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Ozet

Perinatal Donemdeki Farkli Yetistirme Kosullarinin Motor
Beceriler ve Cerebellar Morfoloji Uzerindeki Etkileri

Giris ve Amag:

Cerebellum merkezi sinir sisteminde gelisimine embriyonik (E) olarak
en erken doénemde baslaylp, postnatal (P) ddénemde en gec¢ olarak
tamamlayan yapilardan biridir. Bu tez calismasinda, farkl cevresel kosullarda
yetistirilen sicanlarin motor davranislarinda ve cerebellum’larinda meydana
gelen morfolojik dedisikliklerin karsilastiriimasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem:

Spraque-Dawley cinsi siganlar (her iki cins ve grup icin sekiz adet
olmak Uuzere), E14-P44 gunleri arasinda standart, zenginlestiriimis veya
ongoérulemeyen tekrarli stres ortami kosullarinda yetistirilmistir. Deney
hayvanlarinin motor becerileri ve koordinasyon duzeylerinde meydana gelen
degdisiklikler erken (P27-P29) ve gec (P42-P44) evrede uygulanan modifiye
grip ve rota-rod testleri ile degerlendirilmistir. Daha sonra uygun anestezi
kosullari altinda kardiyak perfizyonla sakrifiye edilen hayvanlarin sag
serebellar hemisfer ve vermis bdlgelerinden alinan histolojik kesitlerde
stereolojik yontemlerle sayimlar yapilmistir. Sol serebellar hemisferler ise
Golgi-Cox metodu ile boyanarak, Purkinje hucrelerindeki dendritik dikensi
cikinti yogunluklari ve tipleri analiz edilmistir.

Bulgular:

Zenginlestirilmis  kosullarda vyetistirilen yavrularin  modifiye grip
testindeki skorlari diger gruplara gére daha ylksek bulunmustur. Bu gruptaki
hayvanlarin adrenal bez agirliginin vicut agirhdina oranlarinda ise anlamh bir
dists gob6zlenmistir. Morfometrik analizlerde granller tabakanin (GT)
molekller tabaka (MT) hacmine orani vermis bdlgesinden alinan histolojik
kesitlerde benzerlik goésterirken, serebellar hemisferden alinan kesitlerde,
zenginlestirilmis veya stres ortaminda vyetistirilen erkeklerde kontrol
gruplarininkine kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ote yandan birim
mesafeye dlsen Purkinje hicre sayisi kontrol gruplarindaki erkeklerde daha
yuksek bulunmustur. Derin serebellar cekirdeklerden nucleus fastigii‘de optik
parcalama ydéntemiyle hesaplanan toplam noéron sayisinda gruplar arasinda
fark goriilmemesine ragmen, cinsiyetler arasindaki karsilastirmalarda disilerin
lehine bir artis oldugu gozlenmistir. Nucleus dentatus’ta ise zenginlestirilmis
ortamda yetistirilen erkeklerdeki toplam ndron sayisi kontrol ve stres



gruplarina goére anlaml artis gdéstermistir. Purkinje ndronlarindaki dikensi
cikintilarin  yogunluklari her iki cinsiyette de zenginlestirilmis ortamda
yetistirilen hayvanlarda daha yilksek bulunmustur. Iki yénlii varyans analizi
sonuglari dikensi ¢ikinti yogunlugu ile yetistirme kosullari arasinda anlaml bir
etkilesim oldugunu goéstermistir.

Sonuc ve Oneriler:

Purkinje hicrelerinin aksine postnatal donemde de gelisimlerine devam
eden granuler hlcreler periferden ve kortikal merkezlerden gelen liflerle cok
sayida sinaptik baglantilar kurmaktadir. Bu slrecte maruz kalinan farkl
cevresel kosullar kortikal tabaka hacimlerinde, bu tabakalarda vyerlesim
gosteren noronlarin sayisal yodunluklarinda ve dendritik dikensi cikinti
morfolojileri Gzerinde degisikliklere yol acmak suretiyle sinaptik plastisite
dlizeylerinde, cinsiyet faktériine de bagimh olarak, 6nemli farkliliklara neden
olmaktadir. Serebellar kortikal hacim oranlarinda meydana gelen degisiklikler
filogenetik acidan dederlendirildiginde, gelisimini daha erken evrelerde
tamamlayan bdlgelerin cevresel kosul dedisikliklerinden daha az etkilendigi
gbzlenmektedir. Tam tersine serebellar hemisferlerde ve bu bdlgelerle
baglantii  olan derin serebellar c¢ekirdeklerde go6zlenen farkhliklar
cerebellum’un, motor koordinasyondaki roltne ilaveten, emosyonel ve biligsel
islevlerin batunlestiriimesinde ve dlUzenlenmesinde de ©6nemli gorevler
Ustlendigine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cerebellum, Nucleus dentatus, Nucleus fastigii, Purkinje
hicresi, Golgi-Cox boyamasi, Stres, Zenginlestirilmis ortam.
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Summary

Effects of Different Rearing Conditions On Motor Skills And
Cerebellar Morphology In The Perinatal Period

Introduction and Aim:

Cerebellum is one of the structures of the central nervous system in
which development starts as early as embryonic (E) and completes as late as
postnatal (P) periods. In this thesis study, we aimed to compare motor
behaviors and morphological changes of the cerebellum in rats raised in
different environmental conditions.

Materials and Methods:

Spraque-Dawley rats (eight for both sexes and groups) were grown in
standard, enriched or unpredictable repetitive stress conditions between
E14-P44 days. Changes in motor skills and coordination levels of
experimental animals were evaluated with modified grip and rota-rod tests
applied at early (P27-P29) and late (P42-P44) stages. The histological
sections obtained from the right cerebellar hemisphere and vermis regions of
the animals, sacrificed by cardiac perfusion under appropriate anesthesia
conditions, were then counted by stereological methods. Left cerebellar
hemispheres were stained with Golgi-Cox method to analyze dendritic spine
densities and types in the Purkinje cells.

Results:

In the modified grip test, scores of animals raised in enriched
conditions were higher than those of other groups. A significant decrease
was observed in the adrenal to body weight ratio of animals in this group.
Morphometric analyzes showed similar ratios in the volumes of granular (GL)
to molecular layer (ML) in the histological sections taken from the vermis.
Whereas in sections taken from the cerebellar hemisphere, this ratio was
higher in males raised in enriched or stressed conditions than those raised in
control conditions. On the other hand, the number of Purkinje cells per unit
distance was higher in the males of control group. Although there was no
significant difference in the total number of neurons in the fastigial nucleus,
calculated by the optical fractionator method, among the groups; gender
comparisons displayed an increase in favor of the females. In the dentate
nucleus, the total number of neurons in males grown in enriched conditions
increased significantly compared to the control and stress groups. In both
genders, the densities of dendritic spines in the Purkinje cells were higher in

Vv



animals grown in enriched conditions. Two-way analysis of variance results
showed a significant interaction between dendritic spine density and
environmental conditions.

Conclusion and Suggestions:

In contrast to the Purkinje cells, granular cells continue to develop in
the postnatal period and form numerous synaptic connections with fibers
coming from the periphery and cortical centers. Different environmental
conditions exposed during this period cause significant differences in the
synaptic plasticity levels by causing alterations in the volumes of cortical
layers, the numerical densities of the neurons located in these layers, and
the dendritic spine morphologies, in a gender-dependent way. When the
changes in the cerebellar cortical volume ratios are evaluated from a
phylogenetic point of view, it is observed that the regions completing their
development at the earlier stages are less affected by the environmental
condition changes. On the contrary, differences observed in the cerebellar
hemispheres and the deep cerebellar nuclei associated with these regions
indicate that the cerebellum, in addition to its role in motor coordination,
plays important roles in the integration and regulation of emotional and
cognitive functions.

Key Words: Cerebellum, Dentate nucleus, Fastigial nucleus, Purkinje cell,
Golgi-Cox staining, Stress, Enriched environment.
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1- GIRIS VE AMAC

Cerebellum merkezi sinir sisteminin en erken gelisen bdlimlerinden
birisidir. Kas tonusunun ve dengenin korunmasinda, amaca yo6nelik
hareketlerin hatasiz bir gsekilde gerceklestiriimesinde ve yeni motor
becerilerin 6grenilmesinde dnemli rol oynayan bir merkezdir. Ayni zamanda
otonom sinir sisteminin kontrolli, emosyonel durum, iliskisel 6grenme ve
kognitif beceriler de dahil olmak Uzere pek cok isleve sahiptir. Bu kadar genis
bir yelpazede yer alan islevlerin yerine getirilebilmesi icin Cerebellum'a gerek
duyusal sistemlerden, gerekse MSS'nin farkli bélgelerinden ¢ok sayida uyaran
gelmektedir (Erzurumlu R, 2018). Makroskobik olarak incelendiginde
Cerebellum'un adirligi beynin yaklasik onda biri kadar olmasina ragmen,
yuzey alani beynin beste biri kadardir. Bu ndronlardan &6zellikle grantler
tabakada bulunan klglik soma gapli mikronéronlar birbirleriyle temas edecek
sikhkta bulunurlar. Daha buyuk capa sahip olan Purkinje néronlari da
granuler ve molekller tabaka arasinda tek sira halinde dizilmislerdir. Bu
nedenle memelilerde serebellar kortekste bulunan néron sayisi merkezi sinir
sisteminin geri kalan kisimlarindaki néron sayisindan daha fazladir (Ulupinar
& Yucel, 2005; Ulupinar, Yucel, & Ortug, 2006). Bu durum Cerebellum’u
beynin diger bolgelerine kiyasla hem gelisimsel hem de cevresel faktorlere
karsi cok daha hassas hale getirmektedir. Mikron6ronlar postnatal dénemde
gelisirken, makrondronlar prenatal dénemde de gelismeye baglarlar. Bu
nedenle de cerebellum, beynin gerek prenatal gerekse postnatal dénemde
maruz kalinan olumsuz gevre kosullarindan en fazla etkilenen bdélgelerinden
birisidir.

Hamilelik esnasinda maruz kalinan prenatal stresin cerebellum gelisimi
Uzerindeki etkileri cinsiyete goére farklihk géstermektedir. Gebelik doneminde
maruz kalinan olumlu ve olumsuz vyetistirme kosullarinin yavrulardaki
etkilerinin ileri dénemlerde de ortaya cikabilecedi gosterilmistir. Deney
hayvanlari ile yapilan galismalarda gebelerin maruz kaldigi maternal stresin,
cinsiyete baglh olarak, disik dogum adirligina yol actigi gosterilmistir (Baker
ve ark., 2008; Mulder ve ark., 2002). Perinatal donemin farkli evrelerindeki
yetistirme kosullarinin motor yetenekler, 6zellikle de bu faaliyetlerin 6nemli
bir koordinasyon merkezi olan derin serebellar gekirdekler Gzerindeki etkisi
bilinmemektedir. Literatirde olumsuz gevre kosullarinin cerebellum gelisimi
Gzerindeki etkilerinin morfometrik acidan incelendigi sinirli sayida calisma
vardir. Yine zenginlestirilmis cevre kosullarinin olumlu etkilerini goésteren
morfolojik calismalar da az sayida olup, genellikle davranis dlzeyindeki
etkiler beynin farkh kisimlarinda arastirilmistir (Polat Corumiu E, 2015).

Stres maruziyetinin kemirgenlerde bulunan néronlarin dikensi cikinti
sayisini azalttigi ve islev bozukluguna neden oldudgu, Purkinje hicrelerindeki
dikensi cikintilarin tipolojilerinin yetistirme kosullari ile degistigi gosterilmistir.
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Ote yandan zenginlestirilmis ortam vyetistirme kosullarinin dikensi cikinti
tipolojisini olumlu yonde etkiledigi ve disilerin serebellar 6grenmesinin
erkeklere gore daha iyi oldugu analizler ile gosterilmistir.

Bu calismada farkh cinsiyet gruplarinda stres maruziyeti ve
zenginlestirilmis ortam yetistirme kosullarina bagli olarak cerebellum da
meydana gelen dedisikliklerin stereolojik yontemler kullanilarak incelenmesi
ve Purkinje hicrelerindeki dikensi cikinti tiplerinin karsilastiriimali olarak
analiz edilmesi, ayrica davranis testleri ile de degerlendirilmesi
amacglanmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1 - Cerebellum’un Gelisimi

Santral sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel gelisimi ndronal
migrasyon evrelerinden itibaren sinaptik badlantilarin dizglin bir sekilde
kurulmasina baglidir. Bu sireg, bir dizi karmasik molekiiler mekanizmalar
tarafindan kontrol edilmektedir. Normal gelisim igin néronal gocin oldugu
zaman diliminde, hicrelerin diger hicrelerle uygun iliskiler icinde olmasi
onemlidir (Marin, Valiente, Ge, & Tsai, 2010). Gelisme sirasinda, yenidogan
noronlar, noral tipln proliferatif bir katmani olan ‘néroepitelyum’u olusturur.
Yeni dodan noronlar germinal bolgelerinden gé¢ etmeye baslar. Germinal
bélgelerinden hedef bdlgelerine dogru merkezi sinir sistemi boyunca gog
etmeye baslarlar (Cooper, 2013). Beynin diger bdlgelerindeki mekanimalara
benzer sekilde gb6zlenen bu ndronal migrasyon slreci serebellar gelisim
bakimindan énem arz eder (Hoshino ve ark., 2005).

Gelisimini tamamlayan cerebellum, beceri gerektiren kas hareketlerinin
ayarlandidi ve koordine edildigi bir merkezdir. Merkezi sinir sisteminde (MSS)
en erken gelisen bdlimlerden biri olan cerebellum filogenetik agidan gelisim
dénemlerine gobre U¢ boélume ayrnlir. Archicerebellum evrimsel slrecte ilk
gelisen bolim olup vicudun dengesi, basin uzaysal konumu ve g6z
hareketlerinin koordinasyonunu sadlar. Paleocerebellum ikinci sirada gelisen
bélgesidir; ekstremitelerdeki kas igciklerinden ve proprioseptérierden gelen
uyarilan i¢c kulak ve gbzden gelen uyaranlarla eslestirerek kas tonusu ve
hareketlerinin koordinasyonunda goérev alir. Neocerebellum ise evrimsel
surecte en son gelisen bdlgedir ve beceri gerektiren, ancak otomatik bir
sekilde yapilan istemli ve motor aktivitelerin pek gogunun dizenlenmesinden
sorumludur. Bdylece cerebellum vicut pozisyonu, kas tonusu, vestibller
duyu ve cevre ile ilgili bilgileri alarak harekete ddénuUstlrur. Hareketin ileriye
dénuk sonucunu 6ngdrebilir ve devam eden hareketi dizenleyebilir.

Hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda yapilan anatomik
calismalar (Stone ve ark., 2019), cerebellum’un hippocampus, corpus
amygdaloideum, hypothalamus, bazal ganglionlar, thalamus, beyin sapi ve
medulla spinalis dahil olmak Uzere pek cok merkezle milyonlarca baglantiya
sahip oldugunu gostermektedir (Reeber, Loeschel, Franklin, & Sillitoe, 2013).
Deneysel ve klinik calismalar, cerebellum’un santral sinir sistemi ile olan
genis badglantilari sayesinde cesitli visseral ve bilissel islevlere katilimini
gbéstermistir (Cavdar, Ozgur, Kuvvet, Bay, & Aydogmus, 2018). Bu kadar
genis bir yelpazede yer alan islevlerin yerine getirilebilmesi icin cerebellum'a
gerek duyusal sistemlerden, gerekse MSS'nin farkli bélgelerinden gok sayida
uyaran gelmektedir. Makroskobik olarak incelendiginde cerebellum'un agirlig
beynin yaklasik onda biri kadar olmasina ragmen, ylzeyinde bulunan
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fissuralar sayesinde ylzey alani beynin beste biri kadardir. Memelilerde (g
tabakall olarak bulunan cortex cerebelli'deki néron sayisi MSS'nin geri kalan
kisimlarindaki néron sayisindan daha fazladir (Ulupinar, Erol, Ay, & Yucel,
2015; Ulupinar & Yucel, 2005). Cerebellum icinde bulunan ndronlar iki farkl
germinal bdlgeden gelisirler (Butts, Green, & Wingate 2014). Bu erken
gelisim evreleri esnasinda serebellar kortekste iki major hucre grubu vardir.
Bunlardan blyUk olanlar Purkinje hucreleri ve klglik olanlari grandler
hicrelerdir. Purkinje hucreleri serebellar korteksin temel ndronlandir.
Serebellar korteksten MSS’ye giden ana c¢ikktilar Purkinje néronlarinin
aksonlari tarafindan olusturulur (Butts ve ark., 2014).

Makronéronlar yani Purkinje ndronlari ve nuclei cerebelli'nin GABAerjik
noéronlari prenatal dénemde ventrikller bdlgeden gelisirken; grandler
hiicreler gibi glutamaterjik mikronéronlar, postnatal yasamin erken
déneminde rhombik dudaklarinin lateral kismindan gelisir (Hashimoto & Hibi,
2012) (Sekil 2.1). Makronéron olan Purkinje hdcrelerinin zonal devre
haritasinin molekdler ipuglari, néronal aktivite ve sinaptik temas kullanilarak
Uretildigi gosterilmistir (Sillitoe, 2016). Baska bir calismada tek kutuplu firca
hiicreleri (UBC), olarak bilinen serebellar korteksin granll tabakasinda ve
koklear nukleer kompleksin grandl hicre alaninda bulunan kuguk
glutamaterjik néronlar vardir. Son arastirmalar, bu ndronal sinifin, farkl
kimyasal fenotiplerin yani sira, sinaptik tepkilerini ve atesleme sekillerini
sekillendirebilen icsel 6zelliklerle karakterize edilen Ug¢ veya daha fazla alt
gruptan olustugunu goéstermektedir. Bu hicrelerden, grantl hiicreli aksonlar
ve paralel lifleri Gzerinden Purkinje hicrelerine ulasacak olan yosunlu liflerin
afferent sinyallerinin amplifikasyonunda rol oynadigi distnidlmektedir
(Mugnaini, Sekerkova, & Martina, 2011).

NEURO- I - ESTIMATED TIME OF DEVELOPMENT IN MAN (IN WEEKS)
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Sekil 2.1: insanlarda serebellar yapilara ait nérogelisimsel zaman cizelgesi (Bayer, Altman,
Russo, & Zhang, 1993).
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2.2 - Cerebellum’un Fonksiyonel Anatomisi

Tentorium cerebelli ile beyin hemisferlerinden ayrilan cerebellum fossa
cranii posterior'da bulunur. Ventriculus quartus’u arka ylzden cevreler.
Cerebellum, sag ve solda iki adet hemispherium cerebelli ve ikisinin ortasinda
bulunan vermis cerebelli bélimlerinden olusur. Cerebellum’da folia cerebelli
adi verilen yogun katlantilar bulunur. Cerebellum Ug loba ayrlmistir.
Bunlardan lobus cerebelli anterior ve lobus cerebelli posterior fissura prima
ile birbirinden aynlir. Lobus flocculonodularis ise vermis cerebelli'nin en alt
kisminda bulunan nodulus ile hemispherium cerebelli'nin flocculus
kisimlarinin birlesmesiyle olusur ve fissura secunda ile lobus cerebelli
posterior'dan aynilir (Sekil 2.2).

Pedunculus cerebellaris
medius
Pedunculus cerebellaris
inferior

Fissura horizontalis

*Flocculus
Fissura posterolateralis
Lobus posterior

Bulbus

Sekil 2.2: Cerebellum’un yizeyel anatomisi (Erzurumlu R, 2018).

Serebellar korteksteki Purkinje néronlarindan kaynaklanan ciktilar doért
adet nuclei cerebelli’de sinaps yaparlar. Bu cekirdekler lateralden mediale
dogru; nucleus dentatus, nucleus emboliformis, nuclei globosi ve nucleus
fastigii olarak siralanirlar. Derin serebellar gekirdeklerin en blyigu nucleus
dentatus’tur. Nuclei cerebelli ayni zamanda, cerebellum’a gelen afferent
girdileri de alir. Bu durum cerebellum’dan cikan giktilarin amaca uygun olarak
daha iyi koordine edilmesini ve dizenlenmesini saglar (Sekil 2.3). Memeli
neokorteks’inden kaynaklanan girdiler de pons Uzerinden serebellar grandl
hicrelerine ulasirlar (Wagner ve ark., 2019).
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Cerebellum beyin sakina ¢ adet pedunculi cerebelli araciigi ile
baglanir. Bunlar pedunculus cerebellaris superior, pedunculus cerebellaris
medius ve pedunculus cerebellaris inferior'dur. Cerebellum’a gelen ve giden
tim aksonal lifler bu pedunculi cerebelli igerisinde tasinir. Pedunculus
cerebellaris superior mesencephalon ile cerebellum’u birbirine badlar. Bu yol
ile cerebellum’a gelen basglica afferent vyollar tractus spinocerebellaris
anterior, cerebellum’dan cikan efferent yollar ise tractus
dentatorubrothalamicus ve tractus dentatothalamicus’tur. Pedunculus
cerebellaris medius pons ile cerebellum’u badlar. Bu yolla gelen afferent
yollara tractus corticopontocerebellaris adi verilir ve bu pedunculus igerisinde
efferent lif bulunmaz. Pedunculus cerebellaris inferior ise medulla oblongata
ile cerebellum’u badlar. Bu yolla gelen baslica afferent yollar tractus
vestibulocerebellaris, tractus olivocerebellaris ve tractus spinocerebellaris
posterior iken; cerebellum’dan cikan efferent yollar, tractus
cerebellovestibularis ve tractus cerebelloolivaris'tir (Erzurumlu R, 2018)
(Tablo 2.1).

Sekil 2.3: Nuclei cerebelli. D=Nucleus dentatus, E=Nucleus emboliformis, N=nucleus
globossus, F=Nucleus fastigii (Erzurumlu R, 2018).



Tablo 2.1: Cerebellum’un efferent (A) ve afferent (B) yollari (Erzurumlu R, 2018)

LATERAL CEREBELLAR

Nucleus dentatus

Thalamus (nucleus ventrolateralis) —

PC. superior
HEMISFER Kortikal motor sahalar
Nucleus ruber (pars parvocellularis) —
Tr. tegmentalis centralis
PARAVERMIS Nucleus globossus ve | Thalamus (Nucleus ventrolateralis) — | PC. superior
Kortikal motor sahalar
Nucleus emboliformis | Nucleus ruber (pars magnocellularis) —
Tr. rubrospinalis
VERMIS Nucleus fastigii Thalamus (nucleus ventrolateralis) — PC. superior
Kortikal motor sahalar (Fasciculus uncinatus)
Tectum
Nuclei vestibulares PC. inferior
Formatio reticularis (Corpus juxtarestiforme)
LOBULUS Nuclei vestibulares Fasciculus longitudinalis medialis PC. inferior
FLOCCULONODULARIS (Corpus juxtarestiforme)
PONTOCEREBELLAR Cortex cerebri — Nuclei pontis Nodulus hari¢ tim PC. medius
(Yosunsu lifler) kontralateral zonlar
SPINOCEREBELLAR
Tr. spinocerebellaris anterior Alt ekstremite — Omurilik gri (cift capraz) PC. superior
cevheri
Tr. spinocerebellaris rostralis | Ust ekstremite — Omurilik gri PC. superior ve
Tr. spinocerebellaris posterior | Alt ekstremite proprioseptorleri — | paravermis PC. inferior
Nucleus dorsalis (Clarke siitunu) (genellikle ipsilateral)
Tr. cuneocerebellaris Ust ekstremite proprioseptorieri — PC. inferior
Nucleus cuneatus accessorius
vestibulocerebellar Nuclei vestibulares Lobulus flocculonodularis | PC. inferior
Ve vermis (Corpus
juxtarestiforme)
OLIVOCEREBELLAR Nuclei olivares inferiores Tiam kontralateral zonlar PC. inferior
(—Tirmanici lifler)
TRIGEMINOCEREBELLAR Nucleus principalis nervi trigemini Vermis ve paravermis PC. inferior
ve (genellikle ipsilateral)
Nucleus spinalis nervi trigemini
RETICULOCEREBELLAR Nuclei reticulares tegmentalis Vermis ve PC. superior
paravermis
Nuclei reticulares laterales ve (genellikle ipsilateral) PC. inferior
paramedianes
TECTOCEREBELLAR Colliculus superior ve inferior Lobus anterior ve PC. superior
posterior (genellikle
ipsilateral)

Cortex cerebelli'de oldugu gibi, viicut boélgelerinin temsilleri serebellar
korteks Uzerinde de haritalanabilir. Bu haritada, gévde vermis cerebelli
Uzerinde orta hatta, ekstremiteler ise hemispherium cerebelli’de yerlesmis
durumdadir. Lobus cerebelli anterior'da da ekstremiteler ve basin temsili
vardir. Lobus cerebelli posterior’da ise hem basin hem de ekstremitelerin
ayna goruntlsi bulunur.



Proprioseptif bilgiyi alip yorumlamak cerebellum’un gérevidir. Dengenin
koordinasyonu Cerebellum’un nuclei vestibulares ile olan baglantilari
sayesinde gerceklesir. On beyin ile olan baglantilari, ekstremite
hareketlerinin koordinasyonunun vyani sira ince hareket ve el-g6z
koordinasyonunun saglanmasina katkida bulunur. Denge bilgileri vestibiler
sistemden, proprioseptif bilgiler ise medulla spinalis’den gelir. Ayni zamanda
nuclei pontinus araciliiyla da korteks cerebri’den girdiler alir. Bu bilgiler
serebral kortekste bulunan noéronlara yosunsu lifler aracihgr ile tasinir.
Nucleus olivaris inferior kompleksinden gelen girdiler ise serebellar
korteksteki Purkinje hicrelerine ulasan tirmanici lifleri olusturur. Bu liflerin
cogunlugu kontralateral olarak bazilari ise bilateral olarak cerebellum’da
sonlanir ve serebellar korteksin ciktilarinin modulasyonunda gérev alirlar.
Olivocerebellar liflerin blylk cogunlugu pedunculus cerebellaris inferior'’dan
gecer (Krebs C, 2011).

2.2.1 - Nucleus Fastigii

Vermis cerebelli‘de yer alir. Intraserebellar ¢ekirdekler, basit dallanmis
dendritleri olan blyudk multipolar noéronlardan meydana gelir. Aksonlari
pedunculus cerebellaris superior ve inferior'daki serebellar ciktilari olusturur
(Snell, 2009). Nucleus fastigii, limbik sistem ve prefrontal korteks gibi sosyal
davranislarla ilgili merkezlerle baglantilara sahiptir (Al-Afif ve ark., 2019).
Fastigial vestibular yolak araciligi ile baslca ipsilateral ekstensor kas tonusu
Uzerinde kolaylastirici etki yapar (Snell, 2009). Fastigial retikller yolak ile
spinal segmentlerin motor aktivitesini etkiler (Snell, 2009). Nucleus fastigii,
nucleus interpositus ile birlikte spinocerebellum’un iki c¢ikis cekirdegini
olusturur. Vicut ve bacak hareketlerinin koordinasyonunda 6nemli bir rol
oynar (He ve ark., 2012). Primatlarda prefrontal-serebellar aglarin
ndéroanatomik temelleri goreceli olarak iyi kurulamadigi icin iki yapi
arasindaki dinamik fizyolojik etkilesimler hakkindaki bilgiler yetersizdir
(Watson, Becker, Apps, & Jones, 2014). Ote yandan nucleus fastigii’nin
kardiyovaskiller modilasyonda goérev aldigi ve kolinerjik aktivitede de
dogrudan islevlere sahip oldugu bilinmektedir (C. Zhang, Luo, Zhou, & Sun,
2016). Nucleus fastigii uyarici sinaptik aktarimlari baskilayabilir, nutkleer
noéronal devre aktivitesini modlle edebilir ve cerebellum aracih motor
dengenin ve koordinasyonunun dizenlenmesinde goérev alir (Gao, Wang, &
Qiao, 2016). Lobulus flocculonodularis’de bulunan hicrelerin aksonlari da
nucleus fastigii’deki néronlar uyarir (Erzurumiu R, 2018).

2.2.2 - Nucleus Dentatus
Serebellar cekirdeklerin en blyugudir. Cekirdedi hilum kismindan
terkeden efferent lifler pedunculus cerebellaris superior'un buyudk kismini

olusturur (Snell, 2009). Dentatothalamik yol ile cortex cerebri‘deki primer
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motor alan Uzerinde etkili olur. Nucleus dentatus vicudun ayni tarafindaki
kas aktivitesini kontrol eder (Snell, 2009). Cerebellum’un islevsel acgidan
farkli bdlgelerinde yerlesim gosteren Purkinje hicreleri farkli serebellar
cekirdeklerdeki néronlari uyarir. Lobus posterior'daki hemisferlerin lateral
bélgelerinde bulunan Purkinje hucrelerinin aksonlari nucleus dentatus’taki
néronlari uyarr (Erzurumlu R, 2018).

2.2.3 - Intraserebellar Cekirdek Devreleri:

Cerebellum’daki derin serebellar c¢ekirdek gruplarn afferentlerini iki
kaynaktan alir. Bu hicreler inhibe edici girdileri (GABAerjik) serebellar
korteksteki Purkinje htcrelerinden alir. Ayni zamanda nuclei pontini, nucleus
olivaris inferiores, formatio reticularis, locus coeruleus ve nuclei raphe dahil
olmak Uzere Cerebellum’un disindaki bir cok merkezden de uyarici girdiler
alir. Aslinda tim girdiler tirmanici ve yosunsu lifler tarafindan olusturulur,
ancak serebellar kortekse farkli merkezlerden gelen aminerjik girdiler derin
serebellar nikleuslar uyarici girdi olusturan kolleteral dallar gonderir (Sekil
2.4). Bu duzenlemenin bir sonucu olarak derin serebellar cekirdekler
icerisindeki hucreler inhibe edici impluslari Purkinje htcrelerinden, uyarici
girdileri ise diger kaynaklardan alarak, uyarici ve inhibe edici girdiler
arasindaki dengeyi kuracak oranlarda tonik olarak harekete gecerler
(Waxman, 2002).



 Paalelfler
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Sekil 2.4: Serebellar korteks ve derin serebellar gekirdeklerdeki eksitatdr ve inhibitér
baglantilar (Erzurumlu R, 2018).
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2.3 — Cerebellum’un Histolojisi

Histolojik kesitlerinde dis kisimlarinda korteks adi verilen bir gri cevher
tabakasi, i¢ kisimda ise cerebellum’a giren ve gikan lif demetlerinden olusan
beyaz cevher tabakasi ile bu tabakanin iginde yer alan nuclei cerebelli adi
verilen néron kiimelerinden olusur (Sekil 2.5).

Serebellar korteksi olusturan tabakalar beynin kortikal tabakalar ile
karsilastirildiginda daha basittir. Tabaka sayisi altidan Uge dlsmustir.
Bunlardan en ylizeydeki tabakaya stratum moleculare (molekller tabaka),
derindekine stratum granulare (grantler tabaka), bu iki tabaka arasindaki
bélgeye ise Purkinje hucre hatti denir. Cerebellum’un yosunsu ve tirmanici
lifler olarak siniflandirilan afferentleri ve Purkinje hlicrelerinden kaynaklanan
efferentleri substantia alba boyunca uzanirlar. Nuclei cerebelli ise substantia
alba’nin derininde gédmull olarak bulunan 4 gift cekirdekten meydana gelir.

Substantia alba’daki lifler 40:1 oraninda olacak sekilde afferent ve
efferent lifler tarafindan olusturulur.

Planum parasagittalis

= 5 iafel
},;—,.rf Planum transversalis verms - Fissura prima
—4r — Yildiz hiicre

Stratum
moleculare

Purkinje hiicre
] hatti

Purkinje
hiicresi

Stratum
granulosum

Fissura prima
Yosunsu lif
. Golg
Y, hicresi
\ dendriti
\
i~ Graniller
/ hiicre
** /  dendiriti
’

Golgi
hiicresi

hiicre

aksonu

Nuclei
cerebelli

Tirmanici
lif

" Yosunsu lif

Sekil 2.5: Cerebellum’un tabakalari, hticre tipleri ve serebellar lifler (Erzurumlu R, 2018).
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2.3.1 - Serebellar Korteksteki Hiicre Tipleri

Serebellar kortekste granull, Golgi, Purkinje, sepet ve stellat olmak
Uzere baslica bes tip hicre bulunur.

Graniil hiicresi: Granller tabakada yerlesmis olan bu hucreler serebellar
korteksteki tek uyarici noronlardir. Yosunsu lifler aracihidr ile gelen girdiler
granul hicrelerinin dendritleri ile glomerulus adi verilen 6zellesmis yapilarda
sinaps yaparlar. Granul hucrelerinin aksonlari yukariya molekduler tabakaya
clkarak burada T seklinde catallanir ve paralel lifleri olustururlar. Miyelinsiz
olan bu paralel lifler Purkinje hticrelerine dik olarak uzanirlar ve bu dendritler
Uzerinde glutamat nérotransmitterini kullandiklari icin uyarici tipte sinapslar
olustururlar.

Golgi hiicresi: Bu hlcreler granller tabakada yerlesen ara néronlardir.
Paralel, yosunsu ve tirmanici liflerinden uyarici girdiler alir ve aksonlarini
granuler hicreleri inhibe etmek tzere geri génderirler.

Purkinje hiicresi: Merkezi sinir sistemindeki en blyuk hicreler arasindadir.
Insan cerebellum’undaki toplam Purkinje sayisi sicanlara gére 50 kat fazladir
(Korbo & Andersen, 1995). Bu hicreler paralel lifler yardimiyla granul
hicrelerinden, tirmanici lifler yardimiyla nucleus olivaris inferioris
kompleksinden girdiler alirlar. Purkinje hicrelerinin aksonlar derin serebellar
cekirdekler araciligiyla cerebellum’un ana cikti yolunu olusturur. Sagittal
dizlemde yaygin olarak dagiimis vaziyette gorilebilen dendritleri, molekuler
tabakaya ulasan tirmanici lifler ve paralel lifler ile eksitatdr tipte sinapslar
olustururlar. Nuclei cerebelli, Purkinje hucrelerinden inhibe edici afferentler
alir (Xu, Zhou, & Frazier, 2004). Purkinje hucrelerinin morfolojik 6zellikleri
detayh dendritik analizlerle ortaya koyulmustur (Shih ve ark., 2015).

Basket (sepet) ve stellat (yildiz) hiicreleri: Molekller tabakada yerlesen
inhibitér tipteki bu hicrelere paralel liflerden uyaricl girdiler ulasir. Bu
hicrelerin dallari yaklasik 70 kadar Purkinje hlcresinin dendritleri ile sinaps
yapabilir.

2.3.2 - Serebellar Korteksteki Lif Tipleri

Serebellar kortekse yosunsu ve tirmanici olmak Uzere iki ana
kaynaktan lif gelir.

Yosunsu lifler: Bu lifler nuclei olivares inferiores disindaki tim kaynaklardan
kdken alan serebellar afferentlerdir. Bunlar medulla spinalis'ten, columna
posterior cekirdeklerinden, trigeminal sistemden, nuclei pontinus’dan ve
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nuclei vestibulares'ten kaynaklanan afferentleri icerir. Serebellar glomerulus
da Golgi hicresi ve granul hicre dendritleri ile sinaps yaparlar (Sekil 2.6).

Grandul hucrelerinin aksonlari ise molekuler tabakaya uzanarak burada
‘T’ harfine benzer sekilde ikiye ayrilir ve paralel lifleri olustururlar. Bu lifler
Purkinje hicrelerinin dendritik agacinin dizlemine dik olarak uzanarak bircok
Purkinje hlicresinin dendritleriyle sinaps yaparlar.

Tirmanici Lifler: Tirmanici lifler nuclei olivares inferiores’ten orjin alir. Her
tirmanici lif tek bir Purkinje hicresi ile uyaricl tipte sinaps yapar. Bu bire bir
iliski serebellar déngude gucli bir sinaptik uyaran goérevi gorir. Nuclei
olivares inferiores'teki her bir noron vyaklasik 10 tirmanici |if dogurur.
Tirmanic lifler, hareket esnasinda herhangi bir motor bozukluk olmasi
durumunda duyusal bir geri besleme dénglsi olustururlar. Bu sinapslar
motor 6grenmenin anahtaridir (Krebs C, 2011).

Golgi hucre Grandi hocre
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Sekil 2.6: Cerebellar glomerulus olusumu. Yosunsu lifler ile granll ve Golgi hlicrelerinin
aksonlarinda meydana gelen eksitatér (+) ve inhibitdr (-) sinapslar arasindaki etkilesimler
(A,B) (Hewitt, 2014).
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2.4 — Stres

Stres organizmanin bedensel ve ruhsal sinirlarinin, bir baska deyisle
homeostazisinin, tehdit edilmesi ile ortaya c¢ikan bir durumdur. Organizmada
stresin tipine, sliresine ve dozuna bagl olarak farkl fizyolojik ve patolojik
degisiklikler meydana gelebilir. Otonom sinir sistemi, hipotalamus-hipofiz-
adrenal aksi, kardiyovaskuller, metabolik ve immiln sistemler vicudu strese
karsi korurlar. Stresoérler oldukca genis kapsamlidir; soduk, sicak, x isinlari,
azalmis oksijen kaynagi, travma, cerrahi ve medikal tedavi, enfeksiyonlar,
uzamis egzersizler gibi dis cevrede veya vicudun kendisinde meydana gelen
pek cok kimyasal veya fiziksel dengesizlik durumlari strese yol acabilir.

Stres maruziyetini taklit eden farkh akut ve kronik hayvan modelleri
gelistirilmistir. Literatlrde stres olusturmak Uzere kullanilan baslica modeller
immobolizasyon, 6grenilmis caresizlik modelleri, yiyecek kisitlamasi, guriltu-
Isik gibi uyaranlara maruziyet, uyku deprivasyonu, sosyal stres, erken yasam
stresi, kronik dngérilemeyen stres modelleridir (Jaggi ve ark., 2011).

Ogrenilmis caresizlik modeli (Vaishnav Krishnan, 2009) hayvanlara
kapal bir dizenekte tekrarh elektrik soku verilmesi, soguk maruziyeti veya
zorlu yizme kosullarina maruziyet gibi deney hayvaninin kagma davranisi
gostermeyecedi kosullara maruz birakilmasi ile olusturulabilir. Sosyal stres
ise deney hayvanlarinin istenmeyen sosyal kosullara maruziyeti ile
olusturulur. Ornedin; kafes icerisine farkli kolonilerden hayvanlarin
yerlestiriimesi, asirn  kalabaliklastirma, evci-yabanci paradigmasi gibi
yontemler sosyal stres temelli modeller olarak uygulanmaktadir. Erken
yasam stresi modeli ise annenin gebelik doneminde maruz kaldigi farkli stres
kosullarini veya yavrularin dzellikle sttten kesilme dénemine (postnatal 2 ile
21. ginler) kadar bir ila daha fazla saat annelerinden izole edilmesi
kosullarini (maternal seperasyon) kapsar (Nestler ve ark., 2002). Son
yillarda insanlardaki stres maruziyetini taklit etmek Uzere kronik
dngodrulemeyen stres modeli uygulanmaktadir. Bu amacgla deney hayvanlari,
10 ila 40 gin boyunca, birkacg farkl tipteki stresére beklenmedik bir siralama
ve slre ile maruz birakilmaktadir (Czeh, Fuchs, Wiborg, & Simon, 2016).
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2.5 — Dendritik Dikensi Cikintilar

Serebellar ndéronlardaki dikensi c¢ikintilar on dokuzuncu yuzyilin
sonlarinda Ramon y Cajal tarafindan tarif edilmistir (Garcia-Lopez, Garcia-
Marin, & Freire, 2007). Bu cikintilar, néronal uzantilar UGzerinde olusan
membran6z yapilardir. Nérona 0.1 pm’den kuicuk capta bir boyun bdélgesi
aracilifiyla baglanirlar. Yaklasik olarak 0.001-1 pm? hacminde olan bir bas
kisimdan olusurlar. Bu nedenle insan beyninde 10'3den fazla dikensi cikinti
bulundugu 6ngoérilebilir (Nimchinsky, Sabatini, & Svoboda, 2002; Patrick &
Anderson, 2000).

2.5.1 - Dendritik Dikensi Cikint1 Tipolojisi

Dikensi cikintilar boyun ve bas kisimlarinin oranlarina, sekillerine gore
morfolojik olarak; mantarimsi, guduk, dalli, ince olmak Ulzere 4 ana grupta
incelenebilir (Harris, Jensen, & Tsao, 1992). Dikensi c¢ikinti boynu basina esit
ya da daha klglkse ‘ince’, mantar benzeri gérinti sergiliyorsa ‘mantar’, boy
ve en yaklasik esit uzunluktaysa ‘gudik’, birden fazla dal verdiyse ‘dalll’
cikinti olarak tanimlanmaktadir (Polsky, Mel, & Schiller, 2004).

Purkinje hlcrelerinin Gizerindeki mantarimsi gikintilarda motor 6grenme
sirasinda degisiklikler meydana geldigi gosterilmistir (Gonzalez-Tapia,
Gonzalez-Ramirez, Vazquez-Hernandez, & Gonzalez-Burgos, 2017). Bellek
dikensi cikintilari olarak da adlandirilan mantarimsi gikintilar, plastisite
yoluyla giiclenmis bélgeleri temsil etmektedir. Ince cikintilar ise zaman icinde
kaybedilme olasiligi daha ylksek olan geng, yeni olusmus sinaptik yapilari
temsil etmektedirler (Bourne & Harris, 2007). In vivo konfokal gérinttileme
calismalarinda dikensi cikintilarin ylksek plastiseye sahip yapilar oldugu
kanitlanmig, sadece dakikalar gibi kisa slrelerde (Parnass, Tashiro, & Yuste,
2000) sekil degistirdikleri (Matus, 2000; Yasumatsu, Matsuzaki, Miyazaki,
Noguchi, & Kasai, 2008), ayni zamanda yasam boyu aktiviteye bagli olarak
ortaya cikip kaybolabildikleri gdsterilmistir (Caroni, Donato, & Muller, 2012;
Harms & Dunaevsky, 2007; Holtmaat ve ark., 2005; Lendvai, Stern, Chen, &
Svoboda, 2000; Y. Zhang ve ark., 2005) .

Dikensi cikintilardaki morfolojik cesitliligin hem yetistirme kosullari,
hem de fonksiyonel parametrelerle iliskili oldugu distuntlmektedir (Struble &
Riesen, 1978).

15



2.6 — Golgi Boyama Yontemi

Camillo Golgi, 1873 vyiinda bu ydntem ile ndron ve glialari
goéruntuleyebilmistir. Golgi metodu énceden potasyum ve amonyum dikromat
ile sertlestirilen dokunun, 0.50 veya %1.0 gumis nitrat sollsyonu iginde
tutulmasi olarak tanimlanabilen bir yontemdir. Sinir sistemi yapilarinda cok
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu boyama ile hem serebral hem de
serebellar kortekste bulunan ndéronlar morfolojik olarak daha ayrintili bir
sekilde gosterilebilmistir. Gelistirilen bu ydntem ile aksonlarin yénelimi,
aksonlarin sonlanmasi ve dallanmasi daha iyi bir sekilde gérintilenebilmistir
(Alvarez & Sabatini, 2007). GUnUimuzde bu yéntem ile yuksek cézlinurlikte
goéruntulemeler yapilabilmektedir (Mancuso, Chen, Li, Xue, & Wong, 2013).
Golgi boyama teknigi, diger yéntemlere gore kontrast performansi ve tim
doku blogundaki boyama o6zelligi ile hicrelerin gorinir olmasinda halen
kullanilmaktadir (Czechowska, van Rienen, Lang, Eiberger, & Baader, 2019).

Santiago Ramon y Cajal bu yontem ile 6zellikle piramidal ve Purkinje
hicrelerindeki dendritik cikinti gelisimlerini  6rneklemistir (Sekil 2.7)
Noronlarin baglantilar kurarak iletisime gectigini gostermis ve sinir
hicrelerinin  sidreklilik  olusturdugunu ileri  stren ‘N6ron Doktrini’nin
gelismesine blyuk katki saglamistir (DeFelipe, 2002, 2015).
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Sekil 2.7: Golgi boyama yéntemiyle isaretlenen ndronlar, tavsanin sol serebellar
hemisferindeki Purkinje hiicrelerinin goértntuleri (DeFelipe, 2015).
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2.6.1 — Golgi Boyama Yoénteminin Ozellikleri

Golgi boyama metodu ile néron, glia, interndron gibi sinir hicrelerini
boyayan Camillo Golgi sinir sistemi hicrelerinin gorintilenmesinde cigir
acmistir. Yiksek kontrastli, secici boyama 6zellikleri, tam néronal morfolojinin
tanimlanmasini saglamistir. Gimls kromat kristalleri néronun igine girerek
batlin hicreye dagilir ve koyu renk boyanmis néronlari, aksonal uzantilan ve
dendritik cikintilari rahathkla gorilip analiz edilebilmesine olanak sadlar
(Koyama, 2013).

Golgi yonteminin secici boyama 6zelligi Shankaranarayana ve
arkadaslarina hicre igindeki stabil durum ve Golgi boyama icin kullanilan agir
metaller arasindaki etkilesimlerin boyama dizeyini 06nemli d&lgude
etkileyebilecedini dislindlrtmuUstir. Bundan dolayi, primer kiltir ortaminda
bluyutdlen néronlarin boyanmasinda kullanilan modifiye Golgi yénteminin,
secgici boyama o06zelligine sahip olmadigi goésterilmistir (Shankaranarayana
Rao, 2004).

Orijinal Golgi boyama yo6ntemi, gimus kromat ve lipoproteininin
dengesiz c¢Okeltisinin hiicre zarinda gorilmesi ile olustugu icin boyama
tekrarlanamaz sekilde uygulanmaktadir. Bu nedenle, Cajal tarafindan
gelistirilen Rapid Golgi ydnteminde potasyum dikromat ¢6zeltisine osmiyum
tetraoksit eklenmistir (De Carlos & Borrell, 2007). Osmiyum hucre zarlari
stabil oldugu icin, cok sayida sinir hlicresinin boyanmasina izin vermistir
(Millhouse, 1981; Spacek, 1992)

Daha sonra yapilan calismalarda bu metodun fikse edilmis yetiskin
beyin dokularinda basarii boyama sagladigi gosterilmistir (Buell, 1982;
Marin-Padilla, 1995; Williams, 1983). Bu ydnteme Golgi-Kopsch ismi
verilmistir. Bu teknigin, formalinle sabitlenmis dokularin boyanmasi igin de
uygun oldugu anlasiimistir (D'Amelio, 1983; Glantz & Lewis, 2000; Rosoklija
ve ark., 2000). Ayrica, bu yontemi kullanarak boyanan, vyash hayvanlarin
ornekleri geng hayvanlarinkinden daha iyi boyanmistir. Bu durum deney
hayvanlarinin yasinin boyamada énemli bir kriter oldugunu ortaya koymustur
(Riley, 1979).

Cox tarafindan gelistirilen Golgi-Cox ydntemi, bir potasyum dikromat
ve civa klortur karisimi ile boyanan doku érneklerini igerir (Buell, 1982). Arka
plan boyamasi Rapid Golgi yonteminden daha az yodun oldugu icin
néronlarin dendritik analizleri ve aksonal uzunluk analizleri igin idealdir.

Her bir Golgi boyama ydénteminin hem avantaji hem de dezavantaji
oldugu icin boyama yapilirken fiksasyon, deney hayvaninin yasi, boyanilan
bdlge yapisi g6z énltinde bulundurulmahdir.
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2.7 - Stereoloji

Morfometrik calismalarda bir dokunun hacmi, dokudaki diger
bilesenlerin hacimleri ve bu hacimlerin oranlar arastirmacilar tarafindan
siklikla kullanilan parametrelerdir. Biyolojik yapilardaki taneciklerin toplam
sayllarinin veya birim hacme disen sayisal yogunluklarinin (Nv) belirlenmesi,
bircok calisma igin vazgecilmez parametrelerdir. Ozellikle sinir sisteminde
temel islevsel elemanlar olan sinir hicrelerinin sayilari, yapi ve fonksiyon
arasindaki iliskilerin 6nemli bir ifadesi olarak, Uzerinde yorumlar yapilan en
onemli arastirma verilerinden birisidir. Bu sayisal kavramlar bu kadar édnemli
olmasina ragmen tanecik sayimlarini kabul edilebilir bir hata pay! siniri
icerisinde Olcebilen bir yontem, uzun yillar boyunca ortaya konamamistir.

Stereoloji, U¢ boyutlu drneklerin iki boyutlu histolojik kesitlerden elde
edilen verilerine dayanilarak gergekteki 6zellikleri ile ilgili yorumlar
yapilmasini saglayan bir bilim dalidir. Stereolojik metotlar, kurallarina uygun
bir bicimde uygulandiginda, tarafsiz (unbiased), yani sistematik hatadan
bagimsiz sonuglar elde edilmesini saglar ve érnekleme sayisi arttirildikga da
gercek dedgere daha fazla ihtimallikle yaklasmak mimkindir (Agustina,
Sofro, & Partadiredja, 2019; Altunkaynak, Akgul, Yahyazedeh, Makaraci, &
Akgul, 2019; Cruz-Orive & Weibel, 1990; Fichtl, Buttner, Hof, Schmitz, &
Kiessling, 2017; Gundersen, 1986; Gundersen, Bagger, ve ark., 1988;
Gundersen, Bendtsen, ve ark., 1988; Mayhew & Gundersen, 1996; Sinan
Canan, 2014).

2.7.1 - Cavalieri Yontemi ile Hacim Hesaplama

Dizensiz sekle sahip olan dokularin hacimlerini hesaplamaya yardimci
olan Cavalieri prensibi ilk kez Bonaventura Cavalieri tarfindan ortaya
konmustur (Garcia-Finana, Cruz-Orive, Mackay, Pakkenberg, & Roberts,
2003; Gundersen & Jensen, 1987; Gundersen, Jensen, Kieu, & Nielsen,
1999). Buna goére dlzenli geometrik sekli olmayan dokularin hacimlerinin esit
kalinlikta paralel dilimlere ayrilarak hesaplanabilecegi gosterilmistir.

Yizey alanini hesaplanmasinda, her kesite nokta sayim teknigi kullanilir
ve yukseklikle carpilarak calisilan alanin hacmi hesaplanir (Gundersen &
Jensen, 1987). Bu yontem uygulama olarak oldukga basit ve ayni zamanda
istatistiksel olarak da guvenilir sonuglar vermektedir.
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2.7.2 - Optical Fractionator Yontemi ile Toplam Hiicre Sayisinin
Hesaplanmasi

Ilgilenilen bdlgedeki hiicrelerin sayisi belirlemek icin bir dizi yéntem
kullanilmaktadir. Bunlardan birisi olan parcalama (fraksiyonlama) stereolojide
en ¢ok kullanilan tanecik sayma ydntemidir. Bu ydntemin esasl herhangi bir
yapidan sistematik rastgele o6rnekleme ile secilen nispeten kiclk bir doku
parcasinda tanecik sayimi (Nv: birim hacimdeki sayisal yogunluk) yapmaktir.
Sayim icin 6rneklenen doku miktarinin orijinal yapiya orani bilindigi takdirde
toplam tanecik sayisina ulasilabilir. Bu amacla kullanilacak dokulardan esit
araliklarla kalin kesitler alinmaldir ve hicrelerin toplam sayisini belirlenecegi
kisimlarda derinlik ayan tarafsiz olarak yapilmalidir (Alahmari ve ark., 2019;
Elozory ve ark., 2012; Mouton ve ark., 2017). Parcalama ydntemi aslinda bir
tanecik sayim ydntemi olmaktan c¢ok bir 6rnekleme planidir. Parcalama
yontemi ile érneklenen dokuda disektér sayim metodu kurallari uyarinca
sayim yapmayl iceren bu ydntem sayesinde, tarafsiz ve etkin bir sekilde
sayim yapilmasi mumkuin olmaktadir. Bu yéntem dokuda meydana gelen
hicbir sekil dedisikliginden etkilenmemesi, kesit kalinhdi, blzlisme-sisme
miktari gibi dederlere ihtiyag godstermemesi nedeniyle noroanatomik
calismalarda en cok tercih edilen yontemlerin basinda gelmektedir.
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3- GEREC VE YONTEMLER
3.1 - Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda yapilan deneyler Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2017/601 numarali
karar ile onaylandi. Tim c¢alisma slresince uluslararasi hayvan haklar
yonergelerine bagli kalindi. Calismada kullanilan deney hayvanlarinin temini
ve bakimi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney
Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan saglandi.
Délden kaynaklanan hata payini ve bireysel farkliliklari en aza indirgemek icin
deney ve kontrol gruplari en az 3 farklh anneden dodan yavrulardan
olusturuldu. Her bir deney grubu, cinsiyete bagh farkhlik olup olmadigini
arastirmak amaciyla 16 adet sican (8 disi, 8 erkek olmak dzere)
icermekteydi. Calismada (¢ grup yer aldigi icin toplamda 48 adet yavru
Spraque-Dawley cinsi sigcan kullanildi.

3.2 - Deney ve Kontrol Gruplari

Stres protokoli uygulamalarn disinda hayvanlar arastirma slresince
19+2°C sabit sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlk periyodunda, nemi (%45-
65) otomatik olarak ayarlanmis odalarda barindirildi. Deney boyunca pellet
yem ve ¢esme suyuna sinirsiz erisim saglandi.

Kontrol grubu embriyonik dénemden itibaren postnatal 44. gline kadar
higbir isleme maruz kalmamis vyavrulardan olusturuldu. Bu vyavrular
sakrifikasyon islemine kadar her kafeste 4 adet olacak sekilde cinsiyetlerine
gbre ayri kafeslerde barindirildi.

Stres grubundaki yavrularin annelerine hamileliklerinin 14. gininden
itibaren doguma kadar, ‘tekrarli 6n gorilemeyen stres modeli’ uygulandi.
Buna goOre anneler asagida belirtilen stres paradigmalarindan 1-3’line Tablo
3.1 de yer aldigi sekilde maruz birakildi:

a)lyi havalandirilan silindirik pleksiglas materyalden hazirlanan bir diizenek
icerisinde 1 saat slreyle hareketsiz birakma (immobilizasyon stresi).

b) 4+1 °C i1sida 6 saat bekletme

c) Gece boyunca aclik

d) Oda sicakligindaki suyun iginde 15 dakika ylzme

e) 24 saat boyunca aydinlikta barindirma

f) Karanlk evre boyunca, kalabalik barinma kosullarinda birakma
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Tablo 3.1: Tekrarh 6n goérilemeyen stres modelinde kullanilan paradigmalar

Embriyonik Sabah Giin ortasi Ogleden sonra
Giinler
14 Immobolizasyon Yizme 15 dakika Immobolizasyon
60 dakika 60 dakika
15 Sodudga maruziyet 6
saat
16 Yizme 15 dakika Immobolizasyon Yizme 15 dakika
60 dakika
17 Achik Yizme 15 dakika 24 saat boyunca
aydinhkta barindirma
18 Karanlik fazda 12 saat sosyal stres - kalabalik barinma
19 Immobolizasyon Yizme 15 dakika Immobolizasyon
60 dakika 60 dakika
20 Soguda maruziyet 6
saat
21 Yuzme 15 dakika Immobolizasyon Yuzme 15 dakika
60 dakika

Hamilelik doneminde prenatal strese maruz birakilan annelerden dogan
erkek ve disi yavrular (n=8), postnatal 1. glinden itibaren ve postnatal 44.
gun de dahil olmak Uzere anneden ayirma (maternal seperasyon stresine)
maruz birakildi. Postnatal 45. ginde sakrifiye edildi.

Zenginlestirilmis ortam grubundaki anne sicanlarin kafesine gebeligin
14. gunidnden itibaren Ucer adet farkl tiplerde objeler yerlestirildi. Ayrica
deney hayvaninin kafesine kendisini glivende hissetmesini sadlamak
amaclyla yuva islevi goren bir obje de koyuldu. Bu annelerden dogan
yavrular dogumlarindan itibaren postnatal 44. gline kadar zenginlestirilmis
ortamda buyutlldl. Birbirine tlnellerle baglantilandirilan genis kafeslerde
sicanlarin hem hareketlerinin arttirlmasi hem de arama ve merak
davraniglarinin uyarilmasi amaglandi. Bu amagla kafeslere dbénen gark,
saklanabilecekleri yuva tarzi kutular, merdiven vb. objeler koyuldu ve bu
objeler 2 glinde bir degistirildi.

3.3 - Davranis Testleri

Davranis testleri tim gruplarda ayni zaman araliklarinda ve ayni
ekipman kullanilarak TICAM’da gergeklestirildi.
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Kontrol Grubu
Stres Grubu

El4-21'de Ongérilemeyen Tekrarli Stres;
P1-44'de Maternal Seperasyon

Zenginlestirilmis Ortam Grubu

e P27 Rota-rod Testi Alistirma 1. gun - Grip Testi

e P28 Rota-rod Testi Alistirma 2. gun

e P29 Rota-rod Testi (erken evre)

e P42 Rota-rod Testi Alistirma 1. gin - Grip Testi

e P43 Rota-rod Testi Alistirma 2. gun

e P44 Rota-rod Testi (geg evre)

e P 45 Perflizyon

€E€E€E€EEL

Sekil 3.1: Deneysel tasarim (E: Embriyonik gin, P: Postnatal giin).
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Sekil 3.2: Kontrol grubu annelerden dogan yavrular P1. gin (A), P10 giin (B).
23



Sekil 3.3: Maternal seperasyon uygulamasi. Stres grubundaki annelerden dogan yavrulara
P1 (A) ve P10’da (B) uygulanan yontemler.
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Sekil 3.4: Zenginlestirimis ortam kosullari. Bu grupdaki annelerden dogan yavrularin
P1- P44 ginler arasinda barindirildiklarn kafeslerin farklh agilardan gorintileri (A-C).
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3.3.1 - Rota-rod Testi

Deney hayvanlarinin denge ve motor koordinasyon dizeylerini
dederlendirmek amaciyla rota-rod testi kullanildi (Sekil 3.5). Bu test giderek
hizlanan (80rpm-150rpm) bir hizda dénen bir c¢ubuk Uzerinde deney
hayvaninin dismeden kalis siresinin dlgilmesi esasina dayanmaktaydi. Rota-
rod cihazi 70 mm capindaki bir silindir, ayni anda 4 hayvani test edebilmeyi
saglayacak sert plastik duvar ile bélinmus doért bolme, disen hayvanin
disme saniyesini ve rotun hizini gdsteren bir panelden olusmaktaydi (Ugo
Basile 47700). Deneyler 3 gun sure ile uygulandi ve ilk iki gin alstirma
olarak kabul edildi. Test siiresi 600 saniye olarak belirlendi. Uglincii glindeki
testte hayvanlarin rod Uzerinde kals sureleri kayit edilerek deney
tamamlandi.

Sekil 3.5: Rota-rod testi. Kontrol (A) ve deney (B) gruplarindaki hayvanlarin test
esnasindaki goérintdleri.
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3.3.1 - Modifiye Grip Testi

Modifiye grip testi kavrama, direnme gici ve motor koordinasyon
dizeyini belirlemek icin kullanildi. Test diizenedi 50 cm uzunlugunda 3 mm
capinda bir ipin yerden 80 cm yukseklikte olacak sekilde slUtunlar arasina
gerilmesiyle olusturuldu (Sekil 3.6). Ahsap zemin disme sirasinda
yaralanmay! oOnlemek amaciyla pamuklu 6rtd ile kaplandi. Sicanlar, 6n
pencelerinden ipin ortasina yerlestirilerek kacma davranisina kadar gecirilen
streler kayit edildi ve asagidaki skorlama sistemi kullanilarak sicanlarin
direnme kuvvetleri degerlendirildi.

0= disme

1= ipin sadece 6n ayaklar ile kavranmasi

2= sadece 6n ayaklar ile kavranmasi ancak tekrar tirmanma hareketi
3= 6n ayaklar ve bir ya da iki arka ayakla da ipe tutunma,

4= bitln 6n ve arka ayaklar ile ipe tutunma ve kuyrugun ipe dolanmasi
5= ip Uzerinde 150 sn’den fazla kalma ya da 50 sn’den sonra kagma
davranisi gosterme

6= 41 ve 50 sn arasinda kagma davranisl gosterme

7= 31 ve 40 sn arasinda kagma davranigi gosterme

8= 21 ve 30 sn arasinda kagma davranisi gosterme

9= 11 ve 20 sn arasinda kagma davranisi gosterme

10=ilk 10 sn'de kacma davranisi gésterme

Skorlama iki deneme sonunda alinan en yUksek puan olarak kayit edildi
(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: Modifiye grip testi. Ipin sadece 6n ayaklar ile kavranmasi (A), sadece 6n ayaklar
ile kavranmasi ancak tekrar tirmanma hareketi (B), 6n ayaklar ve bir ya da iki arka ayakla
da ipe tutunma (C), bitin 6n ve arka ayaklar ile ipe tutunma ve kuyrugun ipe dolanmasi

(D), kagma davranisi gésterme (E).
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3.3 - Deney Hayvanlarinin Sakrifikasyonu ve Dokularin
Hazirlanmasi

Davranis testleri tamamlandiktan sonra P45. ginde siganlara 0,9 ml/kg
ketamin (%10)+ 0,4 ml/kg xylazin (%?2) intraperitonal olarak uygulanarak
anestezileri saglandi. Transkardiyak yolla énce 100 ml fosfat tamponlu salin
(PBS) sollisyonu, sonra da 200-250 ml %4’'lik paraformaldehid [0.1M fosfat
tamponda (pH=7.4) hazirlanan] solisyonu perflizyon pompasi (Peristar)
yardimiyla sabit hizda verilerek deney hayvanlarinin fiksasyonu sadlandi
(Sekil 3.7).

Sekil 3.7: Transkardiyak yolla perflizyon.

Fikse edilen hayvanlarin cerebellum’lar dikkatli bir sekilde gikarildi
(Sekil 3.8). Sag serebellar hemisfer ve vermis kismi Toluidin mavisi, sol
serebellar hemisfer ise Golgi boyamasi igin kullanildi.

Sekil 3.8: Beyin diseksiyonu. Diseksiyonu yapilan sigan beyninin diseksiyon esnasinda (A)
ve cranium’dan cikartildiktan sonraki gérinimu (B).
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3.4 - Histolojik Kesitlerin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Cerebellum dokusu sag serebellar hemisfer ve vermis kismi ile sol
serebellar olacak sekilde iki bélime ayrilarak  %4’lik paraformaldehid
fiksatifi icinde 2 gun postfikse edildi. Doku kesiminde hacim kaybi olmamasi
icin dokular %5’lik agara gémuldi (Sekil 3.9). Sag serebellar hemisfer ve
vermis kismini iceren dokulardan Vibratome (PELCO 10190) ile 100 pm
kalinhdinda seri kesitler alindi (Sekil 3.10). Alinan kesitler fosfat tampon
iceren petri kaplarinda toplandi (Sekil 3.11).

Sekil 3.9: Serebellar hemisfer ve vermis dokusunun agara gémulmesi.

Sekil 3.10: Vibratom ile seri kesit alinmasi.
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Sekil 3.11: Vibratom ile alinan (100 um) seri kesitler.

3.4.1 - Toluidin Mavisi Ile Boyama

Serbest yuzen kesitler toluidin mavisi ile 1 dk slreyle boyandi. Boyanan
kesitler poli-lizin ile kaplanmis temiz lamlara dizildi. Gece boyu oda
sicakliginda kurutulan lamlar artan yogunluklu alkol serisinden (%60, %70,
%80, %90, %100) gecirildi. Suyu giderildikten sonra (dehidrasyon) ksilol’'de
1 dk sureyle seffaflastirilan kesitler DPX solisyonu kullanilarak kapatildi
(Sekil 3.12).

Sekil 3.12: Toluidin mavisi ile boyanmis histolojik kesitler.
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3.4.2 - Golgi-Cox Boyama

Noéronlarin  morfolojik 6zelliklerini inceleyebilmek igin sol serebellar
hemisferlerden alinan kesitler Golgi boyama kiti (Rapid Golgi Stain™, FD
NeuroTechnologies) ile boyandi.

Kit icerisinde potasyum dikromath A sollsyonu ile civa kloritli B
solusyonlari kullanimdan 24 saat 6nce esit miktarlarda koyu renkli cam
sisede karistirilarak impregnasyon sollisyonu hazirlandi. 21 glin sireyle
hazirlanan soliisyonda isik almayacak bir sekilde +4°C de bekletilen dokular,
potasyum kromat iceren C solisyonunda 72 saat bekletildi (Sekil 3.13). Daha
sonra doku kesiminde hacim kaybi olmamasi icin dokular %5’'lik agara
gomuldia (Sekil 3.14). Vibratome (PELCO 10190) ile 200 pm kalinliginda
kesitler alindi. Alinan kesitler, ylzer sekilde cam kapta toplandiktan sonra,
distile suda 4 kez bes dakika yikandi. Daha sonra bir birim D sollsyonu bir
birim E sollsyonu ve iki birim distile sudan olusan karisima konularak 10 dk
karistirildi. Tekrar distile su ile dort kez bes dakika yikanan kesitler, dérder
dakika boyunca alkol serisinden (%50, %75, %95, %100) gecirildi. Boyanan
kesitler poli-lizin ile kaplanmis temiz lamlara dizildi. Son olarak ksilol’'de (4
dk) seffaflastirilan kesitler DPX solisyonu kullanilarak kapatildi (Sekil 3.15).

Sekil 3.13: Serebellar hemisferin impregnasyonu. Dokularin i1sik almayacak sekilde
solisyonda bekletilmesi (A,B).
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Sekil 3.14: Serebellar hemisferin agara gémulmesi.

Sekil 3.15: Golgi yéntemi ile boyanmis kesitler.
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3.5 - Morfometrik Sayimlar

3.5.1 - Vermis’de Birim Mesafeye Diisen Purkinje Hiicre Sayisinin
Hesaplanmasi

Her asamada sistematik randomize 0&rnekleme metodu kullanildi.
Hesaplamalarda mikroskobik kalibrasyon skalasi kullanilarak magnifikasyon
faktoriine gore belirlenen gercek uzunluklar o&lclldid. Toluidin mavisi ile
boyanmis vermis kesitlerindeki Purkinje hlcre nukleuslarinin ortasindan
gecen Purkinje hlcre hatti; cizim tipta atasmanl Nikon E400 i1sik mikroskobu
aracihgi ile cizildi. Cerebellum’un VIA, VIB, VIC, VII, VIII nolu folyolarinin en
u¢ kisimlarindaki Purkinje hitcre hattindan elde edilen gérintiler dijital
ortama aktarildiktan sonra kalibrasyon skalasi kullanilarak Purkinje hicre
hattinin gergek uzunlugu Image J goérintl analizi programi ile 6lclldi (Sekil
3.16). Bu hat boyunca bulunan Purkinje hlcre ntkleuslar sayilarak birim
uzunluga disen Purkinje hilicre sayisi hesaplandi.

A

VIA B v

/_ -
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Cizim tipu atasmanl
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Sekil 3.16: Sayim yapilan cerebellum folialari (A), birim uzunluga disen Purkinje hiicre
sayisinin hesaplanmasi (B).
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3.5.2 - Serebellar Hemisfer ve Vermisde Hacim Hesaplama

Serebellar hemisfer ve vermis’deki molekUler ve grantler tabakalarin
hacim hesaplanmasinda Stereolnvestigator yazilm programinin (Micro Bright
Field, ABD) Cavalieri estimator probu kullanildi. Her hayvandan 5 adet kesit
secilerek tim folyo’lardan elde edilen goérintller Gzerine 100 um X 100 pm
boyutlarinda grid atildi. Bu gridlerin molekuler ve granUler tabakaya karsilik
gelen noktalari sayilmak ve kesit kalinhgi ile carpmak suretiyle toplam hacim
hesaplandi. Tium kesitlerde tabakalarin kendi icinde ortalamasi alindi ve bu
deger cercevedeki toplam nokta sayisina béliinerek tabakalarin hacim orani
(Volume proportion= Vv) hesaplandi (Sekil 3.17).

Stereo investigator
mikroskopta
goéruntd eldesi

Cavalieri probu
ile hacim hesaplama

Sekil 3.17: Molekiiler ve graniler tabaka hacim oranlarinin hesaplanmasi.
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3.5.3 - Derin Serebellar Niikleuslardaki NoO6ron Sayisinin
Hesaplanmasi

Derin serebellar nlikleuslardan nucleus dentatus, nucleus fastigii‘deki
toplam ndron sayilarinin hesaplanmasinda Stereo Investigator yazilim
programinin (Micro Bright Field, ABD) ‘Optical fractionator’ probu kullanildi.
Optik parcalama yontemi kullanilarak sayim yapilacak nukleuslardaki toplam

hicre sayisinin belirlenmesinde, her asamada, sistematik randomize
ornekleme metodu kullanilarak tarafsiz bir sekilde sayim yapildi. Secilen
nlkleuslara ait goérintiler her hayvan icin, sol serebellar hemisfer ve
vermis'ten elde edilen kesitler boyunca, toplam 15-20 kesitte goézlendi.
Stereo investigator programini iceren mikroskopta 6nce 5X blyldtme de
nitkleus bdélgelerinin sinirlari belirlendi. Daha sona 10X buyltme kullanilarak
bilgisayar ekranina aktarilan goérintiler UGzerinde tarafsiz sayim cercevesi
kullanilarak ndéron sayimi yapildi. Hicre sayim metodu olarak x ve y
eksenlerine ve belli bir derinlige (z) sahip (3 boyutlu) optik disektér sondasi
kullanildi. Kesit kalinligi 100 pm olan dokunun derinindeki ve ylzeyelindeki Z
tabakasindan 10’ar um kalinligindaki bdlge ‘givenlik kusadi’ olarak programa
kayit edildi. Her sayim alani icin adim araligi (X:100 um Y:100 um olacak
sekilde) belirlendi. Disektorin vyilksekligi 50 pm, disektdér hacmi(XYZ)
500.000 pm3, tarafsiz sayim cercevesinin alani yaklasik 10.000 pm?,
érnekleme grid alani 40.000 pm? olarak ve o&rnekleme alan sayisi tiim
gruplarda 37 ile 65 arasinda olacak sekilde programa girildi. Toluidin mauvisi
ile boyanan toplam partikll sayisi ve sayimlardaki hata pay! kullanilan yazilim
tarafindan hesaplandi. Tum o6lcimlerde Gundersen ve Schmitz-Hoff'a goére
hesaplanan hata katsayisi (CE: Coefficient of Error) dederleri %5’in altinda idi
(Sekil 3.18, 3.19).

37



x aclom (& x)

B
. ;—~(n (ger)
y admu (5 y) 1
h
A\
1
A [T =00 =
|
\ .
\\ VAT \
{" alx, v adim)
| 1
C AmSEmnenme. :‘- 1 Ustﬁ:@:‘nlik Fro = -:.,»'::_ }Uak(“;;ggnllk

: ; »?Li‘h“.;. d-jﬁt | \%ﬁfﬂ.’g

LA Gavenlik o l Alt Glivenlik
§ Kusain 3 .+ ’ Kugaf

Sekil 3.18: Optik parcalama ydénteminin uygulama basamaklari. Once kiigiik bilylitmede
sinirlari belirlenen alan (A). Tarafsiz sayim gergevesinin ortasinda bulunan (+) isaretinin
daha blyilk bliyitmede dokuya isabet eden kisimlarinda optik disektdr kullanilmaktadir (B).
Optik disektor prensibi histolojik kesitlerin alt ve Ust ylzeylerindeki kayiplardan sakinmak
icin, glavenlik kusagdi (5 pum) birakilarak bu mesafenin disinda kalan bdlgede (h) sayim
yapilmasini énermektedir (C-D). Ust glivenlik kusagi daima sabit iken, alt giivenlik kusadi
kesitin kalinhdina gére degisebilmektedir (ODACI, 2003).
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Stereo investigator
mikroskopta
goéruntu eldesi

Optical fractionator probu ile
derin serebellar nikleuslarin
sinirlarinin belirlenmesi

Optical disektor sondasi kullanilarak belirlenen
bolgelerde tarafsiz sayim cercevesine denk gelen
néron sayilarinin hesaplanmasi

Sekil 3.19: Nucleus dentatus ve nucleus fastigii‘deki toplam néron sayisinin hesaplanmasi.
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3.6 — Dendritik Analizler

Purkinje néronlarindan dendritik uzantilari net olarak ayirt edilebilenler
(her hayvan ve cinsiyet icin n=8-10) cizim tlipu atasmanli mikroskobun
(Nikon E400) 100X blUyutme objektifi altinda cizildi. Dendritler Gzerindeki
dikensi cikintilarin analizleri ise 2° dallar (izerinde yapildi. Dikensi gikintilar,
tipolojilerine gdre gruplandirilarak sayilari not edildi (Sekil 3.20).

Sekil 3.20: Golgi boyama ile elde edilen serebellar néronlarin (A) ve dikensi cikintilarin
goruntileri (B). Skala uzunlugu A'da 1000mikron, B’de 100 mikron.

3.7 - Istatistiksel Analizler

Gruplarin ortalamalar arasindaki farklihgin anlamlilik dereceleri SPSS
(Statistical Package for Social Sciences, 22. slrim) paket programi
kullanilarak hesaplandi.

Verilerin dadilimi  Kolmogorov-Smirnov testi ile dederlendirildikten
sonra normal dagihm goésterenler iki yonli varyans analizi ve Dunn coklu
karsilastirma testiyle; normal dagihim gdstermeyenler ise Kruskal Wallis testi
kullanilarak degerlendirildi. Ayrica gruplarin ortalama, * standart sapma (ss)
ve ylzdelik dederleri verildi. Istatistiksel anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak
kabul edildi.
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4- BULGULAR
4.1 - Modifiye Grip Testi Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin dayanikliik ve motor becerilerini 6lcmeyi hedefleyen
modifiye grip testi uygulanan gruplarin ortalama+xSS dederleri Tablo 4.1'de
gosterildi. Gruplarin skorlari iki yénld varyans analizi ve Dunn c¢oklu
karsilastirma testi ile incelendiginde erken evre olgimleri arasinda anlamli bir
fark gozlenmedi. Geg evre dlgumleri arasinda ise zenginlestirilmis ortamda
yetistirilen yavrularin test skorlari kontrol gruplarinin skorlarina gére anlamli
diizeyde (p<0,05) yiiksek bulundu (Sekil 4.1). Ote yandan gec evrede
Olcimlerinde grup ve cinsiyet faktorleri arasinda anlamh bir etkilesim

gbzlenmedi.

Tablo 4.1: Gruplarin modifiye grip testindeki skorlari

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
I +
Ortalama+S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Erken Evre 4,63+1,06 5,00 5,13+0,35 5,0+0 5,0+0,93 5,13+0,35
Geg Evre 4,88%+1,55 4,5+1,85 5,0£0 5,5+1,07 6,38+2,00 6,13+£2,10
Geg Evre (P44)
Erken Evre (P27)
6 -
Bl Erkek Il Ercek
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Sekil 4.1: Erken ve geg evrede uygulanan modifiye grip testinde disi ve erkek yavrularin
aldiklan skorlarin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen dederler ortalama + SS degerlerini
gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).

* p<0,05 kontrol erkek ile zenginlestirilmis ortam erkek grubu arasindaki farklilik.

* p<0,05 kontrol disi ile zenginlestirilmis ortam disi grubu arasindaki farklilk.
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4.2 - Rota-rod Testi Sonuglarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin motor becerilerini dlcmeyi hedefleyen rota-rod testinde rod
Uzerinde kalma slrelerinin ortalama+SS degerleri Tablo 4.2'de gosterildi.
Gruplarin verileri iki yonli varyans analizi ve Dunn c¢oklu karsilastirma testi
ile incelendiginde erken evre 6lcimleri arasinda kontrol grubundaki disilerin
motor performansi erkeklere goére, kontrol grubundaki erkeklerin motor
performansi ise stres grubundaki erkeklere gére anlamli dizeyde (p<0,05)
yuksek bulundu. Geg evre 6lgimleri arasinda ise gruplar arasinda anlamli bir
fark goézlenmedi (Sekil 4.2). Ayrica erken evrede rod Uzerinde kalma
surelerinde grup ve cinsiyet faktorleri arasinda etkilesim gézlenmedi.

Tablo 4.2: Rota-rod testinde rod lizerinde kaldigi slire

Kontrol Stres Zengin Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Erken Evre 441420,86 | 586,63+37,83 | 600+0 599+2,83 564,13£10,47 | 6000
Geg Evre 600£0 60040 60040 | 552,88+13,29 | 598,38+4,60 | 600+0

Erken Evre (P29)

Gecg Evre (P44)

800 7

Hl Erkek
B pisi

Bl Erkek
B Disi

600

400 A

Rod Uzerinde Kalma
Siresi (sn)

Rod Uzerinde Kalma
Sdresi (sn)

200 1

Sekil 4.2: Erken ve geg evrede uygulanan rota-rod testinde disi ve erkek yavrularin rod
Uzerinde kalma sirelerinin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen degerler ortalama + SS
dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).

* p<0,05 kontrol grubundaki erkek ve disiler arasindaki farklhlik.

* p<0,05 kontrol erkek ve stres erkek grubu arasindaki farklilik.
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4.3 - Viicut, Beyin, Adrenal Agirlhiklarinin Karsilastirilmasi
4.3.1 - Viicut Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin perflizyon ©6ncesi vicut agirliklarinin  ortalama+SS
degerleri Tablo 4.3'de gosterildi. Gruplarin iki yonli varyans analizi ve Dunn
coklu karsilastirma testi ile incelendiginde zenginlestiriimis ortamdaki
erkeklerin disilere gore, stres grubundaki disilerin zenginlestirilmis ortamdaki
disilere gore, kontrol grubundaki disilerin zenginlestirilmis ortamdaki disilere
gore vicut agirhklarn anlamh dizeyde (p<0,05) yiksek bulundu. Kontrol ve
stres gruplarinda ise cinsiyetler arasinda anlamli bir fark gdézlenmedi (Sekil
4.3). Vicut agirhklarinin analizin de grup ve cinsiyet faktorleri arasinda
etkilesim g6zlenmedi.

Tablo 4.3: Kontrol ve deney gruplarinin vicut agirhiklar

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Viicut 94,75+16,52 | 100,88+14,61 | 102,75+10,47 | 100+7,09 | 104,25+9,35 | 88,75+2,12
Agirhigi
150 *
= Bl Erkek
2 = Digi
21004
o
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5
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>

Sekil 4.3: Vicut adirliklarinin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen degerler ortalama = SS
dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).
" p<0,05 kontrol disi ve zenginlestirilmis ortam disi arasindaki farklilik.
* p<0,05 stres disi ve zenginlestirilmis ortam disi arasindaki farklilik.
## p<0,01 zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkek ve disiler arasindaki farkhhk.

43



4.3.2 - Beyin Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin beyin adirhiklarinin ortalama+SS dederleri Tablo 4.4'de
gosterildi. Gruplarin iki yonlG varyans analizi ile dederlendirildiginde gruplar
ve cinsiyet faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim oldugu [F(2,14)=4,031,
p=0,0414] gozlendi. Dunn ¢oklu karsilastirma testi ile yapilan incelemelerde
sicanlarda beyin adirhdinin kontrol
grubuna goére anlamli dizeyde (p<0,05) dislik olmasindan kaynaklandigi
gozlendi. Erkeklerde ise gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil

bu farklihgin stres grubundaki

4.4).

disi

Tablo 4.4: Kontrol ve deney gruplarinin beyin agirliklari

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Beyin agirhigi 1,42+0,11 1,47+0,10 1,42+0,08 1,35+0,08 1,46+0,07 1,39+0,08
2.0 1
Bl Ekek

—~ * %
= B pisi
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Sekil 4.4: Beyin adirliklarinin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen degerler ortalama + SS
dederlerini gdstermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).

Xk
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4.3.3 - Adrenal Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin adrenal bez agirliklari ortalama+SS dederleri Tablo 4.5'de
gosterildi. Gruplar iki yonll varyans analizi ve Dunn coklu karsilastirma testi
ile incelendiginde adrenal adirhginin zenginlestirilmis ortamda yetistirilen
erkeklerde kontrol grubuna goére anlaml dizeyde (p<0,05) disik oldugu
gozlendi. Kontrol grubundaki hayvanlarda da adrenal bez agirhg: erkeklerde
disilere gore ylksek olmasina ragmen grup ve cinsiyet faktorleri arasinda
etkilesim gézlenmedi (Sekil 4.5).

Tablo 4.5: Kontrol ve deney gruplarinin adrenal bez agirliklar

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi

Ortalama+£SS

Adrenal Bez | 0,043+£0,004 | 0,013+0,003 | 0,021+0,003 | 0,020+0,004 | 0,012+0,002 | 0,011+0,002
Agirhigi

—~ 0.08
o + Bl ckek
> B Disi
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Sekil 4.5: Adrenal bez agirliklarinin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen degerler
ortalama=£SS dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).
* p<0,05 kontrol grubunda erkek ve disi arasindaki farklilik.
* p<0,05 erkeklerde kontrol ile zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.
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4.3.4 - Adrenal/Viicut Agirhgi Oranlarinin Karsilastiriimasi

Hayvanlarin adrenal bez vicut adirhg oranlarinin ortalama+SS
degerleri Tablo 4.6’de gosterildi. Gruplar iki yonli varyans analizi ve Dunn
coklu karsilastirma testi ile incelendiginde zenginlestirilmis ortamdaki
erkeklerin adrenal bez agirhdginin vicut agirligina oranlari kontrol grubundaki
erkeklere gore anlamh dlizeyde (p<0,05) distk bulundu (Sekil 4.6). Bu oran
kontrol grubundaki disilerde de erkeklere gbre daha dilstktd. Yapilan
analizlerden dolayr grup ve cinsiyet faktorleri arasinda anlamli etkilesim
[F2,14y=3,951, p=0,0436] oldugu gozlendi.

Tablo 4.6: Kontrol ve deney gruplarinin adrenal agirliginin viicut agirligina orani

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam

Ortalama+SS Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Adrenal/Viicut 0,0005+ 0,0001% 0,0002+ 0,0002+ 0,0001+ 0,0001+
Agirhigi Orani 0,00004 0,0001 0,00002 0,00002 0,00001 0,00001
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Sekil 4.6: Adrenal bez agirliklarinin viicut agirhdina oraninin karsilastiriimasi. Grafiklerde
verilen dederler ortalama + SS dederlerini géstermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin;
n=8).

* p<0,05 kontrol grubunda disiler ve erkekler arasindaki farklilik.

* p<0,05 kontrol grubundaki erkekler ve zenginlestirilmis ortamdaki erkekler arasindaki
farklihk.
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4.4 - Vermis'te Birim Mesafeye Diisen Purkinje Hiicre
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Vermis bdlgesinden alinan histolojik kesitlerden elde edilen
fotomikrograflar da, 6zellikle blylk buyutmede Purkinje hicre hattindaki
hicre sayilarinda farkhhk goérilmekteydi (Sekil 4.7). Vermis'te birim
mesafeye disen Purkinje hicre sayisinin ortalama=SS dederleri Tablo 4.7'de
goOsterildi. Gruplar iki yénli varyans analizi ve Dunn ¢oklu karsilastirma testi
ile incelendiginde stres ve zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkeklerdeki
Purkinje htlcre sayisi grubu kontrol grubuna gére anlamlh dizeyde (p<0,05)
distk bulundu. Gruplar ve cinsiyetin ortak etkisi ise istatistiksel olarak
anlamh bulunmad (Sekil 4.8).

Sekil 4.7: Vermis'te birim mesafeye disen Purkinje hlicre sayilarinin hesaplanmasinda
kullanilan fotomikrograflar.
Kontrol (A,D), Stres (B,E), Zenginlestirilmis ortam (C,F)
Toluidin mavisi, Biyttme 10x (A,B,C) ve 40x (D,E,F).
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Tablo 4.7: Vermis'te birim mesafeye dlisen Purkinje hiicre sayilari

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama+55 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Vermis'te
Birim
Mesafeye 0,301+0,07 0,243+0,03 0,213+0,03 0,233+0,10 0,222+0,02 | 0,185+0,08
Diisen
Purkinje
Hiicre
Sayilari
o 0.4 i
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Sekil 4.8: Vermis'te birim mesafeye dlisen Purkinje hicre sayilarinin karsilastiriimasi.
Grafiklerde verilen dederler ortalama + SS dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve
grup igin; n=8).

* p<0,05 erkeklerde kontrol ile stres gruplari arasindaki farkhhk.

# p<0,05 erkeklerde kontrol ile zenginlestirilmis ortam gruplar arasindaki farklilik.
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4.5 -

Serebellar hemisferde birim mesafeye dlsen Purkinje hlicre sayisinin
ortalama=SS degerleri Tablo 4.8'de gdsterildi. Gruplar iki yonli varyans
analizi ve Dunn coklu karsilastirma testi ile incelendiginde gruplar arasinda
anlamh bir fark gézlenmedi (Sekil 4.9). Ayrica gruplar ve cinsiyet faktorleri

Serebellar

arasinda da etkilesim gdézlenmedi.

Hemisferde Birim Mesafeye Diisen
Purkinje Hiicre Sayilarinin Karsilastirilmasi

Tablo 4.8: Serebellar hemisferde birim mesafeye disen Purkinje hicre sayilan

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
Ortal +SS
rialama Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Serebellar
Hemisferde
Birim 0,213+0,02 0,193+0,02 0,269+0,02 0,246+0,02 0,292+0,02 | 0,261+0,03
Mesafeye
Diisen
Purkinje
Hiicre
Sayilan
@
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Sekil 4.9: Serebellar hemisferde birim mesafeye diisen Purkinje hicre sayilarinin

karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen degerler ortalama + SS dederlerini gostermektedir (Her

iki cinsiyet ve grup igin; n=8).
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4.6 - Serebellar Hemisferdeki Kortikal Tabaka Hacimlerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol ve deney gruplarinda, serebellar korteksten alinan histolojik
kesitlerde granuller ve molekiler tabaka (Sekil 4.10) hacimleri nokta sayim
yontemi (Sekil 4.11) ile hesaplandi (Tablo 4.9 ve Sekil 4.12). Serebellar
hemisferde korteksin graniler tabaka hacminin molekiler tabaka hacmine
oranlarinin ortalama+SS dederleri Tablo 4.10'da goésterildi. Gruplar
arasindaki farkhliklar iki yonli varyans analizi ile incelendiginde grup ve
cinsiyet faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim oldugu go6zlendi
[F2,14y=4,661, p=0,0281]. Dunn g¢oklu karsilastirma testi ile incelendiginde
kortikal tabaka hacim oranlar stres ve zenginlestirilmis ortamda yetistirilen
erkeklerde kontrol grubuna gdére anlaml diuzeyde (p<0,05) ylksek bulundu
(Sekil 4.13). Ayni zamanda stres ve zenginlestirilmis ortamda yetistirilen
hayvanlardaki hacim oranlarinda da cinsiyetler arasinda erkekler lehine
anlamli bir farklilik oldugu gézlendi.

Sekil 4.10: Serebellar hemisferden alinan histolojik kesitlerde
grantler tabaka (GT) ve molekdiler tabakanin (MT) gérinimd.
Kontrol (A), stres (B), zenginlestirilmis ortam (C).
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Sekil 4.11: Noktali sayim cetveli kullanilarak kontrol (A), stres (B), zenginlestirilmis ortam
(C) grubundaki hayvanlarin serebellar hemisfer kesitlerinde kortikal tabaka hacimlerinin
hesaplanmasi.
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Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin molekller ve granuler tabaka
hacimlerinin ortalama +SS dederleri Tablo 4.9'de gosterildi. Gruplar iki yonla
varyans analizi ve Dunn coklu karsilastirma testi ile incelendiginde;
molekller tabaka hacimlerinin stres ve zenginlestirilmis ortamda yetistirilen
erkeklerde kontrol grubuna goére anlaml dizeyde (p<0,05) disik oldugu
bulundu. Disilerde gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmedi (Sekil 4.12).

Tablo 4.9: Serebellar hemisferde molekiiler tabaka ve graniler tabaka hacimleri

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Molekiiler 1483,75+ 1349,5+ 1078+ 1248,63+ 1074,75+ 1428,25+
Tabaka 433,06 156,06 156,64 259,83 103,54 275,81
Graniiler 1581,38+ 1292,25+ 1336,63+ 1188,63+ 1337,88+ 1282,13+
Tabaka 317,21 125,60 162,41 215,57 109,78 248,40
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Sekil 4.12: Serebellar hemisferde molekliler tabaka ve graniler tabaka hacimlerinin
karsilastiriilmasi. Grafiklerde verilen dederler ortalama + SS dederlerini gostermektedir (Her
iki cinsiyet ve grup igin; n=8).

* p<0,05 erkeklerde kontrol ve stres grubu arasindaki farkhlk.

* p<0,05 erkeklerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farkhlik.
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Tablo 4.10: Serebellar hemisferde graniler tabaka/molektler tabaka hacimlerinin orani

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama+55 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Graniiler
Tabaka/ 1,09+0,12 0,97+0,12 1,25+0,09 0,96+0,13 1,25+0,04 0,90+0,09
Molekiiler
Tabaka
< #
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Sekil 4.13: Serebellar hemisferde kortikal tabaka hacim oranlarinin karsilastiriimasi.
Grafiklerde verilen degerler ortalama = SS dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve
grup igin; n=8).

* p<0,05 erkeklerde kontrol ve stres grubu arasindaki farklilik.

# p<0,05 erkeklerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farkhhk.

“* p<0,001 stres grubundaki disi ve erkekler arasindaki farklilik.

*** p<0,001 zengin ortam grubundaki disi ve erkekler arasindaki farkhlik.
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4.7 - Vermis'te Molekiiler Tabaka ve Graniiller Tabaka
Hacimlerinin Karsilastirilmasi

Vermis bdélgesinden alinan histolojik kesitlerde graniler ve molekiler
tabaka hacimleri nokta sayim metodu ile hesaplandi (Sekil 4.14 ve Sekil
4.15). Vermis'de granuller ve molekdller tabakalarin ortalama hacimleri Tablo
4.11'de gosterildi. Gruplar iki yonlld varyans analizi ile karsilastirildiginda hem
molekuler tabaka [F(2,14)=7,984, p=0,049 hem de grantler tabaka hacimleri
[F2,14)=8,643, p=0,0036] acisindan gruplar ve cinsiyet faktdrleri arasinda
anlaml farkhliklar oldugu gozlendi (Sekil 4.16).

A

Sekil 4.14: Vermis bdlgesinden alinan kesitlerde
grantler tabaka (GT), molekiler tabakanin (MT) klgik (A) ve blylk blayttmedeki (B)
goérinumda.
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Sekil 4.15: Noktali sayim cetveli kullanarak kontrol (A), stres (B), zengin ortam (C)
grubundaki hayvanlarin vermis bdlgesinden alinan kesitlerde kortikal tabaka hacimlerinin
hesaplanmasi.
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Tablo 4.11: Vermis'teki molekiler tabaka ve grantler tabaka hacimleri

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Molekiiler 1483,13+ 1851+ 1518,5+ 2366,5+ 1612+ 2065+
Tabaka 178,32 521,67 638,59 545,41 425,42 401,04
Graniiler 1769,88+ 1425,25+ 2470,5+ 1416,38+ 1757,88+ 1612,13+
Tabaka 287,14 175,50 493,19 405,85 390,02 379,04
= Hit
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Sekil 4.16: Vermis'te molekiler tabaka ve grantler tabaka hacimlerinin karsilastiriimasi.
Grafiklerde verilen dederler ortalama + SS dederlerini géstermektedir (Her iki cinsiyet ve
grup igin; n=8).

Molektler tabaka igin;
* p<0,01 erkeklerde kontrol ve stres grubu arasindaki farklilik.
** p<0,01 disilerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farkhlik.
## p<0,01 disilerde stres ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.
“* p<0,001 stres grubunda erkek ve disi arasindaki farklilik.

*

Granuler tabaka igin;
* p<0,01 erkeklerde kontrol ve stres grubu arasindaki farklilik.
## p<0,01 erkeklerde stres ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.
*** p<0,001 stres grubunda erkek ve disi arasindaki farkhlik.

*
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Kontrol ve deney gruplarinda vermis hacim oranlarinin ortalama degerleri
Tablo 4.12'de gosterildi. Bu degerler iki yonll varyans analizi ve Dunn c¢oklu
karsilastirma testi ile incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir farklihk
gézlenmedi (Sekil 4.17).

Tablo 4.12: Vermis'te graniler tabakanin molekiler tabaka hacmine orani

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama£S5 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Graniiler
Tabaka/ 1,00+0,19 0,96+0,09 1,06+0,38 0,98+0,40 0,86+0,24 0,84+0,28
Molekiiler
Tabaka
1.5
Bl Erkek
B Disi

Grantller Tabaka / Molekiler Tabaka

Sekil 4.17: Vermis'te kortikal tabaka hacim oranlarinin karsilastiriimasi. Grafiklerde verilen
dederler ortalama + SS dederlerini géstermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).
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4.8 - Nucleus Fastigii‘deki Toplam NoOron Sayisinin
Karsilastirilmasi

Nucleus fastigii'nin  vermis’deki lokalizasyonu Sekil 4.18'de
goOsterilmistir. Nucleus fastigii‘deki toplam ndron sayisinin ortalama£SS
dederleri Tablo 4.13'de gosterilmistir. Gruplarin verileri iki y6nli varyans
analizi ve Dunn goklu karsilastirma testi ile incelendiginde tim gruplarda
disilerin néron sayilarinin erkeklere gbére anlamh dizeyde (p<0,05) yuksek
oldudu, ancak gruplar arasinda etkilesim olmadigi gozlendi (Sekil 4.19).

/ = A=
Yy

Sekil 4.18: Nucleus fastigii'/nin goérinimu. Ok isareti vermis’ten farkl seviyelerde alinan
kesitlerde (A-E) nucleus fastigii'yi gostermektedir.
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Tablo 4.13: Nucleus Fastigii‘deki toplam ndéron sayisi

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama+55 Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Nucleus
Fastigiideki
Toplam 8,39+0,77 11,54+1,22 7,33+0,84 10,19+2,10 6,82+0,61 10,81+0,86
Noron Sayisi
(X103)

Nucleus Fastigii
Noron Sayisi

Sekil 4.19: Nucleus fastigii’deki toplam néron sayisinin karsilastiriimasi.
Grafiklerde verilen dederler ortalama + SS dederlerini géstermektedir. (Her iki cinsiyet ve
grup igin; n=8).

" p<0,05 kontrol grubundaki disi ve erkekler arasindaki farklilik.

* p<0,05 stres grubundaki disi ve erkekler arasindaki farklilik.

# p<0,05 zenginlestirilmis ortam grubundaki disi ve erkekler arasindaki farkhhk.
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4.9 - Nucleus Dentatus’taki Toplam NoOron Sayisinin
Karsilastirilmasi

Nucleus dentatus’un serebellar hemisferdeki lokalizasyonu Sekil
4.20'de goOsterilmistir. Nucleus dentatus'taki toplam ndéron sayisinin
ortalama+SS dederleri Tablo 4.14'de verilmistir. Nucleus dentatus’taki
toplam néron sayisi iki yonli varyans analizi ve Dunn c¢oklu karsilastirma
testi ile karsilastirildiginda kontrol grubunda disiler; zenginlestirilmis ortam
grubunda ise erkekler lehine anlamli bir artis (p<0,05) gdézlendi (Sekil 4.21).
Zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkeklerin nucleus dentatus’taki toplam
noron sayilar diger gruplardan anlamh dizeyde daha fazlaydi. Grup ve
cinsiyet faktorlerinin ortak etkisi de anlamli bulundu [F(,14)=11,38,
p=0,0012].

Sekil 4.20: Nucleus dentatus’un goriiniimu. Ok isareti vermis’ten farkli seviyelerde alinan
kesitlerde (A-E) nucleus dentatus’u gostermektedir.
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Tablo 4.14: Nucleus Dentatus‘taki toplam néron sayisi

Kontrol Stres Zenginlestirilmis Ortam
+
Ortalama+SS Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
Nucleus
Dentatus 7,15+0,88 14,82+2,17 8,49+3,15 13,72+1,48 21,41+£9,39 | 14,95+0,94
Noron Sayisi
(X10%)
#i#
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Sekil 4.21: Nucleus dentatus’taki toplam néron sayilarinin karsilastiriimasi. Grafiklerde
verilen dederler ortalama *+ SS dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin;

n=8).

* p<0,05 kontrol grubunda disiler ve erkek arasindaki farklilik.
# p<0,05 zenginlestirilmis ortam grubunda disiler ve erkek arasindaki farkhlk.
## p<0,01 erkeklerde stres ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.
### p<0,001 erkeklerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.

61




4.10 - Dikensi Cikinti Yogunlugu ve Tiplerinin
Karsilastirilmasi

Hem disi hem de erkeklerde zenginlestirilmis ortamda yetistirilen
hayvanlarin Purkinje hicrelerinindeki dendritik dikensi cikinti yogunluklari
kontrol ve stres gruplarina gére anlamh dizeyde yiksek bulundu (Sekil
4.22). Bu dikensi cikintilar farkli morfolojik 6zelliklerine gore incelendiginde,
mantarimsi, guduik, dalli ve ince tiplerdeki dikensi cikintilarin gruplara goére
farkli oranlarda dagihm gosterdigi tespit edildi (Tablo 4.15). Mantarimsi
tipteki cikintilar en fazla zenginlestiriimis ortamda yetistirilen hayvanlarda
bulunurken, guduk tipteki cikintilar kontrol gruplarinda, dalli cikintilar ise
stres grubundaki hayvanlarda goézlendi (Sekil 4.23). Tum gruplardaki dikensi
cikinti sayllarinin oranlari cinsiyete goére karsilastirildiginda disilerdeki
ylzdeliklerin erkeklere gore daha ylksek oldugu goézlendi. Ancak yapilan
analizlerde grup ve cinsiyet faktérleri arasinda anlamh bir etkilesim
gb6zlenmedi.

Tablo 4.15: Dikensi cikinti tiplerinin dagilimi

Oran ( %) Mantarimsi Gidiik Dalli Ince
Erkek 39,43 55,00 4,07 1,50
Kontrol Grubu
Disi 43,68 50,55 5,77 0
Erkek 44,65 47,94 7,41 0
Stres Grubu
Disi 43,69 51,54 4,77 0
Zenginlestirilmis | Erkek 48,75 47,65 3,01 0,59
Ortam Grubu
Disi 49,20 48,30 2,50 0
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Sekil 4.22: Tum gruplardaki dikensi cikinti yogunlugu. Grafiklerde verilen degerler ortalama
+ SS dederlerini gostermektedir (Her iki cinsiyet ve grup igin; n=8).
* p<0,05 erkelerde kontrol ve stres grubu arasindaki farklilk.
" p<0,01 erkeklerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farkllk.
*** p<0,001 disilerde kontrol ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilk.
### p<0,001 disilerde stres ve zenginlestirilmis ortam grubu arasindaki farklilik.
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D
Kontrol Grubu Erkek
Kontrol Grubu Disi
Bl 39.43% Mantarimsi
- 55.00% Guduk Bl 43.68% Mantarimsi
B 4.07% Dall Bl 50.55% Gidik
1 1.50% ince Bl 5.77% Dall
E
Stres Grubu Erkek Stres Grubu Disi

Bl 44.65% Mantarimsi
Bl 47.94% Guduk
B 7.41% Dall

Bl 43.69% Mantarimsi
Bl 51.54% Guduk
B 4.77% Dall

F

Zenginlestirilmis Ortam Erkek ) L .
g § $ Zenginlestiriimis Ortam Disi

Bl 48.75% Mantarimsi

BEE 47.65% Gudik

B 3.01% Dall

3 0.59% Ince

Hl 49.20% Mantarimsi
Bl 48.30% Gudik
B 251% Dalli

Sekil 4.23: Purkinje hicrelerindeki dikensi gikinti tiplerinin gruplara ve cinsiyete gore
dagilimi (A-C Erkek, D-F Disi).
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5- TARTISMA

Merkezi sinir sistemi blUylime ve gelisme dlzeyinin en fazla hiz
kazandigi intrauterin donem sliresince yetistirme kosullarina karsi oldukca
duyarldir. Noérogenezisi takiben gelisimin erken dbénemlerinde kurulan
sinaptik baglantilar eriskin donemde de gelismeye devam ettigi icin prenatal
ve postnatal donemdeki ¢cevresel kosullar bireyin davranigsal 6zelliklerinin ve
motor becerilerinin gelisiminde ©6nemli rol oynamaktadir. Hamilelik
doneminde yavrunun yetistirildigi ortam kosullari gelisimlerini farkli yonlerde
etkileyebilmektedir (Karim & Arslan, 2000). Bu tez calismasinda, deney
hayvanlari olumlu veya olumsuz cevresel kosullari modellemek lizere; E14-
21 glnler arasinda 6ngdrlilemeyen stres paradigmasina maruziyeti takiben
P1-44. glnler arasinda maternal seperasyon stresine veya ayni glnler
arasinda zenginlestirilmis ortam kosullarina maruz birakilmistir. Yavrularin
serebellar néronlarinda meydana gelen morfolojik ve motor becerilerinde
meydana gelen davranissal degisiklikler, cinsiyet faktéri de g6z 6nlnde
bulundurularak, karsilastirmali olarak analiz edilmis ve gruplar arasinda
anlamh farkhliklar oldugu ortaya cikariimistir.

Deney gruplarinda motor fonksiyonlari ve koordinasyon duzeylerini
6lcmeye ydnelik olarak, erken ve ge¢ evrelerde olmak uzere, iki farkh
zamanda iki farkh davranis testi uygulanmistir. Dayaniklilik ve motor beceri
gerektiren bir test olan modifiye edilmis grip testinde erken evrede yapilan
Olcimlerde gruplar arasinda anlamli bir fark gbézlenmezken, gec¢ evrede
zenginlestirilmis c¢evrede vyetistirilen erkek ve disi yavrularin kontrol
gruplarina goére daha ylksek skorlar elde ettigi goézlenmistir. Motor
koordinasyon diizeyini dederlendirmede kullanilan rota-rod testinde ise erken
evrede, kontrol grubundaki erkek yavrularin motor performanslari disilere
gore daha disik bulunmasina ragmen gecg evredeki 6lglimlerde gruplar veya
cinsiyetler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Deneysel bir sitreg olarak “zenginlestiriimis cevre” terimi, ilk kez
1940'larin  sonunda Donald Hebb tarafindan tanitilmakla birlikte, bu
zenginlestirme paradigmalarinin  hangisinin en ideal modeli olusturdugu
konusunda halen kesin bir fikir birligi bulunmamaktadir (Nithianantharajah,
2006). Bazi calismalar zenginlestirilmis ortam kosullarinda bulundurulan
dénen tekerlek gibi aletlere erisim yoluyla arttirilan fiziksel aktivite ve motor
stimilasyonun zenginlesmenin anahtar bir faktéri oldugunu One
surmektedir. Bazi calismalarda ise sosyal etkilesim ve gruplar halinde
yetistirilmenin zenginlestirmede daha etkili oldugu o©ne sirilmektedir.
Madronal ve arkadaslarinin yetiskin fareler Gzerinde yaptiklari bir calismada,
farkh zenginlestirilmis ortamlarda yetistirme kosullarinin motor fonksiyonlar
ve Ogrenme kapasiteleri Uzerindeki etkilerini incelemek amaciyla, deney
hayvanlari bir ay boyunca fiziksel olarak zenginlestirilmis bir ortamda tek
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baslarina veya gruplar halinde barindirilmistir. Bu hayvanlarda kafeslerde
sadece kosu tekerleginin kullanimi ile olusturulan fiziksel aktivitenin rota-rod
testinde performansi arttirdigi, ancak klasik kosullandirma gibi islevler
tizerinde anlamli bir farkhlida yol acmadi§i gdsterilmistir. Ote yandan sosyal
etkilesimin hippokampal hiicre proliferasyonunu ve nérogenezisi arttirmasina
ragmen hayvanlarin o6grenme vyetenekleri (zerinde etkili olmadigi
gbsterilmistir. Bu nedenle, ortamin sadece fiziksel acidan zenginlestirilmesi
hayvanlarin motor performanslarini olumlu ydnde etkileyebilirken, cevre
kosullarina sosyal etkilesimin de eklenmesinin ilave bir pozitif etkiye neden
olmadigi anlasilmaktadir. Prenatal donemde strese maruz kalan Wistar cinsi
sicanlarda yapilan bir calismada sltten kesme periyoduna kadar uygulanan
standart, zenginlestirilmis ve sosyal izolasyon kosullarinin motor performans
Uzerindeki etkileri dederlendirildiginde disi sicanlarin rota-rod ve modifiye
grip testlerinde erkeklere gore daha ylksek skorlar aldigi bulunmustur
(Ulupinar, 2015). Goruldagu UGzere, cevresel kosullarin davranis deneyleri
sonuglarina etkileri yorumlanirken, ortamdaki stimdlan objelerdeki
varyasyonlara ek olarak, deney hayvanlarinin yas ve cinsiyetinden
kaynaklanan farkliliklar mutlaka g6z o6nunde bulundurulmalidir (Bailey,
Rustay, & Crawley, 2006; Mitchell & Redfern, 2005). Bununla birlikte
davranis testlerinde, gerek kontrol gerekse deney gruplarindaki hayvanlarin
testlere verdikleri cevaplarda goérulen bireysel farkliliklar gevresel kosullarin
etkisinin yorumlanmasinda ve gruplar arasi farkliliklarin karsilastiriimasinda
gliclige neden olmaktadir. Bu nedenle, deney ve kontrol gruplarindaki
hayvan sayisinin arttirilmasi bireysel farkliliktan dogan hata payini daha aza
indirgeyerek, daha objektif bir sekilde karsilastiriilmasina katki saglayacaktir.

Huntington veya amyotrofik lateral skleroz gibi motor sistemleri
etkileyen bazi hastaliklari taklit eden transgenik fare modelleri (zerinde
uygulanan zenginlestirilmis cevre kosullarinin da motor ve/veya biligsel
islevlerde cinsiyete bagli olarak artisa neden oldugu ve bu artisin disiler
lehine gelistigi gosterilmistir (Stam ve ark., 2008; Wood ve ark., 2010). Bir
baska calismada da rotenon adi verilen bir kimyasal ajan uygulanarak
Parkinson hastaligi modeli olusturulan sicanlarda, kosu bandinda egzersiz
seklinde uygulanan zenginlestirilmis ortamin serebellar hilcreler Uzerindeki
etkileri molekuler dizeyde incelenmistir. Bu hayvanlarda egzersiz
uygulamasinin Bax ifade edilimi ve TUNEL-pozitif hicre sayisini, yani
apoptotik hicre miktarini, baskilarken; Bcl-2 ifade edilimini arttirdigi
gbsterilmistir (Lee, Kim, Park, Han, ve ark, 2018). Ayni zamanda GFAP ve
Iba-1 immudnohistokimyasi sonucu elde edilen bulgular cerebellum
dokusunda Parkinson hastaligina bagli olarak gelisen reaktif astrogliozis ve
mikroglia aktivasyonunun da egzersiz uygulamasi sonrasinda geriledigini
gOstermistir. Bu sonuglar zenginlestiriimis cevresel kosullara bagli olarak
motor islevlerdeki gbzlenen artisin altinda yatan molekller mekanizmalarin
aydinlatilmasi agisindan énem tasimaktadir.
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Farkli kosullarda vyetistirilen deney hayvanlarinin vicut, beyin ve
adrenal adirliklari Gzerinde yapmis oldugumuz karsilastirmalarda; vicut
agirhklarinin gruplar arasinda anlamh bir farkhliga yol acmadigi, ancak
zenginlestirilmis ortamda yetistirilen disi sicanlarin erkek sicanlara gore daha
disik vicut agirhigina sahip olduklari goézlenmistir. Buna karsilik beyin
agirhklarinda strese maruz kalan disi yavrularda kontrol gruplarina goére
anlaml bir dislts oldugu g6zlenmistir. Gruplar adrenal agirliklari bakimindan
karsilastirildiklarinda ise zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkek sicanlarin
adrenal adirliklarinin kontrollere goére daha distk oldugu bulunmustur.
Literatlirde stres maruziyetinin bir gdstergesi olarak kullanilan adrenal bez
agirhginin vicut agirligina orani hesaplandiginda, stres grubundaki disi ve
erkek vyavrularda bu oranin artmis oldugu gortlmustir. Ulrich-Lai ve
arkadaslarinin  yapmis olduklar c¢alismada kronik ©6ngdrilemeyen stres
maruziyetinin adrenal agirhdgini arttirdigi ve bu artisin zona fasciculata'daki
hicresel hipertrofi ve hiperplazi ile iliskili oldugu goésterilmistir (Yvonne M.
Ulrich-Lai, 2006). Bu literatlr bilgileri i1siginda, tez calismamizda kullanilan
kronik éngdrilemeyen stres paradigmasinin yavrularin hipotalamo-hipofizer-
adrenal (HPA) aks aktivitesi Uzerinde olumsuz bir etkiye yol actigi
anlasilmaktadir. Bhatnagar ve arkadaslarinin sicanlar Gzerinde yaptigi bir
baska c¢alismada akut veya tekrarlanan stres sonrasinda HPA aksi
aktivitesinde ve metabolik parametrelerde meydana gelen degisiklikler
dederlendirilmistir. Bu c¢alisma sonuglarina goére akut stresin hem
adrenokortikotrofik hormon hem de kortikosteron’da belirgin bir artisa neden
oldugu, ayni zamanda yiyecek ve su alimindaki artisa paralel olarak vicut
agirliginda ve isisinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Oysa tekrarlanan
stresin metabolik parametrelerde farkh sekillerde etkili olabilecegi ve yine
HPA aktivitesindeki dedisikliklerin de varyasyonlar goésterebilecedine dikkat
cekilmektedir (Bhatnagar S, 2006). Bu nedenle vicut ve organ adirliklari
Uzerinde meydana gelen degisiklikler cevresel etkilerin sliresi ve dozuna gore
degiskenlik gosterebilmektedir.

Cevresel kosullarinin yavrularin motor davranislarinda ve makroskobik
dizeyde olusturduklari etkiler incelendikten sonra merkezi sinir sisteminde
mikroskobik diizeyde meydana gelen degisikliklerin arastiriilmasi amaciyla
cerebellum dokusu Uzerine odaklaniimistir. Clnkid insanlarda ve sicanlarda
beynin gelisim slrecindeki kritik periyodlar karsilastirildiginda, merkezi sinir
sisteminde nérogenez periyodunun en uzun slre devam ettigi yapilarin
basinda cerebellum gelmektedir (Rice & Barone, 2000). Bu slire¢ insanda
hamileligin 4. haftasindan itibaren 40. haftaya kadar stirmekte ve cerebellum
hacmi 0&zellikle 20-31. haftalar arasinda 7 kat artis go6stermektedir.
Cerebellum’un granuler tabakasindaki hlcrelerin migrasyonunun postnatal
donemde ilk bir yil boyunca slrddgl, sinaptogenezin prenatal 7. ay ile
postnatal 2. yil gibi uzun bir slire devam ettigi gosterilmistir (Scott ve ark.,
2012). Bu gelisimsel sureclere sicanlarda Kkarsilik gelen ddnemler
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incelendiginde; norilasyonun E7-E11 glnleri arasinda, proliferasyon ve
migrasyonun E7-P15 arasinda, farklilasma ve sinaptogenezin ise E12'de
baslayip postnatal donemde uzunca bir stire devam ettigi gosterilmistir (Rice
& Barone, 2000). Cerebellum’un bu uzun sidren gelisimsel periyodu g6z
oninde bulundurularak, bu tez calismasinda deney hayvanlarinin farkl
cevresel kosullara maruziyeti embriyonik dénemin son haftasindan itibaren
baslatiimis ve serebellar ndronlarda meydana gelen sinaptik degisiklikler
postnatal 45. glinde sakrifiye edilen hayvanlarda incelenmistir. Bu amacgla,
serebellar afferentlerin ana sonlanma bdlgesi olan graniler tabakada
meydana gelen dedisiklikler hacimsel oran hesaplamalariyla; cerebellum’un
gelisimini erken evrede tamamlayan makrondronlari olan Purkinje
hicrelerinde meydana gelen degisiklikler néronal yodunluk ve dendritik
cikintl tipoloji karsilastirmalariyla; son olarak da cerebellum’daki en dnemli
cikti kaynagdini olusturan derin serebellar cekirdeklerdeki toplam ndéron
sayilari stereolojik yontemlerle degerlendirilmistir.

Vermis bdlgesinden alinan histolojik kesitlerde yapilan morfometrik
analizlerde granuler tabakanin molekller tabakaya hacimsel oranlarinda,
gruplar arasinda ve cinsiyetlere gére anlamli bir farkhihk gézlenmemistir. Ote
yandan serebellar hemisferden alinan kesitlerde stres veya zenginlestirilmis
ortam kosullarinda yetistirilen erkek yavrularda graniler tabakanin molekuler
tabakaya oraninda kontrol grubuna goére anlamli bir artis gdézlenmistir.
Serebellar korteks tabaka oranlarinda gézlenen bu farkliik grantler tabaka
hacminin dedismemesine ragmen molekller tabaka hacmindeki anlaml
dlzeyde azalmadan kaynaklandigi dikkati cekmektedir. Vermal ve serebellar
hemisfer  bdlgelerindeki hacimsel degisiklikler  filogenetik  acidan
degerlendirildiginde, gelisimini daha erken evrelerde tamamlayan vermis
bdlgesindeki kortikal tabaka hacimlerinin gevresel kosullardan daha az
etkilendigi gdzlenmektedir. Ote yandan daha kompleks badglantilara ve
yuksek kortikal islevlere sahip hemisfer bdlgelerinin gelisimi geg evrelere dek
stirdigtinden bu boélgelerin, 6zellikle erkeklerde, cevresel kosullarda meydana
gelen degisikliklere karsi daha hassas oldugu gozlenmektedir. Serebellar
hemisferlerde gobzlenen hacimsel degisiklikler, cevresel kosullardaki
degisikliklerin bu bdlgelerde bulunan noéronlarin yiksek kortikal merkezlerle
olan sinaptik baglantilarinda azalmaya neden olmak suretiyle farkl islevierde
bozukluklara sebep olabilecegini disindiurtmektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda cerebellum’un bilissel, dil ve davranis
gibi Ust dizey islevlerde de o6nemli rol oynadigi ortaya cikariimistir.
Cerebellum’un fonksiyonel 6zelliklerinin medio-lateral ekseninde meydana
gelen topografik bir organizasyona sahip oldugu bilinmektedir. Serebellar
malformasyon tanisi konan 1-6 vyas arasi c¢ocuklarda, gelisimsel
yetersizliklerin toplam veya bdlgesel serebellar hacimsel degisikliklerle ne
derece iliskili oldugunu arastirmak Uzere yapilan bir kantitatif manyetik
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rezonans taramasi galismasinda; cerebellum, bdlgesel hacim analizi igin yedi
medio-lateral bdlgeye (her yarim klre icin Uger ve bir de vermis bdlgesi
olmak Uzere) ayrilarak incelenmistir. Serebellar malformasyonlari olan
cocuklarda gbzlenen gelisme geriligi, ifade dili, bilissel islevler, kaba ve ince
motor fonksiyonlardaki bozukluklarin azalmis toplam serebellar hacim ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle sad lateral serebellar hemisferdeki
hacim azalmasinin bozulmus biligssel fonksiyonlar, ifade dili ve kaba motor
hareketlerde bozukluk ile iliskili oldugu; vermis bdlgesi hacmindeki azalmanin
ise daha ziyade genel bir gelisim geriligi, kaba ve ince motor becerilerde
bozukluk, davranis problemleri ve otizm spektrum bozuklugu tarama
testlerindeki ylksek oranlar ile iliskili oldugu ortaya konmustur (Bolduc ve
ark., 2012).

Yaslari 2-10 arasinda dedisen 26 otizm spektrum bozuklugu olan hasta
ile akran kontrolleri arasinda yapilan bir baska radyolojik morfometri
calismasinda ise serebral korteksteki gri ve beyaz cevher degisikliklerine ek
olarak, &zellikle cerebellum ve hippocampus bdlgelerinde hacim azalmasi
oldugu gosterilmistir. Ilging bir sekilde, kortikal gri cevher hacmindeki
azalma ile cerebellum hacmindeki azalmanin korelasyon goésterdigi ortaya
koyulmustur. Bu bulgular cerebellum’un motor koordinasyondaki &énemli
islevlerine ilaveten duygusal ve biligssel islevlerin butlnlestiriimesinde ve
dizenlenmesindeki kritik islevlerinin de 6nemini gbstermektedir (Riva ve
ark., 2013).

Siddet maruziyeti sonrasinda post-travmatik stres bozuklugu teshisi
koyulan 42 vaka Uzerinde yapilan bir manyetik rezonans goérintileme
calismasinda, vermal hacim ile depresif semptomlarin gorilme siklig
arasinda negatif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
cerebellum’un emosyonel modilasyonda da o6nemli rol oynadigini ve
serebellar hacimde meydana gelen azalmanin strese bagli duygu-durum
bozukluklari ve anksiyete belirtileri ile iliskili oldugunu gdstermektedir
(Baldacara ve ark., 2011). Bu nedenle yasamin erken evrelerinde maruz
kalinan travmatik yasam deneyimleri 6zellikle cerebellum’da, o6zellikle de
vermal bdlge hacminde azalmaya yol acarak, ileri yaslarda emosyonel
bozukluklarinin gelisiminde énemli bir risk faktért olusturabilir.

Serebellar vermis boélgesindeki kortikal tabakalarin hacimsel
oranlarinda anlamh bir farklilk tespit edilmemesine ragmen Purkinje hiicre
hattinda birim uzunluga disen noéron sayilari hesaplandiginda, stres ve
zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkek yavrularda Purkinje hicre
yogunlugunun kontrol grubuna gbére anlamli dizeyde distik oldugu
bulunmustur. Disilerde ise gruplar arasinda bir fark gézlenmemistir. Bu
bulgular hem olumlu hem de olumsuz cevresel kosullarin cerebellum’un ana
cikti kaynagi olan Purkinje hilicrelerinin yogunlugu Gzerinde benzer sekilde ve
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cinsiyete bagiml olarak negatif bir etkiye neden olduguna isaret etmektedir.
Cerebellum’un gelisimlerini embryonik dénemde tamamlayan makrondronlari
olan Purkinje hucrelerinin prenatal dénemde maruz kalinan stres
kosullarindan nasil etkilendigini arastiran ©6nceki c¢alismalarimizda, bu
hicrelerin sayisal yodgunluklarinin ve BrdU isaretlemesiyle gdsterilen
proliferasyon oranlarinin artis géstermesine paralel olarak granuler htcreler
ile Purkinje hicrelerinin sayisal yogunluklari arasindaki oranlarin bozuldugu
gosterilmistir (Ulupinar & Yucel, 2005; Ulupinar ve ark., 2006).

Gebelik esnasinda gecgirilen enfeksiyonlar ve buna bagh olarak
meydana gelen maternal immin aktivasyonun yavrularda otizm spektrum
bozukluklari da dahil olmak Uzere cgesitli néropsikiyatrik bozukluklarin yasam
boyunca gelisme riskini arttirdigi bilinmektedir. Otizm erkeklerde kadinlara
gobre 3 kat fazla siklikta gérulen bir nérogelisimsel bozukluktur. Otizm modeli
fareler Uzerinde vyapillan bir calismada motor gelisim koordinasyon
bozukluklarinin erkeklerde daha fazla goérildigine ve cerebellum’um
genelinde goérulen Purkinje hicre sayisindaki azalmanin erkeklerde disilere
gére daha fazla olduguna dikkat cekilmektedir. Ilgin¢ olarak motor
korteksteki néron sayisinda azalmanin ise sadece erkeklerle sinirlh oldugu
bildirilmektedir (Haida ve ark. 2019).

Cerebellum’un o6zellikle beyin iskemisine karsi da oldukga hassas
oldugu bilinmekle birlikte, inme sonrasinda serebellar Purkinje hicrelerinde
meydana gelen kayiplarin molekller mekanizmasi hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Serebral kortekste iskemiye bagh olarak kan akiminda ve
metabolizmasinda meydana gelen azalma sonrasinda kontralateral serebellar
hemisferde olusan deafferensiasyonun bu kayiplarda rol oynayabilecegi
disinulmektedir. Zira serebral korteksten kaynaklanan kortiko-ponto-
serebellar afferent lifler pedunculus cerebellaris medius’dan gecerek capraz
serebellar hemisferdeki Purkinje htlcrelerinde sonlanirlar. Farelerde yapilan
bir deneysel calismada, orta serebral arter tikanikhdr modeli ile olusturulan
capraz serebellar yetmezlik fenomeninden kaynakl serebellar hasari
azaltmak amaciyla nucleus dentatus’a distk yogunluklu odada yonelik
ultrasonik uyari uygulanmistir. Bu tedavinin uygulandigi hayvanlarda
kortekste beyin 6deminin azaldigi ve iskemik dokudaki ndéroimmin
reaktivitedeki azalmaya paralel olarak iyilesmenin hizlandigi gosterilmistir. Bu
calismalar, olumsuz kosullar karsisinda serebellar modllasyonda meydana
getirilen degisiklikler sayesinde, Purkinje hcrelerinde noéroprotektif bir
etkinin olusturulabilecegine kanit olusturmaktadir (Baek ve ark., 2018).

Benzer sekilde kronik serebral hipoperfiizyona bagl olarak mekansal
navigasyon performansinda gézlenen azalma ile Purkinje hicre sayilarindaki
dlsis arasinda da anlaml bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Wistar cinsi
sicanlarin arteria carotis communis’lerinde bilateral olarak olusturulan bir
tikaniklik modelinde, glinde bir kez 30 dakika olmak Uzere 8 hafta boyunca
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kosu bandi egzersizi uygulanan bir calismada hayvanlarin mekansal 6grenme
dizeyleri Morris su labirent testi ile dederlendirilmistir. Cerebellum’da
meydana gelen apoptotik degisiklikler ise TUNEL (terminal deoksinikleotidil
transferaz dUTP nick end etiketleme) ve kaspaz-3 boyanmasiyla, ayirca
kalsiyum baglayici proteinlerin ifade edilimi calbindin ve parvalbumin ile ve
son olarak da reaktif astrogliozis dlzeyi glial fibril asidik protein (GFAP)
immunohistokimyasi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonucglar, kosu bandi
egzersizinin mekansal navigasyonu gelistirdigini, serebellar vermis'te ve
lobus posterior'da gdzlenen Purkinje hicre kaybini o6nledigini ve glial ve
mikroglial aktivasyonu baskiladigini gostermektedir (Lee, Kim, Park, Song ve
Kim, 2018).

Cevresel olumsuz kosullarin bir baska sik gértlen nedeni olan toksik
ajan maruziyetinin cerebellum Uzerindeki etkileri UGzerine de c¢ok sayida
arastirmalar yapilmistir. Altunkaynak ve arkadaslarinin (2019) yapmis
olduklari oldukga yeni bir calismada deney grubundaki sicanlar, 45 gun
boyunca 9 saat slreyle civa buharina maruz birakilmistir. Yapilan stereolojik
analizlerde, cerebellum’un toplam hacminin azaldigi ve fiziksel disektor
yontemi kullanilarak hesaplanan toplam Purkinje hicre sayisinin anlamli bir
dlsis gosterdigi bulunmustur.

Icme suyuna, cesitli gida maddelerine ve dis macunlarina siklikla
eklenen florlir desteginin de ylksek konsantrasyonda uygulandigi takdirde,
merkezi sinir sisteminde eksitoksisiteye ve oksitatif strese neden oldugu
yapilan calismalarla gdsterilmistir. Erisin Wistar sicanlarda yapilan bir
calismada icme suyuna farkh dozlarda (5-20 mg/vicut agirhg) 30 gin
sureyle eklenen sodyum flortr uygulamasinin siganlarin cerebellum’undaki
Purkinje hlicre sayisi ve motor koordinasyon dlzeylerindeki etkileri
arastinlmistir. Rota-rod testi sonuclarinda gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunmazken, 6zellikle ylksek dozlardaki uygulamanin, fiziksel parcalama
yontemi ile hesaplanan Purkinje hlcre sayisinda anlaml bir disise neden
oldugu gosterilmistir (Agustina ve ark., 2019).

Yine bir baska norotoksik ajan olan akrilamid’in gebeligin 7. gininden
itibaren, tek basina veya serbest radikalleri giderici ve antioksidan o6zellikleri
iyi bilinen C vitamini ile birlikte, uygulandidi bir calismada, Wistar cinsi disi
yavrularda kortikal tabaka, beyaz cevher ve serebellum’daki Purkinje
hicrelerinin gelisimi Uzerindeki etkiler arastirilmistir. Akrilamid uygulanan
yavru sicanlarin serebellar adirhginin, grantler ve molekiler tabaka
hacimlerinin ve Purkinje sayilarinin azaldigi buna karsin beyaz cevher
hacimlerinin arttigi goézlenmistir. C vitamini uygulanan grupta ise sadece
beyaz cevherde goézlenen degisikliklerin geri dondirtlebildigi gosterilmistir.
Bu bulgulara dayanarak, hamilelikte maruz kalinan nérotoksik maddelerin
serebellar gelisimi etkiledigi ve prenatal donemde maruz kalinan bu gibi
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ajanlarin postnatal dénemde de etkilerini devam ettirdigi anlasiimaktadir
(Dortaj, Yadegari, Hosseini Sharif Abad, Abbasi Sarcheshmeh, & Anvari,
2018).

En sik maruz kalinan olumsuz cevresel kosullarin basinda gelen sigara
ve alkol kullaniminin da cerebellum’daki etkileri UGzerine arastirmalar
yapilmistir. Eriskin Wistar cinsi erkek sicanlara 57 gliin boyunca degisken
dozlarda uygulanan seyreltilmis alkol ve sigara dumaninin beyaz cevherde
apoptozis ve astrogliozisi doza bagiml olarak arttirirken, Purkinje sayisini
azalttig1 gosterilmistir (Wallauer ve ark., 2018).

Visseral ve duyusal merkezlerle oldukca yaygin badlantilara sahip olan
nucleus fastigii'lde yapilan toplam ndéron sayimlarinda, tim gruplarda,
disilerin néron sayisi erkeklere gére yiiksek bulunmustur. Ote yandan ince
motor hareketlerin dizenlenmesinde ve koordinasyonun saglanmasinda
gorev alan merkezlerle baglantili olan nucleus dentatus’ta yapilan stereolojik
analizlerde, zenginlestirilmis ortamda yetistirilen erkeklerdeki toplam ndéron
sayllari hem kontrol hem de stres gruplarina goére anlamh dlzeyde yuksek
bulunmustur. Bu sonuglar yetistirme kosullarin, derin serebellar
cekirdeklerdeki néron sayilar Uzerinde, cinsiyete ve filogenetik gelisime gore
farkl etkiler dogurabilecegini géstermektedir.

Literatlirdeki calismalar incelendiginde, nucleus fastigii'nin motor
koordinasyon disindaki farkli islevlerinden de s6éz edilmektedir. Ornegin,
Zhang ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada, nucleus fastigii'nin
kardiyovaskiler modilasyonda rol aldigi goésterilmektedir. Sicanlarda nucleus
fastigii'ye projekte olan kolinerjik girdi miktar dustikce, toplam néron
sayisindaki azalmayla baglantili olarak, kan basincinda da disme oldugu
bildirilmektedir (C. Zhang ve ark., 2016). Nucleus fastigii‘de Sheng-Jie Ni ve
arkadaslan tarafindan “"Reeler” adi verilen mutant fareler kullanilarak yapilan
calismalarda serebellar korteks yapilarinin tabakalasmasinda ve ndronal
morfolojilerinde goérulen bozukluklara paralel olarak immuino-modilasyon
diizeylerinde de anormallikler oldugu goésterilmistir (Ni, Qiu, Lu, Cao, & Peng,
2010). Anatomik takipleme calismalari nucleus fastigii‘den kaynaklanan
serebello-hipotalamik projeksiyonlarin (Cavdar, San, Aker, Sehirli, & Onat,
2001; Dietrichs, Haines, Roste, & Roste, 1994; Haines, Dietrichs,Mihailoff &
McDonald,1997) immunomodilasyonda etkili oldugunu  goéstermistir
(Hirokawa ve ark., 2001). Bu baglantilar sayesinde nucleus fastigii bagisikhk
sistemi ile ilgili islevlerin diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir (Ni ve ark.,
2010).

Cao ve arkadaslarinin nucleus fastigii'/nin serebello-hipotalamik
projeksiyonlari Uzerinde vyaptiklari arastirmalarinda glutamaterjik ve
GABAerjik projeksiyonlarin badisiklik sistemindeki etkileri incelenmistir. Bu
amagla lateral hipotalamik alana enjekte edilen retrograd floresan
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isaretleyicilerle serebellar imminomodilasyondaki aktivite degisiklikleri
degerlendirilmistir. GABA'nin  inaktivasyonu sonucunda T lenfosit
hlicrelerindeki proliferasyonun oraninin arttigi, tam tersine GABA
aktivasyonunda ise bagisiklik sistemindeki hiicrelerde azalma oldugu
gosterilmistir (Cao, Huang, Jiang, Qiu, & Peng, 2015; Cao ve ark., 2013).

Nucleus fastigii‘deki anormalliklerinin otizmde gdérilen sosyal davranis
bozukluklariyla iliskili olup olmadigini arastirmak amaciyla deney
hayvanlarina bazi sosyal etkilesim testleri de uygulanmistir. Deney gruplarina
nucleus fastigii'yi gecici olarak etkisiz hale getiren bupivakain
uygulandiginda, gruplar arasinda lokomotor aktivitede bir degisiklik
olmaksizin sosyal etkilesim dlzeyinde anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir
(Behnke, Stevenson, & Swain, 2018).

Golgi-Cox boyama yontemi ile yaptigimiz morfolojik analizler
degerlendirildiginde, Purkinje hicrelerindeki dikensi ¢ikinti oraninin, tim
gruplarda, disilerde erkeklere kiyasla daha fazla oldugu goérilmektedir.
Ogrenme ciktisi olarak da adlandirilan dendritik gikinti tipleri arasinda en
kalicisi  olan mantarimsi  tipteki dikensi c¢ikintilarin  yogunlugunun
zenginlestirilmis ortamda vyetistirilen sicanlarda artis gosterdigi tespit
edilmistir. Mantarimsi gikintilar sinaptik plastisite ile gliglendirilmis baglanti
bdlgelerini temsil etmektedir (Bentivoglio ve ark., 2019). Ince gikintilar ise
zaman icinde kaybedilme olasiligi daha ylksek olan geng, yeni olusmus
sinaptik yapilari temsil etmektedir. Ince cikintilar kontrol grubunda diger
gruplara gbére daha fazla bulunmustur. Dalli ¢gikintilarin stres grubunda daha
fazla bulunmasi ve gudik cikintilarin kontrol grubunda fazla bulunmasi
yetistirme kosullarinin dikensi gikinti tipleriyle iliskili oldugunu géstermektedir
(Ferdman, Murmu, Bock, Braun, & Leshem, 2007).

Literatirde prenatal stres modeli kullanilarak vyapilan 0dnceki
calismalarda Purkinje hucrelerindeki dendritik dallanmalarin azaldigi, ancak
zenginlestirilmis ortamda yetisen hayvanlarda bu uzantilarin arborizasyon
paterninin genisledigi gosterilmistir (Pascual, Valencia, & Bustamante, 2015).
Yine bir baska zenginlestirilmis ortam calismasinda da Purkinje hlcrelerinin
dendritik c¢ikinti yogunlugunda ve blyUkliklerinde artis olduguna dikkat
cekilmektedir (De Bartolo, Florenzano, Burello, Gelfo, & Petrosini, 2015).
Gonzales ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada da erigkin erkek
sicanlarda uygulanan 6 glnlik akrobatik motor 6grenme egditimini takiben
Purkinje hicrelerinde dendritik cikinti sayilarinda artis ve cikinti tiplerinde
dinamik dedisiklikler gerceklestigi gosterilmistir (Gonzalez-Tapia D. ve ark.,
2017). Bu nedenle gevresel kosullardaki degisimlere bagh olarak modilasyon
dlizeyi slrekli olarak degisen uyarici tipteki sinaptik stimilasyonun Purkinje
hiicrelerinde plastik dedisikliklere yol actigi gozlenebilmektedir.
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Tez calismamizda kullanilan Cavalieri hacim hesaplama ve optik
parcalama ile toplam néron hesaplama yéntemleri sayesinde cerebellum’da
meydana gelen hacimsel ve sayisal dedisiklikler hata katsayilari ile birlikte
Olclilerek tarafsiz bir sekilde dederlendirilmistir. Ayrica, toplam hacim
hesaplama ydntemi icin gerekli olan seri kesitlerin elde edilmesi esnasinda
kesit ylzeylerindeki dizensizliklerden kaynaklanabilecek hatalarin bertaraf
edilmesi saglanmistir. Bu yontemin kullanimi ayni zamanda kalin kesitlerdeki
boyanma problemlerinin ve derinlikle ilgili 6lcim hatalarinin da en aza
indirgenmesini saglanmistir.

Ozetle, bu tez calismasinda uygulanan erken yasam stres modellerinin
deney hayvanlarinin motor davraniglari Uzerinde ve serebellar hilcrelerin
farkli morfolojik parametrelerinde cinsiyete de badimh olarak olumsuz
etkilere yol actigi ve zenginlestirilmis ortam kosullarinin bu etkiler (zerinde
restoratif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Cinsiyet faktorine bagli
degisikliklerin altinda yatan sebeplerin arastirilabilmesi icin 6zellikle disilerde
farkh  6strus evrelerinde vyapilacak morfolojik c¢alismalarla hormon
dizeylerindeki farkliliklarin elde edilen sonuglar Uzerinde etkili olup
olmadiginin teyit edilmesi gereklidir. Bundan sonra yapilacak calismalardaki
hedefimiz, tarafsiz stereolojik yontemler kullanilarak elde ettigimiz bu sayisal
verilerle baglantili molekiler mekanizmalarin aydinlatiimasi olacaktir.
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6- SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, perinatal donemde farkli cevresel kosullarinda
yetistirilen sicanlarin motor becerilerinde meydana gelen degisiklikler
davranis testleri ile cerebellum’daki morfolojik degisiklikler ise stereolojik
analizler ile cinsiyet farkliigi da g6z o©nidnde bulundurularak
degerlendirilmistir.

Deney hayvanlarinin motor koordinasyon dizeylerini degerlendirmek
amaciyla uygulanan rota-rod testinde gruplar ve cinsiyetler arasinda gerek
erken gerekse gec¢ evrede vyapilan Olcgimlerde anlamh bir fark
gbézlenmemistir. Ote yandan modifiye grip testinde erken evrede gruplar
arasinda anlamli bir farkliik gézlenmezken, ge¢ evrede elde edilen veriler
zenginlestirilmis gevresel kosullarda yetistirilen yavrularin motor becerilerinin
kontrol ve stres gruplarina gore daha gelismis oldugunu godstermistir. Bu
veriler, davranis testleri sonuglarinin degerlendiriimesinde motor beceri
gerektiren parametrelerin farkli testlerle incelenmesinin ve yas faktdérinin
dnemine isaret etmektedir. Ayrica davranis testlerinde bireysel farkhliklara
bagli olarak sonuclarda meydana gelebilecek hata payinin en aza
indirgenmesinde denek sayisinin arttirilmasinin gerekliligini géstermektedir.

Farklh kosullarda yetistirilen deney hayvanlarinin viicut, beyin ve
adrenal adirliklari Uzerinde yapilan karsilastirmalarda da zenginlestirilmis
ortamda yetistirilen disi sicanlarin erkek siganlara goére daha disik vicut
agirligina sahip olduklari goézlenmistir. Buna karsilik strese maruz kalan disi
yavrularin beyin adirliklarinin kontrol gruplarina gore daha distk oldugu
gbzlenmigstir. Literatliirde stres maruziyetinin bir gdstergesi olarak kullanilan
adrenal bez agirhginin vicut adirligina orani  hesaplandiginda, stres
grubundaki disi ve erkek yavrularda bu oranin artmis oldugu goértlmusttr. Bu
sonuglardan, calismamizda uygulanan stres paradigmalarinin yavrularin
hipotalamo-hipofizer-adrenal (HPA) aks aktivitesi Uzerinde olumsuz bir etkiye
yol actigi anlasiimaktadir.

Cevresel kosullarinin makroskobik etkileri incelendikten sonra merkezi
sinir sisteminde mikroskobik dlizeyde meydana getirdigi degisiklikler
cerebellum Uzerine odaklanilarak arastinlmistir. Zira cerebellum hem
insanlarda hem de sicanlarda nérogenez periyodunun en uzun slUre devam
ettigi yapilarin basinda gelmektedir. Morfometrik analiz sonuglar farkli ortam
kosullarinin Purkinje hiicre hattinda yer alan néron sayilarinda cinsiyete bagl
anlamli  degisiklikler olusturdugunu goéstermistir. Gelisimlerini prenatal
dénemde tamamlayan makrondronlar sinifinda olan Purkinje hucrelerinin
vermis’te birim uzunluga disen sayisal yogunluklari hem stres hem de
zenginlestirilmis ortam kosullarinda yetistirilen erkeklerde kontrol grubunda
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gbére anlamli bir dlsis goéstermistir. Serebellar hemisferde yapilan élgcimlerde
de molekller tabaka hacimlerinin kontrol grubundaki erkeklerde stres ve
zenginlestirilmis ortam gruplarina kiyasla daha yiksek oldugu bulunmustur.
Disilerde ise gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir.

Vermal ve serebellar hemisfer bolgelerindeki hacimsel degisiklikler
filogenetik acidan dederlendirildiginde, gelisimini daha erken evrelerde
tamamlayan vermis bdlgesindeki kortikal tabaka hacimlerinin cevresel
kosullardan daha az etkilendigi; ancak kompleks baglantilara ve ylksek
kortikal islevlere sahip hemisfer bdlgelerinin, 6zellikle erkeklerde, cevresel
kosullarda meydana gelen degisikliklere karsi daha hassas oldugu
gb6zlenmektedir.

Son yillarda otizm gibi nérogelisimsel bozuklugu olan bireylerde yapilan
radyolojik gdérintlileme analizleri hippocampus ve kortikal gri cevher
hacmindeki azalma ile cerebellum hacmindeki azalmanin korelasyon
gosterdigini  ortaya cikarmistir. Bu bulgular cerebellum’un motor
koordinasyondaki 6nemli islevlerine ilaveten duygusal ve biligsel islevlerin
batlnlestiriimesinde ve dluzenlenmesindeki kritik islevlerinin de 6nemini
gostermektedir. Bu nedenle bundan sonra yapilacak calismalarda beynin
prefrontal korteks, hippocampus ve motor korteks gibi diger merkezlerinde
meydana gelen dedisikliklerin de incelenerek cerebellum’da gdbzlenen
degisiklikler ile  korelasyon go6sterip godstermediginin  arastiriimasi
ongoérulmektedir.

Visseral ve duyusal merkezlerle oldukca yaygin baglantilara sahip olan
nucleus fastigii‘de, oldukga glincel ve tarafsiz stereolojik sayim ydntemlerin
basinda gelen optik parcalama ydntemi kullanarak yapilan toplam ndéron
sayimlarinda, tim gruplarda, disilerin néron sayisi erkeklere gbére yuksek
bulunmustur. Ote yandan ince motor hareketlerin diizenlenmesinde ve
koordinasyonun saglanmasinda gorev alan merkezlerle baglantili olan
nucleus dentatus’ta yapilan stereolojik analizlerde, zenginlestiriimis ortamda
yetistirilen erkeklerdeki toplam noéron sayilari hem kontrol hem de stres
gruplarina gbére anlaml dizeyde yuksek bulunmustur. Bu sonuglar yetistirme
kosullarin, derin serebellar cekirdeklerdeki néron sayilar tGzerinde, cinsiyete
ve filogenetik gelisime gore farkl etkiler dogurabilecegdini gdstermektedir.
Bundan sonra yapilacak calismalarda, farkli kosullarda yetistirilen yavrularin
yasamlarinin ileri evrelerinde serebral iskemi, inflamasyon, ylksek yagl
diyet, sigara ya da alkol gibi c¢ok farkl tiplerdeki olumsuz kosullarla
karsilasmasi durumunda, 6zellikle Purkinje hlcrelerinde ve derin serebellar
cekirdeklerdeki noéronlarinda ne gibi ilave degisikliklerin gorulebileceginin
arastiriilmasi planlanmaktadir.
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Son olarak, Golgi-Cox boyama ydntemi kullanilarak dendritik c¢ikinti
analizlerinde, serebellar hemisferdeki Purkinje hucrelerinin dikensi cikinti
oraninin, tim gruplarda, disilerde erkeklere kiyasla daha fazla oldugu
gorulmektedir. Ogrenme ciktisi olarak da adlandirilan dendritik cikinti tipleri
arasinda en kalicisi olan mantarimsi tipteki dikensi cikintilarin yogunlugunun
zenginlestirilmis ortamda vyetistirilen sicanlarda artis gosterdigi tespit
edilmistir. Mantarimsi cikintilar sinaptik plastisite ile giglendirilmis baglanti
bblgelerini temsil etmektedir. Zaman iginde kaybedilme olasiligi daha yliksek
olan geng, yeni olusmus sinaptik yapilari temsil eden ince tipteki cikintilar ise
kontrol grubunda diger gruplara gore daha fazla bulunmustur. Calismamizda
dalli cikintilarin stres grubunda, gudik cikintilarin kontrol grubunda daha
fazla bulunmasi; cevresel kosullardaki degisimlere bagli olarak modulasyon
dlizeyi slrekli olarak degisim gdsteren uyarici tipteki sinaptik stimtlasyonun
Purkinje hiicrelerinde plastik degisikliklere yol actiginin bir gostergesidir.

Ozetle, bu tez calismasinda kullanilan gerek davranigsal testler,
gerekse Cavalieri hacim hesaplama ve optik parcalama ile toplam néron
hesaplama gibi yontemler sayesinde cerebellum’da meydana gelen morfolojik
ve sayisal dedisiklikler, hata katsayilari ile birlikte Olclilerek, hassas ve
tarafsiz bir sekilde dederlendirilmistir. Sonuglarimiz erken yasam stres
modellerinin deney hayvanlarinin motor davranislari tzerinde ve serebellar
hicrelerin farkli morfolojik parametrelerinde cinsiyete de badimli olarak,
olumsuz etkilere yol actigini, ancak zenginlestiriimis ortam kosullarinin bu
etkiler Gzerinde restoratif etkilere sahip oldugunu gostermistir.
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Bilimsel Etkinlikler
Projeler:

-2017-2020 TUBITAK 1001, ARASTIRMACI BURSIYER, Kortikal Motor
Noronlarda Proteinopatik Hasara Neden Olan Yeni Bir Hayvan Modelinin
Gelistirilmesi, Yiritulen Kurulus: ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
(Devam ediyor) .

-2016-2019 KURUMSAL (BAP V.B.), ARASTIRMACI, Viral Aracilikh Gen
Transfer Yontemi Ile Sicanlarda Olusturulan Proteinopatik Degisikliklerin
Kortikal Motor Néronlar Uzerindeki Etkileri, Yiritilen Kurulus: ESKISEHIR
OSMANGAZI UNIVERSITESI.



Burslar:

-2017-2020 TUBITAK 1001, BURSIYER, Kortikal Motor Néronlarda
Proteinopatik Hasara Neden Olan Yeni Bir Hayvan Modelinin
Gelistirilmesi, Yiritilen Kurulus: ESKISEHIR OSMANGAZI
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Odiiller:

-Uluslararasi, IBRO-PERC travel award for attendance to FENS-RM 2019
meeting in Serbia, Belgrad, SIRBISTAN, 7 Nisan 2019.

-Ulusal, Ikincilik, 17. Ulusal Sinir Bilim Kongresi, Poster Sunumu,
Tarkiye Beyin Arastirmalari ve Sinirbilimleri Dernedi (TUBAS), Trabzon,
TURKIYE, 7 Nisan 2019.

-Uluslararasi, IFAA registration fees award for attendance to in London
2019 IFAA Congress, Londra, INGILTERE 5 Nisan 2019.

-Uluslararasi, Uglinciilik, A Unique Rat Model For Investigating The
Motor Behavior Properties Of A Single Point Mutation In The Gene
Encoding Tardna Binding Protein-43, Introduced By In Utero
Electroporation, Poster Sunumu, National Neuroscience Society of
Romanya, Bukres, ROMANYA, 20 Ekim 2018.

Kurslar ve Egitim Programlari:

-Insan ve Sigan Beyninin Karsilastirimali No6roanatomisi, KARADENIZ
TEKNIK UNIVERSITESI

-2019 Ingilizce Akademik Yazma Teknikleri, Yasamboyu Ogrenim Uygulama
ve Arastirma Merkezi (YOMER), ANADOLU UNIVERSITESI

-2019 Mavig Konfokal Mikroskop Egitimi, GAZI UNIVERSITESI
-2018 Gazi-Ege Bings, GAZI UNIVERSITESI

-2017 Beyin Dokusunda Seffaflastirma (Clarity) ve Kompakt Organ
Elektroforez Sistemi (COrES), PAMUKKALE UNIVERSITESI

-2016 Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasi, ESKISEHIR OSMANGAZI
UNIVERSITESI



EK - 1. Etik Kurul Karari

-

T.C
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
REKTORLUGU
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI : 20. 06. 2017

TOPLANTI SAYISI : 112

DOSYA KAYIT NUMARASI : 601

KARAR NUMARASI : 601

ARASTIRMA YURUTUCUSU : Prof. Dr. Emel ULUPINAR
YARDIMCI ARASTIRMACILAR : Yiiksek Lisans Ogrencisi Birce ERCELEN
HAYVAN TURU ve SAYISI : Spraque-Dawley (48 adet Disi ve erkek)

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali,
Disiplinlerarasi Sinirbilimler Anabilim Dall Ogretim tiyesi Prof. Dr. Emel ULUPINAR’In
arastirma yiriitiiciisii oldugu 601/2017 kayit numaral ve * Perinatal Donemdeki Farkh
Yetistirme Kosullarimmin Motor Beceriler ve Serebellar Morfoloji Uzerindeki Etkileri 2
konulu ¢alisma; Deney Hayvanlan Etik Kurulu Yonergesi'ne gore degerlendirilmis ve
gerekgede belirtildigi sekilde yapilmasi uygun bulunmustur.
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Avukat Siikriit KIRDEMIR (Uye)
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