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OZET

SICAN NUKLEUS OLIVARIS INFERIORUNDEKiI TOPLAM NORON
SAYISININ FiZiKSEL DISEKTOR YAKLASIMLARIYLA BELIRLENMESI

Pinar Naile GURGOR, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Temmuz 2008

Nukleus olivaris inferidrdeki (NOI) toplam néron sayisinin belirlenmesi, sinir
sisteminde meydana gelen ¢ok sayidaki dogal olaymn analiz edilmesi i¢in zorunlu ve
onemli bir ilk adim olarak degerlendirilmistir. Ancak bu parametre i¢in bildirilen
degerlerin tutarsizlig1r konunun sorgulanmasinmi giindeme getirmistir. Bu durum tarafsiz
stereolojik metotlarin kullanildig1 caligmalar i¢in de gegerlidir. Bu c¢eligskinin olasi
nedenlerini aragtirdigimiz bu calismada ayrica bu parametreyi sayimda altin standart
olarak kabul edilen fiziksel fraksiyonlama metodu ile yeniden hesapladik.

On adet sicanin (bes disi, bes erkek) beyin saplari, g¢alisma Oncesinde
belirledigimiz optimal bir ornekleme sekline gore rutin parafin takibinden geg¢irildi.
Néronlar, bu pilot ¢alismada belirlenen NOI hacminin belirli bir fraksiyonunda (kesit ve
alan fraksiyonlar1) sistematik sekilde drneklenmis fiziksel disektorlerle sayildi. Her bir
NOI’deki toplam néron sayisi, sayilan toplam ndron sayisinin bu fraksiyonlarin tersi ile
carpilarak hesaplandi.

Erkek ve disi sicanlarin sag NOI’lerindeki toplam néron sayisi sirastyla 37014
ve 38707, sol taraflarinda 37014 ve 39614 olarak hesaplandi. Ne cinsiyetler arasinda ve
ne de sag ve sol NOI’ler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Bu bulgular, daha énce bildirilmis verilerdeki sag ve sol NOI degerleri arasinda
farklilik olmadig1 noktasinda uyusmaktadir. Ancak simdiye kadar bildirilmis olan ve
17000 ila 30000 arasinda degiskenlik gosteren néron sayist degerleriyle ¢elismektedir.

Bu parametre ile ilgili ¢eliski olusturan olas1 nedenler tartisildi.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE NUMBER OF NEURONS IN THE RAT
INFERIOR OLIVARY NUCLEUS WITH PHYSICAL DYSECTOR
APPROACHES

Pinar Naile GURGOR, Ph. D. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, July 2008

Determining the total number of neurons in the inferior olivary nucleus (ION)
has so far considered to be a necessary and valuable first step to analyze a number of
natural phenomena that take place in the nervous system. But since the reported
numbers are in conflict, they are subject to criticism, a condition that also exists
between unbiased stereological studies. To this end we have searched for the possible
reasons for this discrepancy and reevaluated this parameter by using the gold standard
in number estimation, namely the physical fractionator.

The brainstems of 10 Wistar rats involving equal numbers of males and females
were processed for routine paraffin histology according to an optimal sampling scheme
determined prior to the analysis. Based on this pilot study neurons were counted with
systematically sampled physical disectors in a known fraction (section and areal
fractions) of the volume of the ION. The total number of neurons in each ION was
estimated by multiplying the counted neurons by the inverse of the used fractions.

The total numbers of neurons in the right IONs of male and female rats were
37014 and 38707 and the total numbers of neurons in the left IONs of male and female
rats were 37014 and 39614, respectively. Neither significant difference between genders
nor between the left and right olives was observed.

These results confirm previously made estimations in that no differences exist
between the left and right olives. They do however contradict the so far reported
numbers which range from 17000 to 30000. Possible causes that may lead to the

discrepancies regarding this parameter are discussed.
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GiRiS

Nukleus olivaris inferior (NOI) beyin sapindaki en biiyiik ve sekli bakimindan
dikkat cekici bir goriintli veren karakteristik bir ¢ekirdektir. Cok sayidaki yapi ile olan
baglantilarimin yani sira; beyincikle olan baglantilarinin sira digihigl, NOI'yi sinir
sisteminin gelisim ve fonksiyonunu konu alan bir¢ok arastirma modeli i¢in tercih edilen
ideal bir yap1 durumuna getirmistir. Soyle ki: Somatomotor bilgilerin islendigi karmasik
bir ara durak olan NOI; talamus, korteks, beyin sap1 ve omurilikten afferent baglantilar
alirken (Standring, 2005), ndronlarmin ana projeksiyonu kontralateral beyincik
korteksindeki Purkinje hiicrelerinedir (De Zeeuw ve ark., 1998). Beyincikte tirmanici lif
olarak adlandirilan uyarici afferent lif sisteminin tek kaynagmi NOI kokenli bu
projeksiyonlar olusturur (Nauta ve Feirtag, 1986; Voogd ve ark., 1990; Voogd, 2003).
Bu liflerin bir baska énemli 6zellikleri ise beyincik icerisinde oldukga iyi tanimlanmis
diizenli bir organizasyon gostermeleridir. NOI’nin belirli bir bolgesinden ¢ikan lifler
kontralateral taraftaki beyincik korteksinin belirli bir bolgesinde sonlanirlar (Gwyn ve
ark., 1977; Azizi ve Woodward, 1987; Voogd ve ark., 1990). Dikkat ¢ekici ti¢lincii bir
ozellik de gelisimin tamamlanmasi durumunda son halini alan bu olivoserebellar
baglantidaki sayisal yapilanmadir: Her bir Purkinje hiicresi bir tirmanict lif ile innerve
edilir (Carpenter, 1985; Martin, 1989; Standring, 2005). Ancak Purkinje hiicrelerinin
say1s1 NOI’deki ndronlardan ¢ok daha fazla oldugundan yaklasik 5 -10 kadar Purkinje
hiicresine bir olivoserebellar lif diigmektedir (Ruigrok ve Voogd, 2000; Standring,
2005). Tirmanict lifler beyincik korteksine ulagsmadan ©nce medulladaki derin
cekirdeklere uzanan yan dallar da verirler. Kortekse ulastiklarinda liflerden her biri
kendisi ile iligkili Purkinje hiicrelerinin her birisinin gévde ve dendritleriyle yaklasik
300 kadar sinaps yapar (Guyton ve Hall, 2007).

Bu anatomik organizasyon ve baglant1 sekli, merkez sinir sisteminin gelisim ve
fonksiyonunu diizenleyen ¢ok sayidaki mekanizmanin arastirtlmasi ic¢in oldukca
elverigli ozelliklerdir. Basta hedef ve kaynak hiicre iliskileri olmak iizere, gelisim
sirasindaki akson yonelimleri, trofik etkiler, yetiskinde sinaptik baglantilarin diizenlenis
mekanizmalart gibi birgok O6nemli konunun amag¢ edinildigi arastirmalarda
olivoserebellar sistem bu sira dist 6zelliklerinden dolay1 en ¢ok tercih edilen ¢alisma
bolgelerinden biri olmustur. Bu ¢alismalari irdeledigimizde, ilgilenilen amaca ulagsmada

niceleyici verilerin énemli bir baslangig adim olarak degerlendirildigini ve NOI’de



gerceklestirilmis calismalar igerisinde kantitatif icerikte olanlarin biiylik bir grubu
olusturdugunu gézlemledik. Bunlarin igerisinde de ¢ogunlugu NOI ve néronlarinin
ontolojik gelisimleri ile (Bourrat ve Sotelo, 1984; Delhaye-Bouchaud ve ark., 1985;
King ve ark., 1998; Sjobeck ve ark., 1999; Cunningham ve ark., 1999; Yamamoto ve
ark., 2005; Rashed ve ark., 2007), kaynak-hedef hiicre iliskileri ve bunlarin
etkilesimlerini ele alan hiicre sayisina yonelik ¢alismalar (Blatt ve Eisenman, 1985;
Shojaeian ve ark., 1985; Frederic ve ark., 1992; Zanjani ve ark., 1994, 1997 ve 2004;
Gudovic ve Milutinovic, 1996; Herrup ve ark., 1996) olusturmaktadir. Hiicre sayisi
parametresi bunlarin yam sira, ¢ok sayidaki diger deneysel ve klinik NOI ¢aligsmalarinda
ele alimmustir (Napper ve West, 1995; Pine ve ark.,1997; Nishie ve ark., 2002 ve 2004;
Zhang ve ark., 2003; Maier ve West, 2003; Tsuchiya ve ark., 2005; Viscomi ve ark.,
2005). Olivoserebellar sistemde noron sayisina ait elde edilen veriler ilgili ¢caligmalar
gergeklestirilen arastiricilar  igin  lizerinde durduklari mekanizmalarin  agikliga
kavusturulmasinda o6nemli bir basamak olusturmustur. Bununla birlikte, bu
calismalardaki irdelemelerimiz sonucunda énemli bir ayrint1 tespit ettik: Tiim bu NOI
calismalarinda kullanilan kantitatif sayim metotlarinin hem bizzat kendisinde hem de
uygulamalarinda 6nemli farkliliklar oldugunu ve bunun dogal bir sonucu olarak da
bildirdikleri degerler arasinda tutarsizliklar oldugunu gozlemledik.

Insan NOI’si igin bildirilen néron sayisi degerleri ve ifade bigimlerindeki
biiylik farkliliklar (Pine ve ark.,1997; Sjobeck ve ark., 1999; Nishie ve ark., 2002 ve
2004; Tsuchiya ve ark., 2005), s6z konusu ¢eligkilerle ilgili ¢arpict drneklerden birini
olusturmaktadir. Bu calismalarin hepsinde néron sayist aynmi teknikle, yani histolojik
kesitlerdeki noron profillerinin sayim ile belirlenmistir. Bununla birlikte ¢alismalarda
kullanilan normal kontrol bireyleri igin bildirilen NOI’ye ait ndron sayisi verileri
karsilagtirma yapilamayacak kadar farklilik gostermektedir. Bu c¢aligmalarda, insan
NOI’sini kapsayan tiim kesitleri ele alarak buradaki toplam néron sayis1 degerini
hesaplamak yerine, her birisinde sinirlari arastirmacilarca belirlenmis farkli NOI
bolgelerinde belirli bir alanda néron profili sayimi gergeklestirilmistir. Sonug olarak da
karsilastirlamayacak veriler ortaya ¢ikmistir. NOI’nin tiimiinii ele alan ve mm®’ye
diisen ortalama ndron profili sayisinin bildirildigi iki ¢calismada ise (Pine ve ark., 1997;
Sjobeck ve ark., 1999) degerler birbirlerinden oldukga uzaktir (sirasiyla 139°a karsilik
0,5).



Bu tarz farkliliklari, basta sican ve farelerin kullanildig1 hayvan c¢aligmalarinin
arasinda da gormek miimkiindiir. Hiicre sayiminda profil saymmi (Floderus, 1944;
Abercrombie, 1946; Coggeshall, 1992) yaklasimmi kullanarak NOI’deki postnatal
gelisimi arastiran iki ontolojik calismada, yetiskin sican NOI’lerindeki toplam néron
sayist degerleri 25000 (Bourrat ve Sotelo, 1984) ve 28500 (Delhaye-Bouchaud ve ark.,
1985) olarak bildirilmistir. Bu farklilig1 daha da anlamli hale getiren celiski ise ayni
calismalarda kullanilan diger yas gruplarinda hesaplanan degerler arasinda da
farkliliklarm olmasi ve bu farkliliklardaki yénelimin degiskenlik gdstermesidir. Ornegin
burada verilen degerlerde goriilecegi gibi, 30 giinliik siganlarda toplam noéron sayisi
degerleri Delhaye-Bouchaud ve arkadaglarinin ¢alismasinda (1985) Bourrat ve
Sotelo’nun (1984) bildirdigi degere gore 3500 néron kadar daha fazladir. Halbuki 5
giinliik siganlarda ayni1 parametre 7000 adet kadar daha diisiik olarak beyan edilmistir
(strastyla 21000’e karsilik 28000). Her iki ¢alismada kullanilan diger yas gruplarinda da
ayni sey s0z konusudur. Ayni hayvan tiirii ve ayn1 yas gruplarinda ayni sayim yaklasimi
ile calisildig1 halde yonelimleri de degiskenlik gosteren farkli degerler elde edilmistir.

Fare NOI’sinde gergeklestirilen ve yine profil saymmin kullamldig
arastirmalara bakildiginda durumun sigan ¢aligsmalarindan farkli olmadigi gortilecektir.
Bu tiirde tespit edebildigimiz caligmalardan kontrol grubu normal fare NOI’si icin
bildirilen toplam noron sayisi degerlerinin hepsinin birbirinden oldukg¢a farkli oldugunu
tespit ettik. Ornegin Blatt ve Eisenman (1985) yetiskin fare NOI’si i¢in toplam ndron
sayist degerini 37000 olarak bildirirken, Frederic ve arkadaglari (1992), aym
parametreyi 11700 olarak hesaplamislardir. Zanjani ve arkadaslari ise 1997 yilinda
yayinladiklar1 ¢aligmalarinda bu degeri 14250 olarak bildirmekte ve bu degerin
kendilerinin daha once (Shojaecian ve ark., 1985a ve b; Zanjani ve ark., 1992)
gergeklestirdikleri benzer calismalarinki ile benzer oldugunu bildirmektedirler. Ancak
1994 yilindaki bir baska arastirmalarinda ayni yastaki sican NOI’si icin bildirdikleri
toplam 10025 adet noron degerinin neden farklilik gosterdigine aciklik
getirmemislerdir.

NOI néron sayisina ait benzer celiskilerin, modern tarafsiz hiicre saymm
yaklagimlar1 olarak degerlendirilen stereolojik metotlarin  (Gundersen, 1986;
Coggeshall, 1992; Dorph-Petersen ve ark., 2001) kullanildig1 ¢caligmalar arasinda da var

oldugunu gozlemledik. Siganlarda beyin gelisimi doneminde alkol kullanimina maruz



birakilmanin yetiskin dsnemde NOI’de néron sayisina olasi etkisinin arastirildigi bir
calismada (Napper ve West, 1995) stereolojik tekniklerden olan optik disektor
kullanilmigtir. Napper ve West (1995) optik disektorler ile belirledikleri ndron
yogunlugunu NOI’nin hacmi ile c¢arparak NOI’deki toplam ndron sayisini
hesaplamiglardir. Denek grubundaki bu toplam noron sayist degerinin kontrollerdekine
gore 21000 adet daha diisiik bir seviyede oldugunun belirlendigi bu ¢alismada, kontrol
grubuna ait deger 61910 olarak bildirilmistir. Ancak bu ¢alismadaki hesaplamada diger
biitiin kantitatif NOI ¢alismalarindan farkli olarak sag ve sol NOI’ler bir biitiin halinde
ele alinmig ve her ikisinin toplam degeri verilmistir.

Stereolojik metotlarin kullamldig1 bir baska sigan NOI’si ¢alismasinda
Cunningham ve arkadaslar1 (1999) postnatal dénemde (0, 5, 10, 15 ve 30 giinliik
donemlerde) bu bolgedeki ndron sayisi degisimlerini arastirmiglardir. Bunlar da tipki
Napper ve West’in (1995) yaptiklar1 gibi noronlarin sayisal yogunlugunu nukleus
hacmiyle carparak toplam noéron sayisini hesaplamislardir. Ancak evvelkinden farkli
olarak sayisal yogunlugu optik disektor metodu yerine, bir baska stereolojik sayim
metodu olan fiziksel disektor ile tespit etmislerdir. Bu arastiricilarin yetigkin sican
NOI’si i¢in hesapladiklar1 toplam noron say1 degeri ise 17731 olarak agiklanmistir. Bu
deger, Napper ve West’in (1995) bildirdigi yaklasik 30000 rakamindan (sag ve sol NOI
toplam1 icin bildirilen degerin yaris1) oldukca uzaktir. iki ¢alisma arasindaki bir baska
celiski de NOI hacmi degerlerinde karsimiza c¢ikmaktadir. Napper ve West (1995)
kontrol grubunda bir taraftaki NOI hacmini 0,65 mm’ (¢alismada bildirilen toplam
deger olan 1.305 mm’ @in yarisi) olarak bildirirken, Cunningham ve arkadaslar1 (1999)
bunun % 50’sinden daha diisiik bir deger bildirmektedirler (0,229 mm’).

Alkoliin hiicre &liimiine olan etkisini arastiran bir baska stereolojik NOI
calismasinda yine ayni stereolojik yaklasim (optik disektor ile belirlenen sayisal
yogunlugun NOI hacmi ile ¢arpimi) kullanilmistir (Maier ve West, 2003). Bu ¢alismada
embriyonal donemde alkole maruz birakilan sicanlar postnatal 10. giinde agilarak farkl
merkez sinir sistemi bolgelerinde toplam néron sayilar1 aragtirtlmigtir. Bunlardan biri
olan NOI igin bildirilen kontrol grubu degeri 8880°dir. Cunningham ve arkadaslari’nin
(1999) yukarida deginilen ¢alismada kullandiklar1 siganlardan 10 giinliik olanlar i¢in
bildirdikleri deger ise bunun yaklasik ii¢ kati olan 24691’dir. Bu yas grubunda



hesapladiklart NOI hacmi (0,286 mm”®) ise Maier ve West’in (2003) bildirdigi degerin
(0,142 mm”) iki katidur.

Tipkt profil sayimi tekniklerini kullanan ¢alismalarda oldugu gibi, stereolojik
tekniklerin kullanildig1 bu arastirmalarda da ayni hayvan tiiriiniin ayn1 bdlgesinde ayni
sayim yaklasimi kullanildig1 halde oldukca farkli sonuglar elde edilmis. Her ne kadar
profil saymmina dayanan tekniklerin biinyelerinde gergeklesme olasiligi az veya
gerceklesse bile tespit edilmesi oldukg¢a giic olan c¢ok sayida varsayimi (hiicre sekli,
biiylikliigii, dagilimi vb hakkinda) barindirdigt ve bu nedenle de tutarsiz sonuglar
alabilecegi gosterilmigse de (Gundersen, 1986; Coggeshall, 1992; Mayhew ve
Gundersen, 1996; Dorph-Petersen ve ark., 2001), benzer durumun herhangi bir
varsayima dayanmayan ve teorik olarak da tamamen tarafsiz oldugu ispatlanan
stereolojik teknikler i¢in de gegerli oldugu agikca goriilmektedir. Burada degindigimiz
stereolojik caligmalar arasindaki geligkilerin tespit edildigi baska ornekler de vardir
(Hatton ve von Bartheld, 1999; Dorph-Petersen ve ark., 2001; von Bartheld, 2002;
Guillery, 2002; Mouton, 2002; Gardella ve ark., 2003; Geuna, 2005). Bu c¢eliskilerin
olas1 nedenlerinin irdelendigi, ayrica ¢6ziim yollarimin da 6nerildigi bu g¢alismalarda
stereolojik metotlarin teorik olarak tarafsiz olmakla birlikte uygulamaya konduklarinda
celiskili sonuglar verebilecekleri gosterilmektedir. Bu calismalarda ortaya konulan ortak
goriisii su sekilde ozetleyebiliriz; ‘Stereolojik metotlar bir¢ok o6zgiin taraflarinin ve
avantajlarimin yani sira, ¢eliskilere yol agabilecek uygulamaya yonelik bazi eksiklikleri
de barindirmaktadiriar. Ancak onerilen kurallara uyuldugunda bu hata kaynaklarindan
da ka¢cinmak miimkiindiir’ .

Stereolojik sayim metotlarinin hiicre sekli, biiytikliigli, yonelimleri, dagilimlar
gibi ilgili doku ve hiicrelere ait hi¢bir konuda varsayimda bulunmay1 gerektirmedikleri
teorik olarak kanitlanmig ve bu oOzelliklerinden dolay1 da tarafsiz yaklagimlar olarak
vasiflandirilmiglardir. Dolayisiyla bu teknikler ile farkli zamanlarda gergeklestirilen
tekrarli sayimlarin ortalamalar gercek degere yaklagmalidir. Halbuki yukarida belirtilen
sican NOI’si 6rneklerinde oldugu gibi pek c¢ok uygulamanin sonucu bunu
dogrulamamaktadir. Uygulamadaki bu tutarsizliklar1 arastiran yukaridaki ¢aligmalarda
bu durumun olasi birgok nedeni beyan edilmis olmakla birlikte (hiicre ve referans hacmi
sinirlarinin tanimlamalarindaki problemler ve yanlis stereolojik uygulama gibi), son

zamanlarda {izerinde en ¢ok durulan bir baska celiski olusturucu neden de kalin



kesitlerin kullanildig1 stereolojik c¢alismalarda ortaya atilmistir. Sik kullanilan bazi
tarafsiz stereolojik metotlarin (optik disektor ve optik fraksiyonlama gibi) sorgulandigi
bu arastirmalarda, kalin kesitlerde ortaya ¢ikabilecek deformasyonlarin da uygulamada
tarafli sonuglara neden olabilecegi ve kontrol edilemeyecegi One siiriilmiistiir. Eski
tarihli NOI ¢alismalarinin yani sira, yeni basilmis NOI ile ilgi yaymnlarda noron sayisi
degerlendirmelerinin bir ¢ogunun halen tarafli nitelikte olmasi, énemli bir ilk adim
durumunda olan buraya ait kantitatif verilerin tarafsiz stereolojik yontemlerle ortaya
konulmas1 geregini ortaya koymaktadir. Bu konuda yapilan stereolojik caligmalar

arasindaki ¢eliskiler ise, bu verilerin uygulamada da tarafsiz olan stereolojik metotlar ile

dogrulanmasi gerektigini gostermektedir. Sunulan calismada bu konuya yonelik bir
calisma planlanmistir. Soyle ki:

Stereolojik metotlarin  igerisinde uygulamada ortaya ¢iktig1 belirtilen
problemlerin higbirinden etkilenmeyen ve bu 6zelliklerinden dolay1 da sayimda altin
standart olarak kabul edilen fiziksel disektor isimli bir metot ile onun fiziksel disektor-
Cavalieri ve fiziksel fraksiyonlama gibi ¢esitli varyasyonlar1 da vardir (Dorph-Petersen
ve ark., 2001). Aslinda stereolojik tekniklerin 6nciisii olan fiziksel yaklasimlarin (Sterio,
1984; Gundersen, 1986) iistiin Ozelliklerine ragmen sayim uygulamalarinda tercih
edilmemelerinin baglica nedenleri, uygulanmalarindaki giicliikler ve oldukca zaman
alict olmalaridir. Yeni gelistirdigimiz bir yaklasimda ise bu metotlarin uygulamalarini
pratik bir hale getirmeyi basardik (Ayas ve ark, 2008). Iste sunulan calismada,
olivoserebellar sistemin beyin sap1 parcasi olan NOI’deki ndron sayisi degerlerini
fiziksel disektor metodunu yeni yaklasimimiz ile uygulamaya koyarak yeniden
hesaplamay1 ve bu sekilde bu bélge ¢aligmalari i¢in oldukca 6nemli olan bir kantitasyon

standardi tespit etmeyi amagladik.



GENEL BILGILER
1. NUKLEUS OLIVARIS INFERIOR (Nucleus olivaris inferior)

NOIi, medula oblongata &n yiizeyindeki sulcus anterolateralis’in lateralinde
bulunan olivar cisimler (oliva) denilen kabarti icine yerlesiktir (Sekil 1). Arkada ventral
spinoserebellar fasikulus tarafindan posterolateral sulkustan ayrilmistir. Nukleus
yukarida ponsun igine kadar uzanir. Medulla oblongata’nin iist seviyelerinden gegen
kesitlerde goriilen (Sekil 2) en belirgin yapidir (Taner, 2002).

Bu nukleus ilk olarak 1664 yilinda Gabriele Falopio tarafindan korpora
olivares veya olivar cisimler olarak isimlendirilmistir (Bozhilova-Pastirova ve

Ovtscharoff, 2000).
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Sekil 1. Medulla oblongata’nin ventralden goriiniisii (Netter, 2002).



NOI morfolojisi insanlar dahil pek ¢ok memelide detayli olarak arastirilmistir
(Kooy, 1917; Kappers ve ark., 1960; Taber, 1961; Breazile, 1967; Moatamed, 1968;
Schild, 1970; Bowman ve King, 1973; Bowman ve Sladek, 1973; Martin ve ark., 1975;
Watson ve Herron, 1977; Rutherford ve Gwyn, 1980; Saigal ve ark., 1983; Whitworth
ve Haines, 1986; Azizi ve Woodward, 1987; de Zeeuw ve ark., 1998; Bukowska ve
ark., 2002). Bu ¢alismalara gére NOI genel olarak 3 biiyiik alt nukleustan ve birkag

kiigtik hiicre grubundan olusur.

1. Nukleus olivaris principalis (PO): MAO ve DAO arasinda bulunan

ve kesitlerde katlantili bir goriintli veren néron grubudur.

2. Nukleus olivaris accessorius medialis (MAQO): Piramidler ile

PO’nun arasinda uzanir.

3. Nukleus olivaris accessorius dorsalis (DAO): PO’nun dorsalinde

yerlesiktir.

DAO

PO

MAO

Sekil 2. insan medulla oblongata iist seviyelerinden olivar cisimlerin ortasindan gegen bir koronal kesit
(Young ve Heath, 2000).



Bu {i¢ ana alt nukleusa ilaveten kaudalden rostrale dogru dort kiiciik ¢ekirdek
grubu daha bulunmaktadir. Bunlar; dorsal baslik (DB), nukleus B, ventrolateral ¢ikinti
(VLC) ve dorsomedial hiicre kolonu (DMHK) olarak isimlendirilirler. Bu dort kii¢iik
hiicre grubu, MAO’nun pargasi olarak diisiiniilmektedir (Taber, 1961; Breazile, 1967;
Bowman ve Sladek, 1973; Azizi ve Woodward, 1987). Ancak bazi aragtirmacilar DB
ve VLC’yi PO’ya; nukleus B ve DMHK’y1 ise MAOQO’ya ait birer boliim olarak
degerlendirmektedirler (Kawamura ve Hashikawa, 1970; Gwyn ve ark., 1977;
Groenewegen ve ark., 1979; Brodal ve Brodal, 1981; Tan ve ark., 1995; Ruigrok, 1997
ve 2003; Bukowska ve ark., 2002; Voogd ve Wylie, 2004).

Afferent ve efferent baglantilar dikkate alindiginda ise daha farkli bir
yapilanma sekli gérmek miimkiindiir. Azizi ve Woodward (1987) kullandiklar1 akson
izleme teknikleri ve immiinohistokimyasal isaretlemeler sonrasinda, ayni alt nukleus
icerisinde yer alan hiicre gruplarinin ortak afferent ve efferent baglantilara sahip
olduklarimi gozlemlemisler ve bu hiicre gruplarini lamella terimi ile ifade etmislerdir.
Bu tarz bir yaklasim nukleusun degerlendirilmesi a¢isindan ¢ok daha elverisli
bulundugundan birgok arastirici tarafindan yukarida tanimlanan klasik NOI
terminolojisine tercih edilmistir. Azizi ve Woodward’in (1987) gelistirdigi bu yeni
terminoloji Tablo 1°de verilmistir. Sekil 3’de de her iki simiflandirmada kullanilan alt
cekirdekler ve bunlara karsilik gelen lamellalarin sigan beyin sapindan alinan koronal

kesitlerdeki goriintiileri kargilastirmali olarak verilmistir.

PO, tiim memelilerde katlantili bir lamella olarak ¢ok benzer bir sekle sahiptir.
PO kemirici NOI’sindeki en kiiciik, insan NOI’sindeki en biiyiik alt nukleustur
(Moatemed, 1968; Armstrong, 1974; Azizi ve Woodward, 1987).

Cogu memelide NOI’nin {i¢ biiyiik alt nukleusundan en biiyiigii MAO’dur
(Kooy, 1917; Moatamed, 1968; Armstrong, 1974; Azizi ve Woodward, 1987).

DAO ise genel olarak NOI’nin kiiciik bir alt nukleusudur ve bir lamelladan
olusur. Rat DAQO’su ise istisna olarak iki lamelladan olusur (Schild, 1970; Delhaye-
Bouchaud ve ark., 1985; Azizi ve Woodward, 1987).



Tablo 1. Baglant: sekilleri esas almarak olusturulan NOI Terminolojisi (Azizi ve Woodward,
1987)

Olivar Alt Uniteler Tlgili Lamellar Bolgeler
1 MAO
aveb horizontal lamella
¢, B, DB, VLC ve DMHK vertikal lamella
MAQ’nun anterior ylizii rostral lamella
2 DAO
kaudal kisim dorsal katlant1 (lamella)
rostral kisim ventral katlant1 (lamella)
3 PO
dorsal lamella dorsal lamella
ventral lamella ventral lamella

(PO, nukleus olivaris principalis; DAO, nukleus accessorius dorsalis; MAO, nukleus
accessorius medialis)

Tablo 1°de sol siitunda NOI'nin klasik terminolojideki alt nukleuslar1, sag
siitunda ise baglanti sekilleri esas alindiginda bunlara karsilik gelen lamellar yerlesim
gosterilmistir. Her bir lamella kendine has afferent ve efferent baglantilara sahiptir.
Buna gore yapilan isimlendirmede her bir lamella, klasik siniflandirmadaki alt
cekirdekleri de kapsar. Ornegin, MAO’nun vertikal lamellasi; c, B, dorsal baslik (DB),
ventrolateral ¢ikint1 (VLC) ve dorsomedial hiicre kolonu (DMHK) olarak isimlendirilen
birka¢ alt grubu da igeren bir yapidan meydana gelmektedir. Tablo 1’de fark
edilebilecek bir baska ayrint1 da, DAO tariflemesinde kullanilan katlanti terimidir. Bu

terim lamella terimi ile es anlamlidir.
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Sekil 3. Sigan beyin sapinda rostro kaudal ydnde alinan koronal kesitlerde NOI profilleri. Akson izleme
teknikleri kullanildiginda NOI alt gekirdeklerindeki lamellar organizasyon ortaya ¢ikmaktadir. DAO, n.
olivaris accessorius dorsalis; vk, ventral katlanti; dk, dorsal katlanti; MAO, n. olivaris accessorius
medialis; a, kaudal MAO’nun a hiicre grubu; b, kaudal MAO’nun b hiicre grubu; ¢, kaudal MAO’nun ¢
hiicre grubu; B, beta nukleus; db, Kooy’un dorsal basligi; vlg, ventrolateral ¢ikinti; dmhk, dorsomedial
hiicre kolonu; hrl, horizontal lamella; vrl, vertikal lamella; rl, rostral lamella; PO, n. olivaris principalis;
dl, PO’nun dorsal lamellas1; vl, PO’nun ventral lamellasi (Bernard, 1987).

2. NOIi HisTOLOJisSi

NOI beyin sapinda yerlesik olivar cisimler iginde yer alir. Alt nukleuslar1 da
olan niiklear bir kompleks olarak bulunan NOI, kesitlerde verdigi goriintii itibariyle
beyin sapinin en karakteristik nukleusudur. Kendine has noropili ile medulla
oblongataki diger alanlardan kolaylikla ayirt edilmektedir (Sekil 4). NOI’nin néropili;
dendritik profiller, miyelinli ve miyelinsiz aksonlar ve bunlarin terminalleri ile pek ¢ok

glial hiicre ve ¢ikintilarindan olusmaktadir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).
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Sekil 4. Medulla oblongatadan alinan koronal bir kesitte NOI profiline ait 151k mikrografi. NOI néropili
noronlarla birlikte olduke¢a karakteristik bir yapi1 sekillendirir. Bar = 0.5 mm (Tsuchiya ve ark., 2005).

NOI’de yer alan néron tipleri ve bunlarin &zellikleri 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde ¢esitli boyama teknikleri kullanilarak ayrintili olarak

tanimlanmuistir.

2.1. Nissl Boyamalari ile Tanimlanan Néronlar

Nissl boyama teknigi ile hazirlanan preparatlarda noronlar tek tip olarak
goriintii verirler. Bu boyamalarda ndronlar miyelinli liflerin olusturdugu demetler
arasinda yuvarlak ve/veya oval sekilli hiicreler olarak gozlenirler. Bazofilik bir
sitoplazma ve soluk boyanan oldukg¢a biiyiik bir nukleusa sahiptirler (Sekil 5). Nissl
boyalariyla ortaya ¢ikarabilen bu smrl dzellikler NOi’de farkli néron tiplerinin ayirt

edilmesi i¢in yeterli degildir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Sekil 5. Cresyl violet-luxol fast blue ile boyanan NOI néronlar (oklar).



2.2. Golgi Yontemi Kullanilarak Yapilan Tanimlamalar

NOI néronlar1, Golgi impregnasyonu teknigi kullanarak yapilan ¢alismalarda
da yuvarlak ila oval sekilli goriiliirler. Ancak dendritik dallanma seklini goriiniir hale
getiren bu teknik ile 3 tip hiicre tanimlanmistir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff,
2000).

Ik tip néronlarin dendritleri perikaryondan radial olarak uzanirlar ve eliptik
veya sferik bir alan olustururlar (Sekil 6). Ug ila bes arasinda degisen sayidaki primer
dendritleri, sekonder ve tersiyer dendritleri olusturmak iizere bir veya iki kez dallanirlar
(Rashed ve ark., 2007). Daha ¢ok NOI’nin dorsalinde ve MAO’nun kaudal kisimlarinda
yer alan bu tip néronlar insan olivar nukleusunda ¢ok nadir bulunurlar (Scheibel ve
Scheibel, 1955; Scheibel ve ark., 1956; Gwyn ve ark., 1977; Bozhilova-Pastirova ve
Ovtscharoff, 1979; Rutherford ve Gwyn, 1980; Foster ve Peterson, 1986; Bozhilova-
Pastirova, 1990; Ruigrok ve ark., 1990; Ruigrok ve De Zeeuw, 1993; Bozhilova-
Pastirova ve Ovtscharoff, 1995 ve 2000).

Sekil 6. Dendritleri radial olarak diizenlenmis olan bir olivar néron. Esas olarak NOI’nin dorsalinde ve
MAO’nun kaudal bolgelerinde yer alir (Golgi impregnasyonu; Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff,
2000).



Dendritik dallanma sekline gore tanimlanan ikinci bir tip ndron, kiire benzeri
olivar néronlardir (Sekil 7). Alt1 veya daha fazla sayida olan primer dendritleri,
sekonder ve tersiyer dendritleri olusturmak iizere bir veya iki defa dallanma gosterirler
ve radial olarak uzanirlar. Kivrintili bir seyir gosteren sekonder ve tersiyer dendritler ise
hiicreye yumagi andiran bir goriiniim verirler. Daha ¢cok MAO’nun rostral yarisinda ve

PO’da bulunurlar (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 1995 ve 2000).

Sekil 7. Dendritleri kendi tizerinde yumak olusturmus kiire benzeri olivar néron (Golgi impregnasyonu;
Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Uciincii bir tip olivar néron ise 6zellikle PO lamellalarinda olmak iizere tiim alt
nukleuslarda NOI simirlart boyunca yer alir. Bu marjinal néronlarin dendritleri esas
olarak olivar lamellalarin merkezine ydnelmistir. Bundan dolayr lamella sinirlarmi
olusturan gdvde bolgelerinde dendrit icermezler (Sekil 8a ve 8b). Zaman zaman
sekonder ve tersiyer dendritlerinin seyirleri boyunca hafif kivrilmalar da (Sekil 8c)

gbzlenmistir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).



Sekil 8. NOI smirlar1 boyunca yer alan ve dendritleri cekirdegin merkezine ydnelen iigiincii tip olivar
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noronlar (“a” ve “c”, sincap; “b”, insan). Siyah ok; kivrilma gosteren sekonder ve tersiyer dendritler
(Golgi impregnasyonu; Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Bu ii¢ noron tipinin yaninda giivercinlerde retikiiler ndron adi verilen ilave bir
tip daha tanimlanmustir (Sekil 9). Dagilim olarak tek hiicreler halinde NOI sinirlarina
oldukca yakin yerlesim gosterirler. Giivercinlerde tanimlanan bu néronlar sincap, sigan

ve kedilerde de gozlemlenmistir. Genellikle tek tek hiicreler halinde dagilimi olan bu



noronlarin zaman zaman piramitlerin yakininda kii¢iik gruplar halinde kiimelendikleri
de belirlenmistir. Dendritleri ag seklinde dallanan bu retikiiler benzeri ndronlar
genellikle tipik olivar néronlardan belirgin derecede daha biiyiiktiirler. Insanlarda da
MAO’nun kaudal kisimlarindaki bazi noéronlarin, diger tiirlerdeki retikiiler ndronlara
benzer morfolojik ozellikler gosterdikleri bildirilmistir. NOI cevresinde ya da ig
kisminda dagilim gdsteren bu ndronlar poligonal veya fuziform seklindedirler. Golgi
impregnasyonu ile goriintiilenen retikiiler néron dendritlerinin NOI’nin sinirlarindaki
noronlarin dendritlerini kismen kapladigir goriilmektedir. Bu ndronal tipin dendritleri
sadece uzun veya kisa dagmik dikenler icerir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff,

2000).

Sekil 9. Dendritleri ag seklinde dallanan ve ilk 6nce giivercinlerde tanimlanmis olan retikiiler tipte olivar
ndron (Golgi impregnasyonu; Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

2.3. immiinohistokimyasal isaretlemelere Gére NOi Néronlari
Immiinohistokimyasal isaretleme ile hazirlanan preparatlarda NOI’de biiyiik
multipolar ve kiigiik interndronlar olmak {izere 2 tip noron ayirt edilmektedir. Biiyiik
multipolar noéronlar PO ndéronlarinin % 90’11 olusturur. Merkezi olarak yerlesik
yuvarlak bir nukleusa sahip bu néronlarin ¢aplar1 25 um’dir. Aspartat ve glutamat igin
pozitiftirler ve eksitatordiirler (Szteyn, 1988; Fredette ve ark., 1992; Pine ve ark., 1997).

Insan olivar projeksiyon ndronlar1 kortikotropin serbestlestirici hormon (Powers ve ark.,



1987) ve insiilin growth faktor-1 icin de pozitiftirler (Bondy, 1991). Bu 6zellikleriyle
olivoserebellar sistemde Purkinje hiicreleri i¢in modiilator transmitterler ve trofik
faktorler olarak hizmet ederler. Ikinci néron populasyonunu, sayisal oranlart % 5 — 10
arasinda degisen armut bi¢cimli GABA-pozitif interndronlar olusturur. Yaklasik 7 — 10
um capinda olan ve nukleus i¢inde sonlanan (Szteyn, 1988; Fredette ve ark., 1992) bu
kiiciik interndronlar olivoserebellar sistemde inhibitér modiilasyon saglarlar (Lang ve
ark., 1996; Ruigrok, 1997; Weigel ve ark., 1999). Biiyiik multipolar néronlar sepet ve
Golgi hiicreleri (Scheibel ve Scheibel, 1954; Powers ve ark., 1987), serebellar
nukleuslar (Szteyn, 1988) ve esas olarak ise kontralateral serebellar korteksteki Purkinje
hiicre dendritlerini (Powers ve ark., 1987) hedef alirlar. Bu aksonlar tirmanici lifler
olarak adlandirilan afferent projeksiyonlarin tek kaynagidirlar (Nauta ve Feirtag, 1986;
Voogd ve ark., 1990; Voogd, 2003).

2.4. Elektron Mikroskobik Goriiniim

2.4.1. Noronal govde

Insanlar ve bircok farkli hayvan tiirlerinde gergeklestirilen ¢alismalar NOI
noronlarinin ortalama 10 — 25 um arasinda degisen bir ¢apta olduklarini1 gostermektedir.
Bununla birlikte en yaygin olanlar 20 — 25 um c¢apinda olan orta biyiikliikteki
noronlardir. Yuvarlak ila oval veya poligonal bir gévdeye ve bu sekle benzer bir
cekirdege sahiptirler. Cekirdek, insanlarda merkezi; si¢an, sincap, kedi ve gilivercin gibi
calisilan tiirlerin ¢ogunda ekzantrik olarak bulunur ve bir veya daha fazla invaginasyon
gosterir (Sekil 10). Okromatik &zellikteki gekirdekte fibriler ve graniiler komponentleri
olan yogun ve yuvarlak yapidaki ¢ekirdek¢ik belirgindir (Bozhilova-Pastirova ve
Ovtscharoff, 2000).

Sitoplazmalarinda mitokondrionlar, serbest ve kiimeler halinde ribozomlar,
graniillii endoplazmik retikulum ve iyi gelismis Golgi kompleksleri bulunur.
Multivezikiiler cisimler, lizozomlar ve lipofuksin graniilleri sitoplazmada dagilmis
haldedirler. Norofilamentler ve norotubiiller, perikaryonda gevsek olarak
diizenlenmistir, fakat proksimal dendritlerde paralel bandlar olustururlar (Bozhilova-

Pastirova ve Ovtscharoft, 2000).
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Sekil 10. Kedi NOI’sinde grup olusturan {i¢ ndron (siyah oklar). iki tanesinde hiicre zarlari yakin
komsuluk (beyaz oklar) gostermektedir. Cekirdeklerine ait invaginasyonlar (*) oldukg¢a belirgindir
(Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Olivar noronlarin plazmalemmasinin bliyiikk bir kismi, astrositler veya
oligodendrositler ve bunlarin uzantilar1 ile Ortiiliidiir. Genellikle gruplar halinde
bulunurlar (Sekil 10). Yan yana duran bazi perikaryonlarin plazma membranlar siklikla
belirli bir mesafe boyunca yakin bir komsuluk gosterir. Sincaplarda yapilan
calismalarda bazi néronlarda silyalar da gozlenmistir. Ozellikle MAO’nun kaudal
yarisinda yerlesim gosteren bu noronlar, 8+1 veya dokuz periferal mikrotubiil seklinde
diizenlenme gosteren bir aksoneme sahiptirler (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff,
2000).

NOI’deki néronlar ¢ok az sayida aksosomatik sinapsa sahiptitler. Terminaller
diken benzeri ¢ikintilar veya diger ndronal plazma zar1 kisimlari ile sinaps yaparlar. Iki
tip akson terminali bulunur. Bir kisim akson terminallerinin ¢ap1 0,3 — 4 um arasinda
degisir. Yaklasik 350 — 500 A° ¢apli yuvarlak vezikiiller iceren bu terminaller asimetrik
sinaptik baglantilar olustururlar. Bu akson terminalleri nadiren perikaryon ve proksimal
dendritler ile sinaps yaparlar. Diger bir kisim akson terminallerinin ¢ap1 ise 0,5 — 3,5
um’dir. Bu terminallerde boyutlar1 280x400 A° ve 320x680 A° arasinda degisebilen
pleomorfik vezikiiller bulunmaktadir. Noronal govdeler ve somatik dikenlerle simetrik

sinaptik baglantilar yaparlar. NOI’de bu akson terminallerine ek olarak nadiren bulunan



bir iiglincii tip akson terminali daha gézlenmistir. Bu terminallerin ¢aplari ise 0,8 — 3,7
um arasindadir. Ortalama 550 A° capinda acik renkli ve 950 A° ¢apinda olan koyu
renkli vezikiilleri vardir. Koyu renkli vezikiiller baz1 profillerde vezikiil toplulugunun
% 25’ini olusturabilmektedir. Bu akson terminalleri ¢aplart 2 um’dan kiigiik dendritik
elementler ile sinaptik baglantilar yapar ve genellikle sinaptik yiginlarda goriiliirler

(Gwyn ve ark., 1977).

2.4.2. Akson ve Dendritler

Primer dendritler hiicre gdvdesinden ¢ikmaktadir. Organellerinin ¢ogu
proksimal dendritin aspinal segmentine kadar uzanmaktadir. Proksimal dendritin taban
kism (0zellikle kiire benzeri hiicre tipinde) aksonun baslangic segmenti ile devamlilik

gosterir (Sekil 11).

Sekil 11. Aksonu gévdeden (a) ve proksimal dendritin taban kismindan (b) koken alan iki olivar ndron
(Golgi impregnasyonu; Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Akson baglangic segmenti, kiimelenmis mikrotubiilleri ve membranlari altinda
gosterdikleri yogunlasmalar ile dendritlerden ayirt edilir. Buradaki akson baslangic

segmenti genellikle incedir (1 um) ve sinaptik baglanti kurmaz. Proksimal dendritler



gbvde ile benzer sitoplazmik organeller igerirler. Dendritik yilizeyler genellikle diizgiin
olmakla birlikte yer yer sinaptik terminallerle temaslari olan kisa-kiint spinler veya
dendritik eklentiler gosterirler. Govdede oldugu gibi, bu bdlgedeki plazmalemmada da
pleomorfik vezikiil iceren akson terminalleri cok az sinaps yapar. Bu dendritlerin biiyiik
bir kismi astroglial uzantilar ile kaplanmistir. Sekonder veya tersiyer dendritler (1 — 2
um’den daha az capta olanlar) ¢cok az bir sitoplazmik organel igerigi ile karakterizedir.
Baz1i dendritik profiller ¢ok sayida mitokondrion ile doludur. Dendritlerin
sitoplazmalarinda yogun 0Ozlii vezikiiller, multivezikiiler cisimcikler ile dendritik
lamellar cisimcikler yer alir. Bunlarin yani sira bazi dendritlerde az sayida, farkl sekilli
spinler de gdzlenmistir (kisa, dalli, ince boyunlu ve siskin basli gibi). Incelenen tiim
hayvan tiirlerinde NOI’deki dendritlerin sinaptik terminal alanlari oldugu tespit

edilmistir (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

2.4.3. Noroglial hiicreler

Gelisim sirasinda glial hiicreler ile heniiz olgunlagmasini tamamlamamig
ndronlar benzer karakterlere sahiptirler. Ancak S100 ve glial fibriler asidik protein
(GFAP) gibi hiicre iskeleti proteinlerinin varligiyla noronlardan ayirt edilebilirler
(Cunningham ve ark., 1999). Astrositler, bunlarin ¢ikintilar1 ve oligodendrositler, NOI
noropilindeki ndéron ve elemanlarmin yakin c¢evresini olusturan bir topografik
diizenlenme gosterirler (Sotelo ve ark., 1974).

NOI’de ii¢ tip astrosit tanimlanmustir. Bunlar; fibrdz astrositler, protoplazmik
astrositler ve protoplazmik astrositlerin bir ¢esidi olan velate tip astrositlerdir (Chan-
Palay ve Palay, 1972; Palay ve Chan-Palay, 1974; Chan-Palay, 1977; Bozhilova-
Pastirova ve ark., 1991; Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

Fibroz astrositler; uzun ¢ikintilara sahiptirler, GFAP immiinreaktiftirler (Sekil
12a) ve miyelinize fibriler bandlar arasinda yerlesiktirler (Bozhilova-Pastirova ve ark.,
1989a ve 1991). Protoplazmik astrositler, fibroz astrositlere gore daha az ara filamana

sahiptirler ve perivaskiiler ayaklar olustururlar.



Sekil 12. GFAP pozitif bir astrosit (a) ve Golgi impregnasyon teknigi ile belirlenen velate (b) tipte bir
astrosit (Bozhilova-Pastirova ve ark. 1991).

Sarkan membranlar seklinde uzantilara sahip olan velate tipteki astrositler
(Sekil 12b) ise sitoplazmalarinda lamellalar igerirler. Bunlar ndropil elemanlari
etrafinda tek veya multilamellar yapilar tarzda diizenlenme gosterirler (Sekil 13).
Astrositik uzantilar ve lamellar yapilar arasinda gap junction ve puncta adherentia

tipinde membran 6zellesmeleri vardir (Bozhilova-Pastirova ve ark., 1989b ve c).
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Sekil 13. Astrositik lamellalar (oklar) (Bozhilova-Pastirova ve ark., 1989b ve c).

Oligodendrositler ise birkag¢ kisa ¢ikintist olan yuvarlak ila oval veya poligonal
hiicre govdeli kiiciik hiicrelerdir. Bu hiicreler periferal kromatinli, ekzantrik yerlesimli
bir ¢ekirdege ve yogun bir sitoplamaya sahiptirler. Caplar1 yaklagik 25 nm olan ¢ok
miktardaki mikrotubiilleri ile astrositlerden ayirt edilebilmektedirler. Bunlar gévdenin
yani sira hiicre ¢ikintilarina da uzanir. Oligodendrositler perindronal, perindronal ve
perifasikiiler veya interfasikiiler yerlesimlidirler (Sekil 14). Oligodendrositler ve
uzantilari astrositlerle gap junction, diger oligodendrositler ile sik1 baglantilar gosterirler

(Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).



Sekil 14. NOI’de perindronal-perifasikiiler yerlesim gdsteren bir oligodendrosit ve uzantilarina (*) ait
elektron mikrograf (Bozhilova-Pastirova ve Ovtscharoff, 2000).

3. NOi EMBRIYOLOJiSIi

NOI, beyincigin de gelisim gosterdigi rombensefalik alar plagin ayni rostro-
dorsal kismindan geligir. Olivar ndronlar bu bolgedeki noroepitelin  dorsalinde
sekillendikten sonra submarjinal ve marjinal bolgedeki hiicre hareketleri sirasinda
ventrale dogru gd¢ ederler (Nieuwenhuys ve ark., 1998). Sicanlarda NOI néronlar:
MAO’da 12., DAO’nun dorsal kisimlar1 ve PO’nun ventral kisimlarinda ise 13.
embriyonik giinde sekillendirilirler. Bu haliyle olusturulan yap1 embriyonal hayatin 18.
giiniine kadar kalir ve virgiil sekilli bir yap1 olusturur (Sekil 15). Sicanlardaki bu ilk
taslak embriyonal hayatin 18 — 20. giinlerinde yetiskindeki sekline doniistiiriiliir.
(Bourrat ve Sotelo, 1988, 1990a ve b).

Inferior olivar kompleksin kisimlandirilmasi beyincigin kisimlandiriimasi ile
yakindan iliskilidir ve olivoserebellar baglantilarin gelisip olgunlagsmasi sirasinda
gerceklestirilir (Robertson ve Stotler, 1974; Goffinet, 1983; Sotelo ve ark., 1984;
Bourrat ve Sotelo, 1991; Landis ve ark., 1989; Heckroth ve ark., 1990; Sotelo ve
Wassef, 1991; Armengol ve Lopes-Raman, 1996; Sotelo ve Chedotal, 1997).



Yetigkin

Sekil 15. NOI gelisimini gosteren diyagram (sadece beyin sapinin sag tarafi temsil edilmistir).
Embriyonal hayatin 16 — 17. giiniinde comak sekilli olan NOI taslagindaki noronlar, lateralden gelerek
siyah ok ile gosterilen yonde ilerlerler. Yetiskin NOI’sinde ise nukleusun kaudal ve rostral kisimlarindaki
yerlesim farklilik gosterir. NOI kaudal pargasinda, daha sonra sekillenen néronlar (siyah yildizlar)
lateralde kalirlar. Bu yerlesim tarzi embriyonal taslaktaki ile benzerlik gosterir. Erken sekillenen néronlar
(daireler) ise taslaga gelis siralarina gore dorsomedial olarak yerlesim gosterirler. Nukleusun rostral {igte
ikilik kisminda bu kronolojik yerlesim siras1 tersine doner. NT, NOI taslagi; DAO, nucleus olivaris
accessorius dorsalis; PO, nucleus olivaris principalis; MAOTr, nucleus olivaris accessorius medialis’in
rostral kismi; MAOKk, nucleus olivaris accessorius medialis’in kaudal kismi (Bourrat ve Sotelo’dan
modifiye edilmistir, 1991).

Olivar aksonlarin serebellum igerisine gecisleri ise prenatal donemin 17.
giiniinde baglar (Wassef ve ark., 1992). Bu aksonlar, beyincige ge¢meleri ile birlikte
hemen hedef ndéronlar1 olan Purkinje hiicreleri ile temas kurarlar. Purkinje hiicreleri ile
olivar aksonlar arasinda olusan bu ilk temas, Purkinje hiicreleri heniiz serebellum
korteksindeki yerlerini almadan meydana gelir. Olivar aksonlar baslangicta Purkinje
hiicre govdelerinin iizerinde yer alan bazi siskince alanlar {izerinde temas kurarlar.
Postnatal ilk iki haftalik donemde ise Purkinje hiicrelerinin govde ve dendritleri
etrafinda sarilip uzanarak c¢ok sayida sinaps yaparlar ve yetiskindeki son sekillerini

alirlar (Chedotal ve Sotelo, 1992).



Gelisimin baslangi¢c donemlerinde, Purkinje hiicreleri birden ¢ok tirmanici lifle
innerve edilirler. Ancak serebellum olgunlasirken, bu girigsler dereceli olarak her
Purkinje hiicresinde tek bir tirmanici lifle sonuglanacak sekilde elimine edilir
(Carpenter, 1985; Martin, 1989; Standring, 2005).

NOI néronlarinin  hayatta kalmas1 embriyogenez siiresince Purkinje
hiicrelerinin varligina baglh degildir. Ancak dogumdan hemen sonra belirli bir siire i¢in
kritik bir bagimlilik gosterirler. Bu hedef hiicre bagimlilig1 yasla birlikte azalir (Chu ve
ark., 2000).

4. NOi BAGLANTILARI

NOI’nin afferent ve efferent baglantilar1 bulunmaktadir. Afferent baglantilar:

cikan ve inen olmak iizere ikiye ayrilir (Barr ve Kiernan, 1988).

Viicudun alt kisimlarindan tamamen caprazlasarak c¢ikan lifler, impulslari
spino-olivar yol i¢inde tasirlar. Bu yol genel olarak proprioseptorlerden ve bazi
eksteroseptorlerden alinan impulslar1 tasir ve spinoserebellar sistemin bir parcasini
olusturur. Tractus spinoolivaris’e ait birinci ndronlar ganglion spinale’de bulunur. Bu
yol ile ilgili birinci ndéronlarin santral uzantilarinin bir kismi1 muhtemelen lamina IV, V,

VII ve VIII’deki ikinci néronlar ile sinaps yaparlar (Taner, 2002).

Ikinci néronlarin aksonlar1 commissura alba anterior’da kars1 tarafa gecer ve
medulla spinalisin anterolateral kisminda yiikselen tractus spinoolivaris anterior’u
olusturur. Bu yol ile ilgili aksonlar, DAO ve MAQO’da sonlanir. Birinci néronlarin
santral uzantilarinin bir kismu ise tractus spinoolivaris posterior adini alarak ipsilateral
funiculus posterior igerisinde yiikselir. Bunlar medulla oblongata seviyesinde nucleus
gracilis ve nucleus cuneatus’taki ikinci noronlar ile sinaps yaparlar. Nucleus gracilis ve
nucleus cuneatus’taki noronlarin aksonlar ise karsi tarafa gecerek DAO ve MAQO’da
sonlanir (Taner, 2002).

DAO ve MAO’dan baslayarak karsi tarafa gegen liflerin olusturdugu tractus
olivocerebellaris, pedunculus cerebellaris inferior’den geger ve lobus cerebelli
anterior’da sonlanir. Boylece tractus spinocerebellaris anterior ve tractus
spinocerebellaris posterior disinda, tractus spinoolivaris ve tractus olivocerebellaris ile

spinal seviyelerde serebelluma impuls tasiyan diger bir yol olustururlar (Taner, 2002).



NOI iizerinde sonlanan inen lifler ise ipsilateral olarak serebral korteks,
nucleus ruber ve mesencephalon’un periakuaduktal gri maddesinden gelirler. Kortiko-
olivar lifler frontal, parietal, temporal ve oksipital korteksten ¢ikar, kortikospinal liflerle
birlikte bilateral olarak santral tegmental olivar yola inerler. Periakuaduktal gri
maddeden gelen lifler PO ve MAO’nun rostral kisminda sonlanirken, rubro-olivar lifler
PO’nun dorsal lamellasinda sonlanirlar (Carpenter, 1985). Mesencephalon’dan NOI’ye
uzanan yolun bir parcasi olan santral tegmental yolun terminal kismi1 PO’nun dorsal
ylizeyi lizerinde yogun bir tabaka olusturur (Barr ve Kiernan, 1988). Miyelinize liflerin
olusturdugu bu yogun tabaka amiculum oliva olarak isimlendirilen yapiy1 olusturur
(Carpenter, 1985).

MAOQO’nun rostral yarisina, DMHK ve PO’ya eksitator 6zellikte olan (Jeneskog,
1987) mezensefalo-diensefalik projeksiyonlar gelmektedir (Walberg, 1956; Saint-Cyr
ve Courville, 1980 ve 1982; Saint-Cyr, 1987; Spence ve Saint-Cyr, 1988; de Zeeuw ve
ark., 1989a, b ve 1990; Ruigrok ve Voogd, 1995).

NOI; nucleus vestibularis inferior (Saint-Cyr ve Courville, 1979), nucleus
tractus spinalis nervi trigemini ve kontralateral derin serebellar nukleus kisimlarindan
da (Tolbert ve ark., 1976; Berkley ve Worden, 1978) lifler almaktadir. Serebellar
nukleuslar ve bazi vestibular nukleuslar kontralateral NOI’ye GABAerjik projeksiyon
verirler (Gray, 2005). Baz1 tiirlerde (sigan, tavsan, kedi ve maymunlarda) vestibular
projeksiyonlarin GABAerjik yaninda kolinerjik &zellikte de olduklari gosterilmistir
(Horn ve Hoffmann 1987; Nelson ve ark., 1986; Nelson ve Mugnaini, 1989; de Zeecuw
ve ark., 1993; Barmack ve ark., 1998).

NOI’nin spinal bélgesi retikiiler formasyondan projeksiyonlar alir (Brown ve
ark., 1977; Martin ve ark., 1977; Walberg, 1982; Courville ve ark., 1983; Bishop,
1984). Olivar dongiideki medullar retikiiler ndronlarin rolii inhibitordiir (Llinas ve ark.,
1974). Buna karsilik spino-olivar ndronlar spino-olivo-serebellar dongiideki olivar
noronlar lizerinde eksitator etki saglarlar (Oscarsson, 1969 ve 1980; Gellman ve ark.,
1983).

Sicanlarda  yapilan  otoradyografik  isaretlemelerle  serebello-olivar
projeksiyonun topografik organizasyonu arastirilmistir. Sonuglar serebello-olivar liflerin
topografik olarak diizenlenme gosterdigini ve oncelikle kontralateral NOI’de

sonlandigini gostermektedir. Sadece nucleus fastigii’nin kaudo-ventral kismi, MAO’nun



kaudal kismina yonelir. Nucleus emboliformis ve nucleus globosus baslica DAO ve
MAOQO’nun rostral kismina projekte olur. Ayrica nucleus globosus’un medial kismi,
PO’nun ventral lamellasina ve DMHKye; nucleus emboliformis’in lateral pargasi ise
esas olarak DMHK’ye gecer. Nucleus dentatus’tan oliva’ya dogru olan projeksiyon da
topografik olarak diizenlenme gosterir. Nucleus dentatus’un kaudali, PO’ nun rostrali;
rostrali ise PO’nun kaudali ile baglanti kurar. Nucleus dentatus’un medial ve lateral
kisimlar ise sirastyla PO’nun ventral ve dorsal lamellalarina; dorsal ve lateral kisimlari
ise, PO’nun medial ve lateral pargalarina projekte olur (Umetani, 1989).

Olivar n6ron aksonlar1 ise, kontralateral serebellar kortekste tirmanici lifte
denen olivoserebellar projeksiyonlar1 olustururlar. Ayrica nucleus vestibularis lateralis
ile serebellar nukleuslara da kollateraller gonderirler. Topografik diizenlenme serebellar
nukleuslar ile NOI’nin alt nukleuslar: arasinda bulundugu gibi (Sekil 15),
olivoserebellar ve Purkinje niikleer projeksiyonlari arasinda da vardir (Gray, 2005).

DAO ve MAO, vermis’e ve yakin hemisferlere projekte olurlar. DAO ve
MAO’nun kaudalde kalan yar1 kisimlar1 vermisi innerve ederler. Bunlardan DAO kismi
anterior vermisin B zonuna, MAO kismi ise A zonuna ve nucleus fastigii’ye projekte
olur. DAO’nun ve MAO’nun rostralde kalan yarilar1 ise pars intermedia’ya projekte
olur. DAO’nun rostralinden kaynaklanan tirmanici lifler nucleus emboliformis’e
kollateral projeksiyonlar verip, belirli zonlarda (C1 ve C3) sonlanirken; MAO’nun
rostrali, C2 zonuna ve nucleus globosus’a projekte olur. PO ise kontralateral hemisfere

(D zonuna) yonelir ve nucleus dentatus’a kollateraller verir (Gray, 2005).

4.1. Tirmanici Lifler ve Fonksiyonlari

Tirmanici lifler sinir sisteminin en giliglii eksitator baglantilarini yaparlar
(Martin, 1989). Purkinje hiicrelerine uzanmakta olan bu olivoserebellar lifler,
serebellumun ana afferent kaynagidirlar (Desclin, 1974; Barr ve Kiernan, 1988; de
Zeeuw ve ark., 1988; Guyton ve Hall, 2007). Bu lifler serebellar nukleuslara da
kollateraller gonderirler (van der Want ve Voogd, 1987; van der Want ve ark., 1989; de
Zeeuw ve ark., 1997). Bu miyelinsiz lifler ¢ok sayida dala ayrilirlar ve Purkinje
hiicrelerinin dendritik dallarina tirmanirlar (Carpenter, 1985). Otoradyografik calismalar
tirmanic liflerin NOI’den kaynaklandigini ve caprazlasarak karsit hemisfere gectiklerini

gostermistir (Batini ve ark., 1979; Courville ve Faraco-Cantin, 1978).
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Sekil 15. Olivoserebellar projeksiyonlara ait diagram. I ve II. Sol NOI’nin ii¢ alt nukleusunu gosteren
transvers kesitler. Kesit seviyeleri III’te gosterilmistir. IIL. Ug silindir olarak ¢izilen PO, DAO ve MAO.
Olivoserebellar projeksiyonlar beyaz renkli okla, GABA-erjik niikleo-olivar yol siyah ok ile
gosterilmistir. NOI’nin birbirleriyle baglantili olan alt boliimleri, temel afferent baglantilari, vermis ve
hemisferin Purkinje hiicre zonlar1 iizerinde tirmanici lifler olarak sonlanmalar1 ve serebellar nukleuslara
olan kollateral projeksiyonlart benzer renklerle belirtilmistir. A, A Purkinje hiicre zonu; B, B Purkinje
hiicre zonu; C, 3, C, 3Purkinje hiicre zonu; ctt, santral tegmental yol; D, D Purkinje hiicre zonu; DA,
Darkschewitsch nukleusu; DC, dorsal baslik; DE, decliv; DT, nucleus dentatus; E, nucleus emboliformis;
F, nucleus fastigii; FOL/TU, folyum/tuber; G, nucleus globosus; Int, pars intermedia; mt, medial
tegmental yol; NOD, nodulus; NRp, parvocellular red nukleus; NOT, optik yolun nukleuslart; on,
olivoniikleer kollateral baglanti; py, piramidal yol; SC, colliculus superior; UV, uvula (Gray, 1995).



Tirmanici lifler topografik olarak diizenlenme gosterdiklerinden belirli bir lif
grubu yine serebellumun belirli bir bolgesiyle baglanti kurmaktadir. Serebellum
foliumunun uzun eksenine dik olacak sekilde ak maddeden ve graniiler tabakadan gegip
Purkinje hiicre tabakasindaki Purkinje hiicreleri iizerinde sinaps yaparlar (Szentagothai
ve Rajkovits, 1959; Eccles ve ark., 1966; Carpenter, 1985; Guyton ve Hall, 2007).

Her bir tirmanici lif tek bir Purkinje hiicresini innerve eder. Bu topografik iligki
merkezi sinir sisteminin en sira dig1 baglantilarindan birisini olusturur (Eccles ve ark.,
1966; Sugihara, 2006). Her bir olivoserebellar lif 5 ila 10 tirmanict life ayrilir (Ruigrok
ve Voogd, 2000; Standring, 2005). Pek ¢ok tirmanici lif, Purkinje hiicrelerinin dendritik
dallar tizerine sinaps yapmadan hemen Purkinje hiicre tabakasi altinda infraganglionik
bir pleksus olusturur (Carpenter, 1985). Bir tirmanici lif, Purkinje hiicresinin
dendritlerinin proksimal segmentlerinden disar1 ¢ikan kisa, kalin spinler iizerine (Gray,
2005) ve Purkinje hiicre govdesi iizerine 200 (Armstrong, 1974) ila 300 (Guyton ve
Hall, 2007) sinaps yapmak iizere dallanir.

Tirmanici lif sistemi baglanti 6zgiinliigliniin yan1 sira fizyolojik 6zellikleri
bakimindan da kendisine has oOzellikler gosterir. Bu etkilerini serebellumun motor
kontrol islevinde gérmekteyiz (Welsh ve ark., 1998; Rondi-Reig ve ark., 1997; Apps ve
Lee, 1999; Lang ve ark., 1999; Lui ve ark., 1999).

Serebellum; kas kasilmasinin  baglamasia, bitisine ve kasilmanin
zamanlamasina verecegi destegin miktarin1 6grenebilir. Kisi yeni bir motor aktiviteyi ilk
defa yaptiginda, serebellumun kasilmanin baslamasina ve kasilma sonundaki
inhibisyona katkis1 ve bunlarin zamanlanmasi, ¢ogu zaman hareketin dogru yapilmasina
yetmez. Fakat hareketler bir¢ok kez tekrarlandiktan sonra daha kusursuz hale gelir.
Istenilen sonucun elde edilebilmesi icin bazen sadece birkag¢ hareket yeterken, bazi
durumlarda ise yiizlerce tekrar gerekebilmektedir (Guyton ve Hall, 2007).

Yapilan denemeler sonucunda serebellum devrelerindeki duyarliligin asamali
olarak uyum gosterdigi bilinmekle birlikte, kesin cevap bilinmemektedir. Ozellikle,
Purkinje hiicrelerinin uzun siireli duyarlilig1 graniil hiicrelerinden gelen paralel liflere
cevap olarak degistirilir. Bu duyarlilik degisimine NOI’den serebelluma gelen tirmanici
liflerin tasidig1 sinyaller sebep olmaktadir (Guyton ve Hall, 2007).

Olivar noronlar gap junctionlar: aracilifi ile olan elektronik birlesimlerinden

dolay1 (Llinds ve Yarom, 1981) ritmik ve senkronize calisirlar (Benardo ve Foster,



1986). Bu gap junction tipi baglantilar birka¢ olivar birimin spinleri araciligi ile
sekillendirilen dendro-dendritik baglantilardir ve glia ile ¢evrili glomeriiller olustururlar
(King, 1976; de Zeeuw ve ark., 1990). Her bir néron 50 komsu norona direkt olarak
baglanir (Devor ve Yarom, 2002).

MAO ve DAO, dengenin korunmasi ve postiiral degisiklikler ile ilgili olan
beyincik bolgelerine projekte olur (Barr ve Kiernan, 1988).

DB’nin rostral kism1 VLC ile birlikte vertikal kompansatuar goz hareketlerinin
olusmasindan sorumludur (Leonard ve ark., 1988). DB’nin kaudal kism1 ise horizontal
hareketlerden sorumludur (Rashed ve ark., 2007).

PO, ozellikle hassaslik gerektiren istekli hareketlerin etkinligini saglayan
beyincik boliimiine uzanir (Barr ve Kiernan, 1988). Motor hareketlerin ve 6grenmenin
senkronizasyonu ve zamanlamasi, egzersizle iligkili 6grenme, hareketli uyarilarin
zaman araliginin ve hizinin belirlenmesinde ve {i¢ boyutlu ortamda kognitif islemlerle
ilgilidir (Weigel, 1999). Motor ve premotor korteksle iliskili olivoserebellar devre,
ipsilateral PO’da sonlanan nucleus ruber’in parvocellular parcasi ile baglantilidir (Ulfig
ve Chan, 2001). Bu yapilar ise dil 6greniminde, dil 6grenme devresini olusturan kelime
bulmada (kognitif fonksiyon) ve kelimeyi ifade etmede (motor) énemli rol oynarlar

(Weigel, 1999).



MATERYAL VE METOT

Sigan NOI’sinde stereolojik yaklagimlarla gerceklestirdigimiz néron sayiminda
parafin kesitler kullanildi. Boya olarak miyelin ve Nissl boyalarinin kombinasyonu
tercih edildi. NOI’nin bir biitiin olarak ele alindig1 uygulamamizda alt ¢ekirdek ayrimi
yapilmadi. Noron sayimi igin fiziksel fraksiyonlama (Gundersen, 1986) yontemi
kullanildi. Disektor ¢iftlerinin karsilastirilmasi islemi, Anabilim Dalimizda gelistirilen

eszamanli goriintiileme yaklagimi (Ayas ve ark., 2008) ile gerceklestirildi.

1. HAYVANLAR

Calismamizda Universitemiz Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin
edilen 20 adet 30 giinliik yetiskin Wistar cinsi albino sican kullanildi. Esit sayida disi ve
erkekten olusan bu hayvanlarin sekizi stereolojik kantitasyon oncesinde histolojik
islemlerin standardize edilmesi (6zellikle de NOI néropilinin belirgin hale getirilmesi)
ve Ornekleme seklinin belirlenmesi igin gerceklestirdigimiz pilot c¢alismalarimizda
kullanildi. Sayimin gergeklestirildigi esas ¢alismada ise, 12 adet sican yer aldi. Altisar
adet erkek ve disi sicandan olusan iki grup halindeki bu esas caligma grubuna ait
hayvanlar, gelisimleri boyunca Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’'nde kendi
dogduklar1 kafesler igerisinde birakildi. Ancak perfiizyonun gerceklestirilecegi mevcut
laboratuvar kosullarimiza alisabilmeleri ve herhangi bir strese maruz kalmalarini
onlemek amaciyla islem yapilmadan birka¢ giin once kendi laboratuvar ortamimiza
alindi. Hayvanlara uygulanan islemlerin tiim asamalart OMU Deney Hayvanlar1 Yerel

Etik Kurulu yonergesine uygun etik kurallar dogrultusunda gerceklestirildi.

2. PILOT CALISMA

Pilot calismamiz iki asamada gergeklestirildi: NOI sinirlarnin ve drnekleme
seklinin belirlenmesi.

Obje sayiminda belirlenmesi gereken en Onemli kriterlerden birisi referans
hacminin, yani sayim yapilan yapmin sinrlarinin her seviyede siiphe gotlirmez bir
sekilde belirlenebilmesidir (Braendgaard ve Gundersen, 1986). Bu asamadaki herhangi

bir belirsizlik ¢alismadan elde edilecek sonuclar tartismali hale getirecektir (Gahr,



1997; Smith ve ark., 1997; Howard ve Reed, 1998). Calismamizda kullandigimiz ince
parafin kesitlerindeki NOI profillerinin sinirlar rutin boyamalarm modifiye edilmesi ile
belirgin hale getirildi.

Obje sayiminda goz oniinde bulundurulmasi gereken bir diger énemli konu,
kullanilan yontemin tarafsiz olmasi yaninda, etkin sekilde kullanimidir. Aksi takdirde
hesaplama yolu ile ulasilan degerler tarafsiz bir yontemle elde edilmis olsalar bile
gercek degerden ¢ok uzakta olabilirler. Tarafsizlik sadece yapilan islemde herhangi bir
on kabul ve yonlendirmenin olmadigi anlamina gelir. Etkinlik derecesi dikkate
alimmadan elde edilen bu sekildeki veriler ancak ilgili 6rneklemin (birey, kesit, kesit
alan1 vb) artirilmas ile giderek gercek degere yaklagabilir. Bu da 6rneklemin gereksiz
yere biiyiik tutulmasimi gerektirir (Gundersen, 1992, Howard ve Reed, 1998).
Ornekleme seklinin bir 6n ¢aliyma ile belirlenmesi uygulamanm hem ekonomik
olmasimi, hem de istenilen etkinlik diizeyinde gergeklestirilmesine imkan verir. Bu
nedenle asil calismaya gecmeden Once NOI’nin nasil 6rneklenmesi gerektigini
belirlemek amaciyla bir pilot ¢alisma gerceklestirildi. Bu amag i¢in ilgili literatiirde
(Gundersen ve Jensen, 1987; Gundersen ve ark, 1999; Howard ve Reed, 1998) onerilen
yaklasimlar kullanildi.

Parafin bloklar haline getirilen beyin saplarindan NOI nin tiimiinii kapsayacak
sekilde 4 pum kalinliginda koronal seri kesitler alindi. Pilot calismada kullanilan
hayvanlar ilgili ama¢ icin ihtiya¢ duyulduk¢a tek tek acildi. Boyama prosediiriiniin
belirlenmesi ve drnekleme stratejisi ile ilgili islemlerin tamamlanmasindan sonra bes

hayvanda belirlenen 6rnekleme sekli ile 6n sayim yapildi.

2.1. NOI Smirlarinin Belirlenmesi

NOI smurlarinin  belirlenmesinde Azizi ve Woodward (1987) tarafindan
tanimlanan kriterler ve terminoloji kullanildi. Beyin ve beyin sapi ¢ekirdeklerinde
gerceklestirilen noron sayimmi c¢alismalarinda ndéron govdelerinin Nissl teknigi ile
boyanmasi hem néronlar1 hem de ilgili ¢cekirdegin sinirlarini belirgin hale getirdiginden,
pilot ¢aliyjmamizda da 6ncelikle NOI'yi tiimiiyle kapsayan bir preparat serisi sik
kullanilan bir Nissl boyasi olan cresyl violet acetate (Luna, 1968; Bancroft ve Stevens,
1996) ile boyand1. Ancak 4 pm kalinhigindaki bu parafin kesitlerinde NOI smirlar1 her
seviyede saglikli bir sekilde tespit edilemedi. Ozellikle ¢ekirdegin orta seviyesinde



kalan kesitlerde NOI néronlarinin diffiiz bir dagilim gosterdigi, bunun da onlar1 yakin
cevrede yer alan diger noronlardan ayirt etmede giigliik olusturdugu gézlendi. Bunun
tizerine Nissl boyasi, sinir lifleri i¢in gelistirilen bir miyelin boyasi ile birlikte kullanildi.
Ikinci bir preparat serisi luxol fast blue ve cresyl violet acetate ile boyandi. Néropilin de
goriiniir hale geldigi bu ikili boyama ile NOI smirlar1 oldukca belirgin sekle geldi.
Ancak bu durumda da sayimi zorlastiran bir bagka problem kendini gosterdi. Noronlarin
arasinda kalan ve mavi/koyu mavi renkte boyanan miyelinli lifler birgok yerde NOI
noronlarini  orttiigiinden, noronlarin her kesitte optimum sekilde tanimlanmasini
engelledi. Bu sorun, boyama sirasinda miyelin boyasinin % 70’lik alkolde dereceli ve
kontrollii diferansiyasyonu ile giderildi. Sonugta néronlarin yani sira, NOI smirlar1 da

her seviyede rahatlikla belirlenebilen preparatlar elde edildi (Sekil 23).

2.2. Ornekleme Stratejisi

Ornekleme; hayvanlar, kesitler, kesit alanlar1 ve sayilacak ndron sayisi
seviyelerinde gergeklestirildi. Bu konuda yapilan ¢alismalar bu islemin altin kuralinin
toplam varyansi en ¢ok etkileyen faktoriin iizerinde en ¢ok durulmasi gerektigini
gostermektedir (Gundersen ve Osterby, 1981; Gupta ve ark., 1983; Kroustrup ve
Gundersen, 1983; West ve ark., 1991; West, 1993 ve 1994; Howard ve Reed, 1998).
Buna gore deneysel bir ¢alismada ilgili bir grupta hesapla bulunan ortalama degerin
(say1, hacim, yiizey alani gibi) gosterdigi varyans (istatistiksel terminolojide grupta
gozlenen nisbi varyans olarak isimlendirilir ve varyasyon katsayisinin karesi ile ifade
edilir); grupta beklenen (yani zaten var olan ve degismeyen biyolojik varyasyon) ile
yapilan ornekleme ve hesaplamalardan sonra elde edilen degerin varyanslarinin
toplamidir. Ayni ¢aligmalar mikroskobik 6rneklemenin hiyerarsik bir yapilanmaya sahip
oldugunu ve bu yapilanmanin en iist seviyesinde de bireylerin yer aldigini gostermistir.
Ikinci sirada da iizerinde ¢alisilan rnek doku yer almaktadir. Bunlarin toplam varyansi
etkileme dereceleri ise sirasiyla % 70 ve % 20 olarak verilmistir. Yani grupta gozlenen
nisbi varyansi en ¢ok etkileyen faktdr biyolojik varyasyondur. Varyansin geri kalan %
10’luk kismini kesitler arasi, alanlar aras1 ve dlglimler aras1 farkliliklarin toplaminin bir
tiriini olan bireyde gozlenen nisbi varyans (hata katsayisinin karesi ile ifade edilir)
olusturmaktadir. Calisma bolgemiz olan sigan beyin saplar1 dogrudan kesit alinabilecek
tek bir blok haline getirilebildikleri i¢in; calismamizdaki 6rneklemeye ait hiyerarsik

yapilanmanin ikinci seviyesinde beyin sapindan alinan kesitler yer almaktadir. Yani



calismamizda hesaplama sonucunda elde edilecek degere ait toplam varyansi en c¢ok
etkileyen iki parametre hayvan ve kesit sayilaridir.

Gerek hayvan caligmalari i¢in istatistiksel agidan Onerilen en az denek sayisinin
(Cruz-Orive ve Weibel, 1990), gerekse siganlarda yapilan stereolojik c¢aligmalarin
¢ogunda yeterli goriilen hayvan sayisinin bes olmasindan dolay1 ¢calismamizda baslangic
adimi i¢in sigan sayisi bes olarak alindi.

Kesit sayis1 seviyesindeki Ornekleme icin Oncelikle kullanacagimiz sayim
metodu olan fiziksel fraksiyonlama ve gerekleri g6z 6niinde bulunduruldu. Bu metot ile
olan sayimda kullanacagimiz disektor sayim kurali geregi (Sterio, 1984) disektor ¢iftleri
arasindaki mesafenin, sayimi s6z konusu olan objelerin kesit alim yoniindeki
yiiksekliklerinin  yarisindan fazla olmamahidir. Calismamizda disektor olarak
kullanmay1 planladigimiz kesit ¢iftleri ardisik kesitlerden olusacagindan, ‘disektor
ciftleri arasindaki mesafe’ kesit kalinligina karsilik gelecektir. Her ne kadar ¢aligmamiz
toplam noron sayisinin hesaplanmasina yonelik ise de, sayimda néron gévdeleri yerine
(her néronun sadece bir g¢ekirdek igerecegi kabul edilerek) noron g¢ekirdekleri esas
alindi. Ciinkii noron govdelerini kesitlerde verdikleri profillerden yararlanarak
tanimlamak c¢ogu zaman degisken sonuglar vermektedir. Noron govdesine gore ¢ok
daha belirgin smirlar gosteren noron c¢ekirdekleri daha saglikli bir secenek
olusturmaktadir. Preparatlarimizda yaptigimiz OSlglimlerde néron sayiminda esas
aldigimiz NOI néron cekirdeklerinin en kiigiiklerinin ~10-12 pm kadar bir ¢apa sahip
olduklar1 tespit edildi. Buna gore kullanacagimiz kesit kalinlig1 5-6 pm’den daha fazla
olamaz. Gémme ortami olarak kullandigimiz Paraplast® ile seri sekilde rahathkla
almabilen kesit kalinligt 4 um’ye kadar inebildiginden, kesit kalinlig1 olarak daha
ihtiyatl bir deger olan bu kalinlik kullanildi. Bu sekilde, NOI’de eger varsa caplar1 8
um kadar kiigiik olabilecek noron ¢ekirdeklerinin de sayim kapsamina alinmis olunmasi
amaglandi.

Bundan sonraki adim, bu kalinliktaki kesitler ile NOI’nin nasil
orneklenecegidir. Stereolojik ¢alismalarin etkinliginin arastirildigi calismalarda islemin
bu agamasi detayl sekilde arastirilmis ve orneklenmistir (Gundersen ve Jensen, 1987,
Gundersen ve ark., 1999). Buna gore; ilgilenilen bir objeye ait hata katsayisinin ~ 0,05
civarinda olabilmesi i¢in, ilgili objelerin yer aldig1 yapidan sistematik rasgele 6rnekleme

ile yaklagik 10 kesitin alinmas1 (bu say1 kompleks sekilli olmayan bir¢ok yapi igin



5-6’ya kadar diisebilmektedir) ve bunlarda yine sistematik rasgele Ornekleme ile
100-150 objenin sayilmasi yeterli olacaktir. Sican NOI’sinden histolojik kesitlerin
alindig1 calismalar1 (Bourrat ve Sotelo, 1984; Delhaye-Bouchaud ve ark., 1985; Azizi
ve Woodward, 1987) inceledigimizde koronal kesitlerde NOI’nin rostro-kaudal
uzunlugunun ~ 2400-2800 pum arasinda degisen degerlerde oldugunu goézlemledik. Bu
verilere gore, belirledigimiz kesit kalinlig1 (4 um) ile bu eksende yaklasik 10 kesit elde
edebilmek i¢in her 60. — 70. kesit ¢iftinin alinmasinin yeterli oldugu goriilmektedir
(2400 pm / 4 um = 600 adet NOI profili igeren kesit; 600 / 10 = 60). Bir baslangic
adimi olusturan bu araliklarla, ¢aligmamizda kullandigimiz bloklar1 (30 giinliik sicanlara
ait beyin saplarinin parafin bloklar1) 6rnekledigimizde NOI’yi igeren ortalama 7 — 8
kesit elde edildi. Bu adet genel olarak yeterli goriilmekle birlikte yine ihtiyath bir deger
olan 10 adedine ulagabilmek i¢in kesit 6rnekleme araligimizi 40’a diisiirdiik. Bu aralikla
yaptigiz drnekleme ile NOI’yi igeren ortalama 10 — 12 adet kesit elde edildi. Bu sekilde
birinci fraksiyon degerimiz (f; = kof = kesit 6rnekleme fraksiyonu) belirlenmis olundu.
Yani, kof = f; = 1/40.

Bu asamadan sonra, her bir NOI’de &rneklenen kesitlerde sistematik rasgele
ornekleme ile yaklasik 100-150 adet ndron c¢ekirdeginin sayilabilmesi ic¢in kesit
alanlarinin hangi adimlarla 6rneklenecegi ve bu adimlarda kullanilacak tarafsiz sayim
cergevesinin (Gundersen, 1977 ve 1986) hangi ebatlarda olmasi gerektigi belirlendi.
Islemin bu asamasinda Pakkenberg ve Gundersen’in (1988) calismalarinda kullandiklar:
ornekleme yaklasimindan yararlanildi. Buna gore néronlar sistematik rasgele drnekleme
ile belirlenmis ~50 kadar adimda fiziksel disektorler ile sayilir. Yaklasik 100-150
néronun sayilmasi yeterli goriildiigiinden (Gundersen ve ark, 1999) bu Orneklenmis
alanlardaki sayim ¢ercevesinin biiyiikliigii de ona gore ayarlanir. Kesit alanlarinin
orneklenmesi ve ndronlarin sayimiyla ilgili bu asama bilgisayar ortaminda
gergeklestirildi. Bu amag icin kullandigimiz diizenek Sekil 16°da gosterilmistir. Ilgili
diizenek, kamera (Panasonic F10 CCD) ilaveli bir mikroskop (Olympus BH-2), bir
monitdr ve 6rneklenen sayim alanlarinin kaydedildigi yakalama kartt (Pinnacle, Studio
Movie Box Plus 710) olan bir bilgisayardan (Pentium Core2 Duo) olugmaktadir.

Her hayvanda orneklenen ortalama 10 — 12 adet kesitte ~50 kadar alan
ornekleyebilmek igin ncelikle bunlardaki toplam NOI alan1 hesaplandi. Bu amagla bir

hayvanda o6rneklenen kesit ciftlerinden birindeki NOI profilleri mikroskobun 4x



Sekil 16. Kesit alanlariin 6rneklendigi ve sonrasinda sayim alanlarinin kaydedilip sayildig1 mikroskop ve
bilgisayar diizenegi. Her kesit ciftinden birindeki tek tarafli NOI profili sirayla énce kiigiik biiyiitmede
monitdrde goriintiilendi. Bu asamada o6rneklenen referans alanlart daha sonra biiyiik biyiitmede
gorintillendi ve kaydedildi. Bu alanin diger kesit ¢iftindeki esdegeri olan gozlem alant da bulunarak
kaydedildikten sonra bilgisayarda eszamanli goriintiilenerek degerlendirildi.

objektifi (kamera okiileri 3.2) kullanilarak sirayla monitérde goriintiilendi ve nokta
saymmi (Gundersen ve ark., 1988a) ile bunlardaki toplam NOI alam hesaplandi. Bunun
icin monitdr iizerine yerlestirilen bir asetat nokta sondasindan yararlamldi. NOI
profilleri iizerine rasgelen toplam nokta sayisi, her noktanin doku seviyesinde temsil
ettigi alan (41800 um?) ile carpildi ve bir hayvanda 6rneklenen kesitlerin bir tarafindaki
NOI profillerinin yaklasik toplam alani hesaplandi. Bu alan, yaklasik 50-60 kadar saymm
alan1 elde edebilmek icin bu degerlerin ortalamasmna béliindii (3011580 pum?® / 55 =
54756 pm?). Elde edilen bu deger yaklasik 230 x 230 um?’lik bir adim seklinde ifade
edilebilir. Yani NOI alan1 bu adimlarla taranacak olunursa yaklasik 50-60 adimda tiim
alan tamamlanir.

Kesit alanlarinin bu adimlarla 6rneklenmesinde Korkmaz ve arkadaglarinin
(2000), orneklenen alanlardaki esdeger sayim bolgelerinin bulunup eszamanh
karsilastirilmasinda ise Ayas ve arkadaglarinin (2008) gelistirdigi yaklagim kullanildi.
Buna gore sayim yapilacak alanlar Oncelikle ilgili referans bdlgesinin (bizim

calismamizda NOI) tiimiiyle goriintiilenebildigi bir kiigiik biiyiitmede belirlenir.



Sonrasinda da biiylik biiylitmede sirayla goriintiilenerek degerlendirmek {izere
kaydedilir. Bu amaca yonelik olarak da asagidaki adimlar takip edildi.

Preparatlarrmizdaki NOI  profillerinin  monitérde tek parga halinde
goriintiilenebildigi biiylitme mikroskobun 4x objektif ile elde edildiginden, drnekleme
icin bu objektif kullanildi. Bu biyiitmede, belirledigimiz adim alanimizin
kullanacagimiz 6rnekleme asetati lizerindeki gergek ebatlar1 hesaplandi. Bu kalibrasyon
islemi 0,01 mm aralikli birimlerden olusan bir tabla mikrometresiyle gergeklestirildi.
Sonugta, doku seviyesinde 230 x 230 um” olmas: gereken adim alanmim kullanacagimiz
ornekleme asetatindaki gergek degerinin 2,53 x 2,53 em”ye karsilik geldigi bulundu.
Daha sonra sayimin gercgeklestirilecegi biiylitme ve sayim cergevesinin biiyiikligi
belirlendi. NOI néronlarinin rahatlikla tamimlanabildigi gériintiilerin mikroskobumuzun
60x immersiyon objektifi ile olusturuldugu goézlendi. Olusan bu goriintiide yaptigimiz
degerlendirmeler, tarafsiz sayim gercevesi ile birka¢ ndron sayabilmek i¢in bir baslangic
degeri olarak 60 x 60 pm? ebatlarindaki bir ¢ercevenin yeterli olabilecegi 6ngoriildii. Bu
alanlar kiigiik biiyiitmede belirlenecegi i¢in; uygulama oOncesindeki son asamada,
bunlarin kii¢iik biiyiitmede kullanilacak asetattaki gercek degeri hesaplandi (0,66 x 0,66
cm?). Biiyiik bityiitmede sayimin yapilacagi disektdr alanlarni temsil eden bu kiigiik
kareler, 6rnekleme asetatindaki adim alanlarin sag iist kosesine yerlestirildi (Sekil 17).
Sayimlar her adimin sadece kiiclik ¢ergeve kadar olan bir alaninda gercgeklestirildigi
icin, her ikisinin oran1 2. fraksiyon (f; = adf = alan 6rnekleme fraksiyonu) degerimizi
olusturacaktir. Yani, adéf=1f, =60 x 60 /230 x 230.

Bu sekilde uygulama i¢in gereken tiim adimlar belirlenmis olundu. Esas
sayima gecmeden Once, belirledigimiz bu o6rnekleme degerlerinin uygunlugu bes
hayvanin tek tarafli NOI’sinde bir 6n sayim ile test edildi. Detaylar1 ‘Stereolojik
Uygulama’ baghkli béliimde verilen uygulama basamaklari ile gergeklestirilen bu 6n
sayimda sayilan ortalama noron sayis1 yaklasik 75 — 80, bunlara ait hata katsayis1 da
0.11 olarak bulundu. Buldugumuz deger sayim i¢in onerilen 100 — 150 hiicre sinirinin
altinda oldugu icin, sayilacak ndron sayisini artiracak sekilde drneklemede kiiglik bir
degisiklige gidildi. Bu amac¢ i¢in sayim cergevesi ebatlarinin artirilmasinin yeterli
olacag ongoriildii (60 x 60 um**lik gerceve yerine ebatlar1 70 x 100 pm? olan bir sayim
cergevesi). Sayilan toplam ndron sayismnin ortalama 125°e¢ ¢iktigi bu degisiklik
sonucunda hata katsayisinin da yaklasik 0,089’a geriledigi gézlendi. Bu durumda ikinci

fraksiyonumz f, = 70 x 100 / 230 x 230 seklinde degismis oldu.
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Sekil 17. Oncalisma (A) ve esas sayimdaki (B) 6rneklemelerde kullanilan asetat sablonlar. Esas sayimda
kullanilan sablonda sayim ¢ergeveleri 0,66 x 0,66 cm?®den 0,77 x 1,1 cmz’ye (doku seviyesinde 60 x 60
pm®den 70 x 100 pm?®ye) cikarilmistir. Bu sablonlar kiigiik biiyiitmede referans kesitindeki NOI
profilleri iizerine rasgele diisiiriildiikten sonra NOI’ye rasgelen kiiciik alanlar biiyiik biiyiitmede
goriintiilenerek kaydedildi (gézlem kesitindeki esdeger alanlarla birlikte). Sayim alanlarini temsil eden bu
alanlarda yer alan goriintiiler daha sonra bilgisayar ortaminda eszamanli goriintiilendi ve fiziksel disektor
kurali ile néron sayimi gergeklestirildi.



3. HISTOLOJIK iSLEMLER

Hayvanlar tamponlanmis gluteraldehit ile perfiizyona tabi tutularak tespit
edildi. Rutin parafin doku takibine tabi tutulan beyin saplarindan 4 um kalinliginda

kesitler alinarak Luxol fast blue ve Cresyl violet acetate ile boyandi.

3.1. Gluteraldehit ¢ozeltisinin hazirlanmasi
100 cc’lik gluteraldehit ¢ozeltisi hazirlamak igin;

A soliisyonu 84 cc Millonig fosfat tamponu

B soliisyonu 16 cc % 25’lik gluteraldehit ¢ozeltisi

A ve B soliisyonlar1 karistirilarak 100 cc’lik % 4’liik gluteraldehit ¢ozeltisi
hazirlandi. Kristal olusumunu engellemek igin ¢ozelti + 4 °C’de renkli bir cam sisede

muhafaza edildi (Kaya, 1984; Bancroft ve Stevens, 1996).

3.2. Tespit

Hayvanlar ketalar enjeksiyonu ile saglanan anestezi sonrasinda tartildi. Derin
anestezi altina alinan sicanlar (ekstremite refleksi ile kontrol edildi) sirtiistii bir 1zgara
tizerine sabitlendi. Diyaframin altindan saga ve sola dogru gogiis kafesi acildi. Kalbin
sol ventrikiiliine bir kaniil batirilip pihtilasmanin engellenmesi i¢in 0,5 cc heparin
verildi. Heparin enjeksiyonunu takiben damarlardaki mevcut kanin bosalip fiksatifin
daha rahat gegebilmesi icin dolagima ~ 35 °C’ye kadar isitilmis % 0,9’luk serum
fizyolojik verildi. Bu sirada sag atrium kesildi ve damarlardaki kanin bosalmasi
saglandi. Kalpten ¢ikan kan berraklaginca, serum fizyolojik yerine ~ 35 °C’ye kadar
s1tilmis ~ 200 cc tespit sollisyonu verildi. Perfiizyon islemini takiben her sicanin beyni
kafatasindan ¢ikarildi ve beyincikle beraber tartildi. Beyinler beyincikle beraber iki
hafta boyunca + 4 °C’de ayn soliisyonda bekletildi. Bu arada tespit soliisyonu birkag
kez degistirildi. Sonrasinda, koronal bir kesi ile beyinden uzaklastirilan beyincik ve

beyin saplar1 histolojik takip islemine alindi.



3.3. Doku Takibi

Tespit soliisyonundan c¢ikarilan beyin saplari bir giin siiresince akar suda

yikandi. Yikama isleminin ardindan Tablo 2’de gosterilen rutin doku takibi islemlerine

gecildi. Takip islemlerinden sonra spesmenlerin Paraplast” bloklari hazirlandu.

Tablo 2. Beyin saplarinin takibinde kullanilan kimyasallar ve siireleri

KiIMYASAL MADDELER

SURELERI

Alkol % 70

1 saat + 1 saat

Alkol % 80

1 saat + 1 saat

Alkol % 90 1 saat + 1 saat
Alkol % 96 1,5 saat + 1,5 saat

Alkol % 99,5 1,5 saat + 1,5 saat
Kloroform 4 saat + 4 saat + 4 saat

Kloroform-Paraplast

1 saat + 1 saat

Paraplast
( Vakumlu etiiv ~ 400 — 500 mbar)

1 saat + 1 saat +1 saat + 1 saat

Dokuda kalmis olabilecek kloroform, eser miktardaki su ve hava kabarcigini
daha iyi uzaklastirmak ve bu sayede daha etkili bir parafin infiltrasyonu saglamak i¢in
vakumlu etiiv ile infiltrasyon sirasinda dokulara yaklasik 400 — 500 mbar’lik bir vakum

uygulanmistir.

3.4. Kesit Alma

Rotary mikrotom (Thermo Shandon) ile bloklardaki beyin saplart koronal
diizlemde rostralden kaudale dogru fiziksel disektor kuralina uygun olacak sekilde 4 um
kalinlikta kesilerek &rneklendi. Her blok icin kesitlerin drneklenmesine heniiz NOI

belirmeden baglandi ve tiikeninceye kadar devam edildi. Yaklasik 45 °C’lik sicak su



bulunan havuza alinan kesitler tamamen acilana kadar bekletildi. Mayer’in albiimin
soliisyonu (Luna, 1968) siiriilmiis lamlara alinan kesitler, daha sonra 1 — 2 saat siireyle

60 °C’lik etlivde bekletilerek kesitlerin lamlara yapigsmalari saglandi.

3.5. Boyama
Etiivden cikarilan kesitler ksilen ile deparafinize edildi ve % 95’lik alkole
kadar getirilerek Kliiver—Barrera metodu (Luna, 1968) ile miyelin ve Nissl cisimcigi

boyamalar1 yapildu.

3.5.1 Boya soliisyonlarimin hazirlanmasi

Luxol fast blue soliisyonu: 0,1 gr Luxol fast blue + 100 cc % 95’lik alkol
Boya alkolde ¢ozildii ve % 10’luk 0,5 cc glasial asetik asit eklendi. Her

kullanimdan 6nce boya filtre edildi.

Cresyl violet acetate soliisyonu: 0,1 gr Cresyl violet acetate + 100 cc distile su
Boya suda ¢oziildiikten sonra kullanimdan hemen 6nce % 10’luk 15 damla
glasial asetik asit eklendi.

Lityum karbonat soliisyonu: 0,05 gr Lityum karbonat + 100 cc distile su

3.5.2 Boyama prosediirii

Kesitlerin boyanmasinda, calismamizin amacina yonelik olarak pilot calismada
belirledigimiz siireler kullanildi. Bu sekliyle, yararlandigimiz kaynaktaki (Luna, 1968)
Kliiver—Barrera metodunun orjinal prosediirii hafifce modifiye edildi. Miyelin boyasinin
hem boyama siiresi kisaltildi (gece boyu yerine 2 saat), hem de diferansiyasyon
basamagindaki siireler boyama asamasindaki ndropil goriintiisiiniin istenen diizeyde

olup olmamasia gore kontrol edilerek belirlendi. izlenen basamaklar su sekildedir:
Deparafinize edilen ve % 95’lik alkole kadar getirilen kesitler;
1. 56 — 60 °C’lik etiivde bekletilen luxol fast blue soliisyonunda 2 saat boyanda.

2. Boya sonrasinda % 95’lik alkolde calkalanarak iizerlerindeki boyanin

fazlalig1 giderildi.

3. Distile suda ¢alkalandi.



4. Lityum karbonat soliisyonuna hizla daldirip ¢ikarilarak diferansiye edildi.
Bu asama Kkesitlerin mikroskopta incelenerek NOI néropilinin goriintiisii
kontrol edilerek gerceklestirildi. Gri ve ak madde ayirt edilene kadar %
70°lik alkolde diferansiyasyona devam edildi. Ancak NOI néropilinde koyu
renkli lif goriintiilerinin kalmamasina 6zen gosterildi. Bu sekilde hem NOI
sinirlarinin belirgin hale getirilmesi, hem de ikinci asamada Nissl boyasi ile
boyanacak olan ndronlarin golgelenmemesi saglandi. Bu sonucun

saglanmasi i¢in diferansiyasyon islemi ihtiyaca gore birkag kez tekrarlandi.
5. Distile suda yikandi.

6. 56 — 60 °C’lik etiivde bekletilen cresyl violet asetate ile 6 dakika siire ile

boyandi.

7. % 95’lik alkolden 3 defa seri sekilde gegirildi. Ancak bu asamadaki néron
boyas: diferansiyasyonu da yine mikroskop gozlemi ile kontrol edildi. i1k

(veya ilk iki) diferansiyasyon yeterli goriildiiyse digerlerine gegilmedi.
8. Absolii alkolde iki kez 15’er dakika dehidrate edildi.
9. Ksilende iki kez 5’er dakika, bir kez 1saat siireyle tutuldu.

10. Entellan™ (Merck) ile kapatild:.

4. REFERANS HACMININ VE NOi NORONLARININ TANIMLANMASI

Stereolojik sayim ¢alismalarimin en Onemli gereklerinden olan referans
hacminin tanimlanmasi (Braendgaard ve Gundersen, 1986; Gundersen, 1992; Howard
ve Reed, 1998) calismamizin en dnemli basamaklarindan birini olusturmaktadir. NOI
ile ilgili ontolojik ¢alismalarda bu nukleusun beyin sapinda yerlesik olanlar igerisinde
sinirlart en belirgin olan1 oldugu seklindeki tanimlamalar genel olarak dogru olmakla
birlikte stereolojik caligmalar icin tam anlamiyla yeterli degildir. Ciinkii bu tiir
calismalar bu siirlarin sadece secilen kesitlerde degil, sistematik ve rasgele olarak
orneklenmis tiim kesitlerde kesin bir sekilde tanimlanmasin1 gerektirir. Rutin boyalari
kullandigimizda bu durumun kullandigimiz ince (4 pm) kesitlerdeki her seviyede

(6zellikle rostro-kaudal eksenin ortalarina rastgelen kesitlerde) ger¢eklesmedigini veya



celigkilere yol actigini gozlemledik. Ancak pilot ¢alismamiz sonucunda gelistirdigimiz
degisikliklerle bu gerek de saglanmis olundu (Sekil 24a ve b). Bununla birlikte bu
durum NOI’nin ana sinirlan igin gegerli olup, akson izleme teknikleri ile belirlenen
(Azizi ve Woodward, 1987) NOI alt nukleuslar1 (bkz. Tablo 1 ve Sekil 3) icin gegerli
degildir. Bu nedenle calismanzda NOI tek bir yap: halinde degerlendirildi.

Noron sayiminda NOI néropili icerisinde kalan tiim néronlar sayildi. Herhangi
bir néron tipi ayirimi yapilmadi. Cekirdekler ndron somalarina gore ¢ok daha rahat
tanimlanabildiginden ndéron sayiminda noéron g¢ekirdekleri esas alindi. Her ne kadar
noronlar karakteristik bir ¢ekirdek yapisi sergileseler de, her c¢ekirdek profilinde
tanimlama yapmak ve onlar1 glialardan ayirt etmek her zaman standart bir durum
olusturmamaktadir. Bu durum 6zellikle de biiyiikliikleri glialardan ¢ok az bir fazlalik
gosteren ve rutin histolojik preparasyonlarda glialar ile olduk¢a benzer ozellikler
sergileyen kiigciik capli ndronlar igin gecerlidir. Bu tanimlama problemini en aza
indirgemek icin sayimda ¢oziinlirlik giicii oldukca yiiksek olan 1.4 sayisal agiklikli
SPlan Apokromatik 60x biiylitme saglayan bir objektif kullanildi. Ayrica, degisken
olmayan bir sayim gerceklestirmek amaciyla néron ¢ekirdeklerinin tanimlanmasi ve glia
hiicrelerinden ayirt edilmesinde asagidaki kriterler esas alind1 (Braendgaard ve ark.,
1990; Bjung ve Gundersen, 1993). Bu kriterlerden higbirine sahip olmayan profiller

noron cekirdegi olarak degerlendirilmedi.

— Cekirdek biiytikliigii ve kromatin dagilimi: Noronlarin ¢ekirdekleri
genellikle glialarinkinden daha biiytiktiir ve 6kromatik bir ¢ekirdege

sahiptirler.

— Sitoplazmik goriintli: Sitoplazmasinda Nissl cisimcigi igerenler ve
cekirdek etrafinda boyanmis belirgin bir sitoplazmasi olanlar néron

olarak degerlendirildi.

— Cekirdekgik:  Sitoplazmasi  segilemeyen ancak belirgin  bir

cekirdekgige sahip hiicreler yine ndron olarak degerlendirildi.

Bu kriterlerin kullanimi, Sekil 18’de NOI’ye ait farkli kesitlerdeki profillerde

orneklendi.



Sekil 18. Noron sayiminda esas alinan tanimlama kriterlerinin kullanimina ait 6rnekler. Sayimda ndron
cekirdekleri esas alindigi icin sadece cekirdek profillerine bakildi. Soma o&zelliklerine sadece ilgili
cekirdegin norona ait olup olmadigina karar vermek i¢in bakildi. Mikrograflarda rahatlikla ndron olarak
tanimlanan profiller ‘v , glia olarak tanimlananlar ise ‘*’ isareti ile gosterilmigtir. ‘1’ numara ile
gosterilen profil kiigiik olmakla birlikte 6kromatik ¢ekirdek yapisi, ¢ekirdekcik ve ince bir sitoplazmik
halkasi1 igerdigi i¢in; ‘2’ numarali ¢ekirdek profili koyu goriinmekle birlikte diger kriterlerin hepsini
sagladigindan; ‘3 ile gosterilen profil ¢ok biiyiik olmasi ve belirgin bir sitoplazma ile ¢evrelenmis
olmasindan dolay1; ‘5’ numarali profil ise kiigiik olmak ve belirgin bir sitoplazmik halka gdstermemekle
birlikte, belirgin bir ¢ekirdekeik sergiledigi i¢in néron olarak degerlendirildi. ‘4’ ve ‘6’ numarali profilleri
damar endoteline ait olarak degerlendirildi.



5. STEREOLOJIK UYGULAMA

Noron sayiminda kullandigimiz fiziksel fraksiyonlama metodu (Gundersen,
1986), stereolojik sayim metotlar1 icerisinde altin standart olarak kabul edilir
(Dorph-Petersen ve ark., 2001) ve fraksiyonlama (Gundersen, 1986) ile fiziksel
disektoriin (Sterio, 1984) kombinasyonundan olusur. Buna gore, ilgilenilen yapinin
belirli bir kisminda (stereolojik literatiirde fraksiyonunda) fiziksel disektor sayim
kuralina gore ndronlar sayilir. Sayilan bu ndronlar daha sonra ilgili yapinin ne kadarlik
bir kisminda sayildiysa o degerin (yani fraksiyonun) tersi ile carpilarak o yapidaki
toplam ndron sayist elde edilir. Bu baglik altinda, pilot ¢alismamizda belirledigimiz
ornekleme degerlerini kullanarak gergeklestirdigimiz ndéron sayimi uygulamasinin

pratik detaylar1 tanimlanacaktir.

5.1. Kesitlerin Orneklenmesi

Birinci fraksiyonumuz (f;) olan kesit 6rnekleme fraksiyonumuz 1/40 olarak
belirlendigi i¢in kesit alim1 sirasinda sistematik olarak her kirkinci kesit ¢ifti 6rneklendi.
Kesit ciftlerini eszamanl goriintiilemek i¢in kullandigimiz yaklasimin (Ayas ve ark.,
2008) geregi olarak bu kesit ¢iftleri ayni lam iizerine alindi. Bu sirada kesit ¢iftlerinin
lam {izerinde aym1 hiza ve ag1 ile yer almalarma 6zen gosterildi. Ornekleme isleminin
stereolojik ornekleme kurallarina (Gundersen, ve Jensen, 1987) uygun olmasi i¢in ise,
sistematik ornekleme islemine 1 — 40 arasinda rasgele belirlenen bir sayidan ve heniiz
bloktaki NOI belirmeden baslandi. NOI tiikeninceye kadar devam eden bu islem
sonunda elde edilen kesitler boyandi. NOI’yi icermeyenler ayirt edildi (Sekil 19).

5.2. Kesitlerde Sayim Alanlarinin Orneklenmesi

Kesitlerin orneklenmesinden sonraki tiim islemler Sekil 16°da gosterilen
bilgisayar donanimli mikroskop diizeneginde gergeklestirildi. Bu sekilde 6rnekledigimiz
kesitlerdeki NOI profillerinin ne kadarhk bir kisminda ndron saymmi yapmamiz
gerektigi ile ilgili calismalarimiz, her 230 x 230 pm*’lik NO{ alaninin 70 x 100 pm?’lik
kisminda yapilacak bir sayimin yeterli olabilecegini gosterdiginden; oncelikle,
orneklemenin  gergeklestirilecegi monitér iizerinde kullanilacak bu ebatlarin
esdegerindeki koordinatli bir 6rnekleme asetati hazirland1 (Sekil 17B). Sonrasinda

sayim alanlarinin 6rneklenmesine gegildi.
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Sekil 19. Erkek sicanlardan birinde sistematik (40 pm’lik araliklarla) rasgele 6rnekleme ile alinmis kesit
ciftlerinden NOI’yi igerenler (rostralden kaudale dogru). Kullandigimiz gériintiileme yaklasiminin geregi
olarak kesit ¢iftleri (referans — gozlem kesitleri) ayni lam iizerine alindi. Bu sirada c¢iftlerin ayni
oryantasyonda tutulmalarina 6zen gosterildi. Sayim sirasinda giftlere atfedilen isimler degistirilerek de
kullanildr (gozlem—referans kesitleri seklinde). Buradaki 6rnekte NOIyi igeren 10 adet kesit (1 — 10) elde
edilmistir. Orneklemeye heniiz NOI baslamadan rasgele belirlenmis bir seviyeden baslandig1 icin kesit
alimi sirasinda drneklenen kesitlerden ilkinde (veya ilk sirada yer alanlarda) NOI yer almayacaktir. Ancak
boyama sonrasinda belirlenebilecek bu durum sonrasinda NOI’yi igermeyenler ayirt edildi. Ornegin
buradaki drnekte ilk NOI profili, preparat numaras1 9 olarak verilmis kesitte (sira numarasi 1 olan kesit)
gozlenmeye baslamstir.

Alanlarin 6rneklenmesinde Korkmaz ve arkadaslarimin (2000) gelistirdigi
yaklasim kullanildi. Bunun i¢in, hazirladigimiz 6rnekleme asetatti monitor iizerine
yerlestirildikten sonra, kesit ¢iftlerinden (referans ve gozlem kesitleri) olusan praperat
serilerinden birindeki tek tarafli NOI profili éncelikle kiigiik biiyiitmede (obj. 4x) tek
parca halinde goriintiilendi (Sekil 20). Bu sekilde asetat ile NOI profilinin rasgele
ortiismesi saglandi. NOI profilinin bu biiyiitmedeki konumuna ait yardime1 koordinat
bilgileri ve NOI iizerine rasgelen kiiciik cerceveler not edildi. Uygulamada kolaylik
sagladigi igin, NOI profilinin konumuna ait belli bash yapilar (nukleus kenar1, belirgin
damar gibi) asetat kalemleri ile ayrica dogrudan asetat iizerinde de isaretlendi. Daha
sonra NOI iizerine rasgelen alanlar sirayla biiyiik biiyiitmede (obj. 60x immersion)
goriintiilendi. Bu alan JPEG resim formatinda kaydedildikten sonra, komsu kesitteki

(gozlem kesitindeki) esdeger alan da bulundu ve kaydedildi. Bir alandaki bu islem



tamamlandiktan sonra kiigiik biiyiitmeye gecildi. NOI konumuna ait notlardan
yararlanarak preparat eski konumuna getirildi ve bir sonraki Orneklenen alan igin
yukarida tariflenen islemler tekrarlandi. Bir preparatta 6rneklenen alanlar bu sekilde
belirlenip biiyiik biiyiitmede kaydedildikten sonra, ayni islemler sirayla Orneklenen
diger preparatlarda da gergeklestirildi. Bu sekilde bir hayvanm bir tarafindaki NOI
alanlar1 orneklenip, sayim yapilabilecek bir biiylitmede resim seklinde elde edilmis

olundu.

Sekil 20. Alanlarin &rneklenmesinde kullandigimz biiyiitmede (obj. 4x) referans kesitindeki NOI
profilinin monitdrdeki goriintiisii (burada tanimlama agisindan kesintili ¢izgi ile sinirlandirilmistir) ve bu
goriintiide sayim alanlarint 6rneklemek igcin monitor ilizerine yerlestirerek kullandigimiz koordinath
ornekleme asetatr. NOI profili iizerine rasgelen alanlar (beyaz olarak gosterilmistir), sayim yapilmasi
gereken alanlardir. Bu alanlar sirayla biiylik bilylitmede goriintiilenerek gozlem kesitindeki esdeger
alanlarla birlikte kaydedildi (sonrasinda ayni iglemler diger kesitte gerceklestirildi). Bu islemin baginda
oncelikle NOI konumuna ve &rneklenen gergevelere ait koordinat bilgileri not edildi. Yardimer olmasi
bakimindan NOI profiline ait baz1 dnemli goriilen smir bilgileri dogrudan asetat iizerine isaretlendi (yesil
ile gosterilen gizgiler). Ornegin; drneklenen alanlardan biri olan C9 alani bu biiyiitmede (obj. 4x) ekranmn
ortasina getirilerek biiyiik biiylitmeye (obj. 60x immersion) gecildi. JPEG resim formatinda saklandiktan
sonra, ayni preparat lizerinde bulunan gézlem kesitine gegilerek C9’un esdeger alan1 da bulundu ve
kaydedildi (islemin bu kism1 Sekil 21°de tariflenmistir). Sonrasinda tekrar 4x objektife gecilerek referans
kesiti goriintiilendi. Islemin basinda tutulan kayitlar yardimiyla NOI profili ilk konumuna getirildi.
Ornegin (burada drneklenen goriintii igin); NOI profilinin sag iist ucunun nceden asetat iizerine ¢izilen
izdiisiimiine (iitte kalan yesil hat) getirilmesi bu islemi oldukg¢a kolaylastirmistir. Sonrasinda ayni iglemler
diger ¢ercevelere de uygulandi.



5.3. Esdeger Sayim Alanlarinin Eszamanh Goriintiilenmesi

Fiziksel disektoriin gereklerinden olan kesit ciftlerinden birinde (yani referans
kesitinde) oOrneklenen bir alanin esdegerinin komsu kesitte (gozlem kesitinde)
bulunmasi ve sonrasinda eszamanli goriintiilenmesi islemi Ayas ve arkadaslarinin
(2008) gelistirdigi yaklagimla ger¢eklestirildi. Soyle ki:

Monitordeki goriintiilerin aynis1 eszamanli olarak kullandigimiz goriinti
yakalama kartinin arayiiziinde de goriintiilenmektedir (Sekil 21 B ve C). Ancak bu
arayiiz kiigiik oldugundan oOrnekleme islemi monitér iizerinde gerceklestirildi.
Bilgisayar arayiiziindeki goriintii sadece kayit amacli kullanildi. Kiiclik biiylitmede,
monitérde goriintiilenen referans kesitindeki NOI’den &rneklenen bir alan biiyiik
biiylitmede goriintiilendi (Boliim 5.2. ve Sekil 20°de tariflendigi sekilde) ve JPEG resim
formatinda kaydedildi (Sekil 21 D). Sonrasinda, mikroskop tablasinin herhangi bir
sekilde hareket ettirilmemesine 6zen gostererek kiiciik biiylitmeye gecildi. Referans
kesitine ait bu kiiciik biiylitmede mikroskobun 1sikli okunun ucu gozlem kesitinde de
bulunabilecek bir referans noktasma (NOI sinir1, beyin sapt kenarlarina ait uygun
kisimlar, belirgin hiicreler, kan damar1 gibi) getirildi (Sekil 21 E). Bu sefer de ok sabit
birakildi ve ok ucu ayni preparat iizerinde yer alan gozlem kesitindeki benzer referans
noktasina gelene kadar mikroskop tablasi hareket ettirildi. Benzer referans noktasinin
bulunmas: i¢in preparat hareketi monitérde gozlendi. Bu asamada 6nemli olan tablanin
ne yonde ve nasil hareket ettirildigi degildir. G6zlem kesitindeki ayn1 noktanin, ok
hareket ettirilmeden ok ucuna getirilmesi yeterlidir (Sekil 21 F). Bu asamadan sonra,
kullandigimiz biiyiik biiylitmeye gecildi (Sekil 21 G). Bdylece, referans kesitinde
ornekleyip kaydettigimiz alanin esdegeri elde edilmis olundu. Bu alan kaydedilmeden
once, referans kesitindeki kaydedilen esdegeri (Sekil 21 D’deki alan) kiyaslamak iizere
ayri bir pencerede agik tutuldu. Bu sekilde, manuel yapilan bu islemden
kaynaklanabilecek ufak yer sapmalar1 giderilmis olundu.

Sonrasinda, yeniden alanlarin Orneklendigi kiigiik biiyiitmeye gecilerek
referans kesiti goriintiilendi. Eldeki kayitlar kullanilarak NOI profili ilk konumuna
getirildi ve Sekil 20’de tariflendigi sekilde siradaki diger alan biiylik biiylitmede
goriintiilendi. Bu sekilde ayni islemler orneklenen alanlarin hepsi bitene kadar

tekrarlandi.
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Sekil 21. Kesit ciftlerinde esdeger alanlarin 6rneklenmesi i¢in kullanilan basamaklar. A, Uygulama geregi kesit
ciftleri tek lam iizerine alindi. B, Kullandigimiz sayim diizeneginde NOI profillerinin &rneklenmesi, iizerine
ornekleme asetatt yerlestirdigimiz monitdr tizerinde gergeklestirildi (bkz. Sekil 20). C, Ayni goriintii
kullandigimiz goriintii yakalama kartinin arayiiziinde de goriintiilenmektedir. Bu araylizdeki goriintii kiigiik
oldugundan orneklemede monitér tercih edildi. D, Kiigiik biiyiitmede 6rneklenen alanlardan birinin bilyiik
biiylitmedeki goriintiisii. Bu goriintii kaydedildikten sonra mikroskop tablasi hareket ettirilmeden tekrar kiigiik
biiylitmeye ge¢ildi. E, Bu asamada karsilagilacak goriintiide mikroskobun 1sikli oku bir referans noktasina
getirildi (bu biiylitmede preparat seviyesindeki okun konumu sag iist kdsede gosterilmistir). F, Ok ucu, ok
hareket ettirilmeden gozlem kesitindeki benzer noktaya getirilir (preparatin bu hareketi yine sag iist kosede
temsil edilmistir). G, Bu asamada tekrar bilyiik bilyilitmeye gegildi ve referans kesitindeki alanin esdegeri ile
karsilagildi. Bu alan da kaydedildikten sonra diger alanlar i¢in islemler tekrarlandi.



5.4. Fiziksel Disektor fle Ornekleme ve Néron Sayimi

Son agamada bu goriintiilerin fiziksel disektor kuralina (Sterio, 1984) gore
karsilagtirllmast ve noronlarin sayilmasi gergeklestirildi. Bu islem bilgisayar
monitoriinde Power Point® programinda gergeklestirildi. Orneklenen esdeger sayim
alanlar1 bu programda resim seklinde yan yana goriintiilendikten sonra, iizerlerine yine
bu programda hazirlanan bir tarafsiz sayim g¢ercevesi (Gundersen, 1977) diisiiriildii. Bu
cerceve, Ornekleme basamaginda kullandigimiz —asetattaki sayim alanlarmin
bityiikliigiine (yani doku seviyesinde 70 x 100 pm*’ye) esdeger ebatlara sahip olacak
sekilde hazirland1 (Sekil 22). Bu kalibrasyon islemi de yine tabla mikrometresiyle

gergeklestirildi.
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Sekil 22. Esdeger alanlarin eszamanh goriintiilenip degerlendirilmesinde PowerPoint” programi
kullanildi. Esdeger alanlar sirayla yan yana goriintiilenirlerken {izerlerine yine bu programda hazirlanmis
bir sayim cergevesi diistiriildii. Etkinligi artirmak amaciyla sayimdan sonra kesitlerin rolleri degistirildi.
Bu ikinci durumda gozlem kesiti referans kesiti olarak degerlendirildi ve burada 6rneklenen noron
¢ekirdeklerinin diger kesitte (6nceden referans olarak kabul edilende) olup olmadigina bakildi. Buradaki
ornekte Sekil 21°de orneklenen alanlar kullanilmis olup, soldaki alan referans alani olarak alinmustir.
Bunun iizerine diisiiriilen gergeve ile 6rneklenen noron cekirdekleri ‘v isareti ile gdsterilmistir.
Cergevenin igerisinde yer almakla birlikte yasaklanmis kenarlara (kirmizi ile gosterilmistir) temas
ettikleri icin Orneklenmeyen ¢ekirdekler yildiz (*) ile gosterilmistir. Daha sonra Orneklenen bu
cekirdeklerin gozlem kesitinde yer alip almadiklarina bakildi. Gozlem kesiti {lizerinde aynmi yere
yetlestirilen benzer ebatli gergeve bu amaca yardim etmektedir (burada beyaz kesintili ). Orneklenen
¢ekirdeklerden ikisi (en soldaki iki c¢ekirdek) gozlem kesitinde de yer aldigindan (kirmizi daireler)
disektdr sayimima dahil edilmedi. Orneklenen gekirdeklerden en sagda kalan iigii gézlem kesitinde yer
almadiklarindan (yesil daireler) sayildi. Sonugta bu iki esdeger alanda ii¢ hiicre sayilmis olundu.



Disektor sayim kuralina gore, once referans alaninda ¢ergeve igerisinde kabul
edilen noron c¢ekirdekleri Orneklendi. Soyle ki: cercevenin igerisinde olsa bile,
cer¢evenin sol ve alt kenarlarina temas eden ¢ekirdekler orneklemeye dahil edilmedi.
Cergevenin disinda olsa bile, ¢ekirdegi ¢ergevenin sag ve iist kenarlarina temas eden
ndron ¢ekirdekleri de sayima dahil edildi. Sayima dahil edilmenin bir diger kurali da bu
cekirdeklerin ¢ergevenin sol ve alt kenari ile bunlarin uzantilarina temas etmemesidir.
Referans kesitinde Orneklenen bu noron c¢ekirdeklerinden goézlem kesitinde yer
almayanlar o alan ciftine ait néron sayisi1 olarak kaydedildi. (Sekil 22). Calismanin
etkinligini artirmak i¢in disektor ciftlerindeki referans ve gozlem alanlan literatiirde
onerildigi sekilde (Gundersen, 1986; Pakkenberg ve Gundersen, 1988) ters cevrilerek de
kullanildi. Yani gozlem alani referans olarak alinirken, onceki referans alani gézlem
alan1 konumunda ele alimmistir (Sekil 22). Bu sekilde tamamen farkli goriintii ve
degerler elde edileceginden, c¢alismanin etkinligi ¢cok az bir ek calismayla artirilmig

olundu.

5.5. Toplam Noron Saysinin Hesaplanmasi

Disektdor metodu ile yapilan degerlendirmede kesit ¢iftleri kullanildigir ve
sayimda kesit ¢iftlerinden (veya alanlarindan) birinde yer alip digerinde yer almayan
objeler sayildigindan, sayilan objeler Q ile belirtilir. (burada Q, sayilan objeleri; © ’
isareti ise komsu kesitte kaybolanlar1 ifade eder). Calismamizda da, tariflenen sekilde

sayilan noronlar Q ile ifade edildi. Ancak 6rneklenen alanlarda etkinligin artirilmasi

amaciyla her iki yonde de sayim gerceklestirildiginden, kullandigimiz fraksiyonlarda

yer alan toplam sayilan néron sayisim (£Q ) elde etmek icin sayilan noronlarin toplami

ikiye boliindii (Q /2). Sonugta elde edilen deger (£Q ), NOI’nin belirli bir
fraksiyonunda (f; x f;‘lik kisminda) sayilan néronlarin toplam sayisini verecektir. Bagka
bir ifade ile, NOI’den &rneklenen kesitlerde (fi; her 40. kesitte) bulunan NOI
profillerinden 6rneklenen alanlardaki (f5; her 230 x 230 pm?*’lik NOi alanmm 70 x 100

pmz’lik kisminda) noron sayisim verecektir. NOI’deki toplam néron sayisi (N) ise,

>Q ’nin Orneklenen fraksiyonlarin tersi ile ¢arpilarak elde edildi.

N = ZQ_X l/fl X l/fz



6. ISTATISTIKSEL ANALIZ VE HATA KATSAYILARININ HESAPLANMASI

Istatistiksel analize gecmeden once, karsilastirmalarda kullanilacak testi
belirlemek i¢in her iki grupta hesaplanan ortalama toplam noron sayilarina ait degerlerin
normal dagilim gosterip gostermedigi ve varyanslarinin homojen olup olmadigi kontrol
edildi. Normallik dagilimlar1 hem Kolmogorov—Smirnow, hem de Shapiro-Wilk
testleriyle; varyanslarin homojenligi ise Levene istatistigi ile degerlendirildi (Rosner,
1990; Hayran ve Ozdemir, 1996). Sonuglar verilerimizin normal dagilimda oldugunu
gosterdiginden; toplam ndron sayilarinin karsilastirllmasinda gruplar arasi bagimsiz
degerler i¢in Student t—testi, bagimli degerler i¢in (grup i¢i sag sol karsilastirmalarinda)
ise eslestirilmis t—testi kullaniminin uygun olacagina karar verildi. Verilerin varyanslari
da homojenlik gosterdiginden, testlerde ilgili tablo degerleri kullanildu.

Calismanin etkinligini ilgili literatiir dogrultusunda degerlendirmek {izere
grupta gozlenen nisbi varyansi en fazla etkileyen parametre de belirlendi (Gundersen ve
Osterby, 1981; Gupta ve ark., 1983; Kroustrup ve Gundersen, 1983; West ve ark., 1991;
West, 1993 ve 1994; Howard ve Reed, 1998). Pilot calismamizda gergeklestirdigimiz
sayim sonrasinda bu gruptaki varyasyon katsayist (CV) 0,14 olarak hesaplandi.
Sistematik rasgele 6rnekleme sonucunda hesaplama yoluyla belirlenen toplam néron
sayisina ait hata katsayisi ise (CE) 0,11 olarak bulundu. Ilgili literatiire gore; bireyde
gozlenen nisbi varyansi olusturan bu degerin karesi, grupta gozlenen nisbi varyansin
(varyasyon katsayisinin karesi) yarisindan fazla oldugundan 6rneklemenin artirilmasi
yoluna gidildi. Bu amagla sayim cergevesi biiyiitillerek daha fazla ndron sayilmis
olundu. Sonugta hata katsayisi 0,08’e kadar diistirtildii.

Hata katsayilarinin hesaplanmasinda Gundersen ve Jensen tarafindan 1987
yilinda gelistirilen ve Gundersen ve arkadaslar1 tarafindan 1999°da gézden gecirilerek
yeniden diizenlenen ve Onerilen formiil (Gundersen ve ark, 1999) kullanildi. Bu
formiilde hangi parametrelerin yer aldigi, bu parametrelerin nasil olustugu, bir sigan
NOI’sinde yapilan néron saymm sonrasinda ilgili CE degerinin nasil belirlendigi ve
sonucta toplam ndron sayisinin nasil hesaplandigina ait detaylar Tablo 3’te gosterildi.
Ayni islemler her hayvanda gerceklestirildikten sonra ilgili grubun ortalama CE’si

olarak ifade edildi.



Tablo 3. Bir disi sicanin sag NOI’sinde drneklenen preparatlarin herbirinde sayilan noron cekirdegi

sayilari, sayilan toplam noron ¢ekirdegi sayisi (ZQ ), toplam néron sayisi (N) ve buna ait hata
katsayisinin (CE) hesaplanigi*.

Preparat sirasl, i Qi Q xQ; Qi * Qi Qi * Qi
1 11 144 132 110
2 12 144 120 264
3 10 100 220 180
4 22 484 396 308
5 18 324 252 216
6 14 196 168 168
7 12 144 144 132
8 12 144 132 72
9 11 121 66 33
10 6 36 18 12
11 3 9 6 0
12 2 4 0
TOPLAM ZQ =133 A =1850 B=1654 C =1495

\/ TQ +[(3x(A-2Q)- (4 x B)+C)/240]

CE 2Q )= Q"
B ’\/133 +[(3 x (1850 - 133 ) - (4 x 1654) + 1495) / 240]
133
=0.0867"
L ROE .o 1/40
2. aof, a (cerceve alan1) /a (adimalanm1)  ....... ... ... ... ... ..., 0,1323
a (¢ergeve alani), umz ......... 7000
4 (adim alan), pm® ... ... ... 52900

Toplam noron sayis;, N=2Q x 1/kof x 1/a6f
N =120 x 40 x 7,56 = 36288

* CE'nin hesaplanmasinda her i. kesitte sayilan noron cekirdeklerinin sayist esas alnir. Ilk i. kesit
NOI’nin yer aldig1 ilk kesittir. Burada kullanilan formiilde 4 degisken yer alir; 2Q , A, B ve C. ZQ , her
hayvanda NOI’nin yer aldig1 kesit serisinde sayilan toplam cekirdek sayisini; A, serideki her kesitte
sayilan ¢ekirdek sayilarinin kareleri toplamini (Q; x Q; ); B, her kesitteki toplam Q  'nin pegisira gelen
kesitteki ile ¢arpimlarinin toplamim (Q; % Qi); ve C, seride yer alan her kesitteki toplam Q 'nin
kendisinden iki sira sonra gelen kesitteki toplam Q™ ile ¢arpimlarinin toplamini ifade eder (Q; * Qir,).
YBu CE, bu preparat serisinde bir yonde yapilan sayimin sonucuna aittir. Ayni seride referans ve gozlem
alanlarinda yer degistirilerek yapilan sayimin CE si 0,0972°dir. Bir sigana ait kullanilan CE degeri ise, her
ikisinin ortalamasidir.

f >Q ’ya ait bu deger her iki yonde yapilan sayimin ortalamasidir. Yani 133 + 106 /2.



BULGULAR

1. PILOT CALISMA BULGULARI

Esas calisma bulgularimiza ge¢meden oOnce, kullandigimiz metodolojinin
uygulama seklinde belirleyici olan pilot calismamiza ait bazi bulgulara yer verilecektir.
Bu oOngalismaya ait detayli bulgular biiyilk oranda Materyal ve Metot boliimiinde
verilmistir. Burada sadece, o bdliimdeki konunun islenisi igerisinde yer verilemeyen

bazi detaylar sunalacaktir.

1.1. NOi Boyamalarina Ait Géoriintiiler

Sigan NOI’sinin sinirlarii belirlemek {izere yapilan farkli boyamalara ait
mikrograflar Sekil 23’te verilmistir. Noéronlarm yami sira NOI smirlarinin da her
seviyede rahatlikla belirlenebildigi goriintiiler, miyelin boyasinin (luxol fast blue) %

70’lik alkolde dereceli ve kontrollii diferansiyasyonu ile elde edildi.

1.2. Onsayim Sonuglar
Ornekleme stratejimiz sonrasinda belirlenen &rnekleme degerleri, bu degerlerin

doku ve asetat diizeyindeki karsiliklari ile birlikte Tablo 4’te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Pilot ¢alismada kullanilan 6rnekleme degerleri

Parametreler
Ornekleme asetatinda kullanilan adim aralig (cm®) 2,53 x2,53
Adim araliginin doku seviyesindeki esdegeri (um?) 230 x 230
Ornekleme asetatinda kullanilan sayim cergevesi alani (cm?) (Ornekleme 0.66 % 0.66
asamasinda kullanilan kiigiik ¢erceveler)
Sayim gergevesi alaninin doku seviyesindeki esdegeri (um?) 60 x 60
Sayimin gerceklestirildigi PowerPoint programinda sayim ¢ercevesi 6
alaninim esdeger ebatlar1 (cm®)
1/AOF (1/[(60x 60) /(230 x 230)] 14,69
1/KOF 40
Monitorde sayim alanlarinin drneklendigi biiyiitme (Obj. 4x) 107x

Monitérde sayim bilyilitmesi (Obj. 60x) 1630x




Sekil 23a. Sican NOI’sinin sinirlarini belirlemek iizere yapilan farkli boyamalara ait mikrograflar. A,
Sadece cresyl violet acetate ile boyanan kesitlerde NOI sinirlar1 bir ¢ok seviyede saglikli sekilde tespit
edilemedi (oklar ile gdsterilen bolgelerin NOI smirlarma dahil olup olmadiginin belirlenmesi gibi). B,
Cresyl violet acetate, Luxol fast blue isimli miyelin boyastyla birlikte kullamldiginda NOI smirlart
belirgin hale gelmekle birlikte, boyanan lifler ndronlart orttiiglinden (iist kose mikrografl)
tanimlanmalarini gii¢lestirdi. Bu durum da sayim agisindan olumsuz bir durumdur.



Sekil 23b. Sigan NOI’sinin smirlarmi belirlemek iizere yapilan farkli boyamalara ait mikrograflar. C,
Luxol fast blue — cresyl violet acetate ile boyanan, ancak néron kamuflajint 6nlemek iizere luxol fast blue
boyasina daha kisa siire maruz birakilarak boyanan kesitler. Noropil hafifce boyandigindan sinirlarin
belirginligi korumus durumda. Bu boyama sekli, néron tanimlama problemini gidermekle birlikte,
sayimda kullanilan biiyiik biiyiitmede noropil boyanmasinda olusturdugu yetersiz kontrast nedeniyle bu
asamada sinir tanimlamalarini zorlastirmistir (list kdse mikrografi). D, Siire kisitlamasi yerine mikroskop
gozlemleriyle gerceklestirilen kontrollii diferansiyasyon sonucunda istenen sonuca ulagildi. Hem kiigtik,
hem de biiyiik bilyiitmelerde NOI smnirlar1 rahatlikla tanimlanabildi; ndronlar lif boyastyla értiilmedi. Sag
iist kdsedeki mikrografda sayim biiyiitmesinde de NOI néropilinin gevreden rahatlikla ayrt edildigi
(oklar) gézlenmektedir.



Bu 6rnekleme degerlerini test ettigimiz bes adet erkek sicanda NOI’yi igeren
ortalama 11 adet kesit elde edildi. Bunlarin sag NOI’sinde gerceklestirilen 6rneklemede
ortalama 70 alan elde edildi. Bu alanlarda 60 x 60 pm*’lik sayim gercevesi ile yapilan
disektor sayimlarinda ortalama 72,6 noron ¢ekirdegi sayildi. Hata katsayisi ortalamalari
ise 0,11 olarak bulundu. Bu 6ngalismada yer alan siganlarin herbirine ait verilerin
detaylar1 Tablo 5°te gosterilmistir. Bu sayim sonucunda ortalama ndron sayisi ise

yaklagik 42000 olarak hesaplanmuistir.

Tablo 5. Sicanlarin sag NOI’sinde gerceklestirilen pilot ¢alismadaki 6rnekleme sonucunda elde
edilen preparat ve alan sayilari ile bunlarda sayilan néron ¢ekirdekleri ve CE degerleri

Erkek sigan | Preparat sayis1 | Alan sayis1 | Sayilan ¢ekirdek CE
no 5O
1 12 78 75 0,1149
2 10 58 79 0,1127
3 10 70 69 0,0959
4 12 74 70 0,12
5 13 70 70 0,1102
Ortalama 11,4 70 72,6 0,11

2. GENEL GOZLEMLER

Calismamizda kullanilan 30 giinliik erkek ve disi sicanlara ait ortalama viicut
ve beyin (beyin + beyin sapt + beyincik agirliklar1) agirliklari standart hatalar ile
birlikte Tablo 6’da verilmistir. Disi ve erkeklerin gerek viicut, gerekse beyin agirlig

ortalamalarinin birbirlerine olduk¢a yakin olduklar1 gozlendi.

Tablo 6. Calismada kullanilan hayvanlara ait viicut ve beyin agirliklart (Ortalama + SEM)

Erkeklere ait Disilere ait

Viicut Agirliklart (g) 62,75+5,3 60,67 + 3,27

Beyin Agirliklari (g) 1,55 +£0,06 1,57 £0,05




Sayim islemi baslangic adimi i¢in karar verilen her gruptaki 5 adet sicanda
gerceklestirildi. Esas ¢alisma i¢in her grupta 6 olmak tizere 12 adet sican kullanilmakla
birlikte; her grupta bir adet sigan, histolojik islemler sirasinda olusabilecek muhtemel
bir teknik aksaklik icin yedek olarak ayrildi. Calismamizda intrakardiyak perfiizyon,
doku takibi ve kesit alma islemleri siiresince herhangi bir problem ile karsilagilmadi.
Kesit alimi esnasinda kesit ¢iftlerinin ayni1 oryantasyonda olmalarina (Sekil 19) dikkat
edilerek fiziksel disektdr uygulamalarinda en zor asama olarak tanimlanan kesit
ciftlerinde esdeger kesit alanlarinin bulunup Orneklenmesi islemi basar1 ile
gercgeklestirilebildi.

Uygulanan boyama protokolii ile ¢alisma bdlgemiz olan NOI, érneklenen tiim
kesit serilerinde rahatlikla belirlenebildi. Bu o6zelligin hem sayim alanlarinin
orneklendigi hem de sayimin gerceklestirildigi kiiciik ve biiylik biiyiitmelerde
korundugu gozlendi. NOI sinirlarma ait bu belirginlik Sekil 24a’da bir hayvandan
orneklenen tim kesitlerde gosterilmistir. Sekil 24b’de aynmi seri, dogal goriintiisiiyle
NOI sinirlart belirtilmeden verilmistir. Bu kesitlerde sayim biiyiitmesinde néron
profillerine ait goriintiiler Sekil 18 ve Sekil 21 — 22’de verilmistir. Yiiksek sayisal
aciklikli bir objektifle (N.A. 1.4) elde edilen bu c¢oziiniirliikteki goriintiilerde,
kullandigimiz néron tanimlama kriterlerinin belirlenmesinde herhangi bir giicliikle
karsilagilmadi.

Fiziksel disektdr uygulamalarmmin en vakit alici ve sikici asamasi olarak
tanimlanan esdeger goriintii alanlarinin 6rneklenip eszamanli goriintiilenmesi islemleri
bizim ¢alismanin da en ¢ok vakit alan kismin1 olusturdu. Ancak kullandigimiz yaklagim
ile bu basamagin oldukca etkin sekilde tamamlanabildigi gozlendi. Bir sicanda
orneklenen kesitlerin bir tarafindaki (sag veya sol) NOI’sinde sayim yapilacak esdeger
alanlarin 6rneklenmesi (yaklasik 70 — 75 alan), kaydedilmesi, eszamanli goriintiilenmesi
ve sayilmasi yaklasik 4 — 4,5 saat kadar siirdii. Bu islemin baslangicta (pilot calismadaki
sayimlar sirasinda) ¢ok daha uzun siirdiigli, bununla birlikte isleme asina olduktan sonra

(birkag¢ hayvandaki 6rnekleme sonucunda) burada bildirilen siireye diistiigli gdzlendi.



Sekil 24a. Disi sicanlardan birinin beyin sapindan rostro-kaudal yonde sistematik rasgele drnekleme (4um
kalinligindaki her kirkinci kesit) ile alinan koronal kesitlerde NOI profillerinin sinirlar1 (kesintili gizgiler).



Sekil 24b. Sekil 24a’daki kesitlerde NOI profilleri.



Her iki grupta, her bir sicanda NOI’yi iceren kesitler ile bunlarda 6rneklenen
kesit alan1 (sayim alani) sayilar1 ve ortalamalar1 Tablo 7 — 10°da verilmistir. Buradaki
alan sayilar1 orneklenen orijinal sayilar1 gostermektedir. Sayim sirasinda gozlem ve
referans alanlar tersi yonde de kullanildigindan bunlarin iki kati kadar olan farkli

alanda sayim yapilmis olundu.

Tablo 7. P(30) giinliik erkek sicanlarin sag NOI’lerinde &rneklenen toplam kesit ve sayrm alani sayilari

Erkek Sigan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Sayim alam 78 58 73 84 82 75
Kesit sayisi 12 10 10 12 13 114

Tablo 8. P(30) giinliik erkek sicanlarin sol NOI’lerinde 6rneklenen toplam kesit ve sayim alani sayilart

Erkek Sigan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Sayim alam ) 54 71 83 83 74,6
Kesit sayisi 12 10 10 12 12 11,2

Tablo 9. P(30) giinliik disi siganlarin sag NOI’lerinde 6rneklenen toplam kesit ve sayim alani say1lart

Disi Sigan No 1 2 3 4 5 Ortalama
Sayim alam 74 78 75 78 71 75,2
Kesit sayist 12 11 10 12 11 11,2

Tablo 10. P(30) giinliik disi sicanlarin sol NOI’lerinde 6rneklenen toplam kesit ve sayim alani say1lari

Disi Sigan No 1 2 3 4 & Ortalama

Sayim alam 69 76 68 77 82 74,4

Kesit sayisi 12 11 11 12 11 11,4




3. TOPLAM NORON SAYISI VE HESAPLAMALARINA AIT BULGULAR

Sigan NOI’sinde toplam néron sayisinin belirlenmesinde kullandiginmiz
ornekleme degerleri, bu degerlerin doku ve asetat diizeyindeki karsiliklari, ayrica bu
islemlerde kullanilan nihai biiylitmeler Tablo 11°’de verilmistir. Kullandigimiz
ornekleme ve sayim yaklasiminin kombinasyonu (Korkmaz ve ark., 2000; Ayas ve ark.,
2008) biiyiikk biiyiitmede (yani sayim sirasinda) gergeklestirilen islemleri kiigiik
biiylitmede goriiniir hale getirdiginden, her iki biyiitmede olusturulacak olan alan
ornekleme fraksiyonlarinin birbirleriyle tamamen ortiistiigli gézlenecektir.

Fiziksel fraksiyonlama teknigi ile toplam ndron sayisinin (N) hesaplanmasinda
(N = 1/f; x 1/f; x £Q ) bilinmesi gereken tek sey kullanilan fraksiyonlar ve sayilan
ndron sayist oldugundan (Gundersen, 1986), Tablo 11°de verilen drnekleme ve biiytitme

degerleri sadece tanimlama ve bilgilendirme amaglhidir.

Tablo 11. P(30) giinliik disi ve erkek sican NOI’lerinde toplam néron sayisinin belirlenmesinde
kullanilan parametreler

Parametreler
Ornekleme asetatinda kullamlan adim aralig1 (cm®) 2,53 x2,53
Adim araliginin doku seviyesindeki esdegeri (um®) 230 x 230

Ornekleme asetatinda kullanilan sayim gergevesi alan1 (cm?”) (Ornekleme

0,77 x 1,1
asamasinda kullanilan kiigiik ¢erceveler)
Sayim gergevesi alaninin doku seviyesindeki esdegeri (um?) 70 x 100
Saymmin gergeklestirildigi PowerPoint programinda sayim gergevesi 7510
X
alanmin esdeger ebatlar1 (cm?)
1/AOF (1/](70x 100) /(230 x 230)] 7,56
1/KOF 40
Sayim alanlarinin 6rneklendigi biiyiitme (Obj. 4x) 107x

Sayim biiyiitmesi (Obj. 60x) 1630x




Disi ve erkek gruplarini olusturan siganlarin her birinin sag ve sol taraflarina ait

hesaplanan toplam ndron sayisi (N), sayilan noron g¢ekirdegi sayist (2Q"), hesaplanan

toplam ndron sayisina ait hata katsayilar1 (CE) ve bunlarin ortalamalar1 Tablo 12—-15’de

verilmigtir.

Tablo 12. Erkek siganlarm sag NOI kisimlarma ait toplam néron sayilari (N), ndron sayisina ait hata

katsayis1 (CE) ve sayilan noron sayilar1 (2Q7) degerleri

Hayvan No
Parametreler 1 2 3 4 5 Ortalama
E C;D Noron sayis1 (N) 36288 41731 34171 34474 38405 37013,8
E g Hata katsayis1 (CE) 0,092 0,086 0,094 0,095 0,089 0,091
(ZQ) 120 138 113 114 127 1224

Tablo 13. Erkek sicanlarin sol NOI kisimlarina ait toplam néron sayilari (N), noron sayisina ait hata

katsayis1 (CE) ve sayilan noron sayilari (2Q7) degerleri

Hayvan No
Parametreler 1 2 3 4 5 Ortalama
4 'C;D Néron sayist (N) 32054 | 35381 | 32054 | 40219 | 45360 | 37013,6
g § Hata katsayisi (CE) 0,097 0,093 0,097 0,087 0,082 0,091
Q) 106 117 106 133 150 122,4

Tablo 14. Disi sicanlarin sag NOI kisimlarina ait toplam néron sayilar1 (N), noron sayisina ait hata

katsayisi (CE) ve sayilan noron sayilar1 (2Q") degerleri

Hayvan No
Parametreler 1 2 3 4 5 Ortalama
= ; Noron sayist (N) 36288 39614 44755 40219 32659 38707
E )g Hata katsay1s1 (CE) 0,092 0,088 0,083 0,087 0,098 0,089
Q) 120 131 148 133 108 128




Tablo 15. Disi siganlarin sol NOI kisimlarina ait toplam noron sayilari (N), ndron sayisina ait hata

katsayisi (CE) ve sayilan noron sayilar1 (2Q7) degerleri

Hayvan No
Parametreler 1 2 3 4 5 Ortalama
-aé Néron sayis1 (N) 40824 | 33869 | 42638 | 42941 | 37800 | 396144
oo
= § Hata katsayist (CE) | 0,087 0,096 0,085 0,084 0,090 0,088
(2Q) 135 112 141 142 125 131

Pilot calismada belirledigimiz degerlerde yapilan tek degisiklik, sayim
ger¢evesinin bilyiitiilmesi oldu. Adim alan1 ayni kalmakla birlikte, bu durumda esas
calismadaki alan 6rnekleme fraksiyonu degismis oldu. Sonug olarak; pilot calismada
ortalama 70 alanda sayilan ~72 ndron degeri, esas ¢aligmada ortalama 75 alanda sayilan
~125 ndrona ¢ikmistir. Hesaplanan ortalama toplam ndron sayisi ise pilot ¢aligsmada
42000 iken, esas ¢aligmada 38000 olarak bulundu. Hesaplanan bu degerlerle ilgili hata
katsayisinin da sirasiyla 0,11°den 0,09’a distiigii gozlendi.

Tablo 16’da g¢aligmamizda kullamilan gruplarm sag ve sol NOI’lerindeki
ortalama toplam noron sayilari ile bunlara ait hata ve varyasyon katsayilar1 verilmistir.
Tablo 7 — 10 ve Tablo 12 — 15’te 6zetlenen esas galigmaya ait kesit, alan ve sayilan
noron sayilarina ait degerlerin stereolojik caligmalar i¢in Onerilen degerlerle (5 — 6 ve

yukarisi, yani ~10 kesitte 100 — 150 objenin sayilmasi; Gundersen ve ark., 1999) uyum

Tablo 16. Erkek ve disi grup siganlarin sag ve sol NOI’lerine ait ortalama toplam néron sayilart (N),
hata katsayilar1 (CE) ve varyasyon katsayilar1 (CV).

SAG SOL

Gruplar N CE Cv N CE Cv

ERKEK | 37014+ 1401 | 0,091 0,08 37014 £2567 | 0,091 0,16

Disi 38707 +£2026 | 0,089 0,12 39614+ 1703 | 0,089 0,09




icerisinde oldugu goézlendi. Bu uygunluk ayrica onerilen formiillerle de dogrulandi.
Tablo 16’daki varyasyon ve hata katsayilar1 Materyal ve Metot boliimiinde (bkz. 2.2.
Ornekleme Stratejisi) bildirilen esitlikte yerlerine konuldugunda, pilot calisma
sonucunda belirledigimiz ve ¢alismada kullandigimiz 6rneklemenin optimum diizeyde
oldugu gozlendi. Bagka bir ifade ile; calismamizdaki her bir grupta gozlenen nisbi
varyans (varyasyon katsayisinn karesi ile ifade edilir; CV?), esas olarak bireyler
arasinda var olan biyolojik varyanstan etkilenmistir. Bireyde gozlenen nisbi varyansin
(bireylerde yapilan 6rnekleme sonucunda olusur ve hata katsayisinin karesi ile ifade

edilir; CE?), toplam varyansa olan katkisinin buna gore daha diisiik kaldig1 gézlemlendi.

4. KARSILASTIRMALARA AIT ISTATISTIKSEL BULGULAR

Istatistiksel analizler dncesinde gergeklestirdigimiz grup verilerinin normallik
dagilimmin (Kolmogorov — Smirnow ve Shapiro — Wilk testleri) ve varyanslarinin
homojenliginin (Levene testi) kontrol edilmesine ait sonuglar Tablo 17 ile Tablo 20 ve
Tablo 22°de verilmistir. Ilgili tablolarda, erkek ve disi hayvanlardan olusan iki gruba ait
verilerin hem normal dagilim gosterdikleri (P > 0,05) hem de varyanslarinin da homojen

oldugu (P > 0,05) gézlenmektedir.

Tablo 17. Disi ve erkeklerden elde edilen verilerin normallik testi

Shapiro — Wilk Testi Kolmogorov — Smirnov
GRUP* ‘ _
Istatistik df P (Sig.) | Istatistik df P (Sig.)
Erkekler® ,933 10 ,478 ,166 10 ,200
Disiler’ ,960 10 , 784 ,145 10 ,200

df: serbestlik derecesi, P: olasilik degerleri

* Sag ve sol verileri birlikte

Y Erkeklerin sag1 ile disilerin sagi, erkeklerin solu ile disilerin soluna ait veriler de normal ¢ikt1 (p > 0,05)




Hesapla bulunan toplam noron sayis1 degerlerinin grup igerisinde sag ve sol
taraftaki NOI’ler arasinda fark gosterip gostermedigine ait karsilastirmalar her iki
grupta da bu parametre acisindan sag ve sol taraflar arasinda istatistiksel agidan anlaml
bir farkliligin olmadig1 goézlendi (erkeklerde p = 1,00 > 0,05; disilerde p = 0,687 > 0,05).
Grup ortalamalar1 standart sapma ve standart hatalari ile birlikte Tablo 18’de;

karsilagtirma sonugclari ise Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 18. Grup ortalamalari, birey sayisi (n), standart sapma (SD) ve ortalamanin standart hatasi (SEM)

GRUP Ortalama n SD SEM
Erkek
Sag NO 37013,80 5 3132,34316 1400,826
Erkek
e 37013,60 5 5740,15743 2567,076
Disi
Sag NOI 38707,00 5 4530,92049 2026,289
Disi
eeve 39614,40 5 3807,00753 1702,546

Tablo 19. Erkek ve disi sigan gruplarinda grupici sag — sol karsilastirmasi (eslestirilmis t-testi) ile ilgili
istatistiksel veriler

Paired Differences
%95 Giiven araligi P (Sig)
GRUP Mean SD SEM Lower Upper t df | (2-tailed)
Erkek
20000 | 6002,24947 | 2684288 | -7452,58 | 7452,977 | ,000 | 4 1,000
Sag NOI — sol NOI
Disi 907,400 | 4684,66384 | 2095,045 | -6724,18 | 4909,378 | -433 | 4 687
sag NOI — sol NOI

Sag ve sol NOI degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda yine benzer
sonuclar elde edildi. Student t—testi ile yapilan karsilastirmada erkek ve disi
hayvanlarm sag NOI’leri i¢in p = 0,511 iken, sol NOI’ler i¢in p = 0,423 olarak
bulunmustur. Her iki deger de 0,05’ten biiyiik oldugundan ilgili degerler arasindaki fark
anlamli seviyede degildir. Bu karsilastirmalarla ilgili sonuglar, varyanslarin

homojenligini gosteren sonuclar ile birlikte Tablo 20°de verilmistir.




Tablo 20. Erkek ve disi sican gruplarinda gruplararast sag — sol karsilastirmasi (bagimsiz t-testi; 2-tailed)
ve varyanslarin homojenligi ile ilgili istatistiksel veriler

Levene

Istatistigi t - testi

Ort. arasi %95 Giiven aralig1

F P (Sig) t df P (Sig) fark SH Farki

Alt Siir Ust Sinir

,521 491 | -,687 8 S11 | 1693,200 | 2463,3641 | 7373,73 3987,328

homojen
oldugunda

Varyanslar

-

SAG NOi’ler

-,687 | 7,113 514 | 1693,200 | 2463,3641 | 7499,51 4113,105

Varyanslar

homojen
olmadiginda

1,367 276 | -,844 8 ,423 | 2600,800 | 3080,3478 | 2463,36 4502,495

Varyanslar
homojen
oldugunda

SOL NOi’ler

Varyanslar

-,844 | 6,948 ,427 | 2600,800 | 3080,3478 | 2463,36 4694,034

homojen
olmadiginda

df: serbestlik derecesi, P: olasilik degerleri

NOI’ye ait toplam néron sayis1 degerleri gruplar igerisinde anlamli bir farklilik
gostermediginden (erkeklerde ayni ¢ikmistir) sag ve sol taraflarin verileri birlestirilerek
de karsilastirma yapildi. Bu durumda erkek sican grubunda NOI’ye ait ortalama noron
sayist 37013,7 olurken, disilerdeki deger 39160,7 olarak c¢ikmustir. Ancak verilerin
birlestirildigi bu durumda da gruplar arasindaki farklilik anlamli diizeyde ¢ikmamigtir
(varyanslar homojendir, p = 0,742 > 0,05; olasilik degeri p = 0,265 > 0,05°dir).
Birlestirilmis verilere ait grup ortalamalari, standart sapma ve standart hatalar ile
birlikte Tablo 21’°de verilmistir. Bunlarin karsilastirmasina ait sonuglar ise, varyanslarin

homojenligi ile ilgili sonuglarla birlikte Tablo 22’de verilmistir.

Tablo 21. Grup ortalamalari, birey sayisi (n), standart sapma (SD) ve ortalamanin standart hatas1 (SEM)

GRUP n Ortalama SD SEM

Erkek NOI 10 37013,7 4359,45873 1378,582

Disi NOI 10 39160,7 3974,20326 1256,753




Tablo 22. Sag ile sol NOI degerleri birlestirilmis erkek ve disi sigan gruplarinda toplam néron sayisi
karsilastirmasi (bagimsiz t-testi; 2-tailed) ve varyanslarin homojenligi ile ilgili istatistiksel veriler

Levene .
: . Lexs t - testi
Istatistigi
%95 Gii Iig
F P (Sig) t af | P(sig) O”f‘a';‘lia“ SH Farki o> ven araigt
Alt Siir Ust Sinir
5%
ﬁ'géo Jd12 | 742 | -1,151 18 | 265 | -2147,000 | 18654536 | -6066,17 | 1772,173
y|£23
=
o
o <
Z|Est
5§83 1,151 | 17,848 | 265 | -2147,000 | 1865,4536 | -6068,57 | 1774,565
=}
s &5

df: serbestlik derecesi, P: olasilik degerleri

Pilot ¢alisma sonucunda NOI’de hesaplanan ortalama toplam noron sayisi olan

42000 ile esas caligma sonucunda hesaplanmis birlestirilmemis (erkeklerde sag ve sol
37000; disilerde sag 38700, sol 39600) ve birlestirilmis (erkeklerde 37000; disilerde
39000) veriler arasinda da anlamli bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05).

Bulgularimiz genel olarak degerlendirildiginde; sigan NOI’sinde hesapladigimiz

toplam noron sayis1 degerleri erkek ve disiler arasinda ve sag ile sol taraflar arasinda

anlaml bir farklilik gostermedi seklinde 6zetlenebilir.



TARTISMA

Sunulan calisma, olivoserebellar sistemin beyin sap1 parcasi olan NOI icin
literatiirde bildirilen tutarsiz ve g¢eliskili toplam néron sayisi degerlerinin olasi
nedenlerini aragtirmak ve bu parametre i¢in altin standart olarak kabul edilebilecek bir
kantitasyon standardi tespit etmek lizere planlanmig metoda yonelik bir ¢alismadir. Bu
amacla, oncelikle uygulamada da tarafsiz olan ancak uygulanmasindaki zorluklarindan
dolay1 pek tercih edilmeyen fiziksel fraksiyonlama isimli stereolojik metodun
kullanilmasi tercih edildi. Noron sayisinin belirlenmesinde, ilgili metodun kullanimini
kolaylagtiran ve etkin bir hiicre sayimi yapilmasini saglayan anabilim dalimizda
gelistirilen bir yaklasimdan yararlanildi. Uygulamada ayrica, NOI’de gerceklestirilen
kantitatif ¢aligmalar arasindaki veri tutarsizligina sebep oldugunu tespit ettigimiz
tanimlama problemlerinin giderilmesine ve stereolojik c¢aligmalar i¢in Ongoriilen
uygulama kurallarina uymaya 6zen gosterildi. NOI calismalarinda siganlar sikca tercih
edilen hayvan tiirli olduklar1 i¢in ¢alismamiz bu tiirde gergeklestirildi. Her iki cinsiyetin,
istelik sag ve sol taraflari ile birlikte ele alinmasi ise olast bir farklilig1 ortaya koymak,
sonuclart karsilastirmak, ayrica (fark ¢ikmamasi durumunda) veri sayisini artirma
amaglarina yonelikti.

Calismamiz esas olarak hiicre sayimima yonelik metodoloji {izerine bina
edildiginden bu tartisma boliimiinde agirlikli olarak bu konu iizerinde durulacaktir.
Ancak bunun oncesinde ¢alismamizda elde edilen toplam ndron sayisi bulgular kisaca
diger NOI c¢alismalarinda bildirilenlerle karsilastirilacaktir. Ikinci alt baslik altinda,
kantitatif NOI ¢alismalarinda belirlenen farkli néron sayisi degerlerinin olasi nedenleri

tartisilacaktir. Son olarak sunulan ¢aligmaya ait metodoloji degerlendirilecektir.

1. NOi’de HESAPLANAN TOPLAM NORON SAYISI DEGERLERININ
DiIGER CALISMALARDA BILDIiRILENLER iLE KARSILASTIRILMASI

Bu bashk altinda; tespit edebildigimiz kantitatif NOI ¢alismalarindaki
metodolojik farkliliklar g6z onilinde bulundurmadan, bildirdikleri verileri calisma
sonuclarimiz ile karsilastiracagiz. Olduk¢a farkli amaclarla gerceklestirilmis bu NOI

calismalari, kullanilan hayvan tiirli, aragtirma seviyesi ve degerlendirilen parametreler



bakimindan da farkliliklar géstermektedir. Bu nedenle buradaki karsilastirmalarda bu
caligmalarin sadece konumuz ile ilgili olan toplam ndron sayist bulgular1 ve
kiyaslamada bulunabilecegimiz cinsiyet farkliliklar1 ve sag-sol karsilastirmalarina ait
verileri kullanilacaktir.

Sican NOI’sinde gergeklestirdigimiz ndron sayimi sonuglari bu parametrenin
ne erkek ve disi sicanlar arasinda, ne de kendi i¢lerinde sag ve sol taraflar1 arasinda
anlaml bir farklilik diizeyinde olmadigin1 gostermektedir. Sag (erkek sag N = 37014,
disi sag N = 38707) ve sol (erkek sol N = 37014, disi sol N = 39614) taraf verileri
birlestirilerek (birlestirilmis erkek N = 37014, birlestirilmis disi sol N = 39161) ele
alindiginda da sonucun degismedigi gozlenmistir.

Toplam noron sayisinin erkek ve disiler ile onlarin sag ve sol taraflar1 arasinda
farklilik gostermedigi ile ilgili bulgumuz sekil bakimindan, tespit edebildigimiz tiim
kantitatif NOI ¢alismalarmin bulgular1 ile uyusmaktadir. Gerek insanlarda (Pine ve
ark.,1997; Sjobeck ve ark., 1999; Nishie ve ark., 2002 ve 2004; Tsuchiya ve ark., 2005),
gerekse sican (Bourrat ve Sotelo, 1984; Delhaye-Bouchaud ve ark., 1985; Napper ve
West, 1995; Cunningham ve ark., 1999; Maier ve West, 2003) ve farelerdeki (Blatt ve
Eisenman, 1985; Frederic ve ark., 1992; Herrup ve ark., 1996; Zanjani ve ark., 1994,
1997 ve 2004) ¢alismalarin higbirinde NOI’deki néron sayis1 bakimindan cinsiyet ve
bunlarin sag ve sol taraflarindaki farkliligina ait bir bulguya rastlanilmadi. Hatta bu
nedenle bu c¢aligmalarin bazisinin sadece tek bir cinsiyette gerceklestirildigi, bazisinda
ise gruplarin esit sayida disi ve erkek denekler ile olusturuldugu tespit edildi. Benzer
durumun sag ve sol taraflar iginde gegerli oldugu gozlendi. Ornegin siganlarda yapilan
calismalardan ikisinde (Delhaye-Bouchaud ve ark., 1985; Korkmaz ve Ciftci, 1999)
yetiskin yas grubuyla birlikte alt1 ayr1 yas (0, 5, 10, 15 ve 20 giinliik) grubunun hem sag
hem de sol NOI’lerinde sayim yapilmis ve higbir grupta sag ve sol taraflar arasinda
farklilik bildirilmemistir. Bourrat ve Sotelo (1984) ise benzer yas gruplarinda her
hayvanda rasgele olarak sectikleri sag veya sol NOI’de sayim yapmuslardir. Napper ve
West (1995) ise NOI'yi sag-sol ayirimi yapmadan bir biitiin olarak ele alip ¢alisirken,
Cunningham ve arkadaslar1 (1999) sayimda sadece sol sigan NOI’sini kullanmislardir.
Insan ve fare NOI’sinde gerceklestirilen diger c¢alismalarda da benzer uygulamalarmn

oldugunu gozlemledik.



Toplam ndron sayisina ait bulgularimiz sekli yoniiyle tiim bu calismalarin
bulgulartyla paralellik gostermekle birlikte, ¢alistigimiz tiir olan sicanlarda
gerceklestirilen calismalardaki NOI icin bildirilen degerler bakimindan biiyiik
farkliliklar gostermektedir.

Sigan NOI’sine ait toplam néron sayisi verisi bildiren ¢alismalardan literatiirde
tarayabildiklerimizin bulgular1 Tablo 23’de Ozetlenmis ve c¢alisma bulgularimiz ile
karsilagtirilmisgtir. Tablodan agikca goriilecegi gibi; sunulan ¢aligmadaki toplam ndron
sayisina ait bulgumuz diger calismalar ile uyum halinde olmadigr gibi, diger
calismalarin bulgular1 da birbirleriyle celiskilidir. Tablo dikkatlice incelendiginde;
calismamizdaki bulgu ile digerleri arasinda olan farkliliginin, hesapladigimiz néron
sayisindaki fazlalikta oldugu goriilecektir. Bir bagka ifade ile; karsilastirma
sonuglarmizi su sekilde genelleyebiliriz: Hesapladigimiz N degeri, Tablo 23’de verilen
iligkili caligmalarda bildirilenlerden ¢ok daha fazladir. Bu tabloda yer alan ¢aligmalarin
(burda gosterilmeyen diger verileri ile birlikte) kendi iclerinde birbirleri ile ¢elisen
yonleri ‘Girig’ boliimiinde ele alindigr igin, takip eden kisimda sadece bunlarin

calismamizdaki N degeri ile ilgili karsilastirmalar1 yapilacaktir.

Tablo 23. Yetiskin sican NOi'sine ait toplam noron sayis1 (N) verilerimiz ile diger ¢ahsmalarda

bildirilenlerin karsilastirmasi

Denek Sayisi ve

Kaynak Yas Grubu Cinsiyet N
Sunulan Calisma 30 giinliik 10 (5E + 5D) 38314*
Bourrat ve Sotelo, 1984 33 giinliik 3 D 255007
Delhaye-Bouchaud ve ark., 1985 Erigkin 3 E 28385*
Napper ve West, 1995 Erigkin 6 (3E+3D) 30955%
Korkmaz ve Ciftci, 1999 30 giinliik 5 E 26278*
Cunningham ve ark., 1999 30 giinliik 5  Belirtilmemis 17731
Maier ve West, 2003 10 glinliik 6 (3E +3D) 8880

*Sag ve sol taraflar ayr1 ayr1 sayilmis; buradaki deger taraflarin ortalamasidir

+Sag ve sol taraflar rasgele segilmis



Bu konuda tespit edebildigimiz ilk calisma Bourrat ve Sotelo (1984) tarafindan
gerceklestirilmistir. Dogumdan itibaren postnatal 33. giine kadar olan donemde 6 grup
halinde NOI’deki néronlarm nasil bir sayisal gelisim ve de@isim gosterdiginin
arastirildigi bu c¢aligmada kiyaslama yapabilecegimiz veri, 33 giinliikk sicanlar ile
olusturulan yetiskin grubuna aittir. Ancak bu ¢alismada noron sayisina ait veriler sayisal
olarak yayinlanmamistir. Bulgularin sadece grafik halinde bildirildigi bu caligmada
yetiskin sigan NOI’sindeki toplam noron sayisiin yaklasik 25500 (£1000) civarinda
oldugunu okumak miimkiindiir. Bu deger, bizim hesapladigimiz toplam ndron sayisina
gore ~ % 35 oraninda daha diisiik bir seviyededir.

Delhaye-Bouchaud ve arkadaslarmm (1985) calismas1t da yine NOIi’nin
postnatal gelisimi ile ilgili olup kiyaslama yapabilecegimiz yas grubu yetiskin
(calismada bu grup sigcanlarin kag giinliik oldugu bildirilmemistir) grubudur. Burada da
yine verilerimizin Ortligmedigini goriiyoruz. Bildirilen N degeri (28385) ile bizim
verimiz arasida % 25’°ten daha fazla bir fark vardir.

Tarama sonuglarimiza goére; yukaridaki bu iki ¢alisma disinda, sigan NOI’si
icin toplam nodron sayisi bildiren diger c¢alismalarin varsayimlara dayanmayan
stereolojik metotlarla gergeklestirilmis oldugunu tespit ettik. Ancak calismamiz ile
bunlardaki néron sayis1 bulgularinin paralellik géstermemesi konusunda herhangi bir
degisme olmamistir. Beyin gelisimi sirasinda alkole maruz birakilan si¢anlarda néron
kaybinmn bildirildigi bir calismada (Napper ve West, 1995), her iki taraftaki NOI bir
biitiin olarak ele alinarak hesaplama yapilmis ve kontrol grubu erigkin sicanlar igin
toplam ndron sayis1 ~ 60000 olarak belirlenmistir. Bu durumda tek tarafli NOI’ye diisen
say1 ~ 30000 olmaktadir ki, bu say1 Tablo 23’de gosterilen NOI ¢alismalari igerisinde
calisma bulgumuz olan ~ 38000°e en yakin olanidir. Ancak her iki deger arasinda yine
de ~ % 20 oraninda bir fark vardir.

Stereolojik metotlar kullanilarak gerceklestririlmis bir baska NOI calismasi
(Korkmaz ve Ciftei, 1999), anabilim dalimizda gerceklestirilmistir. Ancak bulgularimiz
bu calismanin sonuglartyla da celiski halindedir. NOI’deki néron sayisinin ontolojik
gelisiminin arastirildigr bu ¢alismada 30 giinliik sigan grubu i¢in ortalama N degeri
26278 olarak hesaplanmistir. Sunulan ¢alismadakine gore ~ 12000 noéron kadar daha
diisiik bir deger.



Sigan NOI’sine ait tespit ettigimiz en dikkat cekici deger, Cunningham ve
arkadaslarmin (1999) calismasinda gdzlendi. Postnatal gelisim siirecinde NOI’deki
noron sayist degisiminin arastirildigi ve yine varsayimlara dayanmayan stereolojik
metotlar ile gerceklestirilen bu ¢alismada, yukarida deginilen benzer ontolojik
caligmalarda oldugu gibi postnatal 0. giinden itibaren 30. gline kadar farkli hayvan
gruplart kullanilmistir. Yetiskin sican grubu (30 giinliik) i¢in bidirilen N degeri
17731°dir. Bu, belirledigimiz N degerinin yarisindan da daha diisiik bir degerdir (~ %
54 oraninda daha az). Ustelik bu ¢alismada N’in belirlenmesinde kullanilan stereolojik
metot, sunulan ¢aligmada kullandigimiz ve uygulamada da tarafsiz oldugu bildirilen
(Dorph-Petersen ve ark., 2001) fiziksel disektor yaklagimidir.

Ozetlenecek olunursa; sican NOI’si icin ndron sayisi bildiren calismalarin
bulgular1 kendi iclerinde ¢eliski halinde olduklar1 gibi, bunlarin hepsinden daha yiiksek
bir noron sayisi degeri hesapladigimiz sunulan calismadaki bulgularimiz ile de
uyusmamaktadir. Bu uyusmazlik, ilgili ¢alismalarda kullanilan sayim metodunun tarafl
veya tarafsiz olmasiyla da iligkili bulunmamustir.

Simdi de, siganlardakiler ile birlikte NOI’de gergeklestirilen diger tiim
kantitatif ¢aligmalarda kullanilan néron sayimi metodolojilerini irdeleyerek burada ve
‘Girig” boliimiinde  belirttigimiz  ¢eliskilerin  olast nedenleri arasinda tespit

edebildiklerimiz tizerinde duralim.

2. NOi CALISMALARINDA NORON SAYIMI iCiN KULLANILAN SAYIM
METODOLOJILERINE AIT DEGERLENDIRMELER

Histolojik kesitlerde hiicre saymmi islemi, biyomedikal arastirmalarin ¢ogu
zaman gerekli bazen de iimit edilmedik bir parc¢asini olusturur (Howard ve Reed, 1998;
Guillery, 2002; Geuna, 2005). ‘Giris’ boliimiinde de deginildigi gibi, bu durum NOI’de
gergeklestirilen ¢ok sayidaki deneysel ve klinik ¢alismalar i¢cin de gegerlidir. Ancak
kesitlerdeki goriintiilerden yola ¢ikilarak ndron sayisi parametresinin belirlenmesinde
ylz yilt agkin bir siiredir halen ¢éziimlenememis problemlerin bulunmasi, bu islemin
goriindiigiinden ¢ok daha karmasik oldugunu gostermektedir. Ornegin; Hedreen ve

Vonsattel (1997) tarafindan atifta bulunulan ondokuzuncu yiizy1l sonlarina ait bir



calismada', arastiricilarin tavsan spinal ganglionunda sinir lifi ve ndéron sayisini
aragtirirken profil sayimmi hatalarimi gidermek {izere bir diizeltme faktorii gelistirip
kullandiklar1 bildirilmektedirler. Yirminci yiizyil baslarinda William R Thompson isimli
bir baska arastiricinin’® giiniimiizde sikga kullanilan stereolojik metotlarin esaslarmi
tanimladig bildirilmistir (Gundersen, 1986). Ayn1 donemde yayinlanan iki ¢aligma daha
var ki (Floderus, 1944; Abercrombie, 1946) bunlarda Onerilen diizeltme faktorleri
giiniimiiz hiicre sayimi ¢aligmalarinda halen kullanilmaktadir. Sonraki yillarda (6zellikle
de 80°’li yillardan sonra) c¢ok sayida baska sayim teknikleri ve diizeltme faktorleri
gelistirilmistir. Tim bu metotlarin art1 ve eksileri ile ilgili degerlendirmeler ve
bunlardan hangilerinin tercih edilmesi gerektigi giinlimiiziin halen siiregelen 6nemli bir
tartisma konusudur (Coggeshall ve Lekan, 1996; Saper, 1996 ve 1997; Guillery ve
Herrup, 1997; Hedreen, 1998; Hatton ve von Bartheld, 1999; Geuna, 2000; Farel, 2002;
West, 1993, 1994 ve 1999; West ve Slomianka, 2001; Benes ve Lange, 2001; Dorph-
Petersen ve ark., 2001; Guillery, 2002; Gardella ve ark., 2003). Modern sayim
metotlarina olan ilgiyi, tiim diinyada siirekli olarak diizenlenen kurslar ve bu konuda
siirekli giincellenen derleme (Braengaard ve Gundersen, 1986; Gundersen, 1986,
Gundersen ve ark., 1988a ve b; Cruz-Orive ve Weibel, 1990; Coggeshall, 1992;
Mayhew ve Gundersen, 1996; Dorph-Petersen ve ark., 2001; Geuna, 2005) ve kitaplar
(Reith ve Mayhew, 1988; Howard ve Reed, 1998; Russ ve Dehoff, 2000; Mouton, 2002;
Howard, 2005; Glaser ve ark., 2007) ile de gormek miimkiindiir.

Histolojik kesitlerden hiicre sayis1 parametresinin belirlenip hesaplanmasini
etkileyen faktorler, karsilagilan problemler ve Onerilen ¢6ziim yollar1 ile ilgili
aciklamalar, bir kismini yukarida belirttigimiz ilgili literatiirde detaylica islendiginden;
bu baglik altindaki irdeleme ve karsilastirmalarda sadece ilgili literatiir 15181nda tespit
edebildigimiz problemler ortaya konacaktir. Bu hata kaynaklari yukarida verilen
kaynaklarda etraflica ele alindigindan burada tekrar tekrar atifta bulunmak yerine

(6zellik arzeden bazi durumlar haricinde) ilgili problemlerin adlari ile yetinilecektir.

! Atifta bulunulan ilgili ¢alisma Almanya’da bir fizyoloji dergisinde yaynlannustir: Gaule J.ve Lewin T.,
1896. Uber die Zahlen der Nervenfasern und Ganglienzellen in den Spinalganglien des Kaninchens.
Centalbl Physiol 10; 437 —471.

2 Thompson W.R.,1932. The geometric properties of microscopic configurations. I. General aspects of
projectometry. Biometrika 24, 21 — 26. Histolojik kesitlerde sayimi yapilacak objelerin sekilleri
hakkinda herhangi bir varsayimda bulunmadan onlarin sayisini belirlemek igin gerekli esaslarin
tanimlandig1 bu ¢alisma, 80’li yillarin ortalarina kadar gézardi edilmistir.



2.1. Insan NOI’sindeki Sayim Calismalar

Insan NOI’sinde gergeklestirilen ndron sayimi arastirmalari incelendigimizde;
hepsinde varsayimlara dayanan sayim metotlarinin kullanildigini, kullandiklar1 metodun
yanlis uygulandigini, toplam noron sayist yerine ¢ok farkli sekilde yorumlanabilecek
hiicre yogunlugu parametresini kullandiklarin1 ve orneklemeyi tarafli sekilde
yaptiklarini tespit ettik. Down sendromlu bebeklerde NOI sayisin1 hesaplayan Pine ve
arkadaglar1 (1997), bu parametreyi belirlemek icin her bireyde sadece NOI’nin
ortasindan gecen kesitleri kullanmislardir. Yani biitiinii tamamiyle temsil etmeyen bir
yerde calismislardir (6rnekleme hatasi). Ustelik elde ettikleri kesitlerdeki goriintii
alaninda néron profili yogunlugunu hesaplamislardir. Belirli bir kesit alanindaki (mm?
gibi) profil sayisi degeri, gercekle iliskilendirilmesi hemen hemen imkansiz olan bir
parametredir. Ciinkii ii¢ boyutlu olan noronlar kesitlerde sadece iki boyutlu olarak
gozlemlenirler. Objelerin kesitlerde ortaya ¢ikma olasilig1 ise, onlarin biiytiklik ve
sekilleri ile dogrudan orantili oldugundan kesitlerde verdikleri profiller onlarin
gergekteki sayilarmm yansitmaz. Ornegin daha biiyiik olan bir hiicre, kendisinden daha
kiictik olan bagka bir hiicreye gore kesitlerde dogal olarak daha fazla ortaya ¢ikacaktir.
Sonucta her ikisinin gercekteki sayilari ayni oldugu halde kesitlerdeki profillerinin
sayis1 farkli olacaktir. Benzer durum, hiicrelerin sekilleri ve kesit alim yoniine gore olan
yonelimleri i¢in de gecerlidir (Sekil 25 ve 26). Halbuki bu tarz sayimlarda objelerin
sadece kesitlerdeki goriintiisii olan profiller sayildiklar1 halde, yorumda bulunurken
hiicre sozctigli kullanilmaktadir. Bu durumu diizeltmek igin c¢alismada kullanilan

Abercrombie (1946) ve benzeri diizeltme faktorlerindeki (Floderus, 1944; Konigsmark,
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Sekil 25. Biiyiik objeler kiigiik olanlara gore kesitlerde saha sik goriiniirler. Seklin sol tarafinda birer tane
¢ekirdek igeren iki adet hiicre temsil edilmistir. Sag tarafta ise kesitlerde verdikleri profiller gosterilmistir.
Biiyiik hiicre ii¢ kesitte gozlenirken kiigiik olan iki kesitte gozlenmektedir. Biiyiikliigiin degismesi ile
gercek deger degismeyecegi halde, kesitlerde gézlenme sikliklart degisecektir. Yani kesitler bize gergek
bilgiyi dogrudan saglamamaktadirlar (Korkmaz ve Ayas, 2003).



Sekil 26. Bir yapmin kesitlerde gézlenme siklig1 onun bilyiikliik, sekil ve yonelimine baghdir. Sadece
kesitlerdeki profillerin sayimi bize ¢ogu durumlarda gercek degeri (sirasiyla; gergekteki 9 ve 13 obje
yerine, 15 ve 14 profil ¢ikabilmesi gibi) vermeyecektir. Sol tarafta ii¢ boyutlu ortamda hiicreler, sag
tarafta kesitlerdeki goriintiileri verilmistir (Korkmaz ve Ayas, 2003).

1970) varsayimlarin gercekte meydana gelip gelmedigi hi¢cbir zaman bilinemeyecegi
i¢in, bu da sonucu degistirmeyecektir. Ornegin diizeltme faktorii olarak onerilen bu
formiillerin gecerli olabilmesi igin c¢ekirdek veya ¢ekirdekgiklerin kiire seklinde
olduklari, izotropik veya gelisigiizel dagilim gosterdikleri, tiim gruplarda dokunun esit
derecede biiziilme ve/veya sisme gosterdigi varsayilir. Halbuki tiim bunlarin gergeklesip
gerceklesmedigini bilmek veya kontrol etmek neredeyse imkansiz gibidir. Bu
calismanin ilging bir tarafi da, arastiricilarin varsayimlarda bulunmay1 gerektirmeyen
stereolojik tekniklerin farkinda olmalarmma ragmen onlar1 tercih etmememeleridir.
Bunun icin de iki neden gostermektedirler: (1) arastiricilara gore kontrol ile denek
gruplart arasinda karsilastirma yaparken stereolojik metotlar ile kullandiklar1 profil
sayimi yontemi arasinda herhangi bir fark bulunmamaktadir, (2) stereolojik teknikler
uygulanist ¢ok vakit alicidir. Halbuki yapilan ¢alismalar durumun hi¢ de bdyle
olmadigini, aksine varsayimlara dayan metotlar ile tamamen farkli sonuglarin elde
edilebilecegi hem teorik hem de uygulamali olarak gosterilmistir (Braengaard ve
Gundersen, 1986; Oorschot, 1994). Stereolojik tekniklerin vakit alict olmasi ile ilgili
kisim, bundan sonraki alt baslikta ele alinacaktir.

Yaslanma ile birlikte beyin sap1 ve beyincikte noron Sliimiiniin olup olmadigini

arastiran Sjobeck ve arkadaslarinin (1999) calismalarinda da benzer hata kaynaklarim



tespit ettik. Bu arastiricilar ¢alismalarini beyincik ve NOI’nin bitlikte gdzlendigi tek bir
kesitte gerceklestirmisler (6rnekleme hatasi) ve burada milimetre kareye diisen néron
profili sayisini belirlemislerdir (profil saymmi). Her iki c¢alismanin sonuglarini
karsilagtirdigimizda, profil sayimlarinin birbirlerinden ne kadar uzak sonuglar
verebilecegi gercegini tekrar gormekteyiz (Pine ve arkadaslari NOI’de mm®’ye diisen
noron sayisini 139 olarak bildirirken, Sjobeck ve arkadaslar1 ayni parametreyi ~ 0,5

olarak bildirmektedirler).

Farkli gruplarin karsilastirilmasinda NOI’deki néron sayisinin kullanildig: iig
klinik calismada da 6rneklemelerin tamamen yanlis yapildigi ve sayimda anlam ifade
etmeyecek yontemler kullanildig1 gdzlendi. Ornegin, Nishie ve arkadaslari (2002) néron
saymmint NOI'nin giizel goriindiigii kesitlerde gergeklestirmistir. Buna gore, giizel
cikmayan kesitlerin ¢alismaya katkis1 olamaz! Makoto Nishie baska bir arastrici
grubuyla (Nishie ve ark., 2004), medulla oblongatanin orta kismindan aldig1 kesitlerde
NOI néronlarim saydigimi bildirmektedir. Nukleusun diger kisimlari hesaplamaya
katilmadig i¢in 6rnekleme tam yapilmamistir (6rnekleme hatasi). Sadece bu hata bile,
calismanin geri kalan kisimlari nasil yapilirsa yapilsin onu tarafli kilar. Her iki
calismada da immiinohistokimyasal isaretlemeler yapilmis ve belli kesitlerdeki okiiler
gorlintii  alanlarinda farkli isaretlenmis noron profilleri sayilip karsilastirmalarda
bulunulmustur. Yukarida deginildigi gibi, profil sayimlar1 dogrudan gercek sayi ile
iligkilendirilemez. Tsuchiya ve arkadaglarinin (2005) calismasinda ise 6rneklemenin
nasil yapildigina agiklik getirilmemistir. Noron sayisi karsilastirmasinda ise kantitatif
bir yaklasim yerine; az, ¢ok, siddetli gibi dereceleri olan kalitatif bir degerlendirme
yontemini kullanmiglardir. Bu seviyede bir belirlemede bulunabilmek i¢in gruplar arasi
farklarin % 40’larin lizerinde olmas1 gerektigi bilinmektedir. Halbuki gruplar arasinda
anlamli olarak tespit edilen farkliliklar ¢ok ender durumlarda bu seviyelere ¢ikar. Bu
durumda da kesit goriintiileri birbirlerine benzedigi halde aralarinda var olan farkliliklar
tespit edilemeyecektir. Tsuchiya ve arkadagslar1 (2005) ¢alismalarinda sadece profillere
baktiklarindan, gdzlemledikleri farkliliklar ¢ok olsa bile yine de yanilabilirler. Ornegin
artt1 dedikleri hiicrelerin ilgili grupta artmadiklarini, sadece biiyiikliiklerinin arttigini

varsayalim. Bu durumda da kesitlerde daha ¢ok gozleneceklerdir (bkz Sekil 25 ve 26).



2.2. Fare NOI’sindeki Sayim Cahsmalari

Insan NOI’si calismalarinda oldugu gibi, tespit edebildigimiz sican NOI’sine
ait kantitatif ¢alismalarin hemen hepsinde varsayimlara dayanan sayim tekniklerinin
kullanildigin1 ve oOrnekleme hatalarinin yapildigini  gozlemledik. Dolayisiyla bu
calismalar arasinda var olan ve ‘Giris’ boliimiinde belirtilen ¢eliskili bulgulara bu
uygulamalarin neden oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ornegin, ikisi de yetiskin
farelerde ve aym yontemle NOI’deki néron sayisini hesapladiklar1 halde birisinde (Blatt
ve Eisenman, 1985) bu deger 37000 ¢ikarken, digerinde (Frederic ve ark., 1992) 11700
olarak bulunmustur (ii¢ katindan daha fazla bir farklilik).

Durumu daha da dramatik bir sekilde ortaya koyan bir bagka 6rnek de; iki
farkli ¢alismadaki bu ¢eliski yerine, ayni arastirict gubunun verilerindeki farkliliklar ile
kendini gostermektedir. Fare NOI’sinde olduk¢a yogun calismalar yapan Zanjani ve
arkadaglar1 1997 yilinda yayinladiklar1 bir c¢aligmalarinda soyle bir ifade
kullanmaktadirlar (sayfa 504) ‘verilerimizi daha oénce yayinlanmis bize ve diger
arastiricilara ait ¢alismalar ile dogrudan karsilastirabilmek i¢in, hiicre sayimlarimiz
icin yeni gelistirilen stereolojik teknikler yerine geleneksel diizeltme faktorlerini
kullanmay tercih ettik’. Bu ifadeden; arastiricilarin her iki yontemle farkli sonuglar
cikabilecegini diisiindiikleri ve kullandiklar1 metodun eksik yanlarimin farkinda
olduklarni, ancak karsilastirma amacgli eski yaklasimi tercih ettikleri sonucu
c¢ikarilabilir. Bu c¢alismanin sonunda da kontrol grubu yetiskin fare NOI’si icin
bulduklar1 14250 degerinin diger ¢aligmalarinda (Shojaeian ve ark., 1985a ve b; Zanjani
ve ark., 1992) bulduklarindan farkli olmadigimi1 ifade ederler. Zanjani ve arkadaslari
(1997) bu calismalarinda yukarida verdigimiz iki kaynaktan (Blatt ve Eisenman, 1985;
Frederic ve ark., 1992) sadece Blatt ve Eisenman’a ait olanina atifta bulunmuslardir.
Bulduklar1 néron sayist degeri, bu her iki ¢alismaninki ile ¢eliski halinde oldugu halde
caligmalarinda buna deginmemislerdir. Sadece Blatt ve Eisenman’nin ¢alismalarina ait
baska bir bulguya atifta bulunuldugunu gozlemledik. Her ne kadar Zanjani ve
arkadaslar1 (1997) bu calismalarindaki bulgularinin eski ¢alismalarindaki ile uyum
halinde oldugunu belirtseler de, bu degerin diger arastiricilarin ¢alismalari ile
uyusmadig1 aciktir. Ustelik aymi arastiricilar {ic y1l dnce yayinlanan bir bagska
calismalarinda (Zanjani ve ark., 1994) NOI i¢in hesapladiklar1 10025 degerinin neden

bulduklart 14225°den farkli olduguna deginmemislerdir. Ayni arastiricilar daha sonraki



yillarda (Zanjani ve ark., 2004) ayn1 degeri 1994 yilindaki ¢aligmalarina benzer sekilde
10165 olarak hesaplamiglardir. Goriilecegi gibi hesapladiklar1 deger; degil yalniz baska
arastiricilarinki ile, kendi calismalar1 arasinda da farklilik gdstermistir.

Retinoik asitin NOI gelisimine etkilerinin arastirildigi  bir calismada
(Yamamoto, 2005) noron sayisinin belirlenmesinde stereolojik yontemler kullanilmas,
ancak dogru uygulanmamustir. Arastiricilar; 18 giinlik embriyolarin beyinlerinden
aldiklar1 ince kesitlerde disektéor metodunu kullandiklarini belirttikleri halde, bu
uygulama i¢in zorunluluk olan kesit c¢iftleri (Sterio, 1984; Gundersen, 1986)
kullanmamuslardir®. Bu durumda metodu nasil uygulamislardir, bilinmemektedir. NOI
sinirlar1  igerisinde saydiklar1 profilleri o alana bdlerek ndéron yogunlugunu

hesapladiklarini ifade etmektedirler (profil sayip néron oldugunu ileri siirme hatasi).

2.3. Sican NOI’sindeki Sayim Calismalar

Bu tiirde yapilan eski ve yeni tarihli ¢alismalarda hem varsayimlara dayanan
eski metotlarin, hem de modern stereolojik metotlarin kullanildigini  gérmek
miimkiindiir. Bu tiirde tespit edebildigimiz ilk ¢aligmalar Bourrat ve Sotelo (1984) ile
Delhaye-Bouchaud ve arkadaslarina (1985) aittir. Her iki ¢alisma da fare ¢alismalarinda
oldugu gibi varsayimlara dayanan sayim teknikleri ve diizeltme faktorleri kullanilmis
olup, kullanilan &rneklemeler de NOI’nin tiimiinii temsil etmekten uzaktir. Nitekim her
iki calismada da yetiskin siganlar i¢in bildirilen degerler arasinda ~ % 13 oraninda bir
fark vardir (sirasiyla, ~ 25000’e karsiik ~ 28500). NOI gelisimini arastiran bu
caligmalarda kullanilan diger yas gruplar arasindaki fark daha da fazladir; {istelik de
yonli degiskenlik gostermektedir (yani calismanin birinde bir yas grubunda olan
fazlalik, baska yas grubu karsilagtirmalarinda azalma gostermektedir). Ornegin 5 giinliik
siganlarda aradaki fark ters yonde olmak tizere % 25 olmaktadir (sirasiyla, ~ 28000’e
karsilik ~ 21000). Bir baska agidan bakilacak olunursa, birinin yetiskin sigan NOI’si
icin bildiridigi degeri, digeri 5 giinliikler i¢in bildirmis.

Taramalarimizda varsayimlara dayanan metotlarla gerceklestirilmis yeni tarihli
sican NOI’si calismalar1 da gdzledik. Immiinohistokimyasal isaretlemelerin kullanildig
bu ¢alismalarin birinde (Zhang ve ark., 2003) saymm i¢in her hayvanda NOI’nin belirli

bir yerinden alinmis sadece ii¢ kesit kullanilmis (hem yanlis, hem de yetersiz

3 Arastiricilar kullandiklart metodun adimi da yanhs yazmuslardir. ingilizce disector olarak yazilan metot
adi dissector olarak ifade edilmistir.



ornekleme), karsilastirmada kesit basina diisen pozitif noron profillerinin sayisi
kullanilmis (profil sayis1 ndéron olarak kabul edilmis). Tespit ettigimiz baska bir
calismada da (Viscomi ve ark., 2005) benzer uygulamalarin oldugunu gézlemledik.

Sigcan NOI’sinde stereolojik yontemlerle gerceklestirilmis dort adet calisma
tespit edebildik (Tablo 23). Bu ¢alismalarda, karsilastirma i¢in kullanilabilecek esdeger
yas gruplari icin bildirilen degerlerin birbirleriyle uyusmadigina ilk alt baslik altinda
deginilmisti. Bunun olas1 nedenleri arasinda uygulama hatalarinin yanisira, stereolojik
metotlarin uygulanmasi sirasinda histolojik islemin tabiatindan dolay:r ortaya ¢ikan ve
heniiz yeni (son 5 — 6 yil igerisinde) tanimlanmis hata kaynaklarinin da olabilecegini
diisiinmekteyiz. Napper ve West (1995) ile Maier ve West (2003) toplam ndron sayisi
hesaplamalarinda optik disektor teknigini kullanmislardir. Bu yaklasima gore toplam
néron sayisi; optik disektorler ile hesaplanan ndéron yogunlugunun, Cavalieri
yontemiyle (Gundersen ve ark., 1988a) belirlenen NOI hacmiyle ¢arpilmasi yoluyla
hesaplanir. Her iki c¢alismada da tespit edebildigimiz en 6nemli eksiklik; optik
disektoriin tanimlandig1 orjinal makalede (Gundersen, 1986) de belirtildigi gibi,
kesitteki biiziigmenin hesaplanmasi zorunlulugunun yerine getirilmedigidir. Burada
toplam néron sayis1, néron yogunlugu ve NOI hacimin bir fonksiyonu oldugu i¢in sonug
dogrudan yogunluk hesabina katilan kesit kalinligindan etkilenecektir. Halbuki ilgili
yayinlarda kesit kalinliginin ve biiziisme derecesinin nasil hesaplandigi veya tartisildigi
bir kisim goremedik. Tespit edebildigimiz ikinci bir konu, NOI sinirlar ile ilgilidir.
NOI, kesitlerde yer yer dagmik alanlardan meydana geldigi i¢in bu arastiricilar bunlari
birlestirerek ele aldiklarin1 ifade etmislerdir. Bu da baska calismalar ile olan
karsilagtirmalar giiglestiren etkenlerden birini olusturacaktir.

Optik disektor ile yapilan ¢aligmalarda neden tutarsizliklar olabildigini ve olas1
hata kaynaklarini arastiran ayrica ¢6ziim onerilerinde bulunulan ¢aligsmalarda (Hatton ve
von Bartheld, 1999; Dorph-Petersen ve ark., 2001; Guillery, 2002; Gardella ve ark.,
2003; Geuna, 2005) dokularin histolojik takibinden tek yonlii etkilenmediklerini, bu
etkinin ¢ogu durumda olduk¢a karmasik sekillerde meydana gelebilecegini (Sekil 27a)
ve kesit kalinliginin ilk alinan nominal kalinliktan c¢ok farkli olabilecegini ortaya
koymustur. Bu etkinin parafin kesitlerin yanmi sira, biiziigmedigi iddia edildiginden
stereolojik ¢aligmalarda bir donem sikc¢a kullanilan glikolmetakrilat gibi plastik madde

kesitleri i¢in de gegerli oldugu gosterilmistir. Hatta kesitlerin alim islemi sonrasinda
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Sekil 27. A, Doku bloklar1 veya kalin kesitlerin z-eksenindeki (kesit diizlemine dik olan yon) farkli
deformasyonun cesitleri. B, Kesit alim islemindeki kesit deformasyonu. Ust taraf: bir kesitin bloktan
kesilisi gosterilmistir. Kesit alimi i¢in belirlenen aralik (BA) baslangictaki kesit kalmligindan (t*) farkli
olabilir. t* tipik olarak yiizdiiriildiigii suyun sicakliina ve tampon konsantrasyonuna baglidir. Alt taraf:
kesite ait nihai bolgesel kalinlik (t) kesitin farkli yerlerinde degiskenlik gosterebilir. Kesite ait nihai
ortalama kalinlik da ( t ) hem BA’dan hem de t*’den farkli olabilir (Dorph-Petersen ve ark., 2001).

(bloktan kesme isleminden sonra suda yiizdiirme, etiivde bekletme ve boya icin gesitli
solusyonlardan gegirilme gibi islemlerinin sonrasinda) ayni kesitin farkli yerlerinde bile
kalinhkta farklilik gosterebilecegi® ortaya konmustur (Sekil 27b). Bununla birlikte,
onerilen ve denenmis diizeltme faktorleri kullanildiginda tanimlanan hata kaynaklarinin
bertaraf edilebilecegi bildirilmistir (Dorph-Petersen ve ark., 2001).

Optik  disektoriin - kullanildigr  bir baska calisma anabilim dalimizda
gerceklestirilmistir (Korkmaz ve Ciftgi, 1999). Bu ¢alismada daha dnce belirttigimiz iki
calismadan farkli olarak hacim hesab1 gerektirmeyen optik fraksiyonlama (West ve ark,
1991) teknigini kullanmiglardir. Her ne kadar bu yontemde bilinmesi gereken tek
faktoriin fraksiyonlar oldugu ve bu nedenle kesit kalinli§inin bilinmesinin gerekmedigi
belirtilmigse de, bu fraksiyonlardan birini kalinlik 6rnekleme fraksiyonu olusturur. Bu
da yukarida degindigimiz kalinlik probleminden etkilenecektir. Bu c¢alismadaki
bulgularin diger stereolojk NOI calismalarindaki bulgularla (Tablo 23) drtiismemesinin

bir nedeni bu faktoriin dikkate alinmamis olmasi olabilir.

* Kesit kalmlhigindaki deformasyonun stereolojik bir ¢alismaya olan etkisi, sadece kalin kesitlerin
kullanildig1 yontemler (optik disektor, optik fraksiyonlama gibi) igin gegerli oldugu bildirilmistir.



Postnatal gelisim siirecinde NOI’deki noron sayis1 degisimini arastiran bir
baska stereolojik caligmada (Cunningham ve ark., 1999) ndéron sayimi i¢in (sunulan
calismamizda oldugu gibi) fiziksel disektér metodu kullanilmistir. Her ne kadar bu
metot ndron sayimminda bir¢cok faktdrden etkilenmeyen altin standart olarak
gosterilmigse de, bu kaynakta metodun iki Onemli noktada yanlis uygulandigini
gozlemledik. Bunlardan birisi kalinlik 6l¢timiiyle ilgilidir. Cunningham ve arkadaslari
toplam noéron sayisini hesaplarken fiziksel disektorler ile belirledikleri ndron
yogunlugunu, Cavalieri ydntemiyle ayrica belirledikleri NOI hacmiyle ¢arparak elde
etmiglerdir. Hacim hesabi i¢in kesit kalinlig1 gerektiginden, 5 pm kalinliginda aldiklar
kesitlerin kalinligin1  diferansiyel odaklama yontemiyle belirleyip ilgili hacim
formiiliinde yerine koyarak hesaplamada bulunmuslardir. Oncelikle, bu kesit kalmlig
diferansiyel odaklama ile kalinlik 6l¢iimii i¢in yeterli degildir. Ancak 20-25 pm ve daha
kalin kesitlerin kalinlik 6l¢limil i¢in uygun oldugu gosterilen bu metot (Uylings ve ark.,
1986; West ve ark, 1991), 5 um kalinhgindaki kesitlere uygulandigindan belirlenen
kalinlik ve dolayisiyla gerceklestirilen uygulama tarafsizligini kaybeder. Bir bagka konu
ise aslinda bu isleme hi¢ gerek olmadigidir. Pakkenberg ve Gundersen 1988 yilinda
(irdeledigimiz ¢aligmanin yaymn yilindan 11 yil Once) disektér — Cavalieri
kombinasyonu olarak isimlendirdikleri oldukga etkin yaklasimlarinda, néron sayisini
belirlemede her iki yontemi birlestirmis ve bu sekilde kesit kalinligi hesabini
gerektirmeyen bir formiil gelistirmislerdir.

Cunningham ve arkadaglarinin (1999) calismalarinda tespit ettigimiz ikinci bir
yanlis uygulama ornekleme ile ilgilidir. Dogru bir uygulamada referans hacminin
(burada NOI) tiim kisimlarima esit derecede drneklenebilme sansi verilmesi gerekirken,
bu arastiricilar kesit alanlarini 6rneklerken 6rnekleme adimlarinin yarisini doldurmayan
NOI kisimlarini degerlendirmeye almadiklarini bildirmektedirler. Bu durum calismayi

tarafl1 kilan (yani ger¢ek degerden giderek uzaklasan) 6nemli bir yanlis uygulamadir.

2.4. Diger Tiirlerin NOi’sindeki Sayim Cahsmalari

Tiim bu c¢alismalarm haricinde, kedi ve manda NOI’sinde gerceklestirilmis iki
calisma daha tespit ettik (King ve ark., 1998; Rashed ve ark., 2007). Biri gecen yil
yaymlanmig olmasina ragmen, her ikisinde de hatali Orneklemenin yani sira
varsayimlara dayanan teknikler kullanilmistir. Konunun baginda tartisilan bu hata

kaynaklar1 bu caligmalar i¢in de gegerlidir.



3. SUNULAN CALISMAYA AiT METODOLOJiK DEGERLENDIiRMELER

Sigan NOI’sinde toplam néron sayisinin belirlenmesinde kullandigimiz fiziksel
fraksiyonlama teknigi (Gundersen, 1986) diger stereolojik metotlarin igerisinde oldukga
istiin 6zellikleri olan bir sayim metodudur. Her ne kadar yukarida degindigimiz gibi,
teorik olarak varsayimlara dayanmayan tarafsiz nitelikteki stereolojik metotlarin
uygulamada ortaya c¢ikan eksik yonleri olsa da, bunlar esas olarak optik disektor
yaklasimlar1 ile ilgilidir. Ozellikle kesit kalinlig1 ve tanimlama problemleri iizerinde
yogunlasan bu tartigmalar, fiziksel fraksiyonlama teknigi ile iliskili degildir. Cilinkii bu
teknik (optik fraksiyonlamadan farkli olarak) doku takibinden kaynaklanan
deformasyon problemlerinden etkilenmedigi gibi, hesaplamada kesit kalinliginin
bilinmesini de gerektirmez. Gereken tek sey disektoriin ve sistematik rasgele
orneklemenin uygulama kurallarina uymaktir. Sonucta, elde edilen fraksiyonlarla
sayilan noron sayisi carpilarak toplam ndron sayist hesaplanir. Simdi ¢alismamizda bu
gerekleri ne derece takip ettigimizi degerlendirelim.

Calisma icin kullandigimiz kesit kalinligi (4 pwm), sayimi s6z konusu olan
yaklagik ~10-12 pm capindaki néron cekirdekleri (en kiigiik néronlar ¢ekirdekleri i¢in)
icin uygundur. Bu sekilde fiziksel disektor metodunun en énemli gereklerinden biri’
yerine getirilmig olundu. Bu sekilde, ¢calismamizda ¢aplar1 8 pm’ye kadar inen kii¢iik
noron ¢ekirdeklerinin de sayim kapsamina alindigin1 sdyleyebiliriz. Diger yandan
bakilacak olunursa, eger sican NOI’si bundan da kiigiik néronlar iceriyorsa sayimm disi
kalmis olacaktir. Goriilecegi gibi, sadece bu asamanin bile gozardi edilmesi
calismalararasi geligkilere yol acabilecektir. Bunun bir 6rnegini anabilim dalimizda
sigan ventral koklear ¢ekirdeginde gerceklestirilmis iki ayr1 ¢alismada (Agar ve ark.,
1999; Ayas ve ark., 2008) da gdrmek miimkiindiir. Her ikisi de fiziksel fraksiyonlama
ile gerceklestirilmis bu c¢alismalardan ilkinde 6 pm’lik kesitler kullanilmis ve bu
cekirdekteki toplam noron sayisi 15600 olarak bulunmustur. Digerinde ise 4 pm’lik
kesit ¢iftleri kullanilmis ve ayn1 parametre ~ 35500 olarak hesaplanmistir.

Uzerinde 6zenle durdugumuz bir konu da NOI smirlarinin belirlenmesi oldu.
Bu konuda caligma sonuglarimizi etkileyecek herhangi bir durum ile karsilagiimadi.

Disektoriin bir baska olmazsa olmaz gereklerinden olan sistematik rasgele 6rnekleme,

> Kesit kalinlig1, sayimi sézkonusu olan objenin kesit alim yéniindeki uzunlugunun yarisindan az (yada en
az yarisi kadar) olmalidir.



calismamizda (hem kesit hem de kesit alanlar seviyesinde) da odiinsiiz olarak
uyguland ve 6rneklenen her kesitte NOI sinirlar1 rahatlikla belirlenebildi (Sekil 24a ve
b). Tanimlama konusunda vurgulamak istedigimiz bir baska konu, néronlarin
tanimlanmasidir. Kullandigimiz rutin boyamalarda belirledigimiz ve bir¢ok stereolojik
calismada kullanilan kriterler ile néronlart ayirmada bir giigliikle karsilasilmadi. Ancak
kiiciik tipteki noronlar ile glialar1 ayirt etmede zaman zaman giicliiklerle karsilasildi.
Boyle durumlarda ayirimi tamamen belirledigimiz kriterlere gore yaptik. Bu problemin
farkinda oldugumuzdan, calismamizin projesini hazirlarken néronlar1 rutin boyama
yerine imminohistokimyasal teknikler kullanarak isaretlemeyi ve bu sekilde daha
gercekei bir ayirnm yapabilmeyi planladik ve ona gore proje Onerisinde bulunduk.
Ancak projemizin kabul goren destegi istenilen diizeyde olmadigi i¢in ¢aligmay1 bu
yoniiyle gerceklestiremedik. Hiicre tanimlanmasindaki bu gii¢liik, sayim ¢alismalari igin
giiniimiizde halen ¢6zlimlenmeyi bekleyen problemlerden biri olarak durmaktadir.

Calismamiz sonunda elde ettigimiz CE (0,09) ve CV (0,08 — 0,12) degerleri
uyguladigimiz 6rneklemenin de yeterli seviyede oldugunu gostermektedir. Her sicanda
ornekledigimiz ortalama kesit (~11), kesit alanm1 (~75) ve sayilan noron ¢ekirdegi
sayilar1 (~125) da onerilen (Gundersen ve ark., 1999) seviyelerde ¢ikmistir. Bu degerler,
calismamizda toplam noron sayisi degerlerindeki varyansin esas olarak biyolojik olarak
var olan varyanstan kaynaklandigin1 gostermektedir.

Stereolojik metotlarin, ozellikle de fiziksel disektor yaklasimlarinin tercih
edilmemelerinin esas nedenlerinden birini, uygulanmalarinda gerekli goriilen
ekipmanlarin her laboratuvarda bulunmamasi; digerini de uygulamalarin (6zellikle de
fiziksel disektdr uygulamalarinin) vakit alici bir islem olmasi olusturur. Ilgili stereoloji
literatiiriinde Onerilen bilgisayar ile kontrol edilebilen mikroskop diizenekleri ve ilgili
yazilimlar gergcekten de (yurdigindaki bir¢ok laboratuvar ve bilim disiplini dahil)
oldukca pahali (100 — 150 bin avro gibi) ekipmanlardir. Calismamizda fiziksel
fraksiyonlama teknigi i¢in kullandigimiz (Sekil 16) ve ‘Materyal ve Metot’ boliimiinde
tanimladigimiz diizenek hemen her laboratuvarda var olan genel amagl (bilgisayar ve
mikroskop) ekipmanlardir. Bu diizenek ile gerceklestirdigimiz fiziksel fraksiyonlama ile
noron saymmi isleminde, Anabilim Dalimizda gelistirilen iki yaklagim kullanildi.
Bunlardan biri kesit alanlarinin 6rneklenmesini (Kormaz ve ark., 2000), digeri de kesit

ciftlerindeki esdeger alanlarin bulunup goriintiillenmesi (Ayas ve ark., 2008) islemini



kolaylikla uygulanabilir pratik birer uygulamaya doniistiirmektedir. Elde ettigimiz
sonug bu yaklasimin oldukca etkin oldugunu gostermistir (esdeger alanlarin 6rneklenip,
eszamanli goriintiilenip sayilmasi islemi yaklasik 4 — 4,5 saat kadar siirdii). Sonugta
fiziksel disektor yaklasimlarinin uygulanmasinda en ¢ok vakit alan ve bu nedenle de
tercih edilmeyen asamasi oldukca kolaylastirilmis olundu. Kamera ilaveli bir mikroskop
(birgok laboratuvarda zaten var olan genel amacl bir ekipman) ve goriintii yakalama
kart1 olan siradan bir bilgisayar (500 YTL ve yukasi fiyatlarda) gibi genel amach

ekipmanlar uygulamanin gergeklestirilmesi i¢in yeterlidir.

SONUC VE ONERILER

Kantitatif sican NOI’si c¢alismalarindaki irdelemelerimiz ve sunulan

calismamizdan ¢ikardigimiz sonuglart su maddelerde 6zetleyebiliriz:

1. Sican NOI’sinde toplam ndron sayismn belirlenmesinde kullandigimiz teknik
teorikte oldugu kadar uygulamada da varsayimlara dayanmayan sonuglar
verdiginden ve bunun uygulamasinda bildirilen tiim kriterleri 6zenle yerine
getirdigimizden, hesaplama ile belirledigimiz toplam noéron sayilarmin gercege en

yakin degerleri yansittigini diisiiniiyoruz.

2. Sigan NOI’sindeki toplam noron sayisi erkek ve disiler arasinda anlamli bir fark
gostermemektedir. Bu durum hem grup i¢i, hem de gruplararasi sag ve sol taraflar
arasinda da degismemektedir. Bu tespitimiz, sican NOI’sinde gerceklestirilen diger

caligmalarin bulgulariyla uyum halindedir.

3. Hesapladigimiz ndron sayis1 degeri literatiirde bildirilen degerlerin hepsinden daha
fazladir ve hig biri ile uyusmamaktadir. Diger calismalardaki degerler de birbirleriyle
uyusmamaktadir. Bu durum i¢in tespit edebildigimiz baglica nedenleri su sekilde
siralayabilirz;

a. Orneklemenin dogru yapilmamasi
b. varsayimlara dayanan sayim tekniklerinin kullanilmis olmast
c. stereolojik tekniklerin yanlis veya eksik uygulanmasi

d. referans hacim tanimlamalarinda belirsizlikler



4. Noron tanimlamalarinda onlar1 6zel olarak isaretleyen ve onlar1 glialardan ayiran
boyama tekniklerinin kullanilmasi ve kullanilan metodun gereklerine Gzenle

uyulmasi farliliklara neden olan 6nemli iki faktérii ortadan kaldiracaktir.

5. Uygulamada da varsayimlara dayanmayan ve kesit kalinlig1 doku deformasyonu gibi
birgok faktorden etkilenmeyen fiziksel disektor yaklagimlarnin tercih edilmesi

calismalar arasi ¢eliskileri en aza indirecektir.

6. Disektor ciftlerindeki esdeger alanlarin Orneklenip eszamanli goriintiilenmesi
uygulamamizin bu teknigin kullanimini cesaretlendirecegi ve bu konuda calisma

yapmak isteyen diger arastiricilara yararli olacagi timidindeyiz.
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