleri biiytikliikleri ile dogru orantili olarak &rneklemesidir (Mayhew ve
Gundersen, 1996).
¢) Kesit Alma Yonii:

Kesit alma yonii de partikiillerin érneklenmesinde olduk¢a dnemli bir etkendir
(Gundersen, 1992). i¢inde bulunan partikiillerin her yoéne dogru uniform (tek tip)
dagilim gosterdigi yapilar, izotropik yapilar olarak bilinir. Karaciger, pankreas ve bir
¢ok patolojik doku izotropik (es yonelimli) yapiya 6rnektir. Fakat, genelde ¢aligilan
biyolojik yapilar anizotropiktir, yani organ veya yap: igerisindeki elemanlarn dagilimi
farkli gozlem agilarindan degisik bi¢imlerde gozlenir. S6zgelimi, beyin korteksinin
yapisi, bobrek iistii bezi, deri gibi tabakali yapilar, viicuttaki tipik tabakalasma gdsteren

anizotropik yapilara 6rnek olarak verilebilir.
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Sekil 16 :Doku igerisindeki partikiillerin yonelimine dik ve paralel alinan aymi kahnliktaki kesitler
(Coggeshall, 1992, Gundersen, 1992°den degistirilerek ¢izilmistir).

Sekil 16’da, partikiillerin belli bir ortak eksene gére yerlesim gésterdigi bir
yapidan alinan seri kesitler goriilmektedir. Seklin A boliimiinde kesitlerin partikiil uzun
eksenlerine dik, B’de ise paralel konumda alindig1 sematize edilmistir. Her iki sekil de
ayni yapiya ait olmasina ragmen, A’daki partikiiller daha fazla kesit diizlemi tarafindan
kesilmis ve tiim kesitlerde toplam 21 tane partikiil izdiisiimii ortaya ¢ikmustir. B
kisminda ise, uzun eksene paralel olan kesitler daha az sayida partikiile isabet etmekte
ve tiim Kesitlerde toplam 9 tane partikﬁl izdiigimii gozlenmektedir (Coggeshall, 1992,
Gundersen, 1992).

Tiim bu faktorlerden de anlasilacag: gibi, partikiillerle onlarin kesitlerde ortaya
¢ikan izdiisiimlerinin sayisi arasinda, yukaridaki etkenlere bagh bir iliski s6z konusudur.
Bundan dolayi, kesitlerde iki boyutta gorillen partikiil izdiisimlerini esas alarak,
bunlarin alindi1 partikiillerin sayilann hakkinda dogrudan bir yoruma gitmek, gogu
zaman aragtiriciy1 yanlig sonuglara gotiirecektir (Coggeshall, 1992, Gundersen, 1992).

2.5.1. Partikiil Sayim I¢in Kullamlan Eski Metotlar

Mikroskobik ¢aligmalarin baglangicindan giiniimiize kadar, ilgili biyolojik yap1
icerisindeki partikiilleri saymak i¢in bir ¢ok degisik metot kullanilmigtir. Metotlarin ¢ok
sayida olmasmmn bir sebebi de, her metodun kendi igerisinde bir takim hata

kaynaklarina sahip olmasi ve bunlar telafi etmek i¢in yenilerinin icat edilmesidir



55

(Haug, 1986). $imdi kisaca, eski metotlarda kullanilan mantiksal temelleri ve bunlarin
ne tip hatalara yol agabilecegini inceleyelim.

Bir kesit goriintiisiinde izdiiglimleri goriilen partikiillerin sayilmas: i¢in ilk
kullanilan mantik, dogrudan izdiigiimlerin sayilmasidir. Bu yaklasimda, tarafli bir 6n
kabul yapilarak, izdiisim sayisiin partikiil sayisina esit oldugu kabul edilmektedir.
Halbuki, yukarida da belirtildigi gibi, kesitlerde ortaya ¢ikan partikiil izdiiglimlerinin
sayis1, sadece partikiil sayisina degil, aym zamanda kesit yon, partikiiliin biiytikligi ve

partikiiliin yonelimi gibi parametrelere de baghdir (Coggeshall, 1992).

Sekil 17: Doku igerisindeki partikiil yonelimine dik alnan kesitler ve iki boyutlu diizlemlerdeki
izdiigiimleri (Gundersen, 1992).

Sekil-17’de goriildiigii gibi dokudan alinan kesit yoniine bagli olarak elde edilen
iki boyutlu diizlemlerde gozlenen izdiistim sayisiyla partikiil sayilar arasinda ¢ogu
zaman dogrusal bir iligki yoktur. Doku i¢inde 8 partikiil olmasina ragmen ilgili yapidan
alian 11 kesitte gézlenen izdiisiim sayisinin 21 oldugu goriilmektedir. Kesitlerde ortaya
¢ikan izdiigiim sayisimin biyolojik yapidaki partikiil sayisinin bir ifadesi oldugu- 6n
kabulii ile yapilacak bir ¢aligmada, sistematik sayim hatalarinm yapilmasi kagimlmazdir
(West, 1993). Eger aragtirict tiim kesitlerde degil de, kesitler arasinda yapacagi bir
orneklemeden sonra izdiigiimleri sayacak olursa, sozgelimi 1.,4.,7..9. ve 11. kesit
diizlemlerindeki izdiisiimleri sayacak olursa, 6 partikiil izdiisimii gorecektir. Yapilan
ornekleme neticesinde bulunan sonug, bazen tesadiifi bir bigimde partikiil sayisini dogru
bulmus olsa bile, bu tiir bir sonu¢ hi¢ bir zaman garanti edilemeyecegi igin ¢alisma

objektif olmayacaktir (West, 1993).

T.C. YOKSEKOGRET ™M KURULD
DOKDMANTASYCH
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Sekil 18°de partikiil y6nelifnine paralel alinan tiim kesitlerdeki izdiigiimler
sayilirsa, bunlarin 9 adet oldugu goriilecektir. Yine yukaridaki gibi kesitler arasinda bir
ornekleme yapilarak, érnegin 1., 4., 7., 9., ve 11. Kesit diizlemlerindeki izdiisiimler
sayilirsa, burada toplam 3 adet izdiisim oldugu goriilecektir. Yani bir doku blogu
icindeki partikiillerin, alman kesit y6niine bagli olarak izdiigiimlerinin sayisimn
degisebilecegi gercegi gbz ardi edilerek yapilacak bir ¢aligmanin sonuglan giivenilir

sonuglar olamayacaktir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 18 Doku igerisindeki partikiil yonelimine paralel alinan kesitler ve iki boyutlu diizlemlerdeki
izdiigtimleri (Gundersen, 1992).
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Sekil 19: Doku icerisinde bulunan farkl yonelimdeki partikiiller ve iki boyutlu diizlemlerdeki izdiistimleri
(Mayhew ve Gundersen, 1996).

Sekil 19’da goriildtigi
gibi doku i¢inde yatik duran

bir A partikiili ve dik duran

12 bir B partikiiliinden aym
7 : \\ 3 yonde alman  Kesitlerdeki
— izdiistimlerine bakacak
\\ '/ - ’ olursak, A partikiiliiniin 2, B
9

partikiiliiniin 7 kesit

diizleminde  izdislimlerinin

oldugunu goriirtiz.

Opysa doku igerisindeki
Sekil 20 : Doku igerisinde bulunan farkli biiyiikliikteki partlkﬁllenn gergek  sayisi
partikiiller ve iki boyutlu diizlemlerdeki izdiisiimleri ikidir. Bu durum partikiillerin

doku igindeki oryantasyon
farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Sekilde goriildiigii gibi, doku igindeki partikiil
yerlesim ve yonelim farkliliklar, almnan kesit diizlemlerinde gozlenen izdiisiimlerin
sayisina etki etmektedir (Mayhew ve Gundersen, 1996). Bir biiyiik ve bir kii¢iik hiicre
ile bunlarin cekirdekleri (siyah daireler) sekil 20’de sematize edilmistir. Bu hiicrelerden
gectigi varsayilan kesitler ¢izgiler halinde ve bu kesitlerdeki partikill izdiistim
gorintiileri de seklin saginda gosterilmistir. Goriildiigii gibi, bitytik partikiiller, aym
aralikta kesitlerle kesildiklerinde kii¢iik olanlardan daha fazla sayidaki kesitte ortaya
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¢ikma sansina sahiptirler. Belirtilen sekildeki biiyiik hiicre 5, gekirdegi 2, kii¢iik hiicre
3, ¢ekirdegi ise 1 kesitte ortaya ¢ikmugtir. Partikiil biyiikliigii g6z 6niine alinmadig
takdirde, dogrudan izdiisiim sayisindan partikiil sayisina ulasmanin miimkiin olmadig:
acik¢a goriilmektedir (Coggeshall, 1992).

Sekil 21 Doku igerisinde bulunan kivrintilt bir partikiiliin iki boyutlu diizlemdeki izdiigiimleri

Sekil 21°de gosterildigi gibi; kiiresel yapida olmayan bazi partikiiller, iki boyutlu
olan kesit diizlemlerinde birden fazla izdiigiimle temsil edilebilirler. Dolayisiyla ii¢
boyutlu bir sayim sondasi kullanilmazsa ve partikiille ilgili bir 6n bilgi de yoksa,
yapilan sayimda gercek degerden 6nemli sapmalar ortaya ¢ikabilir (Sterio, 1984).

Partiktil sayimi i¢in yaygmn olarak kullamlan bir diger yaklasim da yine
dogrudan izdiisiim sayisim partikiil sayisina esit olarak kabul etmekle beraber, yapilan
caligmada deney ve kontrol gruplarinin ilgili bélgeleri arasinda oransal iliskiler kurma
cabalandir. Yani ilgili bolgeden elde edilen toplam izdiistim sayis1 yerine, karsilastirilan
gruplar arasinda izdiistimlerin yiizde oranlar deger olarak ifade edilir. Omegin bir
calismada, beynin belli bir bolgesinde iskemi (kan akimi azalmasi) olusturan bir ajan
kullanilarak bu ajanin o bolgedeki toplam néron sayisina olan etkileri arastirilmak
isteniyor olsun. Boyle bir ¢aligmada, iskemik ajanin tatbik edildigi deney grubu ve bir
de zararsiz madde ile (6regin serum fizyolojik ile) muamele edilen kontrol grubu
kullanilacaktir. S6z gelisi ¢aligmanin sonuglan elde edildiginde, iskemi olugturan ajana
maruz birakilan grubun ilgili beyin bslgesindeki néron sayisi, kontrol grubuna goére %
30 azalmig olarak bulunsun. Aragtirici, elde edilen bu verilere gore bir yorum yapacak
olursa, ilacin ilgili bolgede noéron kaybina sebep oldugu sonucunu ¢ikaracaktir. Ancak
daha 6nce de belirtildigi gibi izdiisiim sayis1 ¢ogu zaman partikiil sayisin bir ifadesi
olmadig: gibi, partikiiliin biiyiikliigii, yonelimi ve seklinde ifade edilen oransal degere
sistematik yansimalar1 olacaktir. Ayrica bu tip bir yaklagimda, deney ve kontrol

gruplarinin, uygulanan histolojik islemlerden aym oranda etkilendikleri kabul
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edilmekte, bu sayede deney ve kontrol gruplarimin sonuglan arasinda dogrudan bir
karsilagtirma yapilmaktadir. Bu tip bir mantigin kullamlmasiyla birden fazla sistematik
hatanin yapiimast s6z konusudur (Gray, 1996). Bu kargilastirmanin gergedi
yansitabilmesi i¢in, ilagh ve kontrol gruplarmin ilgili beyin bdolgelerinin hacminde
anlaml1 bir degismenin olmadig1 garanti edilmeli veya eger bir degisme olmussa her iki
grupta da bunun aynm: oranda oldugunun belirlenmesi gerekmektedir (Oorschot, 1994).
Yukarida verilen 6rnekte ise bu tip bir degisim g6z Oniine alinmadigindan, yapilan

yorumlar da hataya agik olacaktir.

DENEY GRUBU KONTROL GRUBU

Al

Sekil 22 Deney ve kontrol gruplarmin doku biiziigmesi agisindan karsilastirtimas:

Sekil 22’de sematize edildigi gibi; verilen bir ilacin etkisini aragtirmak igin
yapilan bir ¢aligma sonucunda, denek ve kontrol gruplarinmn ilgili bélgelerinden alinan
doku drneklerinde, ilacin etkisine bagli olarak meydana gelen biiziisme sematik olarak
goriilmektedir. Eger boyle bir ¢aligmada kullamilan sayim metodu ilacin ilgili bslgede
herhangi bir hacim degisikligine neden olmadigim garanti edemiyorsa ve sadece sayisal
yogunluk degeri esas alinarak bir yofum getirilmeye ¢aligihyorsa burada goriilen
biiziisme sonucu birim hacimde bulunan partikiil sayis: artarken, toplam partikiil sayis

degismeyeceginden, sonugta yapilacak olan biyolojik yorum yanhs olacaktir. Sayisal
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yogunluk degerini esas veri olarak kullanabilmek i¢in orgamin toplam hacmindeki
degisikligin saptanmasi gerekir (Oorschot, 1994).

Onceki bolimlerde bahsettigimiz mantiksal ve metotsal yaklasimlarin
olumsuzluklarim fark eden arastiricilar bu problemlerin giderilmesi amacina yonelik bir
takim 6nlemleri ileri siirmiislerdir. One siiriilen bu fikirlerin temel mantiginda, yine
dogrudan izdiglimlerin saymmimin esas alinmasimmin yaninda, bir takim hata
kaynaklarimin matematiksel formiillerle diizeltilme esasma dayanmaktadir (Haug,
1986). Bu amaca yonelik olarak, 1944°te Floderus, 1946’da Abercrombie, 1962’de
Weibel ve Gomez ve 1962°de Ebbesson tarafindan bir takim diizeltme formiilleri
gelistirilmistir (Haug, 1986).

Bu diizeltme formiillerinin gelistirilmesinin temel sebebi aslinda izdiisiim
sayilartyla partikiil sayilan arasinda her zaman bulunmayan dogrusal iliskinin
kurulmasina yoneliktir. Diizeltme formiillerinin kullanildig1 metotlarda yapr ile ilgili bir
¢ok 6n kabul tasarlanmakta ve daha sonra bu 6n kabullere dayanarak, izdiisiim sayilar1
formiillerle partikiil sayilarina doniistiiriilmeye ¢alisiimaktadir.

Gelistirilen bu tiir yaklasimlar kendi mantik silsilesi igerisinde genel anlamda
dogru olmasina ragmen, aym diizeltme faktériinii kullanan degisik arastiricilar farkl
sonuglara ulagmasiin sebebi yap: ile ilgili diistindiikleri 6n kabullerin ¢ogu zaman
gerceklesmemesidir. Biyolojik yapilarla ilgili en sik yapilan 6n kabullerden bazilari; bir
partikiiliin en biiylik ¢apl izdiisimii onun ¢apini temsil eder, deney ve kontrol gruplar
benzer histolojik islemlerden gegctiklerinde ayni derecede etkilenirler, hiicre ¢ekirdekleri
kiire bi¢imlidir, hiicrelerin doku igerisindeki yonelimi diizenli (izotropik) veya
rastgeledir (anizotropik) seklinde 6zetlenebilir. Bu 6n kabullerin gegerliliklerinin garanti
edilememesinden dolayi, buradan kaynaklanabilecek hatalart diizeltmek igin
kullanilacak diizeltme faktorleri de yeterli giivenilirlikte olmayacaktir. Bir baska ifade
ile, béyle bir yaklasimin dogru olabilmesi i¢in, ilgili calismada yapilan varsayimlarin
hepsinin gergek olmas: gerekmektedir (Williams ve Rakic, 1988). Ayrica, tek bir metot
i¢in birden fazla arastiricinin farkli diizeltme faktorleriyle ortaya ¢ikmalar, bu diizeltme
faktorlerine olan giiveni sarsmaktadir.

Ilgili diizeltme faktorlerinden en yaygin olarak kullamlani 1987 yilina kadar
1200 defa atifta bulunulan, 1946 yilinda Abercrombie tarafindan gelistirilmis olamdir

(Williams ve Rakic, 1988). Bu formiiliin amaci, diger arastiricilarin formiilleri gibi,
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izdiigim sayisinin  partikiil sayisina doniigtiirilmesidir. Bir kesit diizleminde
g6zlenmekte olan tiim izdiigiimler (kesitin alt ve iist kenarina isabet eden kesilmis
partikiillerde biitiinmiis gibi ) sayilmakta, daha sonra bir formiil ile hata diizeltilmeye
caligilmaktadir.

Abercrombie (Abercrombie, 1946)’nin formiilii:

N=nx t_
t+D

N = Gergek partikiil sayisi

n = [zdiistim say1s1
t = Kesit kalinlig1
D = Ortalama partikiil ¢ap1

Sozgelimi 10 um kalinhiktaki bir kesit icerisinde 20 adet partikiil izdtstimii
sayilmig ve ortalama partikiil ¢ap1 da 5 um olarak bulunmus olsun. Yukaridaki formiile
gore degerler yerlerine konulursa, gercekte bu kesitin hacmine ait olan partikiil sayis1 13
olarak hesaplanacaktir.

Konu edilen yaklasimla dogru sonuca ulagilabilmenin tek yolu yapr ile ilgili
onceden diisiindiigiimiiz kabullerin gerceklesip gergeklesmeme sartina baglhidir. Yani
partikiillerin sekil ve biiyiikliiklerinin sabit ve birbirine benzer olmasi, doku igerisindeki
y6nelimlerinin 6ngériildigii gibi olmasi, kesit alma esnasinda kalinhigin degismemesi
gerekmektedir (Williams ve Rakic, 1988).

Bilindigi gibi biyolojik ortamlardaki partikiillerin sekil ve biiyiiklugi tek tip
olmamakla beraber deney kosullarina ve takip iglemlerine bagli olarak da bahsedilen
parametrelerde degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisimlerin hangi yonde ve ne
derecede oldugunu g¢aligma sirasinda tespit etmek hemen hemen imkansizdir. Kesit
kalnligi da ¢ok degisken bir parametredir. Ozellikle parafin kesitler olmak iizere,
dondurma kesitlerde, plastik maddeye gomiilmiis doku kesitlerinde mikrotomda
alinmak istenen kesit kalinlig1 ile bundan sonra ¢esitli islemlerden gecirilen preparatin

kalinlig1 arasinda 6nemli degisiklikler tespit edilmistir (Gray, 1996).
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Sekil 23: Kesit kalinligina bagh olarak partikill izdiisim sayilarmin artmasi (Weibel, 1969 ve Royet,

1991°den degistirilerek ¢izilmigtir).

Eski sayim ve 6lgiim metotlarinin diger bir yanlis yaklasimi da almmg olduklar

kesitlerin kalinliklarim sifir veya yokmus gibi kabul etmelerinden kaynaklanmaktadir.

Oysa elde edilen kesit her ne sekilde alinirsa alinsin belli bir kalmhiga sahip ve sekil 23

A ve B’de gosterildigi gibi kesit kalmhginin artip azalmasina bagli olarak icerdigi

partikiil izdiigiim sayilarinin degisecegidir.

Sekil 24: Saydam ve yan saydam

objelerin

iki

boyutlu

kesit

diizlemlerindeki goruntiileri (Royet,

1991).

Sekil 23’te sematize edilen ve Holmes
etkisi olarak adlandirilan bu durumu g6z ard:
ederek, yani pratikte kalinlifi olmayan kesitleri
alarak bunlar iizerinde sayim ve Ol¢lim yapmak
olanaksizdir. Sayim islemleriyle ilgili olarak
belirtilmesi gereken bir durumda partikiillerin ve
icerisinde  bulunduklar1  ortamlarin  degisik
koyulukta (kontrast) boyanma o6zellikleridir. Bir
ortam igerisinde bulunan opak materyaller, daha
az opak materyallerden iki boyutlu kesit
diizlemlerindeki gériintiileri itibariyle farkliliklar
gostermektedir. Opak bir objenin goruntiisii iki
boyutlu diizlem tizerine dis smurlart en genis
sekliyle yansimasina karsin (overprojection), daha

az opak bir objenin yansiyan goriintiisiiniin dis
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simirlar1 daha kiigiik (underprojection) olacaktir (Sekil 24) (Royet, 1991).

Ortalama partikiil ¢apt degerinin hesaplanmasiyla ilgili olarak sekil 25°de
N i sematize edildigi gibi, iki boyutlu kesit
diizlemlerinde, birbirlerinin goriintiilerini 6rten

izdiigimlerin olabilecegi ihtimalinin de

unutulmamasi gerekir. Yine bu durumda da

Vv Y ortalama partikiil ¢apt hesaplamalarinda yanlis
sonuglara ulasilacaktir. Burada eski sayim

: metotlaniyla ilgili olarak hatirlatilmas1 gereken
o Abercrombie’nin diizeltme faktorii yardimiyla,

ilgili yapidaki partikiillerin = gergek  sayisi

|
: hesaplanmak istendiginde, formtilde (D) ile
!
|

gosterilen ortalama partikiil ¢apt parametresinin

siibjektifligidir (Sekil 24 ve 25)

Biyolojik materyallerde saglikli 6l¢iim ve

degerlendirmenin yapilabilmesi igin temel ve

Sekil 25: Doku igerisinde birbirlerini
maskeleyen objelerin iki boyutlu

diizlemlerdeki gorintiileri (Royet, dogru olarak yapilmasidir. Yaptigimiz g¢aligmaya
1991).

vazgecilmez sartlardan birisi de, Orneklemenin

bagh olarak, ilgili yapinin (organ, doku, gekirdek)
tiim bilesenlerinde 6l¢tim yapmak, her zaman miimkiin olmayabilir. Bir bagka ifadeyle
calisilacak bolgenin durumuna bagli olarak ¢ogu zaman oldugu gibi bir 6rneklemenin
yapilmasi kaginilmazdir. Bu gibi durumlarda obje bilesenlerine ayrilarak incelenmelidir.
Ornegin sayilar1 milyonlarla ifade edilebilen merkezi sinir sistemi igerisindeki néron
gruplarinin tiimiinii saymak yerine, tarafsiz ve etkin bigimde yapilacak bir 6rnekleme
neticesinde elde edilen bélimlerde yapilacak sayimlar yeterli ve etkin olarak
degerlendirilir (Gundersen ve Jensen, 1987).

Eski metotlarla yapilan ¢alismalarda, 6rnekleme tamamen rastgele ve istege
bagli bir tarzda gerceklestirilmekte, ilgilenilen yapinin bilesenlerinin en tipik veya
patolojik bir ¢alisma yapilacaksa en patognomonik olanlari, elde edilen preperatlardan
en iyi boyanmis olanlan segilmekte, veya bir yapidan alinan kesit serilerinden istege
bagh bi¢gimde belirlenmis hep aym siraya denk gelenler alinmakta, ve bunun gibi

yaklasimlarla elde edilen verilerden yorumlar yapilmaktadir. Bu tiir bir 6rnekleme
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neticesinde elde edilen veriler birbirine benzer ve tekrarlanabilir sonuglar olsa bile, gogu
zaman gercek sonucun ifadesi olmayacaktir.

Son on yil igerisinde, kendi mantik biitiinliigli icerisinde “sistematik rastgele
ornekleme” modeli olarak tarif edilip, standardize edilen, tarafsiz ve etkin bir 6rnekleme
modeli gelistirilmistir. Bu model temelinde bilesenlerine ayrilarak incelenmesi gereken
yapilar arasinda, bir Ornekleme yapilacagi zaman, tiim bilesenlere yapiy: temsil
edebilme agisindan esit ve tarafsiz sekilde sans verilmesi esasina dayanmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda dogru sonuca ulagsmanin sartlarindan en basta geleni
islemlerin her asamasinda sistematik rastgele Ornekleme kosuluna bagliliktir.
Omeklemenin tarif edildigi gibi yapilmadigi bir ¢alimamin diger asamalarda yeni
stereolojik metotlar kullamilsa bile, gercek degerlere ulasma ¢ogu zaman miimkiin
olmayacaktir. Burada “sistematik”s6zciigii ile ilgilenilen bolgede yapilan bir 6n ¢alisma
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda &rneklemenin tekrar edilen periyodunu,
“rastgele” sozciigii ise belirlenen periyodun ilk elemaninin tarafsiz bi¢imde segilmesini
anlatmaktadir (Gundersen ve Jensen, 1987).

Sistematik rastgele 6rnekleme stratejisini teorik bir 6rnekle anlatacak olursak;
¢alisma yaptigimiz doku blogunun tlimiini 10 mikron kalinlifinda kesitler haline
déniistiirdiigiimiizde, 300 kesit elde edilmis olsun. Daha dnce ilgili yapiyla ilgili bir 6n
¢alisma sonunda elde edilen bilgiler 1s18inda, bu yapimin tiimiinden alinacak 20 kesitte
yapilacak 6l¢iim neticesinde, degerlendirme ve yorum yapilabilecegi belirlenecektir. Bu
durumda sistematik aralik 300/20 =15 olacaktir. Yani 15 sayis1 bizim kesitleri segerken
dikkat etmemiz gereken periyot araligim (sistematik aralik) temsil etmektedir.
Omeklemenin rastgele sartim1 gerceklestirebilmek icin yapilmas: gereken; 1. ve 15. kesit
arasinda bulunanlardan (1.ve 15. dahil) herhangi birisinin, ilgili periyodu temsilen
onyargisiz ve rastgele bigimde segilmesidir. Ornegin 1. ile 15. kesit arasindan 3. kesit
rastgele bir bicimde secilmis olsun. Belirlenen sistematiklik kuralina gore:
3,3+15=1818+15=233,33+15=48,...,258 +15 =273 numarah kesitler alinarak
yap1 ile ilgili olgim ve ya saymmlar yapilabilir. Sistematik rastgele ornekleme
neticesinde, ilgili birimden elde edilen tiim kesitlere, yap1y1 temsil edebilme agisindan
esit ve tarafsiz bi¢imde segilebilme sansinin verilmesi, diger 6rnekleme yaklagimlariyla

arasindaki temel farklilif1 gostermektedir (Gundersen ve Jensen, 1987).
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Sekil 26 : Doku igerisinde bulunan partikiillerin sayimima y8nelik olarak yapilan 6rnekleme stratejileri.

Sekil 26°da sematize edildigi gibi; ilgilenilen bélgenin tiim bilesenlerinde
calismak yerine, ihtiyaca gore yapilacak bir drnekleme neticesinde elde edilen
parcalarda Olg¢lim yapmak miimkiindiir. Ornegimizde partikiilleri temsil -ettigini
diistindiigiimiiz 82 nokta yap1 igerisine rastgele yerlestirilmistir. Daha sonra ilgilenilen
bolge belli bir kalinlikta 11 bilesenine ayrilmigtir. Resimde A ve B ile gosterilen iki ayn
ornekleme modeline gére; A’da arastirmaci, istege bagh bir sekilde, 3. ,6. ,8. ,9. ,11.
dilimleri alarak buralarda bulunan noktalan saydiginda 38 oldugunu tespit edecektir.
Istege bagh sekilde alinan bu 5 dilimin yapiy: temsil edebilecegini varsayan arastirici,
tiim yapidaki partikiilleri bulmak istediginde, tiim yapidaki 11 dilimden 5 tanesini
secerek ol¢im yaptigindan, sonucu 11/5 ile garpacaktir. Yani 38.11/5=83,6 degerini
elde edecektir.

Béyle bir yaklasim ile ulagilan sonuglar tesadiifen gergek deger veya ona yakin
olsa bile, yapiy1 olugturan bilesenler drneklenirken istege bagli davramldig: ve tiim
bilesenlere esit derecede Omeklenme sansi verilmedigi i¢in sonuglar giivenilir
olmayacaktir.

B seklinde yapilan &rnekleme de ise; bir 6n ¢aligmayla elde edilen bilgilerle,
ilgilenilen bdlgenin 1/2 sinde yapilan 6l¢timiin yeterli oldugu tespit edildikten sonra,
esit aralikli 11 dilim arasinda sistematik rastgele 6rnekleme yapilmigtir. Daha sonra 1.

ve 2. dilimler arasinda, yapiy1 esit bigimde temsil edebilmeleri i¢in rastgele segim
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yapilarak Srnekleme gergeklestirilmistir. Ornegimizde 1.ve 2. dilim arasinda 2.’nin
belirlenmesiyle beraber, sistematik olarak 4., 6., 8., 10. dilimler alinarak &lgtimler
yapilmigstir. Burada 2. /4. ,6. , 8. ,10. dilimlerde bulunan deger sayildiktan sonra sonug
iki ile garpilmak suretiyle (fraksiyon orani) toplam sonug olan 82 sayis1 bulunmustur.

Daha 6nce ¢alistigimiz yapi igerisindeki tiim partikiilleri saymak yerine, iyi bir
orneklemeyle elde edilen bilesenlerde degerlendirmeler yapmanin yeterli oldugunu
belirtmistik. Peki istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulagsmak i¢in &rneklemenin
miktar1 hangi kriterlere gore yapilmalidir? $imdi bu sorunun cevabim anlatmak igin
‘ornekleme stratejileri’ incelenecektir. Bu noktada dikkat edilmesi gereken sadece
‘sistematik rastgele’ kuralina uymak degil, ayn1 zamanda yapiy: en iyi sekilde temsil
edebilecek aralifin da dogru olarak tespit edilmesi zorunlulugudur. Yani bulunacak
sonu¢larin ‘hata katsayisi’ (CE) ile ‘varyasyon katsayisi’ (CV) degerleri istenilen
sonuca ulasmak i¢in aragtiriciya yol gosterecektir. Bir arastirmada yapilmas: gereken
ornekleme stratejisinde kullamilan deneklerin yaslari, cinsleri, hormonal evreleri,
ilgilenilen yapilarin 6zel durumlari, alinacak bloklann fraksiyon oranlari, bloklarin
kagta kagmin kesitler haline donistlirilecegi ve kesitler {izerindeki alansal
drneklemenin nasil yapilacagi gibi parametrelerin her biri dogrudan etkilidir (Gundersen
ve Jensen, 1987).

Grupta gozlenen nispi varyans (CV?); grubun biyolojik dogal nispi varyans:
(ICV?) ile bireysel hesaplamalardan kaynaklanan hata katsay1st (CE?) toplamina esittir.
Bunu formiille:

CV?= ICV*+CE? seklinde ifade edebiliriz (West ve ark., 1991).

CV = Grupta gézlenen nispi varyansi

ICV= Grubun dogal nispi varyansi

CE= Bireysel hesaplamalardan kaynaklanan hata katsayisi

Say: parametresi incelenen bir ¢alismada, yapidan belli bir kalinlikla gegen tiim
bilesenler iizerinde tarafsiz ve etkin metotlarla 6l¢lim yapilirsa, bu gibi durumlarda
bireysel hesaplamalardan kaynaklanan hata katsayis1 (CE) degeri istatistiksel olarak bir
anlam ifade etmez. Grupta gézlenen toplam nispi varyans degeri tamamen grupta
gozlenen dogal biyolojik varyans (ICV)’tan etkilenecektir. Boyle bir ¢alismada CV
degeri istatistiksel agidan yiiksek bulundugunda, yapilacak islem denek sayismi
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artirarak, denekler arasinda var olan dogal varyans:1 (ICV) diisiirmek olacaktir (West ve
ark., 1991).

Ancak CV? = ICV? + CE? formiliindeki bireysel hesaplamalardan

kaynaklanan hata katsayis1 (CE)'nin devreye girdi§i durumlarda, sadece bireyler
arasinda goézlenen dogal nispi varyans ( ICV) degil aym zamanda hesaplamalardan
kaynaklanan hata katsayisi (CE) degeri de sonuca katkida bulunmaktadir. Daha 6nce
bahsedildigi gibi, bir 6n ¢alisma sonunda elde edilen veriler 1s181nda, yapilacak etkin
orneklemelerle bireysel hesaplamalardan kaynaklanan hata katsayisi (CE) degeri daha
diistik degerlere ¢ekilmeye ¢aligtlir. Bir bagka ifadeyle denekler arasinda bulunan dogal
nispi varyans (ICV) parametresi lizerinde manipiildssyon yapma giicimiiz kisithi
oldugundan, yapilmasi gereken; hesaplamalardan kaynaklanan hata katsayisini (CE)
etkin 6rneklemelerle kabul edilebilir sinirlara ¢ekmek olacaktir (West ve ark., 1991).

Tiim bu agiklamalardan sonra, bir ¢aligmanin etkinliginin nasil artirilabilecegine
bakacak olursak;

1. Grupta gozlenen toplam nispi varyans (CV) degeri lizerinde bireysel
hesaplamalardan kaynaklanan hata katsayis1 (CE) daha fazla etkinse, yapilacak sey
hesaplamalarda kullanilan drnekleme sayisimin artirilmasidir (daha fazla sayida blok
almak, daha fazla kesitte partikiil saymak vb. gibi).

2. Toplam nispi varyans degerine denekler arasinda bulunan dogal biyolojik
varyansin katkisi daha fazlaysa, yapilacak sey denek sayisinin artirilmasi olacaktir.

Ornegin medulla spinalisin herhangi bir segmentindeki noronlarn sayilmast s6z
konusu ise, Oncelikle yapilmasi gereken, en iist seviyedeki varyans hakkinda bilgi
edinilmesi olacaktir. Yani ise en diisiik 6rnekleme seviyesiyle baglamlarak, agama
asama istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulagilmaya gayret edilmelidir (6nce elde
edilen kesitlerin 1/10’u incelénir, degerler tatmin edici bulunmazsa kesitlerin 1/5°1
incelenir vb)

Yapilan bir ¢aligmada, stereolojik hesaplamalardan kaynaklanan hata
katsayisimin (CE) grupta goézlenen toplam nispi varyansin (CV) yarisindan kiigiik veya
esit olacak bigimde ayarlamasidir. Yani CE< % CV olmalidir (West ve ark., 1991)
Bilimsel ¢alismalar sonunda elde edilen verilerin istatistiksel bir anlaminin olabilmesi
i¢in “Grupta gozlenen toplam nispi varyans” (CV) degerinin 0,10°dan (% 10) kiigiik
olmasi gerekmektedir. En fazla %10’luk toplam varyans degerine ulagsmak icin CE* <
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Y CV? esitliginden yararlanarak yapilmas: gereken, CE degerinin yaklagik 0.05 (%5)
olacak bigimde bir Ornekleme stratejisinin belirlenmesi olacaktir. Daha onceki
¢aligmalarda bulunmus olan 1/2" < 0,05 ( n=hayvan sayis1) esitliginden yararlanarak
“n”sayisimin 5 ve 5’ten bilyiik oldugu durumlarda sonucun 0,05’ten kiigiik oldugu
agikca goriilmektedir. Yani hayvanlar arasinda mevcut olan dogal biyolojik varyans
degerini 0,05’te tutmak istiyorsak, her grupta en az 5 hayvan bulundurmak
gerekmektedir (West ve ark., 1991).

2.5.2. Yeni ve Tarafsiz Stereolojik Sayim Metotlar1

Modern anlamda ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan gelistirilip yeniden tarif
edilen disektdr sayim metodu, daha dnce belirttigimiz kesit alma yonii, sayilacak olan
partikiiliin biyiikliigii ve doku igindeki oryantasyonu, dokunun biiziisme ve genislemesi
gibi hesaplama hatalarina sebep olabilen tiim hata kaynaklarindan bagimsiz olan ve
istenilen sonuca “tarafsiz” bir bigimde ulasabilen bir metottur (Sterio, 1984). Disektor
saymm kurallarinin temel mantig1, 1932 yilinda, William R. Thompson tarafindan tarif
edilmis olsa da, daha sonraki aragtiricilar tarafindan goz ardi edilmistir. 1984 yilinda
Sterio tarafindan tekrar giindeme getirilmesi ile birlikte, partikiil sayimi alaninda yeni
bir ¢181r agilmustir.

Yap1 ve fonksiyon arasindaki iligkiyi anlamay1 kolaylastirmak i¢in, dogru bir
bigimde elde edilmis sayisal verilerin degeri agiktir. Biyolojik materyallerden elde
edilen sayisal morfolojik degerler (hacim, ytizey alam, say1, uzunluk, vb.) ilgili yapmin
daha iyi anlasiimasina katkida bulunmasimin yam sira, fonksiyonla olan iligkisinin
belirlenmesinde de etkilidir. Omegin, ¢izgili kas hiicresindeki mitokondrionlarin sayisi
bize bu yapinin enerji ihtiyaci ile ilgili temel bir ipucu verir. Iste bu sayisal morfolojik
degerlerden biri olan say1 parametresinin hesaplanmasinda kullanilan disekt6r metodu,
iki boyutlu iki Kkesit diizleminin kullanilmasiyla olusturulan i¢ boyutlu bir sonda
yardimryla, bilinen bir hacimde yer alan partikiilleri, sekillerinden, biiyiikliiklerinden ve
y6nelimlerinden etkilenmeksizin, belirleyebilen yontemin adidir. Dolayisiyla, bu
sistemin temeli, belirli bir “t” mesafesi ile birbirlerinden ayrilmig iki paralel kesit
diizleminden olusmaktadir. Disektdr metodu ile yapilacak sayim kuralinin yaklagimi
oldukga basittir. [zdiisiimii, alinan kesit ¢iftlerinden sadece birinde gézlenip digerinde
gozlenmeyen partikiiller saymma dahil edilir. Stereoloji terminolojisinde, bu sekilde

sayilabilen partikiil izdiigtimleri “disektor partikiili” olarak isimlendirilir ve “Q ~
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simgesi ile gosterilirler. Metodun uygulanmas: sirasinda tek dikkat edilmesi gereken
nokta, izdiigtimlerin her birinin hangi partikiile ait oldugunun belirlenmesidir (Sterio,
1984). Toplam partikiil sayisinin, bir ka¢ yiiz gibi kiiglik sayilarla ifade edilebildigi
yapilarda yapilacak ig tlim partikiilleri ayrintilarindan daha sonra bahsedecegimiz
disektér metodunun kurallar
uyarinca  saymaktir.  Sayilari
binlerle veya daha biiylk
rakamlarla ifade edilen
partikiilleri saymak igin ise,
toplam partikiil sayisini
belirlemek gayesiyle bir

Ornekleme yapmak gerekecektir

(Gundersen ve Jensen, 1987).

Sekil 27 Objelerden herhangi bir yonde gecen kesit kalinli
sabit ve paralel kesitler

Omekleme ile yapilacak olan
toplam partikiil sayi1sl
hesaplamalar i¢in, disektor metodunun bir ¢ok uyarlanmasi gelistirilmistir. Bunlardan
bir tanesi, fraksiyonlama yaklagimi ile yapilan 6rnekleme uygulamalaridir. Bu metotta,
incelenen bolgede, bir 6n ¢alisma sonucu elde edilen bilgiler 15181nda, yapinin belirli bir
parcasinda (fraksiyonunda) bulunan partikiillerin sayilmasit séz konusudur. Toplam
partikiil sayisim1 hesaplamak igin, c¢alisilan fraksiyonda elde edilen verilerin,
fraksiyonlama katsayilar1 ile ¢arpilmasi gerekir. Yapilan fraksiyonlamada belirlenen
ornekleme araligi yeterli ise, hesaplar dogru ve giivenilir olacaktir (Gundersen ve
Jensen, 1987). Omekleme sonucu 1/3 oraminda 6rneklenen bir yapida uygulanan
disektdr sayim metodundan elde edilen sonuglar 3 ile ¢arpildiginda, yapidaki toplam
partikiil sayisi hesaplamr. Toplam partikiil sayisi1 hesaplamalarinda yaygm olarak
kullamlan bir diger yaklasim da, dnce birim hacimde bulunan partikiil sayisinin (Ny,
yani sayisal yogunlugun) sonra yapinin toplam hacminin (Ve yani referans hacminin)

hesaplanmasim gerektiren iki agsamal1 bir islemin gerekliligidir (Gundersen, 1986).

4 RULU
OGRETIM KURY
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Disektor Metodunun Uygulanmasindaki Temel Kurallar

1. Alinan kesitler birbirlerine paralel olmalidir.

2. Kesit kalinliga veya disektér yiiksekligi yani iki kesit diizlemi arasindaki mesafe,
sayilan en kiigiik ¢apli partikiiliin 1/3 veya 1/4'tinden kii¢iik olmahdir.

3. Kesit ¢iftlerinden birisi 6rnek kesit, digeri gézlem kesiti olarak degerlendirilmeli ve
iki kesit arasindaki mesafe bilinmelidir.

4. Eger sayim yapmak i¢in bir ¢ergeve kullanmak gerekiyorsa bunun alam bilinmelidir.

4. Kesitlerin ilk baslama noktasi, sistematik ve rastgele bigimde segilmelidir. Yani
onceden belirlenmis bir 6rnekleme araliginin ilk adiminda rastgele bir kesitin
se¢imiyle baglanmalidir.

5. Izdiigiimleri kesit ¢iftlerinin birinde (6rnek kesitte) bulunup, digerinde (gozlem
kesitinde) bulunmayan partikiiller, (ayrintilarindan daha ileride bahsedilecek olan)
tarafsiz sayim gergevesinin kurallarina gére sayilmalidirlar (Sterio, 1984).

Sekil 27°de gosterildigi gibi; alinan kesitlerin birbirine paralel olmasinin yaninda
kesit kalinligi sayilmak istenen en kiigiik partikiilin 1/3’4 veya 1/4 tnden kiigiik
olmalidir. Alinacak paralel kesitlerde oryantasyon 6nemli degildir. Yani organ doku ve
benzeri yapilarin her hangi bir ucundan baglayarak veya her hangi bir ekseninden (uzun
eksen, kisa eksen vb.) baslayarak kesitler aliabilir.

Ayrica incelen yapi ile ilgili olarak sayim yapilacak partikiiller yani iki komsu
kesit diizlemi arasindaki mesafe hakkinda 6n bilgi sahibi olunmas: gerekmektedir. Bu
bilginin elde edilmesiyle kesit kalinlig1 sayilacak partikiilden daha kii¢iik olacak
bi¢imde ayarlanir. Kesit kalinlig1 ¢aligmanin basinda belirlendikten sonra galisma bitene
kadar kalinlik degistirilmez. Hesaplamalar iki boyutlu diizlemden elde edilen iigiincii
boyut géz 6niine alinarak yapilacagindan (bilinen bir hacimde) kesitlerin paralel olmast
ile beraber kesit kalinli1 da standardize edilmek zorundadir. Eger partikil ¢apina gore
ayarlanmis Kesit aralif1 ve paralel kesit alma kuralina uyulmayacak olunursa ¢aligilan
boélge hacminin hesaplanmasi zorlagacaktir.

Sekil 28’de gosterilmeye ¢aligildigy gibi birinci, ikinci, tglinct, dordiincti ve
besinci kesit diizlemleriyle olusturulan dilimlerdeki kalinliklarin farkli olmas: ve paralel
olmamalarmdan kaynaklanan her bir aralifin hacimsel degisikliklerini hesaplamak

miimkiin olmayacagindan elde edilen veriler giivenilir olmayacaktir.
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Dikkat edilmesi gereken

Kesit-1 diger bir Ozellik ise kesit
kalinliginin en kiigiik partikiiliin

Kesit-2 1/3’ti veya 1/4iinden kiigiik

Kesit-3 olacak sekilde ayarlanmasidir
(Sterio, 1984).

Kesit-4 Sekii 29  Bde

Kesit-5 gosterildigi  gibi eZer kesit

kalinlig incelenecek

partikiilden biiytk olursa, iki

Sekil 28 Bir objeden gecen, farkh kalmlhikta ve paralel Lesit arasinda yani disektor
olmayan kesitler.
ciftinde izdisim vermeyen

partikiillerin varlifi s6z konusu olacagindan incelenen kesit diizlemlerinde bu

partikiiller sayilamayacaktir.

Sekil 29: Yapi igerisinde bulunan partikiil ¢aplariyla buradan alian kesit kalnlhiginm izdiisiimler tizerine
etkisi. A)’da kesit kalmhig1 (t) en kiigiik partikiil ¢apindan daha kii¢iik oldugu icin biitlin partikiiller
kesilmektedir. B)’de ise kesit kalinligs (t') en kiigiik partikiil capindan daha biiyiik oldugu igin, (*) isareti
ile gosterildigi gibi baz1 partikitller kesilememektedir.

Gergekte var olan bir kisim partikiiller bu gibi durumlardan dolay: sayima dahil
edilemeyecegi igin elde edilen veriler yeterli giivenilirlikte olmayacaktir. Sekil 29’un A
bolimiinde ise alinan paralel kesitlerin partikiil ¢aplarindan daha kii¢iik olmasi
nedeniyle kesilmeyen hig bir partikiiliin olmadig: goriilmektedir. Dolayisiyla sayim
yapilirken g6z ardi edilen veya sayillamayan herhangi bir partikiilin olmadig
goriilmektedir.

Alnan iki adet iki boyutlu kesit diizlemlerinden birisi 6rnek, digeri gozlem kesiti
olarak degerlendirilir (Sterio, 1984). Bu diizlemlerde partikiil sayim: yapilirken birinde

bulunan, digerinde bulunmayan izdiistimler sayilir.
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Orek kesit

Sekil 30 : iki boyuta sahip iki kesit diizlemindeki yerlesik disektor ve disektor olmayan partikiiller
Sekil 30°da sematize edilen iki kesit diizlemindeki partikiil ve partikiil
izdiistimlerinden yukarida izah edilen kurala gore sayim yapilirsa;
A partikiili: Hem &rnek, hem de gdzlem kesitinde izdiisim verdifi i¢in
sayllmayacak,
B partikiilii: Yalnizca 6rnek kesitte gézlendiginden sayilacak,
C partikiili: Hem ornek, hem de gozlem kesitte izdiisiim verdiginden
sayilmayacak ve
D partikiilii: Ornek kesitte géZlenmedi ginden hesaba dahil edilmeyecektir.
Bu islem sonunda disektor sayim kuralina gére yalmzca bir tane disektdr
partikiilii sayilacaktir. Eger islem tersten yapilacak olursa yani alttaki kesiti 6rnek,
tistteki kesiti gozlem kesiti olarak kabul edersek, yalmzca D partikiilii kurala gore

disektor partikiilii olarak sayilabilecektir.
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Sekil 31:Doku igerisinde yerlesik gesitli boy ve bigimdeki partikiillerin st uglan (*) isareti ile
belirtilmektedir.

Sayim sirasinda uyulmas: gereken kurallarin temel mantifi bir partikiiliin
yalmzca bir defa 6rneklenmesini saglamaktir. Sekil 31°de doku igerisinde gesitli boy ve
sayida partikiiller bulunmaktadir. Bu yapidan elde edilecek 4 kesitin her birinde bulunan
tim partikiillerin izdiistimleri sayilacak olunursa, agik¢a goriilecegi gibi bu durum
gergek partikiil sayisimi ifade etmeyecektir. O halde kesit diizlemlerindeki her bir
izdiiglimiinii saymak yerine ilgili partikiillerin bir yone bakan uglarim saymak (alt veya
tist ug olabilir) dogru sonuca ulasmamizi saglayacaktir. Son bahsedilen durumda dikkat
edilmesi gereken onemli bir dzellik hangi izdlistimiin hangi partikiile ait oldugunun
dikkatli bir gekilde takip edilerek belirlenmesi gerekmektedir (Sterio, 1984).

Sekil 32°de bir doku blogunun iginde bulunan partikiiller gériilmektedir. Seklin
yan tarafinda dokudan alinan 11 kesit ve yapilardaki partikiillerin izdiistimleri sematize
edilmistir. Burada konunun daha iyi anlagilmas: agisindan yalnizca (a) partikiiliinii ele
alacak olursak:

Birinci kesit diizleminde (a) partikiiliiniin izdiistimii yok.

Ikinci kesit diizleminde (a) partikiiliiniin izdiisiimii yok.

Uglincii kesit diizleminde (a) partikiiliiniin izdiigiimii mevcuttur (Ama 4 kesitte
de aym partikiilin izdigtimii bulundugundan sayima bu kesit diizleminde dahil
edilemeyecektir).

Dérdiincti kesit diizleminde (a) partikiiliiniin izdiiglimii meveuttur.(Ama 5.kesitte

de aym partikiiliin izdiistimii bulundugundan bu diizlemde sayima dahil edilmeyecektir.
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Besinci kesit diizleminde (a) partikiiliiniin izdiisiimii mevcuttur. Dikkat edilirse
6.kesit diizleminde (a) partikiiliiniin herhangi bir izdiigiimii goriilmemektedir. Yani ilgili
partikiiliin son izdiigimii yani ucu 5.kesitte goriilmiigtiir. Bu yiizden bu partikiil bu
diizlemde sayima dahil edilmektedir.

Ornekte ifade edildigi gibi (a) partikiili sadece 5. kesit diizleminde rneklenerek
sayima dahil edilmistir. Eger tiim kesitlerdeki izdiigiimleri sayilirsa gercekte bir adet (a)
partikiilii oldugu halde;

3 kesitte bir izdligim

4 kesitte bir izdiigim

5.kesitte bir izdiisiim sayilarak degerlendirme yapilacakti.

Yap1 icerisindeki diger partikiilleri de diigiiniirsek, gercek partikiil sayisimn

bulunmasinda yalmzca bir kesitteki izdiigiimlerin sayilmasinin  yanlis oldugu

goriilmektedir.

Sekil 32: Doku igerisinde yerlesik partikiillerden gegen iki boyutlu kesit diizlemlerindeki disektor ve
disektér olmayan partikiil izdtiglimleri.

Bir onceki paragrafta anlatildig gibi yapilarin gercekte sahip olduklar derinlik
boyutlarinin goéz Oniine alinmasimin temel nedeni, bir partikiiliin yalmizca bir defa
orneklenebilmesinin saglanmasidir. Yine ayn1 mantik ile, yani bir partikiiliin yalmz bir
defa 6rneklenebilmesinin saglanmasi i¢in 2 boyutlu kesit diizlemlerinde de (6rnek kesit
diizleminde) bir takim sayim kurallar1 gelistirilmigtir. Eger dogal sinirlar1 bagka alanlar

ile karismayan bolgelerde sayim yapiliyor ve tamami ayni anda gézleniyorsa iki boyutta
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sondalama yapma ve tarafsiz sayim gergevesinin kullanilmasina ihtiyag yoktur. Bu
durumda tiim goriintii alaninda sayilmasi istenilen obje dogrudan sayilabilir (Sterio,
1984). Ornegin bsbrek glomeriiliindeki hiicreler sayilirken eger bir glomeriildeki tim
hiicreler ayn1 anda goriintiilenmesi miimkiinse bu tiir yapilarin 6rneklenmesinde tarafsiz
sayum g¢ercevesine ihtiya¢ duyulmaz. Yani bu tiir yapilarda bir hiicrenin 2 veya daha
fazla sayida 6rneklenmesi soz konusu degildir. Eger elde edilen 2 boyutlu diizlemlerde
sayim yaptigimiz bolgede bir hiicrenin hangi hacme ait oldugu ayirt edilemiyor ise
smirlan bilinen bir alanda 6rnekleme yapilarak sayim yapilmasi zorunludur Daha dnce
yapilan ¢alismalarda, 2 boyutlu diizlemlerde 6lg¢lim ve degerlendirme yapilirken bir
takim 6rnekleme gergeveleri giris boliimiinde séziinii ettigimiz bir ¢ok yanlis yaklasim
yaninda, kullanilan ¢ergevelere bagh sayim hatalar1 da yapilmaktadir.

Sekil 33’ deki gibi bir sayim ¢ergevesi kullanildiginda: ¢ergevenin ortasina diisen
partikiillerin sayilmasinda aragtirmacilar arasinda anlagsmazlik yoktur. Problem

cercevenin sinirlari tarafindan kesilen

partikiil izdiistimlerinin sayilip

O 6 sayllmamasindan kaynaklanmaktadir.
Eger cergeve sinirlar tarafindan
‘/ kesilen partikiil izdistimleri sayilacak
/ olursa, 2 veya daha fazla ayr1 hacim
V . (| tarafindan ortak kullanilan izdiistimler

O , . birden fazla sayida 6rnekleneceginden,
© gercekte bulunan sayidan daha fazla

Sekil 33: Tarafli sayim cergevesi igindeki partikil ~ sayida partikiil hesaplanacaktir. Eger
tadlstmlerd kenarlar tarafindan kesilen partikiil
izdiigiimleri sayilmazsa gergekte bulunan partikiiller sayima dahil edilemeyeceginden
bu defa da oldugundan daha az sayida partikiil hesaplanacaktir. Say1 parametresi ile
ilgili olarak bir bagka yaklasim ise; test ¢ergevelerinin belirli (6nceden tayin edilmis) bir
kisim kenarlarna isabet eden partikiil izdiistimlerinin sayima dahil edilmesi, diger
kenarlarina isabet eden partikiil izdiigtimlerinin sayima dahil edilmemesi gibi fikirler
One siiriilmiisse de bu tiir yaklasimlarin da gergek degerden sistematik sapmalar

gosterdigi ispatlanmistir (Gundersen, 1977).
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Cesitli saymm gergevelerinin kullamiimas: ile yapilan yanhshiklar saptandiktan

sonra iki boyutlu diizlemlerde gergek sayirun nasil bulunacagmm izah edelim. 1977°de

Gundersen tarafindan  “Tarafsiz

b

Sayim Cercevesi” olarak adlandirilan

bir saymm  gergevesi  modeli
gelistirilmistir.
Sekil 34°de gosterilen

“Tarafsiz Sayim Cercevesi’ne goére
uyarlanmisg kurallar;
1. Tamamen c¢erceve igerisinde

izdiigimleri kalan, yani herhangi bir

kenar veya koseyle kesismeyen

Sekil 34: Tarafsiz saymm cergevesi (Gundersen,

1977°den degistirilerek ¢izilmistir).

partikiiller sayima dahil edilir.

2. Cercevenin kalin ve Kkesintisiz

¢izgileri ile ifade edilen kenarlar ile kesisen izdiistimler sayilmazlar.

3. Kesintili ¢izgi ile temasi olan partikiil izdiigiimleri sayima dahil edilir.

4. Cercevenin kalin ve kesintisiz ¢izgilerinin uzantilari ile kesisen izdistimlerin bir
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Sekil 35: Doku igerisinde yerlesik iki
boyutlu diizlemlerdeki partikiil
izdiisiimlerinin tarafli ve tarafsiz sayim
gergevelerine gore Orneklenmesi
(Gundersen,  1977°den  degistirilerek
¢izilmistir).

kismi sayima dahil olan alan i¢inde bulunsa
bile sayilmazlar (Gundersen, 1977).

Tarafsiz sayim ¢ercevesinin etkinligini
ve sayim kurallarinin gergekei olup olmadigini
gostermek igin 1977 yilinda Gundersen
tarafindan ¢izilen, bir goriinti diizleminde
bulunan cesitli boy ve sayidaki izdigtimlerin
tarafli ve tarafsiz sayim gergevelerine gore
sayimlar1 anlatilmistir (Sekil 35). Aragtirict
ilgili alamu dokuz esit parcaya (Ornekleme
alanina) aywrarak sayim yapmustir. Sekilde
gercekte bes partikiil goriilmektedir.

Kural yalnizca

olarak sayim

cercevelerinin igerisinde bulunan izdiisiimler

sayilacak olursa, alanda “’0*’partikiil oldugu soylenecektir.
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Kural olarak hem ¢ergevelerin igerisinde bulunanlar, hem de cergevelerle
kesisen partikiil izdiigtimleri sayilacak olursa;
Birinci ¢ergevede iki partikiil izdiisiimii,
Ikinci gercevede ii¢ partikiil izdiigiimii,
Ugiincii gercevede bir partikiil izdiistimii,
Dérdiincii gergevede bir partikiil izdiisiimii,
Besinci ¢ergevede bes partikiil izdlistimii,
Altinei gergevede iki partikiil izdiisiimd,
Yedinci gercevede bir partikiil izdlistimii,
Sekizinci gergevede iki partikiil izdiisiimd,
Dokuzuncu gergevede bir partikiil izdligtimi say1ilacaktir.

Burada dikkat edilirse,

(a) partikiili 1.,2.,5. Cerqévelerinde goriildiigiinden gergekte bir partikiil oldugu halde
ii¢ defa drneklenmigtir.

(b) partikiilii 1.,2.,5.cercevelerinde goriildiigiinden gergekte bir partikiil oldudu halde ti¢
defa 6rneklenmistir.

(¢) partikiilii 2.,3.,5.,6. cer¢evelerinde goriildiigiinden gergekte bir partikiil oldugu halde
dort defa 6rneklenmigtir.

(d) partikiilii 4.,5.,7.,8.cergevelerinde goriildiigiinden gergekte bir partikiil oldugu halde
dort defa 6rneklenmigtir.

(e) partikiilii 5.,6.,8.,9. gercevelerinde goriildiigiinden gergekte bir partikiil oldugu halde
dort defa 6rneklenmistir.

Actkca goriildiigi gibi 5 adet partikiill bahsedilen kurala gore 18 defa
orneklenecektir. Kural olarak; herhangi bir kdse ve kenara degen partikiil
izdiisiimlerinin sayilip, digerlerinin sayilmamas: prensibine dayandirlarak yapllah
yaklagimlarla da gergek degerden sistematik olarak sapan sonuglara ulagildig
yukaridaki rnekte gésterilmistir (Gundersen, 1977).

S6z gelisi yine aym sekil iizerinde diisiinerek, ¢ergevelerin sol ve alt
kenarlariyla, bunlarin kesistigi koseye isabet eden partikiil izdiistimleri saymm disi
birakilirken, simetrisinde bulunan kenar ve koseye isabet eden partikiil izdiigtimlerini
sayacak olursak;

(a) partikiilil: Birinci ve besinci ¢ergevede birer defa 6rneklenecektir.
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(b) partikiilii: Birinci ve besinci ¢ergevede birer defa 6rneklenecektir.
(¢) partikiilii:. Yalmzca besinci ¢ergevede bir defa 6rneklenecektir.

(d) partikiilii: Yalmizca yedinci gergevede bir defa 6reklenecektir.

(e) partikiilii: Besinci ve sekizinci ¢ergevede birer defa 6rneklenecektir.

Gériildiigu gibi gergekte bes olan partikiil izdiigiim sayisi bu tiir bir yaklasimla
sekiz defa rneklenecektir. (a) partikiilii hem birinci hem de besinci gercevede iki defa
orneklenmis, (b) partikiili hem birinci hem de besinci gergevede iki defa 6rmeklenmis
ve (e) partikiilii hem beginci hem de sekizinci ¢ergevede iki defa Srneklenmistir.

Kural olarak 1977 yilinda Gundersen tarafindan gelistirilen “tarafsiz sayim
cercevesi” esaslarina gére aym sekil tizerinde sayim yapacak olursak, a partikiilii:
birinci ¢er¢evede yasak kenarlara degmediginden drneklenirken, ikinci ¢ergevede yasak
kenarlara temas ettigi igin, besinci ¢ergevede ise yasak kenarlara temas etmedigi halde
izdiislim uzantisinin besinci ¢ercevenin yasak kenarlarimin uzantilariyla temas etmesi
nedeniyle 6rneklenmeyecektir. Diger izdiisiimler de aym kurala gére degerlendirilirse
gergek deger olan 5 izdiislimiin oldugu bulunacaktir.

Daha onceki boliimlerde eski sayim metotlarimin ne gibi sakincalarimin oldugu
izah edilmisti. Burada fiziksel disektdor metodunu kisaca anlatalim. Sekil 36’da
gortildiigi gibi:

Doku blogu igerisinden birisi 6rnek, digeri gdzlem kesiti olmak lizere Kesit
¢iftleri alinmigtir. Bunlardan, 6rnek kesitte gozlenip, gozlem kesitte gézlenmeyen, yani
komsu kesitlerden bir kesitte olup, diger kesitte olmayan partikiil izdiisiimleri disekt6r
kuralina gére sayima dahil edilecektir. Buradaki mantiksal yaklasimin temelinde, bir
partikiiliin yalmzca bir defa 6meklenebilmesi yatmaktadir. Kesit ¢iftleri alinarak
incelemelerin yapilmasinda elde edilen avantajlarin en basinda, gergekte ii¢ boyutlu
olan yapilarin, bu ozellikleri gbz ardi edilmeden incelenebilmeleridir. Yani derinlik
boyutu da hesaplamalara dahil edilerek, yalnizca ilgili hacme ait objeler sayilmakta, bir
baska hacimle ortak kullanilan objeler sayim dis1 birakilmaktadir. Sekil 21°e bakilacak
olunursa; sézgelimi (c) partikiiliiniin 2. ,3. ,4. , ve 5. kesitlerde izdiisiim verdigi halde
yalmizea 5. Kkesitte 6rneklenmesinin sebebi; 2. kesitte izdiisiimii varken 3. kesitte de ayn1
partikiiliin devami goriildiigiinden,yani iki ayr1 hacim tarafindan ortak kullamldigindan
saymm dig1 birakilmigtir. Aym1 durum 3. ve 4. kesitlerle ,4. ve 5. kesitler arasinda da

goriilmektedir. Dikkat edilirse bu partikiiliin 5. kesitte izdiisimi varken 6. kesitte
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herhangi bir goriintiisii mevcut degildir. Kurala gore; ilgili partikiil bir defa 5. kesitte
orneklenmis olacaktir. Burada son soz olarak, “Derinlik boyutu gbéz Oniine alinarak
izlenen partikiillerin yalmzca ilgili hacimde sayima dahil edilmeleri gereklidir”
denilecektir.

Birinci maddede ki kurala ilaveten, 6rek ve gézlem kesiti olarak adlandirilan
iki boyutlu iki kesit diizleminde, sayim yapilacak olan kesitte (Ornek kesitte)
unutulmamas: gereken; hesaba dahil edilecek partikiillerin ortak hacimler tarafindan
paylasilmamasi olacaktir. Bu problemin ¢éziimii daha once ayrintilar1 anlatilmis olan
“tarafsiz saymm cergevesi” ile saglanir. Bu ¢ercevenin temel mantigi, iki boyutlu
diizlemlerde bir partikiiliin yalmizca ilgili alanda orneklenmesini saglamaktir. Sekil
33’de gosterilen tarafli sayim cercevesi kuralina gore yapilan hesaplamalar ve
sakincalar ayrintisiyla anlatilmisti. Bu tiir bir yaklasimla, (*) ile isaretli partikiiller
sadece gergeve sinirlari dahilindeki alan tarafindan degil, aym1 zamanda bagka alanlar
tarafindan da ortaklasa kullanilmaktadir. O halde yapilacak olan 6rnekleme esnasinda,
bir partikiiliin yalmizca ait oldugu alanda bir defa sayilacak bi¢imde Orneklenmesi
olacaktir.

Sekil 36’da gorildiigii gibi, alinan iki kesitten 6rnek kesitte bulunup, gézlem
kesitte bulunmayan partikiiller sayilarak, hacimde 6rnekleme yapilirken, ornek kesit
goriintiisli lizerine yerlestirilen tarafsiz sayim g¢ercevesi ve kurallarma goére de alansal
ornekleme yapilmistir. Partikiil izdiistimlerinin herhangi bir ucu devamh g¢izgilerle ifade
edilen yasak bolge ve bunlarin uzantilarina temas etmiyorsa sayima dahil edilecektir.

Ayrica gercevenin ortasinda bulunanlar da sayilacaktir.
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Sekil 36: Komsu iki boyutlu iki diiziem (6rnek ve gdzlem kesit) ile olusturulan ii¢ boyutlu bir hacimde
disektor partikiillerinin sayilmas.

Bu bilgiler kisaca tekrar edildikten sonra, sekil 36’daki partikiil izdiistimlerini
disektor sayim kuralina gére sayacak olursak;
X isaretiyle belirlenmis partikiiller sayilmayacaktir.

V isareti ile belirlenmis partikiiller ise sayilacaktir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. CiVCIiVLERIN GRUPLANDIRILMASI VE DENEY DUZENEGI

Calismada kullanilan sifir giinliik civcivler, Koy-Tir tavuk isletmeciliginden
satin alindi. Ad1 gegen kurulusta civcivler cinsiyetlerine gére ayrilmis olmasina ragmen
tarafimizdan yeniden gozden gecirildi. Erkek ve disi olarak simflandirtlan hayvanlar,
tek tek alimp ayr bir kutu igerisinde bir telin ucuna yerlestirilen beyaz bir boncugu
gagalaylp gagalamamalar1 esas alinarak test edildiler. Dogustan var olmasi gereken
gagalama refleksi aktif olan civcivler boncugu gagalarken, hayvanlarin bir kismi ya bu
aktiviteyi hi¢ gdstermedi veya gecikerek basardilar. Test sirasinda gagalama eylemini
basaramayanlar veya bunu gerceklestirmede gecikenler ile ilgili islemin bes dakika ara
ile iki defa daha tekrarlamak suretiyle herhangi bir asamada basarisiz olanlar
calismadan ¢ikarldilar. Bir sonraki asamada uygulanacak olan PSO modelinde
hayvanlarin gagalama refleksinin aktif olmasi gerekliliginden dolay1 bu tiir bir ayirima
gidildi.

Yukarida anlatilan sartlara uygun erkek ve disi civcivler sekil 37°de sematize
edildigi gibi planlanan deneye uygun bir bigimde 16 alt gruba ayrildi. Boylece bu 16
gruptan (Sekil 37) elde edilecek veriler kiyaslanarak 6égrenmenin farkl cinsiyet, sag ve
sol hippokampus bdlgeleri ve siire ile bir iligkisinin olup olmadigim belirleme imkani
saglanmis oldu.

Gagalama refleksi aktif olan erkek ve disi civcivlerden olusan her bir grup kendi
icerisinde bu asamadan itibaren deney ve kontrol grubu olmak f{izere alt gruplara
ayridilar.

Daha sonra; disi ve erkek kontrol grubu olarak ayrlanlara, demir bir ¢ubugun
ucuna yerlestirilen beyaz boncuk suya batirilarak her bir hayvanin goriintii sahasi
icerisine getirildi. Daha oOnceden gagalama refleksleri kontrol edilerek secilen bu
hayvanlarin suya batirilmis boncugu gagaladiklarn gozlendi. Bu gruptaki civeivler
gagaladiklar1 objenin kendileri i¢in zararli olmadigini grendiler.

Disi ve erkek egitim grubu olarak nitelenen civcivlere ayni boncuk irrite edici ve
pis kokulu bir maddeye (methylanthranilate) batirildiktan sonra, daha 6nce bdyle bir
obje ile hi¢ karsilasmayan hayvanlar, bu boncugu gagaladiklarinda maddenin etkisine

bagli olarak tipik irkilme hareketleri gosterdiler.
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Gagalama Refleksi
Pozitif Civcivler

ERKEK

DISI

Deney ve Kontrol
Gruplan
(24 saat sonra hayatlarmna
son verilenler)

Deney ve Kontrol
Gruplan
(48 saat sonra hayatlarina
son verilenler)

Deney ve Kontrol
Gruplar
(24 saat sonra hayatlarina
son verilenler)

Deney ve Kontrol
Gruplari
(48 saat sonra hayatlarma
son verilenler)

| | Deney Grubu | | Deney Grubu | | Deney Grubu | | Deney Grubu
Sol Hippokampus Sol Hippokampus Sol Hippokampus Sol Hippokampus

| | Deney Grubu | | Deney Grubu | | Deney Grubu | | Deney Grubu
Sag Hippokampus Sag Hippokampus Sag Hippokampus Sag Hippokampus

Kontrol Grubu
Sol Hippokampus

| | Kontrol Grubu
Sol Hippokampus

Kontrol Grubu
Sol Hippokampus

| | Kontrol Grubu
Sol Hippokampus

Kontrol Grubu
Sag Hippokampus

Kontrol Grubu
Sag Hippokampus

Kontrol Grubu
Sag Hippokampus

| | Kontrol Grubu
Sag Hippokampus

Sekil 37: Calismada bulunan hayvanlarin gruplandirma semasi.

Bu uygulamalar tamamlandiktan sonra hayvanlar yukarida belirlenen gruplar
halinde sakin bir ortamda 24 saat bekletildiler. 24 saat sonra hayvanlar ayrintisi asagida
anlatilacak davramslan gosterip gostermemeleri yoniinden kontrol edildiler.

Sonugta; 6nce suya batirilmis boncugu gagalayan erkek ve disi civcivlere 24.
saatte ayn1 renk boncuk (bu defa kuru olarak) sunuldugunda, bunun kendileri i¢in zararl
bir obje olmadigim &Zrenen hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugu her hangi bir sakinma
gostermeksizin gagalama eylemini gergeklestirdiler (Bu gruptaki toplam 4 civciv kuru
boncugu gagalamadiklar: igin ¢aligmanin bu sathasindan sonra ihrag edildiler). Irrite
edici maddeye batirilan boncugu gagalayan civcivlere 24. saatte yukaridaki islemin
ayms: tekrarlandifinda bunun kendileri i¢in zararli olduunu &grenen hayvanlarin
biiyiik bir cogunlugu boncuktan siddetle sakinma gosterdiler (Sakinma gdéstermeyen 3
denek ¢alisma disina gikarildi). Tiim bu uygulamalar daha sonra 48 saatlik grup olarak
adlandirilanlara da tekrarlandi. Bdylece bir §grenme modelini takiben meydana gelen
davramssal farklihgm civciv beyninin hippokampus bélgesindeki sinaps yogunluguna
ve morfolojisine de yansiyip yansimadigini arastirilabilecegimiz bir arastirma diizenegi

olusturuldu.
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Calismanin ilerleyen asamalarinda yapilacak hatalara bagl olarak gruptan ihrag
edilmesi olas1 deneklerin olabilecegi diisiiniilerek her bir gruptaki hayvanlarn sayist 10
adetle sinirh tutuldu (her bir grupta 5 hayvanin incelenmesi hedeflendigi halde). Burada
belirtmemiz gereken diger bir husus, 6nceden (canli olarak) cinsiyet tespiti yapilarak
smiflandirilan hayvanlarin perfiizyondan sonra da genital bolgeleri agilarak 3. defa
cinsiyet kontrollerinin yapilmis olmasidir. Boylece dis goriintimlerine goére yapilan
kontroller sirasinda cinsiyet tayinindeki hatalar diizeltilerek, civcivlerin cinsiyet ayirimi

kesin bir bigimde yapildi.

3.1.1. Fiksasyon Islemleri

Aragtirmamizda incelemeyi hedefledigimiz olusumlar sinapslarin say1 ve
morfolojileri oldugu i¢in fiksasyon islemleri elektron mikroskobu (EM) tekniklerine
uygun olacak bi¢imde yapildi.

Kullanilan fiksatifler ve fiksasyon islemlerinin temel mantign 151k
mikroskobunda incelenecek biyolojik materyaller igin yapilanlara benzese de, daha
gliglii aymmm ozelligine sahip olan EM diizeyindeki arastirmalarda uygun fiksatifin
tercihi ve hazirlanmasinda bir takim farkliliklar mevcuttur. Canlidan alinan biyolojik
materyallerin dogrudan bir mikroskop ortaminda incelenmeleri s6z konusu
olmadigindan, bunlarin bir takim iglemlerden gecirilmesi gerekmektedir. Bu islemlerin
en basta yapilmas: gerekeni fiksasyondur. Yapilan ¢aligmada en etkin sonucun elde
edilebilmesi i¢in kullanilacak fiksatifin se¢imi ve hazirlanmasi ¢ok 6nemlidir.

Calismamizda perfiizyonla tespit etme metodu kullanildi. Bu islem i¢in
glutaraldehit (GAL) ve paraformaldehit (PARA) bilesiminden olusan bir tespit maddesi
hazirlanarak kullanildi. Soliisyonlar hazirlanirken % 4’luk PARA ve % 4’luk GAL esit
oranlarda birlestirilerek % 2’lik bir tespit soltisyonu kullanima hazir hale getirildi. %
4’liikk PARA hazirlamak i¢in; 40 gr paraformaldehit 1000 ml distile su igerisinde 3 saat
boyunca bir karistirici kullamilarak ¢oziildi. Diger fiksatif olan GAL’in % 4’liigtini
hazirlamak igin % 25’lik ilgili madde belli oranlarla bir tampon ¢6zeltiyle karistirilarak
elde edildi (% 25°lik hazir olarak satin aliman GAL, 840 ml hazirlanan tampon
¢ozeltinin igine 160 ml % 25°lik GAL karnistirlarak % 4’liik oran elde edilmistir). Bu
soliisyon kullanilana kadar renkli siselerde ve + 4 derecede korundu.

PSO egitimi uygulanan hayvanlar, 24 ve 48 saat yasatildiktan sonra, perfiize
edilebilmek i¢in anestetik eterle uyutuldu. Tam olarak uyuyup uyumadiklar ayaklarna
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agrili uyaran verilerek kontrol edildi. Derin anestezi altinda olan hayvanlarin, gégiis
kafesleri agilarak kalp goriiniir bigime getirildi. Sonra etrafindaki zarlardan kurtarilarak
kalbe rahat bir kasilma ortami1 saglandi. Calisir durumdaki kalbin sol ventrikiiliine bir
kaniil araciligiyla girilerek dolagima 0.5 ml heparin verildi. Bundan sonra hayvanlarin
sag atriumlarinda kiiciik bir kesi ile delik a¢ilmasini takiben % 0.9’luk serum fizyolojik
(SF) yaklasik 2 veya 3 dakika boyunca sol ventrikiilden dolasima verildi. Boylece
dolasgimdaki kanin digariya bosaltilmas: saglandi. Ardindan ayni yol ile her bir hayvana
yaklagik olarak 150-200 ml fiksatif verildi. Tiim bu islemler yapilirken kalbin g¢alisir
konumunu maksimum stire devam ettirmesine zen gosterildi. Bu sekliyle hem tespit
maddesinin dolasima verilmesi sirasinda olusturulan pozitif basingtan, hem de ¢alisir
durumdaki kalbin pompalama giictinden yararlanilarak, etkin bir fiksasyon saglanmaya
calisildr. Islem esnasinda verilen soliisyonun etkisine bagli olarak hayvanlarda ortaya
¢ikan tipik kasilma hareketleri gozlenerek, perfiizyonla tespit isleminin yeterli derecede
olup olmadig: kontrol edildi.

Bu uygulamalar esnasinda; heparinizasyonun uygun bigimde yapilamamasina,
fiksatifin gonderilis basincina ve verilis 1sisina, damarlarin biiziismelerine, dolasimin
herhangi bir yerinde istenmeden acilan kollaterale bagh olarak ortaya ¢ikan hatalar,
aninda saptanarak, gerekli Onlemler alinabiliyordu. Tim bu Onlemlere ragmen
perfiizyon sonrasi hayvanlarin beyinleri tek tek kontrol edilerek iyi fikse olmayanlar
gruptan ¢ikartildilar. Yapilan perflizyonda istenilen derecede tespit olan hayvanlarin

beyinleri ¢gikartilarak 2 giin boyunca ayn: fiksatifte bekletildi (tespit sonrasi islem).

3.1.2. Cahisilan Bélgenin Tanimlanmasi ve Disseksiyonu

Tespit isleminin ardindan her bir beynin {izerinde kikirdaktan olusan kafatas:
uzaklagtirildi. Daha sonra Kuenzel ve Masson (1988) tarafindan hazirlanan “Civeiv
Beyninin Stereotaksik Atlasi” ve bu konuda &nceden yapilan arastirmalar esas alinarak
(Bradley ve ark., 1994), frontal ugtan yaklasik 4-5 mm ilerlenerek transvers kesitte
hippokampus goriintir hale getirildi (Sekil 38). Uzerinde cabishgmiz bir giinliik
civcivlerin, hangi seviyedeki transvers kesitlerinden itibaren hippokampusun basladig:
ve hangi seviyedeki transvers kesitlerinden itibaren sona erdigini saptamak igin &n
calisma yapildi. Disseksiyon ve demonstrasyon islemleri bir stereotaksik mikroskop
yardimiyla gergeklestirildi. Bu islemler yapilirken yukarida adi gegen referanslarin yam

sira Horn (1991)’un metodu olarak bilinen, IMHV’ nin gériiniir hale getirildigi seviyede,
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hippokampus disseke edildi (Szekely ve Krebs, 1996). Sekil 38’de gosterilen seviyeden
(frontal ugtan arkaya dogru yaklagtk 4. ve 5. mm’ye rastlayan arahik) alinan doku
diliminden, yine stereotaksik mikroskop altinda incelemeyi hedefledigimiz dorsolaterel

hippokampus pargas: ¢ikartilarak doku takip iglemlerine gegildi.

eieons T
ST,

v

Sekil 38: Ciwciv hippokampusunda sinaps sayisal yogunlugunun aragtinldify kesit seviyesinin
stereotaksik atlastaki (Kunzel ve Masson 1988) (A) ve histolojik preparattaki panaromik goriintiisii (B). B
fotografinda isaret edilen alan Szekely ve ark., (1996)’mn tariflerine gore dorsolateral hippokampusun
simrlan (taralt gizgiler arasinda kalan hippokampus bélgesi) ve C-D’de ilgili sahalar biyiitiilerek
goriintiilenmistir. D’de dorsolateral hippokampustaki néronlar goriilmektedir.



86

3.1.3. Doku Takip Islemleri

Fiksasyondan sonra dokular dnce 2 giin, sonra 4 saat olmak iizere 0.1 M fosfat
tampon soliisyonunda bekletildiler. Son uygulamalarla doku iginde birikmesi muhtemel
olan GAL’1in, daha sonra kullanilacak osmium tetroksitle reaksiyona girerek yogun
birikintiler olusturmasi 6nlendi. Burada dikkat edilmesi gereken bir ozellik, fiksatif
hazirlanirken kullanilan tampon ¢0zelti ile yikama isleminin gergeklestirilme
zorunlulugudur. Bu agsamadan sonra 3 giin stirecek olan diger takip islemlerine gegildi.

Bunlar;

1. Giin takip islemeleri

Dokular 6nce %5’lik GAL’de 4 saat,

Ardindan fosfat tampon ¢6zeltisinde 10 dakika yikanarak,

Ayni gozeltide 1 gece (12 saat) boyunca bekletildikler.

2. Giin takip islemleri

Osmium tetroksit igerisinde dokular 2 saat boyunca tespit edildiler.

Ardindan 10’ar dakikalik periyotlar halinde iki defa fosfat tamponuyla yikanma
islemini takiben dehidratasyon asamasina gegildi.

Dehidratasyon asamasinda ise yapi iginde bulunan serbest suyun tamamen
uzaklastirilmasi igin dokular etil alkol serilerinden gegirildi.

Burada sirasiyla ,

%50’lik etil alkolde 15 dakika,

%70’lik etil alkolde 15 dakika,

%86’ lik etil alkolde 15 dakika,

%96’ 11k etil alkolde 15 dakika,

Mutlak etil alkolde 15 dakika ve

Mutlak etil alkolde 15 dakika dokular bekletilerek dehidratasyon islemi
tamamlandi.

Dehidratasyon esnasinda kullanilan etil alkol ise propilen oksit ile dokudan
uzaklagtirildi.

Bunun i¢in dokular,

Propilen Oksitle 15’er dakikalik iki periyotta bekletildiler.
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Dehidrate edilen dokularin, gémme soliisyonuyla tam olarak infiltre edilmeleri
gerektiginden, bu islem asamali olarak yapildi. Yani dokuda biriken propilen oksitin
gomme maddesiyle yer degistirmesi iglemi agamali bigimde gergeklestirildi.

Bu amagla; propilen oksit + gémme maddesi esit oranlarda karistirilarak 30’ar
dakika bu ortamlarda bekletildiler.

Dokular son infiltrasyon isleminden sonra saf gémme ortaminda bir gece
boyunca bekletildiler.

3. Giin Takip Islemleri;
Doku takip iglemlerinin son asamasinda dokular aym giin 3-4 saat &nce, taze

olarak hazirlanan gémme ortamina gémiilerek islem tamamland.

3.1.4. Dokularin Bloklanmasi

Elektron mikroskobu tekniklerine uygun olarak kiigiiltiilen dokular (yaklagik
olarak 1-2 mm® ) piramit uglu polietilen kapsiillerin u¢ kisimlarina yerlestirildikten
sonra iizerlerine yeni hazirlanan resin dokiilerek gémiildii. Bu uygulama sirasinda her

bir bloga rastgele numaralar verilerek kodlandi.

3.1.5. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 litre distile su igerisinde 22,6 gr sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4H,0) veya
mono bazik sodyum fosfat eritildi.

200 ml distile su icerisinde 5.04 gr NaOH eritildi.

Daha sonra 830 ml NaH,PO4H,0 ile 170 ml NaOH karistirilarak tampon ¢ozelti
olusturuldu. Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH degerinin 7.2-7.4 arasinda olmasmna 6zen
gosterildi. Kullanilacagi zamana kadar renkli siselerde ve +4 derece korundu.
Hazirlanan bu tampon ¢dzelti hem %5°lik takip islemlerinde kullanmilan GAL’in elde
edilmesinde (80 ml tampon ¢ozelti ve hazir olarak satin alman %25°lik GAL
karigtirllarak elde edildi) hem de fiksasyon i¢in kullamlan %4’liik GAL in
hazirlanmasinda (840 ml tampon ¢ozelti ile 160 ml %25’lik GAL karnistirilarak elde
edildi) kullanildi.
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Resinin hazirlanmasi

Araldit 20 ml,
DDSA 20 ml,

N Benzildimethilamin 0.6 ml ve
Difululat 1 ml

Bir sise icerisinde 30 dakika boyunca cam veya demir bir gubukla kangtirlarak

hazirlanir.

Osmium Tetroksitin Hazirlanmasi

1 gramlik kapsiiller halinde satin alman osmium tetroksit bir sise icerisinde bir
cam baget ile ezildikten sonra 0.54 gr glikoz ilave edildi. Bu iki kati bilesige 10 ml
distile su ve 90 ml tampon ¢dzelti ilave edilerek kullanima hazir hale getirildi. Burada
dikkat edilmesi gereken 6nemli bir 6zellik bilesigin kullanilmasi disiiniilen zamandan

bir giin 6nce hazirlanarak +4 derecede saklanmasidir.

3.1.6. Gridlerin Hazirlanmasi'

Bloklardan kesitler bir ultramikrotomla kesildikten sonra 151k mikroskobunda
kullanilan cam yiizeyler (lam) yerine grid adi verilen metalden yapilmus kesit

tastyicilara alinarak diger islemlere hazir duruma getirildiler. Bilindigi gibi elektron

opak (bakir, nikel vb) maddelerden imal edilen bu

tagtyicilarin, yapilan caligmanin  6zelligine gore

segilebilecek bir ¢ok ¢esidi mevcuttur.

Calismanin amacina uygun gridin se¢imi,

Grit-A Grit-B  ilerleyen asamalarda arastiriciya biiyiik avantajlar

saglamaktadir. Caligmamizda ilk tercih ettigimiz
Sekil 39 Grid ¢esitleri ve

iclerindeki elektron opak barlar. gridlerin (Sekil 39B) désemesini olusturan boliimiinde

yatay ve dikey olarak 10 adet demir bar mevcuttu. Adi
gegen bu tiir gridlerin tizerine alinan seri kesitlerin incelenmesi sirasinda fotografini

goriintiilendirmeyi planladigimz bir ok bolgenin elektron opak bakir barlara isabet

! Projemizin bu asamasindan itibaren laboratuarda yapilmasi gereken difer tiim islemler
Newecastle Upon Tyne Universitesi, Tip Fakiiltesi, Norobiyoloji Bolimii, Ingiltere’de yapildi.
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etmesi nedeniyle istenilen sahalarin bulunmasinda problemlerle karsilasildigindan
(bakir barlarin yogunlugu bakimindan incelenecek bir ¢ok saha ortiiliiydii) bir sonraki
agamada grid tercihimizi degistirerek yaklasik olarak bir birini dik bi¢imde kesen 5’er
adet bakir bardan olugan gridlerin (Sekil 39A) kullanilmas: ile komsu kesitlerdeki
disektor giftleﬁnin mikrograflarinin ¢ekilmesi hizlandirildi.

Kesitleri almadan 6nce olast kontaminasyonu elimine etmek igin gridler %
25’lik amonyakli soliisyonda ¢alkalandiktan sonra, nce bidistile sudan, ardindan %
99.9’luk alkolden gegirilerek, filtre kagitlart tizerinde kapali kutular iginde kurutuldu.
Yukaridaki islemlerden sonra gridleri bu halleriyle de kullanmak miimkiinken, bizim de
yaptigimiz gibi {izerlerine yerlestirilen ince kesitler elektron bombardimaninin olumsuz
etkisinden korumak i¢in gridlerin yiizeylerini ince film tabakasiyla kaplayarak

kullandik?.

3.1.7. Cahsmanin Orneklenme Stratejisinin Belirlenmesi

Civcivlerden disseke edilen dorsolateral hippokampus bolgeleri elektron
mikroskobik (EM) takip islemlerinden gegirilip bir biitiin olarak bloklandiktan sonra
kesit alinabilecek duruma getirildi. Doku blogunun, {i¢ farkli seviyesinde, aralarinda en
az iki mikrometre olacak sekilde 9 adet gride her birinin {izerinde sayilar1 8-10 arasinda
degisen seri ince kesitler (85-90 nanometre kalinlikta) alindi. Ince kesit serileri
alinirken, seriyi olusturan kesitlerin diiz bir hatta dizilmelerine dikkat edildi. Serilerin
ortasinda bulunan kesitlerin uygun olanlarindan rastgele baglanarak disektor ¢ifti
olabileceklerin fotograflari ¢ekildi (Geinisman ve ark., 1996). Boylece bir hayvandan

yaklagik 15 disektor ¢ifti elde edildi.

% Gridlerin yiizeyinde bir destekleyici ortii olan formwar film tabakasi hazirlanirken; 0.2 gr
formwar, 500 ml 1.2 dikloroetan da eritildikten sonra soliisyon bir sise igerisine yerlestirildi.
Daha sonra iizerinde herhangi bir kontaminasyonun olmadig: (iyice temizlenmis) diiz bir cam
(lam) formwar soliisyonu ile dolu sise igerisine daldirildi. Camin kullanmak istedigimiz tarafi
iistte kalacak bigimde bir kurutma kagidinin {izerine yerlestirildi. Camun (lam) iizerini kaplayan
bilesik 2-3 dakika igerisinde kurutulduktan sonra olugan film tabakasi distile su ile dolu bir kap
icine 45 derecelik agtyla daldirilarak film tabakasmin camdan suyun yiizeyine gegisi saglandi.
Baylece sivi iizerinde yiizen bir film tabaka elde edildi. Daha sonra ince uglu pens yardimiyla
alinan her bir grid bu tabaka tizerine parlak yiizleri gelecek bigimde yerlestirildi. Olusturulan
tabaka ile bir yiizleri kaplanan gridler bir kurutma kagid1 yardimiyla alind1 ve petri kutusunda
kurutularak, ultramikrotomda alinacak ince Kesitlerin iizerine alinabilmesi i¢in hazir hale
getirildiler.
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Elde edilen bu disektor ¢iftleri toplam 16500’liikk (mikroskop + agrandizér)
biiytitmede basilarak incelenebilecek duruma getirildi. Fotograflar disektor sayim
metoduyla degerlendirilirken her bir hayvanda toplam 100-150 partikiil sayabilecek
boyutta olan (14x14 cm) bir tarafsiz sayim g¢ergevesi kullamlarak yapildi (Gundersen,
1977).

3.1.8. Kesitlerin Alinmasi

Caligmamizin  6zelligi nedeniyle ardigik kesitlere ihtiyacimiz oldugundan

bloklarin tiraslanma asamasinin Snemi

bizim i¢in biiyiiktii. Sekil 40’ta sematize
edildigi gibi tiraslama yapilirken blogun

u¢ kismmnin yani tiraglama yapilan
taraftaki yiizeylerin birbirine paralel ve
bicakla ilk temas eden tarafin diger

taraftan uzun olacak sekilde ayarlanmasi

'Sefkil 40: Seri ve'diizgi‘m kesitl.er.in almabilmesi gerekmektedir.

i¢in; bloklarin kesilmeden &nce Ikiz kenar yamuk

bigiminde tiraslanmasi gerekmektedir. Burada “a” Sekil 41°A, B ve C’de yapilan
ve “b” ile ifade edilen kenarlar birbirine paralel ve

“b” kenarmin “a” kenarindan uzun olmasma traglamaya gére alman kesitlerin
dikkat edilmelidir. Ilaveten kesitler alinirken “b”
kenarinin bigakla once temas edecek bigimde

mikrotoma yerlestirilmesi arastiriciy1 istenilen tiraslama yapilirken yukarida sézii edilen
kalitede seri kesitlerin alinmasi saglanacaktr.

goértintiileri sematize edilmistir. A’da

Ozelliklere dikkat edilmemis,

olusturulmaya ¢alisilan ikiz  kenar
yamugun {ist ve alt kenarlar arasindaki paralellik tam olarak saglanamamis, bu nedenle
seri kesitlerin egri ve birbirine esii olmayan biiylikliikte gelmesine sebep olmustur. B’de
bir 6nce bahsedilen yanlisa ilaveten eskenar yamugu olusturan kenarlar tam olarak bir
hat gibi diizeltilmeyerek, kesitlerin tek tek kesilmesine sebep olmustur. C’de uygun
tiraslama yapilarak seri ve diizgiin kesitler alinmistir.

Galismada, yukarida belirtildigi gibi seri kesitlerin alinmasi igin gerekli kosullar
yerine getirildi. Almak istedigimiz kalinlikk ultramikrotomun &zelliklerinden
yararlanilarak ayarlandiktan sonra (yaklasik 90-100 nanometre), binokiiler mikroskop
altinda su lzerinde yiizen kesitlerin yansiyan 1sikta verdikleri yansimaya (refleye)

bakilarak kesitlerin kalinliklarinin kontrolleri yapildi (yapilan ¢aligsmalarla bu



kalinliktaki Kesitlerin sar1 renkte refle verdikleri bilinmektedir). Arastirmanin amacina
uygun Kesitler alindiktan sonra bunlar 6nceden anlatilan bigimde hazirlanan gridlere

alinarak ¢alismanin diger asamalari i¢in hazir duruma getirildiler.

Blok-1 @Bhk.z Blok-3
A B C

Sekil 41: Degisik bi¢imde kesilen kesitlerin sematik gériintiisii.

Kesitler alinmadan once stereolojik metotlar g6z oniinde bulundurularak bir
Ornekleme stratejisi belirlendi. Buna gére her bir bloktan 9 ayr1 gride yerlestirilmek
lizere toplam 54 ardigik kesit alindi (Her bir grid ilizerine yaklasik 6 ardigik kesit
alinarak 9 gridde 54 kesit elde edildi). Burada iizerinde hassasiyetle durdugumuz
strateji, her bir blogun Ui¢ farkli seviyesinden kesit alinmasiydi. Diizgiin ve seri
kesitlerin alinmaya baslandigi noktaya seviye 1 (S-1) ad1 verilerek, buradan toplam 18
kesit (6 sarh {i¢ seri kesit) alinmak suretiyle 3 farkli gride yerlestirildi. Seviye 1 (S-1)
kesitleri alindiktan sonra, seviye 2 (S-2) ve seviye 3 (S-3 )’de kesit alma islemleri
tamamlanarak her bir bloktan {i¢ farkh diizeyden 54 kesit elde edildi. Bu esaslar goz
Oniinde tutularak pasif sakinmanin 6grenilmesi egitiminden 24 ve 48 saat sonra perflize
edilen hayvanlardan elde edilen toplam 96 (24 saatlik gruptan 48 blok+48 saatlik
gruptan 48 blok =96 blok) bloktan yaklasik 1000 seri kesit alind1.

3.1.9. Kesitlerin Boyanmasi

Istk mikroskobu diizeyindeki kesitlerde oldugu gibi, EM diizeyinde de
materyallerin incelenebilmesi igin boyanmalan gerekmektedir. Doku takip islemleri
sirasinda uygulanan osmium tetroksit, yapilar arasinda belirli bir derece kontrast

olustursa da daha kaliteli goriintiiler i¢in ayrica bir boyama yapilmasi mikrograflardaki
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kaliteyi artirmaktadir. Ince (ultrathin) kesitlerin boyanmasi igin laboratuarlarda kursun
sitrat, kursun nitrat, kursun hidroksit ve uranil asetat gibi afir metal tuzlan
kullanilmaktadir. Bu tiir iglemlerde kullanilan manuel tekniklerin yaninda son
zamanlarda tamamen otomatik cihazlar (ultrastainer) tretilerek boyama islemleri
yapilabilmektedir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada da Leica marka otomatik EM boyama makinasi
kullanilmus olup, bu makine arastiriciya dokularini fikse etmek igin kullandig1 maddeye,
takipte kullandig1 sollisyonun cinsine, gomme islemlerinde tercih ettigi ortama,
incelenecek biyolojik dokunun tiirtine ve gridlerin kaplanmasi igin kullamlan
kimyasalin ¢esidine gore degisik alternatifleri iceren programlar sunmaktaydi.
Ultrastainerin bu 'avantaj larindan yararlanilarak kesitler boyandi.

Boyama yapilirken kullanilan maddeler (soliisyonlar) ;

Boyama evresi 1 olarak adlandirilan 200 ml’lik siv1 i¢ine konulan 1gr Uranyl

asetat

Boyama evresi 1 H olarak adlandirilan 200 ml’lik siv1 i¢ine konulan 2 gr Uranyl

asetat

Boyama evresi 2 olarak adlandirilan 200 ml’lik sivi i¢ine konulan 1 gr kursun

sitrat

Yikama soliisyonu olarak ya 0.02 M nitrik asit veya % 5’lik alkolden ibaretti.

Calismamizda gémme ortami olarak kullandigimiz araldit ve gridlerin tizerini
kapladigimiz maddeye bagli olarak diisiik 1sida ve kisa stireli bir program kullanmamiz
Onerilmekteydi. Yaptigimiz deneme ¢alismalarinda boyama , yikama , siire ve 1s1 ile
ilgili olarak denenen ¢esitli segeneklerden sonra en iyi sonucu, toplam 1 saat 3 dakikalik
“program bir” olarak adlandirilan boyama program verdi.

Bu islem i¢in;

8 dakika siireyle kesitlerin nemlendirilmesi i¢in %5’lik alkol kullanildi.

Boyama evre 1’de 6n boyama 1 dakika 2 saniye olarak yapildu.

Boyama evre 1°de 25 °C’de 30 dakika boyama yapldi.

H,O ile 5 dakika ilk yikama islemi gergeklestirildi.

Boyama evresi 2 ile 6n boyama 1 dakika 2 saniye olarak yapilds.

Boyama evresi 2 ile 25 °C’de 10 dakika boyama yapildi.

H,0 ile 5 dakika ikinci yikama isglemi yapildi.
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Ug dakika 20 saniye kesitlerin kurutulma islemime ayrildi.
Tim bu islemler otomatik olarak yapildigindan gerekli siireler ve 1s1 dereceleri

Onceden programlanarak islem tamamlandi.

3.1.10. Elektronmikrograflarin Cekilmesi

Simdiye kadar ilgili boliimlerde anlatilan hazirliklar tamamlandiktan sonra
elektron mikrograflarin ¢ekilmesine gegildi. Daha 6nceki boliimlerde oldugu gibi
oncelikle bu konuyla ilgili bir pilot c¢alisma yapildiktan sonra isleve siireklilik
kazandinldi. Bu ¢alismada JEM-100S marka mikroskop kullanildi. Mikrograflar

cekilirken, yapilan islemler asagida 6zetlenmistir.

Sekil 42: A’ da ardistk tg kesitteki benzer alanlar bulunarak goriintiilenmistir. Bu mikrograflardaki 1. ve
2. Kesit goriintiilerinden (1. Ornek kesit, 2.gdzlem kesit olarak) birinci, 2. ve 3. kesit goriintiilerinden (2.
Ornek kesit, 3. Gozlem kesit olarak ) ikinci disektor gifti secildikten sonra aym Mikrograflar yer
degistirilerek (1. Gozlem kesit, 2. Ornek kesit ve 2. Gozlem kesit, 3. Ornek kesit olarak ) toplam 4
disektor ¢ifti elde edilmigti. Eger inceledigimiz gridde ardisik 3 kesit gériintiisii bulunamiyorsa B ve C
deki gibi iki farkli alandan ardigik iki kesitten toplam 4 disektor gifti elde edilmistir. B ve C ile ifade
edilen iki farklt alandaki 1. ve 2. Kesit goriintiilerinden birinci bunlarin terslerinden ikinci disektor ¢ifti
incelenerek toplam 4 disektor ¢ifti inceleme hedefine ulasilmustir.

Ekrana diistiriilen goriintiiler 6nce 1000’lik biiyiitmede incelendi. Boylece elde
edilen kesitlerin kalite kontrolii yapilirken, ayni zamanda fotograflarimi ¢ekecegimiz
bolgeler hakkinda 6n bilgi sahibi olundu. On incelemeden sonra ayni biiyiitmede (1000)
kesit serilerindeki kesitlerin her biri kontrol edilerek bunlar iizerinde mevcut benzer
alanlar saptanmaya calisildi. Bu asamada belirtilmesi gereken husus, elde edilen

mikrograflarin disektér metoduyla incelenecek olmasi nedeniyle her bir gritte yerlesik
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olan 6-7 ardigik kesitteki benzer alanlarin bulunma ve gériintiilenme zorunlulugudur.
Aym biytitmede griddeki seri kesitlerde birbirine benzer veya birbirini takip eden
gértintiilerden, toplam 4 disektdr yapilabilecek sahalar saptand: (Sekil 42).

Tespit edilen benzer alanlarin goriintiileri 5000 biiyiitmede kontrol edildikten
sonra, ayni biyiitmede bu alanlarin mikrograflar ¢ekildi. Bu 6zellige dikkat edilerek 24
ve 48 saatlik gruptan elde edilen 96 bloktan yaklagik 1000 adet mikrograf elde edilerek

disektor sayim metoduyla analiz edilebilecek duruma getirildi.

3.1.11. Sinapslarin Morfolojisi, Ortalama Yiiksekliklerinin Hesaplanmasi

ve Sayim I¢in Belirlenen Kriterler

Presinaptik elemaninda en az {i¢ adet sinaptik vezikiil bulunduran, pre ve post
sinaptik membran kalinlagmasinin ayn1 (simetrik) veya post sinaptik membranda daha
fazla oldugu yapilar (asimetrik) sinaps olarak kabul edildi (Mayhew, 1979, Horner ve
ark., 1995). Bir sinapsmn iki veya lige parcalanmasi ile olusan perfore sinapslar ise
parcalar hayali bir ¢izgide birlestirilirse tek sinaps, aksi durumda iki ayr sinaps olarak
sayildi.

Elektronmikrograflar tizerindeki goriintiilerden hangi yapilarin sinaps olduguyla
ilgili kriterler belirlendikten sonra, disektdr sayim kuralina gore spin ve saft tipindeki
sinapslar ayr ayn sayilarak degerlendirildi. Eger sinaps dendritik diken {izerinde ise
diken sinaps, dendritik saft iizerinde ise saft sinaps olarak kabul edilerek islemler
yiirtitiildii (Horn ve ark., 1985, Curtis ve Stewart, 1989). Tiim bunlara ilave olarak
grupta bulunan hayvanlarin ilgili bolgelerindeki sinapslarinin ortalama ytikseklikleri de
yukaridaki sinaps i¢in belirlenen kriterler dahilinde, eldeki mikrograf (Doubell ve
Stewart, 1993) goériintiilerinden, disektdr uygulamasinda farkli bir bigimde, hesap

edilerek, ayrica degerlendirildi.

3.1.12. Fiziksel Disektoriin Uygulanmasi

Sinaps morfolojileri ve sayim igin belirlenen kriterler boliimiinde anlatildig: gibi
elde edilen elektron mikrograflardaki goriintiilerden hangi morfolojik olusumlarin
sinaps olarak kabul edilmesi ve sayilacak sinaps tipleri belirlendikten sonra diger
uygulamalara gegildi.

Sekil 43°de ardigik iki kesitten alman bir disektor ciftinin elektron mikrograflan

ve bunlarin {izerine yerlestirilen “tarafsiz sayim gergevesi” goriilmektedir. Burada
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dikkat edilmesi gereken iki 6nemli husustan birincisi, tarafsiz sayim g¢ergevelerinin
disektor ciftlerinin aym alanlarina yerlestirilmesi, digeri kullanilan ger¢evenin alaninin
bilinmesidir. Sayim yapilirken once ardisik goriintii ¢iftlerinden biri 6rnek, digeri
gozlem, sonra 6mek kesit, gézlem, gézlem kesit, 6rnek olarak degerlendirilerek iki adet
elektronmikrografta 2 disektér uygulamasi gergeklestirildi. Tablo VI’da gésterilen
parametrelerin  her biri disektdr partikiili ve ortalama sinaps yiiksekliklerinin
hesaplanmasinda veri olarak kayit edildi. Genel bilgiler bélimiinde ayrintili olarak
disektér sayim kurallar1 anlatilmig olmasina ragmen, bu kurallar kisaca, kesitler
arasindaki mesafesi bilinen, ardigik iki paralel kesit tizerinde, siirlart bilinen benzer
alanlardan birinde olup digerinde olmayan tiim izdiigiimlerin disektdr partikiilii olarak
hesap edilmekte oldugu seklinde 6zetlenebilir.

Ortalama sinaps ylikseklikleri ise, fiziksel disektér uygulamasindan farkli olarak,
ornek ve gdzlem kesitlerinden 6rnek kesitteki tiim sinapslarin sayilmasinin ardindan
(daha o6nce sinapslar i¢in belirlenen kriterlerle beraber tarafsiz sayim c¢ergevesinin
sinirlart dahilinde olanlar), elde edilen degerin, ayni kesit giftinde hesaplanan disektor
partikiilii (Q°) sayisina béliimiintin, kesit kalinligiyla ¢carpilmasiyla elde edildi.

Yukarida sozili edilen bu yaklagim (Doubell ve Stewart, 1993),

Homny= (Z % Q,,,jxt seklinde formiilize edilmektedir.

H(orm): Sinapslarin ortalama yiiksekligi
t: Kesit kalinlig1

ZQ: Degerlendirilen iki kesit ¢iftinden bir tanesinde (Ornek Kesitte) gézlenen

sinapslarin timi

ZQ' :Toplam disektor partikiilii sayisi
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Sekil 43: Disektor ¢ifti olarak alman iki ardisik kesitin elektron mikrograflar iizerine yerlestirilen tarafsiz saymm
gergeveleri ve fiziksel disektor uygulamasi. Bu uygulamada bir izdiigiimiiniin disektor partikiilii olarak
sayilabilmesi igin 6ncelikle incelenen ardisik iki kesit goriintiisiinde de benzer alanlarmin bulunup tarafsiz sayim
gergevesiyle sinrlandiriimasmin ardindan, drnek kesitte gozlenip gozlem kesit bulunmayan ve tarafsiz sayim
gercevesinin sayim kurallarma uyan tiim izdiigtimler disektor partikiilii olarak sayilmaktadir. Disektor partikiilleri
yukarida bahsedilen kurallara gore tespit edildikten sonra elde edilen verilere Q / a x t formiilii uygulanarak,
ilgili kesit giftindeki partikiillerin sayisal yogunlugu (N v) hesaplanmaktadir. Formiildeki (Q") simgesi disektér
partikiillerini, (a) simgesi kullanilan tarafsiz sayim gergevesinin alanm, (t) simgesi ise kesit kalnligim temsil
etmektedir Elektronmikrograflar iizerindeki yesil oklar disektdr partikiilii (Q) olarak sayillan (Ornek kesitte
gorillip, gézlem kesitinde olmamalar1 yaninda tarafsiz sayim gergevesinin sayim kurallarma uyan), mavi oklar
ise sayilamayan (Omek ve gozlem kesitinde birlikte bulunmalar: veya tarafsiz sayin ¢ergevesinin saym
kurallarma uymayan) sinapslar1 gostermektedir. ilgili bolgede bulunan sinapslarm ortalama yiikseklikleri ise
incelenen kesit ¢ifterinden yalnizca bir tanesinin tarafsiz sayim gergevesi siurlar dahilindeki tiim sinapslarmin
sayllmasimin ardindan elde edilen veri ayn1 bolgede bulunan disektor partikiilii sayisina boliindiikten sonra sonug
kesit kalmliryla carpilarak hesap edilmektedir. Ortalama sinaps yiiksekligiyle ilgili kullanilan bu ifade (Q / Q)
x t seklinde formiilize edilmektedir. Formiildeki Q simgesi sayilan tiim partikiilleri, Q" simgesi sayilan disektor
partikiillerini, t simgesi kesit kalinlifin1 temsil etmektedir.
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Tablo VI: Ornek kesit ile ardisig1 olan gozlem kesitte sinapslarm sayisal yogunlugu, sinaps tipleri ve
ortalama sinaps yitksekliginin hesaplanmasindaki uygulama stratejisi igin ¢izilen tablo.

A B C D E F G H

Ornek Kesit

Gozlem Kesit

A: Diken (spine) sinaps, B: Govde (shaft) sinaps, C. Simetrik sinaps, D: Asimetrik sinaps, E:
Kullanilan tarafsiz sayim gergevesinin alani, F: Kesit kalinligi, G: Disekiér hacmi (V(dis) =txa ),

H: Ortalama sinaps ytksekligi (Sayim kurallarina uyan ve érnek kesitte gézlenen tim sinapsiar)



4. BULGULAR

Sifir giinlik civcivlere PSO modelinin uygulamasindan sonra, dorsolateral
hippokampus bdlgelerindeki sinapslarin sayisal yogunluklari ve tipleri elektron mikroskobu
seviyesinde yeni stereolojik yaklasimlardan “disektsr” metoduyla hesaplandiktan sonra, bu
caligmada eldeki veriler g6z oniine alinarak farkli bir yaklagimla her bir hayvanin ortalama
sinaps ylikseklikleri de hesaplandi.

Materyal ve metot boliimiinde anlatildig gibi, elimizdeki hayvanlarda, 6grenmenin
etkisini yukarida belirtilen morfolojik kriterleri temel alarak degerlendirebilmek i¢in, denekler
sistematik bir bi¢imde alt gruplara ayrilmistir (Sekil 37). Gruplamalar yapilirken oncelikle
ogrenmenin etkisiyle beraber bu etkinin zamana bagh seyrini izleyebilmek i¢in hayvanlar
Ogrenme egitiminden 24 ve 48 saat sonra hayatlarina son verilenler ve bunlarin kontrolleri
seklinde 4 gruba ayrildi. Ardindan her bir grup, cinsiyetlerin etkisini gorebilmek i¢in, erkek-
disi, 6grenmenin inceledigimiz beyin bolgesinde lateralizasyon gosterip gostermedigini
belirlemek i¢in ise sol-sag hippokampus simiflandiriimasina tabi tutuldu. Bu tiir bir yaklasimla
elde edilen 16 alt gruba ait toplu sonuglar Tablo 7 ve 8’de, verilerden elde edilen grafikleri ise
sekil 44, 45, 46, 47, 48, 49 ve 50’de sunulmugtur.

Caligmamizda karsilastirmalar her bir hayvan grubuna ait 6zelliklerden (egitim -
kontrol, disi - erkek, sag - sol, 24 saat - 48 saat) {i¢ tanesi sabit tutulup etkisini gézlemek
istedigimiz parametre degistirilerek belli bir sistematik mantikla, verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi gruplarin ortanca degerini temel alan Mann Whitney U testi ile yapildi
(Tablo 10, 11, 12, 13, 14, 15). Yukarida s6zii edilen sistematik mantik kapsaminda;

I. Zamana bagli degisimi gérebilmek i¢in, 6rnegin; kontrol-egitim, erkek-disi, sol-sag
hippokampus bélgeleri 24 saatlik grup ile bunlarin 48 saatliklerinde, sayisal yogunluk verileri
(Sekil 44, 45) ile bu verilerin istatistiksel analizleri (Tablo 10, 11),

II. Egitimin gruplar tizerindeki etkisini anlamak i¢in, drnegin; 24 saat-48 saat, erkek-
disi, sol-sag kontrol grubu ile bunlarin egitimlilerinin sayisal yogunluk verileri (Sekil 46, 47)
ve istatistiksel degerlendirmeleri (Tablo 12, 13),

I11. Ogrenmenin lateralizasyon gosterip gostermedigini belirleyebilmek i¢in, érnegin;
kontrol-egitim, 24 saat-48 saat, disi-erkek sag hippokampus ile bunlarin sol taraflarinin
sayisal yogunluk verileri (Sekil 49, 50) ve istatistiksel karsilastirmalar1 (Tablo 15) ve

IV. Cinsiyetlerin gruplar {izerindeki etkisini ise, egitim-kontrol, 24 saat - 48 saat, sag-
sol disi bireylere sahip gruplar ile bunlarin erkeklerini bulunduran gruplarin sayisal yogunluk
(Sekil 44 - 48) ve istatistiksel degerlendirmeleri sunulmustur (Tablo 14).
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Tiim bunlara ilave olarak yukarida s6zii edilen gruplar esas alinarak, materyal ve metot
b6liimiinde anlatildigi bigimiyle, hayvanlarin dorsolateral bolgesindeki sinapslarinin ortalama

yikseklikleri hesap edilmis olup, elde edilen veriler tablo 9°da sunulmustur.
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Grup Shaft | Spin | Toplam
Karsilagtirmalan

Kontrol 24 Erkek Sag | 0,0131 | 0,1743 | 0,3832
Kontrol 48 Erkek Sag

Kontrol 24 Erkek Sol | 0,0212 | 0,7526 | 0,6015
Kontrol 48 Erkek Sol

Kontrol 24 Disi Sag 0,7110 | 0,6183 | 1.0000
Kontrol 48 Disi Sag

Kontrol 24 Disi Sol 0,0164 | 0,0078 | 0,0267
Kontrol 48 Disi Sol

Tablo X:Tim kontrol gruplarinda zamanin
etkisine bagli degisimin (24 veya 48. saatte
hayatlarma son  verilen  hayvanlarda)
g6zlenebilmesi i¢in yapilan karsilastirmalarin
Mann Whitney U testiyle degerlendirilmesi
(0,05’ten kiigilk olan P degerleri istatistiki
agidan anlamli kabul edilmigtir).

N
wn
|

-
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_Sayisal Yogunluk (Nv) sinaps/pm?®
N
)

24 Saat Kontrol
Erkek

48 Saat Kontrol
Erkek

Ortalama Shaft Sol
M Ortalama Spin Sol

[ Ortalama Shaft Sag
B Ortalama Spin Sag

24 Saat Kontrol 48 Saat Kontrol

Disi

Sekil 44 Kontrol gruplarinda sinapslarin sayisal yogunluklarina zamanm bir etkisinin olup olmadigim ortaya
¢ikarmak igin grubun diger ozellikleri sabit tutulup zaman (24-48. Saat) parametresi degistirilerek yapilan
karsilagtirmalar (Grafiklerde bantlardan alttan ilk ikisi sag, iisttekiler sol taraflara ait verileri gosterirken, her bir
siitundaki 1. ve 3. bantlar spin sinapslar, 2. ve 4. bantlar shaft sinapslar1 temsil etmektedir).

Karsilastirmalardan zamana bagh degisimler incelendiginde kontrol gruplarinin 24 ve

48 saatliklerinde toplam ortalama sinaps sayisal yogunluk verilerinde (Sekil 44) istatistiki
olarak anlamli bir farkliliga rastlanmazken (Kontrol 24 saatlik disi sol- Kontrol 48 saatlik disi

sol hari¢) (Tablo 10), aym yaklagimla egitimli gruplarm 24 ve 48 saatliklerinde ortalama

sinaps sayisal yogunluk verileri (spin, shaft ve ortalama toplam sinapslarin sayisal

yogunluklar) (Sekil 45) istatistiksel olarak 48 saatliklerin lehine bulunmustur (Tablo 11).
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Grup Shaft | Spin | Toplam Tablo XI: Egitimli gruplarda zamanin
Kf‘_r_§‘la$t'r malar _ etkisine bagl degisimin (24 veya 48. saatte
ngtfm 24 Erkek Sag | 0,0086 | 0,0084 | 0,0090 hayatlarina  son  verilen  hayvanlarda)
Egitim 48 Erkek Sag gozlenebilmesi i¢in yapilan karsilastirmalarin
Egitim 24 Erkek Sol | 0,0086 | 0,0080 | 0,0088 Mann Whitney U testiyle degerlendirilmesi
Egitim 48 Erkek Sol (0,05’ten kiictik olan P degerleri istatistiki
Egitim 24 Disi Sag 0,0086 | 0,0064 | 0,0083 agidan anlamli kabul edilmistir).

Egitim 48 Disi Sag
Egitim 24 Disi Sol 0,0086 | 0,0086 | 0,0080
Egitim 48 Disi Sol

57‘:

35—
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j iOrtaIama Shaft Sol
# Ortalama Spin Sol
O Ortalama Shaft Sag
i .Ml Ortalama Spin Sag
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Sayisal Yogunluk (Nv) sinaps/um?
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24 Saat Egitim Erkek 48 Saat Egitim Erkek 24 Saat Egitim Digi 48 Saat Egitim Disi ‘

Sekil 45 Egitimli gruplarda sinapslarm sayisal yogunluklarina zamanin bir etkisi olup olmadigmi ortaya
¢ikarmak i¢in grubun diger ozellikleri sabit tutulup, zaman (24. — 48. Saat) parametresi degistirilerek
vapilan karsilagtirmalar (Grafiklerde bantlardan alttan ilk ikisi sag, listtekiler sol taraflara ait verileri
gosterirken, her bir siitundaki 1. ve 3. bantlar spin sinapslari, 2. ve 4. bantlar shaft sinapslart temsil
etmektedir).

(Calismada egitimin gruplar lzerindeki etkisini gdzleyebilmek igin gruba ait
ozelliklerden digerleri sabit tutulup egitim ve kontrol parametreleri karsilastirildiginda
24 ve 48 saatlik kontrol ve egitimlilerinin tiim shaft ve ortalama toplam sayisal
yogunluklarimn (Sekil 46, 47) egitimlilerin lehine bir seyir izlemesinin yaninda bu
verilerin hepsi istatistiki agidan da anlamli bulunmustur (Tablo 12, 13). Bu
kargilagtirmada dikkatimizi ¢eken diger bir oOzellikse 24 saatlik kontrol- egitim

gruplarindaki egitimlilerin lehine shaft ve toplam ortalama sinaps sayisal yogunluk veri
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oranlarinin (Sekil 46, Tablo 12) 48 saatliklerde daha da belirginlesmesi gergegidir (Sekil 47,

Tablo 13).

Grup Shaft | Spin |Toplam
Karsilastirmalan

Kontrol 24 Erkek Sag | 0,0088 | 0,0086 | 0,0088
Egitim 24 Erkek Sag

Kontrol 24 Erkek Sol | 0,0086 | 0,0086 | 0,0090
Egitim 24 Erkek Sol

Kontrol 24 Disi Sag 0,0131 { 0,0838 | 0,0139
Egitim 24 Disi Sag

Kontrol 24 Disi Sol 0,0061 | 0,1395 | 0,0062

Egitim 24 Disi Sol

Tablo XII: 24. Saatte perfiize edilen
hayvanlarda egitimin etkisini gozlemek igin
kontrol ve egitim gruplarinda yapilan

karsilastirmalarin Mann Whitney U testiyle
degerlendirilmesi (0,05’ten kiigiik olan P
degerleri istatistiki ac¢idan anlamli kabul
edilmistir).

Sayisal Yogunluk (Nv) sinaps/pm®

) Ortalama Shaft Sol
m Ortalama Spin Sol }
[ Ortalama Shaft Sag |

m Ortalama Spin Sa§ |

Sekil 46: 24. saatte perflize edilen hayvanlarda sinapslarin sayisal yogunluklarina egitimin bir etkisi olup
olmadigmi ortaya g¢ikarmak igin grubu olusturan diger ozellikler sabit tutulup Kontrol-egitim parametresi
degistirilerek yapilan karsilagtirmalar (Grafiklerde bantlardan alttan ilk ikisi sag, usttekiler sol taraflara ait
verileri gosterirken, her bir siitundaki 1. ve 3. bantlar spin sinapslar, 2. ve 4. bantlar shaft sinapslar1 temsil

stmektedir).
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Ici;:;)llastlrmalan Shaft |Spin Toplam Tablo XIII: 48. Saatte perflize edilen
B larda eitimin etkisini eozlemek ici

Kontrol 48 Erkek Sag_|0,0127 |1,0000 [0,0143 At eg;g’:::;l © g;z;)r;;r%r?gaem;apigz

Egitim 48 Erkek Sag karsilagtirmalarin Mann Whitney U testiyle

Kontrol 48 Erkek Sol 10,0090 [0,1475 0,0088 degerlendirilmesi (0,05’ten kiigiik olan P

Egitim 48 Erkek Sol degerleri istatistiki agidan anlamli kabul

Kontrol 48 Digi Sag 10,0090 (0,7533 (0,0090 edilmistir).

Egitim 48 Disi Sag

Kontrol 48 Disi Sol 0,0084 |0,1732 |0,0082

Egitim 48 Disi Sol
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Kontrol Erkek

| B3 Ortalama Shaft So

| @ Ortalama Spin Sol
| D Ortalama Shaft Sag

| M Ortalama Spin Sag

Egitim Erkek

Kontrol Disi

Egitim Disi

Sekil 47: 48. saatte perfiize edilen hayvanlarda sinapslarin sayisal yogunluklarina egitimin bir etkisi olup
olmadigim ortaya gikarmak igin grubu olusturan diger dzellikler sabit tutulup kontrol-egitim parametresi
degistirilerek yapilan karsilastirmalar.(Grafiklerde bantlardan alttan ilk ikisi sag, usttekiler sol taraflara ait
verileri gosterirken, her bir situndaki 1. ve 3. bantlar spin sinapslari, 2. ve 4. bantlar shaft sinapslar1
temsil etmektedir).

[k yaptigimiz karsilastirmada (Sekil 44, 45, Tablo 10, 11), zamanin degisimine
bagli (24-48 saat) yapilan degerlendirmeleri igermekteydi. Burada adi gegen
parametrenin degistirilmesinin kontrol gruplar arasinda herhangi bir faklilifn ortaya
cikarmamasina karsin egitimli gruplarda 48 saatliklerin lehine bir doniisiime sebep
oldugu belirtilmisti. Ikinci degerlendirmede ise tiim kontrol ve egitimli gruplarin
karsilastirmalarinda (Sekil 46, 47, Tablo 12, 13), sonuglarin egitimlilerin lehine oldugu

goriilmesine ilave olarak, sayisal yogunluk verilerinin en biiyiik degeri egitimli 48
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saatliklerde oldugu belirtilmisti. O halde bu son iki bulgunun yeniden test edilmeleri
amacina yonelik kontrol 24 saatliklerle, egitimli 48 saatlikler karsilastirildiginda (Tablo
14), sayisal yogunluk verileri (Sekil 48) ve istatistiksel olarak tiim toplam ve shaft

sinapslarin 48 saatlik egitimlilerin lehine gergeklestigi ortaya ¢ikti.

EVUPI t I Shaft | Spin |Topla Tablo XIV: Egitim ve zamanin birlikte nasil
arsilastirmalarn ___ m bir etki olusturdugunu gorebilmek igin

K?f‘_tr°| 24 Erkek Selg 0,00840,01500,0088 kontrol gruplarimin 24 saatlikleri ile egitimli

Egitim 48 Erkek Sag gruplarin 48 saatliklerinde  yapilan

Kontrol 24 Erkek Sol {0,0090|0,0714|0,0088 karsilagtirmalarin Mann Whitney U testiyle

Egitim 48 Erkek Sol degerlendirilmesi (0,05’ten kiigiik olan P

Kontrol 24 Disi Sag [0,0139|0,62280,0143 degerleri istatistiki agidan anlamh kabul

Egitim 48 Disi Sag edilmistir).

Kontrol 24 Disi Sol |[0,0058|0,0102 |0,0059

Egitim 48 Disi Sol

35 |

[ Ortalama Shaft Sol
B Ortalama Spin Sol

O Ortalama Shaft Sag
M Ortalama Spin Sag

25~

-
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S R

Sayisal Yogunluk (Nv) sinaps/pm?®

—

0.5~

o -~ N

24 Saat Kontrol Erkek 48 Saat E§itim Erkek 24 Saat Kontrol Disi 48 Saat Egitim Disi

Sekil 48: Zaman ve egitimin sinapslarin sayisal yogunluklarinda meydana getirebilecegi toplam etkinin
birlikte degerlendirilebilecegi 24. saatte perfiize edilen kontrol gruplan ile 48. saatte perflize edilen
egitimli gruplarin karsilastirilmalar: (Grafiklerde bantlardan alttan ilk ikisi sag, tsttekiler sol taraflara ait
verileri gdsterirken, her bir siitundaki 1. ve 3. bantlar spin sinapslar, 2. ve 4. bantlar shaft sinapslan
temsil etmektedir).
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/D48 Saat |
'B24 Saat;

kil 49: Kontrol veya egitimli erkek gruplarmin tiimiinde sinapslarin sayisal yogunluklarinin hippokampus
lgesinde lateralizasyon gosterip gosterdiklerini ortaya ¢ikarabilmek i¢in grubu olusturan diger 6zellikler sabit
ulup sag-sol parametresi degistirilerek elde edilen kargilastirmalar.

Bir grubun sag ve sol hippokampus bolgelerindeki farkliliklar degerlendirildiginde
ablo 15), kontrol gruplarinin 24 ve 48 saatliklerinin tiimiinde toplam ortalama sinaps
gunluklarinin sol taraflarin lehine géziikmesi yaninda istatistiksel olarak da kontrol 24 saat
<ek sag / sol, kontrol 48 saat erkek sag / sol sonuglarinin da anlamh oldugu gériilmiistiir
ekil 49). Aym degerlendirme egitimli 24 ve 48 saatlik gruplarin sag / sol taraflarinda
pildiginda toplam ortalama sayisal yogunluk verileri arasindaki farkin azalmasi yaninda
atistiksel olarak hi¢bir anlaml bulguya da rastlanmamstir (Sekil 50, Tablo 15).

Kontrol gruplarinda sol taraflarin lehine gézlenen asimetrinin egitimli gruplarda nasil
yboldugu, kontrol 24 saatlik erkek sol grubun toplam ortalama sinapslarimin sayisal
gunluklarinda egitimli erkek sol 24 veya 48 saatliklere doniisiirken gosterdigi oransal
manin, ayni gruplarin sag taraflarindaki oransal artmadan daha diisiik olmasi sebebiyle
aya ¢iktigini disiindlirmektedir. Yani basta sol tarafin lehine gézlenen asimetri egitimle
likte sag taraftaki sinaps artiy orammnin sol taraftakine oranla biiyiikk olmasi nedeniyle

pandig1 s6ylenebilir.
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‘ablo XV: Kontrol ve egitimli gruplarinda (24 veya 48. saatte hayatlarina son verilen hayvanlarin) sag / sol
ippokampus bélgelerinde her hangi bir farklilifin olup olmadigmt gézlenebilmesi igin yapilan karsilagtirmalarin
fann Whitney U testiyle degerlendirilmesi (0,05’ten kiiciik olan P degerleri istatistiki agidan anlamli kabul

dilmistir).
srup Shaft | Spin |Toplam|Grup Shaft | Spin |Toplam
carsilastirmalan Karsilastirmalan
control 24 Erkek Sag | 0,0160 | 0,0088 | 0,0088 |Egitim 24 Erkek Sag | 0,5232 | 0,0232 | 0,1150
ontrol 24 Erkek Sol Egitim 24 Erkek Sol
.ontrol 24 Disi Sag 0,9135 | 0,5906 | 0,3909 (Egitim 24 Disi Sag 0,1284 | 0,5918 | 0,7469
.ontrol 24 Disi Sol Egitim 24 Disi Sol
.ontrol 48 Erkek Sag | 0,0799 | 0,0481 | 0,0143 |Egitim 48 Erkek Sag | 0,1363 | 0,1945 | 0,4606
.ontrol 48 Erkek Sol Egitim 48 Erkek Sol
.ontrol 48 Disi Sag 1,0000 | 0,2850 | 0,2835 |Egitim 48 Disi Sag 0,0094 | 0,0309 | 0,8202
.ontrol 48 Disi Sol Egitim 48 Disi Sol
5
|
45
4l
3,5
31
2,51 ' Tas saat
 m24 Saat’
2 -
1,6~
1 —
0,5
0

Kontrol Disi Sol

Kontrol Disi Sag

Egitim Disi Sol

Egitim Disi Sag

skil 50: Kontrol veya egitimli disi gruplarinin tiimiinde sinapslarin sayisal yogunluklarmin hippokampus
jlgesinde lateralizasyon gosterip g@stermediklerini ortaya ¢ikarabilmek igin grubu olusturan diger 6zellikler
ibit tutulup sag-sol parametresi degistirilerek elde edilen karsilagtirmalar.

Calismada son olarak cinsiyetin etkisini gézleyebilmek i¢in gruba ait 6zelliklerden

igerleri sabit tutulup disi/erkek parametreleri karsilastirildiginda (Tablo 16), bir kisim veriler

-asinda 0.05°den kiigiik P degerleri varolmasina ragmen genel anlamda cinsiyetler arasinda

alamli bir farkliligin olmadig: gézlenmistir.
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Tablo XVI: Kontrol ve egitimli gruplarinda (24 veya 48. saatte hayatlarmna son verilen hayvanlarin)
disi/erkek civcivler arasinda her hangi bir farkliligm olup olmadiginin godzlenebilmesi igin yapilan
kargilagtirmalarin Mann Whitney U testiyle degerlendirilmesi (0,05’ten kiigiik olan P degerleri istatistiki
agidan anlaml kabul edilmigtir)

Grup Shaft Spin |Toplam|Grup Shaft |Spin Toplam
Kargilastirmalan Karsilastirmalan

Kontrol 24 Erkek Sag [0,3727 (0,3812 |1,0000 |Egitim 24 Erkek Sag {0,0472 0,0135 10,0249
Kontrol 24 Disi Sag Egitim 24 Digi Sag

Kontrol 48 Erkek Sag |1,0000 |0,7702 ]0,3094 |Egitim 48 Erkek Sag |0,0135 |0,2187 |1,0000
Kontrol 48 Disi Sag Egitim 48 Disi Sag

Kontrol 24 Erkek Sol 10,0219 {0,0059 [0,0062 [Egitim 24 Erkek Sol  [0,8525 0,4081 |0,4611
Kontrol 24 Disi Sol Egitim 24 Disi Sol

Kontrol 48 Erkek Sol 10,7832 10,2722 10,1961 |[Egitim 48 Erkek Sol 10,2599 (0,8525 |0,4070

Kontrol 48 Disi Sol

Egitim 48 Disi Sol




5. TARTISMA

Ogrenmenin aragtinlmasinda izlenen metodolojik yaklasimlar, uzun siireli
hafizamin beyinde hangi bdlgede ne sekilde yerlestigi, bu tiir bellegin varliginin
belirlenmesinde hangi morfolojik kriterlerin géz ¢niine alinmasi gerektigi ve son olarak
morfolojik bir kriterin degerlendirilmesinin ne sekilde yapilabilecegi gibi kavramlar
genel bilgilerde ayrintisiyla anlatilmigti. Simdi ise bulgularnmizin genel kabullerle
uyumunu tartisacagiz.

Ogrenme; edinilen deneyimler 1siginda davramslart degistirebilme yetenegi,
hafiza ise gegmiste edinilen bu bilgilerin gerektiginde tekrar hatirlanmas: olay:r olarak
tanmimlanabilir (Ganong, 1995). Birlikte ele alinmasi gereken Ggrenme ve hafizalama
kavramlar insanlik tarihinin en ilgi ¢ekici konularinin baginda gelmektedir. Geligsmislik
diizeyi ne olursa olsun, tim canlilar, edindikleri bir bilgiyi yasamda avantaj haline
déniistiirebilmek i¢in gerektiginde kullamima hazir bir hafiza bigiminde saklamak
zorundadirlar. Giiniimiize kadar bu konularla ilgili yapilan g¢aligmalarda konunun
anlagilmasi yoniinde bir ¢ok veri elde edilmesine karsin, ayrintilar1 hala tam olarak
aciklanamamistir. Noronal mekanizmalar1 kapsamli bir bigimde agiklanamayan
Ogrenme ve hafizalama g¢aligmalarinda ilgili islemlerin olusumu sirasinda beyinde
meydana gelen morfolojik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik degisiklikler izlenerek bir
¢ok hipotez ileri siiriilmiistiir (Patel ve ark., 1997, Raymond ve ark., 1996, Joder ve
Kaneto, 1995, Rolls ve Treves, 1994, Wieraszko ve Ball, 1991, Alkon ve ark., 1991).

Bu tiir deneysel ¢alismalarda giivenilir sonuglara ulagsmak i¢in uygun bir model
hayvan ve bunun egitimi i¢in uygun bir egitim modeline duyulan gereksinimden bagka,
calismanin dogru ve etkin metotlarla degerlendirilmesi kaginilmazdir. Bu giine kadar bir
¢ok farkli tir ve bunlarn egitimleri icin ¢esitli 6grenme modelleri ile degisik
degerlendirme metotlar1 6grenme-hafizalama g¢aligmalarinda uygulanmistir (Healy ve
Krebs, 1996, Clayton ve Cristol, 1996, Clayton, 1995a-b, Steele ve ark., 1995, Lowndes
ve Stewart, 1994, Stewart ve ark.,, 1992, Cramer, 1988). Ilgili ¢alismalarin
stratejilerinde temelde uygulanan iki tip yaklasim g6ze ¢arpmaktadir. Birincide; néronal
aktiviteyi etkiledigi bilinen bir takim biyokimyasal aracilarin 6grenme Oncesi veya
sonrasinda cesitli ajanlarla bloklanmasi1 sonucunda hayvanlarda ortaya ¢ikan
davramslarin izlenmesidir (Morris ve ark., 1988). Ormek olarak; uzun siireli hafizanin

olusumunda etkili oldugu diisiiniilen protein sentezinin (Montarolo ve ark., 1986, Duffy
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ve ark., 1981) baz1 protein sentez inhibitorii maddelerle (Cycloheksimide, anisomiysin)
bloklanmasinmin ardindan hayvan davramglarinin izlenmesi (Ng ve Gibbs, 1991), model
hayvanlarin egitiminden 6nce bir takim amnezik ajanlarin (glutamat, oubain, emetin)
hafiza islemleriyle ilgili oldugu bilinen beyin bdlgelerine enjeksiyonu sonucunda ortaya
cikan davramglarin degerlendirilmesi ¢aligmalarn (Serrano ve ark., 1992) veya
dgrenmeyle ilgisi oldugu bilinen beyin bolgelerinde 6grenme Oncesi ve sonrasinda
olusturulan lezyonlarn (Sandi ve ark., 1992, McCabe, 1991) ilgili bolgenin
kanlanmasinin bozulmasiyla (Homer ve ark., 1995) ortaya ¢ikan davramssal etkilerinin
izlenmesi ¢aligmalar1 verilebilir.

Ikinci yaklasim ise, model hayvamn belirli bir bilgiyi 6grenmesine paralel olarak
farkli beyin bolgelerinde ortaya ¢ikan biyokimyasal, elektrofizyolojik ve morfolojik
degisikliklerin belirlenmesidir (Morris ve ark., 1988). Bu amagla uzun siireli hafiza
bi¢iminin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu diisliniilen glutamat reseptorleri yogunlugu
biyokimyasal (Wierasko ve Ball, 1993), 6grenmeye bagh olarak degisen beyin dalgalar
elektrofizyolojik (Wieraszko ve Ball, 1991) ve 6grenme isleminin ardindan beynin ilgili
bolgelerindeki sinapslarin sayisal yogunluk degisimleri géz 6niine alinarak (Doubell ve
Stewart, 1993, Stewart ve ark., 1992, Horn ve ark., 1985) morfolojik ¢aligmalar
gerceklestirilmigtir.

Bilindigi gibi edinilen bilgilerin hatirlanma dereceleri de birbirlerinden olduk¢a
farklidir. Bellek tiirlerinin bazis1 anlik, bazis1 dakikalik dilimler halinde tutulurken, bir
kismi giinler, aylar, hatta yillarca hatirlanabilir bir bigimde saklanmaktadir. Basta
belirtildigi gibi, bir bilginin avantaja dénustiiriilmesi veya baska nesillere aktariimasi
icin uzun siire saklanmasi gerekmektedir. Arastirmalar hemen hemen tiim beyin
korteksi ile sayisiz baglantilara sahip olmasinin yaninda, limbik sistemin temel
yapilariyla olan iletisimi ve her tirli duyusal algmn sonlandifn hippokampal
formasyonun, uzun siireli hafizanin depolanabilecegi en olasi yer olduguna isaret
etmektedirler (Parra ve ark., 1998, McBain ve Maccaferri, 1997, Bernabeu ve ark.,
1995, Calverley ve Jones, 1990, Cotman ve Nieto-Sampedro, 1984). Uzun siireli
hafizay, sinir sisteminin siirekli aktive olmasindan ¢ok, genel anestezi, hipoksi, iskemi
veya bagka bir nedenle beynin total olarak inaktive oldugu durumlarin ardindan, sahsin
onceden edindigi bilgilerin beynin tekrar aktif durumdayken hatirlayabilmesinden

anlamaktayiz. Bu bilgiden hareketle, bu tiir bir hafizanin sinapslardaki kalic1 fiziksel
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degisikliklerden kaynaklandifi soylenebilir (Ganong, 1995, Fazeli, 1992). Sinaps
diizeyinde, bu sekildeki dinamik degisikliklere sinaptik plastisite adi verilmektedir
(Holscher, 1997, Jodar ve Kaneto, 1995, Ganong, 1995, Schuman ve Madison, 1994,
Fazeli, 1992, Cragg, 1974). Canlilar i¢ veya dig uyaranlarin ancak kiigiik bir boliimiine
ani cevaplar vermekte, geri kalanlarin biiyiik bir boéliminii ise motor aktivitenin
gelecekteki kontrolii veya diistinme islemlerinde kullamlmak {izere ilgili beyin
bolgelerinde depo etmektedirler. Bellek denilen bilgilerin depo isleminin sinapslarin bir
fonksiyonu oldugu, belirli tipteki duyusal sinyalleri geciren sinaps dizilerinin aym
sinyalleri bir sonraki seferde daha kolay bigimde iletme yetenegi kazanmalarina
dayandirilarak savunulmaktadir (Ganong, 1995). Yaklastk yiiz yil 6nce Ispanyol
nérolog Cajal 6grenme ve olusum mekanizmalariyla ilgili hipotezinde, 68renmeye bagh
olarak serebral kortikal hiicreler arasindaki baglantilarin sayilarindaki artis1 agiklarken,
dendrit ve aksonlardaki yeni filizlenmelerin bu olayin altindaki sebep oldugunu
savunmustur (Shepherd ve Erulkar, 1997, Calverley ve Jones, 1990). Sinir sistemi
cevresel veya organizmanin kendi igindeki degisikliklere verdigi cevaplar agisindan
oldukga ozel bir sistem olup, bu tiir degisikliklere uygun cevaplar1 vermede essiz bir
plastisite yetenegine sahiptir (Kalil, 1989, Cotman ve Nieto-Sampedro, 1984). Merkezi
sinir sistemindeki bu dinamik yapilanmamin, mevcut néronal baglantilarmn degisik
uyaranlarla stiimiile edilmesiyle devreye giren bir takim hiicre i¢i olusumlarca
gerceklestirildigi diigtintilmektedir (Holscher, 1997, Schuman ve Madison, 1994, Rolls
ve Treves, 1994, Fazeli, 1992). Canlinin gelisimi esnasindaki rejeneresyon ve
dejenerasyon olaylarinda veya gelisim sonrasindaki yeni durumlara adaptasyon
siirecinde merkezi sinir sisteminin hemostatik dengesinde aktif rol iistlendigi diisiiniilen
sinaptik plastisite yaklasimi yeni olmayip, geng kedi ve kopeklerde omurilik kesilerini
takiben ortaya ¢ikan dendritik ve aksonal filizlenmelerle gosterilmistir (Jodar ve
Kaneto, 1995, Calverley ve Jones, 1990, Gokhan ve Cavusoglu, 1989). Giinlimiize
kadar morfolojik diizeydeki sinaptik plastisite ile ilgili deneysel ¢aligmalar iki ana
koldan ilerlemistir. Bunlardan ilki ve en yogun aragtirmalara sahne olam, lezyonla
uyarilan yenilenme ¢alismalari, digeri ise dogal bicimde ortaya ¢ikan sekillenmelerdir.
Lezyonla uyarilan plastisite ¢aliymalarinda kismi denervasyonu takip eden siiregte
geriye kalan saglam sinirlerin ya yeni sinaps sekillendirilmesini gergeklestirmesi veya

restorasyon yoluyla aym fonksiyonu gérmesi anlamimdadir (Shepherd ve Erulkar, 1997,
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Cragg, 1974). Bu olusumlarin, lezyon tarafindaki denervasyonla dogrudan etkilenme
suretiyle degil de, merkezi sinir sisteminin komsu bolgelerinden gelen akisin kesilmesi
ile tetiklendigi diistiniilmektedir. Bu tip plastinasyonlar serebellum, hippokampus,
hipotalamus, lateral vestibiiler niikleus, beyin korteksi ve omurilikte g&sterilmistir
(Sorra ve ark., 1998, Vincent, 1996). Bu olusumun tersine, dogal olarak ortaya g¢ikan
sinaptik plastisite hasara bagli olmayan bir uyaran veya merkezi sinir sisteminin normal
fizyolojik aktivitesi ile gerceklesmektedir. Bu olusumu elektrofizyolojik veya hormonal
bir takim i¢ veya dis degisiklikler tetikleyebilir. Normal olgun merkezi sinir sisteminde
kendiliginden olusan sinaptik doniiglimiin bir ¢ok 6rnegi bildirilmigtir (Kennedy, 1994).
Bunlara her 10 - 20 giinde yenilenen bulbus olfaktorusun koku ndronlart ve daha uzun
bir periyotta yenilenen gyrus dentatus sinapslari 6rnek olarak verilebilir. Ayrica gebelik
ve laktasyon esnasinda hipotalamusta sinapslarin sayisi, morfolojisi veya her iki
parametrede birlikte gozlenen degisiklikleri konu edinen ¢aligmalar da mevcuttur
(Calverley ve Jones, 1990). '

Beyindeki noronlar arasinda baglantilarin 6grenmeye bagli olarak giiglii ve
siirekli bigimde bozulup yeniden yapilandig: bilinmektedir. Kisa, bir biri ardmna
tekrarlayan (tetanik) presinaptik néron aktivasyonuna kargi hizli bir sekilde gelisme
gosteren kalict degisiklikler olarak bilinen uzun siireli potansiyalizasyon (LTP) ve 20
mV’dan daha kiigiik afferent girislerle, néronlarin depolarize olmalar1 sonucu ortaya
¢ikan ve elektriksel akimin protein fosforilaz inhibitorlerince uzun ve kalict bigimde
kesilmesini ifade eden uzun siireli depresyon (LTD)’un sebep oldugu spesifik
degisikliklerin O0grenme ve bellegin bir seklini temsil ettigi diigtiniilmektedir. Sinir
sisteminin bir ¢ok farkli bélgesinde gerceklestigi bilinen plastisitenin en yogun olarak
hippokampusta incelendigini sdyleyebiliriz. Yapilan g¢aligmalarla noronal devrenin
aktivasyonu seklinde ifade edilen ilk basamak, 6grenmenin degisik sekilleri tarafindan
harekete gegirilmektedir. Noronal devrenin aktivasyonundan sonra ikinci adim olarak
noronal sinyallerin baglamasi asamasi devreye girmekte ve bu evrede sinaptik
terminallerden salinan araci maddelerin néronlar ile onlar birbirine baglayan bélgelerin
kullanim1 i¢in esas teskil etmektedir. Araci maddelerin salimmi esas bir faktor olup,
dgrenmenin bir ¢ok bi¢iminde ortaya ¢gikan néronal plastisite degisikliklerine sebep olan
biyokimyasal ve molekiiler olaylar bu yolla tetiklenmektedir. Bu asamadan sonra,

ornegin hippokampusta presinaptik terminallerden salinan glutamat AMPA ve kainat,
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reseptorleri aracilifiyla postsinaptik zarin depolarizasyonuna sebep olmaktadir. Bu olay
NMDA reseptérlerinin Mg"* blogunu ¢ozerek, Ca* ve Na' ile birlikte Mg un girisini
saglar. Bunu izleyen olaylar tam olarak anlagilamamasma ragmen Ca’, hem
Ca'/kalmodulin kinaz II, hem de protein kinaz C yoluyla etki ederek hiicre ici bazi
proteinlerin  fosforilasyonuna neden olur. Boylece presinaptik terminallerin
stimiilasyonuna bagli olarak daha biiyiik eksitatér postsinaptik potansiyellerin (EPSP)
olusumuna neden olur. LTP olusumunda her ne kadar presinaptik noéron aktifse de,
olaylarin gelisiminde post sinaptik noronunda aragidonik asit veya nitrik oksit
serbestlestirerek presinaptik noéronun daha da aktiflesmesine katkida bulundugu
diigtiniilmektedir. Gelismenin son agamasinda ise Once gen regiilasyonunun sebep
oldugu yeni proteinlerin sentezi ve néronlarda biiylime veya bir baska ifadeyle kalici
degisimler ortaya ¢ikmaktadir (Ganong, 1995, Jodar ve Kaneto, 1995, Freeman, 1994,
Fazeli, 1992).

Biyolojik arastirmalarin amaci olaylarin mekanizmalarini ¢6zmek ve elde edilen
bilgileri yasami kolaylastirmak i¢in kullanmaktir. Bu yaklasimla, canlidaki bir yapinin
fonksiyonunun anlagilmasi i¢in, yapida olaylanan, molekiiler, biyokimyasal ve genetik
bilinmezlerin aydinlatilmasi yaninda, toplam sayi, sayisal yogunluk, hacim, uzunluk,
¢ap ve yiizey alan gibi morfolojik parametrelerin de gercege uygun sekilde belirlenmesi
gerekmektedir (Gundersen, 1986). Buraya kadar anlatilan yaklasimlardan hareketle
calismamizda sifir giinlilk civcivlere uygulanan bir 6grenme modeli (PSO) sonrasinda
edinilen bilgilerin depolandif1 yerlerden biri olarak diistiniilen dorsolateral
hippokampus bélgesinde sinaps diizeyinde ortaya gikabilecek morfolojik degisiklikleri
tarafsiz ve etkin bir yaklasim oldugu bilinen disektér sayim metodunu (Sterio, 1984)
kullanarak degerlendirdik.

Biyolojik objeler gergekte ii¢ boyutlu ortamlarda bulunurlar. Eger bdyle bir yap1
gozle goriilebilecek biiyiikliikte ise yapi ile ilgili herhangi bir boyutsal yanilma sz
konusu olamaz. Konularimiz geregi ¢ogu zaman gérme smirlarimiz dahilinde olmayan
yapilarla ugrastiimizdan optik bir takim araglara gereksinim duyariz. Optik cihazlarn
kullanilmasin1  gerektiren durumlarda ise bir seri 6n hazirhiklann yapilmasi
kaginilmazdir. Once incelenmek istenen yapr almr, uygun histolojik islemlerden
gecirilir ve histolojik kesitler haline getirilir. Bu agsamadan itibaren obje her ne sekilde

incelenirse incelensin, artik {i¢ boyutlu objeden elde edilen iki boyutlu kesit diizlemleri
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s6z konusudur (Royet, 1991). Bu nedenle incelenen histolojik Kesitler, yapilarin
kaybolan derinlik boyutuyla ilgili arastiriciya dogrudan bir fikir veremezler. Histolojik
calismalarin baslangicindan yakin zamana kadar, kullanilan yontemlerle dogrudan
incelenemeyen veya kesit diizlemlerinde kaybolan derinlik bilgisi, ya yokmus gibi kabul
edilmis veya bir takim yetersiz diizeltme faktorlerinin (Abercrombie, 1946) kullaniimasi
ile telafi edilmeye ¢alisgilmistir (Haug, 1986).

Partikiil sayis: ilgilenilen yapimn igerdigi ozelliklerden birisi oldugu halde
“say1” kavramimn kendisinin boyutu yoktur, yani sifir boyutludur. Ciinkii her hangi bir
objenin sayis1 s6z konusu oldugunda objenin sahip oldugu boyutsal 6zellikleriyle
ilgilenilmeksizin, degeri “bir” olarak ifade edilir. Yeni stereolojik yaklagimlarin bu
konuda ileri sirdiigii prensibe gore, incelenen parametrenin gergekte sahip oldugu
boyut ile yapryr sorgulamada kullamilan sonda boyutu toplammin ii¢ olmasi
gerekmektedir. Boylece say1 gibi sifir boyutlu bir parametrenin iki boyutlu kesit
diizlemlerinde, degil de {i¢ boyutlu bir sorgulama metoduyla dogru olarak
degerlendirilebilecegi ifade edilmektedir (Howard ve Reed, 1998).

Bir doku elamaninin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiim sayilanmn, ilgili yap:
icindeki partikiillerin ebatlarina (Coggeshal, 1992), yapidaki yerlesim ve yonelimine,
kesitlerin alinig yonii ve kesitlerin kalinliklarina gére (Gray, 1996), degisebilecegi
acikca gosterilmistir (Mayhew ve Gundersen, 1996). Bu nedenle, bu gibi 6zelliklerden
etkilenebilen izdiisiim sayilarindan yola ¢ikilarak, partikiil sayilariyla ilgili dogrudan
veya dolayli yorum yapan eski sayim metotlarinin sonuglarina kuskuyla bakilmasi
gerekir.

1984 yilinda Sterio tarafindan, gelistirilmis bir bi¢imde yeniden tarif edilen
fiziksel disektér metodu, say1 parametresinin dogru bir sekilde belirlenebilmesinde bu
gin i¢cin en gecerli yaklasim oldugundan, ¢aligmamizda sinapslarin sayisal
yogunluklarinin saptanmasi i¢in tercih edilmigstir. Bu yaklagim, iki boyutlu iki ardisik
kesit goriintiisiiniin birlikte degerlendirilmesiyle yapilarin {igiincii boyutunu da dikkate
alarak, sayim yapilacak partikiillerin biiyiikliigii, kesitlerin alimg y6nii ve doku igindeki
yerlesim bigiminden etkilenmeksizin, say1 parametresinin tarafsiz ve etkin bir bigimde
hesaplanmasin: saglamaktadir (Sterio, 1984).

Yukarida anlatilanlara ilave olarak belirtilmesi gereken diger 6nemli bir sorun,

partikiil saymm yapilirken, sayim alanimn igerdigi tlim izdiislimlerin sayilamayacag:
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goriintii alanlarinda veya smirlt alanlarda sayim yapmak gibi ihtiyaglarin ortaya ¢iktig
durumlarda bunun hangi kriterlere gore yapilmas: gerektigidir. Bu amaca yonelik olarak
degisik bir ¢ok tip saymm ¢ercevesi ve bunlarla iliskili farkli sayim kurallan
belirlenmistir. Her ne sekilde bir ¢ergeve kullanilirsa kullanilsin sayimm alaninin ortasina
diisen partikiil izdiigtimlerin sayilmasiyla ilgili her hangi bir tartigma olmamasina karsin,
kullanilan ¢ergevelerin sinir ve/veya koseleriyle kesigen izdiigtimlerin hangi kurallara
gore sayilacag: konusunda tartismalar siire gelmektedir. Bu durum literatiirlerde “kenar
etkisi“ adiyla gegmektedir (Gundersen, 1977). Boyle bir smirlamaya gereksinim
duyuldugu durumlarda saymm i¢in 6yle kriterler belirlenmelidir ki, her partikiil yalmzca
bir defa sayilma sansina sahip olsun. Kenar etkisi olarak adlandirilan bu problemin
listesinden gelmenin bilinen en etkili yolu, bizim de bu ¢alismada kullandigimiz,
geometrik olarak dogru bir &rnekleme sagladigi kamitlanmig olan tarafsiz sayim
¢ercevesinin kullanilmasidir (Gundersen, 1977).

PSO uygulanan sifir giinliik civcivlerle, bunlarin kontrol gruplarinda, edinilen
bilgilerin uzun siireli olarak depolandig1 diisiinilen hippokampusta (6zellikle
dorsolateral boélgesinde) sinaps tipleri ve bunlarin sayisal yogunluk degisimleri goz
Ontine alinarak (Curtis ve ark., 1989, Horn ve ark., 1985) fiziksel disektér metoduyla
aragtinldi. Egitimin etkisiyle degismesi beklenen parametrelerin cinsiyete, hemisferlere
ve zamana gore nasil bir seyir izledigini arastirildi. Yukarida belirtilen kriterler g6z
Oniine alinarak yapilan g¢alismamizin sonuglari;

I. Gruplarin timiinde anlamli degisimin (sinapslarin sayisal yogunluklarr)

egitimlilerin lehine oldugu (Sekil 46, 47, Tablo 12, 13),

II. Zamanin ilerlemesine paralel olarak, yalnizca egitimli gruplarn sayisal

yogunluk degerlerinde anlaml1 degisimin oldugu (Sekil 44, 45, Tablo 10, 11),

III. Anlamh bir lateralizasyonun yalmizca kontrol gruplarinda ortaya ¢iktif

(Sekil 49, 50, Tablo 15) ve

IV. Cinsiyetler arasinda genel olarak kayda deger bir farkliligin olmadig: (Sekil

44, 45, 46, 47, Tablo 16) seklinde 6zetlenebilir.

Giinlimiize kadar 6grenme ve edinilen bilgilerin depolanmasi ile ilgili bir ¢ok
hayvan tiiriinde ve degisik degerlendirme metotlariyla galigmalar yapilmis olmasina
karsin, dorsolateral hippokampustan elde edilen sonuglarimizi dogrudan

karsilastiracagimiz bir ¢alismaya, kaynak taramalarimizda rastlanamamugtir. Bu nedenle
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bulgularimiz aym: amaca yonelik farkli bolgelerdeki ¢aligmalarla kargilastirilarak
yorumlanacaktir.

Tiim gruplarda PSO egitiminin etkisiyle sinapslarin sayisal yogunluklarindaki
artisina istatistiksel olarak anlamli derecede, shaft tipteki sinapslarin katki sagladig
saptandi. Bu degerlendirmede dikkati g¢eken diger bir ozelik ise, egitimin etkisiyle
beraber ortaya ¢ikan bu farkliliklarin 24 saatliklere (egitimden 24 saat sonra hayatlarna
son verilenler ve bunlarin kontrolleri) oranla 48 saatliklerde (egitimden 48 saat sonra
hayatlarina son verilenler ve bunlann kontrolleri) daha da belirgin hale gelmesiydi.
Bulgularimiz, 6grenmenin etkisiyle civciv beyninin degisik bolgelerinde sinapslarin
say1 ve/veya sayisal yogunluklarinda ortaya c¢ikan artislan gosteren ¢aligmalarin
sonuglanyla paralellik gostermektedir (Doubell ve Stewart, 1993, Hunter ve Stewart,
1993, Stewart ve Lowdnes, 1993, Stewart ve ark., 1992, Horn ve ark., 1985).

Ogrenmenin etkisiyle hippokampus bolgesinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler, hippokampusun 6grenme ve hafizalamada etkili roller ({istlendigini
diisiindirmektedir. Horner ve arkadagslarinin (1995) sifir giinliik civcivlerde internal
karotis arterin gegici bir siire kapatilmasiyla olusturduklar iskemi sonucunda sol ve sag
hippokampus bolgelerindeki sinapslarin sayisal yogunluklarmin iskemik gruplarda,
kontrollerine gére % 27 oraninda azalmasi (stereolojik metotlarla degerlendirilmistir)
yaninda, yapilan iskeminin spesifik sinaps tipleri {izerinde etkili oldugunu
gOstermislerdir.

Belirtilen ¢alisma sonuglari, hafiza olusumunda sinapslarin etkili olmasi
gergegine ilaveten, yaptigimiz ¢aligmada 6grenmeye kosut olarak artan sinaps sayisal
yogunlugunun spesifik bir sinaps tipinde yogunlastigi (Horner ve ark., 1995) bulgusuyla
da uyumludur. Goé¢ etme (Healy ve Krebs, 1996), yumurtalanimi baska kuslarn
yuvalarina birakma (Reboreda ve ark 1996) veya yiyecek depolama (Healy ve Krebs,
1993) gibi karmasik fonksiyonlar: yiiriiten kus tiirlerinin béyle bir davrams géstermeyen
veya bu yetenekleri deneysel olarak kisitlanmus tiirlere oranla, belirtilen islemlerin
ogrenilmesi tecriibesine paralel olarak, hippokampus hacminin artmasi yaninda,
bunlarn ilgili bolgesinde néronlarin sayisal yogunluk ve toplam degerlerinin artmas: da
ogrenme ve hafizalamada bu bolgenin aktif roller Ustlendigini stereolojik olmayan

calismalar géstermektedir.
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Zamanin degismesine bagh olarak sinapslarin sayisal yogunlugunda ne tiir bir
degisimin oldugunu gosterebilmek igin PSO egitiminden 24 veya 48 saat sonra perfiize
ettigimiz hayvanlan kontrolleriyle karsilastirdigimizda, kontrol gruplan arasinda (24 ve
48 saatlik kontrol gruplar1) anlamli bir farklilik gézlenmezken, egitimli gruplarin
titmiinde verilerin 48 saatliklerin lehine artis gosterdigi saptandi. Kontrol gruplarinda
gozlenmeyip, egitimli gruplarda zamamn ilerlemesine bagli olarak ortaya ¢ikan bu
durum, yeni sinaps olusumu igin tetikleyici (egitim gibi) bir mekanizmaya ihtiyag
oldugu goriisiinii savunanlarin sonuglariyla uyumludur (Halasy ve ark., 1996, Jodar ve
Kaneto, 1995, Calverley ve Jones, 1990, Cotman ve Nieto-Sampedro, 1984).

Normal sinaptik plastisiteye organizmanin i¢ veya disindaki bir takim
noninvaziv uyaranlarin sebep olmasinin yaninda, 6grenme ve hafizalama isleminin de
stireci baslattigi bildirilmektedir. Bunlara ilave olarak sonuclarimiz, 6grenme ve
hafizalama ¢aligmalarinda ilgili beyin boélgelerinde zamana bagli olarak artan veya
azalan yeni sinaps olugumlarini gdsteren ¢alisma sonuglariyla da (Bradley ve ark., 1994,
Stewart ve ark., 1992, Lowndes ve Stewart, 1994, McCabe, 1991) uyumludur.

Ogrenmeye bagli olarak beyinde her hangi bir lateralizasyonun olup olmadigim
arastirdidimizda, kontrol gruplarinda ortalama toplam sinapslann (spin + shaft) sayisal
yogunluk verileri sol tarafin lehine olugmasmna karsin, egitimli gruplarmn sag ve sol
taraflann arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamgtir. Yukaridaki bulgularimiz,
kontrol gruplarinda kulugka sonrasi sol tarafin lehine bir asimetrinin var oldugu ve
ogrenmenin her hangi bir asimetri ile sonuglanmadifimi ifade etse bile, bu
degerlendirme gergegin tam ifadesi olmayacak ve bir agiklama getirmemiz yararli
olacaktir. Kontrol 24 ve 48 saatlikleri igeren gruplarin sol taraflarinin lehine gézlenen
sayisal yogunluk verilerindeki asimetri, aymi ozellige sahip egitimli gruplarin sag
taraflarindaki sinapslarin sol taraflardakine oranla daha hizli bir bi¢imde artmasiyla, iki
taraf arasinda var olan fark ortadan kaldirilmaktadir. Egitimli gruplarin sag ve sol
hippokampus bélgelerindeki sinapslarin  sayisal yogunluklari arasinda bir fark
gozlenmiyor olsa da, egitimle birlikte sag tarafin sol tarafa oranla daha aktif oldugunu
gormekteyiz. Bu agiklamalar, PSO isleminde sag hemisferin sol hemisfere oranla daha
aktif oldugunu gostermektedir. Lateralizasyonla ilgili olarak elde ettigimiz bu sonuglar
model hayvan olarak civcivleri kullanan arastiricilarin 6grenmeyle ilgili oldugu

diistiniilen hippokampus ve diger beyin bslgelerinde yaptiklan ¢aligmalarin sonuglarryla
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da benzerlik gostermekteydi. Buna gore, bir 6grenme modeli uygulamasinin ardindan
civeiv IMHV (Doubel ve Stewart, 1993, Stewart ve Lowdnes, 1992, Horn ve ark, 1985)
ve LPO (Stewart ve ark., 1992, Hunter ve Stewart, 1992) bolgelerinde sinaps say1 ve
sayisal yogunluklarini izleyerek, 6§renmenin etkisini arastiran ¢alismalarda, belli zaman
dilimlerinde ilgili bolgenin (sag veya sol hemisfer) digerine oranla 6grenme ve
hafizalamada daha etkili oldugunu géstermislerdir. Bunlara ilave olarak Sandi ve ark.,
(1992)’nin civciv hippokampusunda, &grenme modelini takiben yaptiklar: lezyon
uygulamalarinin ardindan ulagtiklar1 sonuglar ¢aligmamizin ve yukarida belirtilen
aragtirmacilarin bulgulariyla birlikte, beyinde 6grenmeye bagli bir asimetrinin varlidini
belirlemesi agisindan benzerlik gostermektedir.

Bu ¢alismayla ilgili olarak simdiye kadar anlatilanlara ilave olarak inceledigimiz
bolgedeki sinapslarin ortalama yiikseklik veya ¢aplarim da buldugumuzu sdylemekle
beraber elde edilen verilerin hem grup i¢i karsilagtirmalarinin anlamli olmamasi, hem de
elde edilen verilerin bu tiir yeni sinaps olusumlarinin daha énceden var olan sinapslarin
bolinmesiyle gerceklestigi goriisiinii savunan (Bradley ve ark., 1994, Horn ve ark.,
1985, Horner ve ark., 1995, Lowndes ve Stewart, 1994) ¢alismalarin sonuglariyla
uyusmadigim gérmekteyiz.

Sonug¢ olarak bulgularimiz, dorsolateral hippokampus bolgesinin uzun siireli
hafiza merkezi veya bu fonksiyonu gergeklestiren beyin bolgelerinden biri olabilecegini

diisiindiirmektedir.
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OZGECMIS

1968 yilinda Erzurum’da dogdum. Ilk, orta ve lise 6grenimimi Erzurum’da
tamamladiktan sonra, 1988 yilinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesini
kazandim ve 1994 yilinda mezun oldum. Bir siire Erzurum’da pratisyen doktor olarak
calistiktan sonra, aym yil Ondokuz Mayis Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti’niin
acmis oldugu Histoloji — Embriyoloji Anabilim Dali doktora programi sinavim
kazanarak, doktora egitimine basladim. Doktora egitimini “Civcivierde Pasif
Sakinmanin Ogrenilmesini Takiben Dorsolateral Hippokampusta Sinaps Yogunlugu ve
Yiksekliginin Disektor Sayim Metoduyla Hesaplanmasi (Elektron Mikroskobik
Diizeyde Stereolojik Bir Calisma)” adli tezle tamamlayarak, 1999’da bitirdim. Evli ve
tic cocuk babasiyim.



