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eden yerlerinde optik disektoér yapilmaktadir. Bu sekilde
adimlardan biri (B) daha biiyiikk bir biliylitmede sematize
edilmistir. Adimin bir bolimiinde doku bulunmamasina
ragmen tarafsiz sayim g¢ercevesinin ortasina yerlestirilen (+)
isaretinin  hippokampus  dokusunun iizerine  isabet
etmesinden dolayr bu adimda optik disektor yapilmaktadir.
Kesitin Ust yizeyinden alt yizeyine kadar olan mesafede st
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yapilmak tadir. (C) ve (D) Optik disek tor uyguamasi, kesit
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icin, Kkesitin her iki yizeyinden de belirli bir mesafe
uzaklasarak  kesitin merkezinde sayim  yapilmasini
onermektedir.  Optik  disektorde sayima  baslanacak
yiizeydeki giivenlik kusaginin mesafesi daima sabit kalirken
(6rnegimizde iist ylizeydeki giivenlik kusagi daima 5 pum),
alt glivenlik kusagi ise kesitin kalnligmma gore
degisebilmektedir

Optik parcalama metodu kullanilarak hiicre sayimi
hesaplamalarinin yapildig1 sistemin genel goriintiisii

Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin
hippocampus CA  bolgesindeki  ndron  sayilarinin
karsilagtirmast. Piramidal hiicre sayist fenthion grubu
ratlarda en diisiik olarak, kontrol grubu ratlarda ise en
yiiksek olarak saptandi. Fenthion+atropin uygulanan ratlarda
ise kontrol grubuna daha yakin olarak bir azalma bulundu.
Her ii¢ grup arasinda goriilen bu farkliliklar istatistiksel
olarak da anlamli idi (p<0,05)
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Piknotik hticre)
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1. GIRIS

Insanmn yasayan canlilar i¢inde en gelismis organizmaya sahip oldugu kabul edilir.
Bu da diger canlilarda bulunan 6zelliklerin en gelismis sekliyle insanda bulunmasini
gerektigini ortaya koyar. Bu 6zelliklerden biri olan sinir sistemi organizmanin kendi
fonksiyonlarmi siirdiirmesini ve c¢evresi ile etkilesimini saglayan kontrol

mekanizmasini olusturur (Gokmen, 2003).

Calismamizda incelenen formatio hippocampi limbik sistemin bir pargasidir.
Limbik lob ilk olarak 1878de Broca tarafindan tanmimlanmustir. Insanlarda davranis
ve emosyonel olaylarin diizenlenmesini saglayan anatomik yapilarin tiimiine limbik
sistem denir. Limbik sistem organizmanin kendisini korumasina ydnelik islemleri
diizenler ve tiiriin devaminda énemli rol oynar (4rinc: ve Elhan, 2001). Limbik sistem
genel olarak; visseral islevlerde, emosyonel davraniglarda, bellek ve 6grenmede rol
oynar (Gokmen, 2003). Limbik sistemin bir par¢asi olan formatio hippocampi’nin de
bellek, 6grenme ve anksiyete, korku gibi duygularin disa vurulmasi ile iligkili roli

bilinmektedir (Moser ve ark., 1993; Bannerman ve ark., 2004).

Diinyada en yaygin olarak kullanilan toksik maddelerden birisi olan
organofosfat bilesikleri, tarim alaminda kullanmilmasi, kolay erisilebilir olmast ve
intihar amaciyla alinmasina sik rastlanmasindan dolay1 énemlidir. Yilda 3 000 000
organofosfatli bilesiklerle zehirlenme olgusu goriildiigii, ve bu zehirlenmeler
sonucunda yilda 100 000 - 300 000 6liim olgusu gorildigi tahmin edilmektedir
(Thiermann ve ark., 1999; Eyer, 2003). Organofosfat bilesiklerinin kotii amaglh
kullanim1 ve sistemik toksik etkilerinden dolayi, bir¢ok iilkede kullanimina kisitlama
veya yasaklama getirilmistir. Ancak iilkemizde {iretimi ve kullanimi yaygin olarak
devam etmektedir (Wexler, 2005, Cinkiloglu, 2007; Sevgiler, 2007). Bu nedenle
organofosfat zehirlenmesi dinyada ve (lkemizde halen 6nemli bir halk sagligi

sorunu olusturmaktadir.



Organofosfatlara maruz kalmis insanlarda goriilen bellek ve Ogrenme
sorunlar1 gibi norotoksik belirtiler hippocampus’daki norotoksik degisikliklerin neler
olabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Bu sorunun yanitin1 arastiran ¢alismalar
literatirde bulunmaktadir. Ancak bir organofosfat bilesigi olan fenthionun
hippocampus’da ndron sayist ve morfolojisi iizerine etkisini inceleyen stereolojik bir
caligmaya rastlanmamistir. Ayrica, organofosfat zehirlenmelerinde tedavide ilk ilag
olarak verilen atropinin fenthion toksisitesine karsi hippocampus’daki koruyucu
etkisini sterelojik yontemlerle inceleyen bir ¢aligma literatlirde bulunamamustur.

Bu nedenlerden dolayi, hippocampus CA bdlgesi noronlarint sterolojik
yontem ile inceleyerek, ndéron sayis1 ve morfolojisindeki olas1 degisiklikleri bulmak
ve organofosfat zehirlenmesine maruz kalmis insanlarda goriilen belirtiler ile

arasinda iliski olup olmadigini mevcut literatiir esliginde tartismay1 amagladik.

1.1. Fenthion

1.1.1. Fenthionun Ozellikleri

Fenthion (O,0-dimetil-O-(4-metilmerkapto)-3-metilfeniltio-fosfat, C19H1503PS,)
genis spektrumlu bir organofosforlu insektisittir. Molekiil agirligi 278.33 kDa olup
lipofilik karakterde bir bilesiktir (Cinkiloglu, 2007). Yaklasik 200 farkli organofosfor
ester bilesigi bulunmaktadir ve biitiin organofosfor bilesikleri soman, sarin gibi sinir

gazlarindan tiiretilmistir (Ecobichon, 2003) (Sekil 1.1).

Kaynama noktas1 0.01 mmHg’da 87 °C, erime noktas1 7.5 °C, buhar basinci 4
mPa (20 °C’de), ¢oziiniirligii 20 °C suda 2 mg/L dir (gliserid yaglar1 ve bircok
organik ¢ozlclde ¢ozlinebilir). Saf bilesik renksiz sivi goriiniimiinde, teknik bilesik

ise sar1-kahverengi renklidir (Tsatsakis ve ark., 2003; Piner, 2005; Sevgiler, 2007).

Organofosfatlarin esas toksisite mekanizmasi asetilkolin esteraz enziminin
inhibe edilmesine dayanir. Bu inhibisyon sonucu sinaptik aralikta asetilkolin birikir
ve buna bagli olarak santral ve periferik sinir sisteminde kolinerjik iletim bozulur

(Wexler, 2005).
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Sekil 1.1. Fenthionun kimyasal yapis1 (Wexler, 2005).

1.1.2. Fenthionun Kullamildig1 Alanlar

Fenthion, 1960 yilinda iiretime sunulmus olup {iilkemizde 1966 yilindan beri
iiretilmekte ve kullanilmaktadir. Fenthion’dan bahge ve tarlalarda zararli bocekleri
oldiirmek amaciyla yararlanilir. Ayrica sigir, domuz ve evcil hayvanlarda kene, bit
ve pire gibi dig parazitlere karsi deriye uygulanarak kullanilmaktadir. Siis baligi
iiretilen havuzlarda zararhi sineklerin larvalarmi 6ldiirmek i¢in sulu cozeltileri
kullanilir. Etkili bir avisid olan fenthion tarimsal faaliyetlere zararli oldugu kabul

edilen bazi kuslara kars1 gegmiste kullanilmistir.

Fention’un s1g1r eti ve yagindaki kalintilara bagli olarak diyet ile alimi sonucu
maruziyet olusabilir. Sivrisinek kontrolii amaciyla kullanildiginda diisiikk dozda genis
alanlara uygulandigindan dolayr insanlar i¢cin maruziyet riskinin az oldugu kabul
edilmektedir. Su yilizeyinde 6nemli bir birikim olmadigi i¢in igme suyu onemli bir

maruziyet kaynagi olarak goriilmemektedir (Wexler, 2005).



1.1.3. Fenthion’un Biyolojik Etkileri

1.1.3.1. Genel Etkileri

Fenthion; solunum, sindirim, oral mukdz membranlar, konjonktiva ve ayrica lipofilik
oldugu i¢in deri yoluyla hizli bir sekilde kan dolasimina geger (Kamanyire ve
Karalliedde, 2004; Wexler, 2005). Idrar ve gaita yoluyla viicuttan atilir. Idrarda atilan
ana metabolitleri siilfoksit ve siilfon formlaridir. Fare, rat ve tavsan i¢in fenthionun
intraperitoneal ve dermal LDso degerleri sirasiyla, 125-330 mg/kg ve 330-800 mg/kg
olarak bulunmustur (Wexler, 2005). Ratlarda oral LD50 degeri 180-298 mg/kg olarak
bildirilmektedir (Extoxnet, 1993).

Asetilkolin, otonom sinir sistemindeki tim ganglionlarda, beyindeki
sinapslarin  bir kisminda, kas iskelet kavsaginda, sempatik sistemdeki bazi
postganglionik sinir u¢larinda ve adrenal medulla’da bulunan bir nérotransmitterdir.
Asetilkolin esteraz enzimi sinaps araliginda bulunan astilkolin’i parcalayarak
inaktive eder. Fenthion tarafindan asetilkolin esteraz’mn inhibe edilmesi sinaps
araliginda asetilkolin’in birikmesine yol agar. Bu da parasempatik sistemde asir1
aktivasyona yol acarak akut kolinerjik sendroma neden olur (Kamanyire ve
Karalliedde, 2004). Buna bagli olarak, noromiiskiiler kavsak, merkezi sinir sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, iirogenital sistem ve endokrin sistem etkilenir. Ayrica
karaciger hasarma ve lipid peroksidasyonuna sebep olurlar. Tripsin, a-kimotripsin,
elastaz aktivitelerini ve kolinesterazlari inhibe ederler. Fenthion reaktif oksijen tiirleri
ve serbest oksijen radikallerin olugsmasina neden olarak karaciger ve beyinde lipid
peroksidasyonuna, DNA'nin tek kolunda kiriklara ve laktat dehidrogenazin
ekstraselliiler siviya sizintisinda artisa yol acar. Ratlarda yapilan kronik fenthion
toksisitesi caligmalarinda kolinestaraz inhibisyonuna ek olarak epididim ve

nazolakrimal kanalda patoloji saptanmistir (Gokalp, 2003; Wexler, 2005).

Pestisid olarak siklikla fenthion kullanan iscilerde baska pestisid bilesikleri
kullanan is¢ilere ve kontrol gruplarmna gore bilissel islevlerde bozulma ve daha
yiiksek makiiler dejenerasyon insidanst gozlenmistir. Gozdeki toksik etkiler bir yil

boyunca subkutan olarak fenthion verilen ratlarda da izlenmistir. Bunun retinadaki



biyokimyasal siire¢ler iizerindeki uzun siiren etkilere bagli olabilecegi

diistiniilmektedir (Wexler, 2005).

Fenthion karsinojen olarak degerlendirilmemektedir (Wexler, 2005). Ayrica
potent antiandrojen aktivitesinin oldugu bildirilmistir. Bu etki dihidrotestosteronun

androjenik aktivitesini antagonize etmesine baglhdir (Kitamura ve ark., 2003).

Fenthion’a oral ve dermal maruziyete baglh akut pankreatit ve kanda amilaz
yiiksekligi bildirilmistir (Kamanyire ve Karalliedde, 2004). Ayrica rat ¢aligmalarinda da
fenthion’un pankreatite neden oldugu gdsterilmistir. Organofosfat zehirlenmesi
tedavisinde kullanilan atropinin pankreas duktuslarinda hipertansiyona yol agan asir1
kolinerjik uyartyr azaltarak organofosfatlara bagli pankreatiti Onledigi ileri

stiriilmiistiir (Ela ve ark., 2008).

1.1.3.2. Akut Organofosfat Zehirlenmesi

Insanlarda akut organofosfat zehirlenmesine bagli toksik etkiler sirasiyla, akut
kolinerjik sendrom, intermediyat sendrom (IMS) ve gecikmis polindropati (GPNP)
olmak tiizere birbirini izleyen ti¢ evreye ayrilir:

1- Akut kolinerjik sendrom: Organofosfatli bilesige maruziyetten sonra sonra ilk
ortaya c¢ikan tablodur. Asetilkolin esteraz enziminin irreversibl inhibisyonu sonucu
sinaptik aralikta asetilkolin artis1 ve buna bagl olarak parasempatik sistemin asiri
aktivasyonu s6z konusudur. Akut kolinerjik sendromda olusan bulgu ve belirtiler su

sekilde ozetlenebilir:

Hafif: Basagrisi, bas donmesi, anksiyete, bulanik gérme, bulanti ve miyozis.

Substernal rahatsizlik hissi, dil ve gdzkapaklarinda fasikiilasyonlar, istahsizlik.

Orta: Gozyast ve tikriik salgisinda artis, abdominal kramplar, bulanti, diyare,
kusma, terleme, bradikardi, tremor ve solunum sikintisi, hipertansiyon, kas

fasikiilasyonlari.

Agir: Solunum sikintisi, miyozis veya midriyazis, non-reaktif pupilla, dispne,

pulmoner 6dem, siyanoz, sfinkter kontrolii kaybi, kas spazmlari, konviilziyon,



hipotansiyon, bradikardi veya tasikardi, kardiyak iskemi, kardiyak disritmi,
hipokalemi, hiperglisemi, akut pankreatit, koma ve solunum yetmezligine bagl

6lim (Olson, 2006; WHO-UNEP, 2006).

2- intermediyat sendrom (IMS): Akut kolinerjik sendromun belirti ve bulgular:
azaldiktan sonra ortaya ¢ikan ve maruziyetten 2-4 giin gecince goriilen bazi semptom
ve bulgularla karakterize klinik bir tablodur. Yaklasik %20 ile %68 arasinda degisen
oranlarda goriildiigii bildirilmektedir (Singh ve Sharma, 2000). IMS’nin karakteristik
ozellikleri arasinda solunum kaslarinda ve ekstremitelerin proksimal kaslarinda
zayiflik sayilabilir. Diger bir belirtisi ise ise motor kraniyal sinirler tarafindan
innerve edilen kaslarda zayifliktir (De Bleecker ve ark, 1992; Karalliedde ve ark., 2006;
Jayawardane ve ark, 2008). Sik goriilmesi ve solunum yetmezligine yol acabilmesi
nedeniyle IMS organofosfatlara bagli mortalite ve morbiditeyi arttiran dnemli bir
faktordiir. Ancak IMS’nin patofizyolojisi iyi bilinmemektedir. Daha 6nce one
striilen mekanizmalar arasinda g¢esitli kolinerjik reseptorlerin duyarliliginda
degismeler, kas nekrozu, uzamis asetilkolin esteraz inhibisyonu, oksim tedavisinin
yetersiz uygulanmasi, postsinaptik asetilkolin reseptorlerinin down regiilasyonu ve
desensitizasyonu, post sinaptik membrandan asetilkolin salmiminda yetersizlik ve
oksidatif strese bagli miyopati sayilmaktadir (Yang ve Deng, 2007). Fenthion’un
IMS’ye yol agtig1 bildirilmistir (Wexler, 2005).

3- Gecikmis polindropati (GPNP): GPNP belli bazi organofosfat bilesiklerinin yol
act1g1 nadir olarak ortaya ¢ikan bir toksisitedir. Santral ve periferik sinir sisteminde,
tek veya kisa siireli bir maruziyetten 1-4 hafta sonra bazi uzun aksonlarda goriilen
distal dejenerasyon ile karakterizedir. Alt ekstremitede kramp tarzi kas agrilari, distal
kisimlarda uyusma ve parestezi goriiliir. Bunlar1 ilerleyici gligsiizliik, alt ekstremitede
derin tendon reflekslerinin baskilanmasi izler. Yiirliyiis bozukluklari, piramidal
bulgular ortaya ¢ikar. Hastaligin ilerlemesiyle bir iki gln icerisinde EMG’de
denervasyon bulgular1 ile beraber sinirde uyarilamama goriiliir. Baz1 vakalarm sinir
biyopsilerinde ikincil dejenerasyon ve aksonal dejenerasyon goriilmiistiir (Jokanovic
ve ark., 2002; Lotti ve Moretti, 2005). Sinir dokusundaki ndropati target esteraz adi
verilen bir enzimin fosforilize ve buna bagli olarak inhibe olmasi sonucu GPNP

geligir. Ancak mekanizmasi iyi bilinmemektedir (Kamanyire ve Karalliedde, 2004;



Jokanovic ve ark., 2010). Fenthion ve GPNP iliskisi konusunda literatiirde farkl
goriigler bulunmaktadir. Wexler’e gore (2005) fenthion GPNP’ye neden olmaz.
Ancak diger bir yazara gore (Jokanovic ve ark., 2010) fenthion da GPNP’ye neden olan

organofosfatli bilesikler arasinda sayilmaktadir.

1.1.3.3. Oksidatif Stres ile Organofosfatlarin iliskisi

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge bozuldugu zaman oksidatif stres
olugsmaktadir. Bu denge ya antioksidan enzimlerin tukenmesinden ya da reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 birikmesinden dolayr bozulur. Hidrojen peroksit (H20,),
superoksit anyonu (O2.), hidroksil radikali (HO-) gibi reaktif oksijen turleri lipit
peroksidasyonuna, enzim inaktivasyonuna ve DNA hasar1 olusturarak oksidatif strese
yol acarlar (Yurumez ve ark., 2007). Fenthion’un da iginde bulundugu bazi
organofosfatlarin oksidatif stres ve oksidatif doku hasarina neden olabilecegi, bunun
da toksik belirtilere katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (Bagchi ve ark., 1995).
Trevisan ve ark. (2008) bir OF olan malation’un diisiik dozlarda verilmesine bagl
olarak antioksidan savunma mekanizmasinin olumsuz etkilendigini bildirmislerdir.
Akut maruziyetten farkli olarak, subkronik veya kronik maruziyetin etkilerinin esas
mekanizmasi olarak oksidatif stres kabul edilmektedir. Akut veya subakut olarak
diisik dozlarda bile alindiginda oksidatif strese bagl etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu
etkilerin karaciger, bobrek, kas, bagisiklik sistemi, hematolojik sistemde goriildiigii
(Lukaszewicz-Hussain, 2010) ve lipoperoksidasyon ile ilgili oldugu bildirilmistir

(Possamai ve ark., 2007).

1.1.3.4. Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Antikolinesteraz ~ bilesiklerine subkronik ve diisik doz maruziyet memeli
hipokampusunda ciddi norotoksisiteye yol agmaktadir (Veronesi ve ark,1990). Akut
organofosfat zehirlenmesine bagli goriilen akut kolinerjik sendrom, IMS ve GPNP
organofosfatlara bagli norotoksisite icinde degerlendirilmektedir (Jokanovic ve

Kosanovic, 2010). Bu ii¢ norolojik sendroma ek olarak akut veya bazen de diisiik



dozda ve kronik maruziyete bagl olarak birtakim davranig degisiklikleri gdzlenmis
ve bunlara “Organofosfatlara bagli kronik ndropsikiyatrik bozukluk™ adi verilmistir.
Bu degisiklikler arasinda uyuklama hali, konfiizyon, letarji, emosyonel dengesizlik
ve yorgunluk sayilabilir. Ayrica daha dnce organofosfatlara maruz kalmis kisiler ile
kontrol gruplarin1 karsilastiran ¢alismalarda, bu hastalarda, motor reflekslerde ve
psikomotor testlerde bozukluklar, hafiza zayi1flig1, gérsel hatizada problemler, dikkati
yogunlastiramama, hassasiyet gerektiren motor islevlerde bozulma, depresyon,
anksiyete gibi noropsikiyatrik rahatsizliklar ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Yiiksek doz
maruziyetten sonra distoni, koreatetoz, disli cark belirtisi gibi ekstrapiramidal sistem
belirtileri gorulmiistiir. Diisiik dozda ve kronik olarak organofosfatlara maruz kalan

tarim ig¢ilerinde anksiyete diizeyi yliksek bulunmustur (Singh ve Sharma, 2000).

Akut maruziyete baglh kolinerjik kriz sonrasi kronik ndrotoksisite
gelisebilecegi konusunda yazarlar arasinda goriis birligi vardir. Ayrica kronik
ndrotoksisitenin ortaya ¢ikmasi ile akut kolinerjik ataklarin siddeti arasinda bir bag
olmadig1 bildirilmistir (Jamal ve ark., 2002; Costa, 2006). Ancak, diisiik dozda ve
kronik maruziyet hakkindaki caligmalarda ve derleme yayinlarda, kolinerjik
semptomlara neden olmayacak kadar diisiik doz organofosfatin, ndropsikiyatrik
bozukluklara ve davranis degisikliklerine yol agmayacagini savunan yazarlar oldugu
gibi (Costa, 2006), tersini savunan arastirmacilar da vardir. Hayvan deneyleri ve
insanlardaki olgularla ilgili yaymlarm analizini yapan Jamal ve ark. (2002)
noropsikiyatrik bozukluk gelisebilecegi yoniindeki kanitlarin agirlikta oldugunu
bildirmislerdir.

1.2. Atropin

Parasempatolitik ilaglar (Antimuskarinik ilaclar) diiz kas, dis salgi bezi, kalp
hicreleri gibi efektor hicrelerin muskarinik tipteki kolinerjik reseptorlerini bloke
eden ilaglardir. Reseptor blokajindan sonra farmakolojik etkilerinin olugmasi efektor
organlar lizerinde varolan parasempatik tonusun azalmasina veya ortadan kalkmasma
baglidir. Parasempatik inervasyonu olmayan damar sisteminde bu nedenle belirgin

bir spesifik etkileri yoktur. Organlarm ¢ogunda ikili otonomik inervasyon oldugu i¢in



parasempatolitik ilaglar tarafindan parasempatik tonusun kaldirilmasi1 sempatik

tonusun egemen duruma ge¢mesine neden olur (Kayaalp, 1993).

Parasempatolitik ilaglar grubuna giren atropin bir belladon alkoloiddir.
Kimyasal bakimdan hyosyamin’in rasemik seklidir (D,L-hyosyamin) (Kayaalp, 1993).
Agi1z yolundan alinan atropin ve skopolamin mide-barsak kanalindan tamamiyle ve
cabuk absorbe edilir. Etkiler, alinislarindan sonra 1 saat i¢inde baslar ve 3-4 saat
kadar surer. Gozdeki midriyazis bunun bir istisnasini olusturur; bu etkinin ortadan
kalkmas1 genellikle 24 saati bulur. Kuvaterner amin tiirevlerinin agizdan alinan
dozlarmin ancak 1/10 — 1/4’{i absorpsiyona ugrar. Atropin’in yartya yakin bir kismu,
karacigerde bulunan esterazlar tarafindan hidroliz edilir. Kalan kismi degismeden

idrarla atilir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 2.5 saattir (Kayaalp, 1993).

Atropin organofosfat zehirlenmesi tedavisinde kullanilan esas ilaglardan birisi
olup muskarinik postsinaptik membranda asetilkolinin kompetatif antagonistidir.
Asirt muskarinik uyarilmayi geriye dondiiriir ve tiikriikk salgisi artisi, abdominal
kramp ve terleme gibi semptomlarin tedavisinde etkilidir. Ancak otonom ganglion ve
noromiiskiiler kavsaktaki nikotinik reseptorler lizerine etkili olmayip, kas zayifligini
geri dondiirmez. Atropin’in ilk dozu intravendz yoldan 24 mg baslanir ve tam
atropinizasyon saglanincaya kadar her 5- 15 dakikada bir tekrarlanir. Brongiyal
salgilarin ve terlemenin azalip kurumasi, pupilla dilatasyonu, kalp atim hizinin
100/dk’y1 gecmesi atropinizasyonun saglandigii gosterir. (Singh ve Sharma, 2000;
Olson, 2006; Fidan ve ark., 2007; Ela ve ark., 2008). Atropin tedavisi maruz kalinan
bilesige bagli olarak 3-5 gun devam ettirilir. Atropin kan beyin bariyerini gecerek
artmig asetilkolin’in yol ac¢tig1 ekstrapiramidal sistem etkilerini geri ¢evirir (Singh ve

Sharma, 2000).
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1.3. Organofosfat Zehirlenmelerinde Tedavi

OF zehirlenmeleri hizli tan1 ve tedavi gerektiren ciddi bir durumdur. Solunum
yetmezligi esas mortalite nedeni oldugu i¢in solunum destegi yogun bakim sartlar1 ve
uygun tedavi gereklidir. Ozellikle IMS’de solunum destegi dnemlidir. GPNP’de ise
standart tedaviler etkisiz olup steroidler veya bir proteaz inhibitoru olan
fenilmetilsulfonil florid denenmektedir (Husain ve ark., 2010).

Laboratuvar bulgular
1. Rutin klinik laboratuar testleri yardimci degildir.

2. Plazma ve kirmizi kan hiicrelerinin kolinesteraz diizeyi belirgin olarak azalmistir.
3. Serum lipaz ve amilazmin yiikselmesi pankreatitin gostergesidir (True ve

Dreisbach, 2003).
Tedavi
A. Akut zehirlenme

Acil girisimlerin uygulanmasi

a. Hava yolunun ag¢ik olmasinin saglanmasi gerekir

b. Yapay solunum ve O destegi uygulanmalidir

c. Yiksek dozlarda atropin verilerek atropinizasyonun saglanmasi gerekir

d. Deri ve miikéz membranlar bol miktarda su ve sabunla yikanarak

kontaminasyona son verilmeye ¢aligilmalidir.
e. Semptomlar gelismemisse su ile lavaj yapilarak agizdan alinan materyalin
viicuttan uzaklastirilmast gerekir veya ipeka surup ile kusma saglanmalidir

(True ve Dreisbach, 2003).
Antidot verilmesi

a. Atropin: Semptomlarin varliginda 2 mg atropinin intramiskdler verilmesi ve
g0z kapaklar1 ve dildeki tremorlar, miyozis, tiikiiriikteki artma, terleme, nabiz

yavaglamasi, miiskiiler faskiilasyonlar, solunum gii¢liigii, pulmoner 6dem ve
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kalp blogu gibi parasempatik toksisite belirtileri kontrol edilene kadar her 3-8
dakikada bir tekrarlanmasi gerekir. Semptomlarin siirekli kontrol altinda
tutulabilmesi icin 2 mg atropinin sikca tekrarlanmasi gerekebilir. 11k 2 saat
icinde 12 mg gibi yiksek dozda atropin guivenle verilebilmektedir. Atropin
tedavisinin kesintiye ugramasi hizli gelisen 6ldiiriicii pulmoner 6dem veya
solunum yetmezligi ile sonuglanabilir.

b. Kolinesteraz reaktivatorleri: Karbaril intoksikasyonunda kullanilmamaldir.
Yalnizca maksimum atropin uygulamasi ile birlikte kullanilabilmektedir (True

ve Dreisbach, 2003).
Genel girisimlerin uygulanmasi

Pulmoner sekresyonlar, postural drenaj veya aspirasyon yapilarak uzaklastirilmalidir.
Morfin, Aminofilin, Barbitiratlar, Fenotiazinler ve diger solunum deprese edici
ilaclardan kaginilmalidir. Ayrica konviilziyonlarin tedavi edilmesi gerekir. Akut
Pankreatite bagli hiper glisemi varsa insiilin ile tedavi edilmelidir (True ve Dreisbach,

2003).
B. Kronik zehirlenme

Kan kolinesteraz diizeyinin azalmasi ile fark edilen fosfat esterlerinin absorbsiyonu,
kolinesteraz diizeyi normale donene kadar daha fazla maruz kalimdan kag¢inma

gerekliliginin gostergesidir (True ve Dreisbach, 2003).
Prognoz

Akut zehirlenmelerde ilk 4-6 saat ¢ok kritiktir. Tedaviden sonra semptomlardaki
diizelme iyi degerlendirilmelidir ki; hastanin yasayabilmesi i¢in gereken tedavi
saglanmig olsun. Teorik olarak atropin ve yapay solunum destegi ile kombine tedavi,
tedavi edilemediginde &ldiiriicii olan dozun 50 ile 100 katma kadar da koruyucu
olabilmektedir (True ve Dreisbach, 2003).
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1.4. Formatio hippocampi (Hipokampal Formasyon)

Formatio hippocampi (FH); hippocampus, gyrus dentatus, entorinal korteks ve
subikiiler kompleksten meydan gelmistir. Hippocampus’a denizatina benzerliginden
Otiirli anatomist Arantius tarafindan bu isim verilmis olup, koronal kesitlerlerinde dis
yiizii kog boynuzuna benzedigi i¢in de Cornu Ammonis (Ammon’un boynuzu) olarak

da isimlendirilmistir (Songur, 2001a; Crossman, 2005).

1.4.1. Gelisimi

Embriyolojik olarak FH fissura choroidea egrisinin dis bdliimiinden olusur. Bu
bolgede gelisen kortekste noral progenitorler ¢cogalip gé¢ eder ve hemisfer duvari
kalinlagarak bir kabariklik olusturur. Bu kabariklik ventrikiiliin medial tarafina dogru
cikint1 belirmesine neden olur. Bu g¢ikintidan da hippocampus sekillenir.
Hippocampus ilk olarak iist kistmda hemisferin medial duvarinda goriiliir. Bu sirada
lamina terminalis’in Oniindedir. Arkaya uzanip temporal uca ulagarak burada area
piriformis’e yaklasir. Hippocampus’un ¢evresindeki marjinal bdlgeye noroblastlar
gbc ederek gyrus dentatus’u olusturur. Hippocampus ve gyrus dentatus’un her ikisi
de paraterminal alandan arkaya dogru, fissura choroidea iistiinden gecer. One dogru
temporal uca ulasip area piriformis ile devamlilik gosterirler. S1g bir oluk olan sulcus
hippocampalis FH boyunca hemisferin medial yiizeyinde uzanwr. Hippocampus
hicrelerinden gelen efferent lifler medial kenar boyunca toplanarak fissura
choroidea’nin hemen iizerinde one ilerler. On tarafta ventrale doniip lamina
terminalis’in lateral kismina girerler ve corpus mamillaris ve ¢evresindeki
cekirdeklerde sonlanirlar. Bu efferent hipokampal lifler fimbria hippocampi ve

fornix’i meydana getirir (Songur, 2001a; Crossman, 2005).
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Sekil 1.2. Gyrus dentatus (noktali alan) ve cornu ammonis’in (tarali alan) gelisimi. Oklar sulcus
hippocampalis’in yiizeyel kismin1 gostermektedir. 1, cornu ammonis; 2, gyrus dentatus; 3, sulcus
hippocampalis (derin parcasi); 4, fimbria; 5, prosubiculum; 6, subiculum; 7, presubiculum; 8§,
parasubiculum; 9, entorhinal alan; 10, gyrus parahippocampalis; 11, sulcus collateralis;12, kollateral
kabariklik; 13, ventriculus lateralis’in cornu inferior’u; 14, nucleus caudatus’un cauda’si; 15, stria
terminalis; 16, fissura choroidea ve plexus choroideus; 17, corpus geniculatum laterale; 18, lateral
part of the fissura transversa’min lateral kismi; 19, cistern ambiens; 20, mesencephalon; 21, pons; 22,
tentorium cerebelli (Duvernoy, 2005)

1.4.2. Anatomisi

1.4.2.1. Hippocampus

Hippocampus; yaklasik 5-8 cm uzunlugunda ventriculus lateralis’in cornu
inferius’unun tabani boyunca uzanan bir gri cevher parcasidir. Subiculum ve gyrus
parahippocampalis medialis’in iizerinde yer alir. Hemisferin alt kismima bakan
bolumi konkav, ventriculus lateralis’e bakan bolumi ise konveks olup epandim ile
ortiiliidiir. Genis olan anterior kismina pes hippocampi adi verilir ve bu yapinin

Uzerinde 2-3 adet yiizeyel oluk bulunur. Bu oluklar arasinda kalan c¢ikintilara
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digitationes hippocampi adi verilir. Hippocampus’un yukarida ventriculus lateralis’e
komsu yiiziinli 6rten beyaz cevher kismina alveus hippocampi adi verilir. Burasi
epandim ile kaplidir. Epandimin altinda alveus’un lifleri medialde toplanarak fimbria
fornicis’i olusturur. Hippocampus alt mediale dogru subiculum ve gyrus
parahippocampalis ile devam eder. Arkada ise corpus callosum’un splenium

kisminin altina kadar uzanir (Songur, 2001a).

Gyrus parahippocampalis’in posterior kismi dar olup superiorundaki diiz
yuizeyine subiculum adi verilir. Subiculum sulcus hippocampalis ile hippocampus’tan
ayrilir. Gyrus parahippocampalis’in anteriora dogru uzanan kismima ise lobus
piriformis denir ve uncus ile entorinal kompleksten olusur (4rinct ve Elhan, 2001;
Taner, 2004; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).

1.4.2.2. Gyrus Dentatus

Gyrus parahippocampalis ile hippocampus arasinda bulunan, c¢entikli, ince bir gri
cevher boliimiidiir. Inferiorda subiculum, lateralde hippocampus, medialde ise
fimbria fornicis ile iligkilidir. Fimbria ile gyrus gentatus’un medial kenar1 arasinda
sulcus fimbriodentatus bulunur. Gyrus dentatus ile gyrus parahippocampalis’in
subikular uzantis1 arasinda sulcus hippocampalis uzanir. Gyrus dentatus posteriorda
gyrus fasciolaris ve sonrasinda indusium griseum ile devamlilik gdsterir. Anteriorda
ise uncus’un ¢entigi ile devam eder ve mediale doniip Giacomini Band ile birlesir

(Songur, 2001a).

1.4.2.3. Subikular Kompleks

Subikular kompleks; subiculum, presubiculum ve parasubiculum olmak Uzere (¢
boliime ayrilir. FH’nin ana subkortikal projeksiyonlar1 buradaki piramidal
ndronlardan c¢ikar. Bu lifler entorinal korteks yaninda nucc. septales, nucc.
mamillares, nuc. accumbens ve anterior talamus’a giderler. (Songur, 2001a; Crossman,
2005).
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1.4.2.4. Entorinal korteks

Entorinal korteks (Brodmann 28. alani) gyrus parahippocampalis'in bir bolumui olup
primer koku merkezinden ¢ok sayida lifler alir ve sekonder koku merkezi olarak
bilinir. Buras1 kokunun algilandig1 yerdir. Rostrale dogru corpus amygdaloideum’un
anterior sinirma kadar uzanir. Kaudalde ise hippocampus alanmin bir kismi ile
ortiisir. Entorinal korteksin daha primitif seviyeleri bulbus olfactorius’dan
projeksiyonlar alirken kaudal bolgeleri primer olfaktdér uyar1 almazlar.
Hippocampus'a ¢ogunlukla entorinal korteksten lifler gelir. Medial ve lateral
perforant yollar hippocampus ve gyrus dentatus'un tiimiinii uyarir. (Songur, 2001a;
Crossman, 2005)

Cauda (Nuc.Caudatus)
Fimbria hippocampi

|\

Tractus opticus ’5'_}‘ 3 -
7
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Sulcus hippocampalis

Plexus choroideus

Cornuinferior (Ventriculus
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Gyrus dentatus

Hippocampus

\—_—_l

Alveus hippocampi

¥

®Novartis

Sekil 1.3. Hippocampus ve fornix, coronal kesit, posterior bakis (Netter, 2005)
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1.4.3. Histolojisi

1.4.3.1. Hippocampus

Hippocampus, cornu ammonis teriminin bag harfleri olan CA olarak da ifade
edilebilir. Hiicre yapisindaki farkliliklara gore CA1, CA2 ve CA3 gibi farkl alanlara
boliinmiistiir. CA1 subiculum'a, CA3 ise gyrus dentatus'a en yakin olan alan olup
daha sonra CA3 ile gyrus dentatus arasinda insanlarda CA4 tanimlanmistir (Songur,
2001a).

Histolojik  olarak, ventrikiiler ylizeyden baslayarak derine dogru

hippocampus'a ait tabakalar su sekilde siralanir:

1- Alveus hippocampi: FH'nin bitun ventrikiller yizeyini Orten bu tabaka
hippocampus'a ait efferent ve afferent lifler icerir. Efferent lifler subikular ve
hipokampal piramidal hiicre aksonlarindan olusur. Bu aksonlar fimbria fornicis’e
gider. Afferent lifler ise esas olarak septum’dan gelir. (Duvernoy, 2005; Songur, 2001a;
Crossman, 2005).

2- Stratum oriens: Esas olarak piramidal hicrelerin bazal dendritleri ile
interndronlarin yerlestigi tabakadir. Buradaki ¢ogu noron aksonlar1 alveus liflerine
katilir. Diger hiicre aksonlar1 ise, en derinde yer alan molekiiler tabakaya kadar
uzanir. CA3 bolgesindeki piramidal hiicre aksonlarindan ayrilan Schaffer
kollaterallerinin bir bdliimii burada sonlanir (Songur, 2001a; Crossman, 2005;

Duvernoy, 2005)

3- Stratum pyramidale: Karakteristik olarak bu tabakada piramidal ve Golgi Tip Il
hiicreleri ¢cogunluktadir. Piramidal hiicrelerin govdesi liggen seklinde olup tabani
alveus’a doniiktiir. Hiicrenin tabanindan ¢ikan aksonlar stratum oriens’i gecerek
alveus’a ulasir. Bu aksonlar esas olarak nucc. septales’e gider. Ancak bir bolimi
bagska piramidal noronlarla sinaps yapan asosiyasyon lifleri olup karsi taraf
hippocampus’una da gectikleri diisiiniilmektedir. Ayrica Schaffer kollateralleri
stratum radiatum’da CAl bolgesindeki piramidal ndronlarin apikal dendritlerine
ulagir. Hippocampus’a asil seklini veren buradaki piramidal hiicrelerin dizilimidir

(Songur, 2001a; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).
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Bu tabakadaki piramidal hiicrelerin apekslerinden ¢ikan apikal dendritler stratum
moleculare’ye kadar ulagir. Ayrica stratum oriens’de dallanan bazal dendritlere de
sahiptirler. Bu nedenle piramidal ndronlar ¢ift piramidal olarak da adlandirilirlar

(Duvernoy, 2005).

Piramidal tabakada, degisik yollar takip eden kisa aksonlu hiicreler de mevcuttur.
Bunlardan biri olan sepet hiicreleri ¢ogunlukla stratum oriens ve stratum pyramidale
arasindaki gecis bolgesinde bulunur. Bu hiicrelerin aksonlar1 alveus hippocampi'ye
gecmez, aksi yonde ilerleyerek piramidal hiicrelerin ¢evresinde yogun bir ag
yaptiktan sonra stratum radiatum'a gecerler. Bu hiicreler hippocampus'un ic

aktivitesini diizenler (Songur, 2001a).

4- Stratum lucidum: CA3 alanindaki piramidal hiicrelerin proksimal dendritleri ile
baglant1 saglayan yosunsu lifler igerir. Insanlarda diger primatlara gére daha az
belirgin olup CA1l ile CA2 alanlarinda bulunmaz (Songur, 2001a; Crossman, 2005;
Duvernoy, 2005).

5- Stratum radiatum: Genis bir ag yapisinda olup piramidal tabakanin sinirindan
ismsal olarak uzanan dallara sahiptir. CA2 ve CA3 hiicrelerine hippocampus’un
diger seviyelerinden asosiyasyon lifleri ve subkortikal yapilardan (6rn. nucc. septales
ve area supramamillaris) afferentler gelir. Schaffer kollateralleri ad1 verilen ve CA3
ile CA2 deki piramidal hiicrelerden CAl’e gelen lifler de burada sonlanir (Songur,
2001a; Crossman, 2005;Duvernoy, 2005).

6- Stratum lacunosum: Entorinal korteksten gelen Onemli afferent lifler burada
sonlanir. Entorinal korteksten gyrus dentatus’a giden projeksiyon lifleri (perforan
yol) bu tabakadan gecerken piramidal hiicrelerin distal apikal dendritleriyle sinaps

yaparlar (Songur, 2001a; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).

7- Stratum moleculare: ince sinir lifleri ve ¢ok az sayida interndron igerir
(Songur,2001a; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).

Bazi yazarlar tarafindan 5., 6. ve 7. tabakalar "stratum moleculare" ad1 altinda tek bir
tabaka olarak kabul edilirken, bazi kaynaklar da 6. ve 7. tabakalar1 "stratum

lacunosum-moleculare’ ismiyle incelemektedir (Songur, 2001a; Duvernoy, 2005).



18

1.4.3.2. Gyrus Dentatus

Gyrus dentatus FH'nin en kiigiik kompleksi olup ii¢ tabakadan olusur. Bu tabakalar
sulcus hippocampi'nin dorsal yiizeyinden fimbria hippocampi'ye dogru su sekilde

sralanir.

1- Stratum moleculare: Entorinal korteksin ikinci ve ti¢lincii tabakalaridan perforan
yol aracilig1 ile lifler alir. Bu lifler molekiiler tabakanin dis iicte ikilik kismindaki
graniiler hiicrelerinde sonlanir. Graniiler hiicrelerden ayrilan yosunsu lifler CA3
piramidal hiicrelerinin proksimal dendritlerinde sonlanir. CA3 piramidal hiicreleri
Schaffer kollateralleri araciligi ile CAl alanindaki stratum radiatum’da sonlanan
lifler gonderir. CAl alani ise esas olarak subikiiler komplekse lif gonderir. Stratum
moleculare cornu ammonis’deki ayni adli tabakadan sulcus hippocampalis ile ayrilir.
Ancak i¢ ligte birlik kismi stratum granulosum ile temas halinde olup burada

kommisural ve septal lifler bulunur. (Songur, 2001a; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).

2- Stratum granulosum: Kiigiik noronlarin olusturdugu yogun bir graniiler hiicre
tabakasini igerir. Insanda yaklasik olarak 9x10° sayida graniiler hiicre bulunur. Tek
bir dendrit herbir graniiler néron govdesinin bazal ucundan c¢ikarak stratum
moleculare’ye uzanir. Yosunsu lif adini1 alan aksonlar1 ise hippocampus'ta piramidal
hiicre aksonlar1 boyunca ilerleyerek, piramidal hiicrelerin apikal dentritlerinin bazal
kisimlart ile sinaptik baglantilar yapar. Graniiler ve molekiiler hiicre tabakasi bazen
"fascia dentata" olarak ta adlandirilirlar. Graniiler hiicre tabakasi, gyrus dentatus’un
ana tabakasi olup graniiler néronlarin hiicre govdelerini icerir. Bu noronlar kiigiik
yuvarlak ve yogun bir sekilde bulunurlar. Aksonlari1 yosunsu lif adini alir ve
polimorfik tabakaya gec¢ip CA4 ve CA3’e ulasirlar (Songur, 2001a; Crossman, 2005;
Duvernoy, 2005).

3- Stratum polimorphica (multiforme): Degisik tipte piramidal hiicreler ve sepet
hicreleri icerir. Bu hucrelerin lifleri (asosiyasyon lifleri) gyrus dentatus'ta kalir ve
FH'nin baska bolgelerine ¢ikmazlar. Graniiler tabakanin CA4 ile baglantisini saglar.
Grantiler ndronlarin aksonlar1 buradan gecer (Songur, 200la; Crossman, 2005;

Duvernoy, 2005).
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Sekil 1.4. Cornu ammonis ve gyrus dentatus alanlari

Cornu Ammonis:1, alveus; 2, stratum oriens; 3, stratum pyramidale; 37, stratum lucidum;
4, stratum radiatum; 5, stratum lacunosum; 6, stratum moleculare; 7, vestigial sulcus
hippocampalis (rezidiiel bosluk, 7°).

Gyrus dentatus: 8, stratum moleculare; 9, stratum granulosum; 10,stratum polymorphica;
11, fimbria; 12, margo denticulatus; 13, sulcus fimbriodentatus; 14, sulcus hippocampalis
superficialis; 15, subiculum (Duvernoy, 2005).
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1.4.3.3. Entorinal Korteks

Entorinal korteks diger neokorteks bdlgelerinden farkli goriiniimde olup alt1 tabakaya

ayrilir:
1.tabaka: Aseliler ve pleksiform gorinimdedir.

2.tabaka: Seliiler goriinimde olup biiyiik piramidal ve stellat hiicre adaciklarindan
olusur. Bu hiicre adaciklar1 entorinal korteksin ayirt ettirici bir 6zelligi olup verrucae
hippocampae adi verilen ¢iplak gozle goriilebilen kiigiik kabarikliklar olustururlar ve

entorinal korteksin sinirmi1 gosteririrler.

3. tabaka: Orta biiyiikliikteki piramidal hiicrelerden olusur.

4. tabaka: Lamina dissecans adi verilir. Yogun liflerden olusur ve hiicre bulunmaz.

5. tabaka: Bes veya alt1 sira seklinde dizilmis biiyiik piramidal hiicrelerden olusur.

6. tabaka: Bu tabaka besinci tabakadan ancak peririnal korteks sinirina yakin
kisimlarda aywrt edilebilir. Buradaki hiicreler angililer demet (perforan yol
aksonlarindan olusan ve subikular kompleksin derininde yer alan subkortikal beyaz
cevher pargasi) etrafindan gegerek presubiculum ve parasubiculum’un altinda

uzanirlar (Duvernoy, 2005).

1.4.3.4. Subikular kompleks

Subiculum; yiizeyel molekiiler tabaka, piramidal hiicre tabakasi ve derin polimorfik
tabaka olmak Gzere (¢ tabakadan meydana gelir. Yizeyel molekuler tabaka
piramidal htcrelerin apikal dendritlerini igerir. Presubiculum; subiculum’un
medialinde olup sikisik olarak diizenlenmis ylizeyel piramidal hiicreler icerir. Bu
yogun hiicre tabakasmin yiizeyinde pleksiform hiicre tabakasi bulunur.
Presubiculum’un derinindeki hiicreler ya subiculum’un medial uzantis1 ya da

entorinal korteksin derin kisimlarinin lateral uzantisi1 olarak degerlendirilebilir.
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Parasubiculum’un da bir yiizeyel pleksiform ve bir de primer hiicre tabakasi vardir.
Entorinal kompleks ile subikular kompleksin biitiinii arasindaki smir1 olusturur.
Paracubiculum’un derinindeki hiicre tabakalar1 entorinal kompleksin derin

tabakalarindan ayirt edilemez (Songur, 2001a; Crossman, 2005).

1.4.4. Hipokampal Yollar

1.4.4.1. Afferent yollar

Hippocampus dolayli da olsa tiim duyusal uyarilar iceren afferent liflere sahiptir.
Polisinaptik yol; entorinal korteks, gyrus dentatus, CA3, CAl ve subiculum’dan
olusan uzun bir ndéron zinciridir. Morfolojik olarak entorinal alan, gyrus dentatus,
cornu ammonis ve subiculum’dan olusur. Fonksiyonel olarak FH’yi olustururlar.

Polisinaptik yolun baslangici entorinal korteksin ikinci tabakasidir (Duvernoy, 2005).

1- Perforan yollar: Entorinal korteksin ikinci tabakasindan ¢ikan aksonlar
subiculum’u delerek esas olarak gyrus dentatus'un stratum moleculare’sinde sonlanir.

Bu lifler glutaminerjik olup gyrus dentatus iizerinde uyarici etkiye sahiptir.

2- Yosunsu (mossy) lifler: Gyrus dentatus'dan CA3 alanma giderler. Glutaminerjik
liflerdir.

3- Schaffer kollateralleri: CA3 ve CA2'den CAIl alanma uzanan piramidal hiicre
lifleridir.

4- Alvear lifler: Subkortikal alanlardan gelen bu lifler alveus'tan hippocampus'a

gecerek CA1 kismi ile subiculum'un i¢ tabakasina dagilirlar.

Hippocampus, gyrus parahippocampalis’'ten de uyarilar alir ve bu uyarilar
fornix yolu ile corpus mamillare, area septalis ve bazi hipotalamik nukleuslara
nakleder. Ayrica hippocampus, fornix araciligi ile nucc. anteriores thalami, area
hypothalamica posterior, corpus mamillare, area septalis, substantia innominata, area
tegmentalis ventralis, nucc. raphe ve nuc. parabrachialis'ten lifler alir (Songur, 2001a;

Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).
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1.4.4.2. Efferent yollar

Fornix hippocampus'un en biyik efferent yoludur. Hippocampus ve subiculum'dan
baslayan ve sayilar1 1,2-2,7 milyon arasinda degisen miyelinli lifler, alveus'tan
fimbria hippocampi'ye gecer. Buradan crus fornicis, corpus fornicis, columna
fornicis yolunu izler. Her iki crus fornicis arasinda ¢apraz yapan liflere commissura
hippocampi (Lyra Davidis, psalterium) ad1 verilir. Fornix igerisindeki lifler agsagidaki

bolgelere dagilir:

1- Commissura anterior’un arkasindan gegerek nuc. medialis thalami’de sonlanmak

uzere corpus mammillare’ye gelirler.

2- Nucc anteriores thalami’de sonlanmak lizere commissura anterior’un arkasindan

gecerler.

3- Mezensefalon tegmentumu’nda sonlanmak (zere commissura anterior’un

arkasindan gecerler.

4- Nucc. septales, lateral preoptik alan ve hypothalamus’un 6n boélgelerinde

sonlanmak (izere commissura anterior’un éniinden gegerler.

5- Nucc. habenulares’e ulagmak iizere stria medullaris thalami’ye katilirlar (Snell,

2000; Songur, 2001a; Crossman, 2005; Duvernoy, 2005).
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Sekil 1.5. Gyrus dentatus,

hippocampus (cornu ammonis),

subiculum ve gyrus

parahippocampalis’in baglantilari. Sarz: Cornu ammonis’deki piramidal hiicrelerin gévdeleri

dendritleri ve aksonlar1

Mor: Fimbria’dan cornu ammonis’e gelen afferent lifler Blue:Entorinal korteksten perforan

yol ile gelen afferentler
Siyah: Sepet néronlar

Magenta: Gyrus dentatus néronlar1 ve yosunsu lifleri olusturan aksonlari.
Yesil: Subiculum’dan fornix’e giden alveus yoluyla giden lifler (Crossman, 2005)



24

1.4.5. Fizyolojisi ve Kimyasi

FH’deki ¢ yolda glutamat ve aspartat ana eksitator transmitter olarak bulunur. Bu
yollarin birincisi perforant yol (entorinal korteksten baslayip gyrus dentatus’da
sonlanir), ikincisi yosunsu lifler (gyrus dentatusdaki graniiler hiicrelerden baslayip
CA3 alanindaki piramidal hiicrelerde sonlanir), {igiinclisii ise CA3 piramidal

hiicrelerinin Schaffer collateralleridir (CAl piramidal hiicrelerinde sonlanirlar)

(Songur, 2001a).

Gyrus dentatus’daki graniiler hiicre tabakasinin derin kisimlarinda
GABAerjik noronlar bulunur (sepet hiicreleri). GABA reseptorleri en yogun olarak
gyrus dentatus’un molekiiler hiicre tabakasinda bulunur. Hippocampus’ta ise

GABAerjik hiicreler ¢cogunlukla stratum oriens’de bulunur (Songur, 2001a).

Ayrica FH’de bir¢ok peptit iceren ndronlar da bulunur. Bir opioid peptit olan
dynorphin gyrus dentatus’taki graniil hiicrelerinde ve CA3 alanma uzanan yosunsu
liflerde bulunur. Enkefalinin ise entorinal kortekste baslayan liflerde bulundugu

diistiniilmektedir (Songur, 2001a).

Papez Devresi

Hippocampus'un dis baglantilarm1 genellikle “Papez Devresi” ifade eder.
Hippocampus ve gyrus cinguli hasar1 olan hastalarda ortaya c¢ikan duygusal
bozukluklara dayanarak James Papez (1883-1958) tarafindan 1937 yilinda tarif
edilmistir. Papez Devresi sirasiyla; hippocampus, fornix hippocampi, corpus
mamillare, tractus mamillothalamicus, nucc. anteriores thalami, gyrus cinguli, gyrus
parahippocampalis ve hippocampus'a geri baglantilar yapan noéronlar1 kapsar.
Yapilan arastirmalarda duygusal tepkilerle ilgili roliinden daha cok, esas olarak
bellek islevleriyle ilgili oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu devrenin ana bilesenlerinin
lezyonlarinda bellek bozukluklar1 ortaya cikar. Papez devresinde liflerin ¢ogunlugu
corpus mamillare’ye gider. Corpus mamillare’deki néronlarm hippocampus’un teta
ritmi ile eszamanli uyar1 ¢ikardigi gosterilmistir. Bu ritmik aktivite hippocampus’un
corpus mamillare’ye olan etkisine bagimlidir. Benzer sekilde anterior thalamus’un da

teta ritmine uygun uyar1 yaptigi ve bdylece bu ritmin tiim Papez devresinde
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tekrarlandig1 savunulmaktadir. Bu olgunun bellek kontrolii ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica Duygusal tepkilerin olabilmesi i¢cin bu devrenin saglam

olmas1 gerekir (Songur, 2001a; Vertes ve ark., 2001).

Hippocampus’un teta ritmi blyltk amplitidli, sinGzoidal dalgalar olup
memelilerde elektro ensefalogramda (EEG) kaydedilen en buyuk senkronize
sinyaldir. Ratlarda REM uykusu ve motor aktivite sirasinda gozlenir ve
hippocampus’un bellek islevleriyle ilgilidir. Kisa siireli bellekten orta ve uzun siireli
bellege bilginin aktarilmasi ve depolanmasinda rol oynadigi ileri siiriilmektedir
(Vertes, 2005). Buna gore, uyku ve ve bellek arasindaki iliski agisindan iyi ve kaliteli

bir uykunun bellekteki bilgilerin pekistirilmesinde rol oynadigi ileri siiriilebilir.

REM evresinde hippocampus'a isaret eden seratonerjik nucc. raphe aktiftir.
Derin uykuda neokorteksteki EEG kayitlar1 diizenli ve senkronize ritim gosterirken,
hippocampus EEG kayitlar1 desenkronizedir. Uyaniklik durumunda ise neokortikal
kayitlar desenkronize olmasina ragmen; hippocampus yavas ve diizenli bir ritim
gosterir. Hippocampus'un EEG dalgalar1 ritmik siniizoidal tipteki "teta dalgalar1"dur.
Bu durum yapmin spontan aktivitesini ve bilincin degisik devrelerle iligkili oldugunu
gosterir. Hippocampus; uzun siireli bir sinaptik iligki tiirli olan long term potentiation
(LTP) ozelligine sahiptir. Bunun yam sira iskemiye segici duyarlilik gosterir.
Hippocampus'un bir diger 6zelligi ise hipereksitabilitesidir. Ornegin hafif elektriksel
uyarilar, hippocampus bdlgelerinde uyar1 kesildikten sonra saniyeler siiren lokal
epileptik nobetlere sebep olur. Bu da hippocampus'un normal kosullarda bile uzun

stiren sinyaller yaydigini gosterir (Songur, 2001a; Songur, 2001b).

Hippocampus'ta monoaminerjik, kolinerjik, GABAerjik afferentler bulunur.
Ornegin; glutamat ve aspartat, hippocampus 'tan en cok salgilanan eksitatdr
transmitter olarak bilinirler. Somatostatin-immtnoreaktif lifler, stratum lacunosum
ve stratum oriens'te; glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif lifler, stratum
pyramidale, stratum radiatum ve stratum oriens'te; kolesistokinin (CCK)-
immiinoreaktif lifler ise oOzellikle stratum pyramidale'de gosterilmistir. Bunun
yaninda; hippocampus'un pek ¢ok alanlarinda vazoaktif intestinal polipeptid (VIP);
CA3'e giden yosunsu liflerde de bir opoid peptid olan dinorfin yaygin olarak bulunur
(Songur, 2001a; Songur, 2001b).
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1.4.6. Fonksiyonlar

Gorme, isitme, koku dokunma, i¢ organ duyular1 gibi hemen her tiirlii duyusal uyar1
hippocampus’ta iglenip ventral thalamus, hypothalamus ve limbik sistemin diger
boliimlerine gonderilir. Bu sekilde hippocampus limbik sistemi etkileyerek

davranisin sekillenmesine katkida bulunur (Songur, 2001a; Songur, 2001b).

Emosyonel davraniglarin diizenlenmesinde esas roliin hippocampus’tan ¢ok
corpus amygdaloideum’a ait oldugu kabul edilmektedir. Bazolateral amigdalar
cekirdekten ¢ikan lifler 6nce nuc. thalamicus dorsomedialis’e, buradan da prefrontal
kortekse gider. Bu liflerin kisinin davramismi etkiledigi diisiiniilmektedir. Ayrica
corpus amygdaloideum’un 6zellikle korku ile ilskili oldugu ve diger duygulara bagli
otonomik tepkileri de diizenledigine inanilmaktadir (Bannerman ve ark.,2004;
Duvernoy, 2005). Ancak 6zellikle agr1 tarafindan olusturulan emosyonel davraniglarin
diizenlenmesinde hippocampus’un de rolii oldugu kabul edilmektedir (Duvernoy,

2005).

Hippocampus’tan gelen lifler prekomissural forniksten gecerek ventral
striatuma ulasir. Ventral striatum (nuc. accumbens) ayni isimli devrenin esas
merkezidir. Bu dongunun emosyonel durumlara motor tepkilerin kontrolinde rol
oynadig1 ve uyusturucu bagimliliginin ortaya ¢ikmasinda rol aldig: diisiiniilmektedir

(Duvernoy, 2005).

Hippocampus i¢inde dorsal ve ventral bdlgeler arasida islevsel bir ayrim
oldugu bilinmektedir. Hippocampus’un dorsal parcasiin esas gorevinin nesnelerin
yerini 0grenme ve bu bilgiyi gerektiginde bellekten geri ¢agirma islevi (uzamsal
ogrenme) ile ilgili oldugu disiiniilmektedir (Czerniawski ve ark.,2009). Dorsal
hippocampus’un lezyonlarinda bu islevlerle ilgili bozukluklar ortaya c¢ikar
(Ferbinteanu ve McDonald, 2001; Pothuizen ve ark., 2004) ve ayrica belirtilerin siddeti
ile lezyonun genisligi arasinda iliski bulunmustur. Buna karsilik hippocampus’un
ventral kisimlarinin uzamsal 6grenme iizerine etkisinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir
(Moser ve ark., 1993). Ratlarda yapilan 6grenme ile ilgili labirent deneylerinde,
hippocampus’ta sitotoksik lezyonlar olusturulmus ve dorsal hippocampus

lezyonlarinda konumsal bellek ve 6grenme islevlerinin bozuldugu gosterilmistir.
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Ayni deneylerde ventral hippocampus lezyonlarinin bu islevlere etkisinin olmadigi

bulunmustur (Bannerman ve ark.,2004).

Dorsal hippocampus’un gorevinin esas olarak konumsal bellek ve dgrenme
ile ilgili olmas1 hippocampus’un bu kismina gelen liflerin yapisi ile de uyumludur.
Yani gorsel-konumsal uyarilar entorinal alan, peririnal alan ve korteksin primer
duyusal alanlarindan (asosiyasyon korteksi araciligi ile) hippocampus’un arka iicte
ikilik kismma gelir. Tersine koku duyusu gibi diger duyu tipleri dorsoventral eksen
boyunca daha esit dagilim gosterir. Buna gore, konumsal uyaranlardan ¢ok diger
uyaran tiplerine (kokudan olusan ipuglar1 gibi) bagl bellek fonksiyonlarmin dorsal

hippocampus’a daha az bagimli oldugu sdylenebilir (Bannerman ve ark., 2004).

Hippocampus’un ventral kisimlarinin emosyonel durumlar, aksiyete, korku
ve stres ile iligkili davraniglar1 diizenledigi bulunmustur. Bu da yapi ile uyumludur.
Ventral hippocampus’un anksiyete ve benzeri duygularla ilgili merkezi sinir sistemi
yapilar1 ile daha fazla baglanti kurdugu diisliniilmektedir. Bu yapilar arasinda
prefrontal korteks ve amygdala sayilabilir. Bu sonuncusuyla ventral hippocampus’un
baglantis1 karsiliklidir (Bannerman ve ark., 2004; Rogers ve ark., 2006; Czerniawski ve
ark., 2009).

Bellek kisa, orta ve uzun siireli olarak incelenebilir. Bunhrdan kisa siieli
bellek saniyeler ile, orta sireli bellek dakika-birkac saat ile, uzun sureli bellek ise
saat-gunler-yillar ile ilgilidir (Kesner ve Hopkins, 2006). Hippocampus'un orta ve kisa
streli bellekte 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Kisa siireli bellek (yakin bellek),
yeni bilgilerin depolanmast i¢in gerekli olup hippocampus olmadan sozel veya

sembolik anilarin kalic1 olmast miimkiin degildir (Songur, 2001a).

Hippocampus’un genis lezyonlarinda kisa ve orta siireli bellegin her ikisinde
kayip olustugu gosterilmistir. Kiiclik lezyonlarmda ise kisa siireli bellegin kismen
korundugu bulunmustur. Insanlarda hippocampus lezyonlarma bagli bellek
bozukluklar1 orta siireli olarak ortaya ¢ikmakta, kisa siireli bellegin korundugu
goriilmektedir. Bu durumun, insanlarda bilateral ve tam lezyon olugma ihtimalinin
cok diisiik olmasina ve dolayisiyla saglam kalan hippocampus dokusunun kisa siireli
bellek islevlerine yeterli olmasma bagli olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Kesner ve

Hopkins, 2006).
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Diger yandan, sag hippocampus gorsel, sol hippocampus ise sozel bellek ile
ilgili fonksiyonlarda daha fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda

da ilgili belleklerde kayip gelismektedir (Songur, 2001a).

Hippocampus'un endokrin fonksiyonu da vardir. Ornegin; hippocampus 6n
bolgesinde Ostradiolii konsantre eden ndronlar saptanmistir. Rat deneylerinde ise
hippocampus'un uyarilmasi ile ovulasyonda inhibisyon meydana geldigi
gosterilmistir. Ayrica fornix'in  kesilmesi ile ACTH salmiminda bozukluk

saptanmistir (Songur, 2001a).

1.4.7. Lezyonlan

Genel olarak hippocampus'un uyarilmas: ile kizgmhk, sakinlik veya
hiperseksualitenin herhangi biri ortaya ¢ikar. Hafif uyarilmasinda ise, uyarim
bittikten sonra bile saniyelerce siiren bir epileptik nobet gorilir. Bu nobetler
sirasinda birey koku, gérme, isitme, dokunma ve benzeri tarzda hallusinasyonlar
tanimlar. Birey bilinglidir ve hallusinasyonlarin ger¢cek olmadigimi bilir (Guyton,

1987; Dere, 2000).

1939 yilinda Cluver ve Bucy, maymun temporal lobunun biiylik bir kismin1
cift tarafli ¢ikarmak suretiyle davranis degisikliklerini incelemislerdir. 1950 yilinda,
insanda hippocampus'u i¢ine alacak sekilde temporal lobun medial parcalarinin iki
tarafli ¢ikarilmasindan sonra uysallik, beslenme aligkanliginda degisiklik, psisik
korliik, hiperseksualite ile beraber, belirgin bir sekilde bellek kaybinin oldugu
goriilmiistiir. Bu tabloya Cluver-Bucy Sendromu ad1 verilir (Moss ve ark., 1981; Aktan,

1997; Dere, 2000).

Metabolik (alkolizm, kronik malnutrisyon veya tiamin eksikligi gibi) veya mekanik
(enfarktus, kanama veya cerrahi gibi) nedenlerden dolay1, hippocampus'un iki tarafli
lezyonu sonucu yeni hatiralarin kaydedilememesi ile ilgili bir amnezi durumu vardir
ki, buna Korsakoff Sendromu (Dismnezik Sendrom) adi verilir. Bu hastalar
rahatsizlanmadan 6nce 6grendigi karmasik isleri basarabilirler. Fakat bundan ¢ok

daha basit, ancak yeni 6grenilmis becerileri uygulayamazlar. Ayrica ge¢misi ile ilgili
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konfabulasyon ad1 verilen hayal veya konfiizyon tarzi sagma deneyimler anlatir veya
cevap verirler, hatta buna kendileri de inanirlar (Kocatiirk,1986; Noback ve Demarest,
1986; Dere, 2000).

Yakin zamana kadar yaslanma siirecinde, hippocampus'taki hiicre sayisinin
onemli Olclide azaldigi, bunun da yaslhilikta goriilen bunamaya sebep olabilecegi
diistiniiliyordu. Fakat, son zamanlarda yapilan c¢alismalar sonucu, yaslanma ile
hippocampus'taki hiicre kayb1 arasinda anlamli bir korelasyon bulunmadigi
anlagilmigtir. Yalniz, Alzheimer Hastaligina yakalanmis insanlarin hippocampus
CAl, CA2 ve CA3 alanlarmma ait piramidal hiicre sayisinda bir azalma tespit
edilmistir (Selkoe, 1993). Papez devresindeki corpus mamillare ve anterior talamik
niikleuslarin lezyonlarinda insanlarda amnezi ortaya ¢ikmistir. Wernicke-Korsakoff
Sendromu’nda corpus mamillare’de veya anterior talamik nikleuslarda lezyona

bagl siddetli anterograd amnezi goriilmiistiir (Vertes ve ark, 2001).

1.5. Stereolojik Metotlar

Stereoloji, gercekte {i¢ boyutlu olan beyin, bobrek, testis, akciger, ince bagirsak,
hiicre gibi biyolojik yapilar ile maden filizi gibi metalurjik Srneklerin iki boyutlu
kesitlerinden elde edilen verilerden hareketle, onlarin ii¢ boyutlu yap1 ve 6zellikleri
ile ilgili bilgiler saglayan bilim dalidir. Beyindeki toplam ndron sayisi, sinaps
yogunlugu veya toplam beyin hacmi; bobrekte korteks-medulla orani, toplam
glomeriil sayis1 veya bir glomeriildeki hiicre sayisi; testisteki seminifer tiibillerin ve
viicudumuzdaki kapiller damarlarin toplam uzunluklari, akcigerlerdeki alveollerin ve
ince bagirsaklarin toplam yiizey alanlari; bir hiicredeki toplam mitokondri sayis1 vb.
gibi say1, uzunluk, alan ve hacim gibi parametreler de niceliksel veriler elde edilerek

somut yorumlar yapilabilmektedir.

Yeni stereolojik metotlarin kullanilmadig1 calismalarda gesitli hata kaynaklar1 ile
karsilagilir. En fazla karsilasilan hata kaynaklari ise, hiicrelerin kiire bi¢imli
cekirdeklere sahip ve kesitlerin kalinliksiz iki boyutlu diizlemler olduklar1 gibi
caligilan yapt ile ilgili 6n kabullerin yapilmasidir. Eger bu ve benzeri hata kaynaklar1

gormezden gelinirse, calisma sonuglar1 gercek degerden sistematik bir bigimde
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sapma gosterebilir. Boyle bir yaklagimda, her zaman yanlis sonuglar elde edilecegini
sOylemek miimkiin degilse de, tesadiifen gercek degerdeki sonuclarin elde edilmesi
durumunda dahi, hatalarm etkileri gizli ve belirlenemez oldugu i¢in, sonuglarin ne
derece  gercegi  yansittigt  belirlenemeyeceginden, bu tip caligmalarin
giivenilirliginden s6z edilemez. Stereolojide, boyle hata kaynaklarmdan etkilenmesi
muhtemel olan yontemler, tarafli (biased) metotlar olarak nitelendirilmektedir

(Howard ve Reed, 1998).

Gergekte "kesit" kavrami, lic boyutlu kati bir yapi icerisinden gecen ve
kalinlig1 olmayan iki boyutlu diizlemler i¢in kullanilir. Halbuki biyolojik 6rneklerden
herhangi bir mikrotomda alinan kesitler, aslinda belli bir kalinliga sahip olan
dilimlerdir. Kesitlerin kalinliklar1 ne kadar kii¢iik olursa olsun, ihmal edilip dogrudan
iki boyutlu diizlemler olarak degerlendirilemezler. Ciinkii kesit kalinhigi arttikca,
kesit duzleminde gozlenen maksimum captaki tanecik izdiisiim sayisinda da artma
gozlenmekte, dolayisiyla biyolojik orneklerden alinan kesitler, ister 1sik, isterse
elektron  mikroskobu i¢in  olsun, kalnlklar1 da  dikkate  alinarak
degerlendirilmelidirler. Bu durum ilk kez 1927°de Holmes tarafindan klasik kitab1
olan Petrografik Metotlar’da tarif edilmis olup “Holmes Etkisi” olarak bilinmektedir.

Holmes etkisinin fark edilmesinden sonra, g¢esitli arastiricilar bu problemin
iistesinden gelmek i¢in bir ¢ok diizeltme faktorleri 6ne siirmiiglerdir. Bunlardan en
iinliisii ve en ¢ok kullanilani, Abercrombie'nin diizeltme faktoriidiir. Abercrombie
kesit kalinligma ve tanecik biiyiikligiine bagh olarak ortaya ¢ikan sayim hatalarmi
anlattig1 calismasmi 1946 yilinda yaymlamistir. Buna gore, saymmi yapilan
taneciklerin gergek sayisi; sayim sonucunda elde edilmis olan tanecik veya tanecik
parcalarinin izdiisiim sayisinin, kesit kalmligi / (kesit kalinlig1 + ortalama tanecik
yiiksekligi) seklinde ifade edilen bir diizeltme faktorii ile ¢arpimina esit olmalidir
(Abercrombie 1946). Bu ifade, su sekilde formiilize edilmektedir:

S
t+D N = Duzeltme sonucu elde edilen tanecik sayisi,
Ns = Sayim sonucu elde edilen tanecik izdiisiim sayist,

t = kesit kalinlig1,

D= Ortalama tanecik yiiksekligi.
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Bu duruma gore, 6rnegin, kesit kalinligimin ortalama tanecik ytiksekligine esit

veya ona yakm ({ EB) bir degerde olmas1 halinde, diizeltme sonucu elde edilen
tanecik sayisi, kesitlerde izdiisim sayimi sonucunda elde edilen tanecik sayismnin
yaklasik yarist kadar olacaktir. Bu diizeltme faktoriiniin  ¢esitlemeleri
(modifikasyonlar1) sayilabilecek diger bir cok denklem, farkli arastiricilar tarafindan
degisik zamanlarda giindeme getirilmistir (Konigsmark, 1970; Willams ve Rakic, 1988).
Stereolojik metotlarin uygulama alan1 bulmasindan sonraki yillarda bile, hatali olan
yanlar1 ortaya konmus olmasina karsin, yine bir ¢ok arastirici tarafindan kaynak
olarak gosterilmeye devam edilmektedir (Willams ve Rakic, 1988).

Gergekte, Abercrombie ve diger arastiricilarin 6nerdikleri diizeltme faktorleri,
hatali sonuglar elde edilmesine sebep olmaktadir. Abercrombie tarafindan onerilen
diizeltme faktorli, diger arastiricilarin Onerdikleri diizeltme faktorlerinin temelini
olusturdugu i¢in, bu metodun hatali sonuclar Gretmesine sebep olan 6zelliklerine g6z
atmak, diger arastiricilarmm Onerdikleri metotlarin hata kaynaklar1 hakkinda da bir
fikir edinmek i¢in yeterli olacaktur.

Oncelikle, Abercrombie’nin ydntemi taraflidir yani gercek degerden
sistematik olarak sapma gostermektedir. Bizzat Abercrombie, kendi metodunun,
hiicre sayisin1 %5-10 oraninda fazla hesaplamaya meyilli oldugunu belirtmektedir
(Abercrombie 1946). Ayrica, tanecik yiiksekliginin belirlenmesi de Onemli bir
meseledir. Bu degerin Olglilmesi, pratik olarak imkansiz oldugundan, tanecik
yiiksekligi yerine “tanecik ¢ap1” Olgiilerek kullanilmaktadir. Bu ise, calisilan
taneciklerin kiire Dbigimli olduklar1 gibi bir varsayimda bulunuldugunu
gostermektedir. Ozellikle taneciklerin kiire seklinde olmadigi, basik veya biiziilmiis
oldugu durumlarda, tanecik yiiksekligi ile tanecik ¢api arasinda olduk¢a onemli bir
fark meydana gelecektir. (Willams ve Rakic, 1988).

Bir diger onemli husus, dokudan kesit alma islemi esnasinda, bicagin kesit
yuzeyindeki tiim tanecikleri kestigi seklindeki varsayimin gergekte ne derece dogru
oldugunun degerlendirilmesidir. Bicak tanecige geldigi zaman, onu sadece “bazen”
keser. Bazen ise, ki gogunlukla da boyle olur, tanecikleri ya oldugu yerde iterek veya
yerinden ¢ikararak kesilmemesine veya yerinden diigmesine sebep olur. Dolayisiyla,

kesit alma iglemi esnasinda, taneciklerin hangi oranda kesilip kesilmedigini
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belirlemek miimkiin olmadigindan, bu durum da diizeltme faktoriiniin hatali

hesaplamasina neden olmaktadir (Willams ve Rakic, 1988).

Bir dokudan alman kesitlerin kalmliginin 1s1, nem, gdmme ortaminin tipi ve
bicagin kesme agis1 gibi etkilere bagl olarak oldukga farklilik gosterebilir. Bu metot
kesitler arasinda meydana gelebilecek kalinlik degisimlerinden de 6nemli oranda

etkilenir (Willams ve Rakic, 1988).

Abercrombie ve diger arastiricilar tarafindan Onerilen diizeltme faktorleri,
farkina varilmis olan sayim hatalarmin diizeltilmesi amaciyla ortaya atilmig, fakat,
ozellikle yeni stereolojik metotlarin icadi ile birlikte, eksik yonleri daha iyi
anlasilmis ve tiim bu eksikliklerin iistesinden yeni stereolojik metotlar kullanilarak

gelinmistir.

1.5.1. Sistematik Rastgele Ornekleme Stratejisi

Stereolojik metotlarin etkinliginin ana unsurunu sistematik rastgele drnekleme (SRO)
stratejisi olusturur. Bu 6rnekleme bigiminin temel 6zelligi, 6rneklemenin sistematik
olmasina karsm ilgilenilen yapmin her noktasina esit 6rneklenme sansi tanimasidir.
Histolojik caligmalarda, arastirma konusu olan yap1 ya da organdan elde edilen
kesitlerin tuma tek tek incelenebilir, fakat genellikle bu tiir bir calisma gereksiz yere
zaman ve emek kaybina neden olacagindan, calismanin etkinliginden s6z etmek
miimkiin olmayacaktir. Boyle durumlarda elde edilen kesitler arasindan belli
oranlarda bir se¢im yapilmasi gerekmektedir. Se¢ilen 6rneklerin ilgili yapiyr en iyi
bicimde temsil edebilmesi i¢in, yapmin her bir noktasmnin esit drneklenme sansina
sahip olmas1 gerekmektedir. SRO, belli bir 6rnekleme aralig: ile, ilk aralik icinden
rastgele bir noktadan baslanmak sartiyla, ilgilenilen yapmin tamaminin
orneklenmesidir. Onceden belirlenen drnekleme araligi, &rneklemenin sistematik
olmasini, ilk aralik i¢inde rastgele bir noktadan baglanmasi ise, Orneklemenin
rastgele olmasimi saglar. SRO’de 6rnek sayis1 arttirildikca, yapinin her noktasima esit
orneklenme sansi tanindig1 icin, orneklemenin yapiyr temsil edebilirligi de artar ve

gercek degere sistematik bir bigcimde yaklagilir (Howard ve Reed, 1998; Aslan, 1999).
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1.5.2. Tarafsi1z Sayim Cercevesi

Tanecik sayimi yapmak igin tanecik izdiisimlerinden yararlanilan durumlarda,
kesitlerde ortaya ¢ikan tanecik izdiigtimlerinin belli bir alanla sinirlandirilarak
sayllmalar1 gerekmektedir. Eski metotlarda, kare veya dikdortgen bicimindeki
cergeveler kesitler tizerine yerlestirilerek, dogrudan bu ¢ergeveler igine diisen tanecik
izdliglimlerinin sayilmas1 yontemi kullanilmistir. Daha sonralari, bu tip bir
yaklagimin tanecik sayisin1 fazla hesap etmeye sebep oldugu anlasilinca
kdsegenlerinden biri boyunca ikiye ayrilmis olan bir sayim cergevesi kullanilmaya
baslanmistir. Bu ¢ergcevedeki sayim kurali, ¢erceve kenarlarmin bir tarafina isabet
eden tanecikler sayilirken, diger tarafa isabet edenler sayim dis1 birakilirlar. Yani iki
yasak kenara, iki de serbest kenara sahip bir sayim gergevesidir. Bu yasak ve serbest
kenarlarin kesistigi koselerden biri yasak kose, digeri de serbest kose olarak
belirlenmistir. Fakat bu c¢ergevenin de gercek tanecik degerini vermekten uzak
oldugu daha sonra tarafsiz sayim gergevesinin ortaya ¢ikisi ile matematiksel olarak

ispatlanmistir (Sekil 1.6.) (Gundersen, 1977).
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Sekil 1.6. Tarafsiz sayim gergeveleri. (A) Tanecik izdiisiimlerinin merkezi noktalar1 esas
alinarak sayim yapilmaktadir. Buna gore (a) gergevesinde bir, (b)’de iki, (c)’de dort ve (d)’de
ise bir tanecik sayilir. (B) Bu gergevelerde ise (C)’de goézlenen tarafsiz sayim gergevesi
kuralina gore sayim yapilir. Buna gore de sayilan tanecik izdiisiim sayis1 yine aynidir. Fark,
yalmzca bazi taneciklerin farkli cercevelerce sayilmasidir. Ornegin {icgen bicimli izdiisiimiin
cogu (b) cercevesinde goriilmesine ragmen (a) ¢ercevesince sayilmaktadir (Aslan, 1999°dan
alinmstir).

g
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Tarafs1z sayim gergevesi, en genel olarak kullanilan sekliyle, bir kalin ve diiz,
bir de ince ve kesikli iki tip ¢izgi ile gosterilen dort kenara sahip basit bir dikdortgen
veya karedir. Goriiniiste pek fazla bir degisikligi olmamasina ragmen, sayim kurallar1
acisindan diger sayim gerceveleri ile oldukea farklilik gosterir. Temel olarak, ince ve
kesikli ¢izgiler “serbest” kenarlar, kalin ve devaml ¢izgiler de “yasak” kenarlardir.
Yani kesikli ¢izgilere rastlayan izdiistimler sayilirken, devaml ¢izgilere isabet eden

izdiistimler sayim dis1 birakilir (Mayhew, 1991).

Tarafsi1z sayim ¢ercevesinin en 6nemli 6zelligi, yasak kenarlarin uzantilaridir.
Bu uzantilar, cergevenin yerlestirildigi goriintii alaninin tamammi kaplayacak
sekilde, biri kendi dogrultusunda digeri ise serbest kenar dogrultusunda uzanirlar

(Gundersen, 1977).

1.5.3. Disektor

Taneciklerin sayimi i¢in etkin ve tarafsiz stereolojik metotlarin temeli 1984 °de Sterio
tarafindan, disektdriin yeniden tarif edilmesi ile atilmustir (Sterio, 1984). Ug boyutlu
stereolojik bir sonda olan disektoriin en 6nemli 6zelligi, tanecikleri buydklikleri ile
degil, sayilar1 ile orantili bir olasilikla 6rneklemesidir. Bunun i¢in disektér sayim
metodu, taneciklerin biyiikliigii, sekli ya da yonelimi hakkinda herhangi bir
varsayimda bulunmaksizin tanecik sayiminda kullamilabilir. Disektorun en basit
seklinde, iki ardigik veya birbirlerinden belli bir uzaklikla ayrilmig olan iki kesit
kullanilir ve bunun i¢in disektdr adini alir (West, 1993). iki kesit arasindaki mesafe
“disektor yiiksekligidir”. Sayilmak istenen herhangi bir tanecigin kesit ¢iftlerinden
birinde bulunup, digerinde bulunmayan izdiisiimleri ilgili alana yerlestirilen tarafsiz
sayim cercevesinin sayim kurallarina gore sayilir ve bu tip taneciklere disektor
tanecik (Q-) adi verilir. Bu sekilde ilgilenilen yapmimn timiinden gegen seri
kesitlerden sistematik olarak segilerek elde edilen kesit ciftlerinde sayim yapilir.
Sayim yapilan kesite 6rnek kesit (look-up section), kontrol yapilan kesite ise gozlem
kesiti (referance section) denmektedir. Eger tanecik sayimi kesit ¢iftlerinden ilkinde
yapilirsa kesit alma yOniine gore taneciklerin tst uglari, ikincisinde yapilirsa

taneciklerin sonlar1 sayilmis olur. Burada gerekli olan, kesitlerde takip edilen tanecik
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izdiigiimlerinin ayni tanecige ait olup olmadiginin belirlenmesidir. Disektdrle yapilan

sayim kayip kep (lost caps) ve fazla yansima’dan (over projection) etkilenmez
(Sterio, 1984; Mayhew, 1991).

Calismamizin amaglarz;

1. Bir organofosfat bilesigi olan fenthion’un hippocampus CA bolgesindeki
piramidal noronlar Uzerine toksik etkisini stereolojik yontemlerle ve 11k
mikroskopisi duizeyinde incelemek,

2. Atropinin, fenthion’un muhtemel norotoksisitesine karst koruyucu etkisi olup

olmadigini aragtirmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvanlar

Calismada 18 adet 200-250 g agirliklar1 arasinda yetigkin Wistar albino tipi erkek rat
kullanildi. Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan
izin alindiktan sonra, Isparta Siileyman Demirel Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden ratlar alindi. Ratlar oda 1s1sinda 25 +2 °C, 50 + %15 nem ortaminda
normal pellet yemle beslendi ve ¢aligmaya baglamadan 5 giin dnce laboratuvara

alinarak ortama uyum saglamasi i¢in bekletildi.

2.2. Deney

Calismada kontrol grubu, Fenthion grubu ve Fenthion+Atropin grubu olmak (zere ¢
grup olusturuldu. Bu gruplara alman ratlar, Isparta Siilleyman Demirel Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezinden alinan ve laboratuara uyum saglamis 18 adet rat

arasindan rastgele olarak secildi.

Kontrol grubunu olusturan ratlara (6 adet) 0,8 g/kg serum fizyolojik subcutan
olarak tek doz verildi ve bunu takiben ilk 4 saat boyunca saatte bir olmak Uzere 2

mg/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.

Fenthion grubunu olusturan ratlara (6 adet) 0,8 g/kg fenthion subcutan olarak
tek doz verildi. Bunu takiben ilk 4 saat boyunca saatte bir olmak (zere 2 mg/kg

serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.

FenthiontAtropin grubunu olusturan ratlara (6 adet) 0,8 g/kg fenthion
subcutan olarak tek doz verildi ve bunu takiben ilk 4 saat boyunca saatte bir olmak
uzere 2 mg/kg atropin stilphate intraperitoneal olarak verildi. Atropin sulphate'nin ilk
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dozu fenthion ile beraber bagslandi, bunu takiben her 1 saat sonra aym doz 4 kez

tekrarlandi. Ratlar bu iglemlerin yapilisinin 5. giiniinde perflize edildiler.

2.2.2. Perflizyon

Ratlar, i¢inde pamuk emdirilmis eter bulunan bir kavanoz i¢inde 2-3 dakika derin
anesteziye girmeleri icin bekletildiler. Ratlar anesteziye girdikten sonra pens ve
makas yardimu ile toraks derisi ve toraks 6n duvari, kesilerek kalbin atriumlar1 ayirt
edilecek sekilde ksifoid boyuna dogru agildi. Sol ventrikiilden 0.5 ml heparin insiilin
enjektorii ile verildikten sonra, ince uglu bir makas ile sag atrium kesildi ve kelebek
seti ile etivde 37 °C’ye kadar sitilmis serum fizyolojik verilmeye baglandi. Kan
tamamen bosalincaya kadar serum fizyolojik verilmeye devam edildi. Sonrada
%10’luk formalin ile fiksasyona baslandi. Fiksasyona basladiktan kisa bir siire sonra
ratlarmm basinda ve ayaklarinda kasilmalar gozlendi. Sonra da ratlarm kafalari
makasla govdelerinden ayrildi; kafa derileri alinip kafataslar1 ¢ikarildi ve beyinler,
bazal kisimlarindaki sinirler onden arkaya dogru kesilerek ¢ikartildiktan sonra
%10’luk formalin igerisinde onbes giin bekletildikten sonra doku takip islemleri

yapildi

2.3. Histolojik islemler
2.3.1. Doku takibi

Doku takibi i¢in agagidaki islemler uygulandi:

1. Akar suda yikama..........ccceeeviniiennnnne 1 gece

2. %70°lik AIKOL.......ooeeiiieie e 1 saat

3. %80°lik AlKOL.......coviiiiiieii e 1 saat

4. %96’lik Alkol......c.cccvviiieiieiii 1 saat

5. %100°10k AIKOL.......cccveieeiiiiiriien 1 saat

6. KSIleNn.....cooeiiiiiiie e, 1 saat

7. KSHeN....cco i, 1 saat

8. Paraplast........ccocevviiiiiiiiiie 1 gece oda sicakliginda
9. Paraplast.........ccooveiiiiiii 2 saat 60 °C

10. Bloklama
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2.3.2. Kesitlerin alinmasi

Calismamiz esnasinda kesitler, 6nceden 10 cc distile su 10 cc %10’luk formol
icerisinde 1 g jelatin eritilmesiyle olusan formol-jelatin karigimi siiriilmiis ve 1 saat
40 °C’de bekletilerek kurutulan lamlara, 40 pm kalmliginda coronal yonde 1/7
ornekleme ile kesitler alindi. Lamlara alinan kesitlerin kurumasina izin vermeden,
icinde bir miktar su bulunan cam salelere alip 40 °C deki etlivde bir gece bekletildi.
Boylece lamlara kuvvetli bir bigimde yapisan kesitler boyanmaya hazir hale

getirilmig oldular.

2.3.3. Boyama

Doku kesitlerinin boyanmasi i¢cin %1°lik Cresyl fast violet kullanarak asagidaki

islemler uygulandi.

1. KSilen.....ociiiiicc 15 dakika

2. KSilen......cooiiiiiiiic, 15 dakika

3. KSilen....coooiiiiin, 15 dakika

4. %2100°1uk Alkol........cccoeeeirne 10 dakika.

5. %96’k AIKOL.....covviiiiiiieinee 10 dakika.

6. %80’lik AlKOL.........ceeevieiiinn 10 dakika.

7. %70’lik AlKOL.......cceeeii 10 dakika.

8. Distile SU......cccoovvviiiiiiiici 10 dakika.

9. Cresyl fast violet...........cccoeevenne, 6-7 dakika ( 40°C de).

10. Distile SU.....cccoorviviiiiiiiiiens 5 dakika.

11. %96°lik AlkOL....cccuvevieiieiienns Boyanin ¢ogu uzaklasincaya kadar.

12. Cresyl fast violet ayristiricist (60 ml kloroform + 44 ml %96’lik alkol 9
damla glasial asetik asit) ¢ekirdek ve Nissl farklilagmasi saglanincaya kadar.

13. %96’lik Alkol......ccccoveiiriinnnne. 5 dakika.

14. %100’Itk AlKOL.........cccveeinnee 10 dakika.

15, Ksilen.....cooieveiiic e, 10 dakika.

16. Ksilen......ccooeveiiiiic, 1 saat.

17. Entellan ile kapatma.
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2.4. Optik Parcalama

Stereolojik literature “optical fractionator” olarak ge¢mistir. Bir organda veya belirli
bir yapidaki toplam tanecik sayisinin tarafsiz ve etkin bir bi¢imde hesaplanmasini
saglayan metottur. Optik pargalama, incelenecek bdlge hacminin uniform SRO ile
elde edilen belli bir boliiminde optik disektdrle néron ya da herhangi bir hiicre veya
hiicre topluluklarinin olusturdugu taneciklerin sayimindan ibarettir. Pratikte, bu
ilgilenilen bolgenin tiimiinden gegen kesitlerden SRO ile elde edilen belli bir
b61uminin, néron ya da herhangi bir tanecik igerdigi diisiiniilen kesit alanlarinin ve
kesit kalinligimin belli bir oraninin sistematik 6rneklenmesi ile uygulanmaktadir

(Gundersen, 1986; Gundersen ve ark., 1988).

Optik parcalama, histolojik islemlerin fiksasyon, takip, gdmme, kesit alma,
boyama gibi herhangi bir asamasi esnasinda tanecikler arasi mesafede ve/veya
taneciklerde olusabilen biiziisme ya da genislemeden etkilenmez. Optik par¢calamanin
bu 6zelliginden dolayi, gdmme ve boyama asamasi esnasinda ol¢iimii oldukga zor
olan bliziigmenin meydana geldigi frozen, vibratom, selloidin, ve parafin kesitlerin

incelenmesi mumkin olur (Hopwood, 1996).

Optik parcalamada, optik disektoriin 6zelliklerinden dolayr organ ya da
yapidaki taneciklerin biyiikliigiinden, seklinden, yoneliminden, kesit alma ydniinden
etkilenmeden tanecik sayimi yapilir. Ciinkii her bir tanecik bir kez sayilma sansina
sahiptir (Gundersen, 1986).

Tanecik sayisini hesaplamak i¢in parcalama O6rnekleme semasi kullanildigi
zaman ne ilgilenilen bolgenin hacmini ne de bolgenin kesitlerdeki izdiigiim alanlarini
bilmeye gerek vardir. Sadece gerekli olan sey ilgilenilen bdlgenin smirlarinin
belirlenmesidir. Very X Ny ile toplam tanecik sayis1 (N) hesaplanmak istendiginde
V(rer) hesabr i¢in bdlgenin sinirlarmm olabildigince kesin bir bigimde belirlenmesi
gerekir. Hiicrelerin diffiiz olarak organize oldugu ve ektopik kiimelenme
durumlarinda ilgilenilen bolgenin kesin smirlarinin belirlenmesi siklikla problem

olusturur. Smirlarmm belirlenmesindeki varyasyon dogrudan Ve  hesabmin
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varyasyonunu, bu da toplam ndron sayisi hesabinin varyasyonunu etkiler (Mayhew,

1991; Hopwood, 1996; Howard ve Reed, 1998; Aslan, 1999).

2.4.1. Ornekleme Oranlan
2.4.1.1. Kesit Ornekleme Oram

Parcalama ornekleme semas: ile ilgilenilen yapinin toplam hacminin bilinmesine
gerek duyulmadan, yapidaki toplam tanecik hesab1 Very X Ny ile elde edilene gore
daha kisa siirede ve daha az emek sarf edilerek elde edilir. Bunun igin, ilgilenilen
yap1 basindan sonuna kadar kesilir. Elde edilen tiim kesitlerden SRO ile en az 15-20
kesit elde kalacak sekilde kesit drneklemesi yapilir. Orneklemenin sistematikligi belli
bir kesit drnekleme araliginda yapilmasi ile saglanir. Bu ise su sekilde belirlenir:
Diyelim ki elimizde toplam olarak “n” tane kesit olsun, bu kesitlerden en az 20 tanesi
elimizde kalabilmesi igin n/20 = x’den yola ¢ikarak her x’inci kesiti aldigimizda
elimizde 20 kesit kalmis olur. Burada “x” kesit 6rnekleme araligidir. Orneklemenin
rastgele olabilmesi ise 0 ile x arasindaki orneklenecek ilk kesitin rastgele olarak
belirlenmesi temeline dayanir. Bunun i¢in 0 ile x arasindaki (x dahil) kesitlerden biri
ya rastgele say1 tablosundan veya kesit numaralarinin her biri ayr1 bir kagida yazilip
iclerinden biri rastgele gekilerek segilir. 0 ile x arasindaki kesit m’inci kesit olsun. Bu
durumda Orneklenen kesit numaralar1 sdyle olur: {m, m+x, m+2Xx, m+3x,...,m+9x}.
Kesitlerin SRO semasi ile érneklenmesi neticesinde, yapmin her yerinin esit kesilme
sansma sahip olmasi saglanir. Burada kesit 6rnekleme oram (KeOO) 1/x olur

(Gundersen, 1986).

2.4.1.2. Alan Ornekleme Oram

Sistematik rastgele ornekleme ile secilmis olan kesitlerdeki ilgilenilen bolgenin
izdlistim alan1 6nceden belirlenmis araliklarla x ve y eksenleri boyunca taranir. Her
hangi bir eksen boyunca gergeklestirilen her harekete adim araligi denir. Her adimla
izdlisiim alani iizerinde bir alan taranir ki bu alana adim alan1 denmektedir. X ve y

eksenleri boyunca gerceklestirilen uzunluklarin ¢arpimi ile adim alanmi elde edilir.
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Partikiil sayimlar1 bu alanin tamaminda degil, partikiil biiylikligline goére ebadi
belirlenen ve adim alani icine yerlestirilen tarafsiz sayim cergevesi alaninda yapilir
(Gundersen, 1977). Iste bu alan pargalama oranina, alan 6rnekleme oram (AOO)
denmektedir ve asagidaki gibi ifade edilir (Gundersen, 1986):

_a(gergeve)

AOO = a(adim)

2.4.1.3. Kalinhk Ornekleme Orani

X ve y eksenleri boyunca gerceklestirilen adimlama ile ilgilenilen yapinin
izdiisiimiine isabet edilmigse, bu alanda tarafsiz sayim g¢ercevesinin kurallarina gore
partikiil sayim1 gerceklestirilir. Fakat optik disektdr sayim kurallar1 geregi, kesit
kalinliginm tamami boyunca degil dnceden belirlenmis belli bir oraninda sayim
yapilmaktadir. Bu ise hem kesit alma esnasinda kesit ylizeylerinden partikiil
dokiilmesini ifade eden ‘lost caps’ problemini ortadan kaldirmakta, hem de kesit
kalinligin1 kesin bir bicimde bilinmesi gerekliligini ortadan kaldirmaktadir. Ciinkii
optik disektor kurallar1 geregi kesitin alt ve st yiizeylerinden kesit i¢ine dogru
giivenlik mesafeleri birakilmaktadir. Partikiil sayimlar1 bu gilivenlik mesafeleri
arasinda, miktar1 6nceden belirlenmis disektor yiiksekligi boyunca yapilmaktadir
(Sekil 2.1). Iste bu disektor yiiksekliginin kesit kalmlhigma oranma kalinhik
ornekleme oram (fraksiyonu) (KaOO) denmektedir ve asagidaki sekilde gosterilir
(Gundersen, 1986):

h (disekt or)
t

KaOo0 =

2.4.1.5. Optik Disektor

Disektoriin sayim kurali olan birbirine paralel iki komsu ya da yakin kesit iizerindeki
partikiil izdiisiimlerinin olup olmamasma bakilarak partikiil sayim1 1984’de Sterio
tarafindan yeniden detayli bir sekilde tanimlanmistir. Bundan birkag yil sonra yiiksek

sayisal agikliga sahip objektifler kullanilarak kalin histolojik kesitlerde ince optik
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kesitler aliabileceginin farkina varildi. Odak diizlemi veya optik kesit, kesit kalinlig1
boyunca belli bir mesafede, kesit (st ylzeyinden alt yuzeyine veya alt yizeyinden (st
yiizeyine dogru hareket ettirilerek, birbirini takip eden optik kesit serilerinde disektor
sayim kurallarinin uygulanmasi ile partikiil sayimi gerceklestirilir. Partikiil sayimi su
sekilde yapilir: Dokunun belli bir hacmi i¢inde odaklama ile hareket edilirken
gorlintli alanina giren yeni partikiiller ya da gozden kaybolan partikiiller disektor
partikiil olarak sayilirlar. Odaklama ekseni boyunca yapilan doku i¢indeki ilerleme
mikroskop tablasmma monte edilmis bir mikrokator yardimi ile Slgiiliir. Kesitin
kesilme yiizeylerindeki fiziksel bozukluklardan (lost caps) kagmmmak igin sayim
yapilan hacim kesit kalinligmin merkezi boliimii ile smirh tutulur, yani kesitin alt ve
iist ylizeyinden kesit kalinlig1 merkezine dogru partikiil sayiminin yapilmadig1 birer
mesafe birakilir ki bunlara “alt ve Ust giivenlik mesafeleri” adi verilir. Bu sayim
metodu literattire “optik disektor” olarak ge¢mistir. Fiziksel olarak ayri iki kesitin
kullanmildig1 orijinal yaklagima, optik disektdrden ayirt etmek icin artik “fiziksel
disektor’denmektedir (Gundersen, 1986; Aslan, 1999).
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Sekil 2.1. (A) da adimlama esnasinda tarafsiz sayim cergevesi ortasinda bulunan
(+) isaretinin hippokampus dokusu iizerine isabet eden yerlerinde optik disektor
yapilmaktadir. Bu sekilde adimlardan biri (B) daha blyuk bir blyutmede
sematize edilmistir. Adimin bir béliimiinde doku bulunmamasina ragmen tarafsiz
sayim g¢ercevesinin ortasina yerlestirilen (+) isaretinin hippokampus dokusunun
iizerine isabet etmesinden dolay1 bu adimda optik disektdr yapilmaktadir. Kesitin
ust ylzeyinden alt yizeyine kadar olan mesafede Gst (5 pm) ve alt (x pm)
yiizeylerde giivenlik kusaklar1 birakilarak, (h) kadar bir derinlikte optik
disektorler yapilmaktadir. (C) ve (D) Optik disektér uygulamasi, kesit
yiizeylerinde meydana gelen kayip partikiillerden sakinmak icin, kesitin her iki
yiizeyinden de belirli bir mesafe uzaklasarak kesitin merkezinde sayim
yapilmasimi Onermektedir. Optik disektérde sayima baslanacak yiizeydeki
giivenlik kusaginin mesafesi daima sabit kalirken (6rnegimizde tist yiizeydeki
giivenlik kusagi daima 5 pm), alt giivenlik kusagi ise kesitin kalinligina gore
degisebilmektedir (4slan 1999 dan alinmistir).
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2.4.2. Optik Parcalamanin Uygulanmasi
2.4.2.1. Parcalama Ornekleme Semasi
Kesit Ornekleme Oram (KeOO):

Hippocampus’un sinirlarinin ve toplam kesit sayisinin belirlenmesi i¢in yapilan 6n
caligmada, hippocampus’un coronal kesitlerinden, ~40 um kailikta alinan, toplam

91- 112 kesit elde edildi. Optik parcalama icin gerekli olan en az 20 kesiti elde
edebilmek icin 1/6 6rnekleme yapmak gerektigi saptandi. Yani her 6 kesitte 1 kesit
aldigimiz zaman elimizde yaklasik olarak 15-20 kesit kalmaktadir. Ornekleme
arttirildig1r zaman gergek degere daha yakin sonuglar elde edilebileceginden dolayzi,
elde kalan kesit sayis1 20’dan daha fazla olmasina ragmen, KeOO 1/6 olarak
belirlendi. Bu uygulama ile 6rneklemenin sistematik olmasi saglandi. Alinacak ilk
kesitin ilk 6 kesit icinden rastgele bir bicimde belirlenmesi ile de, 6rneklemenin
rastgele olmasi saglandi. Bunu saglamak i¢in 6 ayr1 kagida birden yediye kadar
rakam yazilip kagitlar katland, i¢lerinden biri ilk kesiti belirlemek i¢in secildi ve her
hayvan i¢in bu islem tekrar edildi. Sistematik rastgele Ornekleme yaklagimi ile

orneklenen yapimin her yerine esit 6rneklenme sans1 taninmaktadir.

Alan Ornekleme Orani:

Alan Orneklemesi i¢in Oncelikle adim alanini belirlemek gerekir. Bunun i¢in bir
hayvandan orneklenen tiim kesitlerdeki hippokampus sinirlart i¢inde, en az 200
ndron sayabilmek i¢in (her adimda en az 1 ndron sayilacagindan) 200 adimda sayim
yapmak gerektiginden, her noktasi (P(a)) 1 cm”yi temsil eden noktali bir sayim
cetveli kullanilarak kesitlerin toplam yilizey alan1 hesaplandi. Tim kesitlerdeki
hippokampusun toplam yiizey alaninin 200’e boliinmesi ile de bir adim alanmin 90
000 pm? olmasi gerektigi saptandi. Buradan da her bir x ve y ekseni i¢in uzunlugun

300 pm olmas1 gerektigi hesaplandi.
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Adim Alani= Toplam Nokta Sayis1 x p(a) x Biiyiitme Derecesi/200,

Adim Araligi=+/Adim Alani1=4/90 000 xm2 =300 zm

Bu islem i¢in immersiyon objektifi ile hiicreler gozlendigi zaman bir gerceve
icine bir hiicre diigebilmesi i¢in en uygun alanin 400 umz oldugu hesaplandi. Bu

durumda alan 6rnekleme orani:

_400um2 1
90000um2 125

Kahnhk Ornekleme Oram (KaOO):

Ortalama kesit kalinliklarmnm (t) 26 um civarinda oldugu tespit edildi. Disektor
yiiksekliginin (h) 15um, st giivenlik kusaginin ise 5 pm olmasina karar verildi. Bu
durumda kalinlik 6rnekleme orani:

K00~ 15

Optik Disektor ile Sayim:

Néron sayimlar1 Rize Universitesi Tip Fakiiltesi Morfoloji binasindaki Stereoloji
Arastirma Laboratuvarinda bulunan Leica DM 4000B marka mikroskop ve Stereo
Investigator 9 programi ile 63x Leica objektifte yapildi (Sekil 2.2). Hipokampusun

CA bolgesindeki toplam ndron sayis1 asagidaki formiile gore yapildi.

1 1 1
N = X — X —— X =
Z Q KeOO AOO KaOO
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> Q: Orneklenen kesitlerde hippokampus smirlari igine diisen disektdrlerde
sayilan noronlarin toplam sayisi,

KeOO: Kesit 6rnekleme orans,

AOO : Alan 6rnekleme orant,

KaOO :Kalmlik érnekleme orani

Sekil 2.2. Optik parcalama metodu kullanilarak hiicre sayim hesaplamalarinin yapildig
sistemin genel goruntisu
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3. BULGULAR

Calismamizda gruplarm dagilimi (homojenitesi) Shapiro Wilk Testi ile analiz edildi.
Gruplara ait veriler normal dagilim gosterdiginden, gruplar arasi karsilagtirmalarda
“ANOVA (varyans analizi) testi” kullanildi. Yine varyanslar homojen oldugu igin,

ikili karsilagtirmalarda ise ¢coklu karsilastirma testlerinden “Tukey testi” kullanild1.

Gruplara ait viicut ve beyin agirliklar1 Tablo 3.1.’de gosterilmistir. Bu tablo
sonuglarina gore tiim gruplarm viicut ve beyin agirhiklarmin karsilastirmalarinda

anlamli bir fark olmadig: géraldu.

Tablo 3.1: Gruplara ait viicut ve beyin agirliklarmin karsilagtirmasi. Degerler
ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

Gruplar Viicut Agirhgi* (g) Beyin Agirhgr* (g)

I- Kontrol (n:6) 219,5+13,37 2,242+0,053
I1- Fenthion (n:6) 224,5+15,98 2,323+0,082
I11- Fenthion + Atropin (n:6) 214,4+12,99 2,277+0,114

* Degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir.

Gruplara ait ratlarin hippocampus CA bolgelerindeki piramidal noron sayilari
karsilagtirmalar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir. Bu tabloya gore; piramidal ndron
sayilar1 kontrol grubunda 620 803+30 818; fenthion verilen grupta 459 291+47 077,
fenthion+atropin verilen grupta ise 551 328+51 710 olarak bulundu. Kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, CA bdlgelerindeki piramidal hiicre sayisi yalniz fenthion
verilen grupta %26, fenthion+atropin grubu ratlarda ise %11,6 oraninda azalmisti.
Toplam piramidal hiicre sayis1 en diisiik olarak fenthion grubu ratlarda, en yliksek

olarak ise kontrol grubu ratlarda saptandi. Fenthion+atropin uygulanan ratlarda ise
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kontrol grubuna daha yakin olarak bir azalma bulundu. Her ii¢ grup arasinda goriilen

bu farkliliklar istatistiksel olarak da anlamli idi (p<0,05).

Calismamizda gruplara ait alan, ¢evre ve yarigap degerleri de Tablo 3.2°de
gosterilmistir. Bu tabloda belirtildigi iizere kontrol grubuna ait alan, ¢evre ve yarigap
Sl¢iimleri sirast ile 103 151418 219 pm?; 1 272+98,67 pm ve 179,5+15,41 pm olarak
bulundu. Fenthion verilen grupta ise bu degerler sirasi ile 264 284+35 144 pm?; 1
977+133,3 um ve 286,5+20,77 um olarak g6zlendi. Fenthion grubunda gdzlenen bu

artiglar istatistiksel olarak da anlamli idi (her {i¢ parametre i¢in p=0.000).

Fenthion+Atropin grubunda alan, ¢evre ve yaricap Olglimleri sirast ile 98
682+15 091 um?% 1219+92,75 pm ve 175,3+15,12 um idi. Fenthion grubu ile
karsilastirildiginda her ii¢ parametrede istatistiksel olarak da anlamli bir diisiis
oldugu gorildii. Ayrica FenthiontAtropin grubu ile Kontrol grubunun

karsilagtirmasinda parametreler arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CA bolgelerindeki piramidal hiicrelerin
alaninda fenthion verilen grupta %15,6 oraninda artig goriildii. Fenthion+Atropin
verilen grupta ise kontrole gore %4,3 oraninda azalma goriildii. Piramidal hiicrelerin
yarigap karsilastirmasinda; kontrol grubuna goére fenthion verilen grupta %59,6
oraninda artig, Fenthiont+Atropin verilen grupta ise %2,4 oraninda azalma goriildii.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CA bolgelerindeki piramidal hiicrelerin
cevresinde fenthion verilen grupta %55,4 oraninda artig goriildii. Fenthion+Atropin

verilen grupta ise kontrole gore %#4,16 oraninda azalma goriildii.

Ayrica, morfolojik olarak Fenthion grubu ratlarin hippocampus CA
bolgelerindeki noronlarin sitoplazmasinda sisme, karyolizis ve hiicrelerde piknozis
oldugu gozlendi. Hiicre ¢ekirdeginin sismesi ile ndronlarin yilizey alani, ¢evreleri ve
yaricaplarinda ciddi miktarda artig goriildii. Fenthion+Atropin grubundaki ratlarin
hippocampus CA bdlgelerindeki néronlarda piknozis gozlenirken, néron yizey alani,

cevresi ve yarigapinda ciddi degisiklikler gozlenmedi.



Tablo 3.2: Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin hippocampus CA
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bolgesindeki noron sayilari ile noronlarin alan, gevre ve yarigap 6lgiimlerinin
karsilastirilmasi. Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

PARAMETRE GRUP SAYI DEGERLER P
D s — 6 - e s , OOOO*
Hiicre (say1)
Fenthion 6 459 291+47 077°
Fenthion+Atropin 6 551 328+51 710°
Kontrol 6 103 151+18 219 0,000
Alan (um?) Fenthion 6 264 284+35 144°
Fenthion+Atropin 6 98 682+15 091°
Kontrol 6 1 272+98,67° 0,000
Cevre (um) Fenthion 6 1977+133,3"
Fenthion+Atropin 6 1219+92,75°
Kontrol 6 179,5+15,41° 0,000
Yarigap (nm) Fenthion 6 286,5+20,77"
Fenthion+Atropin 6 175,3+15,12°

" %35 Gnem seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05).
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Sekil 3.1: Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin hippocampus
CA bolgesindeki néron sayilarinin karsilastirmast.

Piramidal hiicre sayis1 fenthion grubu ratlarda en diisiik olarak, kontrol grubu
ratlarda ise en yuksek olarak saptandi. Fenthion+atropin uygulanan ratlarda ise
kontrol grubuna daha yakin olarak bir azalma bulundu. Her ii¢ grup arasinda
gorilen bu farkliliklar istatistiksel olarak da anlamli idi (p<0,05).
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Sekil 3.2: Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin hippocampus
CA bolgesindeki néronlarin yiizey alanlarmin karsilagtirmasi. Yizey alan
ortalamasi Fenthion grubunda anlamli derecede artmis bulundu (p<0,05).
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Sekil 3.3: Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin hippocampus

CA bolgesindeki noronlarin  gevre Olglimlerinin  kargilastirmasi.  Cevre
ortalamasi Fenthion grubunda anlamli derecede artmis bulundu (p<0,05).
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Sekil 3.4: Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin grubu ratlarin hippocampus
CA bolgesindeki néronlarin yarigap 6lgiimlerinin karsilagtirmasi. Yarigap
ortalamasi Fenthion grubunda anlamli derecede artmig bulundu (p<0,05).
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")

Resim 3.1. Kontrol grubu ratlara ait hippocampus (2x buyutme).
(CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, V: ventrikl)
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Resim 3.2. Kontrol grubu hippocampus CA2 bolgesindeki piramidal néronlari
izlenmektedir. (10x biyitme)
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Resim 3.3. Kontrol grubu hippocampus CA bdlgesi piramidal néronlari izlenmektedir.
(40x buyutme), (Oklar: piramidal hiicreler).
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Resim 3.4. Kontrol grubu hippocampus CA bdlgesi piramidal noronlar izlenmektedir.
(100x buyutme), (Oklar: piramidal hiicreler).
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Resim 3.5. Fenthion grubu ratlara ait hippocampus CA bdlgesinde gross yapinin
bozulmadigi gozlenmektedir (2x biyitme), (CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus,
V: ventrikl)



57

Resim 3.6. Fenthion grubu hippocampus CA bélgesi piramidal néronlar1 izlenmektedir.
Kiiciik biiylitmede hippocampus’un gross yapisinin ¢ok bozulmadig1 gézlenmektedir.
(10x blyutme).
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Resim 3.7. Fenthion grubu hippocampus CA bdlgesi piramidal néronlart izlenmektedir.
Sisme (siyah ok), karyolizis ve piknozis (beyaz ok) gozlenmektedir (40x biytitme).
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Resim 3.8. Fenthion grubu hippocampus CA bolgesi piramidal néronlart izlenmektedir.
Sisme (siyah ok), karyolizis ve piknozis (beyaz ok) gozlenmektedir (100x biyttme)
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Resim 3.9. Fenthion+Atropin grubu hippocampus CA bolgesi piramidal néronlari
izlenmektedir (2x buyttme), (CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, V: ventrikul).
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Resim 3.10. Fenthion+Atropin grubu hippocampus CA bdlgesi piramidal néronlari
izlenmektedir (10x buyttme), (CA: Cornu ammonis, V: ventrikil).
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Resim 3.11. Fenthion+Atropin grubu hippocampus CA bolgesi piramidal néronlari

izlenmektedir. Morfolojik degisiklikler agisindan kontrol grubuna benzer gériinimdedir
(40x blyutme).
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Resim 3.12. Fenthion+Atropin grubu hippocampus CA bolgesi piramidal néronlari
izlenmektedir (100x blyutme), (Beyaz ok: Piknotik hiicre).
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4. TARTISMA

Organofosfat bilesikleri diinyada en yaygin olarak kullanilan toksik maddelerden
birisidir. Kolayca erisilebilir olmasi, tarimsal alanda sik ve bilingsizce kullanilmas1
ve intihar amagli alinmasi organofosfat toksisitesini dnemli bir problem haline
getirmistir. Yilda 3 000 000 organofosfath bilesiklerle zehirlenme olgusu goriildigii,
ve bu zehirlenmeler sonucunda yilda 100 000 - 300 000 6lim olgusu goriildiigii
tahmin edilmektedir (Thiermann ve ark., 1999; Eyer, 2003). Organofosfat bilesiklerinin
kotli amaghi kullanimi ve sistemik toksik etkilerinden dolayi, birgok iilkede
kullanimina kisitlama veya yasaklama getirilmistir. Buna karsilik lkemizde Gretimi
ve kullanim1 yaygin olarak devam etmektedir (Wexler, 2005; Cinkiloglu, 2007; Sevgiler,
2007). Bu nedenle organofosfat zehirlenmesi diinyada ve Ulkemizde halen 6nemli bir

halk saglig1 sorunu olusturmaktadir.

Organofosfat bilesiklerine maruz kalan insanlarda bellek ve Ogrenme
sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Hayvan ¢aligmalarinda da benzer bulgular goriilmiistiir
(Jamal ve ark., 2002; Costa, 2006). Emosyonel davraniglarin diizenlenmesinde esas rol
oynayan hippocampus’un ayrica 6grenme ve bellek islevleri ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Songur ve ark., 2001;Vertes, 2001; Songur ve ark., 2003; Vertes, 2005;
McNaughton, 2006; Bas ve ark., 2007).

Calismamizda bir organofosfat bilesik tirevi olan fenthion’un hippocampus
CA bolgesindeki piramidal noronlar izerine olan toksik etkisinin 1sik mikroskobik
dizeyde incelenmesi amaglanmis ve bu dogrultuda ilgili ndronlarda gorilen
morfolojik - morfometrik degisikler arastirilmistir. Calismamiz sonucunda gruplara
ait hippocampus CA bolgesinin makroskopik yapisinda bozulma gozlenmedi.
Fenthion’un etkisi ancak piramidal hiicrelerin toplam sayisi, alani, yarigap1 ve ¢evre
Olglimleri gibi niceliksel analizler sonucunda saptanabildi. Perikaryal sisme,
karyolizis ve piknozis gibi morfolojik degisiklikler de ancak yuksek buyltmelerde
gbze carpryordu.
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Calismamizda fenthiona maruz birakilan ratlarda besinci giinde CA
bblgesindeki piramidal hiicre sayis1 kontrol grubuna goére Fenthion grubunda %26,
Fenthion+Atropin grubunda ise %11,6 oraninda azalmis olarak bulundu. Bu
azalmalar, fenthion’un hippocampus’ta toksik etki meydana getirdigini
gostermektedir. Bir organofosfat bilesigi olan “klorpirifos” ile yapilan galismalarda
rat ve fare hippocampus piramidal hiucrelerinde perikaryal sisme, piknozis ve ndron
sayilarinda azalma goriilmiistiir (Roy ve ark., 2005; Mitra ve ark.,2008). Roy ve ark.
(2005) caligmalarinda klorpirifos’a bagli toplam noron sayisindaki azalmanin 1/3
oraninda oldugunu bulmuslardir. Biz de calismamizda bu orani 1/4 olarak bulduk.
Gupta ve arkadaglarmin (2007) bir calismasinda, organofosfatli bilesikler gibi
irreversibl asetilkolin esteraz inhibisyonu yapan karbafuran’m hippocampus CA
bolgesindeki noronlarda hasara yol actigi gosterilmistir. Bu ¢aligmalara ait veriler

bizim ¢aligmamizda elde edilen bulgular ile uyumludur.

Organofosfat ile zehirlenen insanlarda bellek sorunlari, konsantrasyon ve
ogrenmede bozulma, anksiyete bozukluklari, depresyon, emosyonel dengesizlik gibi
belirtilerin ortaya ¢iktigir goriilmiistiir (Jokanovic ve Kosanovic, 2010). Ayrica hayvan
deneylerinde de organofosfat verilmesini takiben anksiyete ve depresyonla ilisgkili
davraniglarin goriildiigi bildirilmistir (Assini ve ark., 2005). Stallones ve Beseler
(2002) cifcilerde organofosfat zehirlenmesiyle depresyon sikligi arasinda iligki
oldugunu bulmuslardir. Emosyonel davranigla iliskili olan hippocampus’un, bellege
yeni bilgilerin kaydedilmesi, Ozellikle konumsal verilerin anlam kazanmasi ve
bunlarin uzun siireli bellege aktarilmasi gibi islevleri de vardir. Bu nedenle 6grenme
ve duygusal tepkilerin kontroli ile yakim iligkilidir (Duvernoy, 2005). Akut
organofosfat maruziyetini takiben, serebral korteks ve hippocampus’ta lipit
peroksidasyonuna bagli oksidatif hasar meydana geldigi gdsterilmistir (Brocardo ve
ark., 2005). Bu nedenle davramis ve hafiza degisikliklerinin temelinde
hippocampus’da meydana gelen oksidatif hasar etken olabilir. Bununla birlikte
yukarida belirtilen bellek, konsantrasyon bozuklugu, anksiyete ve depresyon gibi
bulgularm, bizim de ¢aliymamizda gozlemledigimiz, CA bolgesindeki ndronlarin

azalmasina bagl olarak da gelisebilecegi diisiiniilebilir.
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Fenthion’a bagli olarak gelisen hippocampus CA bolgesi piramidal hucre
sayisindaki azalmalar1 diger toksik ajanlar ile de karsilastirmak miimkiindiir. Prenatal
olarak verilen diklofenak sodyum’un, 20 haftalik ratlarm CA bdlgesi ndéron
sayilarinda %12 oraninda azalmaya yol a¢tig1 bulunmustur (Gokgimen ve ark., 2007).
Calismamizda bu oran fenthion verilen grupta %26 olarak bulundu. Bu fark
fenthion’un diklofenak sodyum’a go0re daha toksik bir madde olmasindan
kaynaklanabilir. Baska bir ¢calismada da Sarsilmaz ve ark. (2007) neonatal donemde
formaldehite maruz birakilan ratlarda postnatal 30. ve 90. giinlerde hippocampus CA
bolgesinde toplam noron sayilarimi incelemiglerdir. Formaldehit iki ayr1
konsantrasyonda verilmis, yiiksek konsantrasyon grubunda postnatal 30. glinde %22,
diistik konsantrasyon grubunda ise %19 oraninda hiicre azalmasi goriilmiistiir. Bu
sonuglar bizim ¢alismamizin Fenthion grubunda gorulen azalma oranina (%26)
yakindir. Bu dogrultuda fenthion’un hippocampus i¢in en az formaldehit kadar toksik

oldugu soylenebilir.

Hippocampus’un oOzellikle gyrus dentatus bolgesinde yeni noronlarin
olustugu gosterilmistir. Bunun islevi net olarak bilinmemektedir, ancak bellege yeni
bilgilerin depolanmast ve kaydedilen anilarin zamansal siirekliligi ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir (Balu ve Lucki, 2009). Ethanol (Nixon and Crews, 2002; Gil-
Mohapel ve ark., 2010), formaldehit (Aslan ve ark., 2006) gibi toksik ajanlar, stres
(Gould ve ark.,1998), glukokortikoidler (Gould ve ark., 1992), opiyatlar (Eisch ve ark.,
2000) inflamasyon (Ekdahl ve ark., 2003) ve yaslilik (Kuhn ve ark., 1996) eriskin
norogenezisini baskilayan faktorlerdir. Hipokampal ndrogenezdeki baskilanmanin
biligsel siireglerdeki degisiklikleri agiklayabilecegi savunulmaktadir Ayrica,
norogenezdeki degisikliklerin 6zellikle depresyon basta olmak iizere kronik strese
baglt cesitli psikiyatrik hastaliklarin  patogenezinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir (Eisch ve Nestler, 2002). Ayrica bir organofosfat bilesigi olan
“soman” verilen ratlarin gyrus dentatus’unda norogenezi azalttigi bulunmustur
(Joosen ve ark., 2009). Calismamizda gyrus dentatus’da hiicre sayimi yapmadik.
Fenthion’un hippocampus CA bolgesinde total piramidal hiicre sayisinda azalmaya
ve piknoziste artiga neden oldugunu goézlemledik. Yukaridaki veriler 1s18inda
fenthionun da noérogenezisi baskilayabilecegi ve biligsel fonksiyonlar1

etkileyebilecegini diisliniiyoruz.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6SYS-502V6NN-1&_user=1390781&_coverDate=09%2F24%2F2010&_alid=1580069240&_rdoc=20&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=4842&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=373&_acct=C000052536&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1390781&searchtype=a&_fmt=full&_pii=S0165017310000548&_issn=01650173&md5=37a5017c5776f78f54b35afeb5ea5f67#bib72�
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Calismamizda fenthion verilen grubun CA bdlgesindeki piramidal hiicrelerin
alan, yaricap ve cevre dlglimlerinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla
%156; %59,6; %55,4 oraninda artiglar goriildii. Roy ve ark. (2005) bir organofosfat
bilesigi olan Klorpirifos’un hippocampus’da hem ndron hem de glial hiicrelerde
perikaryal sismeye neden oldugunu gézlemislerdir. Bu etkinin altinda yatan iki olas1
mekanizmay1 One siirmiiglerdir. Birincisi, oksidatif stres, transkripsiyon faktorlerinin
ortaya ¢ikmasini etkileyerek ve apoptozise neden olarak dogrudan ndéron hasarina yol
acar. Bu sekilde ozmotik dengede degisikliklere ve sonugta perikaryal sigsmeye
sebep olur. Ikincisi ise membran sentezinde nérit formasyon yolagmi degistirerek
hiicre govdesinin biiylimesini arttiracak degisikliklere yol agmasidir. Klorpirifos
noronlarda akson ve sinaps olusumunu baskilar. Bu olasi mekanizmalar baska
caligmalarda da ileri siiriilmiistiir (Campbell ve ark., 1997; Das ve Barone, 1999; Sachana
ve ark., 2001).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, FenthiontAtropin verilen grupta CA
bolgesindeki piramidal hicrelerin alan, yarigap, ¢evre 6l¢iimlerinde sirasiyla %4,3;
%2,4 ve %4,16 oraninda azalmalar goruldi. Ancak bu azalmalar istatistiksel olarak
anlamli degildi. Bu bulgular atropinin fenthiona bagli néronal sisme-inflamasyonu
tamamen diizelttigini gostermektedir. Ayrica fenthion grubunda goriilen total
piramidal hiicre sayisindaki kaybin (%26 oraninda), atropin verilen grupta —kontrol
grubu kadar olmasa da- anlamli bir sekilde artmasi (%20), atropinin apoptozis ve

hiicre azalmasimi kismen diizelttigini gostermektedir.

Organofosfatlarin oksidatif stres olusturduguna iliskin ¢ok sayida ¢alisma
vardir (Bagchi ve ark.,1995; Possamai ve ark.,2007; Yirimez ve ark., 2007; Lukaszewicz-
Hussain, 2010). Gupta ve ark. (2007), organofosfat bilesigi olmasa da onlar gibi etki
eden karbafuran’a bagh gelisen hippocampus CA bolgesinde ndronal hasarin
koruyucu madde olarak memantin ve atropin verilmesiyle diizeldigini bulmuslar ve
bu maddelerin koruyucu etkisi oldugunu iddia etmislerdir. Bu etkiyi memantin ve
atropin’in  serbest radikalleri ve lipoperoksidasyonu azaltarak olusturdugu
noroprotektif etkiye baglamiglardir. Ancak yazarlar koruyucu madde olarak sadece
atropin veya memantin verilmesinin bir etkisi olmadigmi bildirmektedirler. Bizim

caligmamizda sadece atropin verilmesi ndron sayist ve Ozellikle morfolojisi
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agisindan koruyucu etki gostermistir. Bunun nedeni karbafuran ile fenthion’nun

farkli etki gostermesi olabilir.

Fidan ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada atropin siilfat’in degisik
miktar ve slrelerde verilmesinin fenthion’a bagli organ hasari lizerindeki etkisi
aragtirtlmigtir.  Fenthion verilen tum gruplarda noéronlarda sisme, piknozis,
karyoreksis, lenfosit infiltrasyonu ve motor néron nekrozu gibi degisiklikler oldugu
goriilmiistlr. Fenthion verilen tum gruplar igcinde ndronal histopatolojik
degisikliklerin en az oldugu grubun ilk dort saat iginde 2 mg/kg intraperitoneal
atropin verilen grup oldugu saptanmistir (Fidan ve ark., 2007). Caligmamizda da
koruyucu etkinin en yliksek diizeyde saglanabilmesi i¢in atropin ayni siire ve

miktarda verildi.

Asetilkolin’in  beyin hasar1 sirasinda yikici etki gOsteren uyarict bir
norotransmitter oldugu ve kolinerjik krizde asir1 artig gosterdigi bilinmektedir (Hayes
ve ark., 1986; Saija ve ark.,1988). Fidan ve ark. (2007) atropin’in kolinerjik etkileri
azaltic1 etkisinin fenthion ndrotoksisitesini dnledigini, ancak bu koruyucu etkinin tam
olmadigini bildirmektedirler. Buna dayanarak fenthion’un beyin dokusunda
kolinerjik uyar1 diginda baska yollarla da toksik etki yaptigini savunmaktadirlar.
Literatiirde organofosfat norotoksisitesinin oksidatif stresi arttirmak yoluyla da
ortaya ¢iktigmna iliskin ¢caligmalar vardir (Bagchi ve ark.,1995; Possamai ve ark.,2007;
Yirtimez ve ark., 2007; Lukaszewicz-Hussain, 2010). Ayrica rat deneylerinde gozlenen
davranis anormallikleri ile asetil kolin esteraz inhibisyon diizeyi arasinda her zaman
korelasyon bulunmadigi ve organofosfatlarm noronlar (zerindeki etkisinin hem
AChE inhibisyonuna neden olarak hem de baska yollarla ortaya cikabilecegi

savunulmustur (Prendergast ve ark., 2007).

Bu bilgiler 1s1ginda atropin’in oksidatif stresi 6nlemede yeterli olmadigi
sOylenebilir. Calismamizda Fenthion grubuna gore Fenthion+Atropin grubunda hem
noron sayilart hem de 6zellikle morfometrik bulgular agisidan atropin’in koruyucu
etkisi gozlemlenmistir. Ancak noron sayisi, kontrol grubuna gore Fenthiont+Atropin
grubunda da anlamli derecede azalmis olarak bulunmustur. Bu bulgumuzun,
atropin’in kolinerjik etkileri azaltici etkisinin fenthion nodrotoksisitesini kismen

onledigi gorisiini (Fidan ve ark., 2007) destekledigi sdylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

1. Literatiirde fenthion da dahil olmak iizere organofosfatlarin nodrotoksisitesi
hakkinda hem histopatolojik hem de biyokimyasal caligmalar vardir. Ancak
fenthion’un hippocampus CA bdlgesi piramidal néronlar tzerine etkisi ile ilgili daha
once yapilmis stereolojik bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu agidan ¢alismamiza ait

parametre ve bulgularin ilk oldugunu diisiiniiyoruz.

2. Fenthion hipocampus CA bolgesindeki total piramidal hiicre sayilarini belirgin bir
sekilde azaltir; apoptozisi arttirir; hiicrelerin alan, ¢evre ve yarigapini arttirir, yani

sitoplazmasinda sismeye neden olur.

3. Fenthion’un yukarida belirtilen zararli etkileri atropin ile kismen (toplam hiicre
sayis1 ve piknozis) veya tamamen (hiicresel sisme) diizeltilebilir. Atropin fenthion’un

norotoksik etkilerine karsi koruyucu ve diizeltici etkilere sahiptir.

4. Calismamizda atropin’in fenthion maruziyetinin ilk dort saati icinde ve yeterli
dozda verilmesinin 6nemi ortaya konulmustur. Bu bakimdan, insanlarda goriilen
organofosfat zehirlenmelerinde erken tani konulmasinin ve diger uygun tedavilerle
birlikte atropinin de erkenden yeterli sire ve dozda verilmesinin norotoksik

belirtileri azaltmak agisindan 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir.
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OZET

Rat Hippocampus’unda Fenthiona Bagh Hasar Uzerine Atropinin Etkisinin

Stereolojik ve Morfometrik Metotlarla Incelenmesi

Tarmmsal alanda insektisid olarak yaygin bir sekilde kullanilan organofosfatlar toksik
Ozellikli olup zehirlenmeleri iilkemizde ve diinyada sik goriilmektedir. Akut-gec
donem zehirlenme belirtilerine ek olarak, bellek ve 6grenme sorunlari, konflizyon-
letarji, anksiyete-depresyon, dikkat bozuklugu ve hassasiyet gerektiren motor
islevlerde  bozulma gibi noropsikiyatrik rahatsizliklar  ortaya ¢ikabilir.
Hippocampus’un bellek, 6grenme ve emosyonel davranislar ile iligkili fonksiyonlar1
bilinmektedir. Caligmamizin amaci, bir organofosfat bilesigi olan fenthion’un
hippocampus CA bolgesindeki piramidal ndronlar tzerine toksik etkisini stereolojik
yontemlerle ve 151k mikroskopisi diizeyinde incelemek ve atropinin koruyucu etkisi

olup olmadigini1 arastirmaktir.

Calismamizda 18 adet 200-250 g agirliklar1 arasinda yetigkin Wistar albino
tipi erkek rat kullanildi. Ratlar Kontrol, Fenthion ve Fenthion+Atropin olmak Uzere
ti¢c gruba ayrildi. Kontrol grubuna 0,8 g/kg serum fizyolojik (SF) subkutan olarak tek
doz verildi ve bunu takiben 2 mg/kg/h SF dort saat boyunca intraperitoneal olarak
uygulandi. Fenthion grubuna 0,8 g/kg fenthion subkutan olarak tek doz verildi.
Fenthion ile birlikte 2 mg/kg/h SF dort saat boyunca intraperitoneal olarak
uygulandi. Fenthion+Atropin grubuna ise tek doz olarak 0,8 g/kg fenthion subkutan
verildi. Fenthion’u takiben 2 mg/kg/h atropin dort saat boyunca intraperitoneal olarak
uygulandi. Deneyin besinci giiniinde ratlar perflize edilerek beyinleri ¢ikarildi. Sag
hemisferler rutin histolojik takipten gegirilerek bloklanarak ardisik kesitler alind1 ve
Cresyl Fast Violet ile boyand1. Orneklerde stereolojik metotlardan optik parcalama
yontemi kullanilarak hippocampus CA bolgesindeki piramidal hiicreler sayildi.

Ayrica piramidal hiicrelerin alan, ¢evre ve ¢ap dlgiimleri yapildi.
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Incelemeler sonucunda piramidal hiicre sayilar1 kontrol grubunda 620 803+30
818; fenthion verilen grupta 459 291+47 077; fenthion+atropin verilen grupta ise 551
328451 710 olarak bulundu. Her ii¢ grup arasinda goriilen bu farkliliklar istatistiksel
olarak da anlamli idi (p<0,05).

Kontrol grubuna ait hiicre alani, gevresi ve yarigap dlgiimleri siras1 ile 103
151418 219 pm?; 1 272+98,67 pum ve 179,5+15,41 um olarak bulundu. Fenthion
verilen grupta ise bu degerler sirasi ile 264 284+35 144 pm?; 1 977+133,3 pum ve
286,5+20,77 pm olarak gozlendi. Fenthion grubunda gbzlenen bu artislar istatistiksel
olarak da anlamli idi (her {i¢ parametre i¢in p=0.000). Fenthion+Atropin grubunda
alan, ¢evre ve yarigap Olclimleri sirasi ile 98 682+15 091 pum?; 1 219+92,75 pm ve
175,3+15,12 pm idi. Fenthion grubu ile karsilastirildiginda her li¢ parametrede
istatistiksel olarak da anlamli bir diigiis oldugu goriildii. Ayrica Fenthion+Atropin
grubu ile Kontrol grubunun karsilagtirmasinda parametreler arasinda anlamli bir fark

bulunmad:.

Fenthion grubu ratlarm hippocampus CA bolgesindeki hiicrelerin
sitoplazmasinda sigsme, karyolizis ve hiicrelerde piknozis oldugu gozlendi. Hiicre
cekirdeginin sigmesi ile noronlarin yiizey alani, ¢evreleri ve yarigaplarinda ciddi
miktarda artig goriildii. Fenthion+Atropin grubundaki ratlarin hippocampus CA
bolgesindeki noéronlarda piknozis gozlenirken, ndron yiizey alani, cevresi ve

yaricapinda ciddi degisiklikler gdzlenmedi.

Sonug olarak fenthion hippocampus CA bdlgesindeki total piramidal hicre
sayilari1 belirgin bir sekilde azaltir; apoptozisi arttirir; hiicrelerin alan, gevre ve
yarigapini arttirarak sitoplazmasinda sismeye neden olur. Fenthion’un zararh etkileri
atropin ile kismen veya tamamen diizeltilebilir. Atropin, fenthion’un norotoksik

etkilerine kars1 koruyucu ve diizeltici etkilere sahiptir.

Anahtar kelimeler: Atropin sllfat, Fenthion, Hipokampus, Organofosfat, Rat,
Stereoloji
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SUMMARY

Investigation of the effect of atropine sulphate on the fenthion-induced injury
in the rat hippocampus by stereological and morphometric methods

Organophosphates, which are toxic compounds used extensively as insecticides in
agriculture, frequently cause intoxications both in our country and in the world. In
addition to the acute and delayed symptoms of intoxication neuropsychiatric
disorders such as confusion, lethargy, anxiety, depression, attention deficits,
impaired motor steadiness and dexterity. Hippocampal functions related to memory,
learning and emotions are well known. The aim of our study was to investigate the
toxic effect of fenthion on pyramidal neurons in CA area of hippocampus using
stereologic methods and light microscopy and to determine whether atropine has

protective effect or not.

Eighteen male adult Wistar albino rats weighing 200-250 g were used. Rats
were divided into three groups, namely Control, Fenthion and Fenthion+Atropin.
Control group received a single dose of 0,8 g/kg subcutaneous saline followed by 2
mg/kg/h saline intraperitoneally for four hours. Fenthion group received single dose
of 0,8 g/kg subcutaneous fenthion followed by 2 mg/kg/h saline intraperitoneally for
four hours. Fenthion+Atropin group received a single dose of 0,8 g/kg subcutaneous
saline followed by 2 mg/kg/h atropin intraperitoneally for four hours. On the fifth
day animals were sacrified using cardiac perfusion method and brains were removed.
Right hemispheres were embedded in paraffin; sequential sections were obtained and
stained with Cresyl Fast Violet. The optical disector/fractionator sampling method
was used to estimate total neuronal number in hippocampus CA region. Area,

circumference and radius of neurons were measured.

Pyramidal cell number was found to be 620 803+30 818, 459 291+47 077 and
551328+51 710 in Control group, Fenthion group and Fenthion+Atropin group,
respectively. These differences among the groups were statistically significant
(p<0,05).
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In the Control group area, circumference and radius of neurons were 103
151418 219 um2; 1 272+98,67 um ve 179,5+15,41 um, respectively. In the Fenthion
group area, circumference and radius of neurons were 264284+35 144 pm2;
1977£133,3 um ve 286,5+20,77 um, respectively. These increases in the Fenthion
group were statistically significant (for all of the three parameters p=0.000). In the
Fenthion+Atropin group area, circumference and radius of neurons were
98682+15091 pm?®; 1219+92,75 pm ve 175,3+15,12 pm, respectively. Compared to
Fenthion group, a statistically significant decrease was observed in all of the three
parameters. There was no statistically significant difference between parameters of

Fenthion+Atropin group and Control group.

Swelling, pyknosis and karyolysis were observed in the cytoplasm of cells
in hippocampus CA area in Fenthion group. Swelling of the cells caused an increase
in area, circumference and radius of neurons. While there was no significant
neuronal surface area, circumference and radius changes in hippocampus CA area in

Fenthion+Atropin group, pyknosis was seen in the same group.

Fenthion significantly reduces total pyramidal neuronal number in
hippocampus CA area, increases apoptosis, causes neuronal swelling and increase in
area, circumference and radius of neurons. Toxic effects of fenthion can be reduced
completely or partly by atropin. Atropin has protective effects on the neurotoxicity

caused by fenthion

Keywords: Atropin sulphate, Fenthion, Hippocampus, Organophosphate, Rat,
Stereology
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