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ONSOZ

“Beyin Iskemisi Sonrasinda Uygulanan Etil Piruvatin Sican Hipokampusunun Noron
Sayisi Uzerine Etkisi” isimli caliyma K.T.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmigtir. Yiiksek lisans
egitimim, tez konumun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitilmesi ve kontrolleri siirecinde
bilimsel ve manevi destegini esirgemeyen, bu zorlu siirecte hicbir fedakarliktan kaginmayan
ve her zaman yanimda olan damigmanim ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Ersan ODACI’ya
tesekkiir ederim. Ayni1 sekilde yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismalarim esnasinda bilimsel
ve manevi desteklerini benden hicbir zaman esirgemeyen Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 Bagkani Prof. Dr. Engin YENILMEZ’e ve Dog. Dr. Esin YULUG a tesekkiir ederim.

Laboratuar calismalarim ve stereolojik analizlerin yapilmasinda her tiirli destegini
benden esirgemeyen Rize Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali Bagkan1 Saymn
Dog¢. Dr. Orhan BAS’a, siganlara uygulanan cerrahi girisimlerde biiylik yardimlarini
gordiigiim K.T.U. Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Sayin Dog. Dr. Sinan
CANPOLAT’a ve Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Saym Dr.
Hasan UCUNCU’ye, calismanin istatistiksel analizlerini yapan K.T.U. Tip Fakiiltesi Halk
Sagligi Anabilim Dal1 Baskan1 Sayin Prof. Dr. Gamze CAN’a ve degerli hocam Sayin Prof.
Dr. Hamdi OGUT’e tesekkiir ederim. Ayrica aym donemlerde yiiksek lisans yaptigim ve
caligmalarimda bana her tiirlii destegi saglayan sevgili arkadaslarim Sibel TUREDI’ye,
Zeynep AKTURK’e, siganlarn bakimi, takibi ve uygulamalarinda yardimlarini benden
esirgemeyen K.T.U. Tip Fakiiltesi, Cerrahi Arastirma Merkez’i calisanlarma da tesekkiir
ederim. Benim bugiinlere gelmemi saglayan anneme, bugiinleri gormesini ¢ok istedigim
rahmetli babama, bu zorlu giinlerimde bana sabir gosteren, hi¢cbir maddi ve manevi destegini

esirgemeyen tiim aile bireylerime de sonsuz tesekkiirler.

Haziran 2011 Ayse IKINCI

* Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (KTU BAP)
tarafindan 2010.114.001.9 kod nolu proje ile desteklenmistir.
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, damar tikanmas1 ya da bir damarin yirtilip kanamasi sonucunda dokuya ulasan
kanm azalmas1 veya tamamen kesilmesi ile meydana gelir. iskemiye karsi her dokunun
duyarliligr farklidir. Merkezi sinir sistemi (MSS) metabolik yonden aktif oldugundan
iskemiye karsi oldukca duyarlidir (1). iskemik beyin hasari insanlarda &nemli patolojik
durumlara yol agar. Ozellikle hayvanlar iizerinde olusturulan deneysel iskemi modellerinde
hasarin nasil meydana geldigi onemli Ol¢lide agiklanmistir (2, 3). Ancak bircok g¢alisma
olmasmma ragmen olusan hasarin nasil Onlenecegi konusunda heniiz yeterli ilerleme
saglanamamustir.

Bu calisma hipokampus bolgesinde yapilmistir. Hipokampusun iskemiye karst hassas
olusu, néron sayisinin fazlaligi ve deney hayvanlarinda postnatal donemde ndrogenezisin
devam etmesi bu secimimize sebep olmustur. Hipokampusun girus dentatusu erigkin
memelilerin  beyinlerinde noérogenezisin devam ettigi bdlgelerden biridir. (4, 5).
Hipokampusun 6grenme ve hafiza siirecinde ¢ok 6nemli rolii oldugu, kisa siireli bellegin uzun
stireli bellege ¢evrilmesini sagladigr ve edinilen bilgileri depoladigi bilinmektedir (6, 7).
Hipokampus sag ve sol hipokampus olmak tizere ikiye ayrilir. Cogu bireyde, baskin olan sol
hipokampus Oncelikle sozel 6grenme ve bellege aracilik eder. Baskin olmayan sag
hipokampus ise sozel olmayan bellege aracilik eder (8).

Yakin zamana kadar yetiskin memelilerinin MSS’de yeni ndronlarin olusmadig: ya da
hasarli bolgelerde yenilenme olmadigi diisiiniilmekteydi (9). Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalar ile yetiskin MSS’nin yeni glia ve ndron iiretme yeteneginde oldugu ortaya kondu.
Bu ¢alismalar multipotent 6zellikleri tanimlanan sinir kok hiicrelerinin insanlari da i¢ine alan
cesitli memeli tlirlerinde yasam boyunca ¢esitli sinir hiicrelerine doniistiigiinii gostermektedir
(10, 11). Normal yetiskin beyinlerinin bir¢cok yerindeki noronlar hiicre 6liimii sonrasinda
yenilenmez. Ancak kendi kendini yenileyen kok hiicreleri beynin farkli bdlgelerinde
gosterilmistir. Bu bolgeler hipokampusun girus dentatusu ve lateral ventrikiillerin

subventrikiiler bolgesine yakin olan subependimal katmanidir (12). Bu kisimlardaki kok



hiicreler bazi ilaglar, cevresel etkenler, bazi psikolojik ve patolojik olaylar sonucunda
uyarilarak yeni sinir hiicreleri olusumunu tetikler. Bu etkenlerden bir tanesi de beyin
iskemisidir. Iskemik beyin hasar1 hiicresel ve molekiiler yenilenme mekanizmalarini
tetikleyerek iskemik bolgede nérogenezisin baslamasini saglar (3).

Deneysel iskemi ¢aligmalari incelendiginde etil piriivat’in (EP) beyinde noroprotektif
etkisinin oldugu ve iskemi uygulamasindan 24 saat sonra verilse bile ndroprotektan olarak
kullanilabilecegini goriilmektedir (13, 14). Postiskemik inflamasyonun iskemik hasara yol
acmasinin ¢oklu mekanizmalarla izah edilmesi nedeniyle EP’nin néroprotektif mekanizmasi
da birgok mekanizma ile izah edilebilir. Ancak her ne mekanizma ile izah edilirse edilsin
EP’nin sinir sistemi dokular tizerine koruyucu etkisinin var olabilecegi ve bunun sonucunda
beyin iskemisini engelleyebilecegini ifade edebilmek 6nemlidir (13, 14). Bu nedenle, beyin
iskemisinde EP’nin hipokampus noron sayisi lizerine olabilecek muhtemel etkilerini
arastirmak i¢in bu ¢aligsma planlanmistir.

Yapilan c¢aligmalar incelendiginde noéron sayist gibi sayisal verilerin verildigi
caligmalarda stereolojik yontemlerin siklikla kullanildig1 goriilmektedir. Bu nedenle sunulan
calismada ndron sayisini hesaplamak igin stereolojik yontemler kullanilmistir. Stereoloji,
yapilarin iki boyutlu goriintiilerinden yola c¢ikarak, onlarin ii¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili
sayisal verilerinin elde edilmesini saglayan bir bilim dalhidir (15). Stereolojik yontemler az
zamanda giivenilir sonug elde edilmesini saglayan ve gercek degerden sistematik bir bigimde
sapma gostermeyen yontemler biitiinidiir (16, 17, 18). Sinaps ve ndron sayimini igeren
calismalarda da stereolojik yontemlerden olan disektor yontemine basvurulur (19, 20, 21). Bu
nedenle ¢alismada ndron sayisini elde etmek i¢in stereolojik yontemlerden olan optik disektor
yontemi kullanilmistir (16, 17, 18).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada deneysel olarak olusturulan iskemi sonrasi uygulanan
EP’nin sigan hipokampus noéron sayisi iizerine etkisi histolojik ve stereolojik ydntemler
kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin ilerde yapilacak deneysel ve klinik
caligmalar i¢in bir 6n ¢alisma olmasi, muhtemel sonuglarindan yola ¢ikilarak iskemi
tedavisinde iyilesme siiresinin kisaltilmasi, tedavi maliyetinin diisiiriilmesi, erken ise doniislin
saglanmast ve daha konforlu bir iyilesme siireci kazanilmasi gibi katkilar1 olabilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipokampus Morfolojisi

2.1.1. insan Hipokampusunun Anatomik Ozellikleri

[k kez italyan anatomist Julius Caesar Aranzius (1530—1589) tarafindan beynin medial
temporal lobu i¢inde farkedilen hipokampus’a, denizati’na benzerliginden dolay1 bu isim
verilmistir (22). Hipokampus’un {i¢ boyutlu yapisi olduk¢a karmasiktir. Memelilerin cogunda
hipokampusun uzun ekseni C sekline benzer bir yapiya sahiptir (23, 24). Hipokampus ¢ogu
lateral ventrikiil icinde olmak {izere ventral yiizeyden ice dogru kivrilan serebral korteksin
uzamis kismidir (25).

Hipokampus beynin dorsal ve septal kismindan baglar. Baglangi¢ kismindan itibaren
kocboynuzu seklinde olusan kemer, beynin ventral ve temporal bolgelerinde sona erer. Bu
hipokampusun uzun eksenidir ve septo-temporal veya dorso-ventral eksen olarak da
adlandirilir (26, 27). Anatomik olarak hipokampus, corno ammonis ve girus dentatus’tan
olusur (28). Bazi kaynaklarda islevsel icerigi nedeniyle subiculum da hipokampusun bir
bolgesi olarak kabul edilmektedir (28). Ancak subiculum, manyetik rezonans goriintiilerinde
corno ammonis’den ayirt edilemez. Bu nedenle bu tip caligmalarda ¢ogu zaman corno
ammonis terimi subiculum’u da igerir. Ozetle hipokampus corno ammonis, girus dentatus ve
subiculum bdlgelerinden olusur.

Anatomik olarak hipokampus bas (caput hippocampi), gévde (corpus hippocampi) ve
kuyruk (cauda hippocampi) olmak iizere viicut eksenine paralel {i¢ pargaya boliiniir (28, 29).
Hipokampusun bag kism1 ice ve disa dogru enine katlanmalar ile karakterize, kalinlasmis ve
kavislidir (28). Bu kisim 6nde amigdala ve lateral ventrikiil’iin temporal boynuzu’nun uncal
recessus’u tarafindan sinirlandirilir. Hipokampus govdesi dentate girusun icini ¢evreleyen
corno ammonis’in gri maddesinden meydana gelir (30). Govde list ve yani fibria’nin sebep

oldugu beyaz cevher liflerini i¢eren alveus tarafindan ¢evrelidir (22). Hipokampus’un kuyruk



kism1 ise dentate girus ve corno ammonis ile devam eder. Tabakali bir yapiya sahiptir.
Kuyruk subsplenial gyrus ile sonlanir ve orta kisimdan ambient cistern’in kanatlariyla

cevrilidir. Yan sinir1 ise lateral ventrikiil’iin temporal boynuzu tarafindan olusturulur (22).

2.1.2. insan Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Hipokampus bir paleocortikal olusum olarak tanimlanir. Neokorteksin aksine
hipokampus esas olarak graniil hiicrelerin olusturdugu iki ve piramidal hiicrelerin olusturdugu
bir tabaka olmak tiizere {i¢ esas (primer) néron tabakasindan olusur (31). Bu tabakalar stratum
poliforme, stratum piramidale ve stratum molekiilare olarak adlandirilir. Ug tabakadaki
hiicrelerin dendrit ve aksonlarinin farkli sekilde diizenlenmesiyle bir¢ok sekonder tabaka da
olusur. Primer ve sekonder tabakalar birlikte ele alindiginda hipokampus stratum poliforme
(oriens), stratum piramidale, stratum radiatum, stratum lakunozum ve stratum molekiilare
tabakalarindan olusur (6).

1. Stratum poliforme (oriens): Hipokampusun en dis tabakasi olup, stratum oriens
olarak da adlandirilan bu tabaka, alveus ile stratum piramidale arasinda bulunur (6). Stratum
orionlarin i¢inde agirlikli olarak piramidal hiicre bulunur (32). CA3 piramidal hiicrelerin
aksonlar1 hem karsida hemde ayni taraftaki iist piramidal bolgenin asag1 kesimlerinde sona
erer (33).

2. Stratum piramidale: Tiim katmanlarinda piramidal hiicreler vardir. Bu nedenle
piramidal tabaka olarak adlandirilir. Stratum piramidale disindaki hipokampus bdlgelerinde
de ¢ok miktarda piramidal hiicre bulunur (32).

3. Stratum radiatum: Yogun olarak akson demetlerinin bulundugu tabakadir. CA3
piramidal hiicrelerinin aksonlari, hem karsida hemde ayni tarafta bulunan {iist piramidal
bolgenin orta kesimlerinde sona erer. Girus dentatus graniil hiicrelerinin aksonlari, yosunsu
lifleri, {ist piramidal demetlerden meydana gelen iist piramidal bolgenin proksimaldeki ¢cogu
parcalar1 da bulunur (33).

4. Stratum lakunozum: Diger tabakalardan gelen zengin bir lif ag1 icerir. CA3 ve
entorhinal korteksten gelen lifler {ist piramidal bolgenin distalinde sonra erer ve bu tabakayi
olusturur (33).

5. Stratum molekiilare: En dista bulunan tabakadir. Graniiler ve piramidal hiicrelerin
dentritleri molekiiler tabakaya yayilir. Ayrica piramidal hiicre tabakasinda bulunan biiyiik

piramidal hiicrelerin dentritleri hem molekiiler tabakaya hem i¢ tabakaya uzantilar verirler.



Cornu ammonis, bas harflerini temsilen CA olarak da ifade edilir ve icerdigi hiicre
farkliliklarindan dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort alt bolgeye ayrilir. Bu
adlandirma ilk defa 1934 yilinda Lorente de No tarafindan yapilmistir (34). Bu alanlardan
subiculum’a en yakin olam1 CAl, gyrus dentatus’a en yakin olani ise CA3’tiir. Gyrus
dentatus’un bir parcasi veya hilusu olarak adlandirilan CA4 alani ise, CA3 alani ile gyrus
dentatus arasinda bulunmaktadir. Fakat bu alan, icerdigi hiicre yapist ve baglanti lifleri
acisindan CA3’ten farkli olmadigr i¢in modern smiflamadan c¢ikarilmistir (35, 36).
Hipokampus govdesinin koronal kesitinde, CAl bdlgesi, subiculum i¢ine dogru ilerler,
subiculum ic¢inde CAl’e bitisik prosubiculum, subiculum proper, presubiculum ve
parasubiculum olarak tekrar boliinerek entorhinal korteks i¢ine devam eder (30, 37, 38).

CA3 alaninda bulunan hiicrelerin en onemli o6zelligi, girus dentatus graniiler
hiicrelerinden gelen mossy lifleri’ni almasidir. Buradaki piramidal hiicrelerin boyutu diger
alanlardaki hiicrelere gore daha fazladir. Piramidal hiicrelerin en yogun oldugu alan ise CA2
alanidir ve bu alanda mossy lifleri’nin kayboldugu goriiliir. Supramamillar bdlge ve
hypothalamus’tan CA2 alanina yogun lifler gelir. Hipokampus’un en karmasik bolgesi CAl
alanidir. Biyiikliikleri birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu bu alandaki

noronlarin %10’unu internéronlar olusturur (36).

2.1.3. Sican Hipokampusunun Anatomik Ozellikleri

Hipokampus sigcan 6n beyninin genis bir boliimiinii meydana getirir (39). Sicanda
hipokampus dorsal ve ventral olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Dorsal hipokampus
yanlardan lateral ventrikiillerce ¢evrelenmektedir. Frontalden kaudale dogru ilerlendikge iki
hipokampal formasyon birlesir. Sican girus dentatusu beynin medialindedir ve genis bir yer
kaplamaktadir. Calismalar en iyi gelismis girus dentatusun insanda oldugunu gostermektedir
(40, 41). Insanlardaki hipokampusun septal ve temporal bolgeleri kemirgenlerde sirasiyla

dorsal ve ventral bolgelere karsilikl gelir (42).



2.1.4. Sican Hipokampusunun Histolojik Ozellikleri

Sican hipokampusunda esas olarak graniil ve piramidal hiicreler bulunur (43).
Sicanlarda, hipokampal piramidal hiicrelerin ¢ofu prenatal donemde ortaya cikar ve
postanatal birinci ayda hipokampus tam anlamiyla fonksiyonel haldedir (39). Sicanlar da dahil
olmak iizere memeli hipokampusunun subiculum, girus dentatus ve etorhinal korteks'den

meydana geldigi tanimlanmistir (44, 45, 46).

Sekil 1. Sigcan Hipokampusunun Panoramik Goriintiisii (Cresyl Fast Violet), GD: Girus
Dentatus, CA: Corno Ammonis.

Sicanlarda hipokampus Lorente de No tarafindan kendi i¢cinde CA1l, CA2 ve CA3
olmak tlizere li¢ ayr1 bolgeye ayrilmistir (47, 48) (Sekil 1). Bu tanimlamadaki CA2 ve CA3
alanlar1 Ramon y Cajal’in yaptig1 tanimlamadaki biiyiik hiicreli “regio inferior” bolgesine
CA1 bolgesi ise kiiciik hiicreli “regio superior” bolgesine karsilik gelmektedir. CA1 ve CA3
bolgelerindeki piramidal hiicrelerin biiytikliik farkliliklaria ek olarak baglant1 farkliliklar1 da
vardir. CA3 piramidal hiicreleri girus dentatus’tan yosunsu liflerden uyar1 alirken, CAl
piramidal hiicreleri almaz. CA2 alani ise tartigmali olup, CA3 ve CAl arasinda, bu iki alanin
birbirine karigtigi dar bir gecis alamidir. CA2, CA3’teki gibi biiyiik hiicre govdeleri igerir;
fakat CA1 hiicreleri gibi yosunsu lif innervasyonu almaz. CA2, cesitli bakimlardan CA3
alaninin ug pargasi gibidir (47, 48).



2.1.5. Hipokampusun Gorevleri

Hipokampus’un karmasik yapisi ve beyinde bulunan bir ¢cok bolge ile yakin iliski i¢inde
olmast fonksiyonunun tanimini zorlastirmaktadir (49). Hipokampus limbik sistemin bir
parcasidir. Limbik sistemin bir pargasi olarak hipokampusun en dnemli goérevlerinden bir
tanesi cinsel ve fonksiyonel davraniglar1 diizenleyici roliidiir. Yapilan c¢alismalar
hipokampusun 6grenme ve hafiza siirecinde ¢ok dnemli rolii oldugunu gostermektedir (7).

Hipokampusa ulasan hemen hemen her tiirlii duyusal aktivasyon, hipokampusun kiigiik
bir kismin1 aktive eder. Bu aktivasyonla birlikte hipokampus, 6zellikle en biiylik ¢ikis yolu
olan forniks yoluyla 6n talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller
gonderir. Boylece hipokampus gelen duyusal sinyalleri farkli amaglar i¢in uygun davranis
reaksiyonlarinin igerisinden gegciren ek bir kanal rolii oynar (6, 50).

Hipokampusun kisa siireli bellegin uzun siireli bellege ¢evrilmesi giidiisiinii sagladigi
diisiiniilmektedir. Bir baska ifadeyle, hipokampusun yeni bilginin kalic1 olmasina kadar zihnin
onu tekrarlamasin1 gerektiren sinyal veya sinyaller ilettigi ileri siiriilmiistiir. Mekanizma ne
olursa olsun hipokampus olmadan s6zlii ya da sembolik uzun siireli anilarin kalici olmasi
miimkiin olamaz (6).

Hipokampusun bilinen diger fonksiyonlarindan biri de depolama ve depolanan anilari
hatirlamaktir (51). Hipokampusun CA3 ve CA1 bdlgelerinin bildirisel anilarin depolanmasi
icin iligkili oldugu da ileri siirilmiistiir (52). Hipokampus noronlar1 arasinda olusan
mikrodevreler, néronlarin bilgiyi depolamasi ve belli bir uyum iginde ¢alismasi i¢in olusmus
devrelerdir. Bu mikrodevrelerin baskin uyarici hiicreleri; primidal hiicre, graniil hiicresi ve
yosunlu hiicrelerdir (53). Bu hiicreler arasinda iletisim aglar1 vardir ve bu aglar hipokampusun
temel bilgi isleme yapilaridir (51).

Hipokampus herbir hemisferde bulunan énemli ve bir¢ok fonksiyonu bakimindan essiz
bolgelerdir. Hipokampus sag ve sol hipokampus olmak {izere ikiye ayrilir ve her bir boliimiin
islevselligi farklidir. Cogu bireyde, baskin olan sol hipokampus dncelikle sdzel 6grenme ve
bellekte aracilik eder. Ancak baskin olmayan sag hipokampus sdzel olmayan bellekte aracidir
(8). Dorsal hipokampus uzaysal bellek islemlerinden sorumlu tutulurken, ventral hipokampus
anksiyete de rol oynar (54).

Sicanlardaki fonksiyonlarina bakacak olursak; hipokampus kemirgenlerde ¢esitli hafiza

gorevleri icin kritik bir 6neme sahiptir (42). Hipokampusun 6grenme ve hafizadaki onemi



kemirgenlerde iyi tanimlanmistir (55). Kemirgenlerdeki hipokampus 6zellikle uzaysal

ogrenme ile iliskilidir (54).

2.2. iskemi

Beyin iskemisi tromboz, emboli veya degisik nedenlerle kan akiminin azalmasi ya da
tamamen kesilmesi sonucu meydana gelir. Kan akimimin azalmasi veya tamamen kesilmesi
sonucu oksijen, adenozin triosfat ve glikoz gibi enerji kaynaklarinin tiilkenmesi ile baslayan ve

noronlarda zedelenmeyle sonuglanan bir dizi olaylar gergeklesir (56, 57).

2.2.1. Iskeminin Patolojisi

Iskeminin en &nemli ii¢ dogal nedeni; tromboz, emboli ve sistemik kan akiminin
azalmasidir (58, 59). Normal bir bireyde beyinden bir dakikada ge¢en kan miktar1 yaklasik
800 ml civarindadir. Bu durum beyin dokusunun bol kanla beslendigini ve metabolizmasinin
yiiksek oldugunu gostermektedir (60). Viicuttaki diger organlarla karsilastirildiginda kan
akimindaki degisikliklere en hassas tepkiyi veren ve bu degisikliklerden en fazla etkilenen
organ beyindir. Beyindeki diizenli ve sabit kan akimi, ndronlarin oksijen ve glikoz ihtiyacinin
kesintisiz olarak devamliligini1 saglar. Akimda kisa siireli de olsa bir azalma oldugunda sinir
hiicreleri zarar goriir ya da canliligin1 kaybeder. Ayrica beyinde kan akiminin azalmasi,
beynin bir diger bolgesinde kanamaya ve kan akiminin kesildigi bolgede ise iskemiye sebep
olur. Bu durum halk arasinda inme diye adlandirilir (58, 59).

Kanama ile beyin damarlarinin yirtilmast sonucu, kanama olan bdlgedeki beyin
bosluguna kan dolar (58, 59). Kanama olan damarin besledigi bolgede ise iskemi meydana
gelir ve iskemi sonucu MSS’ye yeterli miktarda O, ulasamayacagi i¢cin noronlarin canlilif
dramatik olarak olumsuz etkilenir. Iskemi siiresince dokularda ve kanda pO, degeri azalirken,
pCO, degeri artar (hiperkapni). Hiperkapni belli dereceye kadar beyin kan akimini ve
pulmoner ventilasyonu arttirir. Ancak siddetli ve uzun siire devam eden hipoksi bradikardi
olusturur ve kan basincini azaltarak kardiyak fonksiyonlar1 baskilar. Eger iskemi uzun siire
devam ederse beyin dokusunda pO, azalmasiyla birlikte glikoz konsantrasyonu da azalir. Bu
azalma hiicresel enerji kaybina neden olarak ndronal hasara ya da hiicre 6liimiine neden olur
(61). Noron Oliimii oksijen veya glikoz ya da her ikisinin temininin azalmasi sonucunda

meydana gelir (62).



2.2.2. iskemide Hiicre Oliimii

Iskemik hiicre 6liimiiniin nekrotik, apoptotik ve otofagositik hiicre Oliimii diye
adlandirilan ii¢ yolu vardir (63). Apoptotik ve otofagositik hiicre Oliimleri fizyolojik
stireclerdir ve normal hiicre fonksiyonlarinin bir parcasi olarak kabul edilir (64). Nekroz ya da
nekrotik hiicre 6liimii ise apoptotik ve otofagositik hiicre dliimlerinden farklidir. Nekrotik
hiicre 6liimii yalnizca eksojen uyaran veya miidahale sonucu ortaya ¢ikar, programlanmis ya
da normal fizyolojik bir siire¢ degildir (63).

1) Nekrotik hiicre 6liimii: U¢ asamada incelenebilir.

a) Odemli veya soluk hiicreye déniisme: Bu asamada sitoplazma ¢ok siskindir. Bazi
mitokondrilerin kristalar1 diizensiz, siskin ve yuvarlak goriiniimdedir. Endoplazmik retikulum,
Golgi cisimcigi ve polizomlar diizgiin degildir. Ribozomlar ¢ekirdegin yakininda kiimelenmis
olarak goriiliir. Mikrotiibiiller ve diger filamentdz yapilar yoktur. Hiicre zar1 diizensizdir ve
nadiren de olsa zar yapisindaki bozukluklar agikca goriiliir. Cekirdek, kromatinin diizensiz
kiimelenmesi disinda normaldir. Bu degisiklikler periferal kromatolizisin 6zelliklerini gosterir
(63).

b) Iskemik hiicre degisiklikleri: Cekirdek ve sitopldzmanin gogu biiziismiistiir ve daha
koyu goriiniimdedir. Sitopldzma genellikle ¢ok biiylik vakuoller igerir. Cekirdek¢ik siklikla
bal petegi goriinlimiindedir. Plazma ve ¢ekirdek zar1 ¢ok diizensizdir. Hiicreler iki boyutlu
diizlemde iicgen seklinde goriiliir. Mitokondriler ¢ok siskindir ve kristalar1 diizensizdir.
Normal endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi diizeni bozulmustur. Bol miktarda
ribozom ve ¢ok az mikrotiiblil mevcuttur. Isik mikroskobu ile incelendiginde bu hiicrelerin
asidofilik (eozinofilik) oldugu dikkati ¢eker. Ayrica bu asamada nekrotik noronlar arjinofili
de gosterirler (63).

¢) Homojenize hiicre degisiklikleri/hayalet (ghost) hiicre: Cekirdek normalden daha
koyu ve biiziigmiis goriinlimdedir. Hiicre zar1 yapis1 bozuktur ve siklikla parcalanmistir.
Diizensiz kromatin kiimelenmeleri vardir. Sitoplazma hafif bliziismiis, kiiciik vezikiiller ve
yogun cisimler ile parcalanmis goriiniir. Fakat hala yapisin1 korur. Biiziismiis mitokondrilere
ragmen bagka tanimlanabilir organel yoktur. Hiicreler elektron mikroskobunda normal
hiicrelerden daha soluk ve eozinofilik olarak goriiniir. Bu nedenle bu hiicreler hayalet (ghost)
hiicre olarak adlandirilir (63).

2) Apoptotik hiicre oliimii: Apopitozis, normal fizyolojik uyaranlara yanit olarak

hangi hiicrelerin 6leceginin belli oldugu en iyi siireglerden biri olarak kabul edilir. Apopitozis



10

programlanmis fizyolojik bir siirectir. Apopitozisin ndron 6liimiinii geciktirdigini iddia eden
calismalar olmasina ragmen bunun morfolojik kanitlar1 heniiz pek giiglii degildir (63, 65).
Yapilan ¢alismalarda sican hipokampusunda oldukca hafif iki damar tikaniklig1 ve dort damar
tikanikligiyla yapilan iskemi de apopitozisin herhangi morfolojik etkisi goriilmedi. Ancak 10
dakikalik global iskemi uygulamasi sonrasinda kedi hipokampusunun Purkinje hiicrelerinde
apoptozisin etkisi dogrulanmistir (63, 66).

3) Otofagositik hiicre olilmii: Hiicrede belli sartlar altinda, organeller ya da
sitopldzmanin bir boliimii membranla ¢evrelenebilir. Primer lizozomlar bu yapiyla birlesir ve
cevrili olan igerigin sindirimini baslatirlar. Bu olaym sonucunda olusan sekonder lizozoma
otofagozom adi verilir. Otofagozomun igerigi hiicre i¢i kokenlidir ve bu yolla hiicre ici
sindirim gergeklesir. Ornegin salgi hiicrelerinde salgi {iriinii asir1 miktarda biriktiginde de
otofagositik aktivite goriiliir. Normal sartlarda lizozomal enzimlerce sindirilen iiriinler,
sitoplazmada tekrar kullanilmasi i¢in hiicre tarafindan yeniden devreye sokulur.

Normal hiicre i¢i protein devirleri de bu mekanizma ile meydana gelir ve bu kararl
durum proteinlerin bozulma mekanizmasinin temelini de olusturur (63). Ger¢ekte normal
oranin ¢ok Otesinde meydana gelen otofagositik aktivitenin aktif hiicreleri ldiirme yetenegi
oldugunu gosteren ve otofagositik hiicre 6liimiinii tanimlayan ¢ok sayida calisma vardir (64).
Otofagositotik hiicre Oliimiiniin karakteristik morfolojisi, cogalan sekonder lizozom ya da
otofagozomlarin biiylik vakuoller olusturarak sitoplazmayr yogunlastirmasi ve diizensiz
sekilde kiimelesen cekirdek kromatinidir. Bu iskemik hiicre degisikliklerinden ya da bazi

apoptozis vakalarinda tanimlanan sitoplazma morfolojisine benzer bir durumdur (63).

2.2.3. iskemik Hiicre Hasarinin Patogenezi

Serebral iskemi hem oksijen hem de glikoz yoksunlugu ve serebral kan akiminda
azalma gibi ¢esitli sebeplerden kaynaklanabilir. Kan akiminda bozulma kalict oldugu zaman
noronal dliime yol agabilir. Iskemi odaginin merkezindeki hiicreler, iskemi basladiginda ilk
dakikalar igerisinde canliliklarini kaybederler. Iskemi merkezinin ¢evresindeki, perfiizyonun
azaldigr alanlar (penumbra) ise hiicrelerin hala yasayabildigi alanlardir. Fakat iskemik
penumbranin i¢indeki hiicreler ¢esitli patolojik olaylarla karsi1 karsiya kalirlar ve yasamalari
ya da dlmeleri ¢ok kisa siire icerisinde gergeklesir. Spontan reperfiizyon genellikle serebral
iskeminin olugmasiyla baslar. Spontan reperfiizyon ¢ok fazla gecikmeden baslarsa (6rnegin

gecici iskemik atak durumunda) iskemik zararlar geri doniisiimlii olabilir. Eger spontan
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reperflizyon meydana gelmez ise c¢ogu penumbral hiicrelerde tamir edilemez hasarlar
meydana gelir ve geri doniigiimleri miimkiin olmaz .

Iskemik penumbra ya da travmanin merkezine bitisik hiicreler kendilerinin ve
komsularinin 6liimiine sebep olabilen ¢esitli patolojik siireclerle karsi karsiya kalirlar. Bu
hiicre oliimiinii destekleyen mekanizmalar ve ortaya c¢ikan etkenler hem iskemik hemde
travmatik beyin hasarina neden olur. Bu mekanizmalar ve etkenlerin en Onemlileri asagida
verilmistir (1).

1) Eksitotoksik hasar mekanizmasi: Glutamat ve aspartat, iskemik ve travmatik
alanlardan kontrolsliz bir sekilde salinir. Noronlarin glutamata maruz kalmasi, dakikalar
icinde iyonoforik N-methyl D-aspartate (NMDA) ve propanoic acid (AMPA) reseptorlerini
aktive eder. Bu da kalsiyum, sodyum ve suyun lezyon bolgesindeki hiicrelere akin etmesine
yol acar. Bunun sonucunda enerji kaybina bagli, travmatik bolge’de oldugu kadar iskemik
penumbral bdlgede de sitotoksik 6dem ve iyon dengesinde bozulma meydana gelir. Hiicre ici
kalsiyum seviyesindeki artis hiicresel oksidatif stresin de artmasina sebep olur. Bu da hiicre
hasarma katkida bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum, lipaz, proteaz ve endoniikleaz gibi ¢esitli
enzimlerini aktive ederek Deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicre proteinleri ve lipidlere zarar
vererek hiicre 6liimiine yol agabilir (1).

AMPA ve aspartat reseptorlerinin aktivasyonu, eksitotoksik hasara katkisi olan
membran depolarizasyonuna da neden olur (67). Bunlarin aksine glutamati baglayan
metabotrobik reseptorler, iskemi ya da travmanin neden oldugu doku hasarini azaltir . Bu
durum sinapslarda glutamat salinimimin azalmasiyla iligkilidir. Gergektende bu inhibisyon ya
sinaptik terminallerden amino asit salinimini uyarir ya da reseptorlerine baglanmalarini bloke
eder. Bu sekilde beyni korudugu ¢esitli calismalarda da gosterilmistir (1).

2) Nitrik Oksit: Nitrik oksit (NO), MSS'de birden fazla fonksiyona sahip, ayn1 anda her
yerde olabilen norotransmitter bir gazdir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentazin (NOS) ti¢ farkli
sekliyle arjininden tretilir. Bunlar néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir nitrik oksit (iNOS) ve
endotelyal nitrik oksit (eNOS) olarak adlandirilir (1, 68).

Noronal enzim yapisinda olan nNOS, 12. kromozomdaki bir gen tarafindan kodlanir.
Iskemik durumlarda nNOS, orta serebral arter irrigasyonundan etkilenen beyin bolgelerinde
ozellikle iskemi merkezindeki hasar1 dnleyicidir. Iskemi esnasinda nNOS, nérona zarar veren
reaktif radikaller olan oksijen tiirleriyle reaksiyona girer ve NO iireterek miktarinda artis
saglar. Ornegin NO, giiclii bir oksidan olan peroksinitrit iireten siiperoksit anyonla etkilesime

girer ve tiyol iceren proteinler oksitlenir. Benzer sekilde nNOS, travmatik beyin hasar1 sonrast
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serbest radikaller iretildiginde ve noronal hasar yayildiginda, artarak diizenleme yapar.
Indiiklenebilir NOS kalsiyumdan bagimsizdir ve 17. kromozomda yerlesik bir gen tarafindan
kodlanir. Indiiklenebilir NOS travma gibi ¢esitli stres durumlarinda makrofaj, nétrofil ve
diger baska hiicrelerden de salinarak artar (1, 68).

Endotelyal NOS ise kalsiyum bagimlidir. Endotel hiicrelerinin enzimidir ve 7.
kromozomda yerlesik bir gen tarafindan kodlamr. Iskemik durumlarda diger NOS
izoenzimlerinin aksine beyin perfiizyonunu saglayan muhtemel vazodilatator etkiye bagh
koruyucu mekanizmada etkin oldugu diisiiniiliiyor. Boylece nNOS blokaji, 7-nitroindazol (7-
NI) gibi 6zel inhibitorlerle daha kiigiik enfarktiise neden olurken, L-nitro-arginin (L-NAME)
gibi nonspesifik inhibitorlerle eNOS blokaji ve nNOS aktivitesi daha biiyiik enfarktiise yol
acar. Ayrica farelerde eNOS daha biiylik enfarktiislerin, nNOS ise daha kii¢lik enfarktiislerin
tistesinden gelir. Endotelyal NOS, travmatik beyin zedelenmesi sonrasi erken diizenleyicidir
ve beyni korur. Endotelyal NOS’un beyni koruyucu etkisi diger mekanizmalara yardimecidir.
Nitrik oksit, kan damarlarinin ¢evresinde vazodilatator etkili kiigiik yayilabilir bir molekiil
olarak gorev yapar. Yakin iskemi bolgesine (IYB) yayilarak bu bélgedeki kapillerde
trombosit agregasyonunu ve parankimaya lokosit infiltrasyonunu baskilar. Ayrica IYB’de
vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) iireterek eNOS agiga ¢ikmasini indiikler ve
IYB’de yeni kan damarlarinin olusumunu saglar (1).

Endotelyal kaynakli vazodilatatdr olan NO, insan beyninin mikrovaskiiler endotelinde
ortaya ¢ikan potent vazokonstriiktor peptid olan endotelin 1’in (ET-1) etkilerini ortadan
kaldirir. Nitrik oksit tarafindan ET—1 hiicre igine kalsiyum girisini indiiklemesi ve hiicre
iskeletinin F-aktin filamentlerini diizenlemesi baskilanir. Bir baska ifadeyle ET-1 ve NO
etkilesimi mikrovaskiiler fonksiyonun diizenlenmesine yardimci olur ve beyin dolasimini
saglar. Endotelyal NOS araciligiyla iiretilen NO’nin diger néron koruyucu etkisi gamma
aminobiitirik asit (GABA) saliniminin artisiyla sonuglanan presinaptik sinyalleri degistirmek
seklindedir. Endotelyal NOS kaynaklt NO araciligiyla presinaptik sinyallerdeki boylesi
degisiklikler noronal yapilanma ve iyilesme bakimindan onemlidir. Sonug¢ olarak eNOS’un
spesifik fosphodiesteraz tip 5 (cGMP) ile iliskili mekanizmalar araciligr ile motor ndronlari
apoptotik 6liimden korudugu da sdylenebilir (1, 68).

3) Reaktif oksijen tiirleri (ROS): Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin siirekli artigi
ksantin oksidaz gibi sitozolik enzimlerle oldugu kadar solunum zinciriyle siiperoksit anyon
radikallerinin olusumuyla da iliskilidir. Bu radikallerdeki artis ise oksidatif stresde artiga

neden olur ve beyin oksidatif hasardan etkilenir. Bunun nedenleri oksidatif metabolik
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aktivitenin artis1, reaktif oksijen metabolitlerinin yogun olarak artigi, diisiik antioksidan
kapasite, hasar1 tamir edecek mekanizmalarin yeterli calismayisi, néronlarin gogalamamasi ve
sitopldzmaya oranla hiicre zar1 yilizeyindeki artis olarak verilebilir. Reaktif oksijen tiirleri
liretiminin artmasi lipid peroksidasyonuna sebep olur. Tek bir serbest radikalin olusmasi bile
etrafindaki molekiillerin ortadan kaldirilmasini1 hizlandirabilen bir siire¢ olabilir (1).

4) Inflamasyon: Travma bolgesinin etrafinda ve iskemi hiicrelerindeki inflamasyon
hiicre hasarini arttirabilir. Polimorfik hiicreler, hiicre zarina hasar veren myeloperoksidaz gibi
toksik enzimler araciligiyla hasar yapabilir. Alfa tiimor nekrozu faktorii (TNFa), Interleukin-1
(IL-1) ve Interleukin-6 (IL—6 ) gibi inflamatuar sitokinler iskemiden bir saat sonra salinir. Bu
sitokinler inflamatuar reaksiyonu indiikleyebilirler ve 106kositleri etkilerler. Inter-Cellular
Adhesion Molecule (ICAM) ve Endothelial-leukocyte adhesion molecule (ELAM) gibi
adhezyon molekiilleri ve doku metalloproteinazlari da yayilarak, kan beyin bariyeri bozulunca
16kositlerin salinimin1 kolaylastirirlar.

Akut faz sirasinda inflamatuar cevabin inhibisyonu travma ve serebral iskeminin
modellerinde daha iyi sonuglara sebep oldugu goriilmektedir. Oysa TNF reseptorleri eksik
farelerde degerlendirme siiresine bagli olarak daha kiigiik veya biiylik zarar verebilir.
Interleukin-10 (IL-10) gibi diger immiinomodilatdr sitokinler de immiin sistemde
sitoprotektif etkiye sahiptirler. Bu nedenle sitokinler zedelenme sonrasi ortaya c¢ikan
inflamatuar cevabin erken (saatler iginde) ve ge¢ (glinler-haftalar) donemlerinde rol
alabilirler. Antiinflamatuar stratejileri belirlerken, proinflamatuar inhibisyonun zamanlamasi
da dikkatle degerlendirilmelidir (1).

5) Endotelinler: Endotelinler iskemiyi alevlendirebilen vazokonstriiktor etkilerinden
dolayr doku hasarinda onemlidirler. Gergektende iskemi basladiktan sonra ve daha sonraki
zamanlarda endotelin seviyeleri dikkate deger bir sekilde artar. Endotelin seviyelerindeki bu
asirt artig, travmaya maruz kalmis hemisferlerin biiyiik boliimiiyle (6rnegin dogrudan korteks
ve striatumu igeren komsu dokular) iliskili goriilmiistiir (1).

6) Apoptozis: Beyin iskemisi sonrasi 6len hiicreler apoptosis ya da nekroz sonucu dlen
hiicreler olarak tanimlanabilirler. Apoptozis, iskemide meydana gelen hiicre 6liimlerinin
yaridan fazlasindan sorumludur. Apoptozis icin hiicre i¢i sinyaller mitokondrial disfonksiyon
tarafindan tetiklenir. Hiicre dis1 sinyaller ise kaspazlarin eksikligini gidermek i¢in nekroz

alanlarinda aktive olan TNF siiper aile reseptorlerinin aktivasyonu ile ilgilidir (1).
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2.2.4. iskeminin Néron Sayisi1 Uzerine Etkisi

Iskemik kosullar nedeniyle beyine yeterince kan akiminin olmamasi sonucu enerji
metobolizmasinda diisme, mRNA ve protein sentezinde azalma meydana gelir ve iskemik
alan olusur (63). Bunun sonucunda hedef alanda akut ve masif noron Sliimii meydana gelir.
Beyin iskemisi sadece iskemi alanindaki néronlarda degil ¢evre alanlarda ki ndronlar tizerinde
de etkilidir. Beyinde olusan iskemik stres, komsu alanlarda da gecikmeli néron 6liimii diye
adlandirilan stireci baslatir. Daha sonra bu alanlarda ani ve yogun hiicre 6liimiine neden olur
(69).

Merkezi sinir sisteminde belirli bolgelerdeki hiicreler ve hiicre gruplart iskemi
sonucunda meydana gelen hipoksik-iskemik incinmeye digerlerinden daha hassastirlar.
Noronlar en duyarli hiicrelerdir ve bunlar astrositler, oligodendroglialar ve endotelial hiicreler
takip eder. Bir beyin bolgesi i¢indeki farkli noron tipleri de iskemik hasara farkli duyarlilik
gdsterir. Ornegin hipokampusun CA1 bolgesi, dentate , hilus dorsolateral striatum ve Purkinje
hiicreleri iskemiye daha ¢ok hassastir (70). Merkezi sinir sistemindeki hiicrelerin iskemi
stiresine gore de duyarliliklar1 farklidir. Calismalar hipokampusta CA1 piramidal néronlarin
gecici On beyin iskemisini takiben yaklasik 2-3 giinde canliliklarini yitirdiklerini, CA3
piramidal noronlar1 ve girus dentatusun graniil hiicrelerinin ise canli kaldigimi gostermistir
(71, 72, 73). Ancak sinir hiicrelerinin iskemiye olan duyarlilik farkliliklar1 ve segici gecikmis
noronal hasar mekanizmalar1 yogun olarak arastirilmasina ragmen heniiz tam olarak
aciklanamamustir (73).

Beyin iskemisi noronlarda cesitli yapisal degisikliklere de yol agar. Yapilan elektron
mikroskop c¢aligmalarda iskemi sonrasinda hipokampus noronlarindaki Golgi aygiti ve diiz
endoplazmik retikulum organellerinde azalmalara, poliribozomlar da ayrilmalara,
mitokondrilerde ge¢ici olsa da siskinliklere neden oldugunu gostermektedir. Bu hiicrelerin
iskemik hasardan kurtulmalarinin ise diiz endoplazmik retikulumun artisi ile iliskili oldugu
ileri siiriilmektedir (74). iskemi, hipokampus hiicrelerinde siskinli§e ve ekstraseliiler sivinin
dramatik bir sekilde azalmasina neden olur (75, 76, 77).

Uzun bir siire yetiskin memelilerinde MSS’nin kendini tamir ya da rejenerasyon
yeteneginin olmadigina inaniliyordu (9). Son zamanlardaki ¢alismalarda ise yetiskin MSS’nin
yeni glia ve ndron iiretme yetenegi oldugunu ortaya koymaktadir (10, 11). Ayrica yapilan

caligmalar kendini yenileme ve multipotent 6zellikleri ile tanimlanan sinir kok hiicrelerinin
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insanlar1 da igine alan ¢esitli memeli tilirlerinde yasam boyunca var oldugunu gostermektedir
(10, 11).

Normal yetiskin beyninin bir¢ok yerindeki noronlar, hiicre Oliimii sonrasinda
yenilenmez. Fakat kendi kendini yenileyen kok hiicreleri farkli beyin bélgelerinde vardir. Bu
bolgelerden en iyi tanimlananlart hipokampusun girus dentatusu ve lateral ventrikiillerin
subventrikiiler bdlgesine yakin olan subependimal katmamidir (12, 78). Iskemik beyin hasari,
iyilesmesiyle baglantis1 olan hiicresel ve molekiiler yenileme mekanizmalarini tetikler. Bir
baska ifadeyle iskemik hasarin kendisi yetiskin beyin ndrogenezisini tetikler (79). Tim
bunlardan inme sonrasi iyilesmeye bagli adaptasyon siirecinde, ndrogenezisin iskemi igin
onemli oldugu sonucu da c¢ikarilabilir. Norogenezis yetiskin memeli beyninde patolojik ve
psikolojik olaylar ile baslayabilir ve devamlilig1 saglanabilir (3). Ayrica norogenezisin iyi
tanimlandig1 bolgelerden biri olmasi nedeniyle iskemi sonrasi sinir hasart CA1 hipokampal

alaninda piramidal hiicre kaybi dl¢iilerek degerlendirilir (78).

2.2.5. Serebral Iskemide Deneysel Hayvan Modelleri

Kaynaklar incelendiginde kedi, tavsan, kopek ve insan dis1 primatlarin beyin iskemisi
ile ilgili deneysel caligmalarda kullanildigi, ancak c¢aligmalarin ¢ogunun kemirgenler ile
yapildig1 goriilmektedir. Beynin vaskiiler anatomisinin insan ve kemirgenler arasinda diger
canlt gruplarina gore daha fazla benzerlikler gostermesi bu se¢imin nedenini de
aciklamaktadir. Calismalarda kemirgenlerin tercih edilmesinin bir ¢ok pragmatik sebepleri de
vardir. Buna ilaveten sosyal ve etik olarak kabul edilmesi, diisiikk maliyet ve hayvanlarin
geldigi soylarin bilinmesi nedeniyle grup i¢i degisikliklerin daha az olmasi sigan ve fare gibi
kemirgenlerin tercih edilmesine neden olmaktadir.

1980’11 yillarda sican ve fare gibi kemirgenlerde global iskeminin {i¢ farkli modeli
uygulanmis ve bu ii¢ model giinlimiizde de kullanilmaktadir. Bunlar, dort damar tikaniklig
modeli, iki damar tikaniklig1 ile birlikte uygulanan hipotansiyon modeli ve her iki karotis
arterin gegici tikanikligi ile olusturulan iskemi modelidir.

1) Dort damar tikamikhi@1 modeli: Vertebral arterlerin kalici tikanmasi ve karotis
arterlerin 10-30 dk. gecici klemplenmesiyle olusturulan iskemi (72).

2) iki damar tikamklig ile birlikte uygulanan hipotansiyon modeli: Her iki karotis
gegici okllizyonu ve es zamanl arteriyel hipotansiyon olusturulmasi ile meydana gelen iskemi

(80).
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3) Her iki karotis arterin gecici tikanikhig: ile olusturulan iskemi: Global serebral

iskemi olusturmak i¢in karotis arterlerin klemplenerek kan akiminin kesilmesi (71, 81).

2.3. Etil Piruvat

2.3.1. Etil Piruvatin Farmakolojik Ozellikleri

Pirtivat, 2-oxopropionat’in (CH3COCOOH) genel kullanimdaki adidir. Piriivat,
piriivatkinaz enzimince katalizlenen glikolitik yolun son tiriintidiir (82, 83). Piriivatin kararl
bir tirevi (13) olan EP, 2-karbon alkol, etanol ile pirlivik asitin yogunlagmasi sonucu
sekillenen lipofilik ester tlirevidir. Oysa piriivat bir monokarboksilik den meydana gelen
anyoniktir (84, 85). Etil piriivat, kalsiyum ve potasyum iceren dengeli bir tuz soliisyonudur
(13). Kaynaklarda Ringer laktat gibi kalsiyum ve potasyum igeren bir soliisyon igerisinde
hazirlanan EP’nin  bozulmadan ve etkinligini kaybetmeden deney hayvanlarina

uygulanabildigi gosterilmistir (82, 83). Hayvanlarda EP tedavi edici dozu 40mg/kg’dir (83).

2.3.2. Etil Piruvatin Merkezi Sinir Sistemi Uzerine EtKkisi

Pirlivatin hiicre i¢inde antioksidan etkisi oldugu bilinmektedir. Etil piriivat ise umut
veren antioksidan ve antienflamatuar bir ajandir (82, 83). Hem pirlivat hemde EP’nin primer
kortikal kiiltiir de oksijen-glikoz yoksunlugu ya da hidrojen peroksit (H,O, ) varligi sirasinda
noroprotektif etkiye sahip oldugu da gosterilmistir. Etil piriivat genis bir terapdtik ve giiclii bir
koruyucu etkiye sahiptir. Bu koruyucu etkisi onun antienflamatuar etkisiyle de iliskilidir (13).
Etil piriivat antienflamatuar etkisi sayesinde hipokampusda néron dliimiinii azaltir (86).

Piriivat, oksidatif stres olusturulan hayvan modellerinde yararli etkileri olan bir endojen
antioksidandir. Etil piriivat ise antioksidan eylem yoluyla iskeminin hasara ugrattigi organ
sistemindeki hemorajik hasar1 ve endotoksik soku kismen azaltir (87). Piriivat sicanlarda
gecici genel beyin iskemisini takiben hipokampus CA1 noron hasarlarina kars1 koruma saglar
(88). Fakat gecici iskemi olaylarinda piriivatin noroprotektif etkisi belirli bir bolgeyle
sinirlidir ve kalic1 iskemideki néroprotektif etkisi tam olarak agiklanamamistir (13). Bununla
birlikte EP’nin yetiskin sicanlarda serebral arter tikanikligi sonrasinda noroprotektif etkisi

oldugunu gosteren caligmalar vardir (13, 14, 84).
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Piruvat, glikoz metabolizmasinda orta ve giiclii bir ROS temizleyicisi gibi rol oynar.
Oksidatif strese kars1 piriivatin koruyucu etkisi ndronlarda dahil olmak {izere ¢esitli dokularda
gosterilmistir (89, 90). Fakat bu etkinligine ragmen heniiz terapotik bir ajan olarak
kullanilmasi sinirlidir (91).

Etil piruvatin mezenterik iskemide, iskemi sonras1 reperfiizyona bagli epitelyal hasar ve
oksitatif stresten koruyucu etkisi az da olsa rapor edilmistir (13). Buna ek olarak, EP’nin
sitokinlerin ekspresyonu ve proinflamatuvar gen regiilasyonu iizerinde de dogrudan yararh
etkileri oldugu goriilmektedir. Etil piriivat bir gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir
(87). Ayrica EP’nin sistematik inflamasyon ve &liimciil sepsislerden oliimleri 6nledigi son

zamanlarda yapilan deneysel ¢aligmalarda da rapor edilmistir (13).

2.4. Noron Sayis1 Hesaplama Yontemleri

Klasik olarak herhangi bir yap1 ya da doku i¢indeki hiicre veya hiicre i¢i elemanlarinin
sayisint bulmak i¢in ilgilenilen yapidan arastiricinin belirledigi sayida kesitler alinir ve
kesitler lizerinde degisik yontemler kullanilarak mikroskop altinda hesaplama yapilir (92). Bu
tiir caligmalarda doku kesitlerinde derinlik boyutu gbz ardi edildiginden, ilgilenilen objelerle
ilgili veriler ancak objelerin kesitteki iki boyutlu izdiisiimlerine aittir. Bu nedenle obje sayist
ile onun iki boyutlu kesit diizlemindeki izdiisiimlerinin sayis1 arasinda dogrudan kurulacak bir
iliski ¢ogu zaman giivenilir sonuglar vermeyecektir. Buna karsilik son zamanlarda ilgilenilen
objeleri lic boyutlu olarak degerlendiren yontemler de gelistirilmeye baslanmistir. Bu
yontemlerden birisi de “disektor” yontemidir. Disektér modern tabanli stereolojik
yontemlerden biridir ve bu yontem sayesinde yapilarin derinlik boyutu goz Oniine alinarak
sayisal veriler elde edilir (92).

Modern tabanl stereolojik yontemlerin kullanildig1 ¢aligsmalar incelendiginde sinaps ve
noron sayis1 gibi verilerin elde edildigi ve cogu uygulamada disektor yonteminin kullanildig:
goriilmektedir (19, 20, 21). Disektdr yonteminin fiziksel disektor ve optik disektér olmak
tizere iki farkli uygulama sekli vardir. Her iki yontem kullanilarak da ndron sayisi
hesaplanabilir. Memeliler ve kuslarin MSS ve periferik sinir sistemi ndronlari, glialari ve
diger hiicrelerinin sayisal hesaplamalarinda siklikla optik disektor kullanilmistir (93). Bununla
birlikte néron hesaplamasinda modern stereolojik yontemlerden olan pargalama yontemi de
kullanilmaktadir. Pargalama yontemi, optik parcalama ve fiziksel par¢alama yontemleri olmak

tizere iki farkl sekilde uygulanabilir (17).
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2.5. Stereolojik Yontemler

Stereoloji, gergekte iic boyutlu olan herhangi bir yapiin iki boyutlu goriintiilerinden
yola c¢ikarak, onlarin ii¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili yorumlar yapilmasini ve veriler elde
edilmesini saglayan bilim dalinin adidir. Biyolojik yapilarla ilgili ¢alismalarda eger dokuyu
elde etmek miimkiin ise uygun histolojik yontemler kullanilarak dokudan kesitler elde
edilmesi, kesitlerin boyanmasi ve elde edilen bu kesitler lizerinde stereolojik calisma
yapilmasit miimkiindiir (18, 93).

Kesitler, herhangi bir yapinin iginden gegen ve yapinin bilesenleri ile kesisen iki
boyutlu diizlemler olarak diisiiniiliirse, her bilesen bu kesitlerde sayisi, biiytlikliigii, uzunlugu,
kapladig1 alan ve hacim oraniyla iligkili bir bigimde izdiistimler olusturur. Bu izdiistimler de
yapmin igerdigi bilesenler hakkinda bilgi edinmek iizere kullanilir. Fakat yapiin iginde
bulunan bilesenlerin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiigiimleri sadece ait olduklar1 yapilarin, kesit
diizlemi tizerindeki temsillerinden ibarettirler. Dolayisiyla, bu izdiisiimlerden yola ¢ikarak
dogrudan yorumlar yapmak, bunlarin ait olduklar1 bilesenlerin ii¢c boyutlu 6zelliklerine ait
gercek verilerin elde olmamasindan dolay1 oldukc¢a yaniltici olabilmektedir (18).

Modern stereolojik yontemler kullanilarak sadece iki boyut degil {i¢iincii boyutta
degerlendirilmeye dahil edildiginden gergek degere daha yakin veriler elde edilir. Ancak
stereolojik yontemlerin kullaniminda uyulmas: gereken onemli kurallar vardir. Bunlarin en
Oonemlilerinden bazilar tarafsizlik, etkinlik, sistematik rastgele 0rnekleme ve on ¢alismadir

(18, 93).

2.5.1. Stereolojide Tarafsizlik ve Etkinlik Kavramlar

Stereoloji bir yontemler biitiiniidiir ve bu yontemlerin en 6nemli 6zelligi tarafsiz ve
etkin yontemler olmalaridir (93). Stereolojik yontemlerin digerlerinden en 6nemli fark: budur.
Stereolojik yontemler gelistirilmeden dnce uygulanan yontemlerde birgok 6n kabul yapilarak
sonuca ulasilmaya calisilirdi (94). Bunlara 6rnek olarak tiim hiicrelerin kiire seklinde
oldugunun varsayilmasi ya da ilgilenilen yapilarin diiz bir yiizeye sahip oldugu 6n kabulii
verilebilir (18).

Tarafsizlik, stereolojik yontemlerin dogru bir sekilde uygulanmasi ile ortaya cikan
onemli bir kavramdir. Tarafsizlik kavraminin 6ziinii, ¢aligmaya baslamadan once, ¢alisma

sirasinda ve sonrasinda yapilarin geometrik Ozellikleri hakkinda herhangi bir 6n kabul
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yapilmamasi ve yapinin her noktasina esit érneklenme sansinin taninmasi olusturmaktadir
(95). Stereolojide tarafsizlik prensibinin uygulanmasi, tekrarlayan ol¢timler sonucu, gittikce
gercek degere yaklasan, bir baska ifadeyle gergek degerden sistematik bir sapma gdstermeyen
veriler elde edilmesini saglar (61).

Stereolojideki bir diger énemli prensip de etkinlik prensibidir. Etkinlik, sadece gerektigi
kadar birey ve 6rnek kullanarak, yeterli dogrulukta ve daha az degiskenlik gosteren sonuglarin
nispeten kisa bir zaman diliminde elde edilmesinin saglanmasidir (96). Etkinlik prensibi

calismalarda kisa zamanda giivenilir sonuca ulasmak olarak da 6zetlenebilir (61).

2.5.2. Stereolojide Sistematik Rastgele Ornekleme

Biyolojik materyallerde saglikli 6l¢iim ve degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in temel ve
vazgegilmez sartlardan birisi de Orneklemenin dogru olarak yapilmasidir. Yaptigimiz
calismaya bagl olarak, ilgilenilen yapinin tamaminda 6l¢iim yapmak her zaman miimkiin
olmayabilir. Bu gibi durumlarda zaman ve ekonomik kayiplari en az seviyeye indirmek igin,
yapidan sistematik ve rastgele ornekleme yaparak hesaplama yapmak en dogru olamidir.
Ornegin sayilar1 milyonlarla ifade edilen beyin dokusu igerisindeki néronlarin tamamini
saymak yerine, beynin tarafsiz ve etkin bicimde sistematik ve rastgele 6rnekleme yapilarak
elde edilen kesitler lizerinde sayimlarin1 yapmak ¢ogu zaman yeterli olacaktir (16, 92).

Sistematik rastgele drnekleme tarafsiz ve etkin bir ornekleme modelidir. Bu model,
ilgilenilen yapilarda bir ornekleme yapilacagi zaman, Ornekleme sonucu elde edilecek
kesitlerin tiim yapiy1 temsil edebilmesini saglar. Sistematik rastgele drnekleme incelenecek
yapmin tamamina esit olasilikla incelenme sansi verilmesi temeline dayanmaktadir.
Stereolojik ¢aligmalarda dogru sonuca ulagma sartlarindan en Onemlisi, islemlerin her
asamasinda sistematik rastgele 6rnekleme kosuluna bagliliktir. Burada “sistematik™ so6zcligii
ile Oorneklemenin tekrar edilen periyodu, “rastgele” sozciigli ile on calismada belirlenen

periyodun tesadiifi bir bicimde secilmesi anlatilmaktadir (16, 92).
2.5.3. Stereolojide On Cahsma
Stereolojide yapilan calismalarda kullanilmasi gereken 6rnekleme planinin 6ncelikli

olarak bir &n ¢alisma ile ortaya konmasi onemlidir. On ¢alisma ile kabul edilebilen hata

miktarina gore ne siklikta bir ornekleme yapilmasi gerektigi saptanir ve 6rnekleme plani
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calismadaki tiim bireyler i¢in aynmi sekilde uygulanir. Ayrica bu plan daha sonra yapilacak
benzer stereolojik calismalar i¢in de kullanilabilir. On ¢alisma biraz deneme yanilma ydntemi
olarak da ifade edilebilir. On calismada birka¢ hayvan iizerinde yapilacak degisik sikliktaki
orneklemeler, istatistiksel analizlere tabi tutularak en uygun 6rnekleme semasi belirlenir ve bu
sema daha sonra tiim ¢aligmalara aynen uygulanir (96).

Yapilacak istatistiksel analizlerin basinda ¢alismanin toplam hata miktarinin
hesaplanmasi gelir. Ornekleme ile ¢alisilan bir dl¢iim ydnteminde gercekte belli bir miktar
hata pay1 olacaktir. Hata miktari, yapilan 6rnekleme miktarina gore degisir. Cok fazla sayida
ornek alman sik bir 6rnekleme iizerinden yapilan hesaplamalar daha diisiik hata miktarina
sahip olurken, daha seyrek ve az drnek alinarak yapilan ¢alismalarda hata miktar1 daha fazla
olacaktir. Bir calismadaki hata miktari, hata kat sayis1 (coefficient of error) ile belirlenir.
Genellikle 0,05 degerinin altinda bir hata katsayis1 stereolojik bir ¢calismanin giivenirligi i¢in
yeterli kabul edilir (16, 97, 98). Hata katsayisinin 0,05 degerinin altinda ya da bu degerde
tutabilmek i¢in ¢ogu zaman bir grupta en az 5 hayvanin olmasi gerekir (16).

Calisilan birey sayisini artirmak ebetteki gercek degere daha fazla yaklagmay:
saglayacaktir, fakat ¢ok fazla sayida bireyde calismak, stereolojinin etkinlik prensibine
uymadig1 gibi daha fazla deney hayvani kullanilmasii gerekti§inden ¢ogu zaman tercih
edilmemelidir. Yapilan ¢alismalarda hi¢cbir zaman hata kat sayist sifir’a indirilemez. Ciinkii
canlilar arasinda biyolojik degiskenlik vardir. Calisilacak gruptaki birey sayist ne kadar
arttirtlirsa arttirilsin, biyolojik yani canlilar arasindaki yapisal degiskenlikten ve sayisal
farkliliklardan kaynaklanan hesaplama hatasin1 belli bir sabit deger altina indirmek
olanaksizdir (16).

Biyolojik degiskenligin hata payina katkisi, calisilan canliya gore de degisir. Ornegin
sican, fare ve civciv gibi deney hayvanlar ile yapilan ¢aligmalarda istenilen hata katsayisi 5
adet hayvanin calismaya dahil edilmesi ile saglanabilir. Ciinkii bu hayvanlarda bireyler
arasindaki biyolojik degiskenlik azdir. Ayni hata katsayis1 degerini insan orneklerinden elde
edebilmek icin ise en az 25 iizerinde ¢aligmak gereklidir (99). Dolayisiyla, yapilan her calisma
belli bir hata katsayis1 sinir1 i¢inde gerceklestirilecek ve bu sinirlar i¢inde elde edilen veriler

arastiricl i¢in yeterli glivenlikte olacaktir (96).
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2.5.4. Stereolojide Boyut ve Sonda Kavrami

Stereolojide iki boyutlu diizlemde calisilacak yapilarin ii¢ boyutlu seklinin yorumunu
yapabilmek i¢in bazi noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir. Kesitlerde gergekte iic boyutlu
olan yapilarin, iki boyutlu diizlemdeki izdiigiimlerinden yola ¢ikarak sonu¢ elde edilmeye
calisilir. Ancak sayi, uzunluk ve hacim gibi parametreleri ii¢ boyutlu ortamda bulunduklari
sekilde iki boyutlu ortamda gozlemek miimkiin degildir. Ger¢ekte uzunluk bir, alan iki, hacim
ic boyutlu, nokta ise boyutsuzdur. Bu boyutlara sahip yapilar iki boyutlu kesit diizlemlerinde
boyut azalmasina ugrarlar. Bir baska ifade ile gergekte uzunluk seklinde olan yapi kesit
diizleminde nokta (0 boyutlu), alan ¢izgi (1 boyutlu), hacim diizlem (2 boyutlu) seklinde
izlenir (18, 61, 92).

Boyut kavramiyla yakindan ilgili diger bir terim ise sonda’dir. Sonda, ilgilenilen yapiya,
elde edilmek istenen veriye bagli olarak sorulan geometrik sorular olarak tanimlanabilir.
Stereolojik sondalar, bir, iki ve ii¢ boyutlu olabilirler. Bir yiizey iizerindeki belli bir alani
siirlandirmak, burada 6l¢iimler yapmak, iki boyutlu sondaya 6rnek olarak verilebilir. Kural
olarak incelenecek yapinin boyutu ve sonda boyutunun toplami ii¢ olmalidir. Bir baska
deyisle tek boyutlu uzunluk iki boyutlu diizlem sondasi, iki boyutlu alan tek boyutlu ¢izgi
sondast, li¢ boyutlu hacim ise boyutsuz nokta sondasi ve boyutsuz tanecik sayisi ii¢ boyutlu

disektor hacim sondasi ile ¢alisiilmalidir (18, 61, 92, 100).

2.5.5. Tarafsiz Sayim Cercevesi

Stereolojide tarafsiz sayim cercevesi sayilabilir yapilar hiicre, ¢ekirdek, glomeriil gibi
genel olarak tanecik olarak tanimlanir. Tanecik sayisinin tarafsiz bir sekilde hesaplanabilmesi
i¢cin sayim c¢ercevesinin ve sayimda kullanilan kurallarin 6nemi biiyiiktiir. Sayim cerceveleri
arasinda bilinen en tarafsiz kurallara sahip olani tarafsiz sayim cergevesidir. Tarafsiz sayim
cergevesini 1977 yilinda Gundersen tanimlamistir (101). Tarafsiz sayim ¢ergevesi, komsu iki
kenar1 serbest, diger komsu iki kenar1 yasak olan ve bu yasak kenarlarin uzantilarinin sonsuza

dogru uzandigi bir dortgen veya karedir (Sekil 2) (100, 101).
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Sekil 2. Tarafsiz Sayim Cergevesi

Tarafsiz sayim g¢ercevesinde bir tanecigin sayim sirasinda yalnizca bir defa
sayilabilmesi i¢in iki boyutlu kesit diizleminde uygulanan bir takim sayim kurallar1 vardir. Bu
kurallar su sekilde 6zetlenebilir (100, 101).

1) izdiisiimleri tamamen sayim g¢ercevesi icerisinde kalan yani herhangi bir kenar ve
koseyle kesismeyen tanecikler sayima dahil edilir.

2) Cergevenin yasak kenarlari olarak tanimlanan kenarlar ile kesisen izdiisiimler
sayilmaz.

3) Serbest kenar ile temas eden tanecik izdiisiimleri sayima dahil edilir.

4) Cercevenin yasak kenarlarinin uzantilar1 ile herhangi bir sekilde kesisen

izdiistimlerde sayima dahil edilmezler.

2.5.6. Fiziksel ve Optik Disektor

Noron sayisi hesaplamalarinda siklikla kullanilan disektdor metodu, stereolojik
yontemlerden birisidir ve modern anlamda ilk defa 1984 yilinda Sterio tarafindan
gelistirilerek yeniden tanimlanmistir (15). Bu metotla doku ya da organ igerisindeki tanecik
sayisi, kesitlerin alinma yonii, sayilacak olan tanecigin biiytlikliigii, doku i¢indeki yonelimi ve
dokunun histolojik islemler sirasinda biiziisme ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina sebep
olabilen tiim hata kaynaklarindan bagimsiz olarak, tarafsiz bir bicimde hesaplanabilmektedir

(15). Disektor bilinen bir t mesafesi ile birbirinden ayrilmis iki kesik diizlemden olusan ve ii¢
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boyutlu bir hacimde say1 parametresinin hesaplanmasina imkan veren bir yontemdir (100). Bu
metodun temelini iki boyutlu, iki ardisik kesit diizleminin birlikte degerlendirilmesiyle
olusturulan tii¢ boyutlu bir sorgulama aract diye de tamimlanan {i¢ boyutlu sonda

olusturmaktadir (Sekil 3), (92).

Sekil 3. Disektor Yonteminin Esas1 Olan Disektor Sondasinin Sematik Gosterimi

Disektor metodu kullanilarak yapinin tamaminin degerlendirilmesine gerek kalmadan,
alinan kesitler vasitasiyla biyolojik ortamlardaki sayisal ¢cokluklarin hesaplanmasinda dogru
ve tarafsiz sonuglara ulasilabildigi Degroot ve Bierman tarafindan pratik uygulamalariyla
gosterilmistir (102). Disektor yonteminin uygulanmasi icin iki ayr1 kesit gerekmektedir. Bu
kesitlerden biri “Ornek” digeri “gdzlem” kesiti olarak adlandirilir. Kesitler lizerinde yapilacak
sayimlarda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta birinde goziiken ancak digerinde
gozilkmeyen taneciklerin sayilmasidir. Diger bir husus ise kesitler alinirken “sistematik
rastgele drnekleme” ile kesitlerin alinmasidir (100).

Disektor yonteminin optik ve fiziksel disektor olmak iizere iki tipi vardir. Fiziksel
disektor, tanecik sayimi i¢in kullanilan temel stereolojik yontemlerden birisidir (15).
Aralarinda belli bir mesafe olan iki ardisik kesitin fiziksel olarak karsilastirilmasini igerir.

Fiziksel disektor yonteminin temel mantigi, sayilmak istenen taneciklerin “uglarini” saymak
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olarak Ozetlenebilir. Taneciklerin herhangi bir yondeki uglar1 sayildiginda, elde edilen sayzi,
tanecik sayisina esit olacaktir (100).

Optik disektor ise sanal olarak mikroskop altinda olusturulmus i boyutlu sayim
kutucuklarinda uygulanir. Ug boyutlu sanal sayim kutucuklari, tarafsiz sayim gergevesinin ii¢
boyutlu esdegeri olarak da diisiiniilebilir. Tarafsiz sayim ¢ergevesi, sanal olarak doku kesiti
icerisinde ilerletilir ve ii¢c boyutlu sanal bir optik disektdr sondasi olusturularak sayim
gerceklestirilir. Bu sonda ile yapilacak sayimin kurallar1 ise iki boyutlu tarafsiz sayim

cergevesinin sayim kurallarinin, {i¢ boyuta aktarilmig halidir (100).

2.5.7. Fiziksel ve Optik Parcalama

Noron sayist hesaplamalarinda siklikla kullanilan bir diger stereolojik yontemde
par¢alama yontemidir. Parcalama, ilgilenilen yapidaki sayi, uzunluk, yiizey alani1 gibi
herhangi bir niceligin tiim yapidaki toplam degerini bulmak amaciyla kullanilir. Pargalama
temel olarak, bir yapiy1 kiiglik pargalarina ayirarak, bu pargalarda tanecik sayimi yapma
esasia dayanir. Aslinda tek basina bir sayim yontemi olmayip, istatistiksel bir 6rnekleme
bi¢imi ile bir 6l¢iim yonteminin bileskesi olarak tarif edilebilir. Stereolojik yontemler arasinda
en pratik ve basit olanidir. Parcalama, dokuya uygulanan histolojik islemlerden, dokunun
sisme, bliziisme gibi yapisal degisimlerden, kesit alma sirasindaki zedelenme ve hacim
degismelerinden bagimsizdir. Bir baska ifadeyle bu degiskenler ¢alisma sonucunu etkilemez.
Ayrica, ¢alisilan yapi, organ ve taneciklerle ilgili hi¢bir 6n bilgiye veya kabule gereksinim
yoktur (96, 103, 104).

Sistematik rastgele ornekleme, parcalama yonteminin drnekleme stratejisini olusturur.
Genel olarak bakildiginda, parcalama aslinda bir ornekleme bi¢imi olup giivenirligini
tamamen sistematik rastgele ornekleme sisteminin ispatlanmis giivenirliginden almaktadir
(16). Parcalama metodunda herhangi bir tanecigin Orneklenmesi yani sayilmasi ihtimali,
sadece o tanecigin fiziksel varligma baglidir. Gorlinen tiim tanecikler sayilir (103).

Parcalamada tanecik sayisi, asagida verilen formiil kullanilarak elde edilir (96).

N hesap=) Q x (1/f1) x (1/f2) x (1/f3) x (1/f4) x (1/£5)

Bu formiilde N hesap hesaplama ile bulunan toplam tanecik sayisini, > Q toplam

disektor tanecigi sayisini, fise parcalama katsayisini ifade etmektedir.
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Parcalama metodunun fiziksel par¢alama (103) ve optik parcalama (17) olmak tizere iki
farkli uygulanma sekli vardir. Her iki yontemde temelde ayni mantig1 igerir. Ancak
uygulamada bazi farkliliklart mevcuttur (96).

Fiziksel par¢alama, parcalamanin ilk uygulanan bi¢imidir. Belli bir 6rnekleme semasi
ile elde edilen doku parcalarinda, fiziksel disektor metodu aracilifiyla tanecik sayimi
yapilmasi ve buradan toplam tanecik sayisinin hesaplanmasina dayanir (96). Mikroskobik bir
calismada, Ornegin hiicre sayimi yapabilmek i¢in caligilabilecek tek ornek, kesit adini
verdigimiz ince doku dilimleridir. Bu dilimlerin kalinliklar1 2-60 pm arasinda degisebilir.
Bazi durumlarda daha fazla kalinlikda kesitlerde gerekebilir. Dolayistyla, ¢alistigimiz yapi ne
olursa olsun, tanecik sayimi yapmak i¢in Once onu uygun kalinlikta kesitler haline
getirmeliyiz. Ancak, bir koyun beyninde bulunan toplam néron sayisini veya insan
karacigerindeki toplam hepatosit sayisin1 belirlemeye calistigimizi diisiintirsek, bu denli
biiyiik yapilarin basindan sonuna kadar histolojik kesitlere ayrilmasi zordur. Bundan dolayz,
toplam tanecik sayisini hesaplamak ic¢in yapilmasi gereken organi daha kiiciik parcalara
ayrrmaktir. Organ Oyle parcalara ayrilmali ve bunlarin arasindan dyle parcalar se¢ilmeli ki, bu
pargalar hem c¢alisilabilecek boyutlarda olmali, hem de tiim organi miimkiin oldugunca
tarafsiz bir sekilde temsil edebilmelidir. Bu gibi ¢aligmalarda organ veya yapmin tim
boliimlerinin esit ihtimallikle Orneklenmesi ancak sistematik rastgele Ornekleme ile
saglanabilir (16, 96, 97, 98).

Optik pargalama yontemi, uygulama kolaylig1 sebebiyle en c¢ok tercih edilen tanecik
ornekleme ve sayim yoOntemidir. Optik disektdriin uygulanmaya baglamasindan sonra
kendiliginden ortaya g¢ikmistir. Optik pargalama kisaca, basamakli orneklemelerden elde
edilen ve tlim yapiya olan orani (par¢alama orani) bilinen 6rnekler iizerinde, optik disektorler
ile tanecikleri 6rneklemektir. Uygulanmasi, fiziksel parcalamaya gore ¢ok daha kolaydir ve
daha az zaman alan bir metottur. Bu kolaylik, optik disektdr uygulamasinin sagladigi
kolayliklardan kaynaklanmaktadir. Iki ayri fiziksel kesitin karsilastirilmasi zorunlulugu
bulunmadigindan, ¢cok daha yaygin olarak kullanilan bir metottur. Ozellikle sinir sistemi ile
ilgili ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan optik pargalama, bazi durumlarda, fiziksel
parcalamada oldugu gibi uygulanamamaktadir. Kalin kesitlerin alinamamasi, kesitlere boya
niifuzunda zorluk, biliyiik yapilarin s6z konusu oldugu c¢aligmalar gibi durumlarda, fiziksel

parcalama kullanilmasi bir zorunluluktur (16, 96, 97, 98).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Calisma Siireci

3.1.1. Sicanlarin Temini ve Bakim

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul onay:r alinarak baslandi. Calismada 16 haftalik, Sprague Dawley tiirii, 30
adet disi sican kullanildi. Sicanlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden satin
alind.

Calisma siiresince sicanlarin bakimi, beslenme ve barmmasi KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezi’'nde bulunan sican takip odalarinda saglandi. Deney i¢in kullanilan
sicanlar Cerrahi Arastirma Merkez’inden temin edildigi i¢in gevre stresi ve uyum problemi
yasanmadi. Hayvan bakimi ve uygun fiziki ortamin saglanmasi icin KTU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Merkez’inde c¢alisan veteriner ve teknikerlerden yardim alindi. Siganlarin
barmdirildig1 odalarin 1si1s1 2242 °C olacak sekilde ayarlandi ve 1s1 siirekli olarak oda
termometresi ile kontrol edildi. Isik 12 saat acik, 12 saat kapali olacak sekilde otomatik
ayarlandi. Sigcanlarin beslenmesinde standart sican yemi ve su ihtiyaglarini gidermek i¢cin de
musluk suyu kullanildi.

Calismada sicanlarin barindirilmasi amaciyla standart Tip III sican kafesleri kullanildi.
Kontrol grubu siganlar hari¢ diger gruplara ait sicanlar birbirinden ayr takip edildi. Bu amag
icin her kafes ortadan ikiye boliindii ve siganlarin birbiri ile temas etmeden barinmasi icin
uygun hale getirildi. Her iki bolmeye de su sisesi kondu. Ayrica bdlmenin ortasina iki
sicaninda ulagabilecegi sekilde yemler konuldu. Herhangi bir miidahale yapilmayan kontrol
grubu si¢anlarin tamami ayni kafeste barindirildi ve tiim siganlarin ulasabilecegi yere su ve
yem birakildi. Sicanlarin bulundugu ortamin temiz olmasi i¢in kafeslere talas serildi. Tiim

gruplara ait siganlar ¢caligsma siiresince ayn1 odada takip edildi (Sekil 4. A, B, C).
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Sekil 4. (A) ikili Siganlarin Takip Edildigi Kafes, (B) Kontrol Grubu Siganlarm Takip
Edildigi Kafes, (C) Siganlarin Takip Odast.

3.1.2. Gruplarin Ozellikleri ve Calisma Siiresince Takibi

Caligmaya 16 haftalik, Sprague Dawley tiirii disi sicanlar dahil edildi. Caligmada toplam
30 sigcan kullanild1 ve her biri alt1 sigandan olusan toplam bes grup olusturuldu. Calismanin
baslangicinda gruplar1 olusturan siganlar rastgele segildi. Olusturulan kontrol ve deney

gruplarinin 6zellikleri Tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1. Calisma Gruplari ve Ozellikleri

G(r;_psl? r Gruplarin Ozellikleri ve Yapilan Miidahaleler

I Herhangi bir miidahale yapilmayan kontrol grubu sicanlar

II 30 dk iskemi uygulanan sicanlar

1 30 dk iskemi uygulanan ve iskemi sonrast 10 giin boyunca EP uygulanan
sicanlar

v Boynuna kesi yapilip dikilen ve kesi sonras1 10 giin boyunca EP uygulanan
sham grubu si¢anlar

v Boynuna kesi yapilip dikilen ve kesi sonras1 10 giin boyunca ringer laktat

uygulanan sham grubu sicanlar
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Calismaya baslamadan once gruplardaki sicanlarin tamamu tartilarak agirliklar tespit
edildi. Ayn1 sekilde ¢alisma siiresince her giin si¢anlar tartilarak diizenli kilo takipleri yapilda.
I. Grup hari¢ diger tiim gruplardaki sicanlar, 2 sican bulundurma kapasitesi olan kafeslere
yerlestirildi ve ayr1 ayr takip edildi. Kafeslerin iizerine bir etiket yapistirilarak etiket {izerine,
sicanlarin ait olduklart grup numaralari, kilolar1 ve ¢aligmaya baglama tarihi yazildi. I. Grupta
ki 6 sigan ayni kafese yerlestirildi. Bu grup sicanlarin numaralar ise etiketle kuyruklarina
yapistirildi. Grup numaralari, kilolar1 ve calismaya baslama tarihi ise yine ayni sekilde kafes
lizerine yapistirilan etiket lizerine yazildi (Sekil 4. A, B, C).

I. Grup herhangi bir uygulama yapilmadi. Kontrol grubu olarak belirlendi. II. ve IIL
Gruplarda bulunan siganlara 30 dakika siire ile iskemi olusturuldu. II. Gruba iskemi sonrasi
herhangi bir uygulama yapilmadi. 10 giin boyunca takip edildi. III. Gruba ise iskemi
yapildig1 glinden baglamak iizere on giin boyunca gilinde bir kez, ayn1 saatte, EP (40 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulandi. IV. ve V. Gruplarda bulunan siganlarin boyun bdlgelerine
sadece cilt kesisi yapildi ve dikildi. IV. Gruba cerrahi miidahaleden hemen sonra baslanmak
lizere on giin boyunca giinde bir kez, aym saatte EP (40 mg/kg) intraperitoneal olarak
uygulandi. V. Gruba yine cerrahi miidahaleden hemen sonra baglanmak {izere on giin boyunca

giinde bir kez, ayni1 saatte ringer laktat (40 mg/kg) intraperitoneal olarak uyguland.

3.1.3. Sicanlara Yapilan Cerrahi Miidahaleler

Iskemi uygulamasi ve diger cerrahi islemlere baslamadan once sicanlara 100 gr sigana
0,1cc Ketamin ve 0,1 dizyem Xylazine olmak {izere intraperitonal olarak uygulandi. Yaklasik
10 dk anestezinin etkisini gdstermesi beklendi ve daha sonra isleme baslandi. Siganlar cerrahi
girisim tahtasi lizerine sirt istii pozisyonda ve kafalari ekstansiyonda olacak sekilde yatirildi.
Ayaklaridan tespit edildi. On boyun bolgesindeki tiiyler tiras edildi ve batikonla temizlendi.
Boyun 6n bolgesi, orta hattan yaklasik 2 cm’lik vertikal insizyonla acildi. Deri dokulara zarar
vermeyecek sekilde ekartor yardimi ile yanlara dogru agildi. Insizyon bolgesindeki dokulara
ve damarlara zarar verilmeden, sag ve sol internal karotid arterlere ulasildi. Internal karotid
arterleri etkin bir sekilde klempleyebilmek icin dorsal kisimlarinda bulunan boyun derin
fasyas1, prevertebral boyun kaslarindan izole edildi. Iskemi ve iskemi+EP guruplarinda
bulunan siganlarin (II. ve IIl. Gruplar) her iki damarlar1 aym1 anda Yasargil Anevrizma
Klempi (BA045) ile klemplenerek kan akimi durduruldu. Boylece 30 dk boyunca kan akimi
kesilerek iskemi olusturuldu (Sekil 5. A, B, C, D). 30 dk siiresince ag¢ik olan insizyon bolgesi
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izotonikle nemlendirilerek kurumasi engellendi. Sicanin solunum ve kalp atimi gibi yasam
bulgulart siirekli takip edildi. 30 dk sonunda klempler acildi. Dolasim ve etraftaki dokularin
pozisyonlar1 kontrol edilerek insizyon bdolgesi dikildi. Sham grubu sicanlara (IV. ve V.
Gruplar) ise anestezi uygulandiktan sonra boyun bdlgesine yukarda anlatildig: sekilde sadece
insizyon uygulandi. Kontrol grubuna (I. Grup) ise herhangi bir islem yapilmadi.

Cerrahi miidahaleler sonrasinda siganlar 10 giin boyunca takip edildi. Gruplara ait
sicanlarin tamami her giin tartildi ve genel durumlari kontrol edilerek not tutuldu. Ilag
uygulanan gruplara (III., IV., V. Gruplar) her giin ayn1 saatlerde (08:00-10:00 arasi)
intraperitonal olarak ilaclart uygulandi. Calismanin sonunda histolojik islemler ve stereolojik

analizler 30 sicandan alinan beyin dokulari iizerinde yapildi.

Sekil 5. Yasargil Anevrizma Klempi (BA045) Kullanilarak, iskemi Olusturulmasi. (A)
Iskemi Bolgesinin Acilmasi, (B) Iskemi Yapilmasi i¢in Damarin Bulunmast,
(C) Yasargil Anevrizma Klempinin Takilmasi, (D) Iki Damarda Klemplenerek
Iskemi Yapilmasi.
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3.2. Histolojik islemler

3.2.1. Dokularin Elde Edilmesi

Calisma sonucunda 30 sigana ait beyin dokular1 cerrahi miidahaleden sonra 11. gilinde
¢ikarildi. Bu amag i¢in siganlar igin 6zel tasarlanmig giyotin kullanilarak sicanlarin kafasi
kesildi (dekapitasyon) (Sekil 6). Daha sonra makas yardimiyla, kafanin iist kisminin her iki
yanindan girilerek kafatasi kemikleri kesildi ve kafatasi kemigi c¢ikarildi. Duramaterden
ayrilarak beyin dokusu alindi. Beyin dokusunun (beyincik, beyin sap1 ve beyin) tamami ve
sadece beyin tartildi. Elde edilen veriler not edildi. Beynin sag ve sol yarim kiireleri

birbirinden ayrilarak daha 6nce hazirlanan %10’luk formaldehit i¢erisine kondu.

Sekil 6. Siganlarin Kafasinin Kesilmesi igin Ozel Olarak Dizayn Edilen Giyotin

Calismanin deney asamalar1 ve beyin dokularinin ¢ikarilma islemlerinin tamami KTU
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinde bu amaglar i¢in diizelenmis hayvan takip ve

cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi.

3.2.2. Doku Takibi

Beyin dokularinin %10’luk formaldehit igerisine alindiktan sonraki tespit, bloklama,
kesit alma ve boyama asamalar1 islemlerinin tamami KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Mikroskopi Laboratuarinda, gergeklestirildi. Beyinler formaldehit
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icinde 10 giin bekletilerek tespit edildikten sonra agsagida verilen siralama ve siirelere uyularak

alkol, ksilen ve parafin serilerinden gegirildi ve parafin bloklar igerisine gémiildii (61).

1. Akar suda yikama ........ccccoeoeiniiniiennnnne 1 gece

2. 9%70’lik alkol........coviiiiiiiiie 1 saat

3. %80’lik alKOl....cooveriieiiiiiriiieeceeee 1 saat

4. %90°l1k alkol.......coeviiniiiiiiiieiciee 1 saat

5. %96’k alkol......ccovvviieiiiicieecee, 1 saat (2 kez)
6. %100’Lik alkol...........ccoovieiiiiiiiciie, 1 saat (2 kez)
T KSIEN ..o 1/2 saat (2 kez)

8. Ksilenden alinan dokular daha 6nce eritilmis parafin i¢ine konarak oda sicakliginda 1
giin bekletildi.

9. Bir sonraki aksam 40 C etiive kondu ve 1 gece bekletildi.
10. Sabah 60 C’deki etiiv igerisindeki parafinde 2 saat bekletildi.

11. Bloklama yapildz.

3.2.3. Kesitlerin Alinmasi

Stereolojik calismalarda kesit kalinligr ve kesit 6rnekleme orani onemli oldugundan,
kesit almaya baslamadan once bu konuyla ilgili yapilan ¢aligmalar incelenerek calismada
kullanilacak kesit kalinlig1 ve kesit drnekleme orami tespit edildi. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda benzer ¢aligmalarda 1/7 oraninda 6rnekleme yapildigr ve 26-40 um (mikrometre)
kalinliginda kesitlerin kullanildig1 tespit edildi (61, 94). Bu nedenle calismada 30 pm
kalinliginda kranial yonde alinan kesitler 1/7 oraninda 6rnekleme yapilarak lam iizerine
alindi.

Calisma hipokampus bolgesinde yapilacagindan kesitler alinirken oncelikle doku
hipokampus’a kadar tiraglandi ve bu asamaya kadar herhangi bir doku alinmadi.
Hipokampus’a ulasildiktan sonra kesitler alinmaya basland1 ve hipokampus bitene kadar 1/7
oraninda ornekleme yapilarak doku kesilmeye devam edildi. Kesitler kalin oldugu i¢in lama
yapismalarinda sorun yasanabilecegi diisiiniilerek, kesitleri almaya baglamadan 6nce lamlarin
tizerlerine firca yardimiyla jelatin, distile su ve %10 formaldehit karigimindan olusturulan
yapistirict siirtildii (61). Yapistirict kesit alinmadan 6nce kullanilacak olan tiim lamlarin

uzerine surilerek kurumasi beklendi.
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Mikrotom (LEICA RM 2255) yardimiyla alinan dokular, benmari igerisinde 45 °C
isitilmig suda kirigikliklart giderilinceye kadar yiizdiiriildii ve daha 6nce yapistirict siiriilen
lamlar tizerine alindi. Bir lam iizerine 4 kesit alind1 ve doku kesitlerinin daha iyi yapismalarini
saglamak icin iizerlerine hafifce fircayla bastirildi. Uzerine doku kesitlerini aldigimiz lamlar
daha once icine 1 cc %10’luk formaldehit (dokularin etiivde yanmalarint ve kurumalarini
engellemek icin) konan kapakli kaplara konularak, agizlar1 hava almayacak sekilde kapatildi
ve 60 °C etlivde bir gece bekletildiler. Boylece dokularin hem parafini eritildi hem de lamlara

daha iyi yapigmalar saglandi.

3.2.4. Kesitlerin Boyanmasi

Deney ve kontrol grubuna ait sigan beyin dokularinin kesitleri alindiktan sonra boyama
islemine gecildi. Kesitler cresyl fast violet boyasiyla boyandi. Creyl fast violet boyasini
hazirlamak i¢in 6ncelikle 500 cc distile su igerisine 0,5 gr toz creyl fast violet boyasi kondu
ve iyice karistirildi. Daha sonra boyanin rengini koyulastirmak i¢in 9 damla glacial acetic acid
damlatild1 ve agz1 parafilm ile kapatilarak bir giin boyunca dinlendirildi. Dinlendirilen boya
kurutma kagidindan siiziildii ve her kullanimdan 6nce etiivde 60 °C’ de bekletildi. Boya

hazirlandiktan sonra dokular asagidaki asamalardan gegirildi (61, 105).

L KSIEN e 20 dakika
2. KSIeN e 20 dakika
3. % 100°Lik alkol.......covieriiiiiiiiicieeee, 10 dakika
4. % 96’1k alkol......c.cooiiiiiiiiiie 10 dakika
5.% 80°lik alkol......cccueeriiiiiiiieieceeeee, 10 dakika
6. % 70’1k alkol......coceeiiiiiiiiieeceeee, 10 dakika
7. DISHIE SU c.eeviiniiiiiieiieiceieeeeeeee e 10 dakika
8. Cresyl fast violet (daha 6nce etiivde 1sitilmis)... 6 dakika
0. DISHIE SU .eeiuiiiiiiiiiiiiieeiiceeeec e 10 dakika
10. %701k alkol.......cccoeiiiiiiiieieeeee 5dk

11. % 96°l1k alKOL.....cooveiiiiiiiieiceecee 5dk

12. % 100’1k alkol.......coceeiiiniiiiiiieiceeee 10 dakika
13. Ksilen igerisinde bir gece bekletildi.

,_.
n

. Entellan ile kapatildi.
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3.3. Noron Sayis1 Hesaplamasi

3.3.1. Kesitlerde Hipokampus Sinirinin Tespiti

Stereolojik aragtirmalarda ilgilenilen yapinin sinirlarinin belirlenmesi énemlidir. Daha
once yapilan calismalar incelendiginde hipokampus smirlarinin farkli sekillerde belirlendigi
goriilmiistiir. Baz1 ¢aligmada hiicrelerin biiyiikliikleri veya yogunluklari hipokampus siniriin
belirlenmesinde kriter olarak alinirken, bazi caligmalarda ise ani hiicresel degisikliklerin
oldugu alanlar hipokampus smir1 olarak kabul edilmektedir. Her ne sekilde olursa olsun
hipokampus sinirinin  belirlenmesinde hiicre farklilasmasinin ve biyiikliklerinin 6nemli
oldugu agiktir. Sican hipokampusunda graniiler hiicre ve piramidal hiicre tabakalar1 arasindaki
sinirlar Nissl lekeli boéliimlerinden dolayr kolayca tanimlanabilirken (104), piramidal
hiicrelerin kalinliklarindan yararlanilarak hipokampusun CA2 bdlgesi de belirlenebilir. Bu
hiicresel degisiklikler hipokampus sinirlarinin belirlenmesinde yardimeidir (78).

Beyin boliimleri arasinda sinirlari belirlemek i¢in uygulanan bir yontemde creyl fast
violet ile boyamaktir. Ciinkii creyl fast violet boyasi, beyin bolgeleri arasindaki sinirlari en iyi
gosteren boyadir. Bu boyama yontemi iskemik lezyonun siirimi kolayca belirlememizi de
saglar (69, 106). Bir diger yontemde yapilarin anatomik seklinden yararlanmaktir.
Hipokampusun C seklindeki goriintiisii, organin bulundugu yer ve komsu bdlgeler bizlerin

onu diger beyin dokularindan ayirmamizi saglar (23, 24).

3.3.2. Kesitlerde Noronlarin Tespiti

Kesitlerdeki noronlar bulunduklar1 tabakalara gore farkliliklar gostermektedir.
CA1’deki piramidal tabakada ndronlar ¢ok yogundur. CA2 dar bir alan1 olusturmaktadir. CA2
ve CA3 noronlar1 daha biiyiiktiir (107).

Noron saymmi i¢in bir¢ok ydntem kullanilabilir. Daha 6nce yapilan caligmalara
bakildiginda, ndéron sayiminda siklikla organel sayiminin kullanildigr goriilmiistiir (97). Bu
nedenle sunulan ¢alismada ndronlarin en belirgin organeli olarak kabul edilen ¢ekirdeklerin
sayllmasina karar verildi. Boylece tiim calismada noron g¢ekirdekleri baz alinarak, goriilen
cekirdeklerin sayilmasiyla néron sayisi tespit edildi.

Kesitlerde noronlarin belirgin bir sekilde goriilmesi ve tespiti i¢in konvansiyonel

histokimyasal boyalardan cresyl fast violet kullanildi. Bilindigi lizere bu boyama yontemi
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beyin bolgeleri arasindaki smirlari en iyi gdsteren boyama yOntemi olmasiin yani sira,
noronlarin ve iskemik bolgenin sinirlarinin da kolayca belirlenmesini saglar (69, 106). Cresyl

fast violet ile ndronlar, agik mavi zeminde yuvarlak ya da oval sekilde goriliir.

3.4. Stereolojik Analizler

3.4.1. Stereoloji Analiz Sistemi

Calismanin stereolojik analizleri KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dal1 Stereoloji Laboratuarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde yapild1 (Sekil 7).

Sekil 7. Stereoloji Analiz Sistemi. (1) Kamera, (2) Mikroskop, (3) Otomatik Tabla, (4)
Monitor, (5) Bilgisayar Kasast, (6) Kontrol Unitesi, (7) El Kumandas.

Stereoloji analiz sistemi Leica firmasinin iiretimi olan stereoloji analiz yazilimi ve
donanimini icermektedir. Sistem, MicroBrightField (ABD) firmasinin stereolojik aragtirmalar
icin tasarlanmig stereoloji analiz yazilimi (Stereo Investigator 9, Computer Assisted
Stereological Toolbox-Leica) iceren bir bilgisayar (Pentium PC, DELL OptiPlex, USA),
arastirma mikroskobu (Leica, DM4000B-M, Germany), CCD kamera (JVC, Japan), Z
ekseninde Ol¢lim yapan Ol¢lim cubugu (Heidenhain LIP401 R, Germany), mikrakator
gostergesi (Heidenhain ND 221 B, Germany), PC tarafindan kontrol edilerek mikroskop

tablasinin X ve Y eksenlerinde hareketini bilgisayar kontrollii olarak yonetebilen bir tabla
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motorundan (Prior ProScan, USA) ve bir adet tabla kontrol ¢ubugundan (Prior, USA)

olusmaktadir.

3.4.2. Stereolojik Analizlerin Detaylar:

Calismada kullanilan 6rnekleme oranlar1 ve 6l¢lim sirasinda kullanilan diger degerler
Tablo II verilmistir. Sistematik rastgele 6rnekleme yontemiyle her yedi kesitten biri segilerek,
stereolojik analiz yapilacak kesitler belirlendi (Kesit Ornekleme Oran1: 1/7). Stereoloji analiz
sisteminde Ornekleme ile belirlenen kesitlerdeki ndronlar optik pargalama yontemi
kullanilarak sayildi.

Stereolojik analiz ve ndron sayimina baglamadan Once Oncelikle sistem agilarak,
calismasinda herhangi bir aksaklik olup olmadigi kontrol edildi. Sistemin hatasiz olarak
calistigindan emin olduktan sonra 6ncelikle incelenecek kesit mikroskopun otomatik tablasina
yerlestirildi ve goriintii netligi saglandi. Ik énce mikroskopun en kiiciik biiyiitmesinde sayim
yapilacak alanlarin sinirlari ¢izildi. Daha sonra mikroskobun objektifi ndron sayimi yapilacak
blytiklige getirildi. Calismada néron sayiminda 100X/1,35 biiyiikliiglinde objektif kullanildi.
Daha 6nce 6n calisma ile tespit edilen, adim araligi, optik disektor yiiksekligi, tist glivenlik
kusag, tarafsiz sayim gergevesi dlciileri sisteme girildi (Tablo II). Orneklenen her kesit i¢in
ayni islemler yapildi. Veriler ham veri seklinde elde edildikten sonra her kesitteki toplam
tanecik sayis1 excel’de hazirlanan bir sayfaya aktarildi ve her bir hayvanin hipokampusundaki

toplam ndron sayis1 hesaplandi.

Tablo 2. Kesit Ornekleme Orani ve Analizlerde Kullanilan Degerler

Analiz Parametreler Degerler
Kesit 6rnekleme oran 1/7
Tarafsiz sayim gercevesi alani (um?) 40000
Disektor hacmi (um?) 400000
Optik disektor yiiksekligi (pum) 10
Ust ve alt giivenlik kusag1 (um) 5

Sayim yapilan objektif biiylikliigli (um) 100X/1,35




4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Calisma Siiresince Davramislarinin Yoniinden Degerlendirilmesi

Degerlendirmeye cerrahi miidahale sonrasinda baslandi. Siganlar anestezi etkisinden
1 saat sonra ¢ikt1. Ilk 3 saat boyunca bir sey yiyip igmedi. Daha sonraki saatlerde yeme ve
icme davramslar1 normale déndii. Ozellikle ilk 4 giin sicanlarda islemler sirasinda asir1
sinirlilik ve saldirganlik davranislari oldugu goézlendi. 5. giinden itibaren davraniglari
normale donmeye bagladi. IV. ve V. Gruplardaki si¢anlarin ilk giin saldirgan davranislari

oldu. Diger giinlerde ise normal davraniglar gézlendi.
4.2. Hipokampus Noronlarinin Morfolojik Degerlendirilmesi
Sican hipokampus néronlart morfolojik olarak degerlendirildiginde I., IL, IIL., IV. ve

V. Gruplardaki sicanlara ait ndronlar arasinda belirgin bir morfolojik farkliligin olmadig:

gozlendi (Sekil. 8,9, 10, 11, 12).
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Sekil 8. Kontrol Grubuna Ait Sigan Hipokampuslarinin Morfolojik Goriintiileri (A)
Hipokampusun Panoramik Goriintiisii (X2), (B) Corno Ammonisin Genel
Gorilintiisii (X10), (C) Hipocampus CA Bolgesindeki Noronlarin Goriintiisii
(X20), (Cresyl Fast Violet), CA: Cornu Ammonis, GD: Girus Dentatus).
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Sekil 9. iskemi Grubuna Ait Sigan Hipokampuslarinin Morfolojik Gériintiileri. (A)
Hipokampusun Panoramik Goriintiisii (X2), (B) Corno Ammonisin Genel
Goriintiisii (X10), (C) Hipocampus CA Boélgesindeki Noronlarin Goriintiisii
(X20), (Cresyl Fast Violet), CA: Cornu Ammonis, GD: Girus Dentatus).
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Sekil 10. iskemi+Etil Piriivat Grubuna Ait Sican Hipokampuslarinin Morfolojik
Goriintiileri. (A) Hipokampusun Panoramik Goriintiisti (X2), (B) Corno

Ammonisin Genel Goriintiisii (X10), (C) Hipocampus CA Bolgesindeki
Noronlarin Goriintiisii (X20), (Cresyl Fast Violet), CA: Cornu Ammonis,

GD: Girus Dentatus).
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Sekil 11. Sham+Etil Pirlivat Grubuna Ait Sican Hipokampuslarinin Morfolojik
Goriintiileri. (A) Hipokampusun Panoramik Goriintiisii (X2), (B) Corno

Ammonisin Genel Goriintiisii (X10), (C) Hipocampus CA Bolgesindeki
Noronlarin Gorlintiisii (X20), (Cresyl Fast Violet), CA: Cornu Ammonis,

GD: Girus Dentatus).
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Sekil 12. Sham+Ringer Laktat Grubuna Ait Sican Hipokampuslarinin Morfolojik
Goriintiileri. (A) Hipokampusun Panoramik Goriintiisii (X2), (B) Corno

Ammonisin Genel Goriintiisii (X10), (C) Hipocampus CA Bolgesindeki
Noronlarin Goriintiisii (X20), (Cresyl Fast Violet), CA: Cornu Ammonis,

GD: Girus Dentatus).



stereolojik analizlerde kullanilan kesit sayisi, ortalama kesit kalinliklari, disektor partikdil

4.3. Hipokampus Noron Sayisi Verileri

Gruplardaki her bir sicana ait noron sayisi, gruplarin ortalama noéron sayilari,

sayisi, hata katsayisi ve degisim katsayilar1 Tablo III’de verilmistir.

Tablo 3. Her Bir Sicana Ait Noron Sayisi, Gruplarin Ortalama Noron Sayist (ONS),
Hesaplamalarda Kullanilan Kesit Sayisi, Ortalama Kesit Kalinlig1 (OKK),
Disektor Partikiill Sayis1 (DPS), Hata Katsayisi (HK) ve Degisim

Katsayilar1 (DK).
Grup Hayvan Kesit Noron ONS OKK
No No Sayis1 Sayis1 (ortalamazSS) (pm) DPS HK DK
1 17 619123
2 16 587672
I 3 16 603911 (0337648297 21,27 1039,1 046 0,09
4 18 628592
5 16 573127
6 17 607833
1 15 487071
2 16 493820
3 16 503912
II 4 15 476352 499226+6863 20,93 9304 047 0,08
5 17 512011
6 16 522192
1 16 513821
2 16 529045
3 15 490352
11 4 16 541789 523021£13115 20,35 1023,27 043 0,12
5 15 489879
6 16 573241
1 17 612345
2 18 637854
3 16 585467
v 4 16 571985 59544711215 2191 1032,22 049 0,05
5 16 563734
6 16 601297
1 16 613537
2 15 593200
3 16 577640
\Y% 4 17 521397 576055£21127 21,39 1027,16 0,46 0,07
5 16 509321
6 18 641237




43

Kontrol, iskemi, iskemi+EP, sham+EP ve sham-+ringer laktat gruplarina ait toplam
noron sayilarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasit sonucunda asagidaki veriler elde
edilmistir.

1) Kontrol ve iskemi gruplar1 toplam noéron sayist bakimindan karsilastirildiginda,
iskemi grubunun ndron sayisinda azalma oldugu ve bu azalmanin anlamli oldugu goriildi
(p<0.001) (Tablo IV, Sekil 14).

2) Kontrol ve iskemi+EP gruplari toplam ndron sayis1 bakimindan
karsilastirildiginda, iskemi+EP grubunun néron sayisinda azalma oldugu ve bu azalmanin
anlamli oldugu goriildi (p=0,002) (Tablo IV, Sekil 14).

3) Kontrol ve sham+EP gruplari toplam ndron sayis1 bakimindan karsilastirildiginda
anlamli bir farkliligin olmadig: goriildii (p>0,05) (Tablo IV, Sekil 14).

4) Kontrol ve sham+ringer laktat gruplari toplam néron sayist bakimindan
karsilastirildiginda anlamli bir farkliligin olmadig goriildi (p>0,05) (Tablo IV, Sekil 14).

5) Iskemi ve iskemi+EP gruplari toplam néron sayis1 bakimindan karsilastirildiginda
anlamli bir farkliligin olmadig1 goriildii (p>0,05) (Tablo IV, Sekil 14).

6) Iskemi ve sham+EP gruplari toplam néron sayis1 bakimindan karsilastirildiginda,
iskemi grubunun néron sayisinda azalma oldugu ve bu azalmanin anlamli oldugu goriildii
(p<0,001) (Tablo IV, Sekil 14).

7) Iskemi ve sham+ringer laktat gruplari toplam noron sayist bakimindan
karsilagtirildiginda, iskemi grubu néron sayisinda azalma oldugu ve bu azalmanin anlaml
oldugu goriildii (p=0,003) (Tablo IV, Sekil 14).

8) Iskemi+EP ve sham+EP gruplari toplam néron sayist bakimindan
karsilastirildiginda, iskemi+EP grubunun noéron sayisinda azalma oldugu ve bu azalmanin
anlamli oldugu goriildi (p=0,006) (Tablo IV, Sekil 14).

9) Iskemi+EP ve sham-ringer laktat gruplari toplam noron sayisi bakimindan
karsilastirildiginda anlamli bir farkliligin olmadigr goriildii (p>0,05) (Tablo IV, Sekil 14).

10) Sham+EP ve sham+ringer laktat gruplar1 toplam ndron sayist bakimindan

karsilagtirildiginda anlamli bir farkliligin olmadig: goriildii (p>0,05) (Tablo IV, Sekil 14).
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Tablo 4. Tiim Gruplarin Karsilagtirilmali p Degerleri

Grup No | 11 I1I IV \
I 0,000077*  0,002104*  1,000000  1,000000
11 0,000077* 1,000000  0,000230* 0,003438*
11} 0,002104* 1,000000 0,006327*  0,084468
v 1,000000 0,000230*  0,006327* 1,000000
\ 1,000000 0,003438*  0,084468 1,000000

“p < 0,05

660000

640000 |

620000 |

600000 |

580000 |

560000 |

540000 |

Noron sayist

520000

500000 }

480000

460000

440000

Kontrol Iskemi+EP Sham-+ringer laktat
Iskemi Sham+EP

Gruplar

Sekil 13. Tiim Gruplarin Noron Sayisina Gore Karsilastirilmas: (p=0,00001).

4.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) ve STATISTICA 7 programlarindan
yararlanilmistir. Calisma gruplar1 néron sayisit yoniinden normal dagilima sahip oldugu
icin parametrik testlerden ANOVA Post-Hoc Bonferroni testi kullanilarak dortli
karsilagtirmalar yapilmistir. Her bir gruba ait ndron sayist ortalama+standart sapma (SS)

olarak verilmistir. Tiim karsilastirmalarda p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.



5. TARTISMA

Hiicre i¢inde antioksidan etkisi oldugu bilinen piriivatin bir tiirevi olan EP, kalsiyum
ve potasyum iceren dengeli bir tuz soliisyonudur (13). Etil piriivat ise umut veren
antioksidan ve antienflamatuvar bir ajandir (82, 83). Calismalarda hem piriivat hemde
EP’nin primer kortikal kiiltlir de oksijen-glikoz yoksunlugu ya da hidrojen peroksit (H,O,)
varlig1 sirasinda noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Etil piriivat genis bir
terapotik ve giiclii bir koruyucu etkiye sahiptir ve bu koruyucu etkisi onun antiinflamatuar
etkisiyle de iliskilidir (13). Piriivat, oksidatif stres olugturulan hayvan modellerinde yararl
etkileri gosterilmis bir endojen antioksidandir. Ancak gecici iskemi olaylarinda piriivatin
noroprotektif etkisi belirli bir bolgeyle sinirlidir ve kalict iskemideki noroprotektif etkisi
tam olarak ac¢iklanamamustir (13). Etil piriivat ise antioksidan 6zelligi nedeni ile iskeminin
hasara ugrattig1 organ sistemindeki hemorajik hasar1 ve endotoksik soku kismen azaltir
(87).

Gida katki maddesi olarak da kullanilan EP kullanilarak bir¢ok deneysel ¢alisma
yapilmustir (87). Calismalarda EP’nin basit bir molekiil olmasina ragmen hayati organlar
tizerinde 6nemli etkileri oldugu ve bu etkilerin bir ¢ok patolojik olayda organlar1 koruyucu
yonde oldugu gosterilmistir (82, 83). Bu calismalar ve farmakolojik 6zellikleri, EP’nin
diger organlar ve sistemler iizerindeki etkilerinin de arastirllmasina zemin olusturmakla
birlikte insanlar iizerinde kullanilabilmesi i¢in daha birgok ¢alisma yapilmasi gerektigini
diistindiirmektedir (87).

Ornegin yapilan bir calismada, EP’nin akut bdbrek yetmezligi tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir. Bu calismada EP’nin bobrekte iskemi/reperfiizyon sonucunda
olusturulan yetmezligin ortaya cikardigi hemorajik ve endotoksik sok hasarini azalttig
gosterilmistir. Bu durum EP’nin antioksidan etkisi ile alakalidir. Caligma sonuglar1 akut
bobrek yetmezliginde EP’nin tedavi edici bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Hatta bu
etkisi bobrek yetmezliginin ileri boyutlarinda bile degismemistir (87). Xu ve arkadaslarinin

yaptiklar1 bagka bir ¢alismada da benzer sonuclar elde edilmistir (108). Kaklikkaya ve
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arkadaslarinin sicanlar iizerinde yaptiklari baska bir ¢aligmada ise, deneysel iskemi-
reperfiizyon modelinde kullanilan EP’nin kan ve doku oOrneklerindeki malondialdehit
(MDA) seviyeleri ve etkileri belirlenerek EP’nin antioksidan ve antiinflamatuvar bir ajan
oldugu ileri siirilmektedir. Bu g¢alismanin sonuglar1 da iskemi ve reperflizyon sonucu
olusturulan akciger hasarina karst EP’nin koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir (82).
Yapilan bir ¢alismada ise EP’nin sistematik inflamasyon ve sepsislerden dliimleri 6nledigi
rapor edilmistir (13).

Piruvat, glikoz metabolizmasinda orta ve giiglii bir ROS temizleyicisi gibi rol oynar.
Oksidatif strese karst piriivatin koruyucu etkisinin oldugu néronlarda dahil olmak {izere
cesitli dokularda gosterilmistir (89, 90). Ancak bu etkinliine ragmen heniiz terapdtik bir
ajan olarak kullanilmasi sinirlidir (91). Etil piruvatin mezenterik iskemide, iskemi sonrasi
reperfiizyona bagli olusan epitelyal hasar ve oksitatif stresten koruyucu etkisi az da olsa
rapor edilmistir (13). Yapilan bircok deneysel ¢alismada karacigerde iskemi-reperfiizyon
sonucu olusturulan hasarda EP’nin etkilerine bakilmigtir. Bunun nedeni organ nakli,
karaciger travmasi veya cesitli nedenlerden dolay1 karacigerin ¢ikarilmasi sonucu ortaya
cikan bulgularin, karacigerde olusturulan deneysel iskemi-reperfiizyon modeli sonucu
ortaya c¢ikan bulgulara benzer olmasidir. Ayrica ROS’un iskemi-reperfiizyon
yaralanmasinda onemli bir rol oynadigi ve EP’nin ROS iizerine etkisi oldugu da
bilinmektedir. Nitekim Tsung ve arkadaslarinin sicanlar iizerinde yaptiklar1 iskemi-
reperfiizyon caligmasinda EP’nin ROS {izerine olan etkisine bakilmis ve iskemi-
reperfiizyon sonucu olusan hasar1 Onledigi gosterilmistir (109). Yine fareler {izerinde
yapilan bir baska c¢alismada EP’nin antiinflamatuar etkisi ve doku iizerinde etkili bir
koruyuculugu oldugu ve karaciger tlimoriiniin biiylimesini baskiladigi gosterilmistir (110).
Taylor ve arkadaslarinin siganlar iizerinde yaptiklari ¢alismada ise yine EP’nin ROS
tizerine olan etkisinden yararlanilarak miyokard tizerindeki koruyucu etkisine bakilmistir.
Calisma sonuglara gére EP’nin miyokard adenozin trifosfat (ATP) seviyelerini artirdig,
oksidatif stresi azalttigi ve miyokard infarktlisi hari¢ gecici iskemi-reperfiizyon
modellerinde miyokard fonksiyonunu korudugu gosterilmistir (111).

Etil pirtivatin MSS {izerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalara bakildiginda, EP’nin
yetigskin sicanlarda serebral arter tikanikligi sonrasinda noroprotektif etkisinin oldugunu
gosteren ¢alismalarin varlig1 dikkati ¢ekmektedir (13, 14, 84). Yu ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada, sicanlar {lizerinde orta serebral arter tikanikliiyla olusturulan iskemide

EP’nin iskemik hasarlarda giiclii bir koruyucu etkisi oldugu rapor edilmistir (14). Shen ve
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arkadaglarinin siganlar iizerine yaptiklar1 ¢aligmada EP’nin neonatal hipoksik iskemi
sonrasi beyin dokusu kaybina kars1 giiclii noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(84). Choi ve arkadaslarinin yapmis oldugu benzer bir ¢alismada ise EP’nin Parkinson
hastaligit modellerinde dopaminerjik hiicre 6liimii tizerinde de koruyucu etkisi oldugunu
gosterilmistir (112). Tavsanlar tizerinde Wang ve arkadaglarinin yaptig1 bir diger ¢caligmada
ise spinal kord iskemik hasarinda EP’nin gegici iskemik omurilik hasarina kars1 giiglii bir
koruyuculugu oldugu 6ne siirtilmektedir (113). Bu ¢alismalarda genel olarak EP’nin anti-
inflamatuar etkisinin ve hiicre 6liimleri lizerinde inhibitor etkisinin olmasi esas alinmaistir.

Yapilan ¢aligmalarda piriivatin siganlarda olusturulan gegici genel beyin iskemisi
sonrasinda hipokampus CA1 bolgesinde noéron hasarlarina karst koruma sagladig
gosterilmistir (88). Etil pirtivat’in hipokampus iizerindeki etkilerini irdeleyen caligsmalar
incelendiginde ise konuyla ilgili sinirli sayida ¢alismanin oldugu goriilmektedir. Cho ve
arkadaslarinin fareler lizerinde yaptiklari bir ¢alismada kainik asit tizerinde EP’1n etkisinin
olup olmadig1 incelendi. Bilindigi iizere kainik asit, beyin ve omurilikte bulunan ve uyarici
bir néromedyatdr olan glutamik asidin analogudur ve noronal hiicre 6liimiinii uyaran bir
maddedir. Yapilan bu calismada intraserebroventrikiiler yoldan oncelikle kainik asit,
kainik asit enjeksiyonundan 12 saat sonra da yine ayn1 yoldan EP, hipokampusun CA1 ve
CA3 bolgelerine uygulanarak bu bolgelerdeki piramidal noron 6liimlerine bakildi. Calisma
sonucunda EP’nin hipokampusdaki hiicre o6liimlerini azalttigi ve kainik asitin ortaya
cikardigi bellek bozuklugunu inhibe ettigi gosterildi (114). Muro ve Sutton’un siganlar
tizerinde yaptig1 bir diger calismada ise, siganlara kafa travmasi sonrasinda sodyum piriivat
(SP) ve EP uygulanarak muhtemel etkileri arastirildi. Bu calismada sicanlara
hipokampusun kortikal kontlizyon yaralanmasi sonrasinda SP ve EP uygulandi. Caligma
sonucunda hem SP hemde EP uygulanan gruplardaki hayvanlarin hafizalarinda daha erken
diizelmeler oldugu, hipokampusdaki 6lii hiicrelerin sayisinda azalma oldugu ve buna bagh
olarak da noronal doku kaybinin azaldig1 goriildii. Bu calisma sonucunda SP ve EP’nin
noroprotektif etkilerinin yani sira EP’nin etkisinin daha once basladigi da rapor edildi
(115) Yine bir diger calismada EP’nin anti inflamatuar etkisi sayesinde hipokampusda
noron 6limiinii azalttig bildirildi (86).

Yapilan ¢aligsmalar incelendiginde EP’nin nérogenezis iizerinde etkisi olabilecegi de
kuvvetle muhtemeldir. Bu nedenden dolay1 bu calisma planlanmistir. Ozellikle postnatal
donemde norogenezisin hipokampus bolgesinde gerceklestigi deneysel olarak da

gosterildiginden calisma bolgesi olarak hipokampus seg¢ilmistir. Bilindigi iizere yakin
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zamana kadar yetiskin memelilerinin MSS’de yeni noronlarin olusmadigr ya da hasarli
bolgelerde yenilenme olmadigi diisiiniilmekteydi (9). Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalarda yetiskin MSS’nin bazi bolgelerinin yeni glia ve ndron iiretme yeteneginde
oldugu ortaya kondu. Bu c¢aligmalar multipotent Ozellikleri tanimlanan sinir kok
hiicrelerinin insanlar1 da i¢ine alan ¢esitli memeli tiirlerinde yasam boyunca gesitli sinir
hiicrelerine doniistiigiinii géstermektedir (10, 11).

Normal yetigkin beyinlerinin birgok yerindeki ndronlar hiicre 6liimii sonrasinda
yenilenmez. Ancak kendi kendini yenileyen kok hiicreleri beynin farkli bolgelerinde
gosterilmistir. Bu bolgeler hipokampusun girus dentatusu ve lateral ventrikiillerin
subventrikiiler bolgesine yakin olan subependimal katmanidir (12). Bu kisimlardaki kok
hiicreler bazi ilaglar, ¢evresel etkenler, bazi psikolojik ve patolojik olaylar sonucunda
uyarilarak yeni sinir hiicreleri olusumunu tetikler. Psikososyal stres (116), Alzheimer
hastaligi ve Lityum (117), vitamin E eksikligi (118) ve iskemi (1) gibi faktorler
norogenezisi etkilemektedir. Bu etkenlerden bir tanesi de beyin iskemisidir. Iskemik beyin
hasar1 hiicresel ve molekiiler yenilenme mekanizmalarini tetikleyerek iskemik bdlgede
ndrogenezisin baglamasini saglar (3).

Cesitli nedenlere bagl olarak meydana gelen beyin iskemisi, yetiskin niifus i¢indeki
en onemli 6lim ve sakatlanma nedenlerinden biridir. Hipokampus alan1 iskemiye duyarl
bir bolgedir (77). Beyinde hipokampusun {i¢ boyutlu konumu olduk¢a karmasiktir. Tiirlerin
cogunda hipokampal olusumun uzun ekseni C seklinde uzayan, uzamis bir yapiya sahiptir
(23, 24). Hipokampus’un karmasik yapisi ve beyinde bulunan bir ¢ok bdlge ile yakin iligki
icinde olmas1 hipokampus fonksiyonunun tanimini da zorlastirmaktadir (49). Tiim bu
karmagsik yapisina ve fonksiyonuna ragmen calismalarda hipokampusun davranislar
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu da ifade edilmektedir (119, 120).

Bu nedenle ¢alisma siiresince cerrahi miidahale sonrasinda siganlarin davraniglari da
giinliik olarak takip edilmistir. Beyin iskemisi olusturulan gruplarda, iskemi sonrasinda
yemek yeme bozuklugu, kaginma, agresiflik ve saldirganlik gibi davranisla ilgili
problemler ortaya c¢ikmustir. Ozellikle kaginma, agresiflik ve saldirganligin iskemi
sonrasinda 5 gilin boyunca devam ettigi gézlenmistir. Ayrica yemek yeme davraniginda da
ilk 5 giinde bozukluk oldugu gézlendi. Bu durum iskeminin davranis ve yemek yeme
lizerine gecici bir siire olumsuz etkisinin oldugu seklinde agiklanabilir. Bu durum da
iskemi bolgesinde zarar goren hiicrelerin, EP’nin ndrogenezisi baslatarak hiicre sayisini

normale dondiirdiigiinii diislindiirebilecegi gibi, iskeminin de ndérogenezisi baslatmasi



49

sonucu da olabilecegi diisliniilebilir. Zira iskeminin (1, 3) ve EP’nin (86, 113, 114)
norogenezis lizerinde etkisi olabilecegi bilinmektedir. Civcivler iizerinde yapilan bir
caligmada, degisik siirelerde uygulanan iskeminin &grenme davranisi iizerine olan
etkilerine bakildi. Bu c¢alismada iskemi sonrasi erken donemde motor fonksiyonlarda
bozulmalarin olabilecegi, ancak bunun daha sonra diizelebilecegi ileri siirtilmektedir (61).
Bu calismada elde edilen davranis ile ilgili bulgular, bizim ¢alismamizda iskemiden 5 giin
sonra azalan kaginma, agresiflik ve saldirganlik bulgulari normale donmesini destekleyen
bir bulgulardir.

Caligmada hiicre sayis1 verilerinin elde edilmesinde stereolojik yontemlerden optik
disektor kullanildi. Stereoloji, gerg¢ekte iic boyutlu olan herhangi bir yapmin iki boyutlu
goriintlilerinden yola ¢ikarak, onlarin ii¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili sayisal verilerin elde
edilmesini saglayan bilim dalidir (18). Stereolojik yontemler kullanilarak yapilan
calismalarda say1, hacim, alan ve uzunluk gibi sayisal verilerin elde edilmesi miimkiindiir.
Biyolojik yapilarla ilgili yapilan ¢alismalarda eger dokuyu elde etmek miimkiin ise uygun
histolojik yontemler kullanilarak dokudan kesitler elde edilmesi, dokularin boyanarak
ilgilenilen yapmin ve smnirlarimin goriinebilir hale getirilmesi ile elde edilen kesitler
tizerinde stereolojik c¢alismalarin yapilmasit miimkiindiir (18, 93). Giinlimiizde bu
yontemler kullanilarak birgok ¢alisma yapilmaktadir (61, 94). Calismada hipokampusdaki
noron sayilarmin elde edilmesi i¢in bilgisayar destekli stereoloji analiz sistemi
kullanilmistir. Analiz sisteminin kullanilmasi birey kaynakli 6l¢glim hatalarmin ortadan
kaldirilmasini saglayarak belirlenen siirede ¢aligmanin tamamlanmasini saglar.

Calisma sonuglart noron sayilart bakimindan degerlendirildiginde énemli bulgulara
ulasilmistir. Sonuclar kontrol grubu ile iskemi ve kontrol grubu ile iskemi+EP gruplari
arasinda anlamli farkliliklarin oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar iskeminin ndron
sayisinda azalmaya neden oldugunu ancak EP’nin da bu azalmayi degistirmedigini
gostermektedir. Iskemi grubu ile iskemi+EP grubu karsilastirildiginda ise iskemi+EP
grubunun ndron sayisinda artig olmasina ragmen bu artisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
Bu sonucu destekleyen bir diger bulguda, kontrol grubu ile sham+EP gruplar arasinda
anlamli bir farkliligin bulunmamasidir. Bu bulgular EP’nin iskemi ve ndron sayisi lizerinde
herhangi bir etkisinin olmadig1 seklinde yorumlanabilir. Ayrica iskemi grubu ile sham+EP
ve iskemi+EP grubu ile sham+EP karsilastirildiginda néron sayisinda anlamli farkliliklar
vardir. Bu sonuglar EP’nin iskeminin olusturdugu hiicresel hasar {izerine herhangi bir

etkisinin olmadigin1 géstermektedir.
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Iskemi ve néron sayist iliskisini irdeleyen ¢alismalar incelendiginde farkli sonuglarin
ortaya ¢iktig1 dikkati ¢gekmektedir. Baz1 ¢alismalarda, iskeminin ndrogenezisi tetikleyerek
noron sayisinda artisa neden oldugu iddia edilmektedir. Sican beyninde olusturulan
deneysel iskemi modellerinde, iskeminin ndron sayisini arttirdigi ileri siirlilerek baslica
girus dentatus ve subventrikiiler zon olmak {izere beynin bazi bdlgelerinde norogenezisin
gerceklestigi ve olusan yeni ndronlarin hasarli bdlgelere goc edebilecegi iddia
edilmektedir. Ornegin Jiang ve arkadaslari orta serebral arter okliizyonu yaparak
gerceklestirdikleri ¢alismada yeni ndronlarin olustugundan bahsetmektedirler (12). Yine
benzer bir ¢alismada Jin ve arkadaglari, iskemi sonucu girus dentatusun subgraniiler
bolgesinde ve rostral subventrikiiler bolgede noroproliferasyon olustugunu gostermislerdir
(3). Bununla birlikte ¢alisma sonuglarimiza benzer sekilde iskeminin ndron sayisini
azalttigin1 gosteren c¢aligmalarda mevcuttur. Ornegin Herguido ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada sicanlarda ndron kaybi oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismalarda beyin
iskemisi gibi hiicre siklusunu baglatacak patolojilerin, postmitotik néronlarda apopitozise
yol acarak ndron sayisinda azalmaya neden oldugu ileri siiriilmektedir (78).

Kaynaklarda EP’nin hipokampus ndron sayisi lizerindeki etkilerini inceleyen ¢ok az
calismaya rastlanmaktadir. Bu c¢aligmalarin bir kismi ¢alismamizda ortaya ¢ikan EP’nin
iskemi {izerine herhangi bir etkisi olmadigr bulgusunu desteklememektedir. Bu
caligmalardan Cho ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklar1 g¢alismada EP’nin
hipokampusdaki hiicre 6liimlerini azalttig bildirilmistir (114). Muro ve Sutton’un siganlar
tizerinde yaptigi bir diger calisjmada EP uygulanan gruplardaki hayvanlarin
hipokampusundaki 6lii hiicrelerin sayisinda azalma oldugu ve buna bagli olarak néronal
doku kaybmin da azaldig:i bildirilmistir (115). Bir diger calismada ise EP’nin
hipokampusda néron Sliimiinii azalttig1 bildirilmektedir (86).

Calisma sonuglarimizdan iskeminin ndron sayisini azalttigi sonucu ortaya
cikmaktadir. Burada akla gelen en dnemli sorulardan bir tanesi iskeminin hiicre sayisini
nasil azalttigidir. Bu sorunun cevabini sadece yaptigimiz c¢aligma sonuglarindan yola
cikarak izah etmek miimkiin degildir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda hiicre
siklusunu baslatacak patolojilerin, postmitotik néronlarda apopitozise yol agarak ndron
sayisinda azalmaya neden oldugu ileri siirtilmektedir ve bu patolojilerin en 6nemlilerinden
birisi de beyin iskemisidir (78, 121, 122). Calismalar iskeminin postmitotik ndronlarda

apopitozise yol acarak noéron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir.
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Caligmamizda da iskemi gruplarinda ndron sayist azalmasinin postmitotik ndronlarda
apopitozis sonucu ortaya ¢iktig1 iddia edilebilir.

Calismamizda EP’nin ¢oziiniirliigii i¢in ringer laktat kullanilmistir. Ringer laktat’in
noron sayisi lizerinde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin anlasilmasi i¢in ¢alismaya
sham-+ringer laktat grubu ilave edilerek diger gruplarla karsilastirmasina da bakildi. Elde
edilen bulgular sham-+ringer laktat grubu ile sham+EP ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli
bir iliski olmadigimi gosterdi. Bu sonuglar ringer laktatin EP ¢oziniirliigiinde giivenle
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak, iskemi+EP ile sham+ringer laktat gruplari
arasinda, iskemi+EP grubunun ndron sayisinin sham+ringer laktat grubunun ndéron
sayisina gore belirgin bir azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsiz bir iliski
bulunmustur. Bu durum tarafimizdan tam olarak izah edilememistir. Ciinkii Sham+ringer
laktat grubu ile kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir iliskinin olmamasi, iskemi+EP ile
sham-+ringer laktat gruplar1 arasinda anlamli bir iliskinin olmasin1 gerektirirdi. Bu sonug
kaynaklarla da desteklenememistir.

Sonug olarak tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, iskeminin 16 haftalik sigan
hipokampusu ndron sayisin1 azalttigi, beklentimizin aksine EP’nin iskeminin olusturdugu

hiicresel hasar iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan calismadan cikarilabilecek sonuglar agagida verilmistir.

1. Iskemi sonras1 erken dénemlerde motor fonksiyonlarda bozulmalar olmaktadir.
Ancak daha sonra diizelmektedir.

2. Iskemi 16 haftalik sigan hipokampusunun néron sayisini azaltmaktadir.

3. Etil piruvatin 16 haftalik sican hipokampusunda olusturulan iskemi iizerinde
herhangi bir etkisi yoktur.

4. Ringer laktat, EP ¢oziliniirligiinde giivenle kullanilabilir.

Bu sonuclar 1s1ginda konuyla ilgili arastiricilara su Oneriler yapilabilir. Calisma
sonuglarimiza gore iskemi 16 haftalik sigan hipokampusunda ndron sayisini azaltmaktadir.
Etil piruvat ise iskemi sonrasinda ortaya ¢ikabilecek patolojilerin tedavisinde kullanilmaya
aday bir terapotik ajan olarak bilinmektedir. Ancak ¢alisma sonuc¢larimiz bu iddiay1
desteklememektedir. Bunun i¢in ¢alismamizda elde ettigimiz verilerin yani sira ¢alisma
immiinohistokimyasal, biyokimyasal, otoradyografik ve ultrastrukturel yontemler
kullanilarak detaylandirilmali ve elde edilen bulgularla bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz
bulgular karsilastinlmahidir. Ilgili arastiricilar igin iskemi ve EP iliskisinin bu yoniiyle
arastirilmasi, konuya farkli bakis acilar1 getirecektir.

Ayrica klinik caligmalarina ge¢meden Once iskemi ve EP iligkisini inceleyen
deneysel ¢aligmalarin sayisinin arttirilmas: gerekmektedir. Ciinkii bu iligkiyi inceleyen ¢ok
az sayida deneysel calisma mevcuttur. Bu nedenle iskemi konusu ile ilgili calisan

arastiricilar i¢in iskemi ve EP iligkisi arastirilmaya deger bir konudur.



7. OZET

Cesitli nedenlere bagli olarak meydana gelen beyin iskemisi, yetiskin niifus
icerisindeki en onemli 6liim ve sakatlanma nedenlerindendir. iskemi iizerine bircok
calisma yapilmasina ragmen olusan hasarin nasil 6nlenecegi konusunda heniiz yeterli bir
ilerleme saglanamamistir. Hipokampus, iskemiye duyarli ve postnatal donemde
norogenezisin gerceklestigi bir bolgedir. Etil piriivat (EP) antioksidan, antienflamatuar bir
ajandir. Ayni zamanda noroprotektif bir maddedir. Bu nedenle, beyin iskemisinde etil
piruvatin hipokampus néron sayisi lizerine olabilecek muhtemel etkilerini arastirmak igin
bu ¢aligsma planlanmustir.

Calismada 16 haftalik, Sprague Dawley tiirii, 30 adet disi sigan kullanildi. Sicanlar
kontrol (I. Grup), iskemi (II. Grup), iskemi + EP (III. Grup), sham+EP (IV. Grup) ve
sham-+ringer laktat (V. Grup) gruplar1 olmak iizere bes gruba ayrildi. I. Gruba herhangi bir
uygulama yapilmadi. II. ve III. Gruplarda bulunan siganlara 30 dakika siire ile iskemi
olusturuldu. II. Gruba iskemi sonras1 herhangi bir uygulama yapilmadi ve 10 giin boyunca
takip edildi. III. Gruba ise iskemi yapildig:1 giinden itibaren on giin boyunca ayni saatte
olmak tizere giinde bir kez EP (40 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. IV. ve V.
Gruplarda bulunan siganlarin boyun bdlgelerine cilt kesisi yapildi ve dikildi. IV. Gruba
cerrahi miidahale yapildig: glinden itibaren on giin boyunca ayni saatte olmak {izere giinde
bir kez EP (40 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. V. Gruba cerrahi miidahale
yapildig1 giinden itibaren on giin boyunca ayni saatte olmak tiizere giinde bir kez ringer
laktat (40 mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. Deneyin 11. giiniinde tiim sicanlar
dekapite edilerek beyin dokular1 ¢ikarildi. Beyin dokular: rutin histolojik doku takibinden
gecirilerek parafine gomiildii. Daha sonra sistematik rastgele érnekleme ile kesitler alindi,
Cresyl fast violet ile boyand1 ve optik par¢alama yontemiyle stereolojik analizleri yapildi.

Calisma sonuglar1 gore kontrol grubu ile iskemi ve kontrol grubu ile iskemi + EP
gruplar1 karsilagtirildiginda, iskemi gruplart ndron sayilarinda azalma oldugu ve bu
azalmanin anlamli oldugu goriildi. Bu sonug¢ siganlarda uygulanan iskeminin
hipokampusun corno ammonis (CA) bdlgesinde ndron sayisini azalttigini gostermektedir.
Kontrol grubu ile sham+EP gruplar1 arasinda noron sayis1 bakimindan anlamli bir farklilik
olmamasina ragmen iskemi ile sham+EP ve iskemi +EP ile sham+EP gruplar1 arasinda
noron sayist bakimindan anlamli farkliliklar vardir. Bu sonuglar ise siganlarda uygulanan
EP’nin hipokampus CA bdlgesindeki ndron sayisi iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigin
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sican, hipokampus, iskemi, etil piriivat, stereoloji, optik disektor.



8. SUMMARY

“The Effect of Ethyl Pyruvate Administration on Rat Hippocampus Neuron Number
After The Brain Ischemia”

The cerebral ischemia which is caused by various reasons is one of the major causes
of death and disability in the adult population. Although there are many studies on
ischemia, satisfactory progress has not yet been made as for how the damage can be
prevented. Hippocampus is ischemia-sensitive a region in which neurogenesis occurs in the
postnatal period. Ethyl pyruvate (EP) is an antioxidant and antiinflamatory agent. At the
same time, it is a neuroprotective agent. Therefore, this study was planned to determine
study the possible effects of EP on the number of neurons in the hippocampus in the
cerebral ischemia.

In the study, 30 female Sprague Dawley rats of 16-week-old were used. Rats, were
divided into five groups, including control (Group I), ischemia (Group II), ischemia+EP
(Group III), sham+EP (Group 1V) and sham+ringer lactate (Group V). No intervention was
performed to the group I. Ischemia, for 30 minutes performed for the groups II and III.
Group II did not receive anything after the ischemia and followed for 10 days. Since the
ischemia was performed, EP (40 mg / kg) was applied to the group III intraperitonealy
once a day in the same time periods during the ten days’ period. In the group IV and V,
was performed incision and then suture to the rats’ necks. Since the surgery of the group
IV was carried out, EP (40 mg / kg) was applied to group intraperitonealy once a day in the
same time periods during the ten days’ period. Since the surgery of the group V was
carried out, ringer lactate (40 mg / kg) was applied to group intraperitonealy once a day in
the same time periods during the ten days’ period. On the eleventh day of the experiment
all the rats were decapitated and their brain tissues were removed. The brain tissues were
embedded in paraffin through routine histology follow up. Then, with a systematic random
sampling, sections were removed from the brain and stained with cresyl fast violet and
their stereological analyses were performed with the optical fractionator method.

Acording to the results, there are reduction between control group and ischemia, and
between the control group and iscemia+EP groups with respect to the number of neurons
and these reduction are significant. And this shows that, ischemia involved in the rats
reduced the number of neurons in the hippocampus corno ammonis (CA). There was not
any significant differences between the control group and sham+EP group with respect to
number of neurons unlike significant differences between the ischemia and sham+EP and
between the ischemia+EP and sham+EP in the number of neurons. These results show that
the EP in the rats does not have any significant influence on the number of neurons in the
hippocampus CA.

Key Words: Rat, hippocampus, ischemia, ethyl pyruvate (EP), stereology, optical disector.
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