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Caligma gruplar

Gebeliklerinin 16. giiniinden sonra testosteron propiyonat ve

susam yag1 verilen annelerin viicut agirliklar:

Postnatal dénemde testosteron propiyonat ve susam yagi
uygulanan siganlarin 6zellikleri

Caligma sonlandirildiginda deney gruplarim ortalama viicut
agirliklart

TT grubu siganlarin 120 giinlik iken viicut agirliklari, sol
hipokampus CA1,CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki
toplam noéron sayilar1 ve toplam ndron sayist hesaplanmasinda
kullanilan parametreler

TO grubu siganlarin 120 giinlikk iken viicut agirliklar, sol
hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki
toplam néron sayilari ve toplam noron sayisi hesaplanmasinda
kullanilan parametreler

OT grubu siganlarim 120 giinliik iken wviicut agurliklari, sol
hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki
toplam néron sayilar1 ve toplam ndron sayisi hesaplanmasinda
kullamlan parametreler

OOD grubu siganlarin 120 giinliik iken viicut agirhiklari, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidal alanlarindaki
toplam ndron sayilar1 ve toplam n&ron sayisi hesaplanmasinda
kullanilan parametreler

OOE grubu siganlarm 120 giinlik iken viicut agirliklari, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarmndaki
toplam ndron sayilari ve toplam ndron sayist hesaplanmasinda
kullanilan parametreler

Gruplarin sol hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum piramidale
alanlar1 toplam ndron sayis ortalamalari

Ikili karsilastirmada kullanilan gruplarin istatistiksel p

degerleri
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SEKILLER CiZELGESI

Overlerde androjenlerden disi gonadal steroidlerin {iretimimin
sematik gosterimi

Testislerde Leydig hiicrelerinde erkek gonadal steroidlerin

iiretiminin sematik gésterimi

Testosteronun dihidrotestosterona doniisiimii ve hiicresel etkileri

X kromozomu iizerindeki androjen reseptorii geni ve androjen

reseptoriiniin organizasyonu

Caligma plam

Transkardiyak perflizyon iglemi sirasinda kullanmilan perfiizyon seti

Transkardiyak perfiizyon iglemi

Tarafs1z sayim gergevesi; devamli ¢izgi yasak kenari, kesikli ¢izgi

serbest kenari ifade eder. Koyu renkle boyanmig olan partikiiller

sayima dahil edilirken digerleri dahil edilmez

Calismada kullanilan tarafsiz sayim gergevesi ve 6lglileri

Calismada gruplarnimn sol hipokampus ortalama néron sayilart
Gruplardan birer sigana ait farkl: biiyiitmelerdeki hipokampus
goriiniimleri. Kesitler krezil viole boyasi ile boyanmigtir. Yukaridan

asagiya siraile TT, TO, OT, OOD, OOE gruplan (GD: Gyrus
dentatus, CA1, CA2, CA3: Hipokampusa ait stratum piramidale’nin
alt tabakalarr)

TT grubunda preoptik alanda glial fibrilar asidik protein boyas ile
astrosit morfolojisi

OQE grubunda preoptik alanda glial fibrilar asidik protein boyast ile

astrosit morfolojisi
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GIRIS VE AMAC

Gelismekte olan beyin, embriyonik dénemden baglayip postnatal dsneme kadar
uzanan kritik periyod boyunca gonadal steroidlere oldukg¢a duyarhdir (1). Santral
sinir sisteminin gonadal steroidlere maruziyeti dimorfiktir. Neonatal donemde
testislerin aktivasyonu sonucu testosteron artarken disi gonadal yapilar sessiz
kalmaktadir. Bu dimorfik maruziyetin sonucu olarak olugan beyin maskiilinizasyonu
erigkin yagamdaki erkek cinse 6zgii fizyoloji ve davramigtan sorumludur. Steroidlerin
indiikledigi bu beyin farklilagmasinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar ¢ok az
bilinmektedir (1-6).

Hipokampusun, 6grenme ve hafiza ile ilgili fonksiyonlarda rol aldigy ve
hipokampal morfolojide cinsiyet farkliliginin etkili oldugu bilinmektedir (6-8).
Ancak mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamigtir. Gelisimsel olarak gonadal
steroidlere duyarl1 olan bu bélgenin histolojik yapisinin, 6zellikle prenatal donemde
uygulanan adrojenler ile degistirilebildigi ve buna parelel olarakta eriskin donemde
hipokampal fonksiyonlarda degismeler izlendigi goriilmiistiir (3).

Cinse 6zgii fizyoloji ve davranis ile beyindeki morfolojik farkliliklar pareleldir.
Son zamanlardaki ¢aligmalar preoptik alan (POA) iizerine yogunlagmaktadir (1).
Yapisal ve fonksiyonel olarak hipotalamus ile devam eden POA, uyarilarin
hipotalamik niitkleuslara iletilmesi ve buradan bagka bolgelere aktarimasindan
sorumludur (1). POA erkekte ve kadinda cinse 6zgii davrans ile iligkilidir ve
morfolojik olarak her iki cinste farklidir (1,2,4,5). POA’daki néronlarin yapis: ve
yogunlugu bu farklilikta Snemlidir. Bu bolgedeki astrositlerin perinatal steroidlere
duyarli oldugu bilindiginden son yillarda caligmalar bu bélgedeki néronlarin
karakteristi3i ve astrosit morfolojisi lizerine olmaktadir (1). Bu caligmalar ile
yenidogan donemindeki etkilenme degerlendirilmis olup, astrosit morfolojisinde bu

degisiklerin eriskin donemde de devam ettigine dair bilgi yoktur.

Bu ¢alisma; prenatal ve erken postnatal dSnemde verilen androjenlerin, erigkin
dénemde hipokampus piramidal hiicre tabakasindaki hiicre sayisi, POA’daki astrosit

morfolojisi tizerindeki etkisini belirlemek amaci ile planlanmagtir.



GENEL BILGILER

Beyin, periferik dokulardan salgilanan steroid hormonlarin hedef organlarindan
bir tanesidir. Beyin gelisimi, iireme, cinsel farklilasma, algilama, hafiza ve davramsg
gibi birgok olay temelde steroid hormonlarin etkisi ile olugmaktadir (9).

Gonadal steroid hormonlarin santral sinir sistemi (SSS)’nin biiyiime,
farklilasma, normal fonksiyonlar1 yerine getirme ve yaslanma siiregleri tizerindeki
etkileri iyi bilinmektedir. Gonadlardan salgilanan steroidler dolagim yolu ile SSS’ne
ulagarak beyin fonksiyonlarim diizenler, cinsiyet faklilasmasi ve cinse Ozgii
davramssal cevaplarm verilmesini etkiler. Gonadal steroidler ayn1 zamanda beynin
olaylara cevabina, duysal bilgilerin depolanmasina ve diizenlenmesine de katkida
bulunur. Androjenler 6zelikle fetal/neonatal dénemde ndronal devrelerin olustugu

“organizasyon/gelisim” siirecinde 6nemli noroaktif rol oynar (10).

GONADAL STEROID HORMONLAR

Gonadal steroid hormonlarin salinmasi ve kontrol mekanizmalar:

Testis ve overlerde birgok gonadal steroid hormon tiretilmekle birlikte bunlarm
en Onemlileri Ostrojen ve testosterondur. Bu gonadal hormonlarn sentezi
hipotalamustan salgilanan gonadatropin-releasing hormon (GnRH)’nin ve hipofiz
bezinden salgilanan liiteinizan hormon (LH) ve follikiil stimiile edici hormon
(FSH)’mn birlikte kontrol ettifi sistem tarafindan diizenlenmektedir. Dolagimdaki
diisiik gonadal hormon diizeyleri GnRH {izerindeki “negatif feed back™ etkisini
ortadan kaldirir ve dolagimdaki FSH ile LH diizeylerinin artmasma neden olur.
Artmis FSH ve LH diizeyleri gonadlarda sitokrom P450 sistemini aktive ederek
protein kinaz A (PKA) ve siklik adenozin monofosfat (;CAMP) yolaklarim aktive
etmektedir. Cinsiyet hormonlarnin {iretildigi, digi ve erkek gonadal dokularda
gerceklesen bu  yolaklar sonucunda androjenler  (androstenodion ve
dihidroepiandrostenodion) iiretilmektedir. Hem testisler hem de overler androjenleri
testosterona geviren 17-f hidroksi steroid dehidrogenaz enzimine sahiptirler (11).



Disi cinsiyette gonadal steroid hormonlarm salinim

Overlerde teka hiicrelerine baglanan LH burada cAMP ve PKA yolaklarimi
aktive ederek testosteron ve androstenedion sentezini uyarir. Burada bulunan
aromataz enzim kompleksi ile bu iki molekiil Ostrojene doniistiiriiliir. Sekil 1°de

androjenlerden disi gonadal steroidlerin sentezlendigi basamaklar gdsterilmistir (11).

Testosterone = —» Androstenedione
17-ketoreductase
aromatase aromatase
. 17-ketoreductase
Estradiol - - Estrone

H;C of H H3;C 0"
HO HO

Sekil 1: Overlerde androjenlerden disi gonadal steroidlerin {iretimimin sematik

gOsterimi

Erkek cinsiyette gonadal steroid hormonlarm salinmasi ve hedef dokuya
tasinmasi

Testis dokusunda Leyding hiicrelerine baglanan LH, bu hiicrelerin temel
iiretimi olan testosteronun yapimina neden olur. Plazmaya salinan androjen burada
androjen baglayic1 protein (ABP) ile birlikte Sertoli hiicrelerine ulasir ve burada
dihidrotestosteron (DHT)’a indirgenir (11).

Dolasimdaki esas androjen testosterondur. Testosteron kanda sadece %2
oraninda serbest formda bulunur. Bagli olan kismin, %60°1 steroid baglayici globulin
(SHBG; veya testosteron-Ostradiol baglayici globulin, TeBG)’e, %40’1 ise serum
albuminine, kortikosteroid baglayici globuline (transkortin), progesteron baglayici
globuline ve alfa-asit glikoproteine bagh durumda bulunur. Hedef dokuya
ulastiginda testosteron SHBG’den aynlir ve hiicreye difiizyon ile girer. Goreceli



olarak dusikk potense sahip olan testosteron gogu zaman bir prohormon olarak
tanimlamir. Organin Szelligine bagl olarak testosteron hiicre igerisinde DHT na
déniisiir (11,12). Dihidrotestosteron, testosteron ile karsilastinldifinda 10 kat daha
fazla potenttir (11,13). Kolesterolden androjen iiretimindeki basamaklar, bu

basamaklardaki enzimler Sekil 2’de sematize edilmistir (11).

Cholesterol
l PA50ssc
Pregnenolone
3p-DH
P450c17 A*isomerase
17 -OH pregnenolone Progesterone
3IpDH -
17,20 desmolase A'isomerase P450c17
D ehydroepiandrosterone (DHEA) 17 -OH progesterone
3p-DH
17 -ketoreductase l W l 17,20 desmolase
Androstenediol Androstenedione
38.DH 17 ketoreductaze aromatase
A*“ijsomerase
Estrone
Testosterone
aromatase 17 -ketoreductase
H OH
3
Estradiol
H,C
0
Sx-reductase
Dihydrotestosterone

Sekil 2: Testislerde Leydig hiicrelerinde erkek gonadal steroidlerinin

sentezinin sematik gosterimi

Androjenlerin etki mekanizmasi

Androjenler, etkilerini tiroid hormonu, vitamin D, retinoid gibi diger steroid
hormonlara benzer sekilde hiicre igerisindeki androjen reseptérii (AR) aracilif ile
gosterirler. Bu steroid hormonlann her birinin kimyasal yapis: farkli olmakla birlikte,
hepsinin ortak 6zelligi kiiglik hidrofobik molekiiller olmalaridir ve hiicre menbranim
difiizyon yolu ile gegerek hiicre igerisindeki reseptérleri aracihg ile etki etmeleridir

(14). Bu steroid hormonlar gibi adrojenler de etkilerini gen ekspresyonunu



diizenleyerek ortaya gikarirlar; deoksiriboniikleik asit (DNA)’teki spesifik bolgelere
baglanarak messenger riboniikleik asit (nRNA) sentezini baslatip protein sentezini

gergeklestirirler (14) (Sekil 3).

L
Testosterone e \

W/ Androgen Transcription
receptor A E,
A T i S
DHT
- N
o
I So-reductase
W -
-
Cytoplasm Nucleus

Sekil 3: Testosteronun, dihidrotestosterona déniisiimii ve hiicresel etkileri

Androjen reseptorleri

Androjen reseptorleri, glikokortikoidler, mineralokortikoidler, tiroid
hormonu, Ostrojen ve progesteron reseptorleri gibi steroid hormon reseptorleri
ailesine aittir. Sitozolde serbest olarak inaktif durumda bulunan AR’leri hiicre igine
giren androjen ile baglanarak niikleusa tagimr ve burada DNA’daki spesifik bolgelere
baglamr (9,13). AR bir yandan kendine spesifik geni aktive ederken diger taraftan
AR yapan geni de aktive eder (otoaktivasyon). Dolayisiyla, dokuda androjen seviyesi
arttik¢a AR diizeyi azalmaz sabit kalir (9,12,15).

Androjen reseptdriinii kodlayan genler X kromozomu iizerine yerlesmistir. Para
sentromerik bolgede uzun kol iizerinde ql1-q13 araliginda bulunur. Androjen
reseptoriinii kodlayan gen iizerinde 8 adet ekson vardir. Eksonlar, genin AR kismini
sentezleyen DNA bolgeleridir. Bunlardan mRNA transkripsiyonu yapilir, mRNA’lar
sayesinde de aminoasitler (aa) birlestirilerek protein sentezi igin translasyon

gergeklestirilir (12-26).



Androjen reseptoriiniin molekiil agirhg: yaklagik 90 kb’dir ve igerdigi aa sayisi
917°dir. Reseptor temel olarak 3 kisimdan olugmaktadir: 1) transkripsiyonu baglatan
kistm (N-ucu): 1. ekson tarafindan kodlanir, niikleustaki proteinlere ve genlerdeki
regiilatdr iinitelere baglamr; 2) DNA’ya baglanan kisim: ekson 2 ve 3 tarafindan
kodlamir; 3) Androjen baglanan kisim (C-ucu): 4-8. eksonlarca kodlamir (16) (Sekil
4).

GED OGN B x-omozomu

\

S B B AR geni

Exoni 2 3 4 5 6 7 8

I B AR proteini
NH2 ucu DNA’ya baglanan  Androjen
kisim baglanan ug

Sekil 4: X kromozomu ilizerindeki androjen reseptdrii geni ve androjen

reseptoriiniin organizasyonu

Androjen reseptoriiniin DNA’ya baglanan kismu tiim reseptoriin %10’ nunu
olusturur ve 72 aa’ten meydana gelmektedir. N-ucu ile androjen baglayan kisim
arasinda lokalizedir. Zinc finger ad1 verilen parmak seklinde iki lupdan olusmaktadir
ve bu luplar androjen geni iizerindeki spesifik bolgelere baglanirlar (12). Androjen
reseptoriiniin baglandigi DNA kismu androjenlere 6zel protein sentezi yaptirdif igin
ayrica androjen responsive elements (ARE) adin1 da alirlar. Androjen reseptorii
DNA'ya birbirinin aymsi iki hormon-reseptér kompleksinden olugan bir
homodimerik yapida baglanir. Sitozolden niikleusa gegen reseptdr-hormon
kompleksi, DNA iizerinde kendine ait spesifik bolgeyi tantyarak, parmaksi ¢ikintilar
aracilig1 ile baglanir. Androjenlerin reseptore ya da DNA’ya baglandig1 sirada olusan
dimerler DNA {izerindeki ARE'lere baglanirlar (17). Bu baglanma sonucu olugan



kompleks androjen bagimli genlerde mRNA sentezini baglatir, mRNA
translasyonunu takiben de androjen bagimli proteinler yapilir (15).

Androjen reseptériiniin androjen baglayan kismi C-karboksil ucudur ve tiim
reseptoriin yaklagik {igte birini meydana getirir. Testosteron ya da DHT’nun bu
bolgeye baglanmasi ile reseptoriin yapist degisir ve ortaya ¢ikan yeni yapi gen
transkripsiyonunun kontrollii uyarilmasindan sorumludur. Testosteron resepttrden
daha cabuk aynldigi i¢in DHT reseptére daha fazla affinite gosterir. Ostradiol,
progesteron ve androstenadion da bu reseptorlere testosterona gére daha diigiik
affinitede baglanabilirler (17, 18). Sitozolde serbest olarak dolasan AR’lerinin
niikleusa girebilmeleri igin androjen ile baglanmalan gerekir; ancak niikleusa

girdikten sonra reseptdriin DNA’ya baglanmasi i¢in androjenlere gerek kalmaz (19).

Androjen reseptériiniin transkripsiyondan sorumlu kismi N-ucudur ve niikleusa
baglanmada 6nemlidir (20).

Testosteron, testosteron esterleri ve testosteron propiyonat

Testosteron, 19 karbonlu bir steroid olan androstenol tiirevidir. A¢ik adiyla 17
B-hidroksi-4 androsten-3-on’dur ve yukarda bahsedilen basamaklar sonucu
testislerde kolesterolden sentez edilir. Testosteronun etkisinin ¢ok kisa siireli
olmasindan, absorbsiyonunun degiskenlik gostermesinden ve kisa araliklarla
uygulama gerektirmesinden dolayi ilag olarak kullanimi1 uygun degildir. Flaster ya da
jel seklinde denenmis formlarnin olmasina ragmen, uzun etkileri nedeniyle
testosteron esterleri giiniimiizde androjenik etki elde etmek igin kullamlan
preperatlardir. Testosteronun belirli yag asitleri ile esterlesmesi sonucu olugturulan
bu preperatlarin molekiil polariteleri daha diisiik, yagda ¢6ziiniirlikkleri daba fazla ve
molekiil kiitlesi testosterondan daha biiyiiktiir. Oral kullanim i¢in uygun olmayan bu
preperatlarin yagdaki (pamuk tohumu yagi, musir yagi, susam yafi) ¢ozeltileri
genellikle intramiiskiiler uygulanmr ve uygulandiklar1 bolgeden yavag emilerek uzun
etki profili olugtururlar. Testosteron propiyonat (TP), testosteron fenilpropiyonat,
testosteron spiyonat, testosteron enantat ve testosteron undekanoat ve bunlarmn
kangimlan kullamlan testosteron esterleridir. Testosteron propiyonat, testosteronun

diger ester tiirevlerine gore etkisi 2-3 giin siiren kisa etkili ester seklidir (21).



GLIAL FiBRILER ASIiDiK PROTEIN (GFAP):

Glial fibriler asidik protein, 50 kDa biiyiikliigtinde bir filamandir ve ilk olarak
merkezi sinir sistemindeki astroglial hiicrelerde tanmimlanmistir. Astrositler i¢in ana
ve spesifik intermediyal filaman olan GFAP, astrositlerde motilite ve morfoloji i¢in
temel bir maddedir. Astrosit uzantilarina yapisal stabilite saglar (2,22). GFAP"1
gostermek amaciyla birgok antikor kullamilmus ve bu antikorlar ile astrositlerde
yogun ve giiglii bir sekilde boyanma saglanmistir. Bu sekilde astrosit morfolojisi
hakkinda veriler elde edilmeye galigilmistir (2).

Glial fibriler asidik protein diizeyi gelisimsel ya da patolojik olabilen birgok
olay ile diizenlenir. Beyin travmasi, yaglanma ve nd&rodejeneratif hastalik
durumlarinda GFAP ekspresyonunun birkag kat arttigi gézlenmistir (2,22). Estradiol,
tiroid hormonlari, glikokortikoidler gibi birgok hormon ve fibroblast growt factor
(FGF), transforming growth factor-f (TGF-B)’y1 iceren ¢ok sayida biiylime faktorii
GFAP ekspresyonunun diizenlenmesinde etkilidir (2, 23-26).

Ostrojenin  beynin birgok bolgesinde astroglial morfolojiyi etkiledigi
bilinmektedir. Yetiskin siganlarda arkuat niikleusta dolagimdaki Ostrojen diizeyi ile
astrosit morfolojisinde degisiklikler gosterilmistir. Aym sekilde yenidogan siganlarda
arkuat niikleusta astrositlerin erkeklerde disilere oranla daha kompleks oldugu bunun
da gonadal steroidlerle diizenlendigi gdsterilmistir (2,23,27). Testosteron ve strojen
benzer etkiye sahiptir. Bu etki, SSS’de testosteronun aromatizasyon yolu ile
Ostrojene gevrilmesi ile olmaktadir (2).

Astrogliyal hiicrelerden bagka, GFAP immiinoreaktivitesi, olfaktor sistemin
Schwann hiicrelerinde gosterilmigtir. Periferal sinir sisteminde oldugu gibi birgok
ozel bolgede bulunur. Sigan enterik gliya benzeri hiicrelerinde tespit edilmigtir. Sinir
sistemi haricinde GFAP immiinoreaktivitesi tiikriik bezlerinde, lens epitelinde ve
karacigerde lokalize olabilir. (22,28).

SICANLAR HAKKINDA GENEL BILGILER
Sicanlar, deneysel galismalarda en sik kullamlan hayvan tiirlerindendir.
Enfeksiyonlara karsi sigan fareye gore daha direnclidir. Bu nedenle belirli



bakteriyolojik deneyler i¢in daha az uygundur. Fakat boyutlar1 nedeniyle cerrahi
deneyler i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir. Siganlar, baz1 hormonlarin
standardizasyonu i¢in bir¢cok farmakolojik deneylerde ve kanser aragtirmalarinda

ideal bir in-vivo model olustururlar (30).

Beyin

Dogumdan sonraki 15 giin igerisinde beyin ve viicut agirlifi orantili olarak
artig gostermektedir. On bes giinden sonra viicut agirlif: artmaya devam ederken,
beyin agirhigindaki artis yavaglamaktadir. Beynin boyutu yenidogan siganlar arasinda
farklilik gostermektedir. Ortalama beyin agirliklani ve ortalama viicut agirhklarn
arasinda korelasyon yoktur. Beyinde primer olarak su, protein ve lipid bulunmaktadir

G1).

Hipokampus

Hipokampusun embriyolojik gelisimi

Serebral hemisfer duvarinin diensefalon tavamina bitisik oldugu bolgede
noroblast gelisimi olmaz ve bu alan ince kalir. Bu bolgede, ikinci aymn ortalarinda
hemisferin duvar iizerinde vaskiiler mezensimle kapli ependimal hiicre tabakasi
olugsmasi ile koroid pleksus meydana gelir. Olusan koroid pleksus, koroidal fisstir
olarak adlandirilan bir ¢izgiyi izleyerek lateral ventrikiil igine girer. Bununla birlikte
koroidal fissiiriin hemen {izerinde bulunan hemisfer duvar kalinlagir ve hipokampusu
olusturur. Hipokampus daha sonra kendi i¢inde katlanmig olarak lateral ventrikiiliin
icine dogru genisler (32).

Anatomik dzellikler

Hipokampus, temporal korteksin medial bélgesinin lateral ventrikiiliintin alt
boynuzunun ventral ylizeyini olusturmak iizere yukar1 ve igeri dogru kivrilmis ve
uzamig parcasidir. Hipokampusun bir ucu amigdaloid gekirdeklere bitigirken diger
kenarlarindan biri temporal lobun ventromedial korteksini olugturan parahipokampal
girus ile kaynagir. Hipokampus ve ona bagli temporal lob yapilari; serebral korteks,
hipotalamus, mamiler cisimler gibi temel limbik sistem bélgeleriyle sayisiz indirekt
baglantilar gosterir. Hipokampal formasyon, dentat girus, hipokampus ve
subikulumun olusturdugu ve parabipokampus tarafindan sarmalanan, kendi



¢evresinde katlanmug bir primitif kortikal yapidir. Hemen her tiirlii duysal deneyim,
hipokampusun hi¢ olmazsa kiiciik bir bolimiinii aktive eder. Buna karsihk
hipokampus, o6zellikle en biiyiik ¢ikis yolu olan forniks yoluyla 6n talamus,
hipotalamus ve limbik sistemin diger bélgelerine sinyaller gonderir. Bdoylece
hipokampus gelen duysal sinyalleri farkli amaglar i¢in uygun davrans
reaksiyonlarinin igerisinden gegiren ek bir kanal rolii oynar (33). Dentat girus ve
hipokampusun {i¢ tabakasi, allokorteks histolojik ozelliklerini gosterir (dendrit,
piramidal hiicre ve akson). Hipokampusun allokorteksinden, 6 tabakali izokortekse
uzanan tranzisyonel korteks (subikulum) bir mezokorteks olup dort-bes farkls
kortikal tabakadan olusur (34). Hipokampusun korteks bandi; genisligine, hiicre
yogunluguna ve hiicre biiyiikliigiine gore dort bolgeye ayrilir. Kuyruk kismm (CAl),
kuyruga yakin gévde kismu (CA2), bas bolgesine yakin olan govde kismi (CA3) ve
bag bolgesi (CA4) olarak isimlendirilir (35).

Hipokampusun histolojik yapisi

Hipokampus temelde ii¢ tabakadan olusur. Bunlar; stratum poliforme, stratum
piramidale ve stratum molekiilare olarak adlandinlir. Esas tabakalardaki hiicrelerin
dendrit ve aksonlarmm farkli gekilde diizenlenmesiyle birgok sekonder tabaka da
olusmustur (36). Hipokampusu meydana getiren tabakalar sunlardir;

1. Stratum oriens

2. Stratum piramidale

3. Stratum radiatum

4. Stratum lakunozum

5. Stratum molekiilare

Stratum Poliforme

Hipokampusun en dig tabakasi olup, stratum oriens olarak da adlandirilan bu
tabaka, alveus ile stratum piramidale arasinda bulunur. Poliforme tabakasinda
piramidal hiicreler bulunmaz. Mikroskopik goriintim itibariyle izokorteksin VI.
tabakasimi andirir. Stratum poliformenin dig zonundaki néronlarin aksonlar
molekiiler tabakaya ulasir. I¢ zon néronlarin aksonlarmin bazilan alveusa, digerleri
ise piramidal tabakaya gegerler (37).
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Stratum Piramidale

Bu tabakada karakteristik olarak ¢ok sayida piramidal hiicreler ve Golgi tip II
hiicreleri bulunur. Piramidal hiicrelerin bazal ve apikal dendritleri komsu tabakalara,
aksonlan ise stratum oriensten gegerck alveusa girer. Stratum oriens ile stratum
piramidale arasindaki ge¢is zonunda bulunan sepet hiicreleri, piramidal hiicre
g6vdelerinin gevresinde yogun pleksus yaptiktan sonra stratum radiatuma gegerler
(38). Piramidal hiicrelerin aksonlari geriye donebilen kollateraller verebilirler.
Bunlarin ¢ogu stratum radiatuma gegmekle birlikte bazilan da stratum oriense
gecerek oradan da forniks yoluyla hipokampusu terkedebilirler (36, 39).

Stratum Molekiilare
Cok az sayida ndron igeren bu bélge stratum radiatum, stratum molekiilare ve
stratum lakunozum olmak iizere ii¢ alt bolgeye ayrilir.

Stratum Radiatum

Genig bir ag yapisina sahiptir ve bu tabakada, piramidal tabakanin sinirindan
1s1nsal uzanan dallar bulunur. Stratum molekiilare ve stratum lakunozumda diger
tabakalardan gelen zengin bir lif ag1 icerir. Bu iki tabaka tek bir lamina olarak da
kabul edilmektedir. Hipokampusa, entorinal alandan gelen afferent lifler bu iki
tabakada sonlanir (36).

Hipokampusun fonksiyonlar:

Hipokampusun anatomik yapisinin oldukga karmasik olmasi ve beyindeki bir
¢ok bolge ile baglantili olmasi, hipokampusun fonksiyonlarimin anlagilmasini
zorlagtirmaktadir (40). Diger limbik yapilarda oldugu gibi, hipokampusun degisik
alanlarmin uyarilmasi da hiddet, edilgenlik, agin seks giidiisii gibi davrams
bigimlerinin goriiimesine sebep olur. Hipokampusun diger bir 06zellii de
hipereksitabilitesidir. Ornegin, hafif elektriksel uyarlar hipokampus bolgesinde
uyaran kesildikten sonra bile saniyeler siiren lokal epileptik ndbetlere sebep olur. Bu
da hipokampusun belki normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller yaydigim
gosterir. Insan hipokampal nébetler sirasinda koku, gdrme, isitme, dokunma vb.
halliisinasyonlar igeren ¢esitli psikomotor etkiler yagar. Bilincini kaybetmemis olsa
ve yagananlarin gergek olmadigimmi bilse de bu halliisinasyonlar Gnlenemez.
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Hipokampusun bu hipereksitabilitesinin sebeplerinden biri, belki de hipokampus
korteksin bazi alanlarinin beynin diger bélgeleri gibi alti tabakali degil ti¢ sinir
hiicresi tabakasindan olugmasidir (33).

Hipokampusun elektroensefalografi (EEG) dalgalan ritmik siniizoidal tipteki
teta dalgalandir. Bu durum hipokampusun spontan aktivitesini ve bilincin devrelerle
iligkili oldugunu goéstermektedir. Teta dalgalarinin sadece dikkat ve uyamklik ile
ilgili degil, aym zamanda fizyolojik fonksiyonla iliskili oldugu bilinmektedir (37).
Anestezi altindaki kedilerde yapilan ¢aligmalarda, hipokampusun uyarilmas:i ile
dikkatli bakis ve arayis hareketleri gozlenmistir. Bu davramslann fiziksel iglemlere
kars1 duyarli motor reaksiyonlar tarafindan baslatildig: kabul edilmektedir. Bilinci
yerinde olan kedilerin hipokampusunda olusturulan lokal uyarlar veya lokal
lezyonlar sonunda gdzlenen davrams degisiklikleri, psikomotor epilepside meydana
gelenlerle benzerlik gostermektedir. Hipokampustan yayilan epileptiform aktivitenin
limbik lobun diger kisimlarina ve sonradan da izokortekse yayildigi goriilmiigtiir
(40).

Hipokampusun hafiza ve 5zellikle yakin hafiza ile ilgili olduguna dair bilgiler
mevcuttur. Bazi Kisilerde epilepsi tedavisi i¢in hipokampuslar cerrahi olarak
cikartilmigtir. Bu insanlar 6nceden Ogrenilmis amilarim hatirlayabilmekte, ancak
sozel sembollere dayanan yeni bir bilgi edinememektedirler. Saniyeler ile birkag
dakika siiren uzun siireli bellek olusturabilirler; ancak birka¢ dakikadan fazla uzun
stireli bellek olusturma yetenekleri kismen ya da tamamen yok olmustur (anterograt
amnezi). Hipokampuslarin harabiyeti eskiden 6grenilen anilarin kaybina da neden
olur (retrograt amnezi); ancak bu uzak gegmis amlardan ziyade bir yil 6nceki anilar
icin daha gecerlidir.

Hipokampusun kisa siireli bellegin uzun siireli bellege ¢evrilmesi giidiisiinii
sagladigi, yani hipokampusun yeni informasyonun kalici depolanmaya gevrilmesi
gergeklesinceye kadar zihnin onu tekrarlamasmi gerektiren sinyal veya sinyaller
ilettigi ileri siiriilmiistiir. Mekanizma ne olursa olsun hipokampus olmadan verbal ya
da sembolik uzun siireli anilarin kalici olmasi miimkiin olmaz (33).
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Preoptik Alan (POA)

Yapisal ve fonksiyonel olarak hipotalamus ile devam eden POA, embriyolojik
ve anatomik tamimlamalara gére bagimsiz bir bélge olarak smiflandinlir ve iletilerin
hipotalamik ¢ekirdeklere gonderilmesinde ve taginmasinda grev alir. Preoptik alan
erkek cinsiyete 6zgil ejekiilasyon gibi ¢iftlesme davramslan ve disi cinsiyete 6zgii
yuva yapma, koruma gibi anne davramglarimin gosterilmesinde kritik rol oynayan
néral yapidir (33,41). Bununla birlikte ovulatuvar LH dalgalanmalar ve lordozis
davram: gibi disi cinsiyette goriilen néroendokrin olaylar POA ile iligkilidir (42).

Fizyoloji ve davramgta cinsiyete Ozgli farkliliklar beyin morfolojik
degisiklikleri ile koreledir. Bu konudaki aragtirmalar POA {iizerine yogunlagmis ve
hormonal degisikliklerin, bu bolgedeki noronal morfoloji ve yogunlukta Snemli
oldugu gosterilmistir (43,44). Karakteristik néronal ozelliklerin diizenlemesini
aciklayan bu g¢alismalan POA’ndaki astrositlerde steroidlerce indiiklenen
degisikliklerin ortaya konmast izlemistir (2).

Kalp

Kalp kas1 perikard ile gevrili ve sternum ile bitigiktir. Her tarafindan akcigerle
cevrilmistir. Kalp daha ¢ok sol mediyan tarafta durmakta ve ventrolaterali
gostermektedir (30).

Solunum sistemi

Solunum sistemi anterior ve posterior olmak iizere iki boliimden olugmaktadir.
Anterior boliim burun deliklerini, nazal kaviteleri ve nazofarinksi igerir. Burun
delikleri, vestibiiller ve oral kavite gok kath sknamoz epitel ile dogenmistir. Posterior
b6lim larinks, trakea, brons ve akcigerleri igerir. Larinks kikirdak yap: ile
cevrelenmigtir (31). Sigamin trakeas: genel olarak tavsaninkine benzemektedir.
Yaklasgik 30 kikirdak halkadan olugmaktadir. Bu halkalar dorsoventralde biraz
yassilasmigtir. Trakea epiteli iki kath silyali yass: epitelden olugmaktadir. Trakea
horizontal durumda duran sag ve sol ana bronga ayrilmaktadir. Sigamn akcigeri solda
bir, sagda dort loptan olugmaktadir. Bu nedenle sag akciger sol akcigere gore daha

biiyiiktiir (30).
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Normal kan degerleri

Yenidogan normal bir siganda alyuvarlarin sayis1 3.6-5.6 x 10° alyuvar/mm’,
trombositlerin sayist 0.7-1.2 x 10° trombosit/mm’ civarindadir. Insan kaninda
goriilen akyuvar tiplerinin gogunlugu sigan kaninda da goriilmektedir. Lokositlerin
sayist ise 11.1-16.1 x 10? akyuvar/mm’ arasinda degismektedir (31).

Wistar Albino cinsi sicanlar

Sakin karaktere sahip olup, orta derecede dogurgan ve enfeksiyonlara oldukc¢a
direngli bir tiirdiir. Daha az oranda spontan tiimér gelistirirler. Kafalan genis ve
kulaklar1 uzun olan bu si¢anlarin kuyruklari boylarindan daha kisadir (31).

Sicanlarda pubertal dongii

Siganlar puberteye ortalama 50-60. giinlerde ulagirlar, vajinal agiklik 35-90.
giinlerde, testislerin inigi ise 20-50. giinlerde tamamlanir. Puberteye gelmis bir
sicanda Ostrus siklusu yaklagik 4-5 giindiir ve strus periodu yaklagik 12 saat siirer.
Gebelik siiresi 21-23 giindiir ve bir yilda 7-9 defa dogum yaparlar. Bir dogumdaki
yavru sayist 4-8 adettir. Yavrular 16. giinden sonra yemleri yemeye baglarlar ve
ortalama siitten kesilme zamanlar1 21 giindiir (45).
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GEREC VE YONTEM

DENEY HAYVANLARI

Caligmanin deneysel boliimii Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Aragtirmalar Laboratuvari’nda, histolojik ¢alismalar ise Patoloji ve Anatomi
Anabilim Dali’'nda gergeklestirildi. Caligmaya baglamadan o6nce Pamukkale
Universitesi Tibbi Etik Kurulu’ndan 06.07.2006 tarihinde Etik Kurul onay: alind1 ve
tiim ¢aligma siiresince deney hayvanlar ¢alisma etigine uyuldu.

Calisma igin Wistar Albino cinsi (Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlan
Birimi) siganlar kullamldi. Vajinal smear yontemi ile 6strus déneminde olan digi
siganlarda yiginlar olusturan ¢ekirdeksiz, poligonal sekilli siiperfisial hiicreler
goriildiikten sonra, 16 saat siire ile 3 disi ile birlikte bir erkek sican ayni kafese
konularak ciftlesmeye birakildi. Sonraki giin erkek si¢anlar ayrildiktan sonra tiim digi
siganlardan vajinal smear yapilarak gebeligin varlig arastirildi. Vajinal smear’de
sperm saptanan disi siganlar gebe olarak kabul edildi ve vajinal smear in pozitif
saptandif1 giin, gebeligin 0. giinii olarak kabul edilerek sicanlar rastgele ayrilip farkli
kafeslere yerlestirildi. Tim galigma siiresince siganlar alt1 plastik, iistii tel olan 5zel
kafeslerde izlendi ve hayvanlarin tamami galigma boyunca oda isisinda (2242 °C),
%50+5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan bir ortamda
takip edildi.

DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Vajinal smear ile gebeligi tespit edilen disi sicanlar gebeliklerinin 16. giiniinde
rastgele iki gruba ayrldi. Birinci gruba 0.5 ml susam yag igerisinde 1 mg TP intra
peritoneal (IP), diger gruba da esit miktarda susam ya@1 enjeksiyonu yapildi (46-48).
Ayn1 uygulamaya dogumun gergeklestigi giine kadar devam edildi. Dogum
gerceklestikten sonra tiim yenidogan siganlarda cinsiyet tayini yapilarak yavrular disi
ve erkek olarak gruplandinildi ve dogumun gergeklestigi giin 0. giin olarak kabul
edildi.

Annelerine gebelikte TP uygulanan digi siganlar postnatal 0. giinde kendi
icinde iki gruba ayrildi. Postnatal 0-3. giinler arasinda birinci gruba ense bolgesine

15



0.1 ml susam ya igerisinde 100 ug TP subkutan (SC) uygulandi. Bu grup prenatal
ve postnatal donemde TP uygulanan birinci deney grubunu (TT) olusturdu.
Annelerine gebelikte TP uygulanan diger digi gruba ise sadece 0.1 ml susam yag1
aym giinlerde ve aym sekilde uygulandi ve bu grup ise sadece prenatal donemde TP
uygulanan ikinci grubu (TO) olusturdu.

Annelerine gebelikte susam yagi uygulanan disi yavrular postnatal 0. giinde
kendi iglerinde iki gruba ayrildi. Birinci gruba postnatal 0-3. giinler arasinda 100 pg
TP 0.1 ml susam yad igerisinde ense bolgesine uygulandi ve bu grup sadece
postnatal donemde TP uygulanan {igiincii ¢alisma grubunu (OT) olusturdu.
Annelerine gebelikte susam yad1 uygulanan diger disi gruba ise yine esit miktarda
susam yad1 enjeksiyonu yapildi ve bu grupda prenatal ve postnatal donemde TP
verilmeyen dordiincii ¢aligma grubu (OOD) yani disi kontrol grubu olarak kabul
edildi. Annelerine gebelikte susam yag1 uygulanan erkek yavrulara 6nceki gruplarda
oldugu gibi ayni1 giinlerde, esit miktarda susam yag1 enjekte edilerek galismanin
besinci grubu (OOE) yani erkek kontrol grubu olugturuldu. Her bir ¢alisma grubunda
6 hayvan alindi. Tiim deney gruplan Tablo I’de dzetlenmistir.

Tablo I: Calisma gruplar
Grup  Grup . :
Cinsiyet  Grubun olugturulma sekli Say1
no ada
. Prenatal ve postnatal donemde testosteron
1 T Disi .
propiyonat uygulanan
. Sadece prenatal donemde testosteron
2 TO Dist . 6
propiyonat uygulanan
. Sadece postnatal dénemde testosteron
3 oT Disi . 6
propiyonat uygulanan
4 00D Disi Testosteron propiyonat uygulanmayan 6
5 OOE Erkek  Testosteron propiyonat uygulanmayan 6
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Susam yag ve testosteron propiyonat enjeksiyonu

Gebe siganlara gebeligin 16. giiniinden dogumun gergeklestigi giine kadar her
giin sabahlan1 IP 1 mg TP (Testosterone propionate® ampiil 50 mg) 0.5 ml susam
yag igerisinde uygulandi. Kontrol gruplarina ise sadece susam yagi aym sekilde
uygulandi. Yenidogan siganlara ise 100 pg TP 0.1 ml susam yag igerisinde ense
bolgesine SC olarak uygulandi. Kontrol gruplarinda ise aym miktardaki susam yag1
benzer sekilde uygulandi. Tiim enjeksiyonlardan sonra enjeksiyon bolgesi Betadine®
ile temizlendi. Tiim siganlar yukarida belirtilen standart laboratuar kosullarinda 120.
giine kadar takip edildi.

CALISMA PLANI ve CALISMANIN SONLANDIRILMASI

Yirmibir giine kadar standart laboratuar ortaminda anneleri ile ayn1 kafeslerde
takip edilen yavru siganlar bu giinden sonra annelerinden ayrilarak her deney grubu
farkl1 kafeslerde olmak fiizere takip edildi. Postnatal 120.giin genel anestezi altinda,
transkardiyak perfiizyon yontemi uygulandiktan sonra dekapitasyon sonras: sakrifiye
edildi. Sekil 5¢de ¢aligma plan1 gosterilmistir.

Pozitif vajinal Gestasyonun Postnatal
smeer 16-21. ginleri 0-5. giin Postnatal 120. giin

*——_ Ginler

1] I

Siganlarn Prenatal Postnatal

ciftlestirilmesi ~ androjen androjen Dekapitasyon
uygulamast

Sekil 5: Caligma plam

TRANSKARDIYAK PERFUZYONUN UYGULANMASI

Deney hayvanlarina ketamin 90 mg/kg (Ketalar® 50 mg Ampiil, Pfizer) ve
ksilazin 10 mgkg (Xylazin hydrochloride®, Rompun-Bayer) karigimi P
uygulanarak genel anestezi saglandi. Anestezi altindaki denekler supin pozisyonda
ameliyat masasi iizerine sabitlendi. Cilt ve cilt alti dokular diseke edildikten sonra

sternum orta hattan ikiye ayrilarak gogiis kafesi agildi1 ve diyafram serbestlestirildi.

17



Kalp etraf dokulardan serbestlestirildikten sonra infiizyon setine bagl durumda
bulunan kor uglu heparinize bir igne ucu yardimu ile sol ventrikiile girildi. Yaklasik
3-4 mm ilerleme ile aorta’ya gelen igne ucu burada klemplendi. Kalp atimlar ile
kann set igine geldigi goriildiikten sonra sag atriyuma yaklasik 1mm biyikliginde
bir insizyon yapildi. Yaklagtk 150 ml salin (%0.9 NaCl) 3-5 dakika i¢inde aortaya
yerlestirilen kor uglu igne yardimu ile sistemik dolasima verilerek perfiizyon yapildi.
Verilen salin miktarina, sag atriyuma sistemik dolasimdan donen ve buradan disariya
akan kamn berraklasmasina gore karar verildi. Perflizyon sonrasinda hava giriginin
engellendigi infiizyon diizenegi yardimi ile siganlara 0,1 M Phosfate Buffer tamponu
(PB, pH 7.4) i¢inde %4’ liik paraformaldehid eriyiginden 400 ml verildi. Tespit
stvisinin ilk 200 ml’si salin ile aym hizda (3 dakika), geri kalan 200 ml’ si ise
yaklastk 2 saatte infiizyon seklinde uygulandi. Perfizyonun ardindan servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Kafatasi ince uglu pens yardimi ile foramen
magnumdan baslayarak éne dogru dnce orta hatta sonra yanlara dogru agildi. Beyin
tabaninda bulunan sinirler, nden arkaya dogru kesildikten sonra elde edilen beyinler
2 gece +4°C’ de %30’ luk siikroz soliisyonunda bekletildi. Sekil 6 ve 7°de

transkardiyak perfiizyon sirasinda gekilen resimler gosterilmistir.

Sekil 6: Transkardiyak perfiizyon islemi sirasinda kullanilan perfiizyon seti
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Sekil 7: Transkardiyak perfiizyon iglemi

KESITLERIN ALINMASI VE DOKUNUN HAZIRLANMASI

Siikroz soliisyonunda bekletilen beyinler kriyostat aletinde (Lecia CM3050) -
50 C°’de hizli dondurma islemine tabi tutulduktan sonra tasiyici iizerine koronal
sekilde yerlestirildi. Daha sonra kriyostat cihazi -(15-20) C®’ye ayarlanarak GFAP
immunohistokimyasal boyasi i¢in beynin frontal bolgesinden baslayarak POA’na
karsilik gelen bolgeden 50 pm kalinhginda kesitler sistematik rasgele 6rnekleme
stratejisi ile kesilerek jelatin ile kaplanmus lamlann iizerine numaralandinlarak

alindi.

Beynin hipokampusa karsilik gelen bolgelerinden Kresil viole (cresyl violet) ile
boyama i¢in 100 pm kalinhigindaki Kesitler, sistematik rasgele 6rnekleme stratejisi

ile kesilerek statik lamlar iizerine numaralandirilarak alind.

KRESIL VIYOLE BOYAMA YONTEMI

Kesitler iki farkli ksilen soliisyonunda 5 dakika bekletildikten sonra sirasi ile %
100, % 100, % 70 ve % 50’ lik alkol kanigimlarinda 5’er dakika hidrate edildi. Cesme
suyuna batinlip ¢ikarildiktan sonra kesitler 5 dakika kresil viole boyasinda bekletildi.
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Kesitler ¢esme suyunda yikandiktan sonra sirasi ile % 50, % 70, % 100 ve % 100’
lik alkol karnigimlarinda gegirilerek dehidrate edildi. Son olarak iki farkli ksilen
soliisyonunda 5’er dakika bekletilen kesitler uygun lamel ve yapistiric: ile kapatildi.
Kesitler 11k mikroskobu altinda 4, 10, 40 ve 100’lik biiyiitmeler kullamlarak
incelendi. Inceleme sirasinda kesitte tiim beyin dokusu mevcut oldugu i¢in sag veya
sol hemisfer ayirim: yapilabildi. Tiim kesitlerde sol hemisferde Optik Pargalama

Metodu kullanilarak hipokampusun pyramidal néronlarinin sayimi yapildz.

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Kriyostat aletinden alinan donmus dokular % 100’ lik {i¢ tane aseton serisinde
10’ar dakika, sonrasinda ise siras1 % 96, % 96, % 80 ve % 80’ liik alkol serisinde
5’er dakika bekletilerek tespit edildi. Phosfate Buffer Saline (PBS) ile ¢ kez
yikandiktan sonra hidrojen peroksit ve metil alkol uygulamasi yapildi. PBS ile ii¢ kez
yikama ve kurulama sonras1 ‘Blocking’ solusyonu damlatildi ve kesitler 30 dakika
stiresince bu soliisyonda tutuldu. Daha sonra yikama islemi yapilmaksizin Primer
Antikor uygulamas1 yapildi ve kesitler bu antikor soliisyonunda bir gece +4 C®’de
tutuldu. Sonraki giin oda 1sisina getirilen kesitler PBS ile ii¢ kez yikanip
kurutulduktan sonra sekonder antikor damlatilarak 20 dakika beklendi. Tekrar PBS
ile yikama ve kurutma islemi yapildiktan sonra dokulara, enzim (30 dakika),
kromojen (10 dakika) uyguland: ve tiim ara basamaklarda {i¢ kez PBS ile yikama
sonrasi kurulama islemi uygulandi. Konjugat sonras: distile su ile yikanan kesitler %
80, % 80, % 96, % 96°lik alkol serileri ve 5 dakikalik iki ksilen soliisyonundan
gecirilerek lamel ve yapigtiric: ile kapatildi. Calismada, Santa Cruz Biotechnology®
GFAP (2E1: cs-33673) immiinhistokimyasal boya kiti kullamldi. Tiim kesitlerde sol
preoptik alandaki astrosit morfolojisi degerlendirildi.

STEREOLOJIK YONTEMLER

Temel olarak etkinlik, kesinlik ve giivenirlik ilkelerini hedef alan stereoloji,
uzayda ii¢ boyutlu olarak gérdiigiimiiz bir cismin hacim, ylizey alam, say1 ve uzunluk
gibi geometrik ozellikleri hakkindaki sayisal verileri, laboratuar ortamunda iki
boyutlu kesit diizlemlerini kullanarak saptamaya galisan bir bilim dalidir. Yirminci
yiizyilin sonlarma dogru Sterio tarafindan tamimlanan disektor yontemi, stereoloji
bilimine yeni bir boyut getirmis ve bu alandaki laboratuvar ¢aligmalarina yeni bir
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ivme kazandirmugtir. Temel ilkeleri etkinlik, giivenirlik ve yansizlik olan sterolojik
yontemler, disektor yontemi sayesinde dnceki yontemlere ek olarak mikroskobik
calismalarda daha etkin ve yansiz sayim yontemi olmugtur. (49-51).

Stereolojik yontemlerle beyindeki toplam néron sayisi, sinaps yogunlugu veya
toplam beyin hacmi oOlgiilebildigi gibi, 6rnegin bobrekte korteks-medulla oranmi,
toplam glomeriil sayisi, viicuttaki damarlarin toplam uzunluklari, ince bagirsaklarin

toplam yiizey alanlar1 vb. gibi hesaplamalar da yapilabilir (49-51).

Sistematik rastgele drnekleme stratejisi

Stereolojik yontemlerin temel ilkelerinden birisi sistematik rastgele drnekleme
stratejisidir. Buna gore, ilgilenilen yapmmn tamami iki aralik igindeki rastgele bir
noktadan baglanarak Orneklendirilir. Yontemin sistematik olmasi drneklemin daha
onceden belirlenen araliklarla yapilmasi anlamina gelir. Rastgele olmasi ise, bu
sistematik Srneklemenin belirlenen Srnekleme aralify icindeki rastgele bir say: ile
baglanmasidir. Bu oOrnekleme bi¢iminin temel o6zelligi ilgilenilen yabmm her
noktasina esit drekleme gans1 tammasidir. Stereolojik bir ¢alismanin tarafsiz olmast
icin sistematik rastgele orneklemenin, gerekli tiim seviyelerde (organdan alinacak
dilimlerde, dilimlerden alinacak bloklarda, bloklardan alinacak kesitlerde ve
kesitlerde inceleme yapilacak alanlarda) uygulanmasi gerekir (52-54).

Tarafsiz sayum gercgevesi

Gundersen tarafindan, stereolojik yontemlerin tarafsizlik ve dogruluk ilkelerine
uyan, bir tarafsiz sayim gergevesi ve sayim kurali gelistirilmistir. Kesitler
mikroskopta incelenirken Orneklenen alanda, goriintii alanmna biitlin halde giren
yapilarla birlikte kismen giren yapilarin da degerlendirilip degerlendirilmeyecegi
sorunu ortadan kalkmistir. BSylece objelerin oldugundan daha fazla sayillmasimn
oniine gecilmistir. Cergeve, sol kenarmnin {ist kenara temasindan itibaren yukar
tarafa, alt kenarimn ise sag kenara temasi hizasindan asag1 yone dogru devam eden
sonsuz uzantilar igerir. Sayim sirasinda, sol ve alt kenarlar ile bunlarin uzantilarina
degen yapilar dikkate alinmazlar (yasak kenarlar). Cergevenin tamemen iginde olan
yapilar ile serbest kenarlar olarak tamimlanan sag ve iist kenarlara degerek kismen

cerceve icerisinde yer alan yapilar sayilir. Sayim yapilirken bu kuralm
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uygulanabilmesi igin gergevenin, goriintii alanindan kiiglik olmasi gerekir. Cergeve
dikdortgen ya da kare seklinde olabilir (52). (Sekil 8)

Monitdr
gorintisa

i
S,
C .‘“
"‘!.

--..,‘_*‘--."-w.‘
— Setbest
kenarlar

"'“""*t Yasak
e om0 kenarlar

Sekil 8: Tarafsiz sayim cergevesi; devamli ¢izgi yasak kenari, kesikli ¢izgi
serbest kenari ifade eder. Koyu renkle boyanmig olan partikiiller sayima dahil
edilirken digerleri dahil edilmez

Optik disektor

Disektor prensibi ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan, optik disektor ise
1986°da Gundersen tarafindan tanimlanmistir (52). Bu yontem seffaf, kalin histolojik
kesitlerden sanal olarak optik kesitler elde etmek ve bu kesitlerde partikil sayimi
yapmasi temeline dayamr. Stereolojik sayim yontemi uygulamalarini kolaylagtiran
ozelliklere sahiptir. Tek kesitte galigmaya ve dabha az kesit alinmasina olanak
sagladify icin islem hizim arttirir. Ayrica partkiillerin daha detayli goriilmesini, gok
yogun yerlesimli partikiillerin kolaylikla sayillmasim saglar. Optik disektor
yonteminde alinacak kesit kalinligi, sayilan en uzun partikiilden daha biiyik
olmalidir. Genellikle 20 pum ve iistiindeki degerler alinir. Sayisal agikligr 1,35-1,40
olan biiyiik objektifler kullamldiginda, kesitin iist yiizeyinden alt ylizeyine dogru
birbirini takip eden optik kesitler oldugu goriiliir. Bu kesitlerde, iki boyutlu sayim
cercevesinin sanal olarak ii¢ boyuta aktarimasi ile mikroskop ya da monitdr
goriintiisii kullanilarak partikiil sayimi yapilabilir. Saymm yapilirken mikrovida
hareket ettirilerek goriintiiniin ilk netlestigi ylizey (alt ve tist ylizey) belirlenir. Daha
sonra goriintiiniin netligi kayboluncaya kadar kesitin i¢inde ilerlenir ve kesitin diger

yiizeyine ulasilir. Bu sirada goriintii alamna giren partikiiller sayim kurali
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dogrultusunda sayilir. Sayimda kullanilan hesaplamalar i¢in kesit kalmliginin
bilinmesi gerekir. Kesit kalinligim 6lgmek i¢in mikrokatdr gibi aletler gelistirilmistir.
Mikrokator, mikroskop tablasimin hareketlerini &lgerek z eksenindeki derinlik
boyutunu belirler ve boylece optik olarak diizlemler boyunca kesitin i¢inde ne kadar
ilerleme yapildigini tespit eder. Kesit kalinliginin hesaplanmasinda kullamlan diger
bir yéntem ise mikrovidamn kalibre edilmesi ydntemidir (55). Kesitin kesilme
yiizeyindeki fiziksel bozukluk nedeni ile olusabilecek artefaktlardan etkilenmemek
ve sayilan bir ndronun tekrar sayimasm engellemek igin kesitin alt ve st
yiizeyinden belli bir mesafe (3-5 pm) belirlenmesi ve bu ylizeylerde partikiil sayimi
yapilmamasi gerekir. Bu mesafelere alt ve iist glivenlik kusag: denir. Partikiil sayim
yalmzca bu iki giivenlik kusag arasinda kalan h yiiksekliginde yapilir. Bu gekilde
gergeklestirilen bir sayim, o disektor hacmi igerisinde bulunan partikiil sayistm
verecektir. Sonug olarak toplam disektdr partikiil sayisi, toplam disektér hacmine
béliindiigiinde, birim hacimde bulunan partiiikiil sayis1 (sayisal yogunluk N) elde
edilir. Toplam partikiil sayisim hesaplamak i¢in, sayisal yogunluk degeri ile yapinin
toplam hacmi garpilir (52,54,56,57).

Optik par¢alama (fraksiyonlama) yontemi

Sistematik rastgele 6rneklemenin bir bagka sekli olan optik fraksiyonlama,
toplam obje sayisinin hesaplanmasinda yeni bir yontemdir. Referans hacminin
kisimlara boliinerek Srneklenmesidir. Ilgilenilen hacimde sistematik rastgele
ornekleme ile Srneklenmis belli bir parcada yani fraksiyonda, disektdrle sayim
yapilir. Bu uygulamada iig boyutlu bir sayim yontemi olan optik disektor ve optik
pargalama ile 6rnekleme y6ntemi birlikte kullamlir. Uygulama kolaylig1 nedeni ile en
gok tercih edilen partikiil Ornekleme yontemlerindendir. Dokulardaki gekil
degisikliklerinden, fiksasyon, takip, gomme, kesit alma, boyama gibi histolojik
islemler nedeni ile olusabilecek biiziisme veya sisme gibi etkilerden bagimsiz olarak
kullanilabilmesi 6nemli 6zelligidir. Bu nedenle dondurma ySntemi, parafin ve plastik
gdmme teknikleri i¢in uygundur. Ayrica yapilardaki partikiillerin sekli, bitytikliigi ve
yonelimlerinden (gapraz, oblik vb) etkilenmez, partikiil saymm1 yam1 sira partikiil ¢api,
yiizey alam ve hacim hesaplamalan igin de kullamlmaktadir (52,54,56,57). Bu
yontemde de, diger pargalama yontemlerinde oldugu gibi doku, kesit ve kesit alani

seviyelerinde ornekleme yapilir. Boylece sayim igin yapmn kiigiik bir parcasi
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orneklenmis olur. Onemli olan bu &rneklenen bolgenin, ilgilenilen yapidaki oraninin
bilinmesidir. Orneklenen kisimdan elde edilen partikiil sayisi, bu par¢anin ana

yapilara oranlar ile ¢arpilirsa toplam partikiil say1sina ulasilmig olur (54,57).

OPTiK PARCALAMA YONTEMINE GORE HUCRE SAYIMI

Parcalayica ornekleme stratejisine uygun kesit alma ve kesit érnekleme
oran1 (KeOO)

-50 °C’de hizli dondurma islemi ile doku fiksasyonu saglandiktan sonra
kesitlerin daha iyi alinmasi amaciyla kriyostat -15 °C’ye ayarlandi. Her sigan
beyninden, POA’na kargilik gelen bélgelerden 50 pm, hipokampusa karsihik genel
bolgelerden ise 100 um kalinliginda ve sistematik rastgele drnekleme yontemine
uygun kesitler alindi. Bu islem, alinan ilk kesitten sonra sirayla bir kesit alinip bir
kesit atilmasi geklinde gergeklestirildi. Kesit alma islemine beyin dokusunun
sonuna kadar devam edildi ve boylece her sigan beyninden POA igin 6-8 kesit,
hipokampus i¢in 18-20 kesit alinmig oldu. Boyanan kesitler igerisinden
hipokampusa ait olanlar ayrildiktan sonra, her sigan igin ilk kesitten itibaren bir
kesit atilip bir kesitte sayim yapildi Béylece optik pargalama yontemine gore
toplam hiicre sayisim hesaplamada gerekli parametrelerden biri olan, kesit
ornekleme orani belirlenmis oldu (KeOO=1/4) (53,54,56).

Alan érnekleme orami (AOO)

Toplam hiicre sayisim hesaplamak icin gerekli bir bagka parametre AOOdur.
Stereolojik c¢aligmalar yapilirken sistematik rastgele Orneklemeye gore segilen
kesitlerde, ilgilenilen bolgenin alami mikroskopta belirli aralilarla x ve y ekseni
boyunca taranir. Béylece “x.y adimlama alam™ tamimlanmig olur. Hiicre sayimu ise
her adimlama alamnin daha Snceden belirlenen bir béliimiinde, yani tarafsiz sayim
gergevesi alanimin x, y adimlama alanina oranlamas) ile 6rmekleme oram belirlenir
(54).

Calismamizda monitr iizerinde x, y adimlama alanim belirlemek igin
Adigiizel ve arkadaglarinin (58) Thoma lami kalibrasyon ydntemiyle olusturduklari,
iizerinde tarafsiz sayim gergevesi de ¢izili olan asetat kullamlmigtir. Bu ¢aligmada
aragtiricilar mikroskopta bir Thoma laminmin ¢izgileri arasim X100 biiylitmede
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belirlemisler (Thoma laminin ¢izgileri arasindaki mesafe 0.05 mm) ve goriintiiyd,
mikroskoba monte edilmis video kamera ile bir monitére aktarmislardir. Boylece
asetat iizerine cizilen, ¢izgiler aras1 50 pm (0.05 mm) olan bir kare elde etmislerdir.
Bu kare seklindeki lamin ortasina gerekli kalibrasyonu yaparak, kenarlan 20 pm
olacak sekilde tarafsiz sayim gergevesini ¢izmislerdir. Cergevenin birbirine dik sol ve
alt kenarlanm yasak kenarlar, diger iki kenan ise serbest kenar olarak
belirlemislerdir (58). Caligmamizda kullanilan tarafsiz saymm gergevesi ve Olgiileri
Sekil 9°da gosterilmistir. Tarafsiz sayim gergevesinin kenar uzunluklar esit ve 20
pum olup, tarafsiz sayim gercevesinin alam 400 pum**dir. Caligmamizda bu asetatin
hazirlandii mikroskop (Olympus CX31) ve mikroskoba monte edilmis video
kamera (Exwave HAD Color Video Camera SSc-DC88P) ile monitér (Sony LCD
monitér LMD-2010) kullamilmigtir. Kesitler, mikroskoba yerlestirilip hipokampus
bolgesi X4 biiyiitmede bulunduktan sonra mikroskop objektifi X100 (sayisal agiklik
1.25) biiyiitmeye getirilmigtir. ~Goriintii kalibrasyonu saglandiktan sonra,
mikroskoptaki kesit goriintlisinde x ekseninde 500 pm ve y ekseninde 50 pm
aralilarla adimlama yapilmigtir. Boylece bu eksendeki adimlama alam Alan (x.y
adimlama) = 500 pm X 50 pm = 25 000 um? olarak hesaplanmugstir. Daha sonra
tarafsiz sayim gercevesinin alami x,y adimlama alanina oranlanarak, alan drnekleme
orant hesaplanmistir. Buna gore AOO = 400 pm® / 25 000 pm® = 4/250 olarak
bulunmustur.

25



Serbest
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Sekil 9: Calismada kullamlan tarafsiz sayim gergevesi ve Olgileri

Kesit kalinhgmin 6l¢iimii

Calismamizda kesit kalinhgmn Olgiilmesi igin Korkmaz ve Timkaya
tarafindan (54) gelistirilen, mikrovida kalibrasyon yontemi kullamlmistir. Bu yontem
ile 151k mikroskobunda, mikroskobun mikrovidasi dondiiriilerek kesit i¢inde optik
diizlemler boyunca ilerlerken, ilk netlesen goriintii ile son netlesen goriintii arasinda
kalan mesafenin mikrovidadan okunmasi ile kesit kalinligi oOlgiilebilmektedir.
Cahismamizda, z ekseninde mikrovidadaki 1 derecelik hareket 0,5 um’ye karsilik
gelmektedir. Mikroskobun mikrovidas: déndiiriilerek kesit igerisinde optik olarak
isaretlenmis ve ilk netlesen goriintii ile en son gdzlenen net goriintl arasinda kalan
mesafe yani kesit kalmh@ (t) belirlenmistir. Tiim kesitlerin kesit kalinliklar1 bu

sekilde bulunarak ardindan her sigan i¢in ortalama kesit kalinhig (ton) hesaplanmistir.

Kesit kalmliginin tespitinden sonra 5 pm istten, 5 um alttan olmak lizere 10
pum’lik bir givenlik kusagi birakilmistir. Kesit kalinhigindan givenlik kusagi
cikartilarak, her kesit igin disektor yiiksekligi (h) belirlenmistir. Tim kesitlerin
diseksiyon yiikseklikleri bulunarak her sigan i¢in ortalama disektdr yiksekligi (hon)

hesaplanmustir.
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Kabnhk drnekleme oram (KaOO)

Kalinlik 6rnekleme oram, her sican ig¢in ayrm ayrn ortalama disektor
yiiksekligi ortalama kesit kalinlifima (to) boliinerek hesaplanmistir (KaOO= hey /
tort).

Niikleus (hiicre) sayimi

Calismamizda hipokampus CA1, CA2 ve CA3 stratum piramidale tabakasinda
bulunan hiicrelerin niikleuslart sayilmigtir. Her hiicrenin tek niikleusu oldugu igin,
hesaplamalarda niikleus sayilart hiicre sayisi1 olarak alindi. Piramidal tabakada,
piramidal hiicreler ile birlikte yaklasik %1 gibi diigiik bir oranda sepet hiicreleri de
bulunmaktadir. Sepet hiicrelerin niikleuslari, piramidal hiicre tabakasindaki
hiicrelerin niikleuslarina benzer. Bu ylizden, toplam néron sayisi, bu hiicreleri de
kapsayacak sckilde hesaplandi. Bu hiicrelerin sayima dahil edilmesi yapilan
calismayi etkilememektedir (54).

Mikroskoba yerlestirilen kesitte hipokampus, mikroskop iizerinde X4
biiytitmede belirlendikten sonra goriintii X100 bitylitmeye getirilmistir. Hipokampus
CAl, CA2, CA3 stratum piramidal tabakas1 belirlenmigtir. “x” ve “y” ekseninde
daha Once tamimlanan adimlamalara uygun sekilde, belirlenen kesit kalinligr
igerisinde, optik disektér sayim kurallarina gére sayim islemine baglanmistir. Optik
disektor yiiksekligi boyunca, yalmzca tarafsiz sayim gercevesinin iginde yer alan
yapilar veya serbest kenarlarla kesigen niikleuslar sayilmustir. Yasak kenarlarla veya
bunlarin uzantilan ile kesigen niikleuslar ise sayim dig1 birakilmigtir. Glivenlik kusagi
icinde herhangi bir niikleus goriintiiye girse bile sayima dahil edilmemigtir. Her kesit
icin sayillan n6ron sayist (Q; disektdr partikiil sayis1)) kaydedilmigtir. Bunlarin
toplanmasi ile her sican i¢in sayilan ndron sayisi (ZQ7; toplam disektdr partikiil
sayis1) bulunmustur.

Toplam ndron sayisi

Tiim bu islemlerden sonra elde edilen parametreler asagidaki formiile uygun
olarak yerlestirilmistir. Her sican i¢in hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum
piramidale bolgesindeki toplam néron sayilar hesaplanmigtir.

N(toplam) = (2Q") x (1/ KeQO) x (1/ AOO) x (1/ KaOO) (54)
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Hata katsayisi

Ormnekleme plamnin yeterlili§i her sigana ait hata katsayisi hesaplanarak
kontrol edilmektedir. Hata katsayisi hesaplanirken, her bir sigan i¢in sayilan kesit
sayilar1 ve bir Kesit igin sayilan disektor partikiil sayilar1 (Q') kullanild: (14). Hata
katsayisitmin %10’un altinda ¢ikmast ¢ahismamin 6mekleme plammnin yeterli ve

¢alismanin giivenilir oldugunun bir gostergesidir.

POA’daki ASTROSIT MORFOLOJISI

Sistematik rastgele 6rnekleme stratejisine gére, POA’na karsilik gelen beyin
alanlarindan (Paxinnos, interaural 9.600mm-interaural 7.8mm, figiire 28-43) alinan
kesitler GFAP boyas ile boyandiktan sonra, 151k mikroskobu ile X100 biiyiitmede
incelendi. Tiim gruplarda her bir sicandan elde edilen 5 kesitteki sol POA smirlar
belirlendi. Her kesitte 4 tane olmak iizere bir sigan igin toplam 20 tane astrosit
gOriintiisii mikroskoba monte edilmis video kamera aracihigr ile kayit edildi. Sol
POA’da astrositlerin boyanmadig1 kesitlerde sag POA simrlan belirlenip buradaki
astrositler degerlendirmeye alindi. Elde edilen astositlerde soma biiytikliigti, primer
dallanma sayisi, sekonder dallanma sayisi, primer dallanma ortalama uzunluklar,
sekonder dallanma ortalama uzunluklan kargilagtirildz.

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistik analiz icin “SPSS for Windows” istatistik programmin 10.0 versiyonu
kullanilmagtir. Gruplarin ortalama toplam néron sayilar: arasindaki farklihik “Mann-
Whitney U” testi ile degerlendirilmistir.
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BULGULAR

CALISMADA KULLANILAN SICANLARIN OZELLIKLERI{

Gebeliklerinin 16. giiniinden sonra TP verilen annelerin ortalama viicut agirhig
290 gram ve susam yag1 verilen annelerin viicut agirliklar1 284 gram olarak saptandi
ve ilag uygulamalari sirasinda siganlarnn viicut agirliklart arasinda bir fark

saptanmadi. (Tablo II).

Tablo II: Gebeliklerinin 16. giiniinden sonra TP ve susam yag) verilen annelerin

viicut agirliklan

Uygulanan ilag Ortalama viicut agirlig Say1
(Gram) (n)

TP 290+ 12 6

Susam Yagi 284 + 11 6

Vicut afirliklan + standart deviasyon olarak verildi.

Deney gruplar olusturulurken prenatal donemde annelerine TP ve susam yagi
verilen siganlarin viicut agirliklari ortalamas: sirasi ile 7.8 gr ve 8.2 gr olarak
saptandi (Tablo III). Baslangigta her grupta 6 tane sigan bulunurken takipte iki grupta
birer siganin Olmesi, bir tanesinde perfiizyon sirasinda yeterli fiksasyon
saglanamamasi, diger iki tanesinde ise kesit alma islemi sirasinda beyin dokusunun
pargalanmast nedeni ile verilerin degerlendirme asamasinda her gruptan toplam 5

sican degerlendirilebildi.

Tablo III: Postnatal donemde TP ve susam yag1 uygulanan siganlarin 6zellikleri

Uygulanan ilag Ortalama viicut agirhig: Say1 (n)
(Gram)

TP 7.8+0.2 12

Susam yag1 82+0.8 16

Viicut agirliklar: + standart deviasyon olarak verildi.
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Ortalama 120. giinde c¢aligma sonlandirildiginda gruplarn ortalama viicut
agiliklar Tablo IV ‘te gosterilmistir.

Tablo IV: Calisma sonlandirildiginda deney gruplarinin ortalama viicut agirliklan

Calisma Ortalama viicut agirlig Say1

gruplan (Gram) (n)
TT 196 +1.2 5
TO 182+ 1.8 5
oT 198 +3.0 5
00D 172+ 2.1 5
OOE 202 +£2.2 5

Viicut agirliklar: + standart deviasyon olarak verildi.
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HiPOKAMPUS PiRAMIDAL HUCRE TABAKASI HUCRE SAYIM
SONUCLARI

TT grubu erigkin siganlarin 120 giinliik iken viicut agirhklan ve elde edilen
kesitlerde sol hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam
noron sayilar1 ve toplam noron sayisimin hesaplanmasinda kullamlan parametreler
Tablo V’te gosterilmigtir. Bes erigkin sicanin degerlendirildigi grupta siganlardaki
toplam ndron sayisi en yiiksek 245 935, en diistik 125 145 olarak sayilds.

Tablo V: TT grubu siganlarin 120 giinliik iken viicut agirliklar, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilart

ve toplam néron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR
PARAMETRELER

1 2 3 4 5
Viicut agirlig 186.8 197.2 197.0 191.8 194.2
Q 412 510 522 811 780
1/Ka00 1,21 1,19 1,25 1,21 1,19
tont 56,30 61,70 62,35 59,63 60,32
hoxt 46,30 51,70 52,35 49,63 50,32
HK 0,020 0,010 0,015 0,023 0,013
1/A00 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
n 125145 151980 164299 245935 232635

Viicut agirligi: Gram, Disektdr sayisi: Q7, Ortalama kesit kalinligt: to (um), 1/Kalinlik Srnekleme
oran: 1/Ka00, Disektdr yiiksekligi: hy; (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan drnekleme orant: 1/A00,

n: Toplam ndron sayisi.
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TO grubu eriskin siganlarin 120 giinliik iken viicut agirliklari, sol hipokampus
CAl, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam néron sayilari ve toplam

ndron sayisinin hesaplanmasinda kullanilan parametreler Tablo VI’de gosterilmigtir.

Bes erigkin siganin degerlendirildigi TO grubunda, siganlardaki toplam néron sayist
en yiiksek 206 615, en diigiik 162 838 olarak sayild.

Tablo VI: TO grubu siganlarin 120 giinliik iken viicut agirliklar, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilari

ve toplam néron sayis1 hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR
PARAMETRELER

1 2 3 4 5
Viicut agirhg 183.8 180.2 189.6 179.3 183.0
Q 635 687 485 570 540
1/Ka00 1,188 1,203 1,343 1,204 1,216
tort 63,03 59,16 29,8 59,10 58,88
ot 53,03 48,16 19,8 49,10 48,88
HK 0,0184 0,0121 0,027 0,0097 0,0111
1/A00 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
n 188595 206615 162 838 171 570 164 160

Viicut agirhigi: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kalmligy: t,, (um), 1/Kalmlik drnekleme
orant: 1/Ka00, Disektor yiiksekligi: ho, (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan drnekleme orani: 1/A00,

n: Toplam noéron sayist.
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OT grubu erigkin siganlarin 120 giinliik iken viicut agirliklari, sol hipokampus
CAl, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilar1 ve toplam

ndron sayisinin hesaplanmasinda kullanilan parametreler Tablo VII’de gosterilmistir.

Bes erigkin sicanin degerlendirildigi TO grubunda, siganlardaki toplam ndron sayisi

en yiiksek 194 628, en diigiik 139 293 olarak sayildi.

Tablo VII: OT grubu siganlarin 120 giinlikk iken viicut agirliklari, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam ndron sayilari

ve toplam ndron sayisi hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR
PARAMETRELER
1 2 3 4 5
Viicut agirhig 198.1 182.8 179.4 174.4 180.1
Q 469 562 512 544 662
1/Ka00 1,188 1,224 1,211 1,115 1,176
tort 57,42 54,88 59,78 62,60 61,53
hoxt 47,42 44,88 49,78 52,60 51,53
HK 0,0145 0,0173 0,015 0,06 0,0113
1/AG0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
n 139 293 171 972 164 456 154 566 194 628

Viicut agirhg: Gram, Disektor sayisi: Q7, Ortalama kesit kalmligi: t,, (um), 1/Kalinlik drnekleme
orani: 1/Ka0O0, Disektdr yitksekligi: hy, (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan &rnekleme orani: 1/A0O0,

n: Toplam ndron sayisi.
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OOD grubu erigkin siganlarin 120 giinlik iken viicut agurliklar, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam néron sayilar
ve toplam néron sayisimin hesaplanmasinda kullanilan parametreler Tablo VIII’de
gosterilmigtir. Bes erigkin siganin degerlendirildigi OOD grubunda, siganlardaki
toplam ndron sayist en yiiksek 166 702, en diisiik 137 042 olarak sayildi.

Tablo VIII: OOD grubu siganlarin 120 giinlikk iken viicut agirliklan, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam néron sayilar

ve toplam ndron sayist hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR
PARAMETRELER
1 2 3 4 5

Viicut agrhg 1702 1832 176.4 177.0 180.1
Q 462 477 558 489 500
1/Ka®0 1,001 1,195 1,192 1,121 1,1905
tort 60,56 61,21 61,21 59,76 58,28
hox 50,56 51,21 51,21 49,76 4828
HK 0.0159 0.0155 0,0108 0,0128 0,0104
1/AO0 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5

n 139177 142503 166702 137042 148812

Viicut agirligi: Gram, Disektor sayisi: Q, Ortalama kesit kalmhigt: to; (pm), 1/Kalinlik drnekleme
orant: 1/Ka00, Disektdr yiiksekligi: ho (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan drnekleme oram: 1/A00,

n: Toplam ndron sayis1.
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OOE grubu erigkin siganlarin 120 giinliik iken viicut agirliklari, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam néron sayilar
ve toplam néron sayisinin hesaplanmasinda kullamilan parametreler Tablo IX’da
gosterilmistir. Bes erigkin siganin degerlendirildii OOE grubunda, siganlardaki
toplam néron sayisi en yiiksek 194 176, en diisiik 166 420 olarak sayildi.

Tablo IX: OOE grubu si¢anlarmn 120 giinliik iken viicut agirliklari, sol
hipokampus CA1, CA2, CA3 stratum piramidale alanlarindaki toplam néron sayilar

ve toplam néron sayisi hesaplanmasinda kullanilan parametreler

SICANLAR
PARAMETRELER

1 2 3 4 5
Viicut agirhig 204.2 200.1 189.8 197.8 194.3
Q 656 582 530 599 583
1/Ka00 1,184 1,212 1,256 1,199 1,19
tort 64,24 56,96 58,93 60,88 62,22
hort 54,24 46,96 48,93 50,88 52,22
HK 0,0228 0,0256 0,0261 0,0144 0,0068
1/A00 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5
n 194 176 176 346 166 420 179 550 173 442

Viicut agirhigi: Gram, Disektdr sayisi: Q7, Ortalama kesit kalinhit: to; (um), 1/Kalnlik Srnekleme
orant: 1/Ka00, Disektor yiiksekligi: hox (um), Hata katsayisi: HK, 1/Alan droekleme oranm:: 1/A00,

n: Toplam ndron sayisl.
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GRUPLARIN SOL HIPOKAMPUS CAl, CA2, CA3 STRATUM
PIRAMIDALE  ALANLARINDAKIi TOPLAM  NORON  SAYISI
ORTALAMALARI

TT grubunda toplam ndron sayisi ortalamasi 183 999 + 52 627, TO grubunda
toplam ndron sayisi ortalamasi 178 755 + 18 647, OT grubunda toplam néron sayisi
ortalamasi1 164 983 + 20 593, OOD grubunda toplam ndron sayisi ortalamasi 146 847
+ 11 957, OOE grubunda toplam néron sayis1 ortalamasi ise 177 986 + 10 267 olarak

saptandi.

OOD grubunun toplam noron sayisi ortalamasi, OOE grubunun toplam ndron

sayisina ortalamasina gore istatiksel olarak anlaml 6l¢iide diisiik bulundu (p=0,016).
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Sekil 10: Calisma gruplarinin sol hipokampus ortalama néron sayilari
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Tablo X: Gruplarin sol hipokampus CAl, CA2, CA3 stratum piramidale

alanlar1 toplam noron sayisi ortalamalan

Gruplar Ortalama Toplam Néron Sayilan
Tr 183 999 + 52 627
TO 178 755 + 18 647
oT 164 983 + 20 593
00D 146 847 + 11 957
OOE 177 986 + 10 267

Veriler ortalama + standart deviasyon olarak verildi.

Tablo XI: ikili karsilastirmada kullanilan gruplarin istatistiksel p degerleri

ikili Karsilastirilan Gruplar p degerleri
TT/OT 1,00
T IO 1.00
TT /00D 0,03*
TT/OOE 0,69
OOE / 00D - 0,016*

* Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi (Karsilagtirmada “Mann-Whitney U” testi kullanild).
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GRUPLARIN HIPOKAMPUSLARINDAKI PATOLOJIK
DEGISIKLIKLER

Mikroskobun X4 biiyiitmesinde ve daha biiyiik bilyiitmelerde tiim galisma
gruplarinin, sol hipokampus CA1, CA2, CA3 piramidal hiicre tabakasi (Sekil 11).

Sekil 11: Gruplardan birer sigana ait farkl bityiitmelerdeki hipokampus gortiniimleri.

Kesitler krezil viole boyasi ile boyanmustir. Yukaridan asagiya sira ile TT, TO, OT,
00D, OOE gruplari. (GD: Gyrus dentatus, CA1, CA2, CA3: Hipokampusa ait
stratum piramidale’nin alt tabakalar)
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GRUPLARIN POA’daki ASTROSIT MORFOLOJISI

GFAP boyasi ile prenatal ve postnatal donemde TP alan grupta ve sadece
postnatal dénemde TP alan grupta iki, erkek kontrol grubunda ise bir kesitte
boyanma saglanabildi. Prenatal ve postnatal TP alan grupta astrosit primer ve
sekonder dallanma sayis1 sadece postnatal donemde TP alan ve hi¢ TP almayan
erkek grubuna gore daha fazla idi. Bu gruplardaki diger si¢anlarda ve diger li¢ grupta
POA’da astrositlerde boyanma elde edilemedigi igin istatiksel degerlendirme

yapilamadi.

Sekil 12: TT grubunda preoptik alanda glial fibriler asidik protein boyasi ile astrosit
morfolojisi
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Sekil 13: OOE grubunda preoptik alanda glial fibriler asidik protein boyast ile
astrosit morfolojisi
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TARTISMA

Memelilerde cinsel farklilagma, gestastasyonun kritik dénemi boyunca fetiisiin
hormonlarm etkisi altinda kalmasi ile gergeklesmektedir. Bu durum, birbirini izleyen
bir dizi olaylar sonucunda meydana gelmektedir. Bu olaylar; fertilizasyon sirasinda
kromozomal ve genetik yapinin belirlenmesi, genetik yapiya bagh olarak bu déneme
kadar bipotansiyel olan gonadlardan over ya da testislerin gelismesi ile gonadal
yapimn belirlenmesi ve olusan bu gonadal farklilasmaya bagli olarak i¢ ve dis genital
yapilarin cinse Ozgii Ozellikler kazanmasi ve boylece fenotipin belirlenmesini
icermektedir. Bahsedilen bu basamaklarda androjenler Snemli rol oynamaktadir.
Bipotansiyel gonadlarda Wolf yapillanimin devam etmesi testosteron ve
dihidrotestosteron varligina baghdir. Bu farklilagma siirecinde testisler gelismezse ve
ortamda androjenler bulunmaz ise overler gelisir ve disi fenotip kazamlir (43).

Cinsel farklilasma sirasinda genetik ve gonadal yap: disi yonde farklilastig
halde, ortamda bulunan andojenler disi yapilarda bulunan androjen reseptorleri yolu
ile etki olusturmaktadir. Bu dénemde anrojenlere maruz kalan disi fetliste kuskulu
genital yapi ortaya ¢ikmaktadir (43).

Cinsel farklilasma hayatin diger donemlerinde psikoseksiiel farklilagsma ile
devam etmektedir. Psikoseksiiel farklilagma dort simifa ayrilabilir. Bunlar; cinsel
kimlik ya da kiginin kendisini kadin ya da erkek olarak tanimlamasi, cinsel rol, cinsel
yonelim yani es segimi, biligsel farkliliklar olarak siralanmaktadir. Bu siireglerin
herbirisine androjenler gesitli derecelerde etki etmektedir. Prenatal ve erken postnatal
dénemde testosteronun beynin belirli bolgelerine olan etkisi bu farklagsmanin temelini

olusturmaktadir (43).

Gelisim siireci boyunca gonadal hormonlarmn etkileri sonucu beyinde cinsel
farklilasma olmakta, bu etkilenme ile cinsel yonelim ortaya gikmaktadir. Gonadal
hormonlarinin tetikledigi beyindeki bu cinsel farklilagmamin mekanizmalan tam
olarak bilinmemekle birlikte, bu etkilenmenin ii¢ kritik dénem boyunca olustugu
diistiniilmektedir. Bu donem, genital organlarin sekillendifi erken gestasyonel
donem, perinatal dénem ve puberte donemlerini kapsamaktadir (58). Calismamizda
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prenatal ve erken postnatal donemi kapsayan perinatal dénem siiresince uygulanan
andojenlerin hipokampus piramidal hiicre sayisina etkisi ve POA’daki astrosit

morfolojisi tizerine olan etkisi degerlendirildi.

Memeliler, hayatin erken d6nemlerinde testikiiler hormonlara maruz
kalmadiklan siirece disi {ireme fonksiyonlari ve davranigi gosterme egilimindedirler
(59). Bu durum beynin cinsel farklilagmasinda “organizasyon-aktivasyon hipotezi”
temelinde olur. Bu goriise gore esas olan beynin gelisim siirecinde iki kritik donem
boyunca gonadal hormonlara maruz kalmasidir. Beynin perinatal dSnem boyunca
goreceli olarak kisa bir siirelifine gonadal hormonlarin etkisinde kalmasi ile
“organizasyon” etkisi ortaya g¢ikar. Bu etki ile beyinde morfolojik, fonksiyonel ve
davranigsal degisiklikler olugur. Meydana gelen bu degisiklikler, uzun donem
boyunca devam etmektedir. Geligim siireci igerisinde devam eden hormonal
maruziyet sonucunda ise “aktivasyon” etkisi ortaya ¢ikar ki bu dénemde beyinde
bahsedilen morfolojik, fonksiyonel ve davranigsal degisiklikler daha kisa siirelidir ve
geri doniistimlii degisikliklerdir (2, 59).

Siganlarda, erkek cinsiyette testikiiler testosteron iiretim siireci prenatal 18.
giinden doguma kadar devam eder ve bu dénem over kaynakli hormonlarin sessiz
kaldigi bir donemdir. Bu siiregte salgilanan testosteronun beyinde androjen
reseptorlerini etkilemesi sonucu cinsel farklilagmanin bazi komponentlerinin ortaya
ciktigy diistiniilmektedir (3). Ancak bu farklilagmada testosteronun tek basina etkisini
ayt etmek giictiir. Beyinde cinsiyet bakimindan dimorfik olan birgok bolgede
bulunan aromataz enzimi ile testosteron Ostrojene doniistiirilmekte ve meydana
gelen Ostrojenin bu niikleuslarda iki cins arasindaki voltim degisikliklerinin ortaya
¢ikmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (3, 59-65).

Gonadal hormonlann tetikledigi beynin farklilagma siireci iginde hipokampal
yapilar etkilenen bolgelerden bir tanesidir. Androjenlerin hipokampus {izerinde gliglii
noroprotektif ve homeostatik etkilerinin oldugu bilinmektedir ve yapilan deneysel
caligmalarda hipokampusun dimorfik oldugu saptanmustir (3). Literatiirde
hipokampal yapilarin erkek siganlarda maskiilinizan yapida oldugu, bir anti androjen
olan flutamitin erkek siganlara uygulanmasi ile erkek siganlardaki maskulizan
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paternin engellendigi gosterilmistir (3,66,67). Isgor ve arkadaglan (3) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, prenatal dsnemde andojen uygulamasi ile hipokampus CAl ve
CA3 piramidal hiicre tabakasimn voliimiiniin ve bu bélgedeki hiicre govdelerinin
biiytikliigiiniin arttign gosterilmistir. Aym c¢aliymada herbangi bir hormonal tedavi
verilmeyen erkek ve disi siganlarda CA1 ve CA3 bolgelerinde piramidal hiicre total
néron sayisimn benzer oldugu bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda herhangi bir
hormonal tedavi verilmeyen disi ve erkek kontrol gruplan karsilastinldiginda erkek
cinsiyette hipokampal total noron sayismn disi kontrol grubuna gére daha fazla
oldugu goriildii (p=0.016).

Hipokampus, erkeklerde androjen reseptdrii agisindan oldukg¢a zengin bir
bolgedir ve beynin bu bolgesi testosteron i¢in hedef organ durumundadir. Ozelikle
hipokampus CA1 bolgesindeki piramidal noéronlar androjen reseptorlerinin
bulundugu primer bolgedir. Bu bdlge ayni zamanda testosterondan &stradiole
doniistimii saglayan aromataz enzimini de diigiik diizeyde igermektedir. Morfolojik
calismalar hipokampusun bu yapilarinin, testosteron ve dstrojenin ortak etkisi sonucu
sekillendigini gostermektedir (68-69). Farelerde testosteronun hipokampus voliimi
fizerine pozitif etkisi gosterilmigtir (66,67). MacLusky ve arkadaglan (70),
androjenlerin hipokampus CA1 bélgesindeki sinaps saysi iizerinde etkili oldugunu,
kastrasyon ile sinaps sayisimin azaltilabilecegi ve testosteron tedavisi ile de sinaps
sayismin arttirilabilecegini bildirmiglerdir. Isgor ve arkadagslan (3) ise disi siganlara
prenatal dénemde uygulanan testosteron ve Ostradiol benzoatin, hipokampal CAl
bolgesinde voliim agisindan maskiilinizan patern olusturdugunu gostermislerdir.
Aym etkiyi dihidrotestosteron ile elde edemeyen aragtinicilar, bu durumun
aromatizasyon etkisinden dolay1 olabilecegini savunmuglardir. Aymi calismada
testosteron, Ostradiol ve dihidrotestosteronun total hiicre sayisim degistirmedigi
saptanmigtir. Caligmamizda da prenatal donemde disi siganlara uyguladifimiz
testosteronun hipokampus CA1l, CA2, CA3 bolgelerinde piramidal tabakadaki
toplam noron sayisim arttirdigini gordiik, ancak literatiir ile paralel sekilde disi
kontrol grubu ile kargilastirildifinda istatistiksel olarak anlamli degildi. Hiicre
sayisinda anlamli artis olmamasina kargin daha 6nceki ¢aligmalarda piramidal tabaka
voliimiiniin testosteron uygulamasi ile artmis olmasi metod ile iligkili olabilir. Hiicre

saymmi yapilirken sadece soma goriilebilmekte ve hiicrenin sadece soma kismi
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sayilabilmektedir. Oysaki aymi alan voliim agisindan degerlendirildiginde soma
diginda kalan diger yapilar da sonuca katkida bulunabilmektedir.

Prenatal dénemde oldufu gibi postnatal donemde de beyin gonadal
hormonlarin etkisi altindadir. Siganlarda dogumdan sonraki ilk 10 giin bu siirecteki
en kritik donemdir (70). Bu donemde, erkek cinsiyetin kastre edilmesi durumunda
etkinin kayboldugu, disi cinse testosteronun uygulamasi ile de hipokampal yapilar
iizerinde maskiilinizan etki olustugu bilinmektedir (71). Bu hormonal degisiklikler
sonucu hipokampus morfolojisinde meydana gelen degisikliklerin, hipokampus
fonksiyonlarina da yansidig1, morfolojik degisiklikler ile davramis modellerinde elde
edilen sonuglarin korele oldugu goriilmiigtiir (71). Calismamizda, prenatal donemde
disi siganlara testosteron uygulamas: ile hipokampal hiicre sayisinin disi kontrol
grubuna gore artti, sadece prenatal androjen uygulamasinin ya da sadece postnatal
androjen uygulamasimn piramidal tabaka hiicre sayisini bir miktar arttirdig1 goriildii.
Tek bagina prenatal androjenin yine tek basina uygulanan postnatal androjenden daha
etkili oldugu saptandi. Ancak ikili kargilagtirmalarda bu gruplar arasinda anlaml fark
saptanmadi. Hem prenatal hem postnatal ddSnemde andojen uygulamasi ile tek bagina
prenatal ya da tek bagmma postnatal andojen uygulamasmin piramidal hiicre
tabakasindaki total hiicre sayisi iizerindeki artigtan daha anlamli oldugu goriildii.

Disi cinsiyette dstrojen, hipokampusta sinaps yogunlugunu belirlemede potent
bir diizenleyici olarak gorev alir (72). Siganlarda overlerin gikartlmas: hipokampusun
CA1 bolgesindeki sinaps sayisin1 %20-%30 oraninda azaltmaktadir ve overiektomi
yapilmig siganlara 72 saat siiresince uygulanan Ostrojen ile bu etki geri
dondiiriilebilmektedir. Postnatal dénemde uygulanan Ostrojen ile hipokampusun
fizerinde olusturulabilen bu etkiler benzer sekilde prenatal Sstrojen uygulamasi ile de
deneysel olarak olusturulabilmektedir. Prenatal donemde uygulanan dstrojen ile CA1l
bolgesinde piramidal hiicre tabakasi voliimii ve bu bolgedeki hiicre govdelerinin

biiyiikliigiiniiniin arttif1 gosterilmistir (3).
Siganlara Ostrojenin prenatal donemde uygulanmas: ile hipokampusta elde

edilen morfolojik degisiklikler aym donemde testosteron uygulamasi ile de elde
edilebilmektedir. Ostrojen ve testosteronun beyin iizerinde olugturdugu bu etkinin

44



her iki cinste benzer ya da farkli mekanizmalar ile meydana geldigi konusu
tartismahdir. Erkek cinsiyette testosteronun androjen reseptorleri yolu ile bu etkiyi
olusturdugu, disilerde ise Ostrojenin Ostrojen reseptdrii araciligr ile bu etkileri
olusturdugu diigiiniilebilir. Ancak testosteron ile elde edilen etkilerin,
dihidrotestosteron ile elde edilememesi, testosteronun aromatizasyon yolu ile
ostrojene doniiserek etkide bulundugunu diiglindlirmektedir. Beyinde cinsiyet
bakimindan dimorfik olan birgok bolgede yeteri miktarda aromataz enzimi
bulunmaktadir. Aromataz enzimi testosteronun Ostradiole doniisiimiinde goérev
almaktadir ve ortaya ¢ikan ostradioliin, Ostrojen reseptorlerine yliksek diizeyde
affinitesi vardir. Erkek gonadlarda salgilanan testosterondan, cinsiyet agisindan
dimorfik olan bu bélgelerde lokal olarak aromataz enzimi ile olusan dstradiol, beynin
bu niikleuslarinda iki cins arasindaki voliim degisikliklerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (3, 59-65). Calismamizda erkek kontrol grubu digindaki tiim gruplar disi
siganlardan olugsmakta idi ve hormon tedavisi verilen tiim gruplarda testosteron
propiyonat kullanildi. Bu disi siganlarda testosteronun hipokampus ({izerinde
olusturdugu etkinin, beyinde testosteronun aramatizasyon yolu ile dstrojene
doniigerek yapmasi muhtemeldir. Aymi ¢alisma gruplarnda testosteron yerine
dihidrotestosteron kullanilsayd: sonuglar farkli olabilirdi. Ciinkii daha dnce yapilan
caligmalarda dihidrotestesteronun CAL1 iizerine etkisiz bulundugu CA3 flizerinde ise
etkili bulundugu gosterilmisti; bunun nedeni ise tek bagmna hipokampusun farkli
bolgelerinde reseptér yogunlugunun farkli olmasi ile agiklanamamugtir (3).
Hipokampusun bu iki bolgesi arasindaki farklilifin nedeni aromatize bir androjen

olan dihidrotestosteronun Sstrojene doniistiiriilemesi ile agiklanabilir.

Hipokampusun Ogrenme ve bellek gibi birgok fonksiyonu oldugu
bilinmektedir. Her iki cinste morfolojik olarak farkliliklar gosteren bu bolgenin
fonksiyon olarakda dimorfik oldugu bilinmektedir. Deneysel olarak siganlarda
olusturulan davranig ¢aligmalarinda hi¢ bir hormonal tedavi verilmeyen erkek ve disi
gruplar Kkarsilagtirildiginda her iki cinste test performanslarmun farkli oldugu
goriilmiistir (3,67). Gerek prenatal gerekse de postnatal donemde uygulanan
androjenlerin hipokampusun degisik bolgeleri iizerine mazkulinize edici etkisi
bilindigine gére olusan mofolojik farkliliklar davranislara ne Slgiide yansimaktadir.
Androjen uygulamast ile hipokampus CA1 bdlgesinde olusturulan voliim degisikligi

45



ile yapilan davrams testlerinde de aym gruplarda maskiilinizan patern saptanmigtir
(3, 58). Bizim ¢aligmamizda prenatal ve postnatal testosteronun hipokampus total
hiicre sayisim etkiledigi saptandi ancak bu degisikliklerin hipokampal fonksiyonlarla
iligkisi degerlendirilmedi.

Gelisim siireci igerisinde beynin gonadal hormonlarin etkisinde kalan ve
dimorfik yapilanma gosteren bir diger kismm da POA’dir. Temel olarak cinse dzgii
davrams ile iligkilidir (1,5). Yetigkin siganlarda POA’daki seksiiel dimorfik niikleus
(SDN) erkek cinsiyette kadina gore daha bilyiiktiir. Testosteron diizeyi ve SDN
biiyiikliigii ile cinse ozgii davraniglar koreledir (72). Perinatal donemde uygulanan
steroidlerin bu bélgedeki néronal morfoloji ve yogunlukta 6nemli oldugu yapilan
caligmalarda ortaya konulmustur (43,44). Noronal iletisimde dnemli bir role sahip
olan astrositler bu konudaki ¢aligmalarin merkezindedir. Amateau ve arkadaslari (2)
yenidogan déneminde yavru sicanlarda postnatal 1. giinde erkek cinsiyette POA’daki
astrositlerin primer dallanmalarinin sayisinin ve uzunlugunun disi siganlardan daha
fazla oldugunu ve bu farkliligin postnatal 3. giinde de devam ettigini saptamiglardur.
Ayni ¢alismada erken postnatal donemde yavru siganlara uygulanan testosteron ve
ostradiol ile astrosit morfolojisinin degistigi, ancak dihidrotestosteron uygulamasinin
etkisiz oldugu saptanmugtir. Biz ¢alismamizda, postnatal donemde uygulanan
androjenler ile POA’da astrosit morfolojisinde meydana gelen degisikliklerin
prenatal androjen uygulamas: ile de meydana gelip gelmedigi ve olusabilecek bu
degisikliklerin eriskin donemde de devam edip etmedigi sorularina yamt bulmay:
amaglamustik. Ancak tiim kesitlerde GFAP ile boyanma elde edilemedigi i¢in bu
sorulara cevap alinamadi. Boyanmanin saglandigi kesitlerde gozlemsel olarak
astrositlerin dallanma sayisimn prenatal ve postnatal testosteron alan grupta tedavi
almayan erkek kontrol grubuna gére daha fazla oldugu goriildii.
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SONUCLAR

Erkek cinsiyetteki siganlarda, disi cinsiyetteki siganlara gére hipokampus
piramidal hiicre tabakasindaki total hiicre sayisinin daha fazla oldugu goriildii.

Prenatal ve erken postnatal dSnemde androjen uygulamas: ile eriskin dénemde

hipokampus piramidal tabakadaki hiicre sayisimin degistigi gortildii.

Prenatal donemde testosteron propiyonat uygulamasimin hipokampus piramidal
tabaka hiicre sayisi1 iizerindeki etkisi, postnatal dénemde testosteron propiyonat

uygulamasindan daha etkili oldugu goriildii.

Hipokampus piramidal hiicre tabakasindaki hiicre sayis: iizerinde en belirgin
degisimin, hem prenatal hem de postnatal donemde androjen uygulamas: ile elde
edildigi goriildi.

Glaial fibriler asidik protein immiinhistokimyasal boyamas: ile preoptik alanda
tiim astrositlerin boyanmadig: goriildi.

Androjen uygulamast ile hipokampal hiicre sayisinda olusturulan

degisikliklerin hipokampal morfoloji ile korele olup olmadiginin davranis ¢alismalar
ile birlikte degerlendirilmesine ihtiya¢ oldugu sonucuna varidi.
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OZET
Sicanlarda prenatal ve erken postnatal donemde verilen androjenlerin
erigkin déonemde beyinde hipokampal hiicre sayisi ve preoptik alan morfolojisi

iizerine etkisi

Dr. Masallah CANDEMIR

Hipokampusun, Sgrenme ve hafiza ile ilgili fonksiyonlarda rol aldifi ve
hipokampal morfolojide cinsiyet farkliligmin etkili oldugu bilinmektedir. Ancak
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamustir. Geligsimsel olarak gonadal steroidlere
duyarli olan bu bélgenin histolojik yapisinin, 6zellikle prenatal donemde uygulanan
adrojenler ile farklilagtirilabildigi ve buna parelel olarak erigkin donemde
hipokampal fonksiyonlarda degismeler izlendigi gorilmiistiir.

Preoptik alan (POA), erkekte ve kadinda cinse 6zgii davrams ile iligkilidir ve
morfolojik olarak her iki cinste farklidir. Caligmalar, bu boélgedeki noronlarm
karakteristigi ve astrosit morfolojisi {izerine yogunlagmistir. Prenatal donemde
verilen androjenlerin POA biiyiikliigiinii arttirdig1 ve erkek cinse ait davranisa neden
oldugu Dbilinmektedir. Onceki calismalarda yenidogan siganlara testesteron
uygulamasi ile POA’daki astrosit morfolojisinin degistigi g6zlenmigtir. Ancak bu
degisikligin erigkin donemde de devam ettigi konusunda bilgi yoktur.

Bu ¢alismada, siganlarda prenatal ve postnatal donemde uygulanan testosteron
propionatin (TP) erigkin dénem hipokampus piramidal hiicre sayis1 ve POA’da
astrosit morfolojisi lizerindeki etkisi aragtirildi.

Calismada, Wistar Albino cinsi siganlar kullanildi. Sadece gebelik déneminde
annelerine TP uygulanarak olusturulan prenatal androjen grubu, gebelikte annelerine
ve dogduktan sonra ise yenidogan déneminde TP uygulanarak olugturulan prenatal
ve postnatal androjen grubu, sadece postnatal donemde TP uygulanarak olusturulan
postnatal androjen grubu olmak iizere 3 disi grup ile birlikte, ayn1 dSnemlerde susam
yag verilerek olusturulan disi ve erkek kontrol grubu kullamldi. Siganlar, 120. giinde
genel anestezi altinda intrakardiyak perfiizyon sonrasi dekapitize edilerek beyinleri
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¢ikanldi. Elde edilen kesitlerde Cresyl violet ile hipokampal piramidal tabakada
hiicre sayim, glial fibriler asidik protein (GFAP) boyasi ile preoptik alandaki astrosit

morfolojisi incelendi.

Erkek kontrol grubunda hipokampal hiicre sayis1 digi kontrol grubuna gore
daha yiiksek bulundu (p=0.01). Prenatal dénemde androjen verilen grupta hiicre
sayis1 disi kontrol grubuna gore yiiksek saptandi ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamh degildi. Hem prenatal hem de postnatal TP uygulamasi ile hiicre sayisinin,
sadece prenatal, sadece postnatal, digi ve erkek kontrol gruplarindan daha yiiksek
oldugu; ancak bu farkin sadece disi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriildii (p=0.03). Prenatal ve postnatal TP alan grupta astrosit primer ve
sekonder dallanma sayisi sadece postnatal dénemde TP alan ve hi¢ TP almayan
erkek grubuna gére daha fazla idi. Ancak, tim kesitlerde boyanma saglanamadigi
icin istatistiksel degerlendirme yapilamadi.
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SUMMARY

Effect of prenatal and early postnatal androgens on adult hippocampal

pyramidal neuron count and morphology of preoptic area in rat.

Dr. Masallah CANDEMIR

Hippocampus is implicated on functions related to learning and memory and
hippocampal morphology exhibit sexual differences. But mechanisms were not
clearly exhibited. Hippocampus is developmentally sensitive to gonadal steroids
assessed especially prenatal period and as a result histologic structure can be
differentiated and hippocampal functions vary in adulthood with androgens.

Preoptic Area (POA) is the critical neural substrate underlying gender specific
behaviors and morphologically different in male and female. Recent studies
especially focused on neuron charecteristics and morphology of astrocytes. It is
known that androgens assessed in prenatal period enlarge POA volume and
contribute to male specific behaviors. Altough previous studies demonstrated that
administration of testosterone to newborn rats change astrocyte morphology in PAO,

there is no any information whether these differences continue in adulthood.

In our study we investigated the effects of testosterone propionate (TP)
administered in prenatal and postnatal periods on pyramidale cell count of
hippocampus and morphology of astrocyte in rats.

Wistar Albino rats were used in the study. Rats were assigned to one of 3
treatment regimes including prenatal androgen group (maternal TP assessed in
pregnancy), prenatal and postnatal androgen group (maternal TP assessed in
pregnancy and TP assessed in postnatal period), postnatal androgen group (TP
assessed in postnatal period). Sesame oil was injected to male and female control
group. In the 120th day of study all rats sacrified by decapitation under general
anesthesia after intracardiac perfusion and brains were removed. Acquired sections

were exposed to cell count in hippocampal pyramidale layer with cresyl violet and
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astrocyte morphology in POA visualized by glial fibrillary acidic protein (GFAP)
immunocytochemistry.

Hippocampal cell count was higher female control group than in the male
control group (p=0.01). The cell count was higher in the prenatally androgen
administered group than female control group but this difference was not statistically
significant. The cell count in both prenatal and postnatal TP administered group was
higher than only prenatal, only postnatal and male and female control groups but
statistically difference was found only female control group (p=0.03). In prenatal and
postnatal androgen group, primary and secondary astrocyte branching count was
higher than that in both postnatal androgen and male control groups. No statistical
study was done because most sections couldn’t be visualized by GFAP

immunocytochemistry.
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