RATLARDA POSTNATAL DONEMDE BEYIN VE
VENTRIKUL GELISIMININ INCELENMESI

BERIN TUGTAG

YUKSEK LISANS TEZI
ANATOMI ANABILIMDALI



T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

RATLARDA POSTNATAL DONEMDE BEYIN VE
VENTRIKUL GELISIMININ INCELENMESI

BERIN TUGTAG

Bu tez,
Anatomi Anabilim Dalinda
YUKSEK LiSANS

derecesi icin hazirlanmstir.

KAHRAMANMARAS 2012



Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii &grencisi
Berin TUGTAG tarafindan hazirlanan “Ratlarda Postnatal Donemde Beyin Ve Ventrikiil
Gelisiminin Incelenmesi” adl1 bu tez, jiirimiz tarafindan 06/08/2012 tarihinde oy birligi /

oy ¢oklugu ile Anatomi Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Yakup GUMUSALAN (DANISMAN) .
Anatomi Anabilim Dali, KSU

Dog. Dr. Davut OZBAG (UYE)
Anatomi Anabilim Dali, KSU

Dog. Dr. Harun CIRALIK (UYE)
Patoloji Anabilim Dali, KSU

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. M. AKif KILIC

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



TEZ BILDIiRIiMI
Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Berin TUGTAG

Bu calisma KSU-Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Bagkanligi tarafindan
desteklenmistir.

Proje No: 2011/6-1 YLS

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildiriglerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri

Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



RATLARDA POSTNATAL DONEMDE BEYIN VE VENTRIKUL GELiSIMININ
_INCELENMESI
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0z

Postnatal donemde ratlarin beyin hacimlerinin belirlenmesi ve beyin-ventrikiil gelisiminde
noronal proliferasyonun, ventrikiiler- subventrikiiler zonlarin yapisinin cinsiyete ve donemlere

bagli olarak hiicresel diizeyde ortaya konmasi hedeflenmistir.

Ucgiincii ventrikiiliin én kisimlarindan ve lateral ventrikiiliin pars centralis’inden, ve ayrica
lateral ventrikiiliin cornu inferius’undan gecen kesitler ki67 ile boyanarak ependimal,

subependimal, glial, noronal hiicrelerde proliferasyon indeksleri incelendi.

Noktali alan Olglim cetveline gore beyin hacimleri gruplar arasinda yasa paralel artis

gosterirken, erkeklerin beyin hacminin disilere gore daha fazla oldugu bulundu.

Literatiirle paralel olarak, c¢alismamizin sonucunda ratlarda postnatal donemde beyin
hacminde artis oldugu, ventrikiiler ve subventrikiiler bolgede hiicre yogunlugunun yasla

birlikte azaldig1 ancak hiicresel farklanmalarin devam ettigi ortaya konmustur.
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INVESTIGATION OF DEVELOPMENT OF THE BRAIN AND VENTRICLES IN
THE POSTNATAL PERIOD OF RATS
(M.Sc. THESIS)

BERIN TUGTAG
ABSTRACT

Determination of the brain volumes of rats in the postnatal period as well as delineating the
effects of neuronal proliferation and the structures of ventricular-subventricular zones by
means of sexes and developmental periods at cellular level during the development of brain

and ventricles were aimed in this study.

In the sections obtained from the anterior part of the third ventricle as well as from the central
part of lateral ventricles and from the inferior horn of lateral ventricles, proliferation index of

ependymal, subependymal, glial, neuronal cells were examined after staining with ki67.

Brain volumes showed an increase among the groups parallel to age when calculated with

point counting grid and brain volume of male rats was found to be larger than females.

we concluded that brain volume of rats increased gradually in the postnatal period, cellular
density in ventricular and subventricular regions decreased in contrast with age, however

cellular differentiation process continued to happen.
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RATLARDA POSTNATAL DONEMDE BEYIN VE VENTRIKUL GELISIMININ
INCELENMESI

OZET

Bu calismada; Postnatal donemde ratlarin beyin hacimlerinin belirlenmesi ve beyin-ventrikiil
gelisiminde noronal proliferasyonun, ventrikiiler- subventrikiiler zonlarin yapisinin cinsiyete

ve donemlere bagli olarak hiicresel diizeyde ortaya konmas1 hedeflenmistir.

Bu calisma Sprague Dawley cinsi 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150, 180 giinliik ratlar iizerinde
yapildi. Ratlar 7 erkek 7 disi olacak sekilde 8 gruba ayrildi. Letal doz anestezi sonrasi

Formaldehit ile fikse edilen beyinlerin hacimleri stereolojik yontem ile hesaplandi.

Noktali alan o6lglim cetveline gore beyin hacimleri gruplar arasinda yasa paralel artis
gosterirken, erkeklerin beyin hacminin disilere gore daha fazla oldugu bulundu. Isik
mikroskobik incelemede ise 1, 7 ve 14 giinliik ratlarda kiibik silyali ve ¢ok katli hiicreler
yogunlukta iken, daha ileri yas gruplarinda tek sirali kiibik silyali hiicreler oldugu ve
proliferasyonun azaldigi, ancak lateral ventrikiiliin cornu inferius’undan gegen kesitlerde

proliferasyon indeksinin belirgin derecede yiiksek oldugu bulundu.

Sinir dokusunun biiyiik oranda dogum Oncesi donemde gelistigi, ancak beyindeki bazi
bolgelerde yer alan progenitdr hiicrelerin dogumdan sonraki evrelerde de farklanarak yeni
ndronlarin gelisimini sagladig: bildirilmistir. Yine ratlarda postnatal birinci ay boyunca lateral

ventrikiillerde proliferasyon ve nérogenezin devam ettigi bildirilmistir.
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INVESTIGATION OF DEVELOPMENT OF THE BRAIN AND VENTRICLES IN
THE POSTNATAL PERIOD OF RATS

SUMMARY
Determination of the brain volumes of rats in the postnatal period as well as delineating the
effects of neuronal proliferation and the structures of ventricular-subventricular zones by
means of sexes and developmental periods at cellular level during the development of brain

and ventricles were aimed in this study.

Sprague Dawley rats aged 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days were used. Eight groups
of rats each containing 7 males and 7 females were included in the study. The brains were

fixed with formaldehyde and volumes were calculated stereologically.

Brain volumes showed an increase among the groups parallel to age when calculated with
point counting grid and brain volume of male rats was found to be larger than females. In
light microscopic examination, cubic ciliated and stratified cells were more common in 1, 7,
and 14 day-old rats, however in older groups one layered cubic ciliated cells were widespread
and proliferation rate decreased. On the other hand, proliferation index was found

significantly high in sections passing through the inferior horn of lateral ventricle.

Neuronal tissue is known to develop predominantly in the prenatal period, however progenitor
cells in some distinct parts of the brain continued to differentiate and led to the development
of new neurons even for some time after birth. In another study, proliferation and
neurogenesis were reported on the lateral wall of the lateral ventricles during the first

postnatal month of rats.
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1. GIRIS

Biitiin canlilarda hiicre boliinmesi ile baslayan gelisim siireci hiicre farklilasmasi ve gogleri ile
devam eder. Tek bir dollenmis yumurtadan baslayan bu siire¢ tam ve eksiksiz bir organizmay1
meydana getirinceye kadar tekamiil eder. Peki birbirinden ¢ok farkli gérevleri yerine getirmek
iizere bir araya gelen sistemler birbirleriyle nasil iletisim halindedirler? Sistemler arasindaki
bu denge nasil saglaniyor? Aslinda biitiin bu sorularin cevabi tek bir yerde toplaniyor: Sinir

sistemi!...

Sinir sistemi, ndronlar, glialar ve astrositler ile canli viicudunun, gelisen son yiizyil
teknolojisine ragmen mekanizmasimin tam olarak ¢oziilemedigi, ileri diizeyde Ozellesmis

sistemlerin iist organizasyonudur. Beyin ise bu organizasyonun merkezini olusturmaktadir.

Yiizyillar oncesinden baslayip giliniimiize kadar hala ‘gizemli organ’ olma 6zelligini koruyan
beyin, tarih boyunca bir¢ok bilim adaminin ortak ilgi ve merak alani olmustur. Beyin ve sinir
sistemine iliskin ilk sdylemler MO. 4000 yillarina dayanirken, beynin anatomisiyle ilgili ilk
caligmalar ise MO. 2500 yillarinda Misir papiriislerinde goriilmektedir. 18. yy’da Parkinson
ve Alzheimer, 19. yy’da sizofreni ve depresyon gibi ruhsal hastaliklar tanimlanirken
gilinlimiizde ise beyin ve sinirlerle ilgili olarak bilinen 1000’den fazla hastalifin varligindan
bahsedilmektedir. Siiphesiz ki; arastirilmak istenen her konunun dogrudan insanlar {izerinde
yapilmasi imkansizdir. Bu amagla, ¢esitli bilim adamlart farkli yollar deneyerek insanin yapi
ve organizasyonunu arastirmislardir. Insan anatomisini anlamaya yénelik yapilan ¢alismalar
farkli bilim disiplinlerinde ¢esitli yonleriyle ele alinarak incelenmis, hem insan hem de
hayvanlar (rat, kedi, kopek) lizerinde yapilarak insanliga bilim miras1 olarak sunulmustur.
Bergamali Galen ( MS 129-201) hayvanlar {izerinde otopsi yaparak normal anatomik yapilari
tanimlamaya calismistir. Insan anatomisi hakkinda en onemli bilgileri, cesetler iizerinde
arastirarak insan resimleri ¢izen Leonardo da Vinci (1452-1519) ise sadece damarlarin yerini

belirleyebilmek icin bile on tane ceset actigini ifade etmistir.

Insanlarda beyin ventrikiil gelisiminin postnatal dSnemde tam olarak arastirilmamis olmasinin
yani sira postnatal yasamin ilk aylarinda da devam etmesi ve bu siirecte deney hayvani olarak
kullanilan rat ve fare gibi hayvanlarin da kullanilabiliyor olmas1 yapilan bu ¢alismay1 daha
degerli kilmaktadir. Ciinkii insanlarda beyin gelisimi 15-17 yaslarina kadar devam ettigi halde
asil 6nemli degisiklik ilk 2 yilda olmaktadir. Ayrica farkli serebral boliimlerin hacimleri,
toplam intrakraniyal hacim (IKH) hayatin ilk 2 yilinda hizla artmaktadir ve bu degisikliklerin

daha yavag bir sekilde addlesan doneme kadar devam ettigi bildirilmektedir. Ancak deney

1



hayvani olarak kullanilan rat ve fareler serebral organizasyon yoniiyle insanlarinkiyle her ne
kadar benzerlik gosteriyorsa da gelisimleri incelendiginde aslinda biiyiik farkliliklarin oldugu
goriilmektedir. Ratlarda sinir sistemi gelisimi daha ¢ok postnatal donemde olurken, insanlarda
prenatal donemde olmaktadir. Ornegin ratlarda laktasyon transferi (siit akim1) postnatal birinci
haftada, insanlarda ise transplazental akimin iigiincii trimesterinde oldugu belirtilmektedir.
(Rice, 2000). Bu g¢aligmanin planlanmasinin amaglarindan biri de yukarida belirtildigi gibi
ratlarda beyin ve ventrikiil gelisiminin belli periyotlarla basamak basamak incelenip bu
siireclerin insanlarinkiyle karsilastirilmasidir. Boylece ratlar {izerinde yapilacak g¢alismalar

insanlarla kiyaslanirken daha dogru sonuglar elde edilecektir.

Beyin hacminin gelisime paralel olarak nasil bir degisime ugradiginin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Ciinkii beyin hacmi, gelisimin belirlenmesinde bir kdsetasi olmasinin yani sira pek
cok hastalik icin de belirleyici bir tan1 kriteridir. Otizm, hiperaktivite bozukluklari, sizofreni,
epilepsi, preterm dogumlar ve hidrosefali gibi bircok hastalifin tan1 ve tedavisinde 6nemli rol
oynayabilmektedir. Burada esas olan beyin hacmi ile beyin ventrikiilleri arasinda negatif bir
geri iligkinin olmasidir. Etrafi tamamen noral yapilar ile g¢evrili olan beyin ventrikiilleri,
motor, duyusal, gorsel yollar ile hayati dnemde otonomik ve endokrin merkezlerin bulundugu
anatomik yapilardir. Insanlarda ve ratlarda dort adet olarak bulunan beyin ventrikiilleri diger
yapilarla ¢ok siki bir iliski i¢cinde olduklar1 ve beyin omurilik sivisint (BOS) iireterek
salgilama yapmalar1 nedeniyle ¢esitli caligmalarda biiyiik degisiklik gosterebilmektedirler.
Eskiden erigkin memeli sinir sisteminde kok hiicrelerin bulunmadigina ve bu nedenle yaslilik,
hasar ve hastalik nedeniyle yitirilen beyin hiicrelerinin yerini yenilerinin alamayacagina
inanilmaktaydi. Son yillarda yapilan bazi g¢alismalarda, erigkin memeli beyninin cesitli
bolgelerinde mitotik aktivite gosteren hiicrelerin oldugu saptanmistir. Embriyonik dénemde
beynin ventrikiiler zonundaki (VZ) noroepitel kok hiicreler; néron ve glialarin biiytlik
cogunlugunu meydana getirirken, eriskinde ise ependimal hiicrelere doniisen VZ néroepitel
kok hiicrelerinin prolifere olmadig: ileri siiriilmiistiir. Bunun tersine bazi arastirmalarda ise
ependimal hiicrelerin erigkinde de boliinmeye devam ettigi bildirilmistir. Son yillarda yapilan
diger c¢alismalarda, eriskin memelilerde noéron gelisiminin, lateral ventrikiillerin
subventrikiiler zonu (SVZ) ve hippokampus olmak iizere baslica iki bolgede meydana geldigi

belirtilmistir (Koktiirk, 2007).

Bu ¢alismanin yapilmasinin diger bir amaci da; Yeni dogan ve eriskin sigan beyni ile lateral
ve iiciincii ventrikiillerin VZ ile SVZ’da PAS ve Ki-67 boyalar1 kullanilarak histolojik

tekniklerle bu bolgelerin yas ve cinsiyetlere gore mitotik aktivitelerini belirlemektir.



Bu arastirmalarin biiyiik boliimiinde gelisimin ilk safhasindan itibaren sinir dokusunun temel
elemanlar1 olan néron ve glia hiicreleri iizerinde durularak proliferasyon ve migrasyon
faaliyetleri histolojik olarak degerlendirilmistir. Noron sayisinda meydana gelen degisiklikler
hem ontolojik hem de toksikolojik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan degerlendirme yontemleri
arasinda yer almaktadir. Zira gelisim sirasinda gozlenen noronal dliimler veya anormallikler
canlida ¢ok cesitli ndropatolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica son
80 yildir genetik ve molekiiler boyutta da ¢ok cesitli calismalar yapilmaktadir. Ozellikle
beynin iglevlerini ve ¢esitli beyin hastaliklarini daha iyi anlayabilmek i¢in beyin dalgalarinmi
Olcen EEG, yapisim1 gosteren tomografi ve manyetik rezonans gibi yeni goriintiileme
tekniklerinin gelistirilmesinin yan1 sira sintigrafi gibi ileri tekniklerin gelistirilmesi de beyni

anlama ve gizemini aydinlatmada 6nemli rol oynamaktadr.

Bilginin elde edilis yontemleri arasinda basta morfometrik c¢alismalar olmak iizere
histopatolojik ve biyokimyasal ¢alismalar gelmektedir. Morfometrik yontemler ile makro
yapilardan mikro yapilara kadar elemanlarin say1, hacim, agirlik ve uzunluk gibi parametreleri
degerlendirilebilmektedir. Bu baglamda, morfolojik kriterlerin o6zellikleri ile ilgili say1
parametrelerinin hangi Ol¢iim ve degerlendirme teknikleriyle incelenecegi, arastirma
neticesinde elde edilecek verilerin dogru bir bigcimde degerlendirilip degerlendirilemeyecegi
konusu ¢ok Onemlidir. Biyolojik yapilar veya bunlarin igerisinde bulunan yapisal alanlar,
gercekte uzunluk, genislik ve yiikseklik olmak flizere ii¢ boyutludur. Ciplak gozle
makroskopik olarak goriilebilecek bu boyutlardaki materyaller algilama siirlarimiz igindedir.
Objeler gorme sinirlarimizin altinda ise, biyolojik materyaller ve onlarin alt birimleri olan
hiicre, cekirdek, cekirdekcik, noron vb. optik cihaz denilen ve objeyi oldugundan fazla
biiyiiterek algilanabilir duruma getiren 6zel aletler kullanilir. Optik cihazlar kullanilirken
materyal ile ilgili 6n hazirliklarin yapilmasi zorunlulugu vardir. S6zii edilen bu hazirliklarin
devreye girdigi durumlarda, artik dokudan dogrudan bilgi edinme sans1 ortadan kalkmis olur.
Aslinda; mikroskop altinda incelenen objeler; sadece ii¢ boyutlu yapilardan alinmis olan iki
boyutlu kesit goriintiileridir. S6zii edilen bu goriintiiler iki boyut, yani uzunluk ve genislik (x
ve y eksenleri) hakkinda fikir verirken, tigiincii boyutlar1 hakkinda ise dogrudan bir bilgi
saglayamayacaktir. Cok cesitli morfometrik degerlendirme yontemleri oldugu i¢in bu
caligmada, hem aradaki karmasay1 gidermek hem de beyin hacimlerinin kullanilan yontemlere
gore birbirleriyle olan tutarliliklarini belirlemek amaciyla iki yontem kullanilarak olgiilmesi
amaglanmistir. Calismamizin degerlendirilmesinde kullanilan metodolojiden biri, bilim

diinyasindaki bu karisikliklar1 gidermeye yonelik bir yaklagim olup, temeli Cavalieri



prensibine dayanan stereolojik yontemdir. Bu yontem; ilk defa Itayan bilgin Bonaventura
Cavalieri tarafindan 17. yy’da ortaya konularak organ veya bilesenlerinin hacimlerini
hesaplamaya yonelik olarak gelistirilmistir. Yukarida da bahsedildigi gibi stereoloji,
organlarin ¢esitli goriintiileme sistemlerine ait kesitleri {izerinden yapimin hacmi gibi {i¢
boyutlu 6zelliklerini hesaplayan metodlar igermektedir. Kullanilan ikinci yontem ise gesitli
organlarin hacimlerini belirlemede yiizyillardir uygulanan suya daldirma metodudur (SDM).
Bu metod, siv1 i¢ine daldirilmis bir katinin, siv1 iginde askidaki kuvvetinin, daldirma sirasinda
yer degistirmesine sebep oldugu sivi agirligina esit oldugunu kabul eden Archimedes

prensibine dayanmaktadir.

1.1. Beyin Gelisimi

Canlilarda gelisim siireci boyunca beyin, metabolik aktivite ve kimyasal ajanlarla yakin iligki
icindedir. Eger gelisim esnasinda toksik ajanlar devreye girerse ndrogenez ve ontogenez
olumsuz yonde etkilenecek ve bu etkilenmenin derecesi de organ gelisiminde 6ncelik-sonralik
iliskisine gore farkli olacaktir. Etkilenen organlarin en basinda ise beyin gelmektedir. Beyin
gestasyonun baslangicindan itibaren postnatal gelisim siireci de dahil olmak {izere gesitli
norotoksik ve farmasotik maddelere maruz kalabilmekte ve dogrudan ya da dolayli olarak

etkilenebilmektedir.

Insanlarda ve kemirgenlerde (fare, rat...) sinir sistemi gelisim siireci, 6zellikle de beyin
gelisimi periyotlar1 birbirinden 6nemli oranda farklilik gdstermektedir. Kemirgenlerde
postnatal gelisimden séz edilirken, insanlarda ise gelisim daha ¢ok prenatal donemde
olmaktadir. Yap1 ve fonksiyonel olarak insan ve rat beyni birbirine oldukc¢a benzerlik
gostermesine karsilik, bulbus olfactorius gibi bazi yapilar ratlarda insanlara gore daha genis
yer kaplamaktadir. Bu farkliliklarin 6zellikle gelisimin kritik evrelerinde olmasi oldukga ilgi
cekici konulardan birisini olusturmaktadir. Yani Prenatal veya postnatal gelisim siirecinde
insanlarda haftalik periyotlardan bahsedilirken ratlarda giinliik gelisim s6z konusudur.
Ornegin kraniyofasiyal gelisim ratlarda 10-16. gestasyon giinlerinde olurken, insanlarda 3-7.5.
gestasyon haftasinda olmaktadir. Bunlara ek olarak ti¢lincii ventrikiil ile koroid pleksuslarin
goriilmeye baslanma zamani ratlarda gestasyonun 13,5. giiniine, insanlarda ise gestasyonun

12- 13. haftalarina rastlamaktadir (Rice ve Barone, 2000).
1.1.1. insanlarda beyin gelisimi

Insanlarda dogumda beynin agirligi, yetiskinlikteki beyin agirliginin % 25’ini olustururken 6.

yasta %95’e ulasir. Bu artis miyelinizasyon, sinaps olusumu, néron olgunlasmasi ve glia

4



hiicresi gelisimi ile olmaktadir (Cavines ve ark, 1996). Dogumda miyelinizasyon thalamus’ta
baglayarak sinir sisteminin organizasyonel ve iglevsel kapasitesini meydana getirmek iizere

asagidan yukariya asamali bir gelisim izler.

Yapisal olarak, insan serebral korteksi tiirler arasinda korteks gelisiminin en {ist diizeyindedir.
Sinir sisteminin gelisiminden once embriyoda 3. haftada (trilaminar germ diski) ii¢ hiicre
tabakas1 ayirt edilir. En i¢ tabaka olan endodermden gastrointestinal sistem, akcigerler ve
karaciger, mezodermden kaslar, bag dokusu ve sistemler gelisirken, en dig tabaka olan
ektodermden ise kolumnar (silindirik) epitel gelisir ve bu tabaka biitiin sinir sisteminin
gelisiminin kaynagini olusturur (Moore ve Persaud, 2003). Ektodermal dokunun &zellesip
noral tlipli olusturmasi bu gelismeler esnasindaki ilk anahtar olaydir. Memelilerde embriyonik
donem boyunca (3. haftanin basi—S8. haftanin sonu) tiim major organ sistemleri gelismeye
baslayarak 8. haftanin sonunda biiyiik oranda islevsel organlarin gelisimi de tamamlanmis
olur (Moore ve Persaud, 2003). Merkezi sinir sistemi ise 3. haftanin basinda primitif diigtimiin
onilinde arka orta hatta néral plak olarak adlandirilan ektoderm kalinlasmasi seklinde ortaya
cikar (Moore ve persuad, 2002). Noral tiipiin olusumu gestasyonun yaklasik 26-28. giinlerine
denk gelmektedir. Kapanma servikal bolgede baslayip sefalik ve kaudal yone dogru ilerlerken
noral tlipiin 6n ve arka kisimlar1 gegici olarak agik kalir. Sefalik ucu (anterior por), 18- 20
somitlik evrede, diger bir deyisle gestasyonun 24-26. giinleri arasinda tamamen kapanir.
Kaudal u¢ (posterior ndropor) ise, gestasyonun yaklasik 25. ile 28. giinleri arasinda kapanir.
Kraniyal néroporun kapanmasi servikal bolgedeki kapanma alanindan kraniyale dogru ilerler

ve bu bolgeden daha sonra 6n beyin gelisir (Rice ve Barone, 2000).

Gestasyonun 33. giiniinde telencephalon, yeni olugsmaya baslayan ventrikiiliin dis ylizeyini
kaplayan farklilagmamis hiicrelerden olusan psddostratifiye kolumnar epitelden ibarettir.
Boylece bu sekilde ventrikiiler sistemin temel yolu kurulmus olur. Spinal kordun liimeni olan

canalis centralis ise, beyin vezikiilleri ile devam eder (Netter, 2000).

Insanlarda her bir hemispherium cerebri gelisimin 5. haftasmin basinda telensefalik
vezikiillerin birlesmesiyle olusur. Gelisim ilerledik¢e lobus frontalis, lobus parietalis ve son
olarak da lobus occipitalis ile lobus temporalis’i olusturmak {izere genisleme gosterir. Gelisen
beyinde, sag ve sol hemisferleri prosencephalon'un 6n duvarlari birlestirir. Lamina terminalis
denilen bu kisimdan, daha sonra commissura anterior, fornix ve corpus callosum gelisir

(Taner, 2002).

Beyinde meydana gelen bu degisimlere ek olarak insanlarda ve diger memelilerde gelisim
sadece dogum o6ncesi evrede degil dogum sonrasinda da devam etmektedir (Habgood ve ark,
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1993). Gebeligin 3.-4. aylarinda, fetiise ait ¢evresel reflekslerin hemen hemen hepsi gelismis
durumdadir (Uysal, 2006). Bununla birlikte, dogum aninda dahi merkezi sinir sistemine ait
baz1 yiikksek fonksiyonlar olusmamistir. MSS’ndeki bazi bdliimlerin miyelinizasyonu,
dogumdan bir yil kadar sonra tamamlanmaktadir. Bu gelisim siireci, insanda asagidaki

asamalara ayrilarak incelenmektedir.

Beyin, baslangicta kazandigi % 95°lik hacim i¢in gereken zamanin uzunlugu kadar bir
zamanda yetiskin hacmini, yani kalan % 5’ini tamamlar. Fakat beyin yapisindaki ve
fizyolojisindeki degisiklikler hayat boyu devam etmektedir. Biiylime orani intrauterin yasam
ve ilk postnatal aylarda oldukc¢a hizlidir (Rice ve Barone, 2000). Literatiirdeki calismalar
prenatal gelisimden 8-9 yasma kadar beyin, 6n beyin ve beyin sakinin tiimiinde hiicre
sayisinin arttigini ve su hacminin azaldigin1 géstermistir. Normal gelisim siirecinde beyin kan
akim1 ve metabolizmasinda yasa bagli degisimler olmaktadir. Ornegin glukoz metabolik
hizinin mutlak degerleri dogumda en diisiik diizeyde iken hizla artarak ilk iki yilda erigkin
degerine ulagmakta ve 3—4 yasina kadar artmaya devam etmektedir. Bu yiiksek degerler 9
yasina kadar korunup sonra azalmakta ve yasamin ikinci on yilinda tekrar erigkin diizeyine

ulasmaktadir.

1.1.2. Ratlarda beyin gelisimi

Insan ve ratlarin beyin gelisim siirecleri her ne kadar spesifik olarak birbirinden farkli olsa da
biiyiik gelisimler genelde aynidir. Buradaki en belirgin fark ratlarda gelisim giinliik zaman

dilimlerinde olurken, insanlarda ise haftalik veya aylik periyotlarda olmasidir.

Noral plaktan gelisen noral tiip, ratlarda yaklasik olarak gestasyonun 10-11. giinlerinde
olusmaya baglar. Embriyonik primitif noral tiibiin 6n ve arka deliklerini olusturan anterior
ndropor gestasyonun 10,5.- 11,5. giinlinde kapanirken posterior noropor ise gestasyonun
11,3.- 12,0 giinlinde kapanir (Rice ve Barone, 2000). Hem insanlarda hem de ratlarda bu
erken gelisim esnasinda kesintilerin olmasi beyin ve omurilikte spina bifida ve anensefali
(beynin olugmamasi) gibi ciddi merkezi ve periferik sinir sistemi hasarlarinin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Santral sinir sisteminin 6zellikle de beynin spesifik bolgelerinin
gelisimi ratlarda gestasyonun 9.5 -10.5 giinlinde olusmaya baslarken, insanlarda ise
gestasyonun birinci ayindan itibaren meydana gelir. Bu gelisim siirecinde sirasiyla dnce
gestasyonun 11-16. giinleri arasinda metencephalon ve myelencephalon gibi arka beyin, 12.
giiniinden itibaren telencephalon ve diencephalon, en son da beynin lateral bolgeleri gelisir.

Ratlarda pons, medulla oblongata ve cerebellum arka beyinden gelismektedir. Ozellikle



cerebellum gelisimi gestasyonun 12. giliniinden baglayarak postnatal 16-19. giinlere kadar

devam etmektedir (Rice ve Barone, 2000).

Rat beyninin hizli bliylime dénemi (brain growth spurt), dogum sonras1 0-21. giinler arasinda
olmaktadir. Bu donemin insandaki karsiliginin ise gebeligin 2. trimesterinden postnatal
yasamin 2. yilina kadar uzandigi bildirilmistir (Dobbing, 1970). Bu artisin miyelinizasyon,
sinaps olusumu, néron olgunlagmasi ve glia hiicresi gelisimine paralel olarak meydana geldigi
diistiniilmektedir. Yaklasik olarak gestasyonun 5-6. giinlerinde implantasyonu tamamlanan
embriyoda organogenez gestasyonun 8-15. giinleri arasinda olmaktadir. Yiiksek oranda
damarlanma ve oligodendroglial hiicre proliferasyonu postnatal 0-21. giinler arasinda olurken,

yiiksek oranda miyelinizasyon da 16-30. giinler arasinda olmaktadir (Rice ve Barone, 2000).

Postnatal donemde sadece beyin agirlik ve hacim olarak artis gostermekle kalmaz aymi
zamanda gerek kraniyofasiyal gelisim (gestasyonun 10-16. giinleri), gerekse beynin derin
yapilarinin gelisimi de hizli bir sekilde devam etmektedir. Ornegin colliculus superior ve
colliculus inferior ile tectum gelisimi postnatal periyot boyunca meydana gelmektedir.
Afferent ve efferent yapilarindaki sinaptogenez siireci de bu gelisime paralel olarak artis
gosterir. Ayrica hipotalamus ve talamus’da bulunan cekirdeklerin gelisimi, embriyonun geg

donemlerinde baslayarak fetal sathanin erken evrelerinde sonlanir.

Ratlarda sinir sisteminin hiicre bazinda da zamansal gelisiminin incelenmesi beyin gelisiminin
daha iyi bir sekilde anlasilmasina biiyiik katk: saglayacaktir. Merkezi sinir sisteminin énemli
hiicrelerinden olan glial ve mikrondronlarin proliferasyonu da postnatal donemde devam
ederek gelisim siirecinin tamamlanmasinda rol alirlar. Hiicrelerdeki bu diferensiasyon
(farklilasma) ve sinaptogenezis olaylar1 6zellikle kortikal ve subkortikal yapilarda postnatal
periyot boyunca devam eder. Ciinkii proliferasyon ve migrasyon olay1r gestasyonun 8-9.
giinlerinde baslayarak postnatal 15. giine kadar devam ederken, farklilagsma ve sinaptogenez
gestasyonun yaklasik olarak 15. gilinlerinde baslayip eriskin doneme kadar devam etmektedir

(Cizelge 1.2)



Cizelge 1.1. Ratlarda embriyonal donemden baslayarak periyodik meydana gelen hiicresel
farklanmalar (GD: gestasyon day, PND: Postnatal day)

Embriyonik donem | Fetal donem Dogum Postnatal donem

Yapisal organizasyon

Histogenez

Organogenez

GDS89 | GD11 GD 15 GD 21-22 | PND 15 | PND 35-45 (Adult donem)

Norulasyon

Proliferasyon ve migrasyon

Farklilasma ve sinaptogenez

Gliogenez

Miyelinizasyon

0-5. giinler arasinda beynin bir¢ok yapisinda sabit bir gelisim s6z konusu iken 5- 15. postnatal
gilinler arasinda 6nemli bir gelisim s6z konusudur. Bu gelisim yaklagik 180 giline kadar
diizenli bir artig gosterir. Fakat daha sonra biraz azalmis olarak sabit bir seviyede gelisim

sonlanir. Literatlirde yasam evreleri asagida 6zetlendigi bi¢cimiyle siralanmaktadir;

Zigot Evresi: Dollenmeden hemen sonra

a.
b. Implantasyon: Gestasyonun 5-6. giinleri

e

Embriyo Evresi: Gestasyonun ilk 15 giinii

o

Fetal Evre: Gestasyonun 15-21. giinleri arasi
Dogum

Siit donemi: 0-21 giin

Preaddlesan donem: 22-60 giin

Adolesan donem: 60-95 giin

= @ oo

Adult (eriskin) donem: 95 giin...



Gelisim siirecinde cinsiyetler arasinda hem viicut agirliklarinda hem de beyin agirliklarinda
onemli bir fark bulunmamaktadir. Insanlardakinin aksine dogumda beyinleri ¢cok az gelistigi
icin yeni dogan bir yavru ratin beyni insan fetus beyninin yaklasik olarak 15. (Fetal giiniine
denk gelmektedir (Dobbing, 1981). Ratlarda beynin en hizli biiyiime dénemi postnatal 1-15.
giinler arasinda olmaktadir. Ozet olarak, ratlarda beynin toplam ve bolgesel agirliginin yam

sira hacimsel biiylimesi de daha ¢ok postnatal periyot boyunca olmaktadir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Ratlarda yasa bagl olarak beyin agirliginin karsilagtirilmasi (Rice ve Barone,

2000)

Yapilan arastirmalar géz Oniine alinarak, bu ¢alismada postnatal birinci giinden 180. giine

kadar ratlarda beyin ve ventrikiil gelisimleri incelenecektir.

1. 2. Ventrikiiler Sistem
1.2.1. insanlarda ventrikiiler sistem

Merkezi sinir sisteminin gelisiminin erken evrelerinde noral tiip i¢inde canalis centralis
bulunur. Beynin ileri derecede genisleme gosterdigi belirli yerlerde bu kanal da genisleyerek
ventrikiilleri meydana getirir (Dere, 2000). Ventrikiiler sistem; ventriculus tertius (3.
ventrikiil), ventriculus quartus (4. ventrikiil) ve ventriculus lateralis (2 tane lateral ventrikiil)
olmak iizere ependim epitelle kapli, beyin omurilik sivisi ile dolu ve birbiri ile baglantili
bosluklardan olusmaktadir. Bu bosluklar beyin ve medulla spinalis etrafindaki spatium
subarachnoideum (subaraknoid aralik) ile baglantilidir. Her bir hemispherium cerebri i¢indeki
bosluk ventriculus lateralis, iki diencephalon arasinda yer alan kavite ise ventriculus tertius

olarak bilinir. Gelisimin devam etmesi ile orta beyin kavitesi kiigiilerek aquaeductus cerebri



(sylvius kanal1)’yi olusturur. Tiim arka beyin kavitesi ise ventriculus quartus’u olusturur

(Sekil 1.1).

Closed neural tube

1. Positioning
* 2. Morphogenesis
3. Inflation

Embryonic brain ventricles

Functions:
- Neuroepithelial survival
and proliferation
- Neurogenesis

Adult brain ventricular system

Functions:

- Nutrient and waste transport

- Protection

- Homeostatic and hormonal control
- Signaling

Sekil 1.1. Insanlarda beyin ventrikiiler sisteminin yapis ve gelisimi (Lowery and Sive, 2009)

Beyin ventrikiiler sistemi noral tiipten gelismektedir. Noral tliplin 4. ¢ift somit hizasindan
baslayan kaudal kismindan medulla spinalis gelisirken ilerleyen haftalarda noral tiipiin lateral
duvarlar1 kalinlagir. 9-10. haftalara kadar medulla spinalis i¢in dar bir merkezi kanal
kalincaya kadar noral tiipte ¢ap azalmasi devam eder. Yeni kapanan noral tiip tek katli
silindirik noroepitel ile doselidir ve ilerleyen zamanlarda hiicreler mitoz boliinme gostererek
psodostratifiye (yalanci ¢ok katli) bir ndroepitel olusturur. Noral tiip duvarinda, telensefalik
hemisfer duvarinda da izlenebilen dort konsantrik zon gelisir. 1970 de zonlarla ilgili
terminolojik karigiklik néroembriyoloji’de standardize edilmistir. Noral tiipiin i¢ kisminda
kalan noroepitelyal hiicreler ventrikiiler tabakay1 (ependimal tabaka) olusturur ve bu
tabakadan omuriligin biiyiikk glial hiicreleri olan makroglial hiicreler (astrositler ve
oligodentrositler) ve tiim néronlar gelisir (Moore, 2003; Sadler, 2005). Ventrikiiler tabakadaki
noroepitel hiicrelerden bazilar1 boliiniip primordial ndéronlara (néroblastlara) farklilasir ve
farklilasan hiicreler ventrikiiler ve marjinal tabakalarin arasinda zona intermediata (ara

tabaka)’y1 olusturur. tabakalar ventrikiil boslugundan hemisferin dis yiiziine dogru
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siralanirlar. Bu zonlarda erken embriyonik donemden (olgun beyin) olusana kadar, belirli bir

sira ile degisiklikler olur (Moore, 2002; Moore, 2003).

1. Ventrikiiler zon: Ilk olusan zondur. Ventrikiil bosluguna komsu en i¢c zon olup
psodostratifiye kolumnar epitel hiicrelerinden olusur. Epitel hiicreleri mitotik ve intermitotik
formdadirlar. Psodostratifiye epitel hiicreleri burada ependim farklilasmasindan Onceki
asamadaki hiicrelerdir. Bu epitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri kendi radial sitoplazmik uzantilart
icinde hareket ederler. Bu esnada ventrikiiler diizeyde mitotik boliinmeye devam ederler.

Ependim farklilasmasindan sonra ise mitotik aktivite durur.

2. Marjinal zon: Ikinci olarak olusan zon hemisfer yiizeyinde bulunur. Hiicresiz olan bu zon
erken donemde ventrikiiler zondaki hiicrelerin distaki sitoplazmik uzantilarindan meydana
gelir. Daha sonra, diencephalon ve mesencephalon’dan ¢ikan aksonlar ortama hakim olur.
Korteks tabakalarini yapacak kortikal plak bu marjinal zon icinden gelisir (Sadler, 2005).
3. Intermediate zon: Ugiincii olusan tabaka olup ventrikiiler ve marjinal zonlar arasinda
yerlesmistir. Bu tabakayr erken donemlerdeki hiicresel migrasyon evresindeki

postmitotik ndronlar olusturur.

4. Subventrikiiler zon: En son olarak olusan bu zon 6zellikle, migrasyon yapan ndronlara yol
gosteren radial glial hiicreler basta olmak iizere, prolifere glial hiicre barindirir. Gestasyonun
ikinci yarisinda, subventrikiiler zon néroblastlara subependimal germinal matriks gorevi

yapar. Ependim farklilasmasindan sonra ise ventrikiiler zona dontsiir (Boliik, 2012).

Ventrikiillere yakin olan bdlgeye “proliferatif alan” denir ve gen¢ ndéronlart igerir. 12.
haftadan 20. haftaya kadar bu ndronlar orijinlerinden kortekste olusturacaklar1 bolgelere goc
ederler ve glial hiicrelerin bir kismin1 olustururlar. Beynin gévde kisminin miyelinizasyonu
29. haftada bolgesel olarak baslar ve genellikle asagidan yukar1 ve arkadan 6ne dogru ilerler.
Major gelisimin Onemli asamalarindan biri olan sinapslarin ¢ogalmasi ve diizenlenmesi
gebeligin 20. haftasinda baglar. Sinaptik duyarlilik ise dogumdan sonra hizla artar ve 2 yas
civarinda yetigkinde goriilen seviyesinin yaklasik yarisina ulasir. (Seftalioglu, 1998; Lenroot

ve Giedd, 2006).

1.2.2. Ratlarda ventrikiiler sistem

Vertebralilarin beyni ve beyin sistemi, noroepitel doku tarafindan cevrelenen ve beyin
omurilik sivisi ile dolu bir seri bosluk ile iliskilidir. Ventrikiil duvarlarin1 déseyen plexus

choroideus’lardan ise Beyin Omurilik Sivisi (BOS) iiretilmektedir. Beyin omurilik sivist hem
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embriyoda hem de yetiskinde ¢ok 6nemli bir yapiya sahip olup gelisimi ve fonksiyonu tam

olarak anlagilamamustir.

Ratlarda ventrikiiler sistem ile insanlardaki ventrikiiler sistem hemen hemen ayni yapi ve
ozellige sahiptir (Sekil 1.2). Sadece gelisim dénemlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin
ticlincii ventrikil ile koroid pleksuslarin goriilmeye baslanma zamani ratlarda gestasyonun 13,

5. 14,5 giiniine, insanlarda ise gestasyonun 48-51. giiniine rastgelmektedir.

Kisaca; rat ventrikiiler sistemi; birbirleriyle baglantili bosluk ve kanallardan meydana
gelmistir. Her serebral hemisfer, foramen interventriculare (foramen Monroe) yoluyla ii¢lincii
ventrikiil ile baglantili genis birer lateral ventrikiil bulundurmaktadir. Uciincii ventrikiil ise
orta hatta yerlesmekte olup sag ve sol olmak {izere her iki talamus ve hipotalamus arasinda
bulunan ince bir bosluktan meydana gelmektedir. Aquaeductus cerebri (Aquaeductus Sylvii)
aracili1 ile de dordiincii ventrikiille baglant1 kurar. Dordiincii ventrikiil ise beyin sap1 ve

cerebellum arasinda yer alan genis bir bosluktur.

Human Rat

M MHBC

Sekil 1.2. insanlarda ve ratlarda ventrikiil gelisimi (Lowery and Sive, 2009)

1.2.3. Lateral ventrikiil

Lateral ventrikiiller her bir hemisferin icerisinde bulunan u¢ uzantili bosluklar olup
ventrikiiler sistemin en kraniyalde olamidir. Her iki tarafin lateral ventrikiilleri ortada septum
pellucidum ile birbirinden ayrilmustir. I¢ yiizii ependim hiicreleri ile dseli olup, icerisinde de
beyin omurilik sivis1 (BOS) - cerebrospinal fluid (CSF) bulunur. Ugiincii ventrikiile sagh
sollu foramen interventriculare (Monro deligi) ile baglantilidir. Pars centralis, cornu frontale
(cornu anterius), cornu occipitale (cornu posterius), cornu temporale (cornu inferius) olmak

iizere 4 boliimden olusur ( Arinci, 2001).
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Pars centralis, foramen interventriculare’den splenium corporis callosi’ye kadar uzanir.
Tavaninda corpus callosum’un alt yiizii, i¢c duvarinda ise thalamus, nucleus caudatus, stria
terminalis, vena thalamostriata, plexus choroideus ventriculi lateralis, lamina affixa ve
fornix’in corpus’u bulunur. Cornu frontale (cornu anterius), yan ventrikiillerin foramen
interventriculare’nin 6n tarafinda kalan boliimii olup, nucleus caudatus’un 6n ucunun i¢ yiizii
etrafinda dolanarak frontal lob igerisine uzanir (Arinci, 2001). Cornu occipitale (cornu
posterius), yan ventrikiillerin oksipital lob igerisine uzanan dar ve uzun arka béliimiidiir. I¢
duvarinda calcar avis denilen uzunlamasina bir kabart1 goriiliir. Corpus callosum’un forceps
occipitalis (major)’u calcar avis’in iizerinde olusturdugu ikinci ¢ikintiya bulbus cornus
occipitalis (posterioris) denir. Cornu temporale (cornu inferius), yan ventrikiillerin temporal
lob igerisine giren boliimii olup yaklasik 2,5 cm uzunlugundadir (Karacan, 2008; Urgun

2010).

1.2.4. Uciincii ventrikiil

Ucgiincii ventrikiil corpus callosum ve lateral ventrikiil pars centralis’inin altinda; sella turcica,
hipofiz bezi ve mesencephalon’un iizerinde, thalamus ve hypothalamus’un her iki yarisi
arasinda yerlesmistir. Anterosuperior kenarinda foramen Monroe’lar yoluyla her iki lateral
ventrikiil ile iliski halindedir. Uciincii ventrikiil catis1 anteriorda foramen Monroe’dan,
posteriorda recessus suprapinealis’e kadar yukari dogru hafif bir yay seklinde uzanim
gostermektedir. Uciincii ventrikiil taban1 anteriorda chiasma opticum, posteriorda aquaductus
cerebri’nin iist acikligina kadar uzanmaktadir. Tabanin anterior yarimi diensefalik yapilar,
posterior yarimi ise mezensefalik yapilar tarafindan olusturulmustur. Alttan incelendiginde
taban1 olusturan yapilar anteriordan posteriora dogru chiasma opticum, hipothalamusun
infundibulumu, tuber cinereum, corpora mamillare, substantia perforata posterior ve serebral

pedikiillerin medial yiizeyinin iizerindeki tegmentum olarak siralanirlar (Arinci, 2001).

1.2.5. Dordiincii ventrikiil

Cerebellum’un 6n tarafinda, medulla oblongata’nin st yarisi ile pons’un arka tarafinda yer
alan dordiincii ventrikiil kaudalde canalis centralis ile devam eder. Dordiincii ventrikiiliin
taban1 fossa rhomboidea olarak isimlendirilir. Tavani (arka duvarmi) iist tarafta velum
medullare superior, alt tarafta dordiincii ventrikiiliin plexus choroideus’u; tabanini (6n
duvarini) ise fossa rhomboidea olusturur. Ust dis kenarimi pedunculus cerebellaris superior, alt

dis kenarini tuberculum gracile ve tuberculum cuneatum ile pedunculus cerebellaris inferior
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olusturur. Dordiincii ventrikiil; foramen magendie ve foramen luschka adi verilen delikler

aracilifi ile spatium subarachnoidale ile baglant1 kurar (Arinci, 2001; Karacan, 2008)

1.3. Liquor Cerebrospinalis- Beyin omurilik sivis1 (BOS)

Ik defa yaklasik 200 yil 6nce tanimlanan beyin ventrikiiler sisteminin yiiksek mental
fonksiyonlar1 olduguna inanilmaktaydi (Zoran, 2005). Daha sonralar1 bu inanisin yanlis
oldugu, aslinda ventrikiil duvarin1 déseyen ependim tabakasindaki silialar tarafindan BOS
iiretiminin yapildigr ve bu sivinin yasamsal- ndrogenez olaylarini diizenleyen molekiiler
sinyaller tasidig1 belirtilmistir. Ayrica bu serebrospinal sivi sadece choroid plexus’lardan degil
ayn1 zamanda bazen ventrikiil duvarindaki astar hiicrelerinden de iiretilebildigi belirtildi

(Lowery and Sive, 2009).

Embriyonik beynin ventrikiiler boslugu onu saran ndroepitelin pozisyonunu ve seklini
dogrudan yansitir. Yani beyin ventrikiillerinin gelisiminin ¢esitli yonlerden koordinasyonunu
saglayarak ventrikiillerin dogru pozisyon almasimi saglar (Paxinos, 2004). Daha sonra ise
diizenli hiicre 6liimleri ile ventrikiiller son seklini alirlar. Sonucta noroepitelyal dokudan ilk
BOS salgilanarak ventrikiiller siser. Noronal proliferasyon ve determinasyonun
diizenlenmesinde embriyonik BOS’un iiretilmesi olduk¢a Onemli olup noroepitelyal
proliferasyon neredeyse tamamen ventrikiil ylizeyinde embriyonik BOS ile temas halindedir
(Lowery, 2009). Embriyonik BOS’un icerdigi faktorler erken pluripotent hiicrelerin iiretilmesi
icin vazgecilmez bir olaydir. Yani ventrikiil ne kadar biiyiikse proliferasyon da o kadar

fazladir.

Ependim hiicreleri ventriculus cerebri ve medulla spinalis ortasindaki canalis centralis’in
duvarlarim1 ¢evreler. Tek sira kiibik epitelyum hiicrelerine benzer bi¢cimde dizilirler.
Ventriculus cerebrilerin duvarindaki plexus choroideus da ependim hiicreleri ile ortiiliidiir. Bu
tiir glia hiicreleri mezoderm kdkenli merkezi sinir sistemi zarlar1 ile yakin iligki i¢inde olup
piamater ile birlikte tela choroidea’yr yapar. Ependim hiicrelerinde uzun uzantilar
bulunmazken eriskinde hiicrelerin taban boliimiinden kisa uzantilar ¢ikarak alt dokuda
yayilirlar. Ependim katinin baslica gorevleri desteklik ve salgi yapmaktir. Tela choroidea’daki

ependim hiicreleri BOS’n1 salgilarlar (Lowery, 2009).

BOS biiyiik bir kismi ventriculus lateralis’lerde olmak tiizere ventriculus cerebri’lerdeki
plexus choroideus’lar tarafindan salgilanir. Cerebrum ve medulla spinalis’in etrafindaki
spatium subarachnoideum ile ventriculus cerebri ve medulla spinalis’in canalis centralis’inde

bulunan BOS’un toplam miktar1 80—-150 ml. arasinda degisir. Ortalama 130 ml. kadardir.
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Bunun 15-40 ml.’si beyin ventrikiillerinde, biiyiik bir kismi lateral ventrikiillerde, geri kalan
boliimii ise spatium subarachnoideum’da bulunur. Her iki ventriculus lateralisteki plexus
choroideus’un yiizeyi 40 cm” olup buradan BOS’un yaklasik olarak % 70’1 salgilanir. BOS,
sinus sagittalis superior araciligi ile villi arachnoidale’lerden vendz dolasima katilir (Arinci ve

Elhan, 2001).

1.4. Ventrikiiler ve Subventrikiiler Zon

Yetiskin memelilerde lateral ventrikiillerin lateral duvari boyunca bulunan germinal zon
tabakasia ventrikiiler zon adi verilir (Alvarez- Buylla, 2002). Yalanc1 ¢ok katli silindirik
epitel hiicre yapisinda olan ventrikiiler zon mitotik olarak aktif bir 6zellik gostermektedir.
Ventrikiiler zon (VZ) beynin merkezi sinir sisteminin, ya dogrudan veya dolayli olarak sadece
parankimasina degil ayn1 zamanda destek hiicrelerine de kaynaklik etmektedir. Ciinkii VZ’da
multipotent psddostratifik hiicre kiimeleri bulunmaktadir (Alvarez- Buylla, 2002).

Ratlar {izerinde yapilan ¢alismalarda gestasyonun 12. giiniinde ortaya c¢ikmaya baslayan
ventrikiiler zon’un ylizeyel tabakasi ¢ok kisa bir siire i¢inde diger tabakalardan ayirt edilecek
bir goriiniim kazanmaktadir. Gelismekte olan beyinde dort major proliferatif populasyonun
varligi bildirilmekte olup bunlardan ilki ventrikiiler zon’da gozlenen hiicrelerdir
(Nowakovski, 2005). Yapilan aragtirmalarda yukarida sozii edilen bu hiicre dizileri iizerinde
gelisimin biraz daha geg evrelerinde ortaya ¢ikan hiicre bolgesine subventrikiiler zon (SVZ),
hiicre tipine ise subventrikiiler hiicreler ad1 verilmektedir. Embriyonal donemde ventrikiiler ve
subventrikiiler zonda proliferasyonun baslamasi gestasyonun 13.-18. giinlerine tekabiil
etmektedir (Takahashi, 1995). Diger iki proliferatif populasyon serisi ise beynin spesifik
lokalizasyonlarina kaynaklik edecek seriye ait hiicre dizileri olup, bunlardan ilki serebellumun
graniiler tabakasinin olusumuna, digeri ise dental girusun subhilar bolgesine kaynaklik
etmektedir. Yapilan arastirmalarda, gelisme periyodunun sonunda, sézii edilen bu proliferatif

populasyon hiicrelerinin eriskin beyninin tiim hiicrelerine kaynaklik ettigi belirtilmistir.

Ilk zamanlarda VZ ve SVZ’daki hiicrelerin kdkenleri ve fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler
oldukca yetersizdi. Cilinkli yetigkin beyninde yeni noronlarin nasil olustugu ve nereden
kaynaklandig1 sinir sisteminin en girift konularindan birini olusturmaktaydi. Fakat son
yillarda yapilan calismalar VZ ve SVZ’daki progenitér hiicrelerin ndronlarn kokenini
olusturduklarini ortaya koymustur. Bu progenitor hiicreler ise embriyonik kok hiicrelerden
koken almaktadirlar. Noral embriyonik kok hiicreleri memeli beyninde yedi bolgede yerlesik

olup bunlardan en oOnemlilerini VZ ve SVZ’daki hiicreler olusturmaktadir. Ciinkii bu
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bolgelerde bulunan hiicreler noral kok hiicrelerin isaretgisi olan nestin igermektedirler

(Tarlaci, 2012).

VZ’da yogun mitotik faktorlerin olmast bu alanin “bir germinal merkez” oldugunun agik bir
gostergesidir. Buradaki hiicreler ilgili zonun daha iist bolgelerine go¢ ederek postmitotik
noroblastlara, bu noroblastlar da merkezi sinir sisteminin ¢esitli tipteki noronlarina
doniismektedirler. Ayrica ventrikiiler zonun geri kalan progenitor hiicreleri gelisimin sonraki
asamalarinda bir spongioblast sinsityumu olusturmak suretiyle destek hiicrelerine yani
glioblastlara, glioblastlar ise sonraki asamalarda astrosit ve oligodendrositlere

doniisebilmektedirler.

Ventrikiiler zondaki hiicrelerin ¢ekirdeklerinin biliyliklik ve goriiniisleri birbirlerinden
farklidir. Bu hiicrelerin her biri silindirik sekilde olmalar1 disinda hem ventrikiiler hem de

pial ylizeyle baglantilara sahiptirler.

Niikleer go¢, embriyoloji literatiiriinde “interkinetic nuclear migration” olarak adlandirilmakta
olup tiim silindirik ve yalanc1 ¢ok katl silindirik epitellerde goriilmesi konuyu bir bagka

acidan teyit etmektedir (Karacan, 2008).

Tiirler ve farkli beyin boélgeleri arasinda dikkat ¢ekici orandaki farkliliklar esas itibariyle
ikinci proliferasyon zonunda (SVZ) gozlenmektedir. Arsikorteks olarak siniflandirilan
hipokampus’un biiyiik bir boliimiinii i¢ine alan pargasi ventrikiiler zon’dan koken alirken,
neokorteks  olarak adlandirilan beyin bolgesi ikinci proliferasyon zon’undan (SVZ)
kaynaklanmaktadir. Zonlar arasindaki bu iliski zamanlama farkliligindan ileri gelmektedir.
Yani Once birinci zondaki aktivite sonucunda serebral korteks tabakalarinin olusumu
tamamlanmakta, ardindan ikinci proliferasyon zonundaki aktiviteyle ilgili yapilar ortaya

cikmaktadir (Keles, 2007).

SVZ morfolojisinde ependimal bolgede en az dort farkli hiicre grubu bulunmaktadir. Tip A
hiicreleri uzun zincirler olusturarak gen¢ go¢ eden noron 6zelliginde iken, Tip B hiicreleri
(astrositler) bu zincirlerin etrafin1 sararlar. Tip A hiicrelerinin yakininda yer alan Tip C
hiicreleri de sekil itibariyle daha kiiresel olup yliksek oranda proliferatif 6zellige sahip
prekiirsorlerdir. En son hiicre grubu ise Tip E hiicreleri olup VZ ile SVZ arasinda bulunan
ependimal hiicre gruplar1 olarak adlandirilirlar (Sekil 1.3). Morfolojik olarak Tip B hiicreler
yani astrositler embriyonik progenitor hiicrelerinkine benzer kisa ve tek silyalara sahip iken

Tip E hiicreler yani ependimal hiicreler ise uzun ve cok sayida silyalara sahiptir. A hiicreleri
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kendi kendine bdliinerek cogalabilme kapasitesine sahiptirler. B ve C hiicreleri ise A

hiicrelerinin iiretimine ciddi oranda katki saglayan gruplar olustururlar.

Sekil 1.3. Lateral ventrikiil’iin lateral duvar1 ve hiicresel hareketlenmeler. Bu bélgedeki kok
hiicreler sol kesitte, 6n kisma dogru gosterilen biiylik ok yoniinde go¢ ederler. Ependimal
tabakadaki (E) kok hiicreler hizli boliinen progenitdr hiicreleri meydana getirirler (oval
hiicreler). Bunlar yeni dogan ndronlara farklilasirlar (koyu mavi hiicreler). Astrositler (yildiz
hiicre) ependimal ile progenitdr hiicre tabakasi arasinda bagimsiz hiicreleri olusturabilirler. V:
Ventrikiil, E:ependimal tabaka, SVZ: Subventrikiiler zon

SVZ’da yerlesik hiicrelerin bir diger 6nemli 6zelligi ise bu hiicrelerin ventrikiiler yilizeye
yapisma Ozelligi gostermeleridir.. Bu 06zellikleri onlarin glia hiicre olusumuna katilmalar
acisindan 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Glia hiicrelerinin ikinci proliferasyon zonundan
(SVZ) kaynaklandigr bu tabakanin néron gelisiminin ardindan glia hiicrelerine kaynaklik

ettigi ifade edilmektedir (Tarlaci, 2012).

Son yillarda ratlar {izerinde yapilan baz1 caligmalarda postnatal donemde meydana gelen
gocten hiicrelerin proliferasyonlarinin ventrikiiler zon ile bulbus olfactorius ve hipokampus
gibi dinamik baz1 merkezlerde yaygin olarak gerceklestigi bildirilmektedir. Insanlarda ve
ratlarda ventrikiiler zondaki hiicreler derin tabakadan yiizeyel tabakaya dogru gelisim
gosterirken neokortekste alti lamina ayirt edilir. Gestasyonun ilk giinlerinde ilk olusan
hiicreler 6nce bu laminalara, daha sonra da ventrikiiller zona go¢ ederler. Bu goclerin
belirlenmesinde sadece kortikal laminalar degil hiicre yogunluklari, ekstraseliiler matriks,
glioneogenez, miyelinizasyon ve noral dokunun farklilasmasi gibi faktérler 6nemli rol oynar.
Miyelinlesme zamaninin yani sira proliferasyon siiresinin bozulmasi da go¢ olayini etkileyen
en onemli faktorlerden biridir. Ratlarda miyelinizasyon olay1 postnatal 2. haftada en yiiksek

seviyeye ulasir. Ancak bu esnada ontolojik gelisimi etkileyecek ndrotoksik ajanlar ve
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beslenme gibi dis faktorler miyelinlesmeyi ve dogal olarak da VZ’daki hiicre

proliferasyonunu ciddi oranda etkilerler.

VZ ve SVZ igerdikleri hiicre davraniglar1 bakimindan farklhidirlar. VZ’daki progenitorler
stereotipik tarzda (interkinetik niikleer migrasyon) prolifere olur. Yani DNA derin bolgede
replike olurken hiicre boliinmesi daima lateral ventrikiiliin ylizeyinde olur. SVZ’daki hiicreler
ise bollinlirken hareket gostermezler. Sadece niikleer translokasyon olmaksizin in situ
prolifere olurlar. Ayrica VZ temelde gegici bir embriyonal yapidir. Yani ndérogenez sonunda
bu bolge tamamen ependim tabakasi ile kaplanir. SVZ (postnatal olarak subependimal zon)
ise tamamen proliferatif zon olarak devam eder. Ozetle sdylemek gerekirse VZ’’daki
progenitdrler noronlar1 olustururken SVZ’daki progenitorler glial hiicreleri olustururlar

(Keles, 2007).

1.5. Sinir Sistemi Hiicreleri

Sinir sistemi hiicreleri, sinir sisteminin motor ve duysal fonksiyonlarindan sorumlu olan
noronlar ve noronlart koruma ve desteklemeden sorumlu olan noroglialar diye iki kategoriye

ayrilmaktadir (Sekil 1.4).

1.5.1. Noron ve ozellikleri

Sinir sisteminin fonksiyonel ve yapisal {linitesi olan ndronlar; bir hiicre gévdesi, dendritler ve
akson olmak iizere li¢ bolimden olusur. Dendritler, diger sinir hiicrelerinden uyarty1 alan
hiicre govdesinden ¢ikan ¢ok sayidaki uzantilardir. Akson ise hiicre gévdesinden ¢ikan ve
dendritten daha uzun olan tek bir uzun uzantidir. Aksonlar, bezler ve kas hiicreleri gibi hedef
yapilara veya diger ndronlara uyartilarin iletilmesinde rol oynarlar. Noronlar uzantilarinin
sekil ve biiyiikliiklerine gore multipolar, bipolar ve psddounipolar néronlar olmak iizere {i¢
smifta incelenebilir. Viicutta ¢ok yaygin olan multipolar néron bir akson ve birden fazla
dendrite sahiptir. Cochlea ve ggl. vestibulare’de, retina ve koku mukozasinda bulunan bipolar
noronlar bir akson ve bir dendrite sahiptir. Spinal sinirlerin arka koklerinde yerlesik ggl.
spinale’lerde ve kranial gangliyonlarda bulunan psddounipolar ndron tek bir uzantiya sahiptir
ve bu uzanti govdesinden ¢iktiktan kisa bir siire sonra iki dala ayrilir. Bu iki daldan biri

periferik uca giderken digeri merkezi sinir sistemine gider.

1.5.2. Noroglia ve ozellikleri

Progenitor hiicreler noroblastlart olusturduktan sonra glioblastlarin olusuma katki saglarlar.

Bu tabakada meydana gelen glioblastlar sonraki zamanlarda manto ve marjinal tabakalara
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(stratum marginale) go¢ ederler. Manto tabakasinda (stratum palliale) protoplazmik ve fibroz
astrositlere farklanirlar. ayrica bu hiicreler erigkinlerde de kendilerini yenileyebilme 6zelligine

sahiptirler (Garttner ve Hiatt, 2001).

Noroglia hiicreleri, merkezi sinir sistemine yerlesmis olan astrositler, oligodendrositler,
mikroglial hiicreler, ependimal hiicreler ve periferik sinir sistemine yerlesmis olan Schwann

hiicrelerinden olusur (Moor ve persuade, 2003).

1. Oligodendrositler: Glioblastlardan kdken alan oligodendroglial hiicreler daha ¢ok marjinal
tabakada bulunurlar ve aksonlar etrafinda miyelin kilifi olustururlar Merkezi sinir
sistemindeki noronlarin elektriksel yalittminda rol oynayan miyelinin {retiminde ve
stirekliliginde rol oynayan hiicrelerdir. Oligodendrositlerin 151k mikroskobundaki goriiniimii

astrositlerle karsilastirildiklarinda, uzantilar1 daha az olan kiigiik hiicreler olduklar1 goriiliir.

2. Astrositler: Noroglial hiicrelerin en biiylikleridir. Glioblast’larin ventrikiiler tabakadan
intermediet ve marjinal tabakalara go¢ etmesinden sonra bazilarmin farklilagsmasi sonucu
olusurlar. Ayrica yapilan calismalarda SVZ’daki astrositlerin noral kok hiicre gibi
davrandiklar1 hatta bazilarinin nérosfer olarak adlandirilan hiicre tiplerine farklilandiklari
gosterilmistir. Noronal kok hiicre gibi davranmalarimin disinda merkezi sinir sisteminin
cevresine yerlesmis olan astrositler, kan damarlarinin iizerinde devamli bir tabaka

sekillendirerek kan beyin bariyerinin siirdiiriilmesine yardime1 olurlar (Gartner, 2005).

Mikroglialar: Gelisimin ikinci yarisinda 3.tip glial hiicre olan mezensimden kdken alan
fagositik bir hiicre olan mikroglial hiicreler, MSS’de gri ve beyaz madde igerisinde tamamen
dagilmis olarak bulunan yogun ve uzun sekilli ¢ekirdekleri ile kisa uzantilar1 olan kiiciik
hiicrelerdir. Bu hiicreler fagositik hiicreler olup, mononiikleer fagositik sisteme dahildirler ve
kemik iliginden olusurlar. Aktive edildiklerinde antijen iireten hiicreler gibi rol oynarlar ve

sitokin salgilarlar (Ross, 2003).

Ependimal Hiicreler: Noroepitel hiicreleri noroblastlar1 ve glioblastlart olusturmayi
sonlandirdiginda canalis centralisi doseyen ependimal hiicrelere farklanirlar. Ependimal
hiicreler, beynin ventrikiillerini ve omuriligin merkezi kanalin1 déseyen ve serebrospinal sivi
ile iligkili olan hiicrelerdir. Her bir ependim hiicresi kiigiik oval ve bazal bir ¢ekirdekli ve
cogu sillidir. Hiicreler baskin desmozomal bitismeler tarafindan her biri digeri ile siki
baglantili ve silyalara ek olarak apikal mikrovilluslara sahiptir. Elektron mikroskobik
gortintiilerde bazal hiicrelerin, astrosit uzantilariyla birbirine baglanmis, ¢ok sayida katlantiya

sahip oldugu goriiliir. Beyin ventrikiil sisteminde serebrospinal siviyr absorbe eden apikal
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ylzey, kapillerden gelen materyallerin sekresyonunu ve transportunu yapan serebrospinal
stviy1 Uretebilmek icin daha fazla gelismistir. Bu apikal ylizeyi olusturan ependimal hiicreler
ve kapillerle birlikte plexus choroideus’u olusturur. Ugiincii ventrikiildeki 6zellesmis ependim
hiicrelerine ise tanisit denir.

e Mesenchyme —

X

Mesenchymal cell

Neurogepithelium -
(neurcectoderm) ‘& 2

Meural tube {
/l\ Microglial cell
o — Gt

Apolar neurcblast Gliotdast (spongioblast) Ependyma

AN .
&N\

Bipolar neuroblast Epithetium of
choroid plexus
l Astroblast QOligodendroblast
Unipelar neuroblast
Dandrite ; Y =

Oligodendrocyie

Protoplasmic astrocyte Fibrous astrocyte

Sekil 1.4. Merkezi sinir sistemindeki hiicrelerin sematik gésterimi (Moore ve Persaud, 2002)

Schwann Hiicreleri: Oligodendrositler gibi isleve sahip olan hiicrelerdir ve periferik sinir
sisteminde aksonlarin yalittmindan sorumlu olan miyelini olustururlar. Bir oligodendrosit
birden fazla aksona miyelin kilif olusturma yetenegine sahipken, bir schwann hiicresi sadece

bir aksona miyelin kilif olusturur.

1.6. Suya Daldirma Metodu (SDM)

Suya daldirma metodunun temellerini Archimedes prensipleri olusturmaktadir. Archimedes
prensibi, sivi icine daldirilmis bir katinin sivi iginde askidaki kuvvetinin, daldirma sirasinda
yer degistirmesine sebep oldugu sivinin agirligina esit oldugunu kabul eder. Buna gore
ilgilenilen ve hacmi hesaplanmak istenilen yap1 ornegin; karaciger, akciger veya dalak gibi

cevresindeki diger organ veya yapilardan izole edilebilecek makroskopik bir yapilanmaya
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sahipse, bunun hacmi hesaplanmak yerine dogrudan oOlgiilebilir. Bu gibi durumlarda sik
kullanilan bir yontem, olusumu ici su ile dolu dereceli silindir igine atarak, artan su miktarini
Olgmektir. Bilinen hacme sahip bir sivinin igine atilan herhangi bir olusum, sahip oldugu
hacim kadar sivinin yer degistirmesine neden oldugu i¢in bu sekilde, izole bir nesnenin hacmi
rahatlikla ve dogrudan 6lciilebilir (Sekil 1.5). Fakat canli dokular yapi itibariyle biiziilme-suyu
emme gibi Ozelliklere sahip olduklari i¢cin kesin ve dogru sonuglar alinmayabilir. Bdyle
dokularin hacmi SDM ile kolaylikla hesaplanabilir. Fakat beyin korteksi vb. etrafindaki
dokulardan ayrilmasi miimkiin olmayan karmasik yapilarin hacmi 6l¢iilmek istendiginde daha

objektif ve hassas yontemlerin uygulanmasi gerektigi belirtilmistir.

Sekil 1. 5. Sv1 yer degistirmesi yontemi ile hacim 6l¢iimii (canan ve ark, 2002)

1.7. Stereoloji

Morfometrik ¢alismalarda, bir organin veya organ bileseninin hacmi, bir yapidaki degisik
bilesenlerin hacimleri ve bu bilesenlerin birbirlerine veya yapinin tamamina gore hacim
paylar1 (oranlar1) siklikla kullanilan 6nemli parametreler olarak arastiricilarin karsisina ¢ikar
(Gundersen, 1987). Organ veya yapilarin toplam hacimlerini veya bilesenlerinin hacimlerini
hesaplamak icin bir dizi degisik yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden en giivenilir ve
tarafsiz olani ise stereolojik yontemlerdir. Stereoloji; lic boyutlu 6rneklerin (biyolojik yapilar,
metalurjik 6rnekler vb.) iki boyutlu kesitlerinden elde edilen verilere dayanarak, o 6rneklerin
gercekteki lic boyutlu o6zellikleri ile ilgili yorumlar yapilmasini saglayan bilim dalidir.
Yapilarin hacimlerini hesaplamak i¢in her ne kadar degisik yontemler kullanilmis ise de
stereolojik yontemler daha etkin (daha kisa zamanda daha az hatali is yapmay1 saglayan) ve
daha tarafsiz (ger¢ek degerden sistematik bir sapmaya sebep olmayan) olmalarindan dolay1 bu
problemleri ortadan kaldirmak i¢in gelistirilmistir. Hacmi hesaplanmak istenen biyolojik

olusumlar ¢evre yapilardan izole edilebilecek durumdaysa dogrudan 6l¢iim yapilabilmektedir.
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Fakat ¢cogu zaman Ol¢iimii yapilmasi planlanan yapilar ¢evre dokulardan izole edilemezler. Bu
durumda Cavalieri prensibi denilen ve ilk kez Italyan matematik¢i Bonaventura Cavalieri
tarafindan XVII. yiizyilda ortaya konmus olan kurallar uygulanmaktadir. Cavalieri prensibi
stereolojik calismalarda en sik kullanilan hacim hesaplama yontemidir. Stereoloji’de hata
kaynaklarindan etkilenmesi muhtemel olan yontemler tarafli (biased) metodlar olarak
nitelendirilmektedir. Dahas1 stereolojik metotlar kurallarina uygun Dbir bicimde
uygulandiginda, sistematik hatadan bagimsiz sonuglar elde edilmesini saglar ve ornekleme

sayisi arttirildikga gercek degere daha yakin sonuclar elde edilir (Bilgi¢ ve ark., 2005).

Biitiin islemlerin temelini “Sistematik Rasgele Ornekleme” (SRO) olusturmaktadir. Bu
metodun dogru sonuglar verebilmesi i¢in incelenecek olan organ ya da dokunun her
noktasimin esit orneklenme alanma sahip olmasi gerekmektedir. Diger biitiin yontemler
SRO’dan yola ¢ikilarak tiiretilmektedir. Tanecik sayimi, alan hesaplamalari, alan ve hacim
oranlar1 gibi hesaplamalarda, temel prensip calisilan yapinin her asamada (pargalarin seg¢imi,
kesitlerin 6rneklenmesi, sayim alanlarinin ve alan o6rneklerinin belirlenmesi vb.) sistematik ve

rastgele bir tarzda drneklenmesidir (Sahin ve ark., 2001).

Cavalieri prensibi stereolojik yontemlerde en sik kullanilan hacim hesaplama yontemidir.
Cavalieri hacim hesaplama yontemi i¢in ilk asama, incelenen bolgenin izdiistimlerinin
alanlarim1  hesaplamaktir. Stereolojide en sik kullanilan izdiisim alan1 hesaplanma
yolu,*‘noktali alan &l¢iim cetvelleri (NAOC)’dir. Alan &lgiim cetvelleri birbirinden esit
araliklarla ayrilmis noktalardan (sekil artilarin kollarinin kesigsim yeri) olusan sistematik nokta
dizgeleri olup asetathl kagit iizerine basilmistir (Sekil 1.6). Bu asetat, alan1 hesaplanmasi
hedeflenen yapinin iizerine rastgele olarak atilir ve hesaplanmasi planlanan yapinin alani
iizerindeki asetatin noktalar1 sayilarak toplanir. Tek bilinmesi gereken cetveldeki noktalar
arasindaki uzakligin, biiyiitme derecesine gore, doku diizeyindeki ger¢ek uzunlugudur. Bdoyle
bir dizgede, her bir arti isaretinin orta noktasi, cetveldeki bir noktayr temsil eder. Bu
noktalardan her biri ise, dort adet noktanin arasinda kalan bir birim cetvel alanini temsil
etmektedir. Aralarindaki sabit mesafesi bilinen boyle bir noktali alan 6l¢iim cetveli, alani
hesaplanmak istenen herhangi bir kesit goriintiisii {izerine rastgele bi¢cimde atilir ve yapinin
kesitteki izdiisiimii iizerine isabet edecek noktalarin sayisi, bu izdiisiimiin kesitte temsil ettigi
alan miktariyla dogru orantili olacak sekilde hesaplama yapilir. Yani, izdiisiimii ne kadar
biiyiikse, i¢ine o kadar fazla sayida nokta isabet edecektir (Canan, 2002). Bu islem her bir
ardisik kesit i¢in tekrarlanir ve elde edilen nokta sayisi asagidaki formiilde yerine konularak

ilgilenilen yapinin toplam hacmi hesaplanir.
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I1k kural, kesit kalinlig1 mesafesindeki herhangi bir yerden ve esit aralikl1 kesitler alinmalidir.
Elde edilen kesit goriintiilerinin kesit yiizey alanlar1 hesaplandiktan sonra her bir kesitin ya da
dilimin hacmi hesaplanir ve en sonunda dilimlerin hacimleri toplanarak yapinin tiim hacmi

denklem 1.1 verildigi gibi hesaplanir (Akbas, 2004).
V=t x (al+a2+........ +an) cm? (1.1)

Formiildeki (al+a2+......... +an) n sayidaki kesitlerin kesit yiizey alanlarinin cm? cinsinden, t
ise n sayidaki ardigik kesitlerin cm cinsinden kesit kalinligin1 ifade etmektedir. Bu yontemle

sinirlar1 belirlenen yapilarin hacimleri hesaplanabilir(Royet, 1991; Akbas, 2004).

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + +.4 + + + + +
P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 1.6. Noktali alan 6l¢lim cetveli. Cetvelde arti isaretlerinin merkezleri ile simgelenen her
bir nokta P(a) ile gosterilen bir birim alani temsil eder (Canan ve ark, 2002). Dolayisiyla,
bdyle bir cetvel rastgele olarak bir kesit ylizeyine atilirsa, kesit yiizeyi icerisine isabet eden
noktalarin sayis1, o yiizeyin kag birim kare alana sahip oldugunu gosterecektir.

Bu yontemle, makroskobik ve mikroskobik olarak etrafindaki yapilarla iligkilerine
bakilmaksizin, smirlar1 yeterli kesinlikle belirlenebilen her tiirlii yapimmin hacmi rahatlikla

hesaplanabilir (Bilgig, 2005).

Bu sekilde gergeklestirilebilecek bir alan 6l¢imii hem uygulamada oldukga basit, hem de
istatistiksel olarak ¢ok giivenilir sonuglar veren bir ¢oziimdiir. Noktali alan dlgiim cetvelleri
ile yapilan alan hesaplamalarinin, uygun siklikta noktalar iceren cetveller kullanildig1 taktirde,
goriintii analiz sistemleriyle yapilan hesaplamalar kadar gilivenilir ve dogru sonuglar verdigi
ortaya konmustur. Uygulamadaki basitlik de bu yontemin bir baska ¢ekici yoniinii olusturur

(Gundersen, 1987; Sahin, 2001).
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Cavalieri prensibinde 6nemli olan bir diger konu ise kullanilan noktali alan 6l¢iim cetvelinin
nokta sikligidir. Genellikle, sinirlar1 karmasik bir yapilanma gosteren i¢ ige izdiisiimler igin
daha sik yerlesimli noktalar kullanmak gerekirken, diizgiin sinirlara sahip yumusak hath
yapilar i¢in daha seyrek noktalar yeterli olmaktadir. Nokta sikligin1 artirmak, hesaplamalarin
daha dogru olmasini saglasa da, belli bir hata pay1 dahilinde, miimkiin olan en seyrek nokta
dizgesini kullanarak bu ol¢limleri gergeklestirmek daha etkin bir yaklagim olacaktir. Calisilan
yapiya uygun bir noktali alan 6l¢im cetveli se¢imi i¢in Gundersen ve Jensen tarafindan

onerilen ve sekil 1.7." de gbsterilen bir nomogram kullanilarak kesin sonuca varilabilir.
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Sekil 1.7. Nokta sayimi ile hacim 6l¢iimii yonteminin uygulanmasi sirasinda, kullanilabilecek
bir normogram &rnegi. (B/YA incelenecek yapida birim alana diisen nokta sayisi), (Canan ve
ark, 2002)

Bu normogramda, sol taraftaki 6l¢iit ¢izgisi, incelenen yapinin ifade edilen ve izdiisiimlerin
siir diizgiinliigiiniin bir dlgiisii olan degerlerden olusmaktadir. Incelenen yapi, drnegin;
yuvarlak kenar hatlarina sahipse, eksen iizerinde secilecek nokta daha asagilarda yer

almalidir. Fakat karmasik bir yapinin kesitleri lizerinde ¢alisirken, normogramin sol taraftaki
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ekseninde belirlenen deger daha yiiksekte olmalidir. Normogramin en sagindaki eksen ise,
caligsma icin istenen hata katsayisini gostermektedir. Genellikle, kabul edilebilir diizeydeki
istatistiksel hata katsayisi 0.05 veya bundan daha diisiik degerlerdir. Daha kesin bir alan
Olclimii i¢in, daha diisiik hata katsayisi degerleri bu eksenden secilmelidir. Bu iki deger
belirlendikten sonra ise, bu degerlerin ilgili eksendeki noktalar diiz bir ¢izgi ile birlestirilir.
Bu c¢izginin ortadaki ekseni kestigi noktaya karsilik gelen deger, alan hesaplamasi amaciyla
orneklenen tiim kesitlerde sayilmasi gereken toplam nokta sayisini vermektedir. Boylece,
yapilacak bir 6n c¢alismada, noktali alan cetvelinin nokta sikligini, tiim kesitlerde, bu
normogramda bulunan kadar toplam nokta sayacak sekilde ayarladiktan sonra, belirlenen hata

oranlarina uygun alan 6l¢giim sonuglari elde edilebilir (Gundersen, 1987; Gundsersen ve ark.,

1988).

Toplam Hacmin Hesaplanmasi

Kesitlerde ilgilenilen bolgenin izdiisiimlerinin toplam alanini hesapladiktan sonra, toplam
hacmi elde etmek icin, bu toplam alan degerini, dilimleri veya kesitleri elde ederken
kullanilan ortalama kesit kalinlig1 degeriyle ¢arpmak yeterli olacaktir (Sekil 1.7). Bu sekilde
yapinin toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilebilir. Bir diger 6nemli konu, alan
hesaplamasi yapilan kesit yiizeyleridir. Ister makroskobik, ister mikroskobik olsun, belli ve
sonlu bir kalinliga sahip olup iki kesme diizlemi ile olusturulduklarindan “‘alt’> ve‘‘iist’’
olarak nitelendirilen iki yiizden olusurlar. Cavalieri yontemi ile hacim hesaplanirken alinan
tiim kesitlerin hep ayni tarafa bakan yiizeylerinde nokta sayim islemleri gergeklestirilmelidir

(Sahin ve ark., 2001).

Sekil 1.8. Beyinden alinan kesitler

Bu arastirmada, yenidogan ve erigkin sicanlarda beyin ve ventrikiil gelisiminde ndronal

proliferasyonun cinsiyete ve donemlere bagli olarak histolojik olarak hesaplanmasi
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amagclanmistir. ilaveten, ndronal proliferasyon ile ventrikiiler ve subventrikiiler zonlarmn
yapist hakkindaki temel bilgilerin elde edilmesi basta olmak iizere biligsel sorunlarin
aydinlatilmasina katki saglayacagi diislintilerek boyle bir ¢alisma yapilmasina karar

verilmistir.

Ratlarda postnatal donemde beyin ve ventrikiillerinin gelisiminin incelendigi bu c¢alismada
asagidaki hedeflerin gerceklestirilmesi amaglanmistir.

Ratlarda gelisime paralel olarak yas-agirlik iliskisi (1-7-14-30-60-90-120-150-180 giinliik
(gn),

Ratlarin bag ve toplam cerebrum agirliklar (gr),

Ratlarda gelisime paralel olarak cerebrum agirlik ve yiikseklikleri arasindaki iligki,
Cerebrumlarin suya daldirma metodu (SDM) ile hacimlerinin hesaplanmasi,

Cerebrumlarin Cavalieri nokta sayim metodu ile hacimlerinin hesaplanmasi ve SDM ile
aradaki farklar belirlemek.

Gelisen yasa paralel olarak beyin ndron gelisimi, ndronlarin sayisi, graniiler tabakada
meydana gelen gelisim histolojik olarak incelenmistir.

Lateral ve tigiincii ventrikiillerde ependimal ve subependimal glia ve ndronal hiicrelerdeki
proliferasyon indeksleri de incelenmistir.

Sonug olarak; bu ¢alismanin gerek stereolojik gerekse histolojik olarak elde edilen bilimsel
sonuclar1 ile ileride yapilacak olan biitiin beyin ndronal proliferasyon ve hacimsel deger
arastirmalarinda, anatomik c¢alismalar basta olmak {izere, histopatolojik ve stereolojik
alanlarda bilimsel olarak kilavuz bir kaynak olmasi, literatiirel veri tabani ve yeni bir bakis

acis1 getirmesi amaclanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Altman (1965), rat ve kedi beyinlerinde hiicre proliferasyonunu [3H]-thymidin
intraventrikiiler olarak enjekte edip otoradyografik analiz ile belirlemislerdir. Geng ve

yetigkinlerde glial hiicrelerin néronlardan olusabilecegini ortaya koymustur.

Kraus ruppert ve ark. (1975), 30 giinliik sicanlara intraperitoneal olarak [3H]-thymidin enjekte

ederek serebrospinal dokusundaki glial ve noronal hiicreleri belirlemeye ¢alismislardir.

Chauhan ve Lewis (1979), postnatal 42 giinliik ratlarda koroid pleksus ve ependimal
tabakadaki proliferasyonu arastirmak amaciyla ratlara [3H]-thymidin enjekte ettikten sonra

otoradyografik olarak incelemislerdir.

Burns EM (1984), ratlarda; beyin hizli biiylime doneminin tamami postnatal donemde
oldugundan, bu dénemdeki olumsuz kosullar sinaptogenesis’i, gliogenesis’i, miyelinizasyon’u

ve kapillarizasyon’u etkileyebilecegini ifade etmistir.

Keeps ve Jones (1985), ratlarda lateral ventrikiil epitelini, endotel tabakayi ve ventrikiil
ependimindeki morfometrik degisimleri belirlemek amaciyla 16 gestasyon giinli ve postnatal
30 giin arasinda bireyler lizerinde ¢aligmislardir. Dogumdan sonra da ventrikiil ependimindeki

mitokondriyal aktivitenin devam ettigini belirtmislerdir.

Tan (1987), kopeklerden baska kedi, sican ve tavsanda da sag ve sol hemisferler arasinda

hem agirlik farkliligi hem de serebral asimetrinin oldugunu belirtmistir.

Pakkenberg’e (1989) gore, yasla birlikte rat beyninde goriilen hacimsel degisikliklerin
saptanmasinda yararlanilan Cavalieri Hacim Hesaplama Yontemi (The Cavalieri’s Volume
Estimate Method) pek ¢ok organ ya da yapilarin hacimlerinin o6l¢iilmesinde de
kullanilmaktadir. Bu yontemle siklikla Olc¢lilmiis olan organ insan beyni ve beyin igi

yapilardir.

Reff Keep (1990), ratlarda lateral ventrikiiller ile dordiincii ventrikiil arasinda koroid
pleksusun gelisimi agisindan ¢ok onemli bir farklilik olmadigini, ancak mitokondriyal
aktivitenin dogumdan sonra hiz kazandigimi ve koroid pleksuslarin biiylime gosterdigini

belirtmistir.

Lois ve Alvarez- Buylla (1992), yetiskin memeli beyninin SVZ’undaki hiicrelerin néron ve

glia hiicrelerine farklilagabildigini gostermek amaciyla in vivo olarak 1-3 ve 8 aylik erkek
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farelerde intraperitoneal olarak [3H]-thymidin enjeksiyonu yapmislardir. immunositokimyasal
ve otoradyografik inceleme i¢in ise dulbecco’s phosphate- buffered saline (DPBS) ile CaCl,
uygulamasi yapmuslardir. in vitro 6rneklerde SVZ’daki hiicrelerin % 98 oraninda ndron ve

glialara farklilastigini ve prekiirsor hiicre olduklarini belirlemislerdir.

Doetsch ve ark. (1997), yetiskin memelilerde subventrikiiler zondaki kok hiicrelerin néron ve
glia olusumuna neden oldugunu ve in vivo olarak buradaki hiicrelerin bulbus olfactorius’a
dogru gogettiklerini agiklayabilmek amaciyla subventrikiiler germinal zonun hiicre
organizasyonunu ii¢ boyutlu olarak elektron mikroskop calismalarinda belirlemeye
caligmiglardir. Caligmalarinda sitoplazma, niikleus, golgi organi1 ve mikrotiibiiller gibi hiicre
elemanlarini agiga cikarabilmek amaciyla % 2 paraformaldehit ve % 2,5 glutaraldehit ile fikse
ettikten sonra transvers ve sagittal olarak 100 mm kesit kalinliklarinda elektron mikroskop
altinda incelemislerdir. Hiicre tiplerini (Tip A, B, C), ependimal hiicreler, tanisit, néron ve
mikroglialar1 belirlemek amaciyla ise intraperitoneal olarak [3H]-thymidin enjekte ederek
belirlemislerdir. Ayrica lateral ventrikiilin lateral duvarindaki SVZ’da bulunan hiicre

farklilagmalarin1 da buradaki hiicreleri sayarak belirlemislerdir.

Johansson ve ark. (1999), yetiskin memelilerin santral sinir sistemindeki noral kok hiicreleri
belirlemek amaciyla erigkin farelere 2-6 hafta silireyle igme sularina BrdU ekleyerek santral
sinir sistemi yaralanmalar1 da dahil olmak iizere ependimal hiicrelerin noral kok hiicre gibi

davrandiklarini ortaya ¢ikarmiglardir.

Lim ve Alvarez- Buylla (1999), subventrikiiler zondaki astrositler ve prekiirsér hiicreler
arasindaki etkilesimi ortaya koyabilmek amaciyla postnatal 10 ve 16 giinliik fareler lizerinde
calismiglardir. Kiiltiir ortamina alinan beyinler poly-d-lysine ve FCS ile DMEM muamelesine
tabi tutulmustur. Noroblast ve prekiirsrlerin Tip B hiicreleri ile yakin iliskide oldugunu ve
astrositlerin nérogenez igin tek baslarina yeterli olmadigini ifade etmislerdir. Ek olarak Tip A
hiicrelerinin tiretilebilmesi i¢in SVZ’daki B hiicreleri ile etkilesime girmeleri gerektigini

belirlemislerdir.

Gundersen’e (1999) gore, Cavalieri prensibi kisaca, esit aralikli ve paralel dilimlere ayrilmis
bir yapinin hacmini hesaplama yontemidir. Kesitlerin aym1 yone bakan yiizeylerinde
ilgilenilen yapiya ait izdiisiim ylizey alanlar1 hesaplanarak elde edilen “toplam ylizey alan1”,
ortalama kesit kalinlig1 ile carpilir ve boylece incelenen kesit goriintiilerindeki yapinin toplam

hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilmis olur.
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Sanjay ve ark. (2002), yetiskin fare neokorteksinde ndrogenezin nasil indiiklendigi ve
buradaki hiicrelerin proliferasyon oranlarmmi belirlemek amaciyla 6 haftalik farelerin igme
sularina BrdU ekleyerek korteksteki isaretli hiicrelerin belirlenmesine gore proliferasyonun

oldugunu kararlastirmiglardir.

Sahin B ve ark. (2001), Koyun, rat ve kus beyninin hemisfer hacmini ve asimetrisini
belirlemek amaciyla stereolojik yontemlerden olan nokta sayim metodunu kullanmiglardir. Bu
calisma icin fraksiyon bicagi kullanarak koyunlardan 6,7 mm’lik kesit kalinligi, kus ve
ratlardan ise 2,33 mm’lik kesit kalinligin1 kullanmiglardir. Gundersan ve Jansen (1987)
tarafindan ortaya konulan formiil ile hata katsayis1 hesapladiktan sonra [V]=txa/(p) x> p
(V=hacim, t=kesit kalinlig1, a/p=noktalararasi1 mesafe) formiilii ile de hemisfer hacimlerini
hesaplamiglardir. Calismalarinin sonuglarinda ratlarin sag hemisfer hacmini 592,92 + 17,41
mm3, sol hemisfer hacmini ise 604,98 + 12,76 mm® olarak belirlemiglerdir. Cinsiyetler
karsilagtirildiginda ise disilerin 592,4 + 17,2 mm?> , erkeklerin ise 605,5 + 17,2 mm?® hemisfer

hacmine sahip olduklarini belirlemislerdir.

Alvarez-Buylla ve Garcia- Verdiga (2002), yetiskin memelilerde SVZ’un germinal bir tabaka
ozelligi gosterdigini, yeni doganda ise bu bolgeden bulbus olfactorius’a dogru bir gogiin
oldugunu belirtmisler ve subventrikiiler tabakadaki noronlarin kokenlerini arastirmiglardir.
SVZ’nun noérodejeneratif tedavide kullanilmak iizere 6nemli oranda depo gorevi gordiigiinii,
bu bodlgenin morfololojisinin oldukea ilgi ¢ekici oldugunu ve ependim bolgesinde en az dort

farkl1 hiicre tipinin varligindan bahsetmislerdir.

Canan S (2002), son yillarda stereoloji biliminde yasanan gelismelere bagl olarak stereolojik
metodlarin tarafsiz olma 6zelligiyle morfolojik calismalarda hizla kullanilmaya baslandigini
bildirmistir.

Canan ve ark. (2002), stereolojide yaygin bir uygulama alan1 bulan Cavalieri prensibinin,
oldukca basit ve ucuz yontemlerle, gerek makroskobik, gerekse mikroskobik tiim yapilarin
hacim ve onunla iligkili 6l¢iimlerinde rahatlikla kullanilabilecegini ifa etmislerdir. Cavalieri
yontemi ile hacim hesaplamasi yapilirken, kesitlerin hep ayn1 yone bakan yiizeylerinin dl¢iim
icin kullanilmasimin 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Nokta sayimi ile hacim ol¢limii
yonteminin uygulanmasi sirasinda, ilgilenilen yapiya gore sayilmasi gereken toplam nokta
sayisin1 veya kullanilacak olan noktali alan 6lgiim cetvelinin nokta sikligini belirlemenin

onemli oldugunu belirtmislerdir.
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Yiicel ve ark. (2003), yasa bagl gelisen farkliliklar1 incelemek, beyin hacminin nérogenez
bittikten sonra da degistigini ortaya koyabilmek amaciyla Cavalieri yOntemini
kullanmislardir. 45, 90 ve 280 giinliik sprague dawley cinsi ratlarin beyinlerini ¢ikarip beyin
agirliklarini tarttiktan sonra her bir beyinden 3 mm’lik 5’er dilim alarak hacimlerini
hesaplamiglardir. 45 ve 90 giinliik ratlarin total beyin hacimleri arasinda, %11,3 (P<0,05), 45
ve 280 giinliik ratlar arasinda %34,7 (P<0,01), 90 ve 280 giinliik ratlar arasinda ise %21,0
(P<0,05) oraninda bir farklilik saptamislardir. Ortalama total beyin hacmi 45 giinliik ratlarda
0,865 + 0,026 cm’, 90 giinliik ratlarda 0,963 + 0,022 cm’, 280 giinliik ratlarda ise 1,165 +
0,071 cm’ olarak bulmuslardir. Deney hayvanlari iizerinde, total beyin hacminin yasla
birlikte nasil degisime ugradigini gosteren bir ¢aligmaya rastlayamadiklarini, ancak yasin
etkisiyle beyinin degisik boliimlerinin hacimlerini arastiran bazi ¢aligmalar bulundugunu

bildirmislerdir.

Ormandhiezeva (2003), rat beyninde lateral ve ii¢lincii ventrikiillerin koroid pleksuslarimin
acik ve koyu epiteliosit gelisimini incelemisler ve 6zellikle 17-22 aylar arasinda fonksiyonel

olarak farklilagmanin oldugunu belirtmislerdir.

Tugcu (2004), Ki- 67 (MIB I)’nin ilk defa 1983 tarihinde Hodgkin lenfoma hiicre kiiltiiriinden
elde edilen niikleer fraksiyon ile immiinize edilmis olan farelerde iiretilmis olan monoklonal
bir antikor oldugunu ifade etmistir. Ki -67, 395 kilodalton agirliginda non-histon bir
proteindir. Indeks (bilimsel ¢aligmalarda belirleyici 6zellik olarak) kullanmima girmesi ve
parafin kesitlerde kolay kullanilabilir olmasi ile en yaygin kullanilan proliferasyon gostergesi
olarak calismalarda kullanildigini  vurgulamistir. Ozellikle beyin iizerindeki Ki-67

caligmalarinin sinirli oldugunu belirtmistir.

Faiz ve ark. (2004), ratlarda lezyon olusturduktan sonra subventrikiiler ve subgraniiler
tabakalardaki hiicre proliferasyonu ve oranlarini inceleyebilmek amaciyla postnatal 12, 23 ve

49 glinliik ratlara BrdU uygulayarak degisimleri incelemislerdir.

Uysal ve ark. (2004), Intrauterin gelisme gerilifine bagh olarak fotal sican beyninde
norogenezisde olusan degisikliklerin immunohistokimyasal yontemle arastirabilmek amaciyla
wistar albino cinsi ratlar iizerinde ¢alismislardir. Beyin gelisiminde yeni néron ve noroglial
hiicrelerin kaynagi olarak bilinen proliferasyon bolgesi ventrikiiler ve subventrikiiler zonun
fotal donemde intrauterin gelisme geriliginden etkilenmesinin, olumsuz kosullara bagli olarak
postnatal gelisim siirecini de degistirebilecegini, bdylece néron ve ndroglial hiicrelerin mitoz,

migrasyon ve maturasyonunu etkileyebilecegini belirlemislerdir.
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Ozdemir ve ark. (2005), ratlarin ventrikiil yapisini insanlarinki ile karsilastirabilmek amaciyla
iic boyutlu rekonstriiksiyon ¢alismasinda ele almislardir. Ciinkii ventrikiil yapilarinin birgok
hastaligin tan1 ve tedavisinde ¢ok dnemli bir yer isgal ettigini ve sonug¢ olarak da insan ve

ratlarin ventrikiil yapilariinin ayni oldugunu ifade etmislerdir.

Xu ve ark. (2005), tgiincii ventrikiiliin ependimal tabakasinda mitoz’un devam edip
etmedigini arastirmak amaciyla yetiskin ratlara BrdU uygulayip immunohistokimyasal olarak
ise nestin/ GFAP uyguladiktan sonra {i¢iincii ventrikiildeki baz1 tanisitlerin néronal progenitor

olabilecegini belirlemislerdir.

Martonckiva ve ark.(2006), ratlarda rostral bolge go¢ dalgalanmasinda postnatal birinci ayda
proliferatif hiicre sayisini, yenidogan, postnatal 3, 7, 14, 21 ve 28 giinliik ratlar {izerinde
BrdU uygulayarak belirlemislerdir. 2 saatlik BrdU ugulamasindan sonra beyinler ¢ikarilip bir
gece fikse edildikten sonra %30 krypoprotekt (Biyolojik dokular1 ve hiicreleri donma
hasarindan korumaya yarayan madde) ve %30 sukroz uygulamislardir. Sagittal planda 42

um’lik kesitler alarak 151k mikroskobunda incelemislerdir.

Pfeifer ve ark. (2006), rodentlerde spinal kordda yaralanma olusturarak beyin omurilik sivisi,
pleksus koroideuslarin yapis1 ve subventrikiiler tabakadaki progenitor hiicrelerin yaralanmasi
sonrasindaki islevlerini arastirmiglardir. Subventrikiiler zondaki bu yetiskin noéral

progenitdrlerin tamir mekanizmasina katildigini ortaya ¢ikarmay1 basarmislardir.

Koktiirk ve ark. (2007) eriskin sigan beynine, lateral ve {i¢iincli ventrikiillerin ventrikiiler ve
subventrikiiler zonunda mitojenik aktiviteyi belirlemek amaciyla BrdU uygulamiglardir. 13 ve
14 haftalik erigkin sicanlara intraperitoneal olarak BrdU enjekte edildikten 24 saat sonra
anestezi altina almislardir. % 4 formaldehit tespit solusyonuyla intrakardiyak perfiizyon
yontemiyle tespit edilen beyinleri c¢ikardiktan sonra 24 saat %4 paraformaldehit’te tespit
etmislerdir. Lateral ve li¢iincii ventrikiile ait SVZ bolgelerindeki BrdU isaretli niikleus
sayllarm1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc TUKEY testi ile

degerlendirmislerdir.

Keles (2007), beynin gelisiminin histolojik ve stereolojik olarak degerlendirilmesi amaciyla,
Spraque Dawley cinsi si¢anlari intrauterin gruplarda cinsiyet faktorii dikkate alinmadan, 16
giinliik ve 20 giinliik fetiis, yenidogan, 1 haftalik yavru ve 5 haftalik erigskin olmak iizere 7
gruba ayirmistir. Tiim deneklerden elde edilen dokularda stereolojik olarak beyin hacimlerini
hesapladiktan sonra ayni kesitleri histolojik a¢idan degerlendirmistir. Beyin hacimleri

degerlendirildiginde ise, intrauterin gruplar arasinda (E 16-E 20) ve postnatal ilk iki grup
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(yeni dogan ve 1 haftaliklar) karsilastirmalarinda farklilik tespit etmez iken,,1 haftalik disi-
erkek gruplariyla 5 haftalik disi erkek gruplart (p>0.05) arasinda ise farklilik oldugunu

belirlemistir.

Matthev TC (2008), 151k ve elektron mikroskop altinda tig¢iincii ventrikiildeki ependimal
tabakanin analizini, Hematoksilen- eozin, toludin mavisi ve PAS (periodic acid schiff’s
reagent) kullanarak yapmistir. Uglincii vetrikiil duvarindaki hiicreleri sekillerine gore
(kiiboidal, yassi, silindirik) ve siliyali olup olmamalaimna gore siniflandirarak bu hiicrelerin
beyin yapisinda ve serebrospinal sivinin iiretilmesinde ¢ok dnemli fonksiyonel gorevlerinin

oldugunu belirtmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin yapildig: yer

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi, Anatomi Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.
3.1.2. Deneklerin se¢imi

Calismamiz, Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 11.01.2011 tarih 2011-1 sayili yazisinda belirtilen 11.01.2011 tarihli Etik

Kurul raporunun 3 nolu karar1 ile onay alinarak yapildi.

Calismamizda toplam 135 adet Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Tiim hayvanlar 12 saat

aydinlik ve 12 saat karanlik deney hayvanlar1 iinitesi ortaminda, % 55-60 nem orani ve

21+1 C oda sicakliginda bakim ve beslenmeye tabi tutuldu. Tiim gruplardaki hayvanlara,
sinirsiz yem ve musluk suyu tiikketme imkani (ad-libitum) saglandi. Hayvanlar arasindaki

cinsiyet farki postnatal birinci giinden itibaren dikkate alinarak ayrimlar1 yapildi.
3.1.3. Deneysel islemler

Bir haftalik adaptasyona tabi tutulan 4 fertil erkek 16 disi rat 7 giin siireyle ayr1 kafeslere
konularak ¢iftlesmeleri saglandi. Gebelikleri vaginal smear ile tespit edildi. Smear
incelemesinde spermatozoit goriilen disi ratlar dollenmis kabul edilerek smear takibine son
verildi. Gebe ratlar erkeklerinden ayri1 kafeslere konuldu ve dogum sonuna kadar normal
sartlarda beslenmelerine devam edildi. Ebeveyn ratlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Erkek ratlar gebe ratlardan ayrildiktan sonra, anne ratlar ise dogumdan sonra deney disi
birakildi. Dogum  gergeklestikten sonra annelerinden ayrilan yavru ratlarin
gruplandirilabilmeleri icin cinsiyet tayinleri yapildi. Ratlar gruplarda bahsedilen siireler
boyunca anneleri ile birlikte birakilip siireleri doldugunda ayirimlar1 yapildi. Daha biiyiikler i¢in
ise laktasyon sonrasi ratlar cinsiyetlerine goére gruplara ayrildi. Caligmaya alinirken biitiin
bireylerin ayr1 ayr1 agirliklar 6lgiildii. Bu calismada kullanilan hayvanlarin yaslari, fizyolojik

dagilimlar1 ve olusturulan gruplar 6zetle ¢izelge 3.1°de belirtildigi gibi ayarlandi.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan hayvanlarin gruplama semasi

Cinsiyet
Gruplar
Erkek (n) Disi (n)
Grup I 1
Giinliik 7 ’
Grup II 7
Giinliik / /
Grup 111 14
Giinliik / /
Grup IV 30
Giinliik / /
Grup V 60
Giinliik / /
Grup VI 90
Giinliik / /
Grup VII 120 ; :
Giinliik
Grup VIII 150 ; :
Giinliik
180
Grup IX Giinliik 7 /

GRUP I: 1 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCI) ve 5 mg/kg Rompun
(xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi. Yavru
sicanlardan diseke edilen beyinler, fiksasyonun devami ve sertlesmeleri i¢cin aymi soliisyona
birakilarak bu sollisyonda bir gece (24 saat) bekletildi. Sertlesen beyinlerden bulbus
olfactorius ve cerebellumlar uzaklastirilarak beyinlerin rostral- kaudal uzunluklar1 alinip
agirliklart tartildiktan sonra suya daldirma metodu ile hacim oOl¢limleri yapildi. Ayrica
stereolojik olarak da cerebrum hacimleri hesaplandi. Daha sonra proliferasyon indekslerine

bakmak iizere histopatoloji laboratuvarinda incelemeye alindi.

GRUP II: 7 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCl) ve 5 mg/kg Rompun
(xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi. Diger

islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP III: 14 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCl) ve 5 mg/kg

Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.
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GRUP 1V: 30 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCI) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP V: 60 giinlik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCl) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP VI: 90 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCI) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP VII: 120 giinlik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCl) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP VIII: 150 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCI) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.

GRUP IX: 180 giinliik erkek ve disi ratlar 60 mg/kg Ketalar (ketamin HCl) ve 5 mg/kg
Rompun (xylazin HCL) anestezisi ile sakrifiye edilip notral formalin kullanilarak fikse edildi.

Diger islemler ilk gruptaki gibi yapildi.
3.2. Metod

3.2.1. Beynin diseksiyonu

Xylazine hydrochloride (2-5mg/kg) (Rompun®, Bayer, Tiirkiye) ve ketamine hydrochloride
(40-50 mg/kg) (Alfazyne®, Egevet, Tiirkiye) adli anestezikler ile tiim siganlara letal doz
anestezi uygulandi. Deney asamasinda kullanilan tiim sicanlarin kafataslar1 beyin dokuya
zarar vermeden agilarak beyin biitiin olarak ¢ikarildi. Cikarilan bu beyin dokular1 gruplar
halinde ve ayr1 ayri etiketlenip % 10’luk formaldehit tespit soliisyonu igerisine yerlestirildi.
Fiksasyonun devami ve sertlesmeleri i¢in ayni sollisyona birakilarak bu soliisyonda 24 saat

bekletildi.
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3.2.2. Suya daldirma metodu (SDM)

Bu islem i¢in 10 ml ve 50 mI’lik dereceli meziir kullanildi. Grup I, II, III ve IV deki ratlarin
beyinleri 10 ml’lik, diger gruplardaki rat beyinleri ise 50 ml’lik meziirler kullanilarak
hacimleri hesaplandi. Ratlardan ¢ikarilan beyinlerin hacimleri SDM ile tasirdiklari suyun

hacmi esas alinarak ol¢iildii (Altunkaynak ve Altunkaynak 2006).
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Sekil 1.1. SDM’de kullanilan 50 ml VE 10 ml’ lik meziir

3.2.3. Stereolojik islemler

Mikroskobik diizeyde hacim dl¢timleri ise Cavalieri hacim 6l¢iim metoduyla (CM) yapildi.
Bu metodun en 6nemli kuralina gore, ilgilenilen objenin (beynin) hacmini hatasiz olarak
hesaplamak icin esit uzaklikta, paralel ve seri kesitler kullanild1 (Odac1 ve ark. 2003). Temeli
rastgele Ornekleme metoduna dayanan Cavalieri prensibine gore hacim hesaplamak igin

asagida belirtildigi gibi baz stratejiler belirlendi (Gundersen ve ark. ).
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Sekil 3.2. 120 giinliik rattan 1 mm’lik araliklarla elde edilen beyin kesiti

Sistematik rastgele bir 6rnekleme yapilirken dikkat edilmesi gereken en onemli ve temel
prensip, uygun bir hata katsay1 degerinin (0,05 veya daha az) elde edilmesi olup tiim gerekli
islemler ve siirecler bu kural dikkate alinarak gerceklestirildi. Yapilan bir 6n ¢alismayla,
beyinden alinacak kesit kalinlig1 belirlendi. Bu islem yine stereolojinin temel prensiplerinden
“hata katsayis1” (HK) goz oOniinde bulundurularak gerceklestirildi. CM icin kullanilan
noktali 6l¢tim cetvelinin nokta yogunluguna uygun HK da belirlendi. Bu aralik belirlendikten
sonra yine kurallar dahilinde fraksiyon bicagi (Aygiin Cerrahi Aletler A.S. Tirkiye) ile
manuel olarak koronal planda 6nden arkaya (frontal - oksipital) dogru 1 mm. araliklarla
birbirine paralel olacak sekilde beyin dokusu bitene kadar kesitler alindi.
Bu esaslara gore;

1 giinliik erkek yavru olan grup 1°den ortalama 6 kesit

1 giinliik disi yavru olan grup 1’den ortalama 6 kesit

7 giinliik erkek yavru olan grup 2’den ortalama 10 Kkesit

7 gunliik disi yavru olan grup 2’den ortalama 10 kesit
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14 giinliik erkek olan grup 3’den ortalama 11 Kkesit
14 giinliik disi olan grup 3’den ortalama 11 kesit

30 giinliik erkek olan grup 4’den ortalama 11 kesit
30 giinliik disi olan grup 4’den ortalama 11 Kesit

60 giinliik erkek olan grup 5’den ortalama 12 kesit
60 giinliik disi olan grup 5’den ortalama 12 kesit

90 giinliik erkek olan grup 6’dan ortalama 12 kesit
90 giinliik disi olan grup 6’dan ortalama 12 kesit
120 giinliik erkek olan grup 7’den ortalama 12 Kesit
120 giinliik disi olan grup 7’den ortalama 12 Kkesit
150 giinliik erkek olan grup 8’den ortalama 13 kesit
150 giinliik disi olan grup 8’den ortalama 13 kesit
180 giinliik erkek olan grup 9’dan ortalama 13 kesit

180 giinliik disi olan grup 9°dan ortalama 13 kesit elde edildi.

Sekil 3.3. Dilimlerin elde edildigi fraksiyon bicagi (Aygiin Cerrahi Aletler A.S. Tiirkiye)

3.2.4. Hata Katsay1 ve hesaplanmasi

Beyin preparatlarinda yapilan hesaplamalarin kesinligi veya ortalama hata katsayis1 (HK),

asagida asama asama verilen esitliklerden yararlanilarak hesaplandi.

38



1. Asama:

Noise = 0.0724x(b / a)* nxZP

Noise; beynin kesit yiizey alanlarinin karmasik degerini yansitir. b/a; incelenecek yapinin
kesitlerde ortaya c¢ikan kenar uzunlugunun ylizey alaninin karekokiine boliinmesi ile elde
edilir. XP; tiim kesitler {izerine diisen nokta sayisini ifade etmektedir.

2. Asama:

Varsgs (D a) = (3-(4— Noise) —4-B+C)/12
= 3.1)

Denklem 3.1°deki bu degiskenlik, kesit drneklemesinde uygun bir varyasyon elde etmek i¢in

gerekli kesit sayisini1 verir

3. Asama:
ToplamVar = Noise +Varsgs (3.2)
4. asama:
HK(Y P) = \/Topfam Var
»r (3.3)

Calismada toplam hata katsayist denklem 3.2 ve denklem 3.3’deki gibi hesaplandi. Hata
katsayis1 0.05 den kiiclik olan degerler bilimsel olarak yeterli kesinlikte oldugunun niceliksel

kanitidir. Bu ¢calisma da uygun hata katsayilar esas alinarak yapildi.

3.2.5. Kesitler iizerinde alan dl¢iimii ve toplam hacmin hesaplanmasi

Alman biitiin kesitlerin noktali alan 6l¢lim cetveli yardimiyla CM prensibine gore hacim
Olctimleri yapildi (Gundersen ve Jensen.). Biitlin kesitler bittikten sonra takiben CM ile elde
edilen sonuglar SDM ile elde edilen sonuglarla kiyaslandi ve istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Kesitler iizerinde hesaplar yapilirken seri kesit goriintiilerindeki ilgili alanlar iizerine noktali
alan ol¢iim cetveli rastgele olarak yerlestirildi ve ilgilenilen objeyi kesen tiim noktalar sabit

bir kurala gore hesaplandi (Sahin ve Ark., 2001).
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Volume=t (cm) x a/p (cm’) x (EP) cm’ (3.4)

Volume: beynin hacmi

t: kesit kalinlig

a/p: iki nokta arasindaki alan

YP: kesitler lizerine diisen toplam nokta sayisi

V kesit planindaki ilgilenilen objenin (beynin) hacmidir, t kesit kalinlig1, a/p noktalar arasi
alan ve ZP ise kesitteki beyni lizerine diisen toplam nokta sayisin1 gostermektedir. Her kesitte
ayr1 ayrt yukaridaki formiil kullanilarak hacim degerleri hesaplandiktan sonra asagidaki
formiille toplam beyin hacmine ulasildi.

Total Volume = V1+ V2+...+Vn

Total Volume: toplam hacim

V1: 1. kesitin hacmi

V2: 2. kesitin hacmi

Vn: n. kesitin hacmi

Kesit preparatlarinda biitiin gruplardaki her bireyin beyinlerinin toplam hacimleri ayr1 ayri

hesaplandi.

3.2.6. Histolojik islemler

Orneklerin immiinohistokimyasal olarak incelenebilmesi igin biitiin gruplardan 6rnekler
alindi. Calismada kullanilan ratlarin yaslar1 farkli oldugundan ventrikiil duvarlarmin
immiinohistokimyasal yOntemle incelenmesi amaciyla, ventrikiillerin en iyi gorildigi
kesitlerin alinmasina ve immiinohistokimyasal inceleme i¢in uygun olmasina dikkat edildi.
1. kesitler, Lateral ventrikiillerin pars centralis’i ile 3. ventrikiil’in pars anterior’u
seviyesinden alinirken,
2. kesitler ise lateral ventrikiillerin pars centralis’inin arka bolimii ile cornu inferius’tan
gececek sekilde alindi.
Gruplara gore hangi kesitlerin kullanilacagi ise asagida ifade edildigi gibi belirlendi.

1 giinliik erkek yavru olan grup 1’den ortalama 4. ve 6. kesitler

1 giinliik disi yavru olan grup 1°den ortalama 4. ve 6. Kkesitler

7 giinliik erkek yavru olan grup 2’den ortalama 5. ve 7. kesitler

7 giinliik disi yavru olan grup 2’den ortalama 5. ve 7. kesitler
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14 giinliik erkek olan grup 3’den ortalama 5. ve 8. kesitler
14 giinliik disi olan grup 3’den ortalama 5. ve 8. kesitler

30 giinliik erkek olan grup 4’den ortalama 5. ve 9. Kkesitler
30 giinliik disi olan grup 4’den ortalama 5. ve 9. kesitler

60 giinliik erkek olan grup 5’den ortalama 6. ve 8. kesitler
60 giinliik disi olan grup 5’den ortalama 6. ve 8. kesitler

90 giinliik erkek olan grup 6’den ortalama 5. ve 9. kesitler
90 giinliik disi olan grup 6’den ortalama 5. ve 9. kesitler

120 giinliik erkek olan grup 7’den ortalama 5. ve 8. kesitler
120 giinliik disi olan grup 7’den ortalama 5. ve 8. kesitler
150 giinliik erkek olan grup 8’den ortalama 6. ve 10. kesitler
150 giinliik disi olan grup 8’den ortalama 6. ve 10. Kkesitler
180 giinliik erkek olan grup 9’den ortalama 6. ve 10. kesitler
180 giinliik disi olan grup 9’den ortalama 6. ve 10. kesitler kullanildi.

Isik mikroskobik ¢alisma i¢in kullanilan beyin 6rnekleri %10°luk formalinde 48-72 saat fikse
edildi. Daha sonra dokular dereceli alkol serileri ile dehidrate edilip ksilol serilerinde
seffaflandirilarak parafinde bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom (Jung. AG. Heidelberg,
Germany) ile kesilen 4 mikron’luk seri kesitler cam lamlar iizerine alindi. %10 formalin
fiksasyonlu doku oOrneklerinin parafin bloklarindan yapilan 4 mikrometre kalinliginda
kesitlere Hematoksilen-Eosin histokimyasal boyalar1 uygulandi. Immiinohistokimyasal olarak
hiicrelerin Ki67 pozitif ve negatif sonucuna gére ventrikiillerdeki proliferasyon indeksine

bakildi.

3.2.7. Istatistiksel degerlendirme

Deneylerden elde dilen sonuglar ‘SPSS 15.0 for windows’ istatistik programi kullanilarak
degerlendirildi. Verilerin analizinde Kruskal- Vallis varyans analizi testi kullanildi.
Istatistiksel anlamlililik degerlendirmesi i¢in yanilma olasilig: (P degeri) 0,050larak secildi.
Test sonuglar1 P<0,05 ise anlaml1 kabul edildi. Ikili grup karsilastirmalar1 i¢in Mann- Whitney
U testi kullanildi ve Benferroni diizeltmesi yapilarak istatistiksel anlamlilik degerlendirildi.
Ikili grup karsilastirmalarinda deney sonuglari P< 0,0017 ise anlamli kabul edildi. Tiim
degerler (ortalama+ standart sapma(SD)) seklinde gosterildi. Deneylerin istatistik sonuglari
yapildiktan sonra Sigma Plot 10.0 Notebook program ile grafiklendirmeler yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Stereolojik Bulgular

Bu tez calismasinda yenidogan 1 giinliik ile postnatal 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150, ve 180
giinliik ratlarin beyin hacimleri ve cinsiyetler arasi iligki degerlendirildi. Yeni dogan 1 giinliik,
7, 14 ve 30 giinliik ratlarin ortalama beyin hacimleri sirasiyla; 0.32 cm’ , 0.71 cm’ , 0.88 cm’

ve 0.92 cm® olarak bulundu.

Cinsiyetlerin karsilastirilmasinda ayni periyotlardaki erkeklerin beyin hacimleri sirayla; 0.35
cm’ , 075 cm3, 0.89 cm’® ve 0. 95 cm’ olarak, disilerin beyin hacimleri ise sirayla; 0.29 cm’ , 0.
67 cm’, 0.88 cm’, 0.90 cm’ olarak bulundu. Ilk bir ay boyunca beyin hacimleri hesaplanan
ratlarin beyin hacimlerinin Kruskal Wallis varyans analizine gore karsilastiriimalarinda
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttig1 goriildii. Ozellikle ilk ii¢ grupta yani 1, 7 ve 14
gilinliik ratlarin beyin hacimleri hizla artarken, 30 giinliik ratlardaki artis devam etmekle

birlikte daha az oldugu goriilmiistiir (p=0.00) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Postnatal 1, 7, 14 ve 30 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna gore beyin hacimleri
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60, 90 ve 120 giinliik ratlarin ortalama beyin hacimleri sirayla; 0.96 cm’, 1.04 cm’ ve 1.005
cm’ olarak bulundu. Cinsiyetler arasi karsilastirmada erkeklerin beyin hacimleri 0.97 cm’,
1,11 cm® ve 1.08 cm® olarak, disilerin beyin hacimleri ise 0.95 cm’ , 0.98 cm® ve 0. 93 cm’
olarak bulundu. 90 giine kadar diizenli bir artis olurken, 120 giinliik ratlarda beyin

hacimlerinde bir azalmanin oldugu goriildii (Cizelge 4.2). Bu gruplarin beyin hacimlerinin
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Kruskal Wallis varyans analizine gore karsilastirilmalarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde arttig1 goriildii (p=0.00).

Cizelge 4.2. Postnatal 30, 60, 90 ve 120 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna gore beyin
hacimleri
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150 ve 180 giinliik ratlarin ortalama beyin hacimleri; 1.07 cm® ve 1.20 cm’® olarak bulundu.
Cinsiyetler aras1 karsilastirmalarda ise erkeklerin beyin hacimleri 1.12 cm® ve 1.28 cm’
olarak, disilerinki ise 1.03 cm’ ve 1.13 em*dii (Cizelge 4.3). Bu gruplarin beyin hacimlerinin
kruskal wallis varyans analizine gore karsilagtirilmalarinda istatiksel olarak anlamli bir

sekilde arttig1 goriildii (p=0.00).

Cizelge 4.3. Postnatal 120, 150 ve 180 giinliikk ratlarin Cavalieri metoduna goére beyin
hacimleri
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Biitiin gruplar toplu olarak degerlendirildiginde hem erkek hemde disi 30 giinliik bireylerde
belirgin bir azalmanin oldugu (Cizelge 4.4. ve gizelge 4.5.) ve bu gruplarin beyin
hacimlerinin, kruskal wallis varyans analizine gore karsilastirilmalarinda istatiksel olarak

anlaml bir sekilde arttig1 goriildii (p=0.00).

Cizelge 4.4. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna
gore beyin hacimleri
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Cizelge 4.5. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna
gore beyin hacimleri
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SDM’da ise beyin hacimlerinin diizenli olarak arttig1 ve erkek bireylerin beyin hacimlerinin
disilerinkinden daha yiiksek oldugu goriildii (Cizelge 4.6). Erkek ve disi bireylerdeki artisin
birbirine paralel oldugu ve 60 giinliik bireylerde beyin hacimlerinin birbirine en yakin
degerlerde oldugu goriildii. Bu gruplarin SDM ile beyin hacimlerinin Kruskal Wallis varyans

analizine gore karsilastirilmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis oldugu

goriildi (p=0.00).

Cizelge 4.6. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin Suya daldirma
Metoduna gore beyin hacimleri
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Cavalieri prensibi ve suya daldirma metoduna gore erkek bireylerin beyin hacimleri disi
bireylerin beyin hacimlerinden yiiksek ve beyindeki hacim artisinin her iki yontemde de
birbirine paralel oldugu goriildii. Fakat CM’da 6lglim’iin daha hassas olmas1 ve ilgilenilen
yapinin hesaplanmasi esnasinda araya baska yapilarin girmemesinden dolayr CM ile

hesaplanan hacim ger¢ek hacme en yakin deger olarak kabul edilmektedir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Biitiin gruplarin Cavalieri ve suya daldirma metoduna gore beyin hacimleri ve
karsilastirmalari

Gruplar N CM (cm’) SDM (ml)
Postnatal 1 giin erkek 7 0,35 +£0,02 0,40 £0,03
Postnatal 1 giin disi 7 0,29 +£0,01 0,30 +0,02
Postnatal 7 giin erkek 7 0,75 =£0,03 0,50 =£0,02
Postnatal 7 giin disi 7 0,67 £0,02 0,40 =£0,03
14 giinliik erkek 7 0,95 +0,02 1,20 +0,03
14 giinliik disi 7 0,88 0,02 1,20 +0,03
30 giinliik erkek 7 0,85 +0,03 1,60 +0,03
30 giinliik disi 7 0,73 0,02 1,30 £0,02
60 giinliik erkek 7 0,97 0,02 1,90 +0,03
60 giinliik disi 7 0,95 0,02 1,80 +0,04
90 giinliik erkek 7 1,11 0,03 2,56 +0,03
90 giinliik disi 7 0,98 0,01 2,08 +0,03
120 giinliik erkek 7 1,08 0,02 3,00 =+0,04
120 giinliik disi 7 0,93 0,01 2,60 +0,06
150 giinliik erkek 7 1,12 +0,02 4,00 +£0,05
150 giinliik disi 7 1,03 0,03 3,55 +0,07
180 giinliik erkek 7 1,28  +0,02 4,00 =+0,04
180 giinliik disi 7 1,13 0,01 3,60 +0,06

Ortalama + Standart Sapma N: Gruptaki birey sayisi

Boy, kilo ve beyin agirligi lizerinde yapilan diger morfometrik 6l¢iimlerde de yasla birlikte
bir artisin meydana geldigi ve her Ol¢lim i¢in erkek bireylerin boy, kilo ve beyin
agirliklarinin disilerinkinden daha yiiksek oldugu bulundu. Beyin agirliklarinda genel
olarak bir artis s6z konusu iken, sadece 30 giinliikk disi ve erkek ratlarda bir azalmanin
oldugu, daha sonraki biitiin gruplarda diizenli ama ilk gruplara gore daha yavas bir

biiylimenin oldugu goriildii (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin agirliklarinin
yasla birlikte degisimi
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Agirlik degisimlerinde yasla birlikte bir artis s6z konusu iken ilk bir aylik gruplarda erkek
ve disi bireylerin agirliklar1 birbirine ¢ok yakin olarak seyretmekteydi. Daha sonraki
gruplarda erkeklerin agirliklar1 daha biiylik olacak sekilde bir biiylimenin oldugu goriildi
(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinlik ratlarin beyin
agirliklarinin yasla birlikte degisimi
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Istatistiksel olarak yapilan hem ikili karsilastirmalarda hem de gruplararas
karsilagtirmalarda anlamli olarak iliski oldugu goriildii (p=0.00) (Cizelge 4.10. ve ¢izelge
4.11)

Cizelge 4.10. Kruskal wallis ile yas, kilo ve beyin agirliklarinin p degerleri

Yas Kilo Beyin agirhig
Chi-Square 123,958 119,375 115,509
Df 7 7 7
Asymp. Sig. ,000 ,000 ,000

Cizelge 4.11. Mann- whitney U ile yas, kilo, beyin agirliklari, suya daldirma metodu ve
cavalieri prensiblerinin p degerleri

Beyin Suya Cavalieri

Yas Kilo agirhg daldirma metodu
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000 24,500 ,000
Wilcoxon W 105,000 105,000 105,000 129,500 105,000
z -5,196 -4,582 -4,652 -3,674 -4,515
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

4.2. Histolojik Bulgular

Serebral korteks tabakalari ile subventrikiiler zondaki hiicre Ozellikleri ve buradaki

ependim hiicrelerinin yasla birlikte gosterdigi degisiklikler incelendi.

Postnatal 1 giinliik:

Serebral korteks, 6zellikle de gangliyonik tabaka (IV.) ve dis graniiler tabaka olmak iizere,
tabakalarinda kalinlasma gozlendi. Epitel ise stratifiye kiibik silyali hiicre tabakasi
seklindeydi. Ki67 ile elde edilen verilere gore, disilerdeki mitotik aktivitenin erkeklerden

daha yiiksek oldugu goriildi.

Postnatal 7 giinliik:

Erkek bireylerin 1. kesitlerindeki hiicreler stratifiye silyali iken 2. kesitlerindeki epitelyum
hiicrelerinin hem tek sira hem de stratifiye silyali kiibik hiicreler seklinde oldugu goriildii.
Disilerin 1. kesitleri tek sirali, kiibik silyal1 hiicre tabakasi seklinde iken, 2. kesitler ise
stratifiye kiibik silyal1 hiicre tabakasi1 seklindeydi. Proliferasyon indeksleri incelendiginde
erkeklerin 1. kesitlerindeki ki67 indeksi % 2 iken 2. kesitlerdeki indeks %12 oranindaydi.
Disilerde ise kesitler arasinda herhangi bir fark bulunmadi (Ki67-%2).
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Postnatal 14, 30, 60, 90 ve 120 giinliik:

Erkek ve disi bireylerin 1. ve 2. kesitlerinde tek katli- stratifiye silyali kiibik hiicre tabakast

belirlendi. Her iki grupta da 2. kesitlerinde proliferasyon indekslerinde bir azalmanin

oldugu goriildii.

tl"j’? Py L It

Sekil 4.1. 1 giinliik ratlar’a ait histolojik goriintii kiibik silyal1 ve stratifiye hiicre

Sekil 4.2. 30 giinliik ratlar’a ait histolojik goriintii kiibik silyali, stratifiye ve tek sirali hiicre
tabakasi
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Postnatal 150 ve 180 giinliik:

Erkek ve disi bireylerin 1. ve 2. kesitlerinde tek katli- stratifiye silyal1 kiibik hiicre tabakasi
gozlendi. Her iki grubun 2. kesitlerinde proliferasyon indekslerinde bir artisin oldugu

goriildi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Postnatal 30, 60, 90 ve 150 giinliik ratlardaki SVZ’daki proliferasyon
indeksleri
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Subventrikiiler zondaki ependim hiicreleri incelendiginde ise erkek bireylerde en fazla
hiicrenin postnatal 1 giinliiklerde oldugu daha sonra yasla birlikte hiicre sayilarinda bir
azalma gozlendi. 14 giinliik ratlarda Ki67 ile boyanan (kirmizi hiicreler) hiicreler daha
fazla (sekil 4.3) iken 150 giinliik ratlarda ¢ok daha az hiicrenin boyanma gosterdigi goriildii
(sekil 4.4). 1. ve 2. kesitler karsilagtirildiginda ise 1. kesitlerdeki ependim hiicre sayilarinin
2. kesitlerden daha yiiksek oldugu sadece 120 giinliik ratlarda bir cakismanin oldugu
goriildii (Cizelge 4.12). 120 giinliik ratlar hari¢, gruplararasinda istatistiksel anlamlilik
bulunurken (p<0.05) 120 giinliik grupta ise herhangi bir anlamlilik bulunmadi (p>0.05).

Genel olarak disilerdeki ependim hiicre sayilar1 erkeklerden daha diisiik seviyede idi.
Disilerde de erkeklerde oldugu gibi yasla birlikte bir azalma oldugu goriildii. Fakat ilging
olan 30 giinliik biitiin ratlar’da ependim hiicre sayilarinda bir azalma s6zkonusu iken
sadece disi bireylerin 1. kesitlerinde keskin bir sekilde artisin oldugu ve ayni grup iginde

en fazla degere ulasilmis oldugu gozlendi (Cizelge 4.13). 30 giinliik erkeklerin 1.
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kesitlerinde 1952 hiicre sayisi/mm?, 2. kesitlerde 1564 hiicre sayisi/mm? olarak bulundu.
Disi bireylerde ise 1. kesitlerde 4656 hiicre sayis/mm?, 2. kesitlerde ise 1308 hiicre

say1st/mm? hiicre sayild1.

Benzer farklilik 150 giinliik disi rat gruplarinda da goriildii. Bu grupta sadece 1. kesitlerde
degil 2. kesitlerde de hiicre sayiminda bir artisin oldugu gozlendi. Hiicre sayilarindaki bu

artis ve 1.kesit ile 2. kesit arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.13. Biitiin gruplarin SVZ’daki ependim hiicre sayilarinin yasla iligkisi
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Sekil 4.4. 120 giinliik ratlarda Ki67 ile boyanan (kirmizi ile boyananlar)
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Cizelge 4.14. Biitiin gruplardaki SVZ’da bulunan ependim hiicre ortalamalar1

Gruplar

Erkek 1. Kkesit
(Hiicre say1s1/mm2)

Erkek 2. kesit
(Hiicre say1s1/mm2)

Disi 1. Kkesit

(Hiicre say1s1/mm2)

Disi 2. Kkesit

(Hiicre say1s1/mm2)

Postnatal 1 giin

Postnatal 7 giin

14 giinliik
30 giinliik
60 giinliik
90 giinliik
120 giinliik
150 giinliik
180 giinliik

8192 +48.4
3944 +49.5
3008 +53,5
1952 23,8
2068 +22,2
1992 +32.8
1744 £12,9
2188 +£20,5
2032 +10,1

7832 +52.5
5216 +46

2720 +65,4
1564 £15,5
1344 18,4
1384 +7,11
1824 £14,7
1580 £20,7
1420 49,8

6976 +£74,6

2076,8 £20,2

2912 421,7
4656 £22,1
2228 19,2
1700 £25,8
2056 25,3
3240 +33

1396 £12,2

6336 +60,4
2652 30,6
3240 +33,1
1440 £26,1
1328 22,3
1276 +14,2
1308 +6,7

1884 +25

2260 £15,4

Ortalama +Standart sapma

Biitiin gruplar periyodik olarak incelendiginde yasla birlikte hiicre yogunlugunda bir
azalmanin oldugu goriildii. Histolojik goriintiilerde yeni doganlarda yogun bir boyanma

s0z konusu iken 90 ve daha sonraki gruplarda hiicre yogunlugunda ciddi bir azalmanin

oldugu goriildii (Sekil 4.5. ve sekil 4.6).

Sekil 4.5. 1 giinliik ratlarda hiicre yogunlugu
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Sekil 4.6. 150 giinliik ratlarda hiicre yogunlugu
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5. TARTISMA

Beynin yapist ve gelisimi ile ilgili olarak yapilan binlerce ¢alisma gibi, bu arastirmanin
amaci da ‘ratlarda beynin volumetrik a¢idan hacmi ve ventrikiiler yapisinin’ anlasilmasina
katki saglamaktir. Calismamizda, rat beyninin 151k mikroskobik diizeyde gelisiminin Suya
Daldirma Metodu ve Stereolojik incelenmesine ek olarak histolojik arastirilmasi

hedeflenmistir.

Ratlarda addlesan déonem 21. giinden itibaren baslar ve 60 giine kadar siirer. Tirelli ve ark.
(2003) adolesan donemi postnatal 21-34 giinler aras1 prepuberte/erken adolesan, postnatal
34-46. giine kadar olan donem orta-addlesan ve postnatal 46-59 giinler arasim1 da geg
adolesan olarak iic doneme aywrmiglardir. Sicanlar iireme fonksiyonlarmin
gerceklesmesiyle dogumdan sonraki 60. giinden itibaren erigkin kabul edilirler. Kemirgen
beyni adoélesan donem boyunca Onemli gelisme geciririrken hacmi addlesan donem
boyunca artar. Hiicre proliferasyon hizi ve dendrit yogunlugu ise adolesanlarda
eriskinlerden daha fazla olmaktadir. Reseptor ekspresyonu, dendritik dallanma ve
sinaptogenezis de addlesan donem boyunca devam eder, ancak postnatal dénemdeki
miyelinizasyona ek olarak cevresel faktdrler gibi bir¢ok siire¢ beyin yapisini etkiler. Insan
beyninin gelisim siireci gebeligin ilk baslangicindan sonra yaklasik 15 yil boyunca siirer.
Biiyiime orani intrauterin yasam ve ilk postnatal aylarda olduk¢a hizlidir. 2 yasinda beyin
yetiskin hacminin % 75’ine erigir ama beynin yapisindaki ve fizyolojisindeki degisiklik
Omiir boyu siirer (Yiicel ve ark., 2003). Rice ve Barone’a gore ratlarda beynin total hacmi
postnatal ilk aylarda biiylik bir hizla gelisirken insanlarda 3 yas civarinda yetiskin beyin
hacminin % 80’1 kadar olmaktadir. Bu konuda yapilan baska ¢alismalarda ise insanlarda
beyin hacminin % 95’inin tamamlanmasinin Giedd’e (Giedd J. 1999) gore 5 yasinda,
Rhosel’e (Lenroot RS, 2006) gore 6 yasinda ve Caviness’e (Caviness VS, 1996) gore de 9
yasinda oldugu ifade edilmistir. Her iki tiirde de genellikle miyelinizasyon gdsteren beyaz

madde yasla artarken gri maddenin azaldig1 belirtilmistir.

Konunun daha iyi ve net olarak anlagilabilmesi i¢in sonuglar iizerinde yapilan yorumlar iki

grup altinda toplandz:
Beyin gelisiminin volumetrik degerlendirilmesi:

Konunun ayrintisina girmeden 6nce beyin hacminin belirlenmesinin iizerinde neden bu
kadar 1srarla duruldugunu agiklamak gerekmektedir. Beyin hacmi gerek cocuklarda

gerekse de yetiskinlerde sadece gelisimsel acidan degil ayn1 zamanda bir¢ok hastaligin tani
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ve tedavisinde 6nemlidir. Otizm, hiperaktivite bozuklugu, sizofreni, klinefelter sendromu,
epilepsi, preterm dogum ve ileri yaslarda da alzheimer gibi bir¢cok hastalik iizerinde
yapilan ¢aligmalarda beyin hacmindeki degisimler vurgulanmistir. Aragtirmalar addlesan
donemde PFC, hipokampus veya diger limbik boélgelerde gelisim donemindeki ¢esitli
etkilerle sizofreni, alkol ve madde bagimliligi gibi hastaliklarin baslamasinin miimkiin
oldugunu gostermektedir (Wolfer DP ve ark. 1995). Ayni1 zamanda bu ¢alismalarda beyin
hacmi ve lateral ventrikiil arasindaki negatif bir geri doniisiin oldugu da vurgulanmustir.
Yani beyin hacmindeki artis ventrikiill hacminde azalmaya, beyin hacminde azalis ise

ventrikiil hacminde artmaya neden olmaktadir (Nowakowski ve ark. 2005).

Volumetrik agidan yapilan ¢aligmalarda bir¢cok farkli metot ve teknikler kullanilmakta,
bunlarin kendi aralarinda birbirlerine iistiinliikleri olup olmadig1 tartisilmaktadir. Ilk
zamanlarda ‘suya daldirma metodu’ kullaniliyor iken son 10-15 yildir biyolojik yapilarin
morfometrik yonden degerlendirilmesinde stereolojik metotlar olarak bilinen 6zel yeni
yaklagimlar kullanilmaktadir (Bilgi¢ ve ark., 2005). Histolojik materyallerden elde edilen
iki boyutlu kesit goriintiilerinin, degisik teknik ve metotlar kullanilarak, onlarin gergekteki
tic boyutlu yapisal 6zellikleri ile ilgili bilgilerin ve yorumlarinin elde edilmesini saglayan
stereolojik metotlar sayesinde hacim, ylizey alani, say1, uzunluk gibi sayisal morfolojik
degerler arastirilarak istenilen doku hakkinda biiylik olglide fikir elde edilebilmektedir
(Sahin ve ark., 2003).

Ilgilenilen ve hacmi hesaplanmak istenen yapi, sozgelimi karaciger ve dalak gibi
cevresindeki diger organ veya yapilardan izole edilebilecek makroskopik bir yapilanmaya
sahipse, bunun hacmi hesaplanmak yerine dogrudan olgiilebilir. Bu gibi durumlarda sik
kullanilan bir yontem, yapiy1 i¢i su ile doldurulmus dereceli bir silindir i¢ine atarak, artan
su miktarm1 dlgmektir. Ilgilenilen organ akciger gibi dogal i¢ bosluklar (kaviteler)
igeriyorsa, boyle yapilarda sivi yer degistirme yoOntemini uygulamak ig¢in, organin
bosluklarinin girigleri (6rnegin akcigerlerde primer bronslar) su gecirmeyecek bir bigimde
tikandiktan sonra hacim 6l¢limii yapilmalidir (Sahin ve ark., 2001). Aksi takdirde, organin
bosluklarina su dolmasi sonucu, hacim ger¢cek hacimden daha kiiclik olarak olciilebilir
(Gundersen ve ark. 1988, Gundersen ve ark. 1987). Cogu zaman ilgilendigimiz yapilar,
cevrelerindeki bilesenlerden izole edilemezler. Ornegin, beynin gri maddesi, beyin
cekirdekleri, dalaktaki beyaz pulpa, kemik iligi, akciger kesecikleri gibi yapilar,
cevrelerindeki diger yapilarla girift bir iligki icerisindedirler ve boyle yapilar izole ederek

dogrudan bir hacim Olglimii yapilmast ¢ogu kez olanaksiz oldugu i¢cin Bonoventur
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Cavalieri tarafindan ortaya konulan prensipler uygulanmaktadir. Stereolojik yontemler bu

prensiplerin uygulanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Canan ve ark. 2002).

Altunkaynak ve Altunkaynak (2006), farkli fiksasyon islemlerinin karaciger dokusu
tizerine olan etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bizim calismamizdaki gibi SDM ile
stereolojik metodu karsilastirmislardir. Sonug olarak SDM’de karaciger hacimlerini daha
yiiksek olarak bulmuglardir. Bizim buldugumuz sonuglarda da SDM ile dlgiilen sonuglar
CM’na gore daha yiliksek bulundu. SDM d6lgiimlerinde dokularin ayrintili boliimlerinin

Olcililmesi ¢cok zor oldugu icin 6l¢iim sonucu ¢ok dogru olmayabilir.

Sahin ve ark., (2001) 4-5 aylik koyun, 8 haftalik rat ve kus beyinleri {izerinde, sag-sol
hemisfer asimetrisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, ratlarda sag hemisfer hacmini 592.92
mm’, sol hemisfer hacmini ise 604.9 mm’ olarak bulmuslardir. Cinsiyetler arasi
karsilastirmalarinda ise bizim bulgularimiza paralel olarak disilerin ortalama hemisfer
hacmini (592.4 mm®) erkeklerinkinden (605.5 mm®) daha kii¢iik bulmalarina karsilik
hemisferler arasinda herhangi bir asimetrinin olmadigimi belirtmiglerdir. Ayni yas
gruplarindaki bizim sonuglarimiz da daha diisiik olarak bulundu. Biz de 60 giinliik erkek

ratlarin total beyin hacmini 0,97 cm?® , disilerin total beyin hacmini 0,95 cm’ olarak Olctiik.

Yiicel ve ark., (2003) 45, 90 ve 280 giinliik ratlar iizerinde beyinlerindeki hacim
degisikliklerini hesaplamak amaci ile Cavalieri prensibini kullanmiglardir. Total beyin
agirliklarinda 45 ve 90 giinliik ratlar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmamasina
karsin, 90 ve 280 giinliik bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig bulmuslardir.
Yiicel ve ark. ¢aligmalarinda beyinleri 3 mm’lik toplam 5 sistematik dilime bdlerek nokta
sayimi yapip ortalama hacimlerini 0.96 cm® olarak, total beyin agirhgi ise 2.3 gr olarak
bulmuglardir. Cavaileri prensibinin temelinde ise kesit kalinligt ne kadar ince olursa
alinacak sonuglarin o derece hassas oldugu ve hata katsayisini da o oranda diisiirecegi i¢in
calismamiz 1 mm’lik kesitler alinarak yapildi. Bahsedilen ¢alismada deney hayvanlari
tizerinde total beyin hacminin yasla birlikte nasil degisime ugradigin1 gosteren caligmalara
rastlayamadiklari, sadece beynin c¢esitli boliimlerinin  hacimlerinin  arastirildigt
belirtilmistir. Biz de bu eksikligi giderebilmek amaciyla yenidogan ilk glinden baslayarak
erigskin sonras1 donem 180. giine kadar beyin agirligin1 ve hacmini hem stereolojik metot
hem de suya daldirma metodu kullanarak arastirdik. Calismamiz periyodik gruplardan
olustugundan dolay1 30 giinliik erkek ve disilerin beyin hacimleri sirasiyla 0,85 cm’® ve
0,73 cm’ olarak, 90 giinlikk bir rattan ortalama 12 kesit alimp nokta sayimu yapilarak

ortalama beyin hacmi 0.95 cm’, total beyin agirligi ise 1.7 gr olarak bulunmustur.
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Hem bizim bulgularimiza gére hem de yapilan literatiir taramasinda ratlarin beyninin geng
ergin (90. giin) olduktan sonra da biiylimeye devam ettigi belirlenmistir. Ciinkii
arastirmalarda ratlarin beyinleri ya da beyinlerinin degisik boliimlerinin 90. giinden sonra
da stirekli olarak agirlik artis1 gosterdigi ifade edilmektedir. Beyinde gozlenen bu agirlik
artis1 noron artis1 olmaksizin, glia hiicresi, miyelin, kolesterol, fosfolipit ve glikolipit
miktarindaki artistan kaynaklanabilir. Nitekim, miyelin beyinin kuru agirliginin yaklagik
yarisini olusturmakta olup, oligodendroglia hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir (Yiicel

ve ark., 2003).

Insanlardan farkl1 olarak ratlarda beyin gelisimi daha ¢ok postnatal donemde oldugu igin
bu donemlerdeki olumsuz c¢evre kosullar1 beslenmedeki yetersizlik direkt olarak
sinaptogenesis, miyelinizasyon ve kapillarizasyon olaylarin1 insanlardan daha fazla

etkileyebilmektedir.

Peinado ve ark., (1997), 4-6 ve 30-32 aylik ratlarda kortikal hacim, noral densite ve glial
hiicre yogunlugunu arastirdiklar1 calismalarinda korteks hacminin ve néral densitenin yasla
birlikte degigsmedigini ancak yasl ratlarda glial densitenin biitiin tabakalarda yaklasik % 17

oraninda arttigin1 belirtmislerdir.

Kantitatif analizlerde yasla birlikte néronal ve glial populasyonun nasil degisime ugradigi,
beyin hacminin bu durumdan nasil etkilendigi daima tartisilan konulardan biri olmustur.
Yapilan ilk caligmalarda beyin gelisim siirecinde yas ile hiicre kayiplar1 arasinda siki bir
iligki oldugu belirtilmistir (Karacan, 2008). Daha sonraki ¢aligmalarda ise bu ndronal
kayiplarin sadece substantia nigra ve hippocampus gibi spesifik bolgelerde oldugu
belirtilmistir. Ayrica yasa paralel kortikal ndronlardaki bu azalmanin aslinda néronal kayip
olarak degil de akson, dentrit ve niikleuslardaki dejenerasyondan kaynaklandig:
belirtilmistir. Perikaryondaki dejenerasyonun da beyindeki kiigiilmeye sebep olacagi ¢esitli
caligmalarda tartismali olarak ifade edilmis olsa bile Peinado ve ark., (1997) ratlarda
parietal korteksteki morfolojik degisiklikleri inceledikleri ¢alismalarinda yasla birlikte
perikaryonda ve korteks hacminde azalmanin ndronal kayip ya da azalmaya baglh

olmadigini belirtmislerdir.
SVZ ve ependimal tabakanin degerlendirilmesi.

Elektron mikroskobunun kullanilmaya baslanmasi ile birlikte son yillarda yapilan
caligmalarda eriskin memeli beyninin belirli bolgelerinde ndrogenezin devam ettigi,

embriyonik donemde yaklagik yedi bdlgede progenitér hiicre bulunurken yetiskin
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bireylerde ise ozellikle hipokampus ile subventrikiiler zonda bulunan hiicrelerin mitotik

aktivite gosterdigi lizerinde durulmustur.

Embriyonal donemde sinir sisteminde tiim makroglia (OG ve astrositler) ve noronlar,
ventrikiiler tabakada yerlesen progenitor (6nciil, prekiirsor) hiicrelerden gelismektedirler.
Lateral ventrikiillerin rostral ucundan spinal kanalin kaudal ucuna kadar uzanan hiicrelerin
olusturdugu tabakaya ventrikiiler zon, bu tabakaya hemen bitisik olarak bulunan ve
Ozellikle erigkinlerdeki glial onciil hiicrelerin olusturdugu tabakaya ise subventrikiiler zon

ad1 verilmektedir.

Doetsch ve ark. (1997), SVZ’da astrositler, immatur hiicreler ve hizli proliferasyon
ozelligine sahip hiicreler olmak {iizere {i¢ tip hiicre bulundugunu, Louis ve Alvarez Buyla

(1993) ise SVZ’daki hiicrelerin kok hiicre 6zelligi gosterdiklerini ifade etmislerdir.

Altintas ve Benbir’in (2005) bulgularina gore multipotent ve kendini yenileyebilme
0zelligine sahip olan noronal kok hiicreler gelisim esnasinda subventrikiiler zonda bulunan
progenitor hiicrelerden koken alirlar. Noral kok hiicreler ise daha sonra ndron, astrosit ve

oligodentrositlere doniisebilmektedir.

SVZ’daki ependimal hiicrelerin progenitor hiicre olarak bulunmasinin belirli nedenleri
vardir. Morschaw ve ark. (1999) hizla ¢ogalan progenitor (6nciil) hiicreler beyinden izole
edilen kok hiicrelerden etkilenmedikleri i¢in, Weiss ve ark.(1996) ise ventrikiiler sistemin
beynin bir¢ok yerine uzantilar goéndermesinden dolayr SVZ’daki hiicrelerin izole

edilmesinin daha kolay olabilecegini bildirmislerdir.

Saghatelyan A. (2012) ndrogenezis’in diizenlenmesinde hiicre dig1 faktorlerin énemli rol
oynadigini ancak bunlarin altinda yatan nedenlerin tam olarak anlagilamadigini, gelisimsel
caligmalarin néron ve noroglial kaynagin subventrikiiler zon oldugunu gosterdigini ifade
etmistir. Ciinkii bu mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasit hem embriyolojik defektlerin
belirlenmesine hem de birgok hastaligin tedavisine kaynaklik edecektir. Ilgili bolgedeki
hiicrelerin ayrintili haritalanmasi sadece postnatal donemde degil prenatal donem agisindan
da biiyilk 6nem arzetmektedir. Uysal ve ark. (2004) beyin gelisiminde yeni ndron ve
noroglial hiicrelerin kaynag1 olarak bilinen proliferasyon bdlgesi ventrikiiler ve
subventrikiiler zonun f6tal donemde intrauterin gelisme geriliginden etkilenmesinin,
olumsuz kosullara bagli olarak postnatal gelisim siirecini de degistirebilecegini, bdylece
néron ve noroglial hiicrelerin mitoz, migrasyon ve maturasyonunu etkileyebilecegini

belirtmislerdir.

59



Kraus Ruppert ve ark. (1975) 30 giinliik sicanlarin serebrospinal dokusundaki glial ve
noronal hiicreleri thymidin 3 kullanarak arastirdiklar1 ¢alismalarinda 6n beyindeki

ependimal hiicrelerin % 22 kadarinda isaretlenme meydana geldigini belirtmislerdir.

Lewis ve ark. (1993), ratlarda SVZ’un mitotik olarak aktif, tek tabakali ependim
hiicrelerinden olustugunu ve yaklasik olarak % 15 oraninda oligodendrosit —astrosit
hiicreleri icerdigini belirtmislerdir. Doetsch ve ark. (1997) da yeni olusan hiicrelerin
serebral korteks noronlarina farklandiklarini ve rostral kisimlarina dogru gog ettiklerini

ileri siirmiislerdir.

Louis ve Alvarez (1992), 6n beyindeki ventrikiiler zonda bulunan néronlarin ¢ogalma
Ozelliklerinin oldugunu, ilging olan noktanin ise embriyonik gelisim asamasinda glia ve
noronlarin olustugu bolgenin lateral ventrikiillerin lateral duvarinda lokalize oldugunu
belirtmiglerdir. Son yapilan calismalarda yetiskin sigan beyninin in vitro kosullarda
uyarilmasiyla kiiltiir ortaminda EGF ve Bfgf eklenmesiyle buradaki hiicrelerin néron ve
glialara diferansiye olduklar1 belirtilmistir. Yetiskin kuslar iizerinde Alvarez ve ark.
(1990)’larinin yaptiklar1 bir ¢alismada memelilerin SVZ’u ile topografik aynmi ozellige
sahip olan lateral ventrikiiliin lateral duvarindaki néronlarin proliferasyona devam ettikleri
ortaya konmustur. Bizim ¢aligmamiz da gruplarin yaglar1 artmasina ragmen SVZ’daki

hiicrelerin prolifere olduklarini ortaya koymaktadir.

Johanson ve ark. (1999), 2-6 hafta siireyle erigkin farelerin igme suyuna BrdU
eklediklerinde, lateral ventrikiiliin lateral duvarmi doseyen ependimal hiicrelerin tek
tabakadan olustugunu ve bu hiicrelerde isaretlenme oldugunu saptamislardir. Sonug
boliimiinde spinal kord ile santral sinir sistemi yaralanmalarinda ependimal hiicrelerin hizli
bir sekilde artisa gegerek astrositlere dontstiiklerini, skar dokuyu olusturmak tizere gog
ettiklerini ve bu hiicrelerin yavas prolifere olan noral kok hiicre olabileceklerini ileri

stirmiislerdir.

Koktiirk ve ark. (2008), lateral ventrikiillerin VZ’da ependimal hiicrelerde BrdU isaretli
hiicreler olmadigim1 fakat SVZ’da BrdU isaretli niikleuslar oldugunu ve bu durumun

mitotik aktivitenin varligin1 destekledigini belirtmislerdir.

Bizim sonuclarimizda da Ki67 ile proliferasyon indeksine dayali olarak SVZ’da mitotik
aktivitenin varligini belirledik. Bu aktivite 1, 7, ve 14 giinliik olan ratlarda fazla iken daha

ileri yas gruplarinda bir miktar azalma oldugu, ancak mitotik aktivitenin 150 ve 180 giinliik
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ratlarda bile mevcut oldugu gozlemlendi. SVZ’deki hiicre proliferasyonunun 150 ve 180
giinliik ratlarda ikinci kesiterde (lateral ventrikiillerin cornu inferius’undan gecen kesitler),
diger gruplarda ise birinci kesitlerde (lateral ventrikiillerin pars centralis’i ile {i¢lincl
ventrikiil’in pars anterior’'undan gecen kesitler) daha fazla oldugu belirlendi. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak, gen¢ ve eriskin yas gruplarinda daha frontaldeki SVZ
bolgelerinin aktif olarak proliferasyona devam ettigi, yash gruplarda ise temporal lob

derinliklerindeki SVZ boélgelerinde proliferasyonun devam ettigi anlasildi.

Calismamizdaki bulgularin 1s181nda, erigkin donemde beyin gelisiminin hacimsel olarak
degismese bile hiicresel diizeyde devam ettigi degerlendirildi. Bu sebeple, SVZ’deki yavas
prolifere olan hiicrelerin sadece beynin aktif gelisim periyodunda degil ileri yas
gruplarinda da fonksiyonlarina devam ettikleri goriilmiistiir. Dolayisiyla santral sinir
sistemi ve omuriligi etkileyen felg ve travma gibi beyin hasarlariin tedavisinde ve ayrica
Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarin tedavisi amaciyla SVZ’da émiir boyu ¢cogalmakta
olan hiicreler {izerinde daha ileri arastirmalar yapilmasinin faydali veriler saglayabilecegi

sonucuna varilmistir.
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