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OZET

Epilepsi, merkezi sinir sistemindeki bir néron grubunda kontrol edilemeyen ve giiglii
elektrik  desarjlanimin  olusturdugu norolojik hastaliklardandir.  Epileptik nébetlerin
fizyopatolojisinin daha iyi anlasgilmas: igin deneysel epilepsi modelleri gelistirilmigtir. Bu
yontemlerden biri kimyasal uyaranlardan penisilin ile olugturulan deneysel epilepsi modelidir.
Siganlarda Penisilin-G ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde hippocampus’taki néron
sayis1 degisikliklerini konu alan bir galigmaya rastlanmamugtir. Epilepside ve diger deneysel
epilepsi modellerinde hippocampus noéron sayisindaki azalmayr gosteren galigmalarda ise

stereolojik olmayan metotlar kullamimugtir.

Bu ¢aligmada, siganlarda Penisilin-G ile olugturdugumuz deneysel epilepsi modelinde,
hippocampus’taki néron sayilarinin, yeni bir stereolojik metot olan optik pargalama (optical
fractionator) yontemi ile hesaplanmasi amaglanmgtir. Caliymamizda, deney grubu siganlara
intrakortikal (korteks i¢ine) 500 IU Penisilin-G, kontrol grubu siganlara intrakortikal aym
miktar serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) verilmis ve her iki hayvan grubu bir hafta yasatilmgtir.
Bir hafta sonunda dekapitasyon iglemini takiben craniotomi ile ¢ikarilan beyinler, Cryostat
aletinde dondurulmustur (freezing). Cryostat aletinin iginde Sistematik Rastgele Ornekleme
Stratejisine gore, 150 pum kalnhikta alnan histolojik kesitler Hematoxylen-eosin ile

boyanmugtir. Elde edilen kesitlerin mikroskop gorintisi (X 100 biyitme) monitore



aktanimigtir. Bu kesitlerde, hippocampus CA1,CA2,CA3 alt bolgeleri stratum piramidale
tabakasimin optik parcalama yontemine uygun drnekleme alanlannda, optik disektor hiicre
(partikiil) sayim kurallarina gore hiicre (piramidal néron) sayimlan yapilmugtir. Hiicre
(n6ron) saymm sonucu, hippocampus CA1,CA2,CA3 alt bélgeleri stratum piramidale
tabakasimin toplam piramidal néron sayilan optik parcalama yontemine gére hesaplanmugtir.
Calisma sonucunda, deney grubu siganlanin hippocampus toplam piramidal néron sayilan
(Ortalama = 142 888 + 11 745), kontrol grubu siganlara gore (Ortalama = 177 953 + 10

907) istatistiksel olarak diigitk bulunmustur (p < 0.05).

Bu sonuglar; penisilin epilepsi modelinde hippocampus néron sayisindaki azalmanin
tespitinde, optik pargalama metodunun objektif ve etkin bir yontem olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
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SUMMARY

Epilepsy is a neurological disease arising from strong and uncontrollable electrical
firings of a group of neurons in the central nervous system. In order to understand the
physiopathology of the epileptic seizures, experimental epilepsy models have been
developed. Penicillin model of experimental epilepsy is one of them in which no information
has been known about changes in the neuronal numbers of hippocampus in the rats. There
are other experimental models showing a decrease in the neuronal numbers in the

hippocampus, but none of them have been used stereological methods.

The aim of this study was to estimate the numbers of neurons in the hippocampus of
the penicillin induced epileptic rats, via a new stereological method; the optical fractionator.
In experimental group, 500 IU penicillin-G was injected intracortically, and in control group,
same amount of saline was administered. After one week, animals were decapitated and their
brains were removed by craniotomy. Frozen brains were cut at a thickness of 150 pm in a
cryostat. Sections collected via systematic random sampling were stained with hematoxylen-
eosin stain. Microscopic images of pyramidal cell layers from CA1,CA2,CA3 subdivisions of
the hippocampus were then transferred to a monitor, using X 100 objective. Neuronal
counts were done by using the optical disector method in the frames determined with
fractinator sampling scheme. Total pyramidal neuron numbers were estimated using the
optical fractionator method. Total pyramidal neuron numbers were statisticaly less in the
experimental group (mean = 142 888 * 11745) than the ones in the control group (mean =
177 953 %10 907) (p<0.05).

These results suggest that, decrease in the hippocampal neuronal numbers in penicilin
model of epilepsy can be determined objectively and efficiently by using the optical

fractionator method.
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: Gama amino butirik asit
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: Eksitator postsinaptik potansiyel
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: gram (0.001 kilogram)

: 0.001 litre

: milimetre (0.001 metre)

. epileptik nébet

: Cornu Ammonis

: mikron (0.001 milimetre)

: santimetre (0.01 metre)
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GIRIS VE AMAC

Epilepsi, beyinde bir néron grubunun anormal elektriksel desarji sonucu ortaya
¢ikan, kisa sliren krizler geklinde tekrarlayan yaygmn bir nérolojik hastaliktir (46,53).
Epilepsi genel popiilasyonun % 2-5’inde goriiliir ve toplum saghg: agisindan 6nemli bir
hastabiktir (6,7,46,78).

Giiniimiizde epilepsinin ve epileptik nobetlerin fizyopatolojisinin daha iyi
anlasilmasi ve tedavi edici ilaglarin gelistirilebilmesi igin deneysel epilepsi modelleri
gelistirilmistir (8,18,49,60). Deneysel epilepsi bir ¢ok yontemle olugturulabilir. Bu
yontemlerden biri kimyasal uyaranlar verilerek olusturulan deneysel epilepsi modelidir
(8). Kimyasal uyaranlardan penisilin kolay bulunabilen ve maliyeti diigiik bir ajandir.
Deney hayvanlarinda intrakortikal (korteks igine) yolla uygulandifinda epileptik
aktiviteye neden olmaktadir (30,49).

Deney hayvanlanindan siganlar, deneysel epilepsi modellerinde sik olarak
kullanilmaktadirlar. Penisilin ile olugturulan deneysel epilepsi modelinde siganlar,
EEG'lerinin insanlara benzer ozellikler gdstermesi ve dayamkh olmalan nedeniyle tercih
edilirler (30). Sigan beyninin anatomik yapisi genel dzellikleriyle insan beynine benzerlik
gosterir. Ayrica siganlar kolaylikla bulunabilmeleri, bakimlarinin kolay olmasi, memeli
olmalan ve siganlarla ilgili temel kaynak ve atlaslarin g¢ok sayida olmasi nedeniyle
deneysel ¢aligmalar igin ideal hayvanlardir.

Hippocampus uyaranlara kargt son derece disiik esik siddetine sahiptir.
Hippocampus’un bir noktasina verilen uyaran aym anda ttim hippocampus alt bolgelerine
ve karg taraf hippocampus’a yayilir (10,21,39). Bu ylizden epilepside ve deneysel
epilepsi modellerinde hippocampus'la ilgili bir ¢ok ¢alisma vardir. Hippocampus'un

hipereksitebilitesi sonucu epileptik nobetlerde kolaylikla uyarlabilmesi, irreversibl



hipokampal néron kaybina ve hipokampal skleroza neden olmaktadir (17,28,39,65).
Epilepsi hastalarindaki otopsi qahsmalan 19. yﬁzylla dayanmaktadlr. Ik kez, 1825°de
“skleroz” olarak tammlamuglardir, 1880 yilinda Sommer, postmortem beyinleri
makroskobik yonden degerlendirdifinde 90 epilepsi vakasindan  76’smun
hippocampus’unda degisiklik oldugunu gérmiigtiir. Temporal lobdan kaynakianan
nobetlerin  onemli klinikk ve patolojik ozelliklerinin aydinlatiimasini, Sommer’in
hipokampal sklerozu tammladigs ilk mikroskobik gahgmalan saglamigtir. Sommer, 25
yagindaki bir epilepsi hastasinin beynini mikroskopla incelediginde, hippocampus’ta
spesifik bir néron kayb: oldugunu tespit etmigtir. Hippocampus’un (Cornu ammonis’in)
piramidal néronlarinda yaygmn hasar, ézellikle CAl ve prosubiculum bélgelerinde daba
fazla sekilde gozlenmistir. (18,52). Once Spielmeyer (1927) ve daha sonra Scholz
(1951), hippocampus’taki néron kaybinin, jeneralize nobetlerdeki serebral vazospazma
(damar daralmasina) bagh iskemiden dolay1 olustugunu ileri stirmiislerdir (16). 1959°da
Scholz epileptik nébetlerin etkisi igin “iktal hasar” terimini kullanmustir (4). 1966°da
Margerison ve Corsellis, hipokampal néron kayb: ve epilepsi arasindaki iligkiyi aragtirmug
ve epilepsi noropatolojisinin  ortaya konmasma yardimc: olmustur. Yapilan
arastirmalarda, epileptik dokularda cesitli degisiklikler gozlenmistir. Bu degisiklikler;

noron kaybi, noronal yapilarda dejenerasyon ve glia hiicrelerinde artigtir (4,16).

Penisilinle olusturulan deneysel epilepside hippocampus'ta noron kaybi olup
olmadig1 daha once tespit edilmemigtir. Ayrica, epilepside ve difer deneysel epilepsi
modellerinde (elektrik uyaranlari vb.) hippocampus'ta néron kaybim ortaya koyan
calismalarda stereolojik olmayan yontemler kullamlmagtir.

Stereoloji, iki boyutlu olarak gozlenen yapi veya cisimlerin ¢ boyutlu
ozelliklerini anlamaya yardimci olan yeni bir bilim daldir. Stereolojik metotlar
kullamlmadan yapilan galigmalar, ¢alisilan yapt ile ilgili baz1 6n kabullerin yapilmas: ve iki
boyutlu kesitlerden elde edilen verilerin, gergek ii¢ boyutlu yap ile iligkisinin tam olarak
kurulamamas: gibi hata kaynaklan nedeniyle gergek degerden sistematik bir sapmaya
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neden olabilir (3,12,13). Halbuki Stereolojik metotlar, etkinlik (en diisitk miktarda zaman
harcanmasiyla, en digik seviyeli degiskenlik gosteren verilerin elde edilmesi) ve
tarafsizlik (gergek degerden sistematik sapma gostermeyen) ilkeleri ile objektif ve
kantitatif (sayisal) olarak daha kesin sonuglara ulagilmasin saglar (37). '

Stereolojik metotlardan optik pargalama (optical fractionator); hiicre (partikiil)
sayimi yapilacak bolgenin sistematik rastgele drnekleme stratejisiyle elde edilen belli bir
bolimiinde, ii¢ boyutlu sayim yontemi olan optik disektorle hiicre (partikiil) saymmdir
(35,75). Sinir sisteminde yer alan yapilarda, néron saymm igin tarafsiz ve etkin

kullanimiyla en uygun yontem optik pargalamadir (13,70,75).

Bu ¢ahymamn amacy;, siganlarda penisilin-G ile olusturulan deneysel epilepsi
modelinde, hippocampus'taki néron sayilarimn, yeni bir stereolojik metot olan optik

parcgalama (optical fractionator) yéntemi ile hesaplanmasidir.



GENEL BILGILER

2.1. EPILEPSI

Epilepsi kelimesi, Yunanca “nobet gegirmek, tutulmak™ gibi anlamlan olan bir
fillden tiiretilmigtir (26). Onceleri dinsel bir anlam ifade ederek, bir cesit cezalandirma
yontemi gibi alglanmusgtir. M.S. 5. yiizyilda kelime giiniimiizdekine yakin bir anlam
kazanmugtir. Cok eski gaglardan beri bilinen epilepsi hastahini 19. yiizy1l nérologlarindan
Jhon Hughlings Jackson §6yle tammlamgtir; epilepsi, sinir dokusunun anormal, ani, asin
ve zaman zaman gorilen desarjidir (30,46,53). Gergekten, giinimiizde ulagilan yeni
bilgilerle, ister konviilsif bozukluk, ister nébet bozuklugu, ister serebral nébetler terimi
kullanilsin, epilepsi; merkezi sinir sistemindeki bir néron gurubunda kontrol edilemeyen,
zaman zaman goriilen, anormal ve giigli elektrik desarjlarin olugturdugu klinik belirtilerin
tamamu seklinde taumlanir (46,53). Bu tamimlama, esas olarak “epileptik nébet”in
tammudir. Ciinki epilepsi nébeti, bir grup néronun asin degarjina bagh olarak ortaya gikar
ve klinikte gelip gegici motor, duyusal, duygusal ve otonom degisikliklerle sekillenen
durumu belirtir. Epilepsi hastalif1 ya da kisaca epilepsi ise; epileptik nobetlerin tekrarlama
egiliminin (yatkinligimn) bulundugu klinik bir durum veya sendromdur (27,29,49,78).
Epilepsi bir ¢ok bozuklugun biraraya geldigi, semptomlar toplulugu olarak da
tammlanabilir (46).

Normalden fazla aktiviteye sahip olan hiicre topluluguna “epileptojenik odak™
denir (7,53). Epileptojenik odakta bulunan hiicreler skatris, atrofi, skleroz gibi lokal yada
hipoksi, hipoglisemi, pH degisimi, enzim eksikliZi, elektrolit denge bozuklugu gibi genel
patolojik degisimler veya konviilsan ilaglar nedeniyle normalden fazla elektriksel aktivite

gosterirler (6,53).



Epileptojenik odakta bulunan hiicrelerin iki 6nemli 6zelligi mevcuttur;

1- Her bir hiicre normalden daha yiiksek elektrik potansiyeli dogurur.
2- Aym anda potansiyel degisikligi gosteren hiicrelerin sayist normalden ¢ok
fazladir. Bu duruma “hipersenkronizasyon” denir (49,53).

Epileptojenik odaklarda zaman zaman olusan giiglii elektrik desarjlarina,
“epileptik desarj” adi verilir. Normalde, sinir dokusunda desarjlarn komsu hiicre
gruplarina yayilmasini engelleyen kimyasal ve noronal inhibitér mekanizmalar vardir.
Ornegin, bir norotransmitter olan Gama Amino Biitirik Asit (GABA), bu sekilde inhibitor
etkiye sahiptir. Ancak, anormal derecede giiglii olan epileptik desarj karsisinda, bu
mekanizmalar etkisiz kalir (46,53).

Epileptik desarjin dogdugu odak ve ulasabildigi yerdeki hiicrelere iki etkisi vardir;

1- Buralardaki hiicreleri uyanr (aktive eder).
2- Normal gorevlerini yapmalarnim engeller. Hangi bélgede bu tiirlii bir etki varsa,

o bolgenin fonksiyonuyla ilgili bir klinik durum ortaya gikar (53).

Epileptik desarj potansiyeli yiiksek veya beyin dokusunun eksitabilitesi (hiicrelerin
uyarilabilme yetenegi) digiik ise desarj yayilir. Epileptik desarjin yayilmas: iki yol ile olur;

1- Noronal yol (transsinaptik yayilma) : Desarj, korteksi subkortikal yapilara
baglayan noéronlarla, uzak kortikal alanlan veya iki beyin hemisferini birbirine baglayan
assosiasyon yollarindan yararlanr.

2- Komsuluk yolu : Hipersenkronizasyon ile epileptik desarj komsu bolgelere
yayulabilir (53).



2.1.1.Epilepsi Insidensi

Epilepsi ¢ok yaygin norolojik hastaliklardan birisidir. 1994 yilindaki tahminlere
gore diunyada yaklagik 50 milyon epilepsi hastasi bulunmakta ve bunlarin % 20-30’u
epileptik ilaglarla kontrol altina alinamamaktadir (49). Genel popiilasyonun yaklagik % 2-
5 kadani hayatlan boyunca en az bir epileptik nébet gegirmektedirler (6,7,46,78). Her
1000 kisiden 4-12°sinin kronik veya aktif epilepsisi oldugu ileri siirilmiigtiir (78).
Devamli nobet gecirenler toplumun ortalama % 0.5’ini olugtururlar (46). Devamli nébet
gegirenlerin % 70 kadan birkag nobetten sonra kontrol altina alinirken, yaklagik % 30°u

ilag tedavisine cevap vermemektedirler (46,49).

Geligmis iilkelerde, yas bagimh galiymalarda 24 / 100 000 ve 53 / 100 000
oranlarma ulastlirken, gelismekte olan iilkelerde oran artmakta ve 77-114 / 100 000,
hatta 190 / 100 000’e ulagmaktadir (40). Yagamun ilk yili ile yaghlikta goriilme oram
artmaktadir (58). Erkeklerde kadinlardan daha fazladir (27,58). Goriildiigi gibi, epilepsi
toplumda ¢ok sik rastlanan ve hem tibbi hem de psikolojik ve sosyolojik boyutu olan bir
hastaliktir.

2.1.2 Epilepsi Etyoloiisi

Epilepsi etyolojisi ti¢ ana grupta toplanabilir; (6,7,26,30,49,78)

1- Idiopatik

2-Kalitsal faktorler

3-Beyin patolojileri : Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlan, kafa travmalan,
konjenital beyin hastaliklari, serebro vaskiiler hastaliklar, intrakranial kanamalar vb. Bu
patolojilere ek olarak daha pek ¢ok patoloji etyolojik sebepler arasinda sayilabilir.

4-Sistemik patolojik durumlar : Kalp aritmileri, hipoglisemi, ¢esitli konvilsif
ilaglar (aminofillin, penisilin vb.), hipertermi, siddetli hipotansiyon vb. Bu gibi sistemik

durumlara ilave sebepler eklenebilir.



2.1.3 Epilepsi Nobetlerinin Simflandirmasi (24,29,30,46,49) :

1) Parsiyel Nobetler
A- Basit parsiyel nobetler
B- Kompleks parsiyel n6betler

C- Sekonder jeneralize nébetler

2) Jeneralize Nobetler
A- Absans nobetler (Petit mal)
B- Miyoklonik nébetler
C- Klonik nobetler
D- Tonik nobetler
E- Tonik klonik nobetler (Grand mal)
F- Atonik nobetler

3) Smuflandirilamayan nébetler.

Epileptik desarjlar beyinin sadece bir bolgesinde simrh kaliyorsa parsiyel (fokal)
nobet olusur. Eger desarj beyinin bir merkezinden baghyor ve daha sonra tiim viicuda
yayiltyorsa sekonder jeneralize nobetlerden s6z edilebilir. Epileptik desarjlar beyinin her
tarafinda ayn1 anda baghyor ve iki hemisferi aym anda etkiliyorsa, jeneralize nobetler soz
konusudur (27,29,49,53).

2.1.4 Epilepsi’nin Tanisi

Epilepsi’ye tamsal yaklagimda, “Epilepsi ve Epilepsi Sendromlan” smiflandirmasindan
yararlambir (29,77) :



1- Parsiyel Epilepsiler
2- Jeneralize epilepsiler
3- Fokal yada jeneralize oldugu anlagilamayaniar
4- Ozel sendromiar
Febril konviilsionlar
Status epileptikus
Akut bir nedene bagl nobetler (eklampsi, hipoglisemi vb.)

Epilepsi’de tam, nobet ozellikleri, klinik belirtiler ve Elektroensefalografi (EEG)
bulgulaniyla konulur (29).

2.1.4.1 Elektroensefalografi (EEG)

Hans Berger 1929’da, insan kafatas: derisinden (scalp) spontan beyin elektriksel
aktivitelerini kaydetmis, 1931’de epilepside interiktal EEG degisikliklerini ve aym yil
diken-dalga aktivitelerini rapor etmigtir (58). 1935’de Lennox ve arkadaslan, epileptik
nobet boyunca (iktal) kayit yapmig ve diken-dalga komplekslerini gostermistir (58).

Beyin elektriksel dalgalari eksitatér ve inhibitér postsinaptik potansiyellerin
(EPSP ve IPSP) matematiksel toplam: sonucu arta kalan sinaptik aktivitenin
senkronizasyonu yoluyla olugur ve yiizeydeki kaydedici elektrot yardimiyla yazdirilir.
Korteks yiizeyine yakin néronal yapilarin EPSP’leri EEG dalgalarinin negatif kisimlarim,
derin kortikal yapilarin IPSP’leri de EEG dalgalarinin pozitif kisimlarim olusturur. Ayrica
yizeyel IPSP’ler EEG dalgalanmn pozitif kisimlarimmn, derindekiler ise negatif
kisimlannin olugumuna katkida bulunur (49).

Epileptik desarjlar EEG’nin asin senkronizasyonunu ifade eder (49). EEG’de,
epilepsi igin karakteristik olan aktiviteler (dalgalar) sunlardir; diken (spike), keskin dalga
(sharp), diken-yavag dalga (spike and wave), keskin-yavag dalga (sharp and wave), ¢oklu
diken-yavag dalga (poly spike and wave) (29).



Uzun yillardan beri, Elektroensefalografi adi verilen bu basit tam yontemiyle,
beyin biyoelektriksel aktiviteleri elde edilmekte ve epilepsi tamsinda yararlamlmaktadir.
Ayrnica, gliniimiizde radyolojik goriintilleme yontemleri, nobetleri izlemek igin video
monitdrizasyon yontemleri, telemetrik kayitlar, uyku EEG tetkikleri ve kafa ici elektrot
uygulama ¢alismalan tanida yardime: olan diger gelismelerdir (29).



2.2. DENEYSEL EPILEPSI MODELLERI

Epilepsi fizyolojisi ve patolojisinin anlagilmasi, tedavi yontemlerinin belirlenmesi,
daha etkili ve yeni antiepileptik ilaglarin kullanilabilmesi i¢in deneysel epilepsi modelleri
gelistirilmigtir (8,18,49,60).

Intakt insan beyninde, hiicre i¢i kayitlar ve mikrokimyasal analizler yapmak,
anatomik tanumlamalarla ilgili teknikleri uygulamak etik kurallar gozoniine alindiginda
miimkiin degildir (30). Epilepsi ile ilgili deneysel ¢alismalarda segilmesi gereken modelin

tipini, aragtirmamn amact ortaya koyar.
Bu tip ¢aligmalarda amag;

1- Yeni ilag geligtirme
2- Mekanizmalan aynintili olarak aydinlatma
3- Temel olaylar arasindaki iligkiler ve olaylarin geligimini belirlemedir (49).

Bu genel amaglara; epilepsinin ¢esitli dokulara, 6zellikle beyinle ilgili yapilara olan
etkiler, olugan epileptik nobetler sonrast dokulann makroskobik (hacimsel) ve
mikroskobik incelenmesi ve bu sonuglarin kantitatif (sayisal) olarak degerlendirilmesi gibi

bir ¢cok 6zel amag ilave edilebilir.

Deneysel epilepsi modeli olugturulacak klinik nobet cesitlerinin goklugu ve
gelistirilen yeni yontemler nedeniyle epilepsi ¢aligmalaninda kullamlan deneysel modeller
oldukga fazla sayidadir (49).
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Ideal bir epilepsi modeli asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir;

1- Spontan olarak tekrarlayan nobetleri olmalidir.

2- Nobetler insan epilepsi nébetlerine benzemelidir.

3- Modeldeki EEG’nin bigimi, ilgili epilepsi ¢esidindeki EEG’ye benzemelidir.

4- Nobetlerin frekansi, antiepileptik ilaglarin etkisini akut veya kronik olarak test
etmeye yetecek Olglide olmalidir (47).

Bu ozelliklerin tiimiini kargilayan tek bir model simdiye kadar ortaya
konamamustir. Ciinki, deneysel modellerin higbirisi insandaki klinik epilepsiyle tamamen
aym degildir (49). Deneysel modeller degisik simflandirmalarla incelenebilirler. Bazi

aragtirmacilar deneysel modelleri ii¢ gruba ayirirlar (8);

1- Konviilsan kimyasal maddeler veya elektrik uyaranlarnyla olugturulan modeller.

2- Refleks epilepsi modelleri : Ses ve 151k gibi uyaranlarla baglatilan modeller.

3- Idiopatik modeller : Genetik olarak epilepsiye meyilli olan hayvanlarda, hem
davranig hem de EEG bulgulan agisindan insandaki idiopatik epilepsiye benzer bir tablo
olugturabilir.

Bu deneysel modeller, epilepsi nobet simflandirmasina gore asagida gosterilmistir;

(30,49)

1- Basit parsiyel (akut)
a) Topikal konviilsanlar

Penisilin
Bikukulin
Pikrotoksin
Kolinerjikler
Antikolinerjikler
b) Akut elektriksel uyan
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¢) GABA kesilmesi
d) Neokortikal dilimler

2- Basit parsiyel (kronik)

a) Kortekse metal verilmesi
Aluminyum hidroksit
Kobalt
Cinko
Demir
b) Kriyojenik hasar
c¢) Gangliosit antikor verilmesi
d) Sistemik fokal epileptogenezis
3- Jeneralize tonik-klonik
a) Genetik
Isiga duyarli babunlar
Farede sesle olusan nébetler
b) Maksimal elektrik soku
c) Kimyasal konviilsanlar
Penisilin
Bikukulin
Pentilen tetrazol
Pikrotoksin
Metionin sulfoksimid
d) Metabolik diizensizlik
Hipoksi
Hipoglisemi
Hiperbarik oksijen
Uremi

Hipertermi
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4- Kompleks parsiyel

a) Kainik asit

b) Tetanoz toksini

¢) Beyin dilimleri

d) Tutugma (Kindling)

5- Jeneralize absans

a) Thalamus’un uyariimasi
b) Bilateral kortikal odak
c) Sistemik penisilin

d) intraventrikiiler opiatlar
6- Status epileptikus

a) Lityum-pilokarpin

b) Kobalt-homosistein
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2.3. PENISILIN

Penisilin gii¢hii bakterisid (bakteri 6ldiiriicii) etkileri olan antibiyotiklerden biridir.
Molekiil yapisinda beta laktam halkas: igerir (32,43,44). Penisilinler, Penicillium notatum
ve Penicillium chrysogenum gibi bir ¢ok Penicillium (yesil renkli kiif mantarlar)
tiirlerinden ekstraksiyon ve saflagtirma suretiyle elde edilirler (43,44). 1929’da Alexander
Fleming, Penicillium tiirlerinin antibakteriyel etkisini ilk kez gostermis ve Penisilin ismini
kullanmustir. Ik penisilinin kullamlmasindan bu giine, ¢ok sayida antimikrobiyal ajan
tretilmigse de, penisilin hala bir ¢ok enfeksiyonda etkin olarak kullanimaktadir
(32,43,44).

Penicillium mantarlarinin besleyici 6zel sivi ortamlardaki kiltirlerinden cesithi
dogal penisilin tiirleri elde edilebilmigtir. Kiltiir ortamina, 6zel substratlar (prekiirsorler)
katilarak dogal olarak iiretilen bu penisilinlerden Penisilin-G klinikte kullanilan en énemli
dogal penisilindir. Penisilin-G’nin ilag olarak kullamlmug sekli potasyum veya sodyum
tuzlandir. Bunlar kristal seklinde olduklarindan “kristalize Penisilin-G” admm ahrlar.
Penisilin-G, benzil-penisilin diye de isimlendirilmektedir (32,43,44).

Penisilinin asil kimyasal yapisi, 6-aminopenisilanik asit (6-APA) tarafindan
olusturulur. 6-APA; bir tiazolidin halkast ve buna bagh dortli bir beta-laktam halkasindan
olusur. Tiazolidin halkasmna bagli karboksil (- COOH) grubunun serbest olmas,
penisilinin tiirevlerinin olugturulmasina elverigli bir durum yaratmgtir (32,43,44,68).
Penisilinler, direkt veya yalin toksik etkileri en diigiik olan ilaglardir. Ancak, alerjik
nitelikteki yan etkileri fazladir. Penisilin alerjisi genel populasyonda % 3-5, penisilinle
onceden tedavi gormiislerde % 10 kadardir (44). Penisilinler beyin korteksi {izerine
dogrudan dogruya uygulanirlarsa, néronal etki sonucu eksitasyon yaparlar. Parenteral
yolla ise, Penisilin-G giinde 50 gram gibi ok yiiksek dozda verildiginde, merkezi sinir
sistemi eksitasyonuna bagh konvillsion veya fatal (6ldiricii) ensefalopati ortaya

cikarabilir (44).
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2.4. PENISILIN ILE OLUSTURULAN DENEYSEL EPILEPSi MODELI

Konviilsan kimyasal uyaranlardan, maliyeti diisitk ve kolaylikla uygulanabilen
penisilin ile deneysel epilepsi modeli olugturabilir (30,49).

Penisilin epilepsi modeli, epilepsinin néronal temeli hakkindaki sorulan
cevaplamaya yardimei olan en dnemli modellerden biridir. Bu model ayrica, epileptojenik

nobet aktivitesinin yayilmasimin analizi igin uygun bir modeldir (30).

Penisilinin konviilsif etkisi ilk olarak 1945°de Walker ve Johhson tarafindan
gozlenmistir (49). Parsiyel noébetlerin olusturulmasinda, topikal olarak kullamlan
penisilinden yararlamlabilir. Kortikal yiizeye uygulanan penisilin ile akut parsiyel (akut
fokal) epilepsidekine benzer EEG’ler kaydedilir (30,49,60,64,68).

Merkezi Sinir Sistemi’nde GABA inhibitér, glutamat eksitator o6zellikte
norotransmitterlerdir. GABA aracii inhibisyonun zayiflamasi epileptik nobetin
yayilmasinda 6nemli bir etkendir (5). Fokal epilepsi, beyin korteksindeki azalmig GABA
aracil inhibisyon ve glutamata bagh eksitasyon etkisiyle olugur (5).

Uyarilan epileptik odaklarda spontan interiktal degarjlar karakteristiktir. Bu sirada
desarj yapan odak néronlarmin dendritlerinde kalsiyumun (Ca™) aracihk ettigi
paroksismal depolarizan kaymalar olur. Bunlan uzamig ardhiperpolarizasyonlar izler. Bu
ardhiperpolarizasyonun nedeni kalsiyuma bagimli potasyum kanallannin aktive olmasidir
(23,49,68). Bu olay, sinaptik giriglerle baglatiir, daha sonra senkron hale gelir.
Paroksismal depolarizan kaymalar, penisilin odaginda ortaya c¢ikar ve yiizeyden
kaydedilen interiktal EEG diken (spike) dalgalarm olustururlar (68). Ozetle, penisiline
bagh epileptik nobet, korteksteki GABA inhibisyonunun azalmas: ve glutamat salgisinin
artmasityla olusur. Ayrica, penisilinin, kalsiyum ile ilgili olan bazi diken-dalga iireten
mekanizmalan serbestlestirdigi kabul edilmektedir (5,23,30,49,59,64).
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Penisilinin olusturdugu epileptik aktivite fokal baglayip, jeneralize nébetlerle
devam eder. Penisilinin nonspesifik bir GABA antagonisti olabilecegi ve GABAerjik
etkiyi zayiflatarak konviilsif etki olusturabilecegi diigiiniilmektedir (25,51,68). Penisilinin
epilepsi olugturan odagindan, nobetin fokal baslayip yayilarak jeneralize olmasi gekliyle,
klinikteki Grand mal epilepsiye benzerlik gosterdigi bildirilmektedir(68).

Klinik deneyler, insanlarda penisilinin yitksek sistemik dozlarmin myoklonus,
jeneralize tonik - klonik nobetler ve ensefalopati olugturabilecegini gostermistir (30).
Hastane sartlarinda, ensefalopati, penisilinin giinde 20 milyon iinite (intravendz yolla)
dozunda, 6zellikle bobrek yetmezlikli olgularda daha kolay olugabilmektedir. Prince ve
Farrell parenteral penisilinin kedilerde jeneralize nobet olugturdugunu gostermislerdir
(30). Siganlarda da parenteral penisilin jeneralize epilepsi olusturur (49). Kedilerde
sistemik olarak verilen yiiksek doz penisilin (200 000 - 400 000 IU/kg) intramuskuler
uygulamadan 30-60 dakika sonra jeneralize, bilateral, senkron diken-dalga modelinin
belirmesine yol agar ve bu epileptiform aktivite 3-5 saat devam eder. Kaydedilen EEG

bulgular, insandaki Petit mal epilepsi ile benzer yapidadir (49).

Degisik yollarla uygulanabilen kristalize penisilin; basit parsiyel epilepsi, jeneralize
myoklonik, jeneralize tonik-klonik ve jeneralize absans epilepsi modellerini meydana
getirebilir. Deneysel ¢aliymalarda penisilinin hangi tip modeli olusturdugu, EEG ve
davramg analizleri yapilarak belirlenebilir (30).
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2.5. FORMATIO HIiPPOCAMPALIS

Formatio hippocampalis; Hippocampus (Cornu Ammeonis), gyrus dentatus,
subiculum, alveus ve fimbria hippocampi’den olusur (2,11,66).

2.5.1. Hippocampus

Hippocampus terimi, ilk diseksiyonunu yapan Arantius tarafindan 1587°de
kullamlmigtir. Arantius, vertikal diizlemdeki profili deniz atina benzedigi i¢in bu bélgeye
“Hippocampus” ismini vermigtir (76). Hippocampus’un anatomik yapisina ait bilgiler
1911°de Cajal tarafindan ortaya konmustur. Daha sonra Lorente de No (1934) ileri
galigmalar yaparak yeni bilgiler elde etmigtir (18,76). Hippocampus’a, ko¢ boynuzuna
benzedigi i¢in “Cornu Ammonis (CA)”de denir. Bu yiizden alt bélgelere ayrildiginda
CAl1,CA2,CA3,CA4 seklinde kisaltmalar yapiir (63). Hippocampus siiriingenlerden
itibaren butin omurgahlarda filogenetik olarak “eski korteks” anlamina gelen
“archiocortex”in esas kismim olusturur (2,10,76). Son yillardaki deneysel anatomik,
elektron mikroskobik, immunohistokimyasal, elektrofizyolojik galigmalarla ve Pozitron
Emisyon Tomografi (PET) ve Magnetik Rezonans (MR) gibi radyolojik goriintilleme
yontemleriyle Hippocampus’un yapist ve baglantilani ayrintili olarak incelenebilmigtir
(1,18,33,76).

2.5.2 Hippocampus Anatomisi

Hippocampus, ¢ift tarafli, ventriculus lateralis’in cornu inferior’'unun taban
kisminda uzanan, konveks bir “C” harfi seklinde, anterior - posterior yonde yerlesmis gri

cevher kitlesidir (1,2,33,76).
“C” harfinin konveks yiizii ventrikiil bogluguna, konkav yiizii ise hemisferin alt

yiiziine dogru yonelmistir (2). Alt yiizde bulunan bu agiklik, fissur (yarik) seklindedir ve

sulcus hipocampi olarak isimlendirilir. Hippocampus, bu fissurun derinleserek cornu
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inferior’a invagine olmast ile meydana gelmistir. Fissur’un dudaklar ise gyrus dentatus ve

gyrus parahipocampalis’i olusturur (2,18,33,76) (Sekil-1).

Alveus

Stratum oriens

Fimbriodentate

sulcus ' o
Stratum pyramidalis

Stratum radiatum

Stratum lacunosum

: <%
Hippocampal
sulcus

Sekil-1: Hippocampus formasyonu ve Hippocampus’un gematik gériinimi

(Hippocampus’un histolojik tabakalan sematize edilmistir) (76).
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2.5.3.Gyrus dentatus

Hippocampus formasyonunu olusturan yapilardan gyrus dentatus, iizerinde
fimbria hipocampi, agagisinda sulcus hipocampalis bulunan, kesitlerde “C” harfi seklinde
gorillen bir gri cevher béliimiidiir. Gyrus dentatus’taki esas hiicre tipi olan graniil
hiicreler, unipolar dendritleri afferent projeksiyonlar geklinde stratum molekulare’ye
uzanmig hiicrelerdir. Gyrus dentatus’un hilusu, graniiler hiicre tabakasmn kollan
arasinda, polimorfik hiicrelerden olusan bolgedir. Cornu ammonis’in piramidal hiicre
tabakasina komgu olan bu bélgeyi Lorente de No (1934) hippocampus’un CA4 bolgesi
olarak tanimlamstir (10,18,33,75,76).

2.5.4.Subiculum

Subiculum, sulcus hipokampalis’e komgu olan gyrus parahipocampalis’in superior
pargasit  olusturur. Subiculum’un, prosubiculum, subiculum, presubiculum ve
parasubiculum gibi béliimleri vardir. Subiculum’un bir ucu hippocampus ile diger ucu ise
gyrus parahipocampalis’in korteksiyle devam eder. Subiculum’un 6n tarafinda area
entorhinalis bulunur (10,18,33,75,76).

2.5.5.Alveus

Hippocampus’un ventrikiil bogluguna bakan konveks yiiziine alveus denir.
Alveus’u olusturan myelinli lifler, hippocampus’da bulunan néronlarin aksonlandir. Bu
lifler, hippocampus’un medial kenarina dogru uzanarak fimbria hipocampi’yi olustururlar.

Fimbria hipocampi arkada crus fornicis (fornix) olarak devam eder (2,10,33,76).
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2.5.6.Sicanlarda Hippocampus

Biittin memelilerde hippocampusun yapisal organizasyonu (genel anatomik yapist)
birbirinin benzeridir (10). Siganlarda hipokampal formasyon dort basit kortikal bolgeyi
kapsar. Bunlar;. gyrus dentatus, hippocampus, subicular kompleks (subiculum,

presubiculum, parasubiculum) ve entorhinal korteks’dir (1).

Hippocampus; uzun eksen boyunca kivrilmig “C” harfi seklindedir ve temporal
lobun cauda-ventralinde uzanir (1) (Sekil-2). Hippocampus dort alt boliime aynlmugtir;
CAl, CA2, CA3 ve CA4 (Resim-1). '

CA4, polimorfik hiicrelerden olusan ve gyrus dentatus’un (fascia dentata’nin)
hilusuna uyan bolgedir (76). Hilusun dig smnir1 graniil hiicre tabakasinin i¢ stmn tarafindan
tammlanir. I¢ kenarin orta noktass CA3 bolgesinin piramidal hiicre tabakasinin medial
sonlanmas! tarafindan belirlenir (75).

Yogun olarak paketlenmis ince piramidal hiicre tabakasi, hacim olarak birbirine
yakin biyiiklikte iki temel elemana béliinmiigtiir; CA3 (Regio inferior, alt bolge) ve CAl
(Regio superior, iist bolge) (56,75). Bu iki bolgenin arasindaki gegis (transition)
bolgesine CA2 denir. Gyrus dentatus’a ve hilusa yakin olarak uzanan béige, piramidal
noronlarin hiicre govdelerini igerir. Hilusa komgu tabakanin sonu, ndronal hiicre

govdelerinin organizasyonundaki ani degisiklik tarafindan sinirlamr (75).

Degisici (transition) bolge (CA2), CA3’e benzer. Fakat daha gevsek organize
olmus sekilde genig piramidal noronlar igerir. CA2’nin CA3 ve CALl ile keskin bir siurn
yoktur (75,76).

CAl’in piramidal hiicrelerinin stoplazma ve nikleuslan CA3’tinkiilerden daha

kiigiiktiir. 4-5 hiicreli tabaka geklinde paketlenmis bir yap1 gosterirler. Subiculum’a dogru
derin hiicre tabakasi daha gevsek paketlenir. Subiculum simn, bir nokta gibi CAl’in
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piramidal hiicre tabakasinin sona erdigi noktada belli olur (75).

Subiculum, kendine komsu Comu ammonis’den (hippocampus’dan) daha az
yogunlagmg piramidal hiicreler igerir. Subiculum ile CAl arasindaki smr, CAl’in
piramidal hiicrelerinin hiicre gévdelerinin kesildigi yerden devam eder. Subiculum’un
medial st presubiculum’un daha kiigiik hiicrelerinin belirgin degigimi ile tespit edilir
(75).
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2.5.7 Hippocampus Histolojisi

Hippocampus’un tabakalar halinde histolojik bir yapisi vardir. Ventrikiliin
ylizeyini dogeyen ependim hiicrelerinden itibaren asagidaki tabakalar bulunur: (10,11,76)

1- Ependim hiicreleri
2- Alveus

3~ Stratum oriens

4- Stratum piramidale
5- Stratum radiatum
6- Stratum lacunosum

7- Stratum molekulare

Hippocampus esas olarak ii¢ tabakadan meydana gelir (Sekil-1).

1- Stratum oriens
2- Stratum piramidale
3- Stratum molekulare

Stratum oriens: Alveus’la stratum piramidale arsinda bulunan hippocampus’un en

dis tabakasidir. Stratum oriens nonpiramidal hiicrelerden zengindir (10).

Stratum piramidale: Hippocampus’un en genig tabakasidir. Bu tabakada piramidal
hiicreler bulunur (56) (Resim-2 ve Resim-3). Piramidal hiicrelerin tabanlani alveus’a
dogrudur. Diizenli olarak siralanan hiicreler, hippocampus’un seklini belirler. Bu
tabakada ayrica, hippocampus’un i¢ aktivitesini diizenleyen ve piramidal hicreler
arasinda bulunan aksonlan veren sepet (basket) hiicreleri de vardir. Ancak, bu hiicrelerin

sayist % 1’1 gegmez (10,11,75).

Stratum molekulare: Az sayida néron igeren bu tabaka, stratum radiatum ve
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stratum lacunosum- molekulare geklinde gruplandinlarak incelenmektedir (10,11).

Stratum radiatum ve stratum oriens, CA3 ve CA2 hiicrelerinin subkortikal
yapilardan gelen afferent baglantilann saglandif: tabakalardir. CA3’den CA2 ve CAl
bolgelerindeki piramidal hiicrelere, Schaffer kollateralleri ad: verilen baglantilar, stratum
radiatum ve stratum oriens’te sonlanir. Entorhinal kortex (Brodman’in 28. alam) ile gyrus
dentatus arasindaki baglanti (perforant pathway, perforan yol), stratum lacunosum-
molekulare tabakasinda yapilir. Bu lifler, hippocampus’un piramidal hiicrelerinin distal
apikal dendritleri ile sinaptik baglant1 kurarlar (56,63,76).

2.5.8.Hippokampal Yollar

Andersen 1971°de, hippocampus organizasyonu hakkinda “lamellar yapr”
hipotezini ortaya koymustur. Buna gore, entorhinal bélgeye verilen bir uyann dort ayn
yolla hippocampus’a yayilir;

1- Perforan yollar (Entorhinal kortex’den gyrus dentatus’a)
2- Yosunsu (mossy) lifler (Gyrus dentatus’dan CA3’e)

3- Schaffer kollateralleri

4- CAT’in alvear lifleri

Ayrnica, uyan hippocampus’un longitudinal ekseni boyunca transvers lameller
boyunca yayilmaktadir. Bir lamellar bolgenin komsgu lamellalarin aktivitelerini eksite edici
veya inhibe edici transvers baglantilari vardir (1).

Son yillardaki genis ¢aligmalarla hippocampus’un baglantilan biiyiik 6l¢iide ortaya
konmustur. Hippokampal efferent liflerin biiyiik bolimiinii piramidal hiicrelerin aksonlar

olusturur (10,76).

Hippocampus’un afferentleri ise daha ¢ok entorhinal alandan gelmektedir.
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Afferent lifler perforan veya alveolar yollarla hippocampus’a ulagmaktadir.

2.5.8.1. Hippocampus’un i¢ baglantilari

Gyrus dentatus’un graniiler hiicrelerinin yosunsu lifleri, gyrus dentatus’un
polimorfik tabakasiyla ve CA3 bolgesi piramidal hiicrelerinin proksimal dendritleriyle
sinaps yaparlar (76). Entorhinal kortex’den ¢ikan hiicrelerin aksonlarn da perforan yol ile
gyrus dentatus’un stratum molekulare’sinde yayilirlar (76). CA3’iin piramidal hiicreleri
Schaffer kollateralleri ile CAl’e lifler gonderir. CAl ise agulkh olarak subicular
kompleks ve entorhinal kortex ile baglantihidir (63,76).

2.5.8.2. Hippocampus’un dis baglantilan

Forniks; subiculum ve hippocampus’un bilyilkk piramidal hiicrelerinin
aksonlarindan olugsmustur. Hippocampus’un esas efferent yolunu bant seklindeki bu yap:
olusturur. Buradan ¢ikan lifler, subiculum, entorhinal alan, perirhinal kortex,
parahipokampal alan gibi bolgelere ulagirlar. Hippocampus ayrica, gyrus cinguli, olfaktor
bolgeler, nucleus amygdaloideus, nucleus caudatus, putamen, hypothalamus, insula,

thalamus’un anterior bolgesi ve corpus mamillare ile baglantihdir (2,11,63,66,76).

Ayrica, forniks’deki komissural lifler araciligtyla bir tarafin hippocampus’u, diger
taraftaki hippocampus ile baglantidadir. Siganlarda da, sag va sol hippocampus birbiriyle
baglant:1 halindedir (33,66).

Formatio hippocampalis’de, Gi¢ ana yolda, eksitator transmitterlerden glutamat

ve/ veya aspartat rol oynar:
1- Entorhinal kortex’den baglayip, gyrus dentatus’da sona eren perforan yol.

2- Gyrus dentatus’un graniiler hiicrelerinden CA3’lin piramidal hiicrelerine

uzanan yosunsu lifler.
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3- CA3’lin piramidal hiicrelerinden baglayip, CA1’in piramidal hiicrelerinde

sonlanan Schaffer kollateralleri.

Hippocampus’da, GABAerjik noronlar ise stratum oriens, stratum piramidale ve

stratum radiatumda bulunur (63,76).

2.5.9.Hippocampus’un Fonksiyonlan

Hippocampus, iggiidillerimizi ve emosyonel davramglarimzi yoneten Limbik
sistemi olugturan Limbik loba dahil bir yapidir (21,63,76). Hippocampus’un beyindeki bir
cok bolge ile olan baglantilann nedeniyle fonksiyonunu tammlamak zorlagmaktadir.
Hippocampus’un genel gorevleri yerine, katildig: fonksiyonlar belirlemek daha iyi bir
yaklagimdr.

Hippocampus kendine 6zgii yapisi nedeniyle senkronize galigmaya yatkindir.
Hippocampus’un EEG kayitlart her 4-7 saniyede gorilen ritmik sintizoidal tipte “teta”
dalgalanidir. Teta dalgalann senkron néronal desarjin belirtisidir. Ancak, korteksin
senkronize oldugu durumlarda, hippocampus desenkronizasyon gostermekte, korteksin
desenkron oldugu durumlarda da hippocampus senkron hale gegmektedir. Bu
paradoksun fonksiyonel rolii anlagtlamamgtir (10,33).

Hippocampus’un uyariimasiyla bir ¢ok endokrin ve davramgsal degisiklikler
gozlenmigtir. Asin kizginlik, 6fke veya sakinlik, halliisinasyonlar, defansif davramslar ve
hiperseksiialite goriilebilir. Aynica, hipofizin lobus anterior’'undan hormon salgilanmast
cevap olarak geligir (10,21,39).

Epilepsi tedavisi igin, bilateral hippocampus’u g¢ikanlan kisilerde, yeni bilgilerin
ogrenilmesi miimkiin olmamaktadir. Ozellikle sozlii (verbal) dgrenim durur. Ciinkii
hippocampus yeni edinilen bilgilerin depolandifi yerdir. Bu kigiler her giin gordugu
kigilerin isimlerini ve yiizlerini hatirlayamaz. Ancak, bagka bir faaliyet sirasinda anhk bir

26



hatirlama olabilir. Ayrica, bu kisilerde kisa siireli (yakin) hafiza kayb1 olusur. Anterograd
amnezi de denilen bu durumda, kisa bir periyotta kazamlan bilgiler hatirlanamaz. Buna
karsilik, uzun sireli hafiza ve 6nceden 6grenilen bilgiler etkilenmez. Ashinda, 6grenme
fonksiyonu da yeni bilgilerin basit gekilde edinilmesidir. Bu agidan, bu iki fonksiyon
kayb: birbiriyle iligkilidir. Uzun siireli hafizanin etkilenmemesinin nedeni, uzun siireli
hafizamin tiim serebral kortekste yerlesik olmasindandir (10,11,21,39).

Hippocampus, yeni ezberlenen bilgilerin pekigtirilmesi ve bunlan ifade etme
fonksiyonlarim gorir (10). Hippocampus’un piramidal hicreleri kortikosteroid
seviyesindeki degisiklikleri algilar (11). Bundan bagka, hippocampus igitme, gorme,
dokunma, i¢ organ duyularint ¢ok az olarak da koku duyusunu alir. Bu duyulan, direk
efektor organa etki etmeden, limbik sistemin diger boliimlerine iletir ve toplu bir davrams
olusturulmasim saglar (10,21). Hippocampus, limbik sistemle otonom sinir sistemi
arasinda baglanti kurarak, heyecanin kontrolinde ve i¢ organlara ait aktivitenin

diizenlenmesinde rol oynar (11).
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2.6. STEREOLOJI

Histolojik preparatlardan (kesitlerden) saglanan mikroskop goriintilleri (okiiler
goruntiisii, mikrofotograf, monitor veya elektron mikroskop goriintiisii vb.) daima iki
boyutludur. Gergekte ii¢ boyutlu olan biyolojik yapilar mikroskopta iki boyutlu kesit
goruntileri verirler. Iste Stereoloji bu handikap noktasindan hareketle, iki boyutlu olarak
gozlenen yap1 veya cisimlerin ii¢ boyutlu 6zelliklerini anlamayla ilgili olan bilim dahdir.
Stereoloji, doku ve yapilanin geometrik analizini ifade eden ve geometrik ve istatistiksel
yorumlan ile, iki boyutlu kesitlerden yapilanin metrik 6zelliklerini (say1, hacim, yogunluk,
uzunluk vb.) bulmay: saglayan metotlanin tiimiinii icermektedir (42). Morfometri ise;
yapisal ozelliklerin tammlanmasinda sayisal verilerin kullanilmasidir. Morfometrik veriler,
bir yapiya uygulanan 6lgme iglemlerinin herhangi bir tipinden elde edilebildigi gibi, doku
kesitlerinin  stereolojik analizlerinden de saglanabilir. Bu agidan, Stereoloji,
Morfometri’nin bir dalidir ve bu iki terim birbiriyle yakin iligkili, fakat esanlamh olmayan
terimlerdir (42,79).

Stereoloji, bir yandan iki boyutlu kesit gériintiilerinden ii¢ boyutlu sonuglar elde
ederken, Ote yandan ¢agimzin gerektirdigi etkinlik (verimlilik), c¢abukluk (hizhlk),
objektiflik (tarafsizhk) gibi modern kavramlann uygulama alamna sokmustur. Yine,
yapilan deneysel galigmalarin matematiksel olarak kontrol edilmesi hatalarin minimalize
edilmesini ve standardizasyonunu saglamigtir. Yapilan analizler, matematiksel ispatlarla

desteklendigi igin higbir itiraza yer birakmamaktadir.

Stereoloji terimi ilk kez 1961°de Elias tarafindan kullamlmg, 1984 yihinda Sterio
tarafindan “yeni ve tarafsiz” metodlann tarif edilmesi ile yeni bir anlayiga kavugmus ve

son yillarda ¢ok izl bir gelisme g6stermigtir (13).

Stereoloji’de kullamlan metotlarla, beyindeki toplam néron sayisi, sinaps
yogunlugu veya toplam beyin hacmi hesaplanabildigi gibi, 6rnegin bobrekte korteks-
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medulla orani, toplam glomerul sayisi; viicuttaki damarlarin toplam uzunluklan; ince
barsaklann toplam yiizey alanlan; bir hiicredeki toplam mitokondri sayisi vb. bir gok
biyolojik yapimn say1, uzunluk, alan ve hacim gibi parametreleri kantitatif (sayisal) olarak
ortaya konulmakta ve bunlara bagh olarak objektif yorumlar yapilabilmektedir (37,69).

Tip aragtirmalarinda kullamlan gerek klasik 1stk mikroskoplarn, gerekse elektron
mikroskoplan igin hazirlanan preparatlar 6nceden belirtildigi gibi, bir kesit goriintiisiini
gormemizi saglarlar. Kesitler herhangi bir yapinmn iginden gegen ve yapimin elemanlan ile
kesigen diizlemlerdir ($ekil-3-a,b). Yapinmn elemanlar; saysi, buyiikligi, yonelimi, alant
veya hacmiyle orantihi olarak histolojik kesitlerde izdiigiimler (profiller) olugtururlar.
Sayis1 ¢ok olanlar daha az sayida olanlara, uzun olanlar kisa olanlara, genis alana sahip
olanlar dar alana sahip olanlara, bityiik hacimli olanlar kiigiikk hacimlilere gére daha fazla
kesilme sansina sahip olduklanindan, kesitlerde daha ¢ok izdisiim verirler. Ayrica, bir
kural olarak ii¢ boyutlu bir yapinin i¢indeki elemanlar, iki boyutlu olan kesit diizlemleri ile
kesigtiginde, kesit diizleminde boyut kaybederek izdiigiimler verirler. Yani, bir hacme
sahip olan(ii¢ boyutlu) yapi, iki boyutlu bir dizlemle kesildiginde, boyut kaybederek iki
boyutlu bir yiizey seklinde izdiigim verir. Yine, iki boyuta sahip bir yiizey, bir boyutlu
¢cizgi; tek boyutlu ¢izgi ise sifir boyutlu nokta olarak izdiigiim gosterir. Bu genel prensibe
“Boyut azalmasi prensibi” adt verilir (36) (Tablo-1). Dolaysiyla, kesitlerde gozlenen
izdiigimler yardumiyla yorumlar yapmak, bu izdigiimlerin ait olduklan bilesenlerin iig
boyutlu 6zellikleriyle ilgili gergek veriler dikkate alinmadigindan yanhg olabilmektedir.
Ornegin, bir yap1 igerisinde bulunan “x” partikiillerinin (beyinde bulunan néronlar vb.)
sayisim hesaplamak istedigimizde, bunu dogrudan “x” partikiliiniin izdigtimlerinin
bulundugu iki boyutlu bir kesit iizerinde yapamayiz. Ciinki, partikillerin kesitlerde
ortaya ¢ikan izdiigiimleri, partikiillerin biyiiklikleri, hacimleri, uzun eksenlerinin kesit
alma yoniine dik ya da paralel olmasi gibi bir ¢ok faktorle iligkili olarak degigkenlik

gosterir.
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Tablo-1 : Yapilarda boyut azalmasi prensibi.

Yapi / Boyut | Dilim izdiigiim boyutu | Kesit izdiisiim boyutu | Cizgi izdiisiim boyutu
Hacim (3) 3 2 1
Yiizey (2) 2 1 0
Uzunluk (1) 1 0 -
Say1 (0) 0 - -

Biitiin bunlar, kesitlerden yararlanilarak yapilan morfolojik ¢aligmalarin, uygun

metotlar kullamlmadig taktirde, hatali sonuglar verebilecegini gostermektedir. Iste,

Stereoloji bu tiir sorunlan ortadan kaldirmak i¢in geligtirilmig bir bilim dahdir.

Stereoloji’de 6nemli olan nokta metotlanin etkin ve tarafsiz olmasidir. Etkinlik

(efficiency); en diigiik miktarda zaman harcanmasiyla, en disitk seviyeli degiskenlik

gosteren verilerin elde edilmesidir. Tarafsizlik (unbiased) ise; gercek degerden sistematik

sapma gostermeyen anlamundadir (37).
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Sekil-3-a : Ug boyutlu partikiillerin iki boyutlu kesit diizlemlerindeki sematik

goriiniimii (38).
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2.6.1.Sistematik Rastgele Ornekleme Stratejisi

Stereolojik metotlarin temel ilkelerinden birisi Sistematik Rastgele Ornekleme
Stratejisi’dir. Histolojik ¢aligmalarda incelenen yap: yada organlardan gok sayida kesitler
elde edilmektedir. Bu kesitlerin hepsini tek tek incelemek zaman ve enerji kaybina neden
olur. Hem bu olumsuz durumu ortadan kaldirmak,hem de Stereoloji’deki etkinlik ilkesini
gergeklestirmek amaciyla, elde edilen kesitlerin arasindan, tiim kesitleri temsil edebilecek
bir segim yapmak gerekir. Bu se¢im yapilirken yapiin her noktasimn egit 6rneklenme
sansina sahip olmas: istatistiksel agidan sarttir. Iste bu amagla istatistik 6rnekleme
yontemlerinden  Sistematik Rastgele Ornekleme kullanilir (62). Sistematik Rastgele
Ornekleme, o6nceden belirlenmis sabit bir drnekleme aralig boyunca, ilk 6rnekleme
arahgi icinde rastgele bir noktadan baglamak sartiyla, caligtlan yapmn tamammn
orneklenmesini saglar. Onceden belirlenen ve sabit olan 6rnekleme aralifi, érneklemenin
sistematik olmasint; ilk aralik iginde rastgele bir noktadan (kesitten) baslanmasi ise

orneklemenin rastgele olmasini saglar (14,35,36,55,70).

Stereolojik metotlarda kullamilan yontem ve prensiplerin biyiik bir kismu,
Sistematik Rastgele Ornekleme stratejilerinin varyasyonlari olarak digiiniilebilir (12).
Yapilan biitiin partikiil sayimu, alan hesaplamalan, hacim hesaplamalan gibi ¢aligmalarda,
ilk sart, ¢ahsilan yapiun her asamada (pargalann sec¢imi, kesitlerin érneklenmesi, sayim

alanlaninin belirlenmesi vb.) sistematik ve rastgele olarak drneklenmesidir.

2.6.2.Tarafs1z Sayim Cercevesi

Biitiin partikiill sayim yapilacak metotlarda, partikiil izdigtimlerinin belirli bir
alanla simrlandinlmasi gerekir. Klasik olarak uygulanan eski metotlarda ornekleme
gercevesi kare veya dikdortgen geklinde kullamlmigtir. Ancak, daha sonra bu gergevelerin
partikiil sayisiu fazla hesap etmeye neden oldugu anlagilmugtir. Bu etkiye, “fazla sayim
etkisi” (over estimation) denir (36,37). Partikill sayisiin sayim gergevelerinden

kaynaklanan hatalar nedeniyle farkli ¢ikmasina ise “kenar etkisi” adi verilir. 1977°de
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Gundersen tarafindan tammlanan sayim gergevesi, stereolojik metotlann tarafsizlik
(objektiflik) ve dogruluk ilkelerine uygundur (75). Bu yiizden tarafsiz sayim gergevesi
olarak stereoloji literatiiriinde (terminolojisinde) yer almugtir. Tarafsiz sayim gergevesi;
birbiriyle kesisen iki kenann kaln ve diiz, diger iki kenan ince ve kesikli ¢izgi ile
gercevelenmis kare veya dikdortgen seklindedir. Ince ve kesikli cizgiler serbest kenarlar,
kalin ve diiz gizgiler yasak kenarlardir. Yasak kenarlarin uzantilan vardir ve bunlar
gorintii alammin tamamum kaplayacak sekilde uzatihrlar. Kesikli gizgilere rastlayan
izdtigimler sayima dahil edilirken, kalin ¢izgilere rastlayan izdiigimler sayim dist
brrakilirlar.

2.6.3.0ptik Disektor

Optik disektér 1986°da Gundersen tarafindan ortaya konulmus stereolojik bir
metoddur (35). Optik disektoriin temel mantif kalin histolojik kesitlerden sanal olarak
optik kesitler elde etmek ve bu kesitlerde partikiil sayim yapmaktir. Kesit kalinligi, sayim
yapilacak partikiillerin en uzunundan daba fazla olmalidir. Bu deger yaklagik 25 um’dir
(13,36).

Sayisal a¢ikligs bityiik bir objektif (1.35-1.40 gibi) kullamlarak, optik kesitler yani
odak diizlemleri elde edilebilir (36). Kesit iist yiizeyinden alt yiizeyine veya alt yiizeyden
st yizeye dogru birbirini takip eden optik kesitler mevcuttur. Bu optik kesitlerde,
disektor sayim kurallanimin uygulanmasi, yani iki boyutlu sayim cergevesinin ii¢ boyuta
sanal olarak aktanlmasi ile partikiil sayimi, mikroskop baginda veya tek bir monitér
goruntiisiinde yapilabilir (70,75). Partikiil sayiminda 6ncelikle kesitin Ust yilizeyinden
odaklama yapilir. Gériintiiniin itk netlestigi yiizey kesitin tist ylizeyi olarak belirlenir (75).
Bundan sonra, mikroskobun mikrovidas: hareket ettirilerek kesitin i¢inde optik olarak
ilerlenir ve kesitin alt yiizeyine ulagihir (70,74,75). Kesitin alt yiizeyine ulagildigi goriintii
netliginin kaybolmasiyla anlagilir. Ust yiizeyden alt yiizeye ulagincaya kadar goriintii
alanina giren veya goriintii alamindan gikan partikiiller disektor partikuli olarak sayilirlar

ve kaydedilirler. Alt ve iist yiizeyler arast, mikrokator adi verilen ve kesitin iginde
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derinlik boyutu olarak ilerlemeyi saglayan, boylece “z” ekseni uzunluunu 6lgen bir aletle
tespit edilebilir(13,75). Kesitin kesilme ytizeyindeki fiziksel bozukluk (lost caps) (55,75)
ve artefaktlardan etkilenmemek igin, kesitin alt ve iist yiizeyinden belli bir mesafe
belirleherek buralarda partikil sayim yapilmaz (70,75). Bu mesafelere “alt ve st
giivenlik kusagi” denir. Bu mesafe her iki kugak igin de 3-5 um’dir. Yani, st ve alt
giivenlik kusagimin arasinda kalan mesafe partikiil sayimimin yapildig1 (optik disektor
yiiksekligi), tist ve alt giivenlik kugag ise sayimun yapilmadig bolgelerdir (3,12).

Toplam disektér partikiil sayisi, toplam disektor hacmine boliiniirse, sayisal
yogunluk (Nv) elde edilir. Sayisal yogunluk degeri, yapimn toplam hacmiyle garpilirsa,
toplam partikiil sayisina ulagilir (13,14,36).

Nv =X Q /X V(disektor) ve N(partikiil) = (£ Q" / Z V(disektor) ) x V (referans)

Nv: Sayisal yogunluk

¥ Q": Sayilan toplam disektor partikiil sayist
¥ V(disektor): Toplam disektor hacmi
N(partikil): Toplam partikiil sayist

V (referans): Referans alinan yapinin toplam hacmi

2.6.4 Parcalama (Fractionator)

Stereolojide en basit ve tarafsiz érnekleme bigimi “pargalama”dir. Pargalama;
ornekleme plani ile disektér sayim metodu kurallarnin bir arada kullamldigi toplam
partikiil sayisim bulmayr saflayan bir yontem olarak tammlanabilir (13,35,36,75).
Pargalama’mn en 6nemli 6zelligi, doku deformasyonlanindan (sekil degisikliklerinden),
fiksasyon, takip, gomme, kesit alma, boyama gibi histolojik islemlerden dolay:
olusabilecek biiziigme veya sigme gibi etkilerden bagimsiz olarak kullanilabilmesidir
(13,36,55,70,75). Bu metotda, mikroskop biiyiitmesinin veya yapinn toplam hacminin
bilinmesine de ihtiyag yoktur (55). Ayrica, kesitten partikiiliin bir biitiin olarak aynimasi
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veya kesilmesi anlamina gelen “lost caps” etkisinden de bagimsizdir (13,75). Bu metot
frozen (dondurma) yontemi, parafin ve plastik gomme metotlaninda kullanilabilir (70).
Tiim bu nedenlerle, etkin bir yontem olarak en ¢ok kullamlan metotlardan birisidir.
Pargalama yontemi, partikil sayimmnda kullanilan disektér uygulamasimn tipine gore
optik ve fiziksel pargalama olarak ikiye aynlmaktadir.

2.6.5.0ptik Parcalama ( Optical Fractionator)

Optik Pargalama, incelenecek bolge hacminin uniform (tek tip) sistematik rastgele
omekleme ile elde edilen belli bir bélimiinde, ti¢ boyutlu sayim ydntemi olan optik
disektorle hiicre saymmdir. Optik Pargalama, optik disektériin Ozelliginden dolay:
yapidaki partikillerin gekli, biyiikliigii, yonelimi ve kesit alma yoniinden etkilenmez
(35,75).

Optik Parcalama, yapiun tiiminden gegen kesitlerden sistematik rastgele
omekleme ile elde edilen belli bir bolimiinde, bu kez ilgilenilen partikil icerdigi
dustnilen kesit alanlanmn ve yine kesit kalinh@un belli bir orammnin sistematik
orneklenmesi ile uygulamr (35,36,55,75). Béylece, aslinda sayim igin tiim yapinn kigik
bir pargas1 drneklenmistir. Onemli olan bu érneklenen bolgelerin, ilgilenilen yapinin kagta
kagma karsilik geldiginin, yani ana yapiya olan orammn bilinmesidir. Orneklenen
pargadan elde edilen partikiil sayist rneklenen pargamin ana yaptya oranlan ile ¢arpilirsa,

toplam partikil sayisina ulagilmis olur.
Ornek olarak segilen parga veya kesitlerin, 6rnegin alindigt yapinin ne kadarlik bir
oramna karsihik geldigi bilinmelidir. Bu deger pargalama katsayisi olarak isimlendirilir ve

“P” olarak gosterilir (74). Oyleyse toplam partikiil sayis1 su formiille gosterilebilir :

N(toplam)=C Q) x (I/f) x (I/ £) x I/ H) x .............. (13,55).
2 Q" Optik disektor partikil sayist
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2.6.5.1 Kesit Ornekleme Oram (Fraksiyonu) (KeOO)

Partikiil sayim yapilacak yapimn tiimiinden kesitler elde edilir. Bu kesitlerden
sistematik rastgele drnekleme stratejisi ile en az on kesit elde kalacak sekilde, belli sayida
kesit segilir. Ornegin her bes kesitten birisi alinacak olursa, kesit drnekleme oram 1/ 5
olur. Béylece, baslangigtaki formiilde fi= 1/5 olacaktir (35,74,75).

2.6.5.2.Alan Ornekleme Orani (Fraksivonu) (AOO)

Sistematik rastgele 6érnekleme ile secilmis olan kesitler mikroskoba konulur.
Ilgilenilen bolgenin izdiigiim alam; 6nceden belirlenen araliklarla x ve y eksenleri boyunca
taramr. Buna x,y adimlama alani denir. Her adimlama sonucu goriintiide goriilen bu adim
alamnin, sadece yine olgiileri 6nceden belirlenen bir alaninda partikiil sayim yapilacaktir.
Olgiileri 6nceden bilinen alan, Gundersen’in tarafsiz sayim gergevesidir.

Boylece, partikiil sayum yapilacak, alan Ornekleme oram = a(tarafsiz sayim
cercevesi) / a(x,y adimlama) seklinde olur (3,74,75).

2.6.5.3 Kalmhik Ornekleme Oram (Fraksiyonu) (KaDO)

X, y adimlamalan ile belli bir 6rnekleme bolgesine geldikten sonra, bu mikroskop
goruntisinde optik disektér sayim kurallan uygulanacaktir. Bu metotda, onceden
actklandig gibi, kesit kalinliginin tamami boyunca degil, énceden belirlenmig belli bir
oraminda sayim yapilmaktadir. Partikiil sayimi, sist ve alt glivenlik kugaklan arasinda
kalan optik disektor yiksekligi boyunca yapilmaktadir (Bunun nedeni lost caps denilen
partikiil dokiilmesi sorununu ortadan kaldirmaktir). Iste bu disektor yiksekliginin, kesit
kalinligina oranina kalinhk 6rnekleme oram (fraksiyonu) denir.
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Boylece, kalinlik 6rnekleme oram (fraksiyonu) = h(disektér) / t seklinde olur
(3,74,75).

h(disektor): Disektor yiksekligi
t: Ortalama kesit kalinli.

Bagslangigta, toplam partikiil sayis1 i¢in verilen formiil artik asagidaki bigimde
ifade edilebilir;

N(toplam)= (X Q") x (1/ KeOO) x (1/ AOO) x (1/ Ka00) (3,13,35,74,75).

N(toplam)= (£ Q) x (1/ KeOO) x (1/ a(tarafsiz sayim gercevesi)/ a(x,y
adimlama)) x (1/ h (disektor)/ t) O

N(toplam): Toplam partikiil sayisi

2 Q" Toplam disektor sayisi

a(Tarafsiz sayim gergevesi): Tarafsiz sayim gercevesi alam

a(x,y adim): x ve y eksenlerindeki adimlama alam

h (disektor): Disektor yiiksekligi

t: Ortalama kesit kalinlig

Optik pargalayici igin;
1- Miimkiin oldugunca kalin kesitler alinmasina,

2- Mikroskop objektifinin yiiksek sayisal agikh@a sahip olmasina ozellikle dikkat
edilmelidir(54).
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢ahgmada; aym yas grubundan, 4-5 aylik, disi, 220-350 gr. agirhfa sahip,12
adet (6 adet deney grubu, 6 adet kontrol grubu) erigkin Sprague-Dawley cinsi siganlar
kullamild1. Siganlar, altlan plastik, tistleri tel kafeslere kondu. Kafes igine talag serpildi ve
kafesler belli periyotlarda temizlendi. Hayvanlara siit-pelet adi verilen sigan yemi
verildi.Yem ve su kaplan siirekli kontrol edilerek, hayvanlarin yeterli miktarda su ve yem
almalan saglandi. Hayvanlann bulundugu ortam, 12 saatlik aydinhk-karanhk siklusu
bulunan ve standart oda isist (22 + 2 °C) saglanan bir ortamdi. Hayvanlara yapilan tiim
islemler hijyenik kurallara uygun olarak, semisteril sartlarda gergeklestirildi.

Siganlar rastgele olarak iki gruba ayrldi:

1- Deney grubu (n=6) : Intrakortikal penisilin verilerek, deneysel penisilin epilepsi
modeli uygulanmasi planlandi.

2- Kontrol grubu (n=6) : Intrakortikal, aym: miktarda Serum Fizyolojik (% 0.9
NaCl) verilerek deney grubuyla kargilagtinimasi planlanlandi.

Operasyona alinan deney grubu hayvan Xylazine (Rhompun) ve Ketamin
(Ketalar) ile anestetize edildi. Uygulama, ilaglar tek bir insiilin enjektOriine alinarak ve
intraperitoneal olarak yapildi. Hayvan 4-5 dakika sonra derin anesteziye girdi. Daha
sonra sigan, operasyon tablasina alindi. Hayvamn kafa derisi gozlerinin lizerinden
baslayip, iki kulak arasit kapsayacak sekilde bir jiletle trag edildi ve bu bolgedeki killar
temizlendi. Tras edilen bolge betadin ile temizlendi. Bir bistiiri ile kafa derisi orta hatta,
anterior-posterior yonde 2-3 cm. kesildi. Yaklasik kesi yeri, gozleri birlestiren hat ile
kulaklart birlestiren hattin arasinda ve bu iki hayali ¢izgiye dik sekildeydi. Bregma’nin
yerini tespit etmek igin, 6nce deri altt dokulan, sonra periosteum bistiiri ile kiirete edildi.

Hemostaz1 saglamak igin, 6nceden hazirlannmg top seklindeki kiigitk pamuk pargalan ile
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kemik doku yiizeyine tamponlama yapildi. Bregma frontal kemigin arkada iki parietal
kemik ile birlesme yerine, bir bagka deyisle coronal suturun sagittal sutur ile kesigme
noktasma verilen isimdir. Burasi, kafatasi igin énemli bir kriter noktasidir (15,34,57).
Bregma agifa ciktiktan sonra, bregma’min 2 mm. posterior, 1 mm. lateralinden sag
korteks lizerine isabet eden bir nokta belirlendi. Os parietale yiizeyindeki bu noktadan
drill ile bir delik agildi. Bu islemde, drill nokta iizerinde sabit gekilde tutuldu, yanm daire
seklinde saga sola cevrilerek hafif bir basing uygulandi. Kemik tabakayi delme iglemi,
kortekse ulagilinca sona erdi. Drill’in kortekse girmemesine dikkat edildi.

Eczaneden satin alinan Penisilin-G (1 000 000 IU, Pfizer) steril distile su
kullanilarak seyreltildi. 500 IU, 0.1 cc. miktarindaki penisilin-G, ucu diiz sekilde kesilmig
ve kisaltilmug insiilin enjekt6rii ile 1 mm. intrakortikal derinlige inilerek, korteks igine
verildi.

Operasyondan sonra, kanama olmamasima dikkat edilerek, kesilen deri suture
edildi. Bu strada, kesilen deri pargalarinin tam olarak karsi kargtya getirilmesi ve deride
bliziiyme olmamas: saglandi. Bu iglem bittikten sonra, deri boigesi enfekte olmamas: igin
betadin ile temizlendi.

Hayvanin kafa derisi tizerine, EEG kayd: igin, iki adet giimiis plaka kondu. Bu
plakalar ince birer kablo ile EEG kayit aletine bagliydi.

Hayvanda ortalama 2-3 dakika sonra epileptiform degisiklikler bagladi. Elektriksel
desarjlar EEG aleti ile kaydedildi. Yaklagik bir saat nobetler gozlendikten sonra kafa
derisindeki gimis plakalar ¢ikanldi. Hayvan kafese alindi, numaralandi ve yem ve su
verildi. Bundan sonra, hayvan g6zleme alind1 ve gozlemler laboratuar defterine yazildi.

7.giliniin sonunda, hayvanlar Xylazine (Rhompun) ve Ketamin (Ketalar) ile intra

peritoneal yoldan anestetize edildi. Derin anesteziye giren sigan daha sonra, operasyon

tablasina alindi ve bir bistiiri sap1 yardimiyla medulla spinalis’e foramen magnum’un alt

40



noktasindan siddetli bast suretiyle dekapitasyon iglemi uygulandi. Bu sirada, hayvamn
kuyrugundan aniden gekilmesiyle 6liimiin kesin ve ¢abuk olmas: saglandi. Cok izl bir
sekilde kafatasi ince ve keskin bir makasla foramen magnum’dan baslayarak, 6nce orta
hatta ve daha sonra yanlara dogru kesildi, craniotomi sonrast beyin agiga ¢ikarildi. Taban
kisminda bulunan sinirler 6nden arkaya dogru kesildi. Arkada cerebellum’un altindan kesi
yapilarak, beyin sap1 medulla spinalis’in baglangicindan aynldi. Bundan sonra beyin
kafatasi iginden cikanldi. Bu islem 2-3 dakika i¢inde tamamlandi. Cryostat aletine ait
tagima tablas tizerine alman beyin, -50°C’de hazir tutulan Cryostat aletinin igine (Leica
CM3050) kondu (Resim-4). Boylece beyin gok hizli bir gekilde donduruldu (freezing) ve
fiksasyonu saglanmis oldu. Beyinin tagima tablasina yapigmas:i ve dondurma igleminin

hizlanmasi i¢in Gizerine jel (tissue freezing medium) dékiildii.

Tagima tablas: alet i¢inde kendine ait bolmeye kondu. Tagima tablasi, mikrotom
bigaginin transvers olarak kesit alabilmesi i¢in uygun sekilde yerlestirildi. Alet iginde
mikrotom bigagi ile 150 um kalinhkta ve optik parcalayici 6érnekleme stratejisine uygun
olarak kesitler alindi. Kesit alma islemi beyin dokusunun sonuna kadar devam etti. Alinan
kesitler birer lam iizerine toplandi ve numaraland:. Béylece, hiicre sayiminda kullanilacak

kesitler boyanmaya hazir hale geldi.

Hiicreler dogal durumlarinda fikse edilip, kesit ahndiginda klasik sk
mikroskobunda goriilemezler. Hiicreleri goriilebilir yapmak igin en uygun yol 6zel hiicre
boyalan ile boyamaktir. Caliymamizda, histolojik kesitler hematoxylen-eosin (H.E.) ile
boyandi. Hematoxylen-eosin rutin bir boyama metodu olup, hiicre ile hiicre uzantilarim
boyamaktadir. Bu boyama metodunda hiicrenin niikleusu mavi, stoplazmasi pembe
olarak boyanmaktadir. Calismamizda, hiicrelerin niikleusu esas alinacagindan, niikleusu
stoplazmadan ayiran bu metot uygun bir metoddur. Kesitler rutin hematoxylen-eosin
boyama serisinden gegirildikten sonra iizerlerine entellan dokiildi ve lamelle kapatildi.
Kesitler daha sonra kurumaya birakildi. Kurutma igleminden sonra, histolojik kesitler

klasik 15tk mikroskobunda incelenmeye hazir hale geldi.
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Kontrol grubu siganlara, deney grubu hayvanlara yapilan cerrahi iglemlerin aynisi
yapildi. Ancak, intrakortikal uygulanan penisilin-G yerine aym miktar (0.1 cc.) Serum
Fizyolojik (% 0.9 NaCl) verildi. 7. giin sonunda dekapitasyon sonrasi craniotomi ile
¢ikarilan beyinler Cryostat aletinde donduruldu ve optik parcalamaya uygun kesit
alinmasindan sonra, hematoxylen-eosin ile boyandi. Boylece, elde edilen kesitler klasik

15tk mikroskobunda incelenmeye hazir hale geldi.

3.1.Stereolojik sayimlar ve Optik Parcalama

Optik Pargalama, ii¢ boyutlu bir sayim metodu olan optik disektér ile
pargalamamn Ornekleme stratejisinin bir kombinasyonudur. Pargalama 6rnekleme
stratejisi ile ilgilenilen yapimn toplam hacminin bilinmesine ihtiya¢ kalmadan, yapidaki
toplam hiicre hesaplamasi yapilabilmektedir (75).

Calismamizda hippocampus bélgesindeki toplam néron sayist hesaplanmasinda
optik pargalama yontemi kullamldi. Stereolojik sayim igleminde, piramidal hiicrelerin
niikleuslar1 sayildi. Her piramidal hiicrenin, bir adet niikkleusu oldugu i¢in, hesaplamalarda
niikleus sayilar1 piramidal hiicre sayis1 olarak alindi (75). Sayim iglemleri hippocampus’un
CA1l, CA2 ve CA3 alt bolgelerinin stratum piramidale tabakasinda yapildi (Resim-1,2,3).
Hippocampus’un stratum piramidale tabakasinda piramidal hiicreler bulunur. Ayrica
yaklagik % 1 gibi digiik bir oranda sepet hiicreleri de mevcuttur. Sepet hiicrelerinin
niikleuslari, piramidal hiicre niikleuslarina benzer. Bu yiizden, toplam néron sayisi, bu

hiicreleri de kapsayacak sekilde hesaplandi (75).

3.2.Parcalayici 6rnekleme stratejisine uygun kesit alma ve kesit 6rnekleme oram

Cryostat aletinin iginde, beyin dokusu; transvers olarak, 150 yum kalinlikta sonuna
kadar kesildi. Elde edilen tiim kesitlerden en az 10 adet segildi. Bu segim Sistematik
Rastgele Ornekleme stratejisine gore yapildi. Buna gore, hippocampus igeren kesitlerden

en az 10 adet kalmasi icin her 4 kesitten birisi secildi. Ilk 4 kesitten hangisinin segilecegi
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rastgele olarak belirlendi (kura ile) ve bundan sonraki her 4. kesit incelenmek iizere
ayrildi. Boylece kesit drnekleme orant ( 1/ f)), her 4 kesitte, 1 adet kesit secildigi i¢in (1 /
4) oldu. ( KeOO = 1/ 4). Ancak, bazi hayvanlarda, en az 10 adet kesit kalmas: igin, 2
kesitten birinin segilmesi gerekti. Bu hayvanlar igin KeOO = 1/ 2 oldu.

3.3.Alan ornekleme oranm (AQQO)

Pargalayici drnekleme stratejisine gore, sistematik bigimde rastgele secilmis
kesitler boyandiktan sonra, ayn ayn mikroskoba (Nicon Eclipe E 600) yerlestirildi.
Hippocampus bolgesi X4 biiytitmede bulunduktan sonra mikroskop objektifi X100
(immersiyon, sayisal agiklik 1.25) biiyiitmeye getirildi. Goriintii, mikroskoba monte
edilmis video kamera (Hitachi OSP Color Video CameraVK - C220E) ile bir monitére
(Sony Trinitron Color Video Monitor PVM - 14N1MDE) aktanld: (Resim-5).

Bu iglemden 6nce, monitér tizerinde adimlama araligim tespit etmek i¢in, Thoma
Lamu ile goriintii kalibre edildi (Thoma Lami’nin gizgileri arasi 0.1 mm.’dir). Bunun i¢in
Thoma Lami mikroskoba konulup, goriintiide ¢izgiler arasi, X100 biiyiitmede belirlendi.
Daha sonra, bir asetat monitér {izerine kondu ve bu gizgiler bir cetvel kullanilarak, asetat

kalemiyle ¢izildi. Boylece, asetat iizerine gizilen ¢izgiler arast 100 um (0.1 mm.) oldu.

Goruntii  kalibrasyonu  saglandiktan sonra, mikroskopta bulunan kesit
goriintiisiinde 300 um araliklarla “x” ekseninde ve 300 um araliklarla “y” ekseninde
“adimlama” yapildi. Biitiin kesitlerde aym islem yapildiktan sonra, hippocampus
CA1,CA2,CA3 alt bolgelerinin, stratum piramidale tabakasi, x ekseninde 300 um'lik ve y
ekseninde 300 pm'ik araliklarla taranmig oldu. Her adimlama sonucu, monitdr
gorintiisiine gelen sol hippocampus CA1,CA2,CA3 alt bolgesine dahil olan alanda
niikleus (hiicre) sayimu yapildi. Béylece, x,y adimlama alam (a(x,y adimlama)) = 300 pm
x 300 pm = 90 000 um* oldu.
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Her adimlama sonucu monitére gelen goriintiiniin tamaminda sayim yapilmadi.
Goruntiiniin, sadece Olgileri onceden tespit edilen tarafsiz sayim gergevesinde sayim
yapildi. Tarafsiz sayim gergevesinin kenarlanim belirlemek igin, daha 6nce adimlama
araligim tespit etmekte kullamlan Thoma lamindan yararlanildi. Mikroskop objektifi
X100 biiyiitmedeyken asetata ¢izilen Thoma lamm araliklan 100 pum idi. Bu kare
seklindeki alamin ortasina, gerekli kalibrasyon yapilarak, kenarlarn 25 pm olacak sekilde
bir gerceve ¢izildi. Bazi hayvanlar igin, tarafsiz sayim c¢er¢evesinin kenarlart 20 um olarak
alindi. Cergevenin birbirine dik sol ve alt kenarlan yasak kenarlar, diger iki kenar serbest
kenar olarak belirlendi. Yasak kenarlarin uzantilan ¢izildi. Boylece iizerinde tarafsiz
sayum gergevesi ¢izili asetat monitdr {izerine yapigtirildi. Sayimlar, bu gergevenin igindeki

ve serbest kenarlarla temas eden niikleuslar sayima dahil edilerek yapildi.

Tarafs1z sayim gergevesinin esit iki kenar uzunlugu 25 pm idi. Bu ylizden Tarafsiz
sayim gercevesinin alam ( a(tarafsiz sayim gergevesi) ) = 25 pm x 25 pm = 625 um’
oldu. Tarafsiz sayim gergevesinin kenarlarn 20 um olarak alinan hayvanlar igin; tarafsiz

sayim gergevesinin alani ( a(tarafsiz sayim gergevesi) ) = 20 um x 20 um = 400 um” oldu.

Bu iki degerden sonra;
Alan 6rnekleme oram (AOO) = ( a(tarafsiz sayim gergevesi) ) / a (x,y adimlama)
=625 um”/ 90 000 um? bulundu.

Bu deger, Tarafsiz sayim gergevesinin kenarlan 20 um olarak alinan hayvanlarda;
Alan 6rnekleme oram (AOO) = ( a(tarafsiz sayim gercevesi) ) / a (x,y adimlama)

= 400 pum?* / 90 000 um? olarak bulundu.

3.4 Niikleus (hiicre) sayimit

“x” ve “y” eksenindeki adimlamalar ile belli bir 6rnekleme bolgesine gelindikten

sonra, bu bolge hippocampus CAl, CA2, CA3 alt bolgelerinin stratum piramidale
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tabakas1 siurlan iginde ise (hippocampus CAl, CA2, CA3 alt bolgelerinin stratum
piramidale tabakasimn simrlarim belirlemek igin, Nikon-113434 NS marka Stereoskobik
mikroskoptan yararlanildi), optik disektér sayim kurallan uygulanarak niikleus
(piramidal hiicre) sayim yapildi (Tablo-2’de Deney-1 ve Kontrol-1 numarah siganlarda

sayllan disektor noron sayilan verilmigtir).

Gorinta alanindaki tarafsiz sayim gergevesi iginde, ilk netlesen nikleus goriintisi
kriter alinarak, kesitin iist veya alt yiizeyi belirlendi ve mikroskobun mikrovidast
isaretlendi. Daha sonra, 10 um'lik bir giivenlik kugsag: birakilarak, kesit iginde optik
olarak ilerlendi. Bu mesafede, herhangi bir niikleus goriintiiye girse bile sayim dis1
birakiddi. 10 um'lik ilerlemeden sonra, mikroskobun mikrovidasi dondiriilmeye devam
edilerek, 30 pm'ik disektor yiikseklifi boyunca optik kesitler seklinde, kesit iginde
ilerlendi. Optik disektor yiiksekligi boyunca tarafsiz sayim gergevesinin igine diisen veya
serbest kenarlarla kesigen niikleuslar sayildi. Yasak kenarlarla veya bunlarin uzantilan ile
kesigsen niikleuslar ise sayim digt birakildi. Optik disektér yiiksekligi gegildikten sonra,
kesitin sonuna kadar mikrovida ayan ile gidildi. Kesitin alt yiizeyi, en son olarak gozlenen

net niikleus goriintiisi olarak belirlendi.

3.5 Kalinhik Ornekleme Oram (KaQO)

Histolojik kesitlerdeki kesit kalinlig1 6l¢timii elektronik “mikrokator” adi verilen
bir alet yardimyla olgiilmektedir (36). Mikrokator, “z” eksenindeki derinlik boyutunu,
mikroskop tablosunun hareketleri oOlgerek belirleyebilen ve boylece optik olarak
dizlemler boyunca kesitin i¢inde ne kadarlik ilerleme yapildigim tespit edebilen bir
alettir. Klasik 11k mikroskobunda, kesit kalinligi mikroskobun mikrovidas: dondiirilerek
kesitin iginde optik diizlemler boyunca ilerlerken ilk netlesen goriintii ile en son gézlenen
net goriintii arasinda kalan mesafenin mikrovidadan okunmasi ile elde edilebilir. Bu iglem
igin mikroskobun mikrovidasindaki gostergede yer alan rakamlarn, gergekte kesit
kalinligimin ne kadarna kargilik geldiinin kalibre edilmesi gerekir. Caliymamizda bunu
saglamak igin, bir lamelin alt ve iist yiizeylerine iki farkh renkte iki ¢izgi ¢izildi. Bu lamel
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bir lam iizerine yapistinildi. Mikroskopta, mikrovida déndiiriilerek lamel st yiizeyine
¢izilen ilk ¢izgi bulundu. Bu mikrovida degeri not edildi. Mikrovida dondiiriilmeye devam
edilerek, farkl renkteki diger ¢izgiye ulagildiginda, bu mikrovida degeri lamelin alt yiizeyi
olarak kabul edildi ve deger okundu. iki deger arasindaki fark mikrovida iizerindeki
gostergeden belirlendi. Mikrovidadaki degerlerin gergek kargiiim bulmak igin, lamel 90°
dik konumda mikroskop tablasina yerlestirildi. X10 biiyiitmede lamelin dik konumdaki
kenan monitér gorintisine getirildi. Thoma lam kullanilarak énceden kalibrasyonu
saglanan monitér goriintiisiinde lamelin gergek kalmh@ olgiildi. Bu &lgiim sonucu,
lamelin ger¢ek kalinhg: ile mikrovida dondiiriilerek bulunan degerlerin karsilagtinimasi

saglandi.

Cahsmamizda kesit kalinlifi, mikroskobun mikrovidasi dondiiriilerek kesitin
icinde optik dizlemler boyunca ilerlerken ilk netlesen niikleus goriintiisii ile en son
gozlenen net niikleus goriintiisii arasinda kalan mesafedir. Bu sekilde her hayvan igin
orneklenen biitiin kesitlerdeki kalinlik élgiimleri yapildi. Boylece, ortalama kesit kalinlig

bulunmusg oldu.

Kalinlik 6rnekleme oram (KaOO) = h(disektor) / t degeri bulundu.

h(disektor): Disektor yiiksekligi (Calismamizda disektor yiiksekligi 30 um olarak
alindi)

t : Ortalama kesit kalinli;

Bu degerler bulunduktan sonra;

N(toplam) = (Z Q) x (1/ KeOO) x (1/ AOO) x (1/ KaOO) formiiliinde yerine

kondu. Béylece, toplam néron sayis: hesaplandi.

Ormnekleme plammn yeterliligi Hata Katsayilan hesaplanarak kontrol edildi
(Tablo-8,9,10).
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Tablo-2 : Deney-1 ve Kontrol-1 numarali siganlardan Sistematik Rastgele
Ornekleme Stratejisine gore alinan kesitlerde, hippocampus’ta (CA1, CA2, CA3 alt
bolgeleri) sayilan disektor partikiil (néron) sayilari.

Deney-1 Kontrol-1
Kesit No Q" (disektor Q (disektor
partikiil sayis1) | partikiil sayist)
1 18 15
2 16 14
3 18 17
4 5 11
5 9 14
6 8 18
7 12 16
8 13 18
9 17 12
10 12 19
11 - 9
12 - 16
Toplam(Q") 128 179
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Resim-2  Hippocampus'un noron sayim yapilan stratum piramidale tabakasimin,

a) X 10 buyutmedeki (H E | Ustte)

b) X 20 buyutmedeki (H E . Altta) gorunumii.
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Resim-3  Hippocampus'un noron sayimi yapilan stratum piramidale tabakasimn,
a) X 40 buyutmedeki (H.E.. Ustte)
b) X 100 buyutmedeki (H.E . Altta) gorunumu

5 WE YURSEKOCRETIM K1 Uk
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BULGULAR

4.1 Korteks icine verilen maddelerin etkileri

A- Deney grubu siganlarda korteks igine verilen Penisilinin epileptik etkileri:

Deney grubu hayvanlara, 500 IU, 0.1 cc. Penisilin-G’nin verilmesinden ortalama

2-3 dakika sonra, hayvanlarda epileptiform degisiklikler bagladi.

Penisilin’le olusturulan bu nobetlerde; énce kafada, sonra tiim viicutta titreme
hareketi, 6n ve arka ekstremitelerde ve daha sonra tiim viicutta tonik-klonik kasilmalar,
ayakta duramama ve dengesizlik, sik agiz hareketleri, kuyruk diklesmesi ve kuyrugun
dairesel hareketler yapmasi ve hayvamn ekstremiteleri ile beraber tamamen yerden
sigramasi hareketleri gozlendi. Nobetler ortalama 3-10 saniye araliklarla tekrarland: ve

literatiirde rapor edilen nobet sekillerine (61) benzer 6zellikteydi.

Deney grubu hayvanlanin kafa derisi tizerine konulan iki adet gumis plaka
aracih@yla, elektriksel desarjlar EEG aletinde kaydedildi ve epileptik aktiviteler tespit
edildi (Sekil-4.LII). Kayitlar, Sensitivite = 20 mikrovolt / mm., KH (Kagit hzi) = 15
mm./ sn., TC = 0.3, HF = 70 Hz, referans (toprak) : kuyruk, olarak alinmusgtir.

B- Kontrol gubu siganlarda korteks igine verilen Serum Fizyolojik’in etkileri:
Kontrol grubu hayvanlara, ayni miktar (0.1 cc.) Serum Fizyolojik (%0.9 NaCl)
sag korteks icine verildi. Hayvanlarda uygulama sonrasi herhangi bir davrams degisikligi

gozlenmedi.

Kontrol grubu hayvanlarin kafa derisi tizerine konulan iki adet gumiis plaka

araciliiyla, elektriksel desarjlar EEG aletinde kaydedildi (Sekil-5). Kayitlar, Sensitivite =
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20 mikrovolt / mm., KH (Kagit hiz1) = 15 mm./ sn., TC = 0.3, HF = 70 Hz., referans
(toprak) : kuyruk, olarak alinmigtir.

4.2 Operasyon sonrasi genel gozlemler

A- Deney grubu siganlar:

Intrakortikal Penisilin uygulanan siganlar 1 saat sonra kafese kondu. Hayvanlar
numaralandi, yem ve su verildi. Daha sonra, hayvanlar gozleme alindi ve davramg

degisiklikleri laboratuar defterine kaydedildi. Buna gore:
1. Gun: Hiperaktivite, stk kasinma hareketi, cevreye karst ilgi pozitif,
3. Gun: Hiperaktivite, yem ve su aliyor.
7. Gun: Hiperaktivite, yem ve su aliyor.
B- Kontrol grubu siganlar:
Intrakortikal Serum Fizyolojik uygulanan sicanlar kafese kondu, numaralandi,

yem ve su verildi. Hayvanlar operasyon sonrast 1-3-7. glinlerde gozlendi. Kontrol grubu

siganlarin hareketlerinde normal dist bir degisiklik gozlenmedi.

4.3.0ptik pargalama ile toplam néron sayis1 hesaplamalar

A- Deney grubu:
Penisilin ile deneysel epilepsi olusturulan deney grubu siganlarin sol hippocampus

(CAL, CA2, CA3 alt bolgeleri) toplam néron sayilart ve toplam néron sayisi

hesaplamalarinda kullanilan parametreler Tablo-3’de gosterilmigtir.
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B- Kontrol grubu:
Kontrol grubu (Intrakortikal Serum Fizyolojik verilen) siganlarin sol hippocampus

(CAl, CA2, CA3 alt bolgeleri) toplam noéron sayilari ve toplam ndron sayist
hesaplamalarinda kullanilan parametreler Tablo-4’de gosterilmistir.
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Tablo-5 : Deney grubu siganlarda (6 adet) optik pargalama yontemi ile hesaplanan

sol hippocampus toplam néron sayilar.

Hayvan | Toplam néron sayist
Deney-1 131 235
Deney-2 130410
Deney-3 154 080
Deney-4 157 697
Deney-5 147 052
Deney-6 136 857
Ortalama 142 888

Tablo-6 : Kontrol grubu siganlarda (6 adet) optik pargalama yontemi ile

hesaplanan sol hippocampus toplam néron sayilari.

Hayvan | Toplam ndron sayisi
Kontrol-1 165 127
Kontrol -2 166 717
Kontrol -3 180 040
Kontrol -4 194 745
Kontrol -5 182 027
Kontrol -6 179 066

Ortalama 177 953
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Tablo-7 : Kontrol ve Deney gubu siganlara ait sol hippocampus'daki toplam

ortalama noron sayilar.

N | Kontrolgrubu | N Deney grubu % Farklilik

6 | 177953 +10907 | 6 | 142 888 £ 11 745 19.71*

N : Caligmada kullamlan sigan sayist
*:p<0.05 (Ortalama degerler standart hata ile birlikte verilmigtir).

Tablo-8 : Deney-1 Numarali sigan igin sol hippocampus toplam noron sayisin
bulunmas: sirasinda gozlenen Hata Katsayist (HK) hesaplanmast (38) (HK= % 10’un
altinda bir degerde ise galisma giivenilirdir ve ¢aligmanin 6rnekleme plam yeterlidir)
(12,13,42).

Kesit | Q' | QixQi | Qix(Qi+1)]Qix (Qi+2)

1 18 | 324 288 324

2 16 | 256 288 80

3 18 | 324 90 162

4 5 25 45 40

5 9 81 72 108

6 8 64 96 104

7 12 | 144 156 204

8 13 169 221 156

9 17 | 289 204 -

10 | 12| 144 ; ]
Toplam | 128 | A= 1820 | B=1460 | C=1178

Q' : Disektor partikiil sayisi, Qi +1 : Bir sonraki kesitte sayilan disektor partikiil sayis1.
HK=V[(BA+C-4B)/12]/ £ Q =0.063
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Tablo-9 : Deney grubu siganlarda sol hippocampus toplam ndron sayisimun

bulunmast sirasinda hesaplanan Hata Katsayisi (HK) degerleri.

Sigan No | Hata Katsayis1 (HK)
Deney-1 0.063
Deney-2 0.058
Deney-3 0.047
Deney-4 0.046
Deney-5 0.067
Deney-6 0.050

Tablo-10 : Kontrol grubu siganlarda sol hippocampus toplam néron sayisin

bulunmasi sirasinda hesaplanan Hata Katsayisi1 (HK) degerleri.

Sigcan No | Hata Katsayis1 (HK)
Kontrol-1 0.054
Kontrol-2 0.056
Kontrol-3 0.098
Kontrol-4 0.051
Kontrol-5 0.047
Kontrol-6 0.052
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Resim-4 : Calismamizda kullanilan Cryostat aleti (Leica CM3050).

e YOKsEKOCRETIM KURTLL
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Resim-5 : Optik pargalama metodu ile hiicre (noron) saymmu yapilan sistemin

genel goriintiisit (Mikroskop, video kamera ve monit6r).
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TARTISMA

Bu tez g¢ahigmasinda, penisilin-G'nin intrakortikal olarak verilmesi ile deneysel
epilepsi modeli olusturulan deney grubu siganlarin hippocampus CA1l, CA2 ve CA3 alt
bolgelerinin, stratum piramidale tabakasindaki toplam piramidal néron sayisy, stereolojik
bir yontem olan optik par¢alama metodu ile hesaplanmugtir (Tablo-3) (Ortalama = 142
888 + 11 745.40, minimum = 130 410, maksimum = 157 697) (Tablo-5). Kontrol grubu
sicanlara ise; intrakortikal yolla aym miktar Serum Fizyolojik verilmig ve optik pargalama
ile aym bolgede noron sayis1 hesaplanmugtir (Tablo-4) (Ortalama = 177 953 £ 10 907.95,
minimum = 165 127, maksimum = 194 745) (Tablo-6). Ortaya cikan sonuglara gore;
deney grubu siganlarin hippocampus CAl, CA2 ve CA3 alt bolgelerindeki piramidal
noron saysi, kontrol grubu siganlara gore istatistiksel olarak diigiik bulunmustur (Mann-
Whitney U testi, p < 0.05, Tablo-7).

Beyinde yer alan yapilardan hippocampus, uyaranlara kars: son derece diisiik esik
siddetine sahiptir. Hippocampus’un bir noktasina verilen uyaran aymi anda tim
hippocampus alt bolgelerine yayilir. Béylece, zayif bir stimtilasyon epileptiform aktiviteye
neden olur. Epileptik nobet uyar bittikten sonra da devam eder (10,21,39). Bu
hipereksitebilitenin nedeninin, diger korteks yapilant alti tabakali olmasmna kargilik,
hippocampus’un {ig tabakali histolojik yapisina baglt olabilecegi belirtilmektedir (39).

Hippocampus’un hipereksitebilitesi sonucu epileptik nobetlerde kolayhkla
uyarilabilmesi irreversibl hipokampal noéron kaybina, ozellikle CAl1 ve CA3 alt
bolgelerinde piramidal noéron kaybma ve hipokampal skleroza neden olmaktadir
(17,28,39,65).

Hippocampus’un CA3 alt bolgesinin piramidal hiicrelerinde yiiksek derecede
eksitator kollateral baglantilar mevcuttur. Bu bolgedeki bir uyaran ayni anda CAl alt
bolgesine (Schaffer kollateralleriyle) ve karsi taraftaki hippocampus CAl ve CA3 alt



bolgelerine (hippocampus’un komissural lifleriyle) ulagtinlir (63). Hipokampal sklerozda
en ¢ok hasar hippocampus’un CAl alt bélgesinde goriilir. Bunun nedeni, hiicre
eksitasyonunu azaltici kontrol mekanizmalarinin CA1 alt bélgesinde yetersiz olmasi ile
agtklanabilmektedir. (63).

Hippocampus’'un CA4 alt bolgesi polimorfik hiicrelerden olugsan ve gyrus
dentatus’un hilusuna uyan bolgedir (76). Hilusun dig siun, gyrus dentatus’un graniil
hiicre tabakasinin i¢ simn tarafindan tanmmlamir. i¢ kenarin orta noktasi, CA3 bolgesinin
piramidal hiicre tabakasmin medial sonlanmasi tarafindan belirlenir (75).
Hippocampus’un CAl, CA2, CA3 alt bolgeleri esas olarak piramidal hiicrelerden
olusurken (56,75), CA4 alt bolgesi polimorfik hiicreler igerir (76). CA4 alt bolgesi hem
anatomik hem de histolojik olarak diger alt bolgelerden (CA1, CA2, CA3) farkhdir. Bu
farkhihiktan dolayir, CA4 alt bolgesi Boss ve arkadaglarmin noron sayim yapilan
cahgmasinda sayim digt birakilmustir (9). West ve arkadaglanmin stereolojik metot
kullanilarak yaptiklan galigmada CA4 alt bolgesi sayimda CA1 ve CA3 alt bélgelerinden
ayn olarak degerlendirilmistir. Caligmarmzda, literatiirde iist bélge (regio superior) ve alt
bolge (regio inferior) olarak tammlanan CAl ve CA3 alt bolgeleri ile bu iki bélge
arasinda kalan ve geg¢is bolgesi olarak tamimlanan CA2 alt bolgesi sayima dahil edilmis,
anatomik ve histolojik farkliligi olan CA4 alt bolgesinde sayim yapiimamugtir.

Epilepsi fizyolojisi ve patolojisinin anlagilmas: i¢in deneysel epilepsi modelleri
gelistirilmigtir (8,49,60). Bu amagla, hem elektriksel uyaranlar, hem de gesitli kimyasal
uyaranlar kullamlébilmektedir. Kimyasal uyaranlardan ¢inko siilfatin intrakortikal
uygulanmastyla, tavsan ve sigan hippocampus’unda piramidal hiicre yogunlugunu
azalttify bildirilmektedir (19,20,31,50). Bir glutamat agonisti olan kainik asit, siganlarda
beyin ventrikiillerine verildiginde hippocampus’un CA3 ve CA4 bolgelerinde, ilk
nobetten 24 saat sonra g6zlenebilen, ndron kaybr olusturmaktadir (45,48,49). Pia mater
lizerine uygulanan aluminyum; noéron kaybi, dendrit yapisinda degisiklik ve glial hiicre
artisina neden olmaktadir (30).

Bizim ¢aligmamizda, kimyasal konviilsanlardan penisilin-G kullanilmast tercih
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edilmistir. Epileptik nébet olugturucu etkisi 1945 yilinda tespit edilen penisilin ile
deneysel epilepsi modeli olusturulabilmektedir (30,49). Nonspesifik bir GABA
antagonisti olan penisilin’in (25), intrakortikal uygulandiinda, epileptojenik bir odak
olusturdugu ve epileptiform aktivitenin fokal baglayip yayilarak jeneralize olmas: gekliyle,
klinikteki Grand mal epilepsiye benzer bir tablo olusturdugu bildirilmektedir (22,61).
Penisilin modeli, dier modellere gore hem maliyetinin diigiik olmasi, hem de tek bir
intrakortikal injeksiyon ile gergeklegtirilebilmesi nedeniyle avantajli bir modeldir. Ancak,
penisilin ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde, hippocampus’taki ndron sayisi
degisiklikleri konusunda c¢aligma yapilmamugtir. Bu amagla ¢ahiymamizda, Sprague —
Dawley cinsi siganlara intrakortikal 500 IU penisilin-G verilerek deneysel epilepsi
olusturulmus ve hippocampus noron sayisi degisiklikleri aragtirilmustir. Siganlarda
intrakortikal 300-500 IU penisilin-G uygulanmas: epileptik aktivite meydana getirmistir
(5,23,49). Benzer sekilde, tavsanda intrakortikal 300 IU sodyum (Na) penisilin - G
verilerek epilepsi olugturulmusgtur (51). Albino farelerde intrakortikal 100 IU kristalize
penisilinle epileptik aktivite elde edilmigtir (68). Ayrica, kedilerde kortekse uygulanan
kristalize penisilinle aym sonuca ulagilmigtir (49). 1.7 - 3.4 mM penisilin 1slatilarak
emdirilmis pamuk pargasi, sigan, tavsan veya kedi beyin korteksine (pia mater ylizeyine)
konulursa, bir ka¢ dakika sonra interiktal diken (spike) dalgalan (desarjlart) EEG’de
kaydedilir. Bu degisiklikler insan korteksindeki elektrokortikografiden elde edilen
interiktal diken dalgalarina benzerdir (30). Bizim ¢aligmamizda da, sigandan alinan
EEG'de interiktal epileptik desarjlar kaydedilmistir (Sekil-4.1.A).

Horn, siganlarda motor ve visual korteks igine penisilin-G uygulandiginda,
epileptik aktivitelerin baslangig periyodunun, uygulanan penisilin dozundan (16 IU —
1 000 000 IU) bagimsiz oldugunu gostermigtir (41). Epileptiform aktivitelerin latent
siireleri ise hem penisilin dozundan, hem de intrakortikal injeksiyon yerinden bagimsizdir.
Caligmamizda bu yiizden, literatiirde yer alan 500 IU penisilin-G dozu kullanilmugtir.
Ancak, deneysel epilepsi modelinde, penisilin-G doz degisikliklerinin ndron sayisina etkisi
aragtirma konusu yapilabilir. Ayrica, penisilin-G ile olusturulan epilepsi modelinde sayist
azalan noronlarin, spesifik olarak GABAerjik noronlar olup olmadig:
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immiinohistokimyasal boyama yapilarak, optik pargalama yéntemi ile arastinlabilir.

Mouritzen — Dam’in elektriksel uyaran verilerek deneysel epilepsi olugturdugu
sicanlarin hippocampus néron sayilarinda bir azalma bildirilmektedir (16). Bu galigmada
her kesitte 150 um Z’lik bir alanda hiicre (piramidal néron) sayim yapilmis ve 1.05 x 10
mm>’deki hiicre yogunlugu belirlenmistir. Mouritzen - Dam, yine aym gahgmada insan
epilepsi hastalaninda aym yontemle yaptigi hesaplamada hippocampus piramidal néron
sayilarinin azaldifint rapor etmigtir. Bizim galigmamizin sonuglan, Mouritzen - Dam’in
sonuglan ile uyumludur. Ancak, ¢aligmamizda kullandigimz stereolojik metotlardan
optik pargalama daha giivenilir sonuglar vermektedir. Sayisal yogunluk verisi doku
biiziigmesi veya doku sigsmesinden etkilenebilirken, galiyjmamizda kullarulan yontem bu tiir
degigsikliklerden etkilenmemektedir (54,75).

Boss ve arkadaglan 1987°de yaptiklan gahgmada, Sprague - Dawley ve Wistar
cinsi siganlarda hippocampus CAl ve CA3 alt bolgelerinde noron saymm yapmusglardir
(9). “Bioquant goriintii analiz sistemi” ile yaptiklan1 sayimlarda, belirli bir hacimde hiicre
yogunlugunu bulmuglardir. Bu yontem igin Abercrombie diizeltme faktorii kullanlmugtir.
Buna gore, 1 Ayhk Sprague - Dawley cinsi siganlar igin, hesaplanan ndron sayisi
ortalama = 750 000’dir. Ancak, Boss’un kullandigi metot, Stereolojik olmayan bir
metottur. Bundan bagka, Babb ve arkadaglannin temporal lob epilepsili (kompleks
parsiyel epilepsili) insanlarda temporal lobun 13 farkli alt bolgesinde hacimsel
(volumetrik), hiicre yogunlugunu bildiren ¢aligmast vardir (4). Bu galiymada mm>’deki
hiicre yogunlugu hesap edilmigtir. Diizeltme faktorii olarak Abercrombie formiili
kullamlmugtir.

Noron sayisimin tespitinde, Mouritzen — Dam (16), Boss ve arkadaglar (9), Babb
ve arkadaglariin (4) kullandigs, belirli bir hacimdeki sayisal yogunluk (Nv) yeterli bir
parametre degildir. Hippocampus’taki toplam néron sayis1 (Ntoplam), hippocampus’taki
sayisal yogunluktan (Nv) daha gegerli bir parametredir (70). Hippocampus hacmi
degistiginde, N toplam = (Nv) x (Vref) formiiliine gére toplam hiicre sayisinda degisiklik
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olur (14,36). Yani, Nv ile yapilan hesaplamalar, hacim degigikliklerinden, histolojik
islemlerden (fiksasyon, takip, gomme, kesit alma, boyama vb.) dolayr dokuda
olugabilecek biiziigme veya sigmeden etkilenebilir. Ancak, optik pargalama yontemi
boyle bir olumsuzluk tagimamaktadir. Optik pargalamada hesaplamalar, sayimin yapildigi
yerin (CA1,CA2,CA3 alt bolgelerinin stratum piramidale tabakasinin Orneklenen
boliimi), biitlin yapinin ne kadarlik bir oranina kargilik geldiginin bilinmesi esasina gore
yapilir. Bizim gahiymamizda, karsilik gelen oranlar gézoniine alinarak, tarafsiz ve etkin
olan bu yontemle kantitatif (sayisal) bir sonuca ulagilmigtir. Ayrica, direk olarak toplam

ndron sayisina ulagilmig, hippocampus hacminin bilinmesine ihtiyag kalmamgtir.

Stereolojik metotlarin ortaya gikmasi ile sinir bilimleri, patoloji, fizyoloji, anatomi
ve histoloji gibi Tip bilim dallaninda yaygin olarak kullanilmaya baglanmasindan sonra, bu
yontemlerle bir ¢ok galisma yapilmigtir. West ve Gundersen 1990°da, ¢esitli nedenlerle
olen insanlarin hippocampus’undaki toplam néron sayisim tarafsiz stereolojik yontemlerle
hesaplamuglardir (73). West, hippocampus’taki stereolojik ¢aligmalarla, hipokampal alt
bolgelerin néron sayilanim kirpi, kobay (laboratuar kemirgeni), vahsi fare ve insanda

kargilagtirmah olarak vermistir (71).

Stereolojik metotlann kullanlmadifi caligmalarda ¢esitli hata kaynaklan ile
karsilagilir. Hata kaynaklarindan kacinabilmek amaciyla galigmamizda stereolojik bir

yontem kullanitmugtir. Karsilagilan baglica hata kaynaklar sunlardir :

1- Ug boyutlu yapilardan elde edilen iki boyutlu kesit diizlemlerinde ortaya ¢ikan
“Boyut azalmast” prensibinin farkedilememesi,

2- Kesit diizlemlerinde dogrudan incelenemeyen derinlik boyutunun gérmezden
gelinmesi veya bu eksik bilginin bir takim diizeltme faktorleriyle telafi edilmeye
¢aligtimas: (Abercrombie diizeltme faktorii vb.),

3- Ug boyutlu partikiiller ile bunlarin kesilmesiyle elde edilen iki boyutlu
izdiigiimler arasinda matematiksel iliski kurma gabalari (13).
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Hata kaynaklan gozardi edilirse, ¢aligma sonuglan gergek degerden sistematik
bigimde sapma gosterebilir. Stereolojik olmayan metotlarla yapilan ¢aligmalar, iki boyutlu
kesitlerden elde edilen sonuglan, tgiincii boyutu ihmal ederek, gercek defer gibi
sunmaktadir (37).

Bizim ¢aliymamizda, hiicre (partikiil) sayim optik disektor sayim kurallarina gore
yapumugtir. Optik disektér’de sayimlar, iki boyut yerine ii¢ boyutlu optik goériintiilerde
yapilmaktadir. Boylece, hata kaynaklarindan “boyut azalmasi” prensibinin

farkedilememesi sorunu ortadan kalkmaktadir.

Mouritzen - Dam’mn yaptigi galigmada, iki boyutlu diizlemlerde sayim yapilmgtir
(16). Oysa, bizim ¢ahymamizda kullamlan optik disektor, kesitin iginde optik diizlemler
boyunca ilerlenmesini saglar. Boylece, derinlik yani iigiincii boyut saglanmig olur. Boss
ve arkadaglarimn (9), Mouritzen - Dam’in (16) ve Babb ve arkadaglarinin (4) yaptig:
¢aligmalarda, Abercrombie diizeltme faktoéri kullamlmug ve bu gekilde ugiincii boyut
saglanmaya caligilmistir. Ancak, bu yontemle ¢ogu zaman objektif sonuglara ulagmak
mimkin olamaz. Ciinkii, iki boyutlu kesitlerdeki izdiigiimlerinden saglanan sonuglarn g
boyutlu partikiillerden elde edilmis gibi matematiksel olarak kullanmak dogru bir
yaklagim degildir. Optik pargalama yonteminde, iglinclii boyut saglandig igin
hesaplamalarda ayrica diizeltme faktori kullamlmasina gerek yoktur. Diizeltme faktori
kullamlmayan stereolojik metotlarla yapilan ¢aligmalar daha giivenilir sonuglara
ulagilmasim saglar. Bizim ¢aligmamizda da dizeltme faktori kullamlmasina gerek
kalmamugtir.

Stereolojik olmayan metotlarla yapilan ¢aligmalar tekrar edildiginde, onceki
degerlerden ¢ok farkli, objektif olmayan sonuglara ulagilabilmektedir. Cahgmamizda
uyguladigimiz stereolojik metotlardan optik pargalama, objektif (tekrar edildiginde yakin
sonuglara ulagan) bir metottur ve kantitatif (sayisal) sonuglan gergek degere ¢ok yakin
bir kesinlikte verir (35,55,74,75).
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Giintimiizde ¢ok cesitli stereolojik metotlar kullamlmaktadir (fiziksel disektor,
optik disektor, selector vb.). Caligmamizda kullamlan optik pargalamann disektére gore
bir ¢ok istinliift vardir. West ve arkadaglan 1988°de siganlarin gyrus dentatus graniil
hiicre hesaplamalarim disektor yontemiyle, fotograflar iizerinde yapmuglardir (72). Ancak,
bu gahgmada kullamlan fiziksel disektorde gok sayida gériintii veya fotografa ihtiyag
oldufu igin, fazla zaman ve enerji harcanmasi gerekir. Buna karsihk, calismamzda
kullamlan optik pargalama zaman ve enetji kaybettirmeden sonuca ulasabilen bir

yontemdir (70).

Optik pargalama yontemi; her laboratuarda bulunabilen mikroskop ve monitorden
baska sadece asetata ihtiyaci olan ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Boss ve
arkadaglan yaptiklan caliymada “Bioquant goriintii analiz sistemi’ni kullanmiglardir (9).
Oysa caligmamizda sayimlar, pahali gériinti analiz sistemleri yerine, mikroskop ve

monitdrden olusan basit bir sistemde yapilmigtir (Resim-5).

Aynica, sinir sistemindeki yapilarda, néron saymm icin, tarafsiz ve etkin
kullammuyla en uygun yontem optik par¢alamadir. Bu metotda, sadece néron saymm
yapilacak bolgenin noroanatomik sirlarimn belirlenmesi yeterlidir (13,70,75). Bundan

sonra sayimlar kolayhkla yapilabilir.

Optik pargalama; histolojik iglemlerden dolay: olusabilecek biiziigme veya sisme
gibi etkilerden bagimsiz olarak toplam néron sayisim bulabilen bir yoéntemdir
(13,36,55,70,75). Bu caligjmamizda, Cryostat aletinde 150 um kalinhfinda kesitler
alinmustir. Hematoxylen-eosin ile boyama igleminden sonra olusan biiziigme ile kesitlerin
ortalama 60-70 pum kalinliga distigii tespit edilmistir. Ancak, optik pargalama dokuda
olusan biiziigmelerden etkilenmeksizin, toplam néron sayisina ulagmamizi sagladig igin,

bu biiziiyme sonuglarimuz {izerinde etkili olmamustir.

Cahsmamizda néron sayimlan, sistematik rastgele drnekleme stratejisine gore

belirlenen kesitlerde ve 6rneklenen alanlarda yapilmigtir. Oysa, Mouritzen - Dam’in (16)
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ve Boss ve arkadaglarimin (9) yaptig: ¢aligmalarda biitiin kesitlerde hiicre (partikiil) sayimm
yapilmigtir. Bu durumda, bir kesitte yer alan hiicre, kesit kalinhina bagh olarak ardigik
kesitte de yer alabilir ve tekrar tekrar sayima dahil edilebilir. “Overprojection” ad1 verilen
bu durum, iki boyutlu sayimlarda, sayim sonuglannin gergek degerden fazla gikmasina
(over estimation) neden olan olumsuz bir durumdur. Cahsmamizda, sayilan bir hiicrenin
(partikiilin) tekrar sayilmasi Onlenerek, sonuglarin gercek degerden fazla ¢ikmas:

engellenmigtir.

Calismamizda histolojik kesitlerden bir néronun (partikiiliin) biitiin olarak
aynlmas: yada kesilmesi anlamima gelen "lost caps" etkisinden (13,75) etkilenmeksizin
hiicre (n6ron) saymm yapilmas: saglanmugtir. Preparatlarda, kesit iist veya alt yiizeyi
belirlendikten sonra, 10 pm’lik giivenlik kugag birakilmug ve kesit iginde optik olarak
ilerlenmistir. Daha sonra, hiicre (néron) sayim 30 um’lik optik disektér yiiksekliginde
yapilmustir. Kesitin disektor yitksekligi gegildikten sonraki boliimiinde de hiicre (ndron)
sayimu yapilmamugtir. Alt ve iist giivenlik kugaklarinin birakilmasiyla bu bolgelerde kesilen
veya aynlan noronlarin sayima dahil edilmemesi saglanmigtir. Boss ve arkadaglar (9)
yaptiklan ¢alismada, giivenlik kusag kullanmamiglardir. Bu durumda, bir hiicre yandan
kesildiginde, birbirini takip eden ardisik kesitlerde sayima dahil edilebilmekte ve boylece
sonuglanin hatali olmasina neden olmaktadir. Bizim ¢aligmamizda giivenlik kusag:

birakilarak “lost caps™ etkisi giderilmistir.

Aragtirmamzda “fazla sayim” etkisini (over estimation) ortadan kaldirmak igin,
West ve arkadaglarimn  yaptiklan ¢aligmada (75) yararlandiklart “Gundersen’in tarafsiz
sayim gergevesi” kullamlmugtir. Asetata ¢izilen tarafsiz sayim gergevesi, monitor
gOrintiisii lizerine yerlestirilmis ve sayimlar bu gergeve iginde, kurallara uygun olarak
yapilmustir. Mouritzen - Dam (16), Dam (17) , Babb ve arkadaglan (4) ¢alismalarinda,
sayimlan mikroskop goriintiisiiniin tamaminda yapmuslardir. Ancak sayimlar, belli sinirlan
olan bir gergevede yapilmadifinda sonuglar hatali ¢ikabilmektedir (13). Cahgmamizda,
tarafsiz sayim gergevesi kullanilarak “fazla sayim” etkisinden dofan sayim hatalan
giderilmistir.
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Literatiirde, optik pargalama metodu kullanilarak yapilan néron sayimu ¢aligmalan
mevcuttur. West ve arkadaglan, optik pargalama metodu ile normal sigan
hippocampus’unun alt bolgelerindeki toplam noron sayisiu hesaplamigtir (75). Bir aylik
Wistar cinsi siganlarda hippocampus noéron sayist ortalama = 632 000 olarak
bulunmugtur. West ve arkadaglarmin ¢aligmalarinda kullandifi siganlar geng iken (1
ayhk), bizim ¢ahsmamizda kullandifimz siganlar daha yaslydi. Hicre saymm
¢alismalarinda, deney hayvanlarinin yaglarmin standardize edilmesi 6nemlidir. Ancak,
cesitli yas gruplan arasinda kargilagtirmali hiicre sayim cahigmalani yapilabilir. Ayrica,
West ve arkadaglannin yaptigi ¢ahgmada (75) kullanilan sigan cinsi Wistar’dir. Bizim
caliygmamizda ise Sprague-Dawley cinsi siganlar kullanilmigtir. Bu durum, sonuglarin
farkli gikmasinda etkili olabilir.

Bundan bagka, Gokge yaptigl tez galigmasinda (33), optik pargalama metoduyla,
7 ve 15 ginliik kontrol grubu siganlarin sol hippocampus toplam piramidal néron
sayllarim optik parcalama ile hesaplammgtir. Tezdeki ortalama degerler (7 giinlik
siganlarda ortalama = 186 700 ve 15 giinliik siganlarda ortalama = 171 960) bizim
¢aliymamizdaki kontrol grubu ortalama degerleri ile ¢ok yakin sonuglar vermektedir.
Ancak, bu tiir caligmalarda yas, cinsiyet, laboratuar sartlann ve hayvan wrklarinin
standardize edilmesi gerektigi dikkatten uzak tutulmamahdar.

Ozetle; penisilin-G ile olusturulan deneysel epilepside, diger deneysel epilepsi
modellerinde gozlendigi gibi hippocampus néron sayilarinda bir azalma bulunmustur. Bu
farklihgin tespit edilmesinde kullandan optik pargalama metodu kolay uygulanabilir ve
etkin bir yontem olmasi nedeniyle, beynin defigik bolgelerindeki néron sayimlarinda
tercih edilebilir.
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SONUC

Bu calismada, siganlarda Penisilin-G ile olusturulan deneysel epilepsi
modelinde, hippocampus’daki noron sayis: degisiklikleri aragtinlmgtir.

Olusturulan deneysel epilepsi modelinde néron sayimlari, objektif ve kesin
sonuglar veren stereolojik metotlardan, optik pargalama yoOntemiyle yapilmugtir.

Caligmamizda elde edilen bulgular sonucunda sunlar sdylenebilir;

1- Optik pargalama yontemi ile hesaplandiginda, Penisilin-G ile olusturulan
deneysel epileptik siganlarin  hippocampus CAl, CA2 ve CA3 alt
bélgelerindeki piramidal néron sayilan, kontrol grubundaki siganlarin néron
sayilarindan istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

2- Optik parcalama metodu; normal veya patolojik dokularda néron sayilannin
degerlendirilmesinde etkin olarak kullamlabilen objektif bir yontemdir.

3- Calismamizda buldugumuz, penisilin epilepsi modelinde hippocampus ndron
sayisindaki azalmanin, 6renme ve hafiza fonksiyonlan ile iliskisini aragtirmak
i¢in hayvanlara 6grenme ile ilgili davramgsal testler uygulanarak yeni ¢aligmalar
yapilabilir.
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