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TGF-1 Transforming Growth Factor- 1
TNF-0 Tumor necrosis factor-a

tnn Total neuron number

Vil



tns
tort
TrkA
TxA2
Uco
VEGF
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OZET
Uziim gekirdegi 6ziitii ile tedavi edilen hipoksik iskemik ensefalopatili
sicanlarda gyrus dentatusun stereolojik olarak incelenmesi
Dr. Hiseyin BAYLAN

Bu calismanin amaglari hem perinatal dénemin mortalite ve morbidite insidansi
yuksek bir sorun olan hipoksik-iskemik ensefalopati sonucu gyrus dentatus’ta
meydana gelen hicre sayisi degisikliklerini saptamak hem de liyolifize GzUm
cekirdedi 6zutinin antioksidan koruyuculugunun bu hicre sayisi degisikligi Gzerine

yaptigi etkiyi incelemektir.

Calismamizda liyofilize UzUm ¢ekirdekleri bir Gzim tird olan vitis vinifera cinsi
Uzimden elde edildi. Deneyde Wistar albino cinsi siganlar kullanildi. Siganlar
beserli doért gruba ayrildi:  Birinci gruba (HIE+UCO) hipoksi ve iskemi
uygulanmasinin yaninda liyofilize 0zUm ¢ekirdedi tatbik edildi (subkutandz
enjeksiyon), 2. gruba (UCO) sadece Uzim gekirdedi 6zitl tatbik edildi, 3. gruba
(kontrol) yalanci operasyon yapildi, son olarak 4. gruba (HIE) ise sadece hipoksi-
iskemi yapildi. Hipoksik iskemi, modifiye Levin modeline gore uygulandi. Sigcanlarin
6grenme ve bellek fonksiyonlari Morris su tanki testiyle oélgtldid. Sakrifikasyon
sonrasi ¢likartilan beyinlerde stereolojik ydntemlerle gyrus dentatus graniler hiicre
tabakasinda grandler hicre sayimi yapildi ve toplam granller hiicre sayisi

hesaplandi.

Vucut ve beyin agirliklar agisindan en duguk ortalama 1.grupta, en yuksek ise 3.
grupta olarak saptandi (p<0,05). Morris su tanki testi sonuglarina gére zaman ve yol
acisindan birinci grubun performansi digerlerine gore diisiiktii. istatistiksel olarak
zaman agisindan 1.-2. ve 1.-3. gruplar arasinda, yol agisindan ise sadece 1.-2.
gruplar arasinda anlamli fark bulundu. Hiz agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunamadi. Gyrus dentatus’da bulunan toplam graniler hicre sayilari
karsilastirildiginda en dusuk hucre sayisi ortalamasi 1.grupta, en yuksek ise 2.

grupta saptandi. Fakat gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildi.

Morris su tanki testinde 1. grup ile 2. ve 3. gruplarin performanslari zaman
acisindan karsilastirildiginda Uzim c¢ekirdegi 6zatd aleyhine anlamh bir fark
bulundugundan ve 4. grup ile karsilastirildidinda ise anlamli bir fark
saptanmadigindan liyofilize Uzim c¢ekirdedi 6zutinin hipoksik-iskemik beyin

hasarina bagli olusan 6grenme ve bellek yetersizligini degistirmedigi sonucuna

X1



varildi. Gyrus dentatus’da toplam granuler néron sayilarinin sonuglarina gére tGzim
cekirdegi 6zutinin hipoksik iskemik sicanlarda hilicre sayisi Uzerine anlamli bir

etkiye sahip olmadigi saptandi.

Anahtar kelimeler: gyrus dentatus, sigan, hipoksik iskemik ensefalopati, Morris su

tanki testi, 6grenme bellek, stereoloji, tizim ¢ekirdegi 6zt
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SUMMARY
Stereological Investigation of dentate gyrus in hypoxic ischaemic
encephalopathic rats treated with grape seed extract
Dr. Hiseyin BAYLAN

The aims of this study are both to detect the changes of cell count that take place in
dentate gyrus due to hypoxic ischaemic encephalopathy which is a problem of
perinatal period that has high incidence of mortality and morbidity, and to
investigate the effect of antioxidant prototection of lyophilized grape seed extract on
this cell count change.

In our study lyophilized grape seed is obtained from the grape species vitis vinifera.
In the experiment wistar albino rats were used. Rats were seperated into four
groups that contain 5 animals in each. Lyophilized grape seed administered to
group 1(HIE+UCO) subcutaneously in addition to treating with hypoxia and
ischaemia, group 2 (UCO) had only grape seed administration, group 3 (control)
had sham operation, lastly group 4 (HIE) had only hypoxia-ischaemia. Hypoxic
ischaemia was treated according to the modified Levin model. The learning and
memory function of rats were tested via Morris Water Maze. The brains were
removed after sacrification. Granuler cells counting was done in the granuler cell

layer of dentate gyrus stereologically and total cell number was calculated.

In terms of body and brain weights the lowest mean was detected in group 1, and
the highest one was of group 3 (p<0,05). According to the results of Morris Water
Maze the performance of the first group was lower than those of the others in terms
of escape latency and path length. Difference statistically was found only between
group 1 and 2 and between groups 1 and 3 in terms of escape letency, in terms of
path length difference statistically significant was only found between groups 1 and
2. There was no difference significant among groups in terms of velocity. In
comparison of the total granuler cell counts in gyrus dentatus among groups, the
lowest cell count mean was detected in group 1, and the highest one in group 2. But
there was no difference statistically significant among groups in terms of total

neuron numbers.
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Because of finding a significant difference againts grape seed extract in comparison
of the Morris Water Maze Test performances of group 1 with the groups 2 and 3,
but no significant difference among groups 1 and 4, it is concluded that lyophilized
grape seed extract could not change learning and memory impairment due to
hypoxic-ischaemic brain injury. According to the results of total granuler neuron
number counts of gyrus dentatus, it is detected that grape seed extract doesn’t have
significant effect on cell count in hypoxic ischaemic rats.

Key words: gyrus dentatus, rat, hypoxic ischaemic encephalopathy, Morris water
maze, learning and memory, stereology, grape seed extract
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GIRIS VE AMAC

Perinatal serebral hipoksik-iskemi; serebral palsi, mental retardasyon,
6grenme bozuklugu ve epilepsi gibi kronik durumlarin sik bir sebebidir. Vaktinde
dogmus yenidoganlarin 2-4/1000’4, dogum esnasinda veya dogumdan kisa bir slre
Once asfiksi yasarlar. Hipoksik-iskemik ensefalopati gbsteren bu asfiktik
yenidoganlarin yaklasik %15 ten %20’ye kadari yenidogan sirecinde olurken,
hayatta kalanlarin %25'i kalici néro-psikiyatrik sekeller sergiler (1). Hipoksik-iskemik
beyin hasari slreci patolojinin sebebi esnasinda baslayan ve resusitasyon sonrasi
iyilesme periyodunda da devam eden, gelisen bir sirectir (1). HIE‘de (hipoksik-
iskemik ensefalopati) glutamat toksisitesi 6nemli etmenlerdendir. Hucre o6luma,
nekroz ve apopitoz olmak Uzere baslica iki tarltdur (2).

Gyrus dentatus (GD) hafiza ve anilarin sekillenmesinde, depresyon
patolojisinde etkili ve eksitatdér ndronlari bolca igcermesi nedeniyle epilepside de
onemli bir beyin bolgesidir. Yetiskin beyinde ndérogeneze sahip yerlerden biri olmasi
nedeniyle hipoksi-iskemi modellerinde arastiriimasi tercih edilen yerlerdendir.

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE) olusturan farkli patolojik durumlarda
tedavi edici yeni yontemler Uretebilmek ve mevcut yontemlerin gelistirilebilmesi igin
farkh deneysel hayvan modelleri kullaniimaktadir. Arastirilan patolojilerin
biyokimyasal mekanizmalari ve bu mekanizmalari etkileyen etken maddelerin farkli
etkileri hakkinda surekli arastirma sarttir.

Hucre o6lumunu engelleyen temel mekanizmalardan biri de antioksidan
yolaklardir. Uzim cekirdegi oziti (UCO); igerdigi bazi maddelerle ndron
harabiyetine yol agan oksidan mekanizmalari 6nlemesi sayesinde antioksidan
Ozellik gdstermektedir. Bir grup polifenolik bioflavonoid olan proantosyanidinlerin
serbest oksijen radikallerine kargi biolojik, farmakolojik ve kemoprotektif 6zellikleri
oldugu bildirilmistir (3). Ozellikle oligomerik proantosyanidin’in Vitamin E den 20,
Vitamin C den 50 kat glgli antioksidan 6zelliJe sahip oldugu calismalarda
bildirilmistir (3). Hipoksi oncesi yiiksek doz UCO verilmesi normalde glutamat
tarafindan baslatilan Ca** artisini 6nemli derecede azaltir (4). Ca’un hiicre icinde
asiri birikmesi de hlcreyi o6ldiren temel mekanizmalardan oldugu icin UCO
Uzerinde arastirma yapilmalidir.

GD, formatio hipocampalis i¢inde bir alt bolge olup hippocampustan farkh
Ozelliklere sahiptir. Norogenez yapan hucrelerden zengindir ve hipoksiden daha az

etkilenen bir bolgedir. Hipoksik-iskemik ensefalopati modeli uygulanan yenidogan



sicanlarda énceden UCO verilenlerin GD’lerindeki noron sayisi degisikliklerinin
UCO verilmeyen yenidodan siganlara gére farkli olacagini distintiyoruz.

Bu calisma; hipoksi-iskemi uygulanmis neonatal sigcanlarda, oksidatif stres
sonucu davranis testi sonuglarinda meydana gelecek degisikliklerin Morris Water
Maze testi ile, gyrus dentatus graniler hicre sayilarinda meydana gelecek
degisikliklerin histolojik ve stereolojik ydntemlerle saptanarak, Uzim c¢ekirdegi

6zutinun bu degisiklikler Gzerine etkisini aragtirmak tzere planlanmigtir.



GENEL BILGILER

NORAL GELISIiM

Bir organizma zigot denen tek bir hicreden ¢odalmis ve farklilasmis, 6zel
islev ve boyutlar sergileyen farkh hicrelerden olusur. Bu hiicrelerden olan néronlar
Ozel iglevlerinin yaninda akson ve dendritlerinin uzunlugu acisindan digerlerinden
farkhidir. Néronlar sinaps yapacagi eslerini secerler. insan beyni ortalama 10'den
fazla noron igermektedir (5). Embriyonun birbirine farkh uzakhktaki bircok
noktasinda, birbiriyle baglantisiz sinir yapilari olusur. Sinir sistemi bilesenlerinin
organizmadaki iligkili oldugu yapilarla baglantisi embriyogenez boyunca devam
eden bir suregtir.

Merkezi sinir sistemine ait néronlar ve glial hiicreler, néral tipl olusturmak
icin kivrilan ektodermin bir boliminden kdken alir. Noronlar glialarin sagladigi
kapali ve korunakli bir ortamda islev gorur. Bu yuzden glial hicreler her zaman
ndronlarla birlikte olusmalidir.

Gelisim acgisindan sinir sistemi ¢ evreye ayrilir (5).

Evre 1: Sinir hucreleri olugur. Hucreler kendi yerel mekanizmalarina bagl
olarak uyarici sinyaller ve gen dlizenleyici mekanizmalarla farkli sinir bilesenlerine
donusdurler.

Evre 2: Olusmus sinir bilesenleri akson ve dendritlerini uzatarak gegici bir
dizenli ag kurarlar boylece sistemin ayri bélumleri arasinda baglanti saglanir.

Evre 3: Erigkinlikte de devam eden bu evrede birbirine uzak bilesenler
arasinda elektrik sinyallerinin akigina ve glcune bagh olarak ince ayarlar
dizenlenir.

Gelisim esnasindaki tipik bir ndron baglanti kurmak i¢in aksonunu uzatarak
sinyal génderir. Bagka ndronlarin aksonlarindan gelen sinyalleri ise nispeten daha
kisa olan uzantilari, birka¢ adet dendrit ile almaya calisir. Sinyal alamamis veya
yetersiz almig néronlar apoptoza ugrarken gugcli sinyaller alan néronlar yagamaya
devam eder (6). Gelisen ndronlar ince yapili akson ve dendritlerini blyime konileri
denen yapilar sayesinde uzatabilir. Bu uzantilar N-CAM ve N-kaderin gibi zar
glikoproteinlerini barindiran biylime konileri, destek glial hiicreler ve kas hicreleri
tarafindan suriklenir (7). Matriks proteinlerinden laminin aksonlari uzatir. Blyume
konileri hedefe ulasirsa genellikle aksondan dendritle sinaps yaparak iglevini
tamamlar. Hedefe ulasmis konilerin genellikle yaridan fazlasi 6lir (5). Sinir
hucresinin blyime ve sad kalimini hedef dokularca salinan bazi nérotrofik etmenler

denetler. Bunlarin en bilineni NGF ve onun reseptorid TrkA'dir (8). Norotrofik



etmenlerin yetersizligi hicreleri apoptoza goétirur (6). Aksine yeterli NGF Uretimi
sonucu duyusal ve sempatik sinirlerin fizyolojik apoptozu azalir. NGF veya
reseptori olan TrkA genlerinde mutasyon olusturulan farelerin nerdeyse tim
sempatik néronlari ve NGF bagimli duyu néronlarinin olusamadigi gézlenmistir (6).
NGF ve akrabalarinin yerel etkileri de vardir. NGF zarar gormuis bdlgelerde sinir
iletiminin olusumunu uyarir (9).

Erigskin memeli beyni ve omuriligi kendini ¢ok kisith da olsa onarabilir (5).
Hatta beynin bazi bolgelerinde 6len hicreler yerini strekli yeni ndronlara birakir. Bu
bdlgelerin kendini yenileyebilme yetenekleri sahip olduklari néral kdk hicrelerine
baghdir.  Suhonen  ve arkadaslarinin  yaptigi  deneyde  kemirgenin
hippocampusundan alinmig kok hucreler ayni kemirgenin bulbus olfactorius’unun
oncll yolagina asilanmis ve farklilagsma anatomik bdlgenin islevine uygun sekilde
gergekleserek yeni bir bulbus olfactorius olugmustur (10). Suhonen’in ¢galismasi (10)
ve benzeri galismalar merkezi sinir sisteminde olusmus hasar ve hastaliklarda néral
kok hucrelerinin kullanilabilmesi Uzerine yapilan arastirmalari derinlestirmek

gerektigini distundurmektedir.

Gyrus Dentasus

Gyrus dentatus yeni anilarin olusturuldugu bir bdlgedir. Ayrica hippocampus
ile beraberce archicortexi olustururlar (11). GD, gyrus hippocampi (gyrus
parahippocampalis) ile hippocampus arasinda bulunan dar ve ince bir gri cevher
yapisidir. Arkada corpus callosum’un splenium bélimudnun yakinina kadar fimbria
hippocampi ile beraber uzanir. GD, dnce gyrus fasciolaris daha sonra ise indusium
griseum olarak devam eder. indusium griseum corpus callosum’un Ust yiiziin{ érten
ince bir gri cevher yapisidir. indiseum griseum’un Ust ylzinde 2 adet stria
longitudinalis lateralis arasinda 1 adet stria longitudinalis medialis denen ince beyaz
cevher seritleri bulunur. GD, 6n tarafta ise uncus’un gentigine girer ve medialde

Giacomini’nin bandi ile birlesir (11).

GD bir istasyon vazifesi gorir. Birgok kortikal merkezden gelen uyarilar

entorinal korteks (EC) yolu ile GD’ye gelip hippocampus’a iletilir (12).

GD igcten disa dogru sdyle tabakalanir. 1: Molekiler, 2: Grandler, 3:
Polimorfik tabakalar (11). Bu tabakalardan graniler tabaka en belirgindir ve icerdigi
granuler hicrelerin aksonlari hippocampus’un CA3 alt bolgesine uzanir. Bu hiicreler

daha c¢ok interndronlara ulagir ama ayni zamanda piramidal néronlara da gider.



Bunlar GD’nin ana uyarici néronlaridirlar. Perforan yollar da denen GD’nin temel
afferentleri EC’nin 2. tabakasindan kaynaklanir. GD diger kortikal yapilardan girdi
almaz. Bu perforan yolak EC’de olusum sirasina gére medial ve lateral olarak ikiye
ayrilir. Medial perforan yolak graniler hicrelerin proksimal dendritik alanlariyla,
lateral yolak ise ayni hicrelerin distalleriyle sinaps yapar (13). Granuler tabaka,
hippocampus’taki piramidal hucrelerin dendritlerinde sonlanan aksonlarin ¢iktigi,
sikica bir araya gelmig, yuvarlak ve oval néronlardan olugur. Birkag akson fimbria
hippocampi’ye katilir ve fornix'e girer. GD, EC’den gelen afferentlerdeki bilginin
CA3’te depolanmasini kolaylastirir ve bdylece hafizadaki eski bilgiler islenme
esnasinda korunarak yeni bilgiye adapte olur (14). GD medial temporal lobda
EC’nin 2. ve 3. tabakalariyla kendi molekiler tabakasina uzanan perforan yollarla
uyarilar alr. Bu yolun aksonlari GD’nin molekuler tabakasinin 2/3’'lik dis tarafinda,
grandler hucrelerinin dendritlerinde sonlanir. Schaffer kollateralleri GD’nin CAl
piramidal hicreleri ile temas kurarak hippocampus’a bilgi akisinda bulundugu
yollardir. CA1 bélgesi EC’ye projekte olan subikular kompleks ile yogun baglanti
kurar (15).

Formatio hippocampalis

Formatio hippocampalis lobus limbicus’un icinde bulunan; hippocampus,
GD, subiculum, alveus, fimbria hippocampi, indusium griseum, forniks ve septal
bdlge (primitif prekomissural alan)den olusan bir yapidir (15). Filogenetik olarak
beynin en eski bélimudir (11). Bazi kaynaklara gére gyrus parahippocampalis bu
yaplyl sarmalayan bir bdlgedir, bazi kaynaklarda ise bu butinligun igindedir
(12,16). Neocortex’e gore daha primitif bir yapidir (12). Formatio hippocampalis ve
lobus limbicus beraberce rhinencephalon (koku beyni) olarak da adlandirilir.
Indusium griseum corpus callosum’un Ustindeki gri maddedir, gyrus supracallosum
olarak da isimlendirilir (12,16).

Hippocampus

Limbik sistemin bir parcasidir ve beyindeki bircok bolgeyle iliskisi vardir.
Limbik sistem genel olarak 6grenme, bellek, iggudli ve emosyonel davraniglarda
gorev alir. Hippocampus her turli duyusal uyaridan etkinlesir ve davranislarimizi
limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gondererek etkiler (16,17). Yagamsal
gorevi; yeni bilgileri depolayip, kisa sureli bellegi uzun sireli hale getirmektir (12).

GD ve hippocampus beraberce archicortex gatisi altinda kabul edilir (11).



Hippocampus cornu temporale ventriculi lateralis’in tabaninda ortalama 5 cm
uzunlugundaki bir yapidir. On kismi genistir ve pes hippocampi olarak adlandirilan
ayak benzeri bir ¢ikintiya sahiptir. Ayagin digitationes hippocampi denen 3-4 adet
yuvarlak cikintisi bulunur. Digbikey yuzu lateral ventrikilin alt duvarindadir.
icbiikey ylizii ise hemisferin alt yiziine dogru yénelmistir. Alt yizde sulcus
hippocampi denen vyarik seklinde bir acgiklik vardir. Hippocampus’un ventrik(l
boslugundaki yuzu alveus denen ince bir myelinli beyaz cevher tabakasi ile
ortaladar. Alveus hippocampus’ta bulunan sinir hicrelerinin aksonlaridir. Bu lifler
hippocampus’un medial kenarina dogru toplanip fimbria hippocampi’yi olusturur.
Fimbria hippocampi arkada crus fornicis olarak devam eder. Hippocampus arkada
corpus callosum’un splenium kisminin altinda son bulur (11,12,16). Gelisimin erken
evrelerinde hippocampus beynin dig yapisinin bir kismini olusturacak sekilde
anteriorda yer alirken gelismis beyinde inferior ve medial kisma yerlesmis olur (12).
Hippocampusun koronal kesiti C harfine veya denizatina benzetilebilir.
Hippocampus Latince denizati demektir. Hippocampus’a cornu ammonis (CA) de
denilmektedir. Bu ylzden bolimleri CA1, CA2 ve CA3 olarak da tariflenir.
Hippocampus histolojik olarak 3 tabakali bir olusumdur. Dista sinir lifleri ve daginik
kicUk noéronlardan olusan molekuler tabaka, ortada ¢ok sayida buyuk piramidal
noronlardan olusan piramidal tabaka, icte ise korteksin diger kisimlarindaki polimorf
tabakanin yapisina benzeyen polimorf tabakadir (11.12.16). Hippocampusun yapisi

koronal kesit olarak Sekil 1 de gorulmektedir (15).
Hippocampus’un baglantilari

Gyrus cinguli’den baslayan lifler, nuclei septales’den baslayan ve fornix
icinde arkaya gegen lifler, indusium griseum’dan baslayan lifler (stria longitudinalis
medialis ve lateralis icinde arkaya gegerek), entorhinal alan ve koku korteksinden
baglayan lifler, GD ve gyrus parahippocampalis’ten baslayan lifler hippocampus’a
afferent baglanti verirler. Ayrica commissura hippocampi iki hemisferi birlegtirir.
Efferent baglantilari ise hippocampus’un uzantilar alveus ve fimbrialar ile baglar.
Fimbria, crus fornicis olarak devam eder. Sag ve sol hemisferdeki crus’lar corpus
fornicis’i olusturacak sekilde birlesir. Corpus fornicis foramen Monroe’nun éniinde
asagl ve One dogru kivrilan iki columna fornicis’e ayrilir. Fornix formatio
hippocampalis’ten diensefalona ve septal alana uzanan ¢ift yonli bir yoldur.
Ortalama 2,7 milyon lif igceren fornix'in bir kisim lifleri commissura anterior'un

6énunden, bir kismi da arkasindan gecer (11). Commissura anterior'un arkasindan



gecenler nuclei anteriores thalami’de, mescencephalon’un tegmentum’unda ve
corpus mamillare’ye gelip nucleus medialis'te sonlanirlarken; commissura
anterior'un oOnlnden gecenler ise nuclei septales, lateral preoptik alan ve

hypothalamus’un 6n bolgelerinde e

L Alveus

sonlanirlar. Stria medullaris

/ stratum oriens

stratum pyramidalis

thalami'ye katilan lifler ise nuclei

, . stratum radiaum
habenulares’e gider.

stratum lacunosum

Hippocampus neokorteksin h,ppocampa..s—:"f' S ciretum moleculsre
birgok bélgesinden, 6zellikle de %
temporal kismindan bilgi alir.
Kortikal bilgi perforan yollar ve
alveus Uzerinden sirayla gyrus

prahippocampalis’teki EC'ye,
Pembe : GD (Gyrus dentatus)

San : CA (Cornu ammonis)

Yesil : Subikuler kompleksin alanlan
Mavi : EC (Entorhinal cortex)

CAl-3 : Hippocampus'un hiicre 1

GD’ye ve hippocampus’a ulasir.

GD’nin graniler hicrelerinden

uzanan yosunsu liflerin aksonlari
CA3'teki piramidal noronlarda Sekil 1: formatio hippocampalis’in koronal kesiti (15)
sonlanirlar. Bu piramidal noéronlar

fornikse yayilarak en énemli efferent yolu olusturur. CA3 néronlari ayni zamanda
CA7*’e de yayilip Schaffer kollaterallerini olustururlar.

Limbik sistemde hippocampus’tan baslayarak fornix, corpus mamillare,
tractus mamillothalamicus, thalamus’'un On c¢ekirdekleri, gyrus cinguli, corpus
callosum Uzerindeki cingulum ve hippocampus yolunu izleyen liflerin olusturdugu
halkaya Papez halkasi denir (11).

GD’da nérogenez

Hicre c¢ogalmasi kemirgenlerde ilk olarak GD’de gdsterilmistir. Graniler
hicre tabakasi yosunsu liflerin yeniden duzenlenmesi sayesinde yasam boyunca
devam eden nérogeneze sahiptir (18). GD’nin bu 6zelligi yetiskin kemirgenlerde
gOsterilmistir (19). Subgrantiler tabaka (SGT), grantler hiicre tabakasi ile GD’nin
hilus bélgesi arasinda bulunur. Yetigkin sicanda néronal prekirsorler SGT'de
bulunur ki bu yer bu hlcrelerin ¢cogalip granuler tabakaya go¢ yaptigi yerdir (20).
Gogtukleri yerde granuler hicre morfolojisini gelistirirler (19), farklanmig néronlarin
belirteglerini Uretirler (21) ve aksonal c¢ikintilarini postsinaptik hedeflere uzatirlar
(22). Yeni Uretilen GD granuler hucreleri hilus (CA4) ve GD’nin i¢ molekiler

tabakasinda ektopik olarak da bulunmustur (18). Yeni olugan granuler hicrelerinin,



aksonlarini hem CA3 piramidal hiicre tabakasina, hem de GD’nin i¢c-molekiler
tabakasina goénderdigi gosterilmistir (18). Hippocampus’ta perforan yolak
uyarildiginda SGT'da mitotik aktivite artar (18). Yetiskin beyinde subventrikiler
bolge (SVB) ve GD’de bulunanlar hari¢ birgok kék hiicre benzeri hiicre sessizdir ve
bu hiicreler kdk hticreler gibi kendilerini yenileyemezler. Bunlara progenitor hiicreler
denir ve normal hicreden daha hizli bolinebilen mitotik hicrelerdir (14). Yetigkin
siganlar 9400 boélinen hdcreye sahiptir ve bir hicrenin bdlinme hizi yaklagik 25
saattir. Bu hiza goére ginde 9.000 ve ayda 250.000 den fazla yeni hicre Uretilebilir
(23). Bir ayda uretilen yeni hucrelerin orani tum granul hucreleri icinde %6’dir (23).
Afferent ve efferent populasyonun ise %30-60’1 arasindadir (24) . Kemirgenlerden
insanlara kadar memelilerin GD’lerinde yeni granll hcreleri yetiskinlik boyunca
uretilir (25). Norogenez vaskiler takviyenin oldugu sartlar altinda olusur (14).
Endotel hucreleri, trofik faktdrler yoluyla, kdk hicre benzeri hicrelerin kendini
yenilemelerinde, yasamsal bir dizenleyici katki saglamaktadir (14). Hem SVB’de
hem de GD’de kok hticre benzeri hiicreler ¢cogalir, go¢ eder ve ¢codunlukla grantler
hicrelere farklanir. Yaslarina bagli olarak gencg yetiskin sicanlarda bu nérogenez
SVB’de gunde yaklasik 30.000, GD’de ise 3.000-9.000 arasinda yeni néron
dogumudur (14).

Rb ve E2F protein ailesi yetigkin beynin proliferatif ve postmitotik
hicrelerinde ekprese edilirler (14). GD ve SVB’de Rb immunreaktivitesi ¢ogalan
noronal prekursorlerde ylksektir ve terminal farklanmada diger (26). Norogenezi
etkileyen bir baska madde ise hormonlardan kortikosteron’dur. Kortikosteron
sekresyonunun baskilanmasi GD’de glial ve néronal gogalmayi arttirirken SVB’deki
mitotik aktivite dedismez (14). GD'yi etkileyen faktorler tablo 1’de 6zetlenmisgtir.

Bir beyin bir yandan sinapslarini koruyarak yasamsal davraniglarini devam
ettirirken bir yandan da c¢evresel degiskenlere uymak igin yeni sinapslar
olusturmahdir. Bu mekanizmalar beyinde stabilite ve plastisite olarak adlandirilir
(14). Plastisiteyi olusturan yapisal degisiklikler dendritlerde, aksonlarda ve dentritik
uzantilarda olur (14,27). Yeni bilgi depolanmasinin dendritlerin kompleksliginde,
yogunlugunda ve ilgili beyin bdlgelerindeki hiicrelerin sayisindaki artiglar sayesinde
oldugu gosterilmistir (27).

Adrenal steroidler ve eksitatuar amino asidler GD’nin granuler hucrelerinin
devam eden norogenezini akut stres durumunda baskilayabilir. Ayrica stres ve
glukokortikoidler, CA3’Un stratum lucidum bolgesindeki presinaptik yosunsu lif

sonlanmalarinin morfolojisini degistirir (28). Yetigkinde, yeni olusan immatur



noronlarin granuler tabakada olgunlagsmasi 6grenme ve bellege énemli katki yapar
(29).

Tablo 1: GD’de noérogenezi etkileyen faktorler

Arttirici yénde etkileyenler Azaltici yonde etkileyenler
v Enrichment (30) v Yaslanma- cevresel stres
(34,43,44)
v" Handling (31)
_ _ v' Adrenal stroidler, NMDA
v iskemi (32,33) (36,45)
v" NMDA antagonistleri, (MK'801) (34) v Beyin travmasi (46)
v' Ostrojen (35) v Kronik diisiik seviyeli Pb
v Serotonin (36) maruziyeti (47)
v .
v Egzersiz (37,38) Ketamin (48)
v" Norotrofin (37)
v Epileptik ndbet (14,39,40)
v FGF (37,41)

\

Lokal IGF-1 (42)

Sigan Beyninde Yapilan Arastirmalarda Kullanilan bazi Belirtegler

Bromodeoksiuridin  (BrdU) yetigkin ndrogenezini ispatlayan, yaygin
kullanilan bir S-fazi belirteci ve timidin analogudur (22, 25). Siganda NCAM-H
(neural cell adhesion molecule) GD’nin yeni Uretilmis graniler hilcrelerinde gegici
olarak Uretilir (19). Calbindin-D28k tim GD grantler hicrelerinde ve CAl ve
CAZ2’nin piramidal hucrelerinde Uretilen bir kalsiyum baglayan proteindir (40).
TUNEL apoptotik hucreleri yakalayan bir yéntemdir (49). GFAP ise astroglia
belirteci olarak kullanilir (50). Ayrica NeuN, NSE, NRI ve calbindin-D matur néron
belirtegleridir (20,51). immatir néronlar ise TOAD-64 ile boyanir (52).

HAFIZA

Ani hatirlama, en fazla 60 dakika olan kisa sureli hafiza ve birka¢ glinden
fazla sliren uzun sureli hafiza olarak Gg tip hafiza iglemi vardir (12).

Kisa sureli hafizayr uzun sureli hafizaya dénustirmede, hippocampus

onemli rol oynar. Bilateral hippocampus hasari meydana gelen hastada anterograd



amnezi gelisir. Forniksi bilateral etkilenen hastada ise hafiza depolanamaz hale
gelir.

Uzun sureli hafizadan temporal bélge sorumludur. Formatio hippocampalis
epizodik ve uzaysal 6grenmede goérevli beyin yapisidir. Hippocampus’ta bizilme
genellikle dekleratif, epizodik, uzaysal ve iligkilendiriimis (contextual) hafizalarda
bozukluklarla beraberlik gosterir. Korkuyla ilgili 6grenme ve hafizada, amigdala ve
GD arasindaki iligki sorumludur. Sicanlara gegcici stres yapildiginda, adrenal
steroidler ve eksitatuar amino asitler sadece hippocampus’'un CA3 bdlgesindeki
apikal dendritlerini etkilerse uzaysal ve kisa donem hafizada yetersizlikler ortaya
cikar (27).

HUCRELERIN DIS ETKENLERE KARSI TEMEL ADAPTASYONLARI

Hucreler canhliklarinin devami igin, i¢c dengeleri olan homeostazi saglamak
zorundadir. Dis etkenler bazen fizyolojik streslere ve bazi patolojik sonuglara neden
olur. Hacrelerin canlihdi hucresel adaptasyon kavrami altinda bazi uyum suregleri
sayesinde korunur. Adaptasyon hiperplazi, hipertrofi ve atrofi olarak U¢ sekilde
sonugclanabilir ve her gl de fizyolojik veya patolojik olabilir.

Bir dokudaki hiicre sayisinin artmasina hiperplazi denir. Ornegin yara
iyilesmesinde fibroblastlar ve kan damarlari hiperplaziye ugrar.

Dokudaki hucrelerin boyutlarinin artmasina hipertrofi denir. Dokudaki
hicrelerin sayi ve iglevlerinin azalmasi ise atrofi olarak isimlendirilir.

lleri yaglarda ortaya c¢ikan ateroskleroz nedeniyle beyin kanlanmasinin
azalmasi ilerleyici hicre yitimi olusturarak ilerleyici beyin atrofisi yapar. Huicre
canhhgini sirdirebildigi daha kiguk bir boyuttadir (53). Atrofinin etiyolojisinde artan
protein yikimi suclanir. Daha az mitokondri, daha az ER ile bir homeostaza sahiptir.
Atrofik hiicre de zedelenme, nekroz veya apoptoz yasayabilir.

Cushing sendromu, post-travmatik stres sendromu, tekrarlayan depresyon,
yaslanma demansi, Alzheimer hastalii gibi durumlarda formatio hippocampalis
atrofiye ugrar. Bu atrofi glukokortikoidler, eksitatuar amino asidler ve NMDA
reseptorleri yoluyla olusur. NMDA reseptor blokaji stresle baslayan dendritik atrofiyi

Oonlemede etkindir (27).
HUCRE OLUMU

Hucrelerin iskemide kaldiklari sire hucrenin nekroz veya apoptoza girme

riskiyle dogru orantilidir. Hucre iskemisinin kisa surede kalkmasi hlcreyi dlmekten
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korur. Her hicre tipi icin bu sire farkhdir. Sinir ve kalp hlicreleri hassas iken diger
hicreler daha dayanikhidir.

Olimle sonuglanan zedelenme geri dénissiiz (irreversibl) zedelenme olarak
isimlendirilir. Geri dénlssiz zedelenmede mitokondrilerde sekilsiz yogunlagmalar,
vakuolizasyonlar, membranlarda islevsel kayiplar go6zlenir. Geri donlssiz
zedelenme gecirmis hicre, nekroz veya apoptoz mekanizmalarindan birini
etkinlestirir. Her iki hicre Olum yolagi etkinlendigi faktorler acisindan birbiriyle
iligkilidir. MPT’nin (mitochondrial permeability transition) kisa sureli veya uzun sureli
acik kalmasi, oksidatif stres, hicrenin ATP icerigi, Bcl-2 seviyesi gibi farkh faktorler
zedelenmis bir hlcreyi iki yolaktan herhangi birine surukleyebilir. MPT zedelenme
esnasinda mitokondri ic membraninda olusan yuksek iletimli bir kanaldir (54).

Apoptoz

Apoptoz zedelenmis bir hiicrenin, kendi mekanizmalarini ekstrinsik (6lim
reseptori-TNF) veya intrinsik (mitokondrial) basglaticilar ile etkinlestirmesiyle;
kontrollii ve programli intiharidir (55,56). Apoptoz; inme gibi beyin hasarlarinda,
blylime faktorlerinin eksilmesinde, epilepsilerde gerceklesen bir mekanizmadir
(56,57). Norodejeneratif hastaliklarda da apoptoz turli genlerle etkinlesir (58).
Zedelenmis bir hicrede ATP azalmissa hiicre 6limu, nekroz ile olusur. Clnku
apoptoz icin ATP’ye ihtiya¢ vardir (59-61). Apoptoz bazi genler ile diizenlenir ve
kaspazlar denen sistein proteazlar araciligiyla hicre iginde gerceklesir (62-64).
Apoptozda Bcl-2 protein super ailesi igerdigi 20 farkl protein ile etkilidir (56,65). Bu
proteinlerin bir kismi apoptozu basglatir, bir kismi ise baskilayici 6zellik gosterir.
Ornegin ayni protein ailesinin lyelerinden olan Bcl-2 ve Bcl-x apoptozu baskilarken,
Bax apoptozu indikler (66). Apoptoz ile ilgili genlere bagka bir érnek ise Rb
(retinoblastom) genidir. Rb geni kaybinda asiri apoptozis olusur (67). Hicre igi
kalsiyum dizeyi de etkilidir apoptozda (68). Apoptoza giren hiicreler apoptotik
cisimler haline gelir ve gevre hiicre ve makrofajlarca fagosite edilerek, ¢evre doku
yapilarina zarar vermeden uzaklastirihir (56). Apoptozdaki hicreler fagositozlarini
kolaylastirmak icin K,Cl gibi iyonlarini ve organik ozmolitlerini disari pompalar,
hicre iskeletini kasar ve bdylece boyutlarini disirdr.

Apoptoz hucre zedelenmesi olusturan patolojik durumlar olmadan da
geceklesebilir.

Fizyolojik apoptoz olarak adlandiriimis bu durum Ozellikle embriyogenezde
etkindir. Embriyogenez surecinde Olmesi gereken hucrelerin apoptoza girmemeleri

organizmaya sonradan turli zararlar getirebilir. Bir hdcrenin nukleer DNA’sinin
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onarilamayacak dlzeyde zedelenip etkilenmesi hiicreyi apoptoza sokan yolaklari
baslatir. Bu duruma patolojik apoptoz denir. Limbik lob epilepsisinde GD’'de hem
apoptotik hicre 6limi hem de hiicre proliferasyonu goérulir (69,70).

Nekroz ve tipleri

Daima patolojik sayilan bir hicre 6lim mekanizmasidir. Nekroza giren
hicreler siser, proteinler denatire olur, organeller yikilir. Apoptozdaki gibi tek
hicrenin degil birgok hucrenin etkilenmesi organizmada iglev kaybi yaratir (71).
Nekrozun 1sik mikroskobunda fark edilmesi hicre 6liminden ancak 4-12 saat
sonradir. Yani 6liumden hemen sonra formaline alinan hicreler 6ludur fakat patoloji
terimlerine gére nekrotik degildir. iskemik hiicrede pH diser, asit hidrolazlar
etkinlesir ve bdylece sitoplazmik ve nlkleer komponentler pargalanir. Membranlarin
agir zedelenmesi, lizozomal enzimlerin sitoplazmaya ¢ikip kendi icinde bulundugu
hicreyi sindirmelerine neden olur. Otoliz denen bu olay sonucu hticre icerigi disari
cikarak nekroz olusur. Disari ¢ikan enzimler ¢evre doku yapilarina da zarar verir.
Klinikte bunlar biokimyasal belirte¢ olarak kullanilir. Nekrozdaki eozinofili; RNA nin
sitoplazmada olusturdugu bazofilinin kaybindan veya denatlire proteinlere eozinin
daha ¢ok baglanmasindan olusur. Vakuolli goérunim enzimler organelleri sindirdigi
icin olusabilir. Yaygin fosfolipid kitleleri myelin figtrleri olusturur nekrozda. Baska
hlcrelerce sindirilen bu yapilar yag asitlerine donusturulur ve ortamdaki kalsiyum ile
birlesip dokularda sabunlar olusabilir. DNAaz aktivitesi karyolizis yaparak kromatin
bazofilisini soluklastirir. DNA'nin sikilastigi durumlarda ise apoptozda da goérulen
piknoz adini verdigimiz c¢ekirdek buzlusmesi ve bazofilisi olusabilir. Nekrotik
hicrelerde 1-2 gun sonra karyoreksis olarak tanimlanan g¢ekirdek parcalanmasi

gercgeklesir ve nikleus ortadan tamamen kalkar (71).

Nekrozlar morfolojilerine gore bes tiptir:

1:Koagiilatif nekroz: Beyin disindaki tim dokularda hipoksiye bagli hiicre
Olumu karakteristik olarak koagulatif nekroz yapar. Nekrotik doku hiicreyi sindirecek
enzimler de hasarlandigi i¢cin uzun sure yapisini korur. Ortamdaki artik yapiyi
ortama gelen I6kositlerin lizozomal enzimleri sindirir (74).

2: Gangren6z nekroz: Cerrahi uygulamada bir uzvun kanlanmasinin
kesildigi durumlarda uzuvda olusan koagulatif nekroza gangrendz nekroz denir.
Uzvun amputasyonuna yol acabilir (75). Gangren bolgesine bakteriyel infeksiyon
eklendiginde, bakteriler ve ortama gelen I6kositler sonucu olusan likefaktif nekroz,

gangrendz nekroz ile bitlnlesip yas gangren olarak isimlendirilir (76,77).
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3: Kaze6z nekroz: Koagulatif nekrozun ayri bir paterni olan kazeéz
(peynirsi) nekroz, en sik akciger tuberkilozunda olusur. Kazedz nekrozun nekroz
alaninda beyaz, peynire benzer bir gériinim vardir (53,78,79).

4. Likefaktif nekroz: Bakteri ve mantar enfeksiyonlari viicuda yerlestiginde
inflamatuar hiicreleri uyarir. inflamatuar hicreler ortamda birikince likefaktif nekroz
olusur. Merkezi sinir sisteminde hipoksik zedelenme karakteristik olarak diger
dokularin aksine koagulatif nekroz yapmaz, likefaktif nekroz olusturur (80,81).
Olusmus likefaksiyonda doku yapiskan bir sivi kitlesine déntsir ¢iinkd 61U hicreler
tamamen sindirilir. Ortamda bulunan 06l0 I6kositler olusan bu plUyln sari-krem
rengine katkida bulunur (53).

5:Yag nekrozu: Yag dokusundan zengin bdlgelerde olusan patolojilerde
olusur. Bu alanlarda etkinlesmis lipazlarin aktivitesi sonucu yag yikim drunleri
yogunca bulunur. Ornek olarak akut pankreatitte etkinlesmis pankreatik lipazlar,
pankreas parankimine ve etraf yad dokulara zarar vererek UrUnlerini periton
boslugunda biriktirir. Yag hucre membranlarinin trigliserid esterleri pargalanir.
Serbestlesmis yag asitleri kalsiyum ile birlesir ve ¢iplak gozle secilebilen tebesirimsi

beyaz alanlar (yag sabunlasmasi) olusur (82-84).

Tablo 2: Apoptoz ve nekrozun temel farklari

Apoptoz (72,73)
Tek hucreyi etkiler
inflamatuar yanit olugsmaz

Hucre buzultr

A W N P

Hicre tomurcuklanir fakat hicre
batanlGgu korunur
5 Mitokondrial

artar,

membran gegcirgenligi
proapoptotik proteinlerin

salinimi  ve apoptotik cisimlerin
olusumu artar

6 Kromatin kondensasyonu ve DNA
fragmentasyonu duzenli olugur

7 Apoptotik cisimler komsu hucrelerce

sindirilir

13

Nekroz (71,73)

Komsu hiicreleri de etkiler
Belirgin inflamatuar yanit olusur
Hucre siser

Membran butlnlaga kaybolur

Organeller siser ve lizozomal sizinti

olusur

DNA ¢dziinmesi rastgele olur

Co6zinmus hicreler  makrofajlarca

sindirilir



GERIi DONUSLU ZEDELENME

Zedelenen her hiicre 6lime gitmez. Olim ile sonuglanmayan, hiicrelerin
yasamaya devam ettigi zedelenme, geri donugslu (reversibl) zedelenme olarak
adlandirilir. Geri donusli  zedelenmede ultrastriktirel olarak hicreler arasi
baglantilar gevser, myelin figurleri olusur, plazma membranlari kiintlesir, kabarciklar
olusur, mitokondrilerde fosfolipidden zengin sekilsiz yogunlasmalar olusur,
polizomlar kopar ve ER’de dilatasyonlar olusur. Geri déndgsli zedelenme sk
mikroskobunda hucresel sisme veya yagli degisiklik varlidiyla saptanir. Yagl
degisiklik irili ufakli lipid vakuollerinin sitoplazmada gorulmesidir. Yagli degisiklik en
¢cok kalp kasi, hepatosit gibi yag metabolizmasinin etkin oldudu hicrelerde, ayrica
hipoksik, toksik veya metabolik zedelenmelerin ¢esitli bicimlerinde gdrtllr. Hiicresel
sisme ise oksidatif fosforilasyonun tirli sebeplerle azalmasi sonucu olusan ATP
yetersizliginin, hlcre zarindaki iyon hareketlerine enerji agisindan yetemedigi
durumlarda hicre igine asiri su girmesi sonucu olusur. Geri dénlsli zedelenmede
hlcrenin endoplazmik retikulumunun genislemis ve kopmus bolumleri sitoplazmada
kicuk seffaf vakuoller yapar. Bu mikroskopik goérintiye hidropik degisiklik veya

vakuoler dejenerasyon denir.

Hucre zedelenmesi yapan baslica nedenler

Hucre zedelenmesini baglica oksijen yoksunlugu (hipoksi), fiziksel ajanlar,
kimyasal ajanlar ve ilaglar, infeksiydz etkenler, immunolojik reaksiyonlar, genetik
bozukluklar ve beslenme dengesizlikleri gibi etkenler yapar (54, 85). Travma, asiri
sicak, asiri soguk, atmosfer basincindaki ani degisimler ve elektrik soku vb etkenler
hicreyi zedeleyen fiziksel ajanlar grubunda sayilir. Arsenik, siyanid (siyantr), civa
tuzlari vb. kimyasal ajanlarin ¢ok kiguk miktarlari hiicreleri éldurebilirken, glukoz,
tuz, oksijen gibi esansiyel maddelerin asiri miktarlari zedelenmeye sebep olabilir
(85). Cevre ve havayi kirleten maddeler, insektisidler, herbisidler, karbon monoksit,
asbest, alkol ve her tirli tedavi edici ilag hiicre zedelenmesi yapabilir. VirUs,
bakteri, mantar, parazit gibi infeksiydz etkenler canllardaki klinik bulgulari hicre
zedelenmesi yaparak olusturur. Vicuda yabanci olan maddelere karsi vicut
immanolojik reaksiyonlar g0sterir. Bazi organizmalarda gelisimsel nedenlerle
vucudun kendi bilesenleri de yabanci kabul edilip otoimmin reaksiyonlar gelisebilir.
Bagisiklik sisteminin hucresel ve sivisal elemanlari secilmis veya rastgele
hedeflerde hilicre zedelenmeleri yapabilir (86). Bazi genetik bozukluklarin varligi

hicreyi zedeleyici ajanlarin zedeleyici etkilerini geri ¢eviren mekanizmalarin
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calismasinda yetersizliklere neden olabilir. Bu ylzden genetik bozukluga sahip
hicreler zedeleyici etkenlere daha hassastirlar. Ornek olarak defektif bir
hemoglobin olan hem-S, icinde bulundugu eritrositlerin dmurlerinin azalmasina yol
acar. Son olarak protein-kalori eksiklikleri, farkh vitamin eksiklikleri, gereginden fazla
alinan lipidler vb. beslenme dengesizlikleri hicre zedelenmesi yapan etkenler

arasinda sayilabilir (53).

Hiicre zedelenmesinde hiicre i¢i olaylar

Membran transportu, protein dretimi, lipogenez, fosfolipid déngusi vb.
hicre canlihldinin devaminda etkili suregler, yiksek enerjili fosfat bilesiklerinin
kullanildigi enerji metabolizmalarina bagdimhdir. O, kullanarak mitokondrilerde
ADP’nin oksidatif fosforilasyonuyla (aerobik yol) ve O, yoklugunda ise kandaki
glikoz veya hicre i¢i depolardaki glikojenin hidroliziyle (glikolitik yol) sitozolde
Uretilen ATP, hicrelerin temel ylksek enerjili fosfat bilesigidir. Bu bilesik normalin
altina indiginde plazma membranindaki ATP bagimli Na*-K*-ATPaz pompasinin
etkinligi azaldigi icin Na hicre icinde birikirken K hticre digina dagilir (87). Boylece
hicre igine su girip hicre siser ve ER genisler (88).

Ayrica iskemide O, ve glukozdan yoksun kalan hicrelerin protein sentezi
surecinde katlanmamis protein yanitinin olusmasi da zedelenmeye katki yapar (89).
Mitokondri ve lizozom membranlarindaki hasarlar protein sentezi azaldigi i¢in tamir
edilemez ve hasar geri donussuz hale gelip hucreyi 6lum yolaklarina goturir.
Mitokondriler geri donusstiz hasarda anahtar rollerden birini bu yluzden oynar.
Hipoksi-iskemide ndéronlarin mitokondrileri dilie olur ve kristalarindan ayrilirlar (90).
Mitokondri ic membraninda MPT denen ylksek iletimli bir kanal olusmasi da
zedelenme yapar (54). Bu kanalin kisa sureli olusmasi geri déonlsimli zedelenme
yaparken, zedeleyici ajanin uzun sureli varliginda mitokondrial potansiyel bozulup
yeterli ATP olusamadigi igin geri ddnisimsiz zedelenme olusur. Ayrica i¢ ve dis
mitokondrial membranlarin arasinda bulunan sitokrom-c, ATP varliginda sitozol
icine sizarak apoptozu etkinlestirir (61).

Beyin iskemisinde asiri glutamat salinisi glutamat toksisitesine yol acar.
Glutamat néronlarda intraselliler Ca** derisimini iyonotropik ve metabotropik
glutamat reseptorlerini aktive ederek arttirir (91,92,93). Nérotoksisite bagslica asiri
intraselliiler Ca** derisimi yiikselmesi ve pesi sira ndronal hiicre élimiine yol acan
NMDA reseptorlerine baghidir (94). NMDA reseptér aktivitesini takiben Ca®*
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yukselmesi NOS (nitrik oksit sentaz) ‘i uyarir. NOS ndéronlarda NO olusumunu
baglatir (95). NO ayni zamanda glutamat nérotoksisitesine aracilik eder (95).

Ca'?, sitozolde serbest halde bulunan Ca™ -Mg*™ -ATPazlar tarafindan
disuk seviyede tutulur (96). Hducre icinde artan Ca’u en ¢ok mitokondri ve ER,
sonra da nikleus ve plazma membrani depolar. Post-iskemik doku hasarinda artan
sitozolik kalsiyum, serbest radikallerin asiri sekilde Uretiimesine sebep olur (97). Bu
bilgi cesitli kalsiyum blokerlerinin lipid peroksidasyonunu ve ROT olusumunu
Onledigi arastirmalarda kanitlanmigtir (98). Oksidatif streste olusmug ATP eksikligi,
calisan kalsiyum pompasli sayisinda da diustse sebep olup hicre igindeki serbest
Ca*? miktarini arttinr. Boylece artan kalsiyum; fosfolipazlari, proteazlari ve
endonukleazlar etkinlestirir (99).

Etkinlesmis proteazlar membranlarin yaninda hicre iskeleti proteinlerini de
yikar. Hucre iskeleti hiicre i¢i yapilari plazma membranina baglayan filamanlardan
olusur. iskemik hiicrede, hiicre iginde patolojik olarak artan su miktarina ek olarak,
filamanlarin proteazlar tarafindan zedelenmeleri, bu ipliklerin kopmalarina katki
saglayarak hucrenin sismelerine neden olur.

Aktif endonukleazlar hiicrenin DNA ve kromatinini pargalarlar. ATP’nin azhgi
uzun surduagunde ribozomlar kaba ER’dan ayrilir ve polizomlar monozomlara
ayrisir.

Etkinlesmis fosfolipazlar ise membran fosfolipidlerini pargalar (90). Buradan
olusan lipid pargalanma drunleri arasinda esterlesmemis serbest yag asitleri, agil
karnitin ve lizofosfolipidler; membranlar Gzerinde deterjan etkisi yaparak cift tabaka
membranlarin arasina girer. Membran fosfolipidleri ile yer degistirip, gecirgenlikte
degisikliklere neden olabilir. Plazma membrani hasarlandiinda proteinler, enzimler,
koenzimler ve ribonukleik asitler etrafa sagilir. Organel membranlarinin
zedelenmesiyle de RNAaz'lar, DNAaz'lar, proteazlar, fosfatazlar, glukozidazlar ve
katepsinler sitozole gegip etkinlesir ve bdylece hiicre nekroza gider. Bdyle sonuglari
bakteriyel toksinler, viral proteinler, kompleman parcalari, sitolitik lenfositler,
kimyasal ve fiziksel etkenler ve kismen indirgenmis oksijen serbest radikalleri

membranlari zedeleyerek dogurabilir (90).

HIPOKSI - ISKEMI
Dokuya gelen arteryal kan akimi azalmasi veya dokunun ven6z drenajinin
bozulmasina iskemi denir. Kanlanmayi azaltan durum genellikle arteryal sistemdeki

tikanikliktan kaynaklanir. Ayrica kan basincinin asiri azalmasi veya kan kaybi da
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ayni turde zedelenme yapar. Hucrenin enerji yolaklarindan oksidatif solunum,
ortamdaki yeterli oksijen miktarina baghdir. Hiicreye varmasi gereken yeterli oksijen
miktarindaki disls ise hipoksi olarak tanimlanir. iskemi, kalp-akciger yetmezligi,
anemi, karbon monoksit zehirlenmesi, alyuvar bozukluklari hipoksi yapan
nedenlerdendir. Hicrenin adaptif yetenedini asan bu zararh etkenler homeostaz
denen i¢ dengeyi bozup hiicre zedelenmesi adi altinda bir dizi olaya neden olabilir.
Klinikte en sik hipoksik-iskemik tipte hiicre zedelenmesi goruldr.

Hipoksinin en sik nedeni iskemidir (53). iskemi sonucunda gelisen hipokside
glikoliz igin gerekli substratlar bitmistir ve bdylece enerjinin anaerobik Uretimi de
durur. Ayrica birikmis metabolitlerin temizlenmesi igin gerekli olan kan akimi
olmadigindan glikoliz de engellenir. Fakat hipoksi, izole olarak gelisirse glikoliz
yolagi enerji Uretmeye devam eder. Sonug olarak iskemi dokuya hipoksiden daha
zararhdir (53).

Oksijen parsiyel basinci dokuda 0,1 mm Hg’nin altina duserse mitokondride
NADPH ve FADH birikmeye baslar (90). ATP azalir, AMP ve ADP artar. ADP ve
AMP’nin artisi anahtar diizenleyici glikolitik enzim olan fosfofruktokinazi aktifler ve
oksidatif fosforilasyon sonucu glukoz basina uretilenden ¢cok daha dusuik bir miktar
ATP uretilir. ATP azalmasi sonucu Na/K-ATPaz pompasi ¢alismaz, K hiicre disina,
Na ve Ca hicre icine dogru yer degistirir. Bdylece hiicre icinde su artarak sitotoksik
6dem gelisir. Huicre igi kalsiyum birikmesi, fosfolipaz ile prostaglandinlerin
(PGI2,PGF2,TxA2), |6kotrien ve serbest radikallerin agida ¢ikmasina neden olur
(100).

YENIDOGANLARDA HiPOKSIK-ISKEMIK BEYIN HASARI

Beyinde hipoksi, serebral kan akiminda yetersizlik, viicutta oksijen azalmasi,
kanin oksijen tagsimasinda yetersizlik ve metabolik durumlarda gelisir (101). Hipoksi
varliginda kalp beyne giden akimini arttinr. Devam eden hipokside serebral
otogegullasyonu bozuldugu icin arterioler sistem vazodilate olamaz. Hipoksi
myokardi da etkileyecek kadar uzun slrerse kalp atimi da azalip hipotansiyon
olusur (100).

Asfiksi

Perinatal asfiksi doguma yakin bir stirede, dogum sirasinda ya da dogumu
izleyen dakikalarda bebegin oksijensiz kalmasidir (100). Asfiksi merkezi sinir
sisteminde HIE, infarkt, intrakranial hemoraji, ndbetler ve serebral ddem yapabilir
(102).
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Ciddi asfiksi baslangicta biling disukligu, bilateral hemisfer disfonksiyonu,
sekonder periyodik nefes alma, hipotoni ve nébetler seklinde yansir. 12-24 saat
arasinda uyaniklkta artis gerceklesebilir. Fakat 24 ve 72 saatler arasinda nébetler
koétllesip apne ortaya cikabilir. 72 saat sonra hayatta kalanlar stupor, anormal
tonus, emme ve c¢ignemede rahatsizliklarla beraber beyin sapi disfonksiyonu
yasarlar (101).

Roland ve arkadaslarina goére akut total asfiksi talamus ve beyin sapi
ndkleuslarina, uzamis total parsiyel asfiksi ise kortekse ve subkortikal beyaz
maddeye etkir (103).

Hipoksik-iskemik ensefalopati

HIE bebeklerde morbidite ve mortalitenin ana nedenidir (100,101). Hipoksi
6li dogum, erken neonatal 6lim, HIE tablosu ve bunun sekellerine yol acabilir
(100). YD HIE olgularinin ¢odu antepartum ve intrapartumda olur (100,101).
Hipoksik-iskemik ensefalopati gecirmis asfiktik yenidoganlarin %20-50’si yenidogan
dénemlerinde 6lir (90). HIE Klinik olarak hafif, orta ve ciddi seklinde 3’e ayrilir
(101). Hipoksi-iskeminin uzun sirmesi beyaz madde nekrozu yapar (90). HIE'deki
hlcre hasari, gelisen beyin ddemi, hipoksi, asidoz ve hipotansiyon sonucu laktat,
serbest radikaller ve ekzitotoksik amino asitler gibi metabolitlerin asiri birikiminden
kaynaklanir (100,101).

Perinatal hipoksik iskemik beyin hasarinda olusan hasar nérona selektiftir,
yani glialar (astrositler, oligodendrositler) ve kan damarlari korunur. infarktta ise
ndronlarin yaninda kan damarlari ve glialar da etkilenir. Beyinde bu iki durum ayni
anda olusabilir. Akut hipoksi-iskeminin lezyonlari beyaz maddenin aksonlarinin
goreceli olarak korundugu erken reaktif gliozisten, enfarkta kadar degisebilir.

Reaktif gliozis, serebral hemisferin subkortikal ve periventrikiler beyaz
maddeleri, centrum semiovale ve corpus callosumda basta astrositler olmak Uzere
glialarin proliferasyonudur ve akut hipoksi iskemi disinda ayrica sepsis, intradterin
viral enfeksiyon ve malnitrisyonda da goérilir. Hipokside hasarlanma hassasiyeti
fazladan aza dog@ru ndéron, glia ve kan damarlari olarak siralanir. Hatta yenidoganda
bazi beyin bdlgeleri hipoksiye daha duyarldir. Hipoksiye en duyarli bdlgeler beyin
korteksinde 3.,5. ve 6. tabakalar, hippocampus’ta CA1, CA3 bélgeleri, subkortikal ve
periventrikiler beyaz maddeler, beyin sapinda colliculus inferior ve cerebellum’da
purkinje hicre tabakasi olarak saptanmistir (90).

MSS’nde glikoliz anaerobik kosullarda 5-10 kat artar (100). Beyin hasari
yapabilecek duzeyde bir hipoksi-iskemi, laktik asid birikimine baglh doku asidozuyla
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daima beraberdir. Kana karisan laktik asit metabolik asidoz olusturur. Hipoksi-
iskemi laktik asidin yaninda H* iyon kaynagi yoluyla da hiicresel asidoz yapar.
Sellller asidoz hipoksi-iskemide ndronal nekroza katki yapar (90).

Otuzbes haftaliktan kiglk fetlislerde beyin damar agi olusumu yetersizdir.
Otuzbes haftaliktan blylk fetlslerde ise cerebrum, bazal gangliyon, beyin sapi ve
cerebellumda kortikal néronlar hipoksiye daha duyarlidir. Perinatal beyin hasarinin
tipi bu yuzden term bebekler ile erken doganlar arasinda farklidir. Term
yenidodanlarda olusan hipoksi-iskemi bagslica kortekste ndéron harabiyeti (en sik
parieto-oksipital bdlgede), parasagittal serebral hasar ve ilerde kortikal atrofi
olusturur. Parasagittal lezyonlar subkortikal beyaz maddede gelisen bilateral ve
genellikle simetrik olan hasar bdlgeleridir (100). Hipoksi-iskemi term yenidoganlarda
ayrica hippocampusa, bazal ganglionlara, talamusa, beyin sapina ve serebellar
hemisferlere de etkir (90).Hipoksi-iskemide kan beyin bariyerlerine ROT saldirisi
olur ve bdylece vazojenik 6dem olusur. Odem ciddiyetine gére noronal ve aksonal
yapilari koparabilir (90). HIE beyin kanamasina egilim yaratir. Kanamalar term
yenidodanlarda daha sik intrakranial olusur (100).

iskemi-Reperfiizyon Hasari

Uzun siren iskemilerde durmus kan akiminin tekrar baslamasi, iskemi-
reperfiizyon hasari denen paradoksal bir durum ortaya cikartir. iskemi-reperflizyon
hasarinda serbest oksijen radikalleri artar (54,104). Bu durum hicre aleyhine, geri
dénussiz zedelenme yaratir. Bu yizden myokardial ve serebral infarkt gibi hassas
boélgelerdeki iskemilerin tedavisi iskemi-reperfizyon hasari digtnerek yapilmahdir.

Reperflizyon hicre icine yukli miktarda kalsiyum sokar. Reperflizyonda Ca
birikimi genel olarak ROT’nin kalsiyum kullanan proteinlere dogrudan etkisiyle veya
membran lipid peroksidasyonunu indikleyerek dolayli yoldan olusur. Reperfizyon
hasarinin temel efektdr hicreleri nétrofillerdir. Ortama bir anda gelen bol I6kosit,
endotel veya parankimal hicrelerden ortaya ¢ikan oksidazlarin aktivitesi sayesinde
¢ok miktarda stperoksit anyonu dretir. ROT’nin bir anda asiri Uretilmeleri sonucu
reperflizyonda doku hasar artar. Reperflizyonda slperoksid ve hidrojen peroksid,
yag asidi ve prostoglandin metabolizmasindan olusur (90).

iskemi/reperflizyon sartlari altinda ksantin dehidrogenaz substrat olarak
molekiiler oksijen kullanan ksantin oksidaza cevrilir. iskemi esnasinda ATP
tuketiminin artmasi purin katabolitleri olan hipoksantin ve ksantinin birikimine yol
acar ki pesisira olusan reperflizyon ve oksijenin hlicre igine girisi ksantin oksidaz

tarafindan metabolize edilerek muazzam miktarlarda superoksit radikali ve hidrojen
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peroksit olusur (90,105). ROT ile baglatilan DNA zarari tek veya cift sarmal DNA
kiriklarina, purin, primidin veya deoksiriboz modifikasyonlarina, DNA’da capraz
baglanmalara yol acar. ROT’a ilaveten reaktif nitrojen tlrlerinden (RNT) peroksinitrit
ve nitrojen oksitler de DNA hasarinda etkilidir (98,106). ROT nin saldirilari membran
gecirgenliginde degisikliklere, membran cift kath lipid tabakasinda bozulma ve ¢esitli
hicresel proteinlerde iglevsel modifikasyonlara yol acar (98).

Bazi IgM antikorlari iskemik dokularda birikmeye egilimlidir. Reperfizyon
sonucunda, kandaki komplemanlarin iskemik dokuda daha o©nceden birikmis
antikorlar ile baglanmasi hicre zedelenmesini ve yangiyi arttirir (86).

iskemi-reperfiizyon hasarinin iskemi déneminde oksijen miktarinin diisiik
olmasina ragmen ROT’nin Uretimlerinin dusuk degil, orta dizeyde olmasi oksijenin

mitokondrial kaynakli olmasindandir (107-109).

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller dis yoringelerinde bir veya birden fazla eslenmemis
elektron bulunan anstabil ve reaktif molekiller olarak tanimlanirlar (110). Bu
radikaller elektron bagislarsa indirgen, elektron alirlarsa oksidandirlar. Oksidasyon
atomlar arasi elektronlarin transferidir (111). iki ayr radikalin birlesip radikal
Ozelliklerini kaybetmeleri durumu haricinde olusan bu maddeler hicreye
zararhdirlar.

Serbest oksijen radikalleri hiicre i¢i normal biyokimyasal sireglerde fizyolojik
olarak veya inflamasyon ve reperfizyon hasari gibi patolojik durumlarda dokulari
zedeleyebilen zararli maddeler olarak Uretilir (112-115). Diyetteki enerji alimindaki
artis mitokondri kékenli serbest radikal Gretimini arttirip oksidatif strese neden olur
(114). NADH, NADPH ve FADH2; protein, yag ve glukozun aerobik
metabolizmalari ile olugur. Serbest oksijen radikalleri hemen NADH veya FADH
tirevli H+ iyonlariyla tepkime olusturur. Bu tepkime superoksit dismutaz varliginda
hidrojen peroksid olusturur. Fe, Cu ve NO ylksek reaktif serbest radikallerin
olusumunu baglatir (90). Baslica ROT d&rnekleri sunlardir: stperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil, hipoklorik asit (HOCI), peroksil, alkoksil ve hidroperoksil
radikalleri (90). Nitrik oksit ve nitrojen dioksit ise oksijen tlrevli olmayan iki nitrojen
serbest radikalidir (53).

Fizyolojik sartlarda vicudun tukettidi oksijenin yaklasik %1-3 arasi ROT’lara
cevrilir (87). BOylece aerobik hayat icin gerekli olan oksijenin bazi sartlarda hayati

kotu etkileyen toksik durumlar yaratmasi oksijen paradoksu olarak adlandirilir (110).
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Serbest radikaller ve oksidatif stres konjestif kalp hastaligi, valvuler kapak
hastali§i, kardiyomyopati, hipertrofi, ateroskleroz ve iskemik kalp hastaligi gibi
kardiyovaskdler hastaliklarin patofizyolojisinde anahtar rol oynar (116).

Beyin 6zellikle hassastir oksidatif hasara ¢linkl yuksek oksijen kullanimina
sahiptir ve ayni zamanda okside olmaya miusait poliansature yag asidlerinden ve
redoks-aktif metallerden (Cu, Fe) zengindir. Redoks aktif metaller gesitli serbest
radikallerin olusumunda ¢ok etkindir (117). Serbest radikaller poliansatire yag
asitlerinin hidrofobik kisimlarini hedefledikleri icin membran fragmentasyonu olusur
(90).

Demirin hem Fe*? (ferrdz) hem de Fe*® (ferrik) formu yag asitlerinden bir
hidrojen atomu cikartip alkoksi ve peroksi radikalleri olusturan peroksidasyon
yapmaya muktedirdir. Sekonder hasara demirin katkisi 6zellikle immatir beyinde
daha fazladir. Demir hidroksil radikali olusumundaki katalizér katkisi i¢in Fe, ferréz
forma dénmelidir. Hipoksi-iskemi sonucu ksantin oksidaz, siperoksit ve NO artar.
Bu Gic madde de demiri ferr6z forma indirger (90).

Etkinlesmis makrofajlar oksijen aliminda artisa giderek NAD(P)H oksidaz
veya myeloperoksidaz igceren reaksiyonlar tarafindan superoksit anyonu, nitrik oksit
ve hidrojen peroksid Uretirler (118). inflamatuar bir durumda hidrojen peroksitin
derisimi 10—100 mM seviyesine ulagsir (98).

Fibroblastlar, damar diz kas hucreleri, kardiak myositler ve endotel hucreleri
gibi gesitli non-fagositik hicre turleri NAD(P)H oksidaz tarafindan ROT Ureterek
intrasellller sinyal kaskadini diizenler (119).

Hucrelerde dusuk derisimlerde ROT ortaya c¢ikartan endojen uyarici
maddeler, sitokinler, blylime faktérleri ve hormonlar (IL-1, IL-6, IL-3, TNF-a, IFN-y,
EGF, anjiyotensin I, PDGF, VEGF, NGF, TGF-1, GM-CSF ve FGF-2 olarak
siralanabilir (98,119-123).

ANTIOKSIDANLAR

Beyin oksijen ve nitrojen radikallerine 6zellikle hassastir. Bu radikaller insan
ve hayvanlarin hippocampus, serebral korteks ve diger beyin bdlgelerindeki lipid
peroksidasyonuna badl cesitli beyin hastaliklarinda etkinlik gdsterirler (124).
Beyindeki etkili mekanizmalardan olan apoptoz ihml oksidan uyari ile baglatilirken,
nekroz yogun oksidan etkilerle baglatilir (125,126).

Biyokimyasal mekanizmalarla ROT’ni temizlemeye c¢alisan antioksidan

mekanizmalar vardir. Antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak ayrilr.
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Endojen enzimler superoksit dismutaz (Cu, Zn-SOD, Mn-SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH), glutatyon rediktaz ve peroksizomlarda bulunan katalaz'dir
(53,117). Non-enzimatik olanlar ise C vitamini, E vitamini, karotenoidler, tiyol
antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin, lipoik asit), flavonoidler, selenium, melatonin
olarak érneklenebilir (117,127).

A, C, E vitaminleri ve beta-karoten, proantosyanidinler, ¢inko ve selenyum
gibi mineraller vicudun kullandigi antioksidan maddelerdir (53,117,128,129).
Meyveler, sebzeler ve tohumlari vitamin C, E ve beta karotenden zengin besinlerdir.
Diger bazi antioksidanlar ise sunlardir: kolesterol, arginin, sitrulin, taurin, kreatin,

selenyum, ¢inko, polifenoller (90,114).

UzUM CEKIRDEGI 6zUTU (0c0)

Uzim gekirdekleri sarap ve Gzim suyu endistrisinin artik Grinleridir. Uzim
cekirdedi 6zutl hazirlamak igin dnce ¢ekirdekler etrafindaki dokularindan arindirilip
1 hafta boyunca goélgede kurutulur. Sonra 0,4 mm’den daha ince tozlar haline
gelinceye kadar égatulir. Bu tozlar oda sicakhiginda 72 saat boyunca %75 etanol ile
islatip yumusatilir. Etanol buharlastiktan sonra geriye liyofilize toz seklindeki UCO
kalir (130)

Uzun vyillar boyunca degisik cografyalarda kullanilan Gzim c¢ekirdegi
0z0tindn statisi FDA tarafindan GRAS (generally regarded as safe) olarak
tanimlanmistir. Tavsiye edilen dozu giunde 100 ile 300 mg olarak kabul edilmistir

fakat hamile ve siit veren kadinlarin UCO’nden kaginmalari tavsiye edilir (131).

Uziimiin igerigi

Bir UzUm genel olarak 6z ( %80-90), deri (%5-12), kok (%2-6) ve
cekirdekten (% 0-5) olusur (131). Uziimdeki bilesikler antosyaninler, stilben
turevleri, polifenoller ve flavonoidler olarak siniflanabilir.

Uziimde 3-glukozid, 3-asetilglukozid, 3-kumaroilglukozid, 3-kaffeoilglukozid,
3,5-diglukozid,  3-asetil-5-diglukozid, = 3-koumaroil-5-diglukozid,  3-kaffeoil-5-
diglukozid, delfinidin, peonidin, petunidin, malvidin antosyaninleri bulunur (132).

Uziimlerde stilben tirevi olarak trans-resveratrol (trans-3,5,40-trihidroksi
stilben) gdsterilmistir (133).

Fenoller, Uzim ve saraplarda, karbonhidratlar ve meyve asitlerinden sonra
en bol bulunan 3. icerigi olustururlar. Polifenoller fenolik asitlerden basit veya

kompleks flavonoidlere kadar degisen, genis bir ailedir ve flavan-3-ol tirevleridir.
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Flavan-3-ol, kolayca oligomerik prosyanidinler ve polimerik bilesiklerle kondense
olur. 2 ile 5 arasi monomerik flavan-3-ol'un birlesmesi oligomerik prosyanidinleri
olusturur. Polimerler ise 5ten fazla monomerin birlesmesiyle olusur (131,134).
Katesin, epikatesin ve epikatesin-3-O-gallat monomerdirler. Dimerik prosyanidinler
B-serileri olarak, trimerikler ise C-serileri olarak tanimlanir. Uzim kabugu ve
cekirdeginden 5 farkl dimer (prosyanidin B1,B2, B3, B4, B5) ve 2 farkh trimer
(prosyanidin C1,C2) tanimlanmistir. Bu dimer ve trimerlere katesin ve epikatesinler
katihr. Uziim gekirdeginden en ¢ok katesin, epikatesin, prosyanidin fenolik bilesikleri
gikarilir (135). Uzim gekirdeklerinde bulunan diger polifenoller ise gallik asit,
monomerik flavan-3-ol, gallokatesin, epigallokatesin, epikatesin 3-0 gallat,
kaempferol-3-O-glukozid, quercetin-3-O glukozid, quercetin ve mirisetin, dimerik-,
trimerik ve polimerik proantosyanidinler olarak siralanabilir (136-138).

Dogal polifenollerden olan tanninler vyapisal karakterlerine gore
gallotanninler, ellagitanninler, kompleks tanninler ve kondense tanninler olarak 4
blylk gruba ayrilir. Oligomerik ve polimerik proantosyanidinler kondense tanninlere
baglidir (139).

Fenoller ¢oklu hidroksil gruplari iceren, hidrojen veren antioksidanlardir ve
tekli oksijen doyurucularidir. Bu 6zellik polifenolleri reduktan ajanlar grubuna sokar.
Ayni zamanda c¢ok potent metal selatlayici ajanlardir. Serbest radikalleri tuzaklar,
doyururlar ve zincir reaksiyonu kirarlar (135). Fenolik antioksidanlar hidrojen
atomunu peroksil radikaline (ROO) hizlica verir, bdylece alkil (aril) peroksid
olusturarak (ROOH) lipid peroksidasyonunu inhibe eder (139).

Cikarilabilir Gzim fenollerinin kaynaginin %60-70 ‘ini GzUm c¢ekirdekleri
olusturur, Gzim cekirdekleri ise UzUmun toplam fenol agirliginin sadece %5-8'ini
olusturur (131,135,136). Bu fenol ¢ikarilabilme orani Gzimin pulpasinda %10 veya

daha az iken, Gzim kabugunda ise %28-35 arasindadir (136).

Proantosyanidinlerin etkileri

Uzim cekirdegi ve kabugundaki ana fenolik bilesikler proantosyanidinlerdir
(137). Proantosyanidinler gines 1sigindan viicudu korumaya, gérmeyi gelistirmeye,
eklemlerde, arterlerde ve kalp gibi viicut dokularinda esnekligi gelistirmeye, kapiller,
arter ve venleri guclendirerek kan dolagimina yardim eder. Proantosyanidinlerin
serbest radikalleri yakalayip antioksidan etki yaratmalarinin yaninda vazodilatator,
antikarsinojenik, antialerjik, antiinflamatuar, antibakteriyel, kardioprotektif, immun-
stimdlan, antiviral ve dstrojenik etkileri de vardir. (91,116,131,140,141).
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Uzim cekirdegi proantosyanidinleri vaskiler endotel superoksit Uretimini
vicutta ve beyinde 6nemli dlglide azaltir (140).

Proantosyanidinler ayrica fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimlerini inhibe eder. Proantosyanidinler lipid peroksidasyonunu ve protein

oksidasyonunu azaltarak antioksidan savunmayi gticlendirirler (112).

Polifenollerin biyokimyasi ve farmakolojisi

Flavonoidler aromatik amino asitler (fenil alanin ve tirozin) ve malonat'tan
olusmus bitkisel maddelerdir. Flavonoidin temel yapisi 3 halkadan (C6-C3-C6)
olusmus 15 karbonlu flavan ¢ekirdegidir (111). Flavonoid siniflandirmasi oksidasyon
seviyesine ve son halkasinin davranigina gére yapilir. Onemli flavonoidler: flavon,
flavanon, isoflavon, flavonol, flavanonol, flavan-3-ol ve antosyanidinlerdir. Digerleri
ise biflavon, salkon, auron ve koumarinlerdir. Hidroliz edilebilen tanninler,
proantosyanidinler (flavan-3-ol oligomerleri), kaffeat ve lignanlarin hepsi bitkisel
fenollerdir ve ayrica siniflanir. Flavonoidler bitkilerde genellikle glikozile formdadir
(111).

Flavonoidlerin biyolojik sistemlerdeki yararli etkileri serbest radikallerdeki
elektronlari transfer etmelerine, metal katalizérleri selatlamalarina ve oksidazlari
inhibe etmelerine baglidir (142,143).

Uzim gekirdegi polifenolleri oksijen, 1sik, asit ve alkaliye gok hassastir fakat
Isiya hassasiyet gorece daha azdir. Proteinler fenolik bilesikler ile hidrojen baglari
yoluyla geri donisumll olarak birlegirlerken, oksidasyon yoluyla geri donusimsuz
kovalent bilesikler yaparlar. Proantosyanidinler renksizdirler ve asit ortamda
isitildiklarinda kirmizi renk verirler. Alkali solisyonda ise ajanlarla reaksiyonlari
mavi renk olusturur.

Sindirilmis flavonoidlerin  %30-60"in1  fenolik asidler olusturur. Diyetteki
flavonoidler ilk antioksidan savunmalarini sindirim kanalinda ROT olusumunu
kisitlayarak ve onlari yakalayarak gerceklestirir (143). Fenolik bilesiklerin emilim
sonrasi plazma derigimi 10 uyM’1 asmaz (144).

Prosyanidin dimer ve trimerleri ince barsak epitelinden gecgebilirken ortalama
7 birimli oligomerler ve daha buyuk polimerik flavonoidler diglik molektler agirlikli
bilesiklere kigultultr (145)

2 farkli GzUm tUrGnin arasindaki etki farkinin arastirildigi bir galismada
molekul agirligi dusuk polifenollerin Uzim igeriginde daha fazla olmasi hicre

sagkalimi lehine bulunmustur (146).
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UCO’niin etkileri

UCO, NO olusumunu baskilar (91). Uziim gekirdeginin guicli serbest radikal
yakalama yetenegini vardir (113,147). UCO superoksit, hidroksil ve peroksil
radikallerini basarili olarak yakalar (139). Bu isi E ve C vitamininden daha iyi yapar
(148). Hatta Gzimdeki proantosyanidinlerin antioksidan giict E vitamininden 20, C
vitamininden ise 50 kat glglidir (149-151). UCO superoksitleri yakalamada
hidroksil radikallerine gére daha basarilidir ve E vitamini ile kombine edildiginde
daha ¢ok radikal yakalanir (152).

E ve C vitaminleri, selenyum ve karotenoidler gibi antioksidanlar arasinda
etkilesim vardir. Fenolikler vitaminleri erken oksidasyondan koruyup primer iglevleri
icin hazir hale getirir (135). Gallik asit hepatosteatoz ve oksidatif stresi inhibe eder
(141).

Sonug olarak serbest radikal yakalayan UCQO igerikleri, resveratrol, katesin,
flavonol, proantosyanidin, antosyanin ve gallik asittir.

Antioksidan 6zelligi bulunanlar prosyanidin ve antosyanindir.

Membran oksidasyonuna karsl koruyanlar ise resveratrol ve katesin’dir
(137). Resveratrol kardiyovaskiler hastaliklara karsi  protektif etkilere,
antiinflamatuar ve antikarsinojen etkilere sahiptir. Resveratrol, kan beyin bariyerini
gecgen bir madde oldudu icin akut ve kronik ndrodejeneratif hastaliklarda korumada
hem de sagaltimda yararli olabilir (153). Fakat Uzim c¢ekirdegdi, kabugu kadar

yuksek resveratrola sahip degildir (154).

UCO’niin beyne etkisi

Hippocampus organizmanin 6grenilmis gorevlerini geri ¢cagiran ve serebral
kortekste pekistiren bir bolgedir. Ogrenme ve bellekte iyilesme agisindan (zim
cekirdedi gibi proantosyanidinden zengin kaynaklar hippokampal hicre olusum
hizini ve ndrotransmitter i¢in olusan reseptoérlerin gelisimini arttinir (124,155).
Ogrenme ve bellekteki yas ile iliskili gerileme artmis oksidatif strese metabolik
cevabin hippokampal néronlarda degismesine baghdir (124). UCO antioksidan,
antiinflamatuar, antikarsinojenik, kardioprotektif, antidiabetik, no&roprotektif ve
hepatoprotektif 6zelliklere sahiptir (112,136,137). UCO siganlarda kan beyin
bariyerini gecebilen resveratrol ve proantosyanidinler gibi bircok madde igerir
(124,153). UCO; hiicre ¢ogalmasina, noroblast farkllasmasina ve bu farklanan
hucreleri GD’deki granuler hicrelerle butinlestirmek lehine nérogeneze katkida
bulunur (156).
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Antioksidan maddelerin bulunduklari besinler

insanlar flavonoidleri meyve, sebze, sarap, cekirdekler, kabuklu yemisler,
tahillar, baharatlar, cay, bira ve kakaodan elde eder (111,157). Bitkilerde
yapraklara, tohumlara, kabuklara ve giceklere dagildigi belirlenmis 4000 in Gzerinde
flavonoid tanimlanmistir (157).

Uzim tohumunda gallik asit, (+)-katesin, epikatesin, dimerik prosyanidin ve
proantosyanidin bulunur. Uzim kabugunda ise proantosyanidin, ellagic asit,
myricetin, quercetin, kaempferol ve trans-resveratrol bulunur (137).

Proantosyanidinler de denen flavan oligomerleri elma, UzUm, yemis ve
arpada mevcuttur (111).

Antosyanidinler ve onlarin glikozidleri olan antosyaninler dut, kirmizi Gzim
gibi meyvelerde bol bulunan dogal pigmentlerdir (111). Uzimin derisi ve tohumu
arasindaki et kismi antosyanidin icermez (137). Bu antosyanidin pigmentleri birgok
sebze ve meyvenin turuncu, kirmizi, mavi ve mor renginden sorumludur. Meyve
sularindaki sari ve kahverengi gorunumler ise polifenoller ve oksijenin polifenol
oksidaz ile oksidasyonu sonucu olusur (135).

Gallik asit gilek, ananas, muz, limon, kirmizi ve beyaz sarap, mazi (yumru),
sumak, cay yapragi, mese kabugu ve elma kabugunda bulunur (141,158,159).

Uzun donem yesil cay kullanimi katesin ve metabolitlerinin bazal seviyede
kalmasina yonelik bir garantidir (111).

Katesin, epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat yesil ¢ay, kafeinsiz yesil
cay 06zutlu ve siyah gikolata alimindan sonra insan kaninda tespit edilir (160).

Katesin ve epikatesin, cikolata (161-163), siyah ve yesil ¢ay (164-166) ve
kirmizi sarap (167,168) tuketildiginde emilim sonrasi plasma ve idrarda asil olarak

glukuronize, metilli ve sulfath metabolitler seklinde bulunur (134).

Antioksidan maddelerin biyoyararlanimi

Genel olarak katesinler lipidde, prosyanidinler ise suda ¢ézindrler. Bu
yuzden prosyanidinleri  katesinlerden ayirmak kolaydir. Suda ¢b6ziinen
prosyanidinlerin 6zleri herhangi bir organik ¢6zlicu olmadan c¢ikartilabilir. Su veya
etanolde ¢dzlinen proantosyanidinler intestinal yoldan emilirler ve tim dokulara ve
plasmaya vyayilirlar. Fakat akdéz asetonda ¢ozinip su veya etanolde
cozunmeyenlerin biyoyararhhgr azdir. Dimer, trimer ve tetramer proantosyanidinler

yuksek biyoyararliliga sahiptir.
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Kiguk molekilli proantosyanidinler devamli antioksidan salarlar ve plazma
ve dokularda 7-10 gune kadar kalirlar. Yiksek molekiler agirlikli olanlar ise
polimeriktirler, emilemezler, biyoyararliliklari yoktur fakat sindirim yolunda lipidleri,
proteinleri ve karbonhidratlari oksidatif zarardan korurlar.

Proantosyanidinler, kan-beyin bariyerini tokoferol gibi diger
antioksidanlardan daha kolay gecer (124).

Flavonoidler intestinal emilime ugrarlar ve periferal kan kompartmanina
gecmeden once ilk gecis metabolizmasina ugrarlar (140). Flavonoidlerin diyetten
alimi C vitamini (70mg/day), E vitamini (7-10 mg/gun), ve karotenoidlere (a-karoten,
2-3 mg/gun) gbére daha ylUksektir (169). Flavonoid alimi meyve ve sebzelerin
tuketimine, kirmizi sarap, cay ve filtresiz bira igiminin sikligina gére gunde 50-800
mg arasinda degisir (111). Ozellikle kirmizi sarap ve ¢ayda bol fenol vardir (bardak
basina yaklasik 200 mg) .Proteinlerin polifenollere baglanmasi sonucu polifenollerin
biyoyararliliklarini azalir, alkol ile beraber tuketiimesi ise arttinr (111). Flavonoid
emilimini yaglarla beraber tuketilmesi arttirir (170). Yesil caydaki katesinler, tGzim
cekirdegindeki oligomerik proantosyanidinler, serbest hallerine kiyasla fosfolipidler
ile kompleks halindeyken daha ylksek emilirler (170).

Prosyanidin dimer ve trimerleri ince barsak epitelinden gegebilirken,
ortalama 7 birimli oligomer ve daha buyik polimerik flavonoidler disik molekuler
agirlikh bilesiklere kugultalir (145). Sindirilmis flavonoidlerin buyuk kismi emilmez
ve intestinal mikroflora tarafindan kullanilir. Bu floranin bakteriyal enzimleri hidroliz,
heterosiklik  oksijen iceren halkanin  bozulmasi, dehidroksilasyon ve
dekarboksilasyon gibi gesitli reaksiyonlari gergeklestirir (111). Intestinal
membrandan emilim esnasinda bazi flavonoller, flavonlar, isoflavonlar ve katesinler;
glukuronid ve sulfatlarina g¢evrilir (171). Emilmis flavonoidlerin bu kiguk kismi
karaciger enzimleri tarafindan metabolize olup idrar ile atilabilir veya safra kesesi

yoluyla duodenuma geri déner (171).

DENEY SIGANLARI

GUnUmuzin laboratuar siganlari Rattus norvegicus’un (kahverengi sican)
evcil torunlaridir (172,173). Siganlarin taksonomisi: Animalia- Chordata- mammalia-
Rodentia-Myomorpha-Muridae-Rattus-norvegicus seklinde siralanir (172). Albino
mutantlar ilk kez 1828 yilinda bir perhiz deneyi igin kullaniimistir (173).

Sicanlar biyolojik saatleri agisindan geceleri ve sabahin erken saatlerinde

yasayan canllardir. Siganlar enfeksiyonlara farelerden daha direnglidirler. Postnatal
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donemdeki ilk 15 glin beyin ve vicut agirliklar orantili olarak artis gosterirken 15
glnden sonra vicut agirhgi artis orani beyninkine nazaran artar. Laboratuar
siganlari tipik olarak saldirgan olmayan, merakl ve kolayca egitilen hayvanlardir.
Vahsi akrabalarina goére kalabalikta yasamaya daha uygundurlar. Deneylerde
kullaniimalari icin arastirmacilarin deney éncesinde sicanlari elleriyle uygun sekilde
yakalayip kendilerini benimsetmeleri gerekir. Erkekler genellikle digilerden daha
saldirgandir. Turkgede kullanilan soy terimi ingilizcede iki gesittir: sican eger inbred
ise ‘strain’, outbred ise ‘stocs’ olarak adlandirilir. inbred ayni tiir ebeveynlerden
turetilmis saflastiriimis siganlardir, outbred ise melezlere denir (172).

Laboratuar si¢anlari vahsi akrabalarindan bazi yonlerle farklidir (172).
Laboratuar sicanlarinin beyinleri, karacigerleri, bobrekleri, adrenal bezleri ve kalpleri
daha kuguktur (172,173). Beyin agirhdr 1,8/250g. iken beyin hacimleri ise 1,2
mL/250 gramdir. Cinsel olgunluga daha erken erisirler. Ureme ddngllerinde
mevsimsellik yoktur ve dogurganliklari daha iyidir. Fakat daha az dmre sahiptirler
(172).

Sicanlar puberteye ortalama 50.-60. glinlerde ulasirlar, vajinal agiklik 35.-90.
gunlerde, testisin inisi ise 20.-50. glunlerde tamamlanir. Pubertedeki sicanin dstrus
siklusu yaklasik 4-5 gindur ve Ostrus periyodu yaklasik 12 saat slrer. Gebelik
suresi 21-23 glundir ve yilda 7-9 defa dogum yaparlar. Bir dogumdaki ortalama
yavru adedi 4-8'dir. Yavrular 16. ginden itibaren yem yemeye baglar ve ortalama
sutten kesilme zamanlari 21 gundur (172).

Bilim adamlarinin deneylerde kullandigi gok fazla sigan turG vardir. En sik
kullanilan mutantlar Wistar, Sprague Dawley, Long-Evans, spontan hipertansif
sigan (spontaneously hypertensive rat (SHR), Lewis, BBDP (Biobreeding Diabetes
Prone ), Zucker ve Fischer 344 (F344) siganlaridir. Sprague Dawley, Long-Evans,
spontan hipertansif sigan ve Lewis siganlari Wistar kdkenlidir (172-175).

Wistar sicani 1906 yilinda rattus norvegicus tlrine ait albino siganlardan
Wistar Enstitistnde taretilmistir. GUnimuzde en yaygin kullanilan soydur. Genis
kafasi, uzun kulaklari ve viicudundan daha kisa kuyrugu ile taninir (173). Sprague
Dawley sigani sakin, tutmasi kolay ve kuyruk boylari oransal olarak Wistar
sicanlarina gore daha uzun olan bir soydur. Cok amacl deneylerde kullanilir (173).

Long-Evans tepeleri siyah veya kahverengi olan, beyaz sicanlardir ve
siklikla davranis ve obezite arastirmalarinda kullanilir (173). SHR siganlarinin kan
damarlari adenosin, asetilkolin ve isoproterenol gibi ilaglara wistar soylarindan daha

az gevsetici cevaplar verir (174).
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Lewis sicani albino, uysal karakterli, disuk dogurganlikli ve ylksek kanser
insidansina sahip bir sican soyudur (173).

BBDP sigani otoimmin tip-1 diabeti spontan geciren bir soydur. Tip-1
diabetin arastirildigi hayvan modellerinde kullanilir (173).

Zucker siganlari obezite ve hipertansiyon arastirmalarnda genetik bir model
olmak uzere gelistiriimislerdir. Zayif ve obez fenotipli iki ayri zucker sigani tipi vardir
(173).

F344 sicanlari kanser arastirmalarinda ve toksikolojide 1920°'den beri
kullaniimaktadir. Bu soyda spontan yagla ilgili neoplasmlarin ve dejeneratif

hastaliklarin insidansi yuksektir (175).

MORRIS SU TANKI TESTi (MWM)

Morris su tanki testi sicanlarda bilissel eksiklikleri saptayabilir ve
derecelendirebilir. Bu o6zelligi ile farkli degiskenlerin biligsel sonuglarini dlgen
arastirmalarda sikga kullanilan bir yontemdir (176-180). Uzaysal 6grenme, yer yon
bulma ve hafiza gibi yetenekler sicanlarda Morris su tanki testiyle Olculebilir
(176,180). Bu testin bilissel islevi oOlgcmedeki gecerlilii bircok makalede
desteklenmistir (180,181). Fakat az sayida c¢alisma MWM'in performansinin
guvenilirligini ylzde olarak 6lgcmuis (181). Bu testte basarisiz sayilan sicanlarda,
yaslarinin ve beyinlerindeki zararlarin yaninda gorus keskinligi gibi bilissel olmayan
faktorler de etkilidir (182,183). Ayrica cinsiyet, hayvanlarin turleri, yas, beslenme
durumu, strese maruziyet, enfeksiyon gibi birgok faktérden de etkilenir (184).
Siganlarin hippocampus, striatum, bazal dnbeyin, cerebellum ve cortex cerebralis
lezyonlarinda MWM'de bagarisizlik goriimugtur (184).

MWM'in 3 turd vardir (181).

l:referans bellek (reference memory version)

2:hareketli platform (. a moving-platform repeated acquisition version),

3:isaretli platform (a cued platform version)

MWM calismalarini monitdrize edilerek siganlarin zekalarini ‘yeterli’ veya
‘yetersiz’ olarak siniflayabiliriz (177,185,186).

Morris su tanki 152 cm lik gapta, 50 cm derinliginde, ici 21°C su doldurulmus
bir dairesel havuzdur (181). Havuzun Ust ¢eperinde kuzey, glney, dogu ve bati
olarak 4 nokta belirlenir (187). Bu noktalarin arasinda kalan bolgeler kuzeydogu
(Kd), kuzeybati (Kb), gineydogu (Gd) ve guneybati (Gb) kadranlari olarak kabul

edilir (188). Su dolu havuzun iginde su yiizeyinin 1 cm altinda birakiimig 100 cm?®lik
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kare bir platform bulunur. Platform arastirmaci tarafindan yeri degistirilebilir ve
sicanlar tarafindan goriinmez olmalidir. Bu diizeneklerin tamami 22°C sabit
sicakliga sahip bir odada bulunur. Genis, ylksek cozinurlikte gorsel isaretler
odanin her tarafinda ve havuzun duvarlarinda bulunur. Siganlarin hareketlerini
video formatinda kaydetme diizenegi de olmalidir.

Bazi arastirmacilar ise havuzun boyutlarinda ve igeriklerinde farkhhk
yapmiglardir (176,183). Gage FH ve Bjorklund A. adh arastirmacilar ortak bir
calismalarinda havuz boyutlarini 140 cm c¢aphh ve 45 cm derinliginde
ayarlamiglardir. Ayrica opaklik vermek amacl 0,5 litre sut tozu havuz igindeki suyla
karistinimigtir (176).

Siganlari denemeler yaptirarak MWM’'e alistirmak gerekir. Basarili bir
denemede farkli 4 noktadan su i¢ine birakilan bir sican ylzerek en fazla 120 saniye
icinde gizli platformun Ustine ¢ikabilmelidir. Basarili siganlar ve bu azami stre (120
sn) icinde platformu bulamamig basarisiz si¢anlar 15 sn boyunca platformun
ustlinde bekletilir. Ortama bu sekilde alistirilan siganlara 7 giin boyunca MWM testi
uygulanir. Hareketli platform testinde her denemede platformlar rastgele yerlere
konur. Morris su tanki testinin baska bir isleminde isaretler kullanilir. Bu islemde
platform (izerine yilksek ¢coziiniirliikte 88 cm?lik gorsel bir isaret konur. Bu gérevde
sicanin yizme mesafesi ve platformu bulmaya calisirken kat ettigi yolun uzunlugu
monitorize edilir ve bdylece sicanin bilissel islevi Olgulir. Bu test sigcanlari biligsel
olarak ‘yeterli’ veya 'yetersiz’ olarak siniflar (186).

Her sican ayni yerden ve ayni yonde birakiimalidir havuza. Hipotermiyi
engellemek icin siganlar son denemelerinden sonra 38.5°C’lik suyu bulunan
banyoya 5 dk boyunca konur ve ardindan da 15 dk boyunca infrared isitici ile
Isitilarak kafeslerine goéturalebilir (189). Sicanlarin azami slre iginde platformu
bulamadigi denemelerde ylizme mesafesi lizerinde ylizme hizinin etkisini kaldirmak
icin, platformun bulunamadigi denemelerdeki mesafelerin mediani alinir (189).
Yuzme mesafesi MWM’de bilissel islevi dlgen en iyi parametredir (181). MWM’'de
yuzme hizlarini élgerek motor islev de dlgullir (189). Akinetik, agirhgi disik ayakta
duramayan ve su iginde basini kaldiramayan siganlar ¢alismaya katilmamalidir.
(182). Yuzme hizlari yaslar ile ters oranti gosterir. Ylizme hizlari ve yluzme
mesafeleri de ters orantihdir.

Morris su tanki testi disinda siganlarda kullanilan bagka duzenekler de
vardir. Y su tanki (Y water maze) sigcanlari davranissal olarak test eder. Bu

diizenekte sigani ylizmeye zorlayacak 18°C su bulunur ve 2 ayri kola da konabilen
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siganin tirmanabilecedi bir platform bulunur. Test tamamen karanlk bir ortamda
yapihr (190).

STEREOLOJIK YONTEMLER

Bu yontemler gergekte 3 boyutlu olan fakat insan géziyle iki boyutlu
algilanan goérintiler UGzerinde partikiller sayilarak yorum yapilmaya calisilan
bilimsel calismalarin sonuglarini ger¢cede yaklastiran son ylzyil iginde bulunmus
yéntemlerdir (191,192). Bu yontemlerle laboratuvar ortaminda 2 boyutlu kesitlerdeki
cisimlerin hacimleri, yuzey alanlari, sayilari,  uzunluklari ve bu verilerden
tirevienebilecek daha baska verilere ulasilabilir (193). Ornegin viicudumuzdaki
damarlarin toplam uzunlugu, ince barsaklarin ylzey alanlari bu yodntemler ile
bulunabilir.

Disektor yonteminin stereolojik yOntemlere eklenmesiyle mikroskopik
analizlerde sonugclarin guvenilirlik ve yansizlik 6zellikleri artmigtir. Bu yontemlerde
kullanilan sistematik rastgele érnekleme ilkesine goére drneklemenin ilk safhasindaki
rastgele bir sayl secilir. Ardindan ikinci temel kural olarak dedistirmeyecegimiz
baska bir sayi belirlenir ve 6érneklem bu araliklarla kuralli olarak yapilir (23,194). Her
bolgeye esit 6rneklem sansini vermek, tarafsizlik ilkesini korur. Analiz sonuclarinin
bilimsel kabul edilmesi bu yontemin tum kesitlerde eksiksiz uygulanmasina baghdir.

Bu yontem Gundersen isimli bir arastirmaci ile kismen gelistiriimistir.
Bindokuzyuzdoksanbirde West ve arkadaslar optik disektor yontemiyle sistematik
ornekleme ve optik pargalama ydntemini birlestirmistir (195). Bdylece bu ydntem
norobilimde yillardir etkili ve tarafsizlik ilkesini saglayan bir yontem haline gelmistir.

Gundersen stereolojiye tarafsiz sayim gergevesi ve sayim kuralini getirmigtir.
Mikroskopta incelenen bir kesitin goérintl alanina butliin halde giremeyen yapilarin
sayllip sayillmayacagi belirsizli§i yok olup ¢ift sayilma yanlisi engellenmigtir.
Gorlntlsu izlenen boélgede goéruntliiden daha kiglk ve sabit bir dértgenin sol ve alt
kenarlarina degen objeler yasak kenarlara degdikleri kabul edilip sayim disi
birakilirlar (Bkz. Sekil 5). Serbest kenarlar denen doértgenin sag ve Ust kenarina
temas eden tim objeler ise gergeve iginde kabul edilip sayima dahil edilir. Ayrica bu
kesit Uzerinde z ekseni boyunca ilerleme ydntemiyle sanal bir kip olusturabiliriz.
iste bu optik disektdr yontemidir (191).

Fiziksel disektdér ayri bir stereolojik yontemdir. Belli mesafelerde birbirine
paralel alinan kesitlerde birbirini izdisim olarak takip eden pargalar sayilmaya
cahsilir. Kesitlerin kalinligi, sayllmasi planlanan partikul tdrlerinin ortalama vertikal

uzunluklarinin Ggte biri uzunlugunda olmalidir. Bu kesitlerden ilki gozlem, digeri
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sayim kesiti olarak adlandirilir (191). Bir baska yéntem optik disektor yontemi
olarak anilir (191,196). Bu ydntem mikroskopta mikrovida kullanimina ve kesit
kalinhginin bilinmesine muhtactir. 2 boyutlu bir kesitte mikrovidayla oynayarak
gorantindn ilk netlestigi yerden son netlestigi yere kadar degisik goéruntiler
g6zlenmesi optik disektor teriminin manasini tam acgiklamaktadir. Bu yerlere alt
yluzey ve Ust ylzey denir. Bu iki yluzey arasindaki nesnelerin sayim sonucu
saydigimiz kesitin hacmine bdlundrse birim hacimdeki nesne miktari ‘sayisal
yogunluk (N) olarak bulunur (197,198). Sayisal yogunluk tim hacim ile
carpildiginda 6rneklemden evrene ulasmis oluruz. Bu yéntemde kesit kalinligi
sayacagimiz en uzun partikilden boyca daha buytk olmalidir ki bir uzun partikilin
vertikal uzanmasi sonucu farkli kesitlerde tekrar sayilma riski azalabilsin. Kesit
kalinhklari genellikle 20 mikron’dan buylk secilir. Kesit kalinhigini élgmek igin
mikrovida kalibre edilebilir veya mikrokator isimli bir alet kullanilabilir. Kesitin tabani
fiziksel disektorin aksine optik disektor sayisal yodunluk tahmininde taraflihk
uretebilir (199). Bu ylzden optik disektor yonteminde kesitin alt ve Ustinden
yaklasik 3-5 mikronluk bdlgeler sayilmamalidir (191). Gulvenlik kusadi denen bu
bolgelerden sayim yapmak hatadir (200). Ustelik bu bdlgeler kesitler hazirlanirken
bol artefakt olusan kesim ytzeyi bdlgeleridir. Bu yontemi kullanmak yogun partikullG
kesitlerde sayilma kolayligi ve daha az kesit gerektirmesi nedeniyle zaman, para ve
emekten tasarruf gibi yararlar saglar. Toplam néron sayisina ulagabilecegimiz iki
temel yol vardir. ilki yapinin hem hacmine hem de yogunluguna odaklanan disektor
yontemi, digeri ise partikil sayisina odaklanan pargalama ‘fractionator’ yaklagimidir
(201). Bu iki ydntemin de kullanilarak sayildigi néral yapilar dorsal kék ganglionlart,
neokorteks, cerebellum, nucleus coeruleus, hippocampus, EC, substantia nigra ve
striatum olarak sayilabilir (201,202).

Bir diger sistematik rastgele drnekleme tiri olan optik parcalama; dondurma
yéntemi, parafin ve plastik gdmme teknikleri igin uygundur (191). Cunki dokularin
hazirlanmasindaki blztisme, sisme gibi artefaktlar sayim sonugclarini etkilemez. Bu
uygulamaya optik disektér ydntemi eklenir. Bitlin dokunun partikil sayisi, o
dokudan hazirlanmis kesitlerin uygun &rneklem ydntemiyle segilen alanlari
incelenerek bulunan sayinin doku/kesit oraniyla ¢arpilmasi sonucu hesaplanir.

Stereolojiyi c¢alismalarda kullanmanin tirli yararlari vardir. En basta
sonuglar sayisaldir ve tekrar edilebilir. Bilgisayar sistemleri gibi yeni teknolojilere
aciktir ve arastirmacilarin bu teknigi 6grenip uygulamalari kolaydir (192). Son

yillarda bu yontemlerin radyolojik grafilerde kullanimi artmigtir (203).
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GEREC YONTEM

UzUM GEKIRDEGI 0zUTU (0¢0)

Yuritilen proje (TUBITAK 1001, proje no: 108 S 157) dahilinde Pamukkale
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bélimiinde Denizli yoresi Vitis
vinifera (L. cv. Calkarasi) cinsi Uzimlerin pekmez atigi olan ¢ekirdeklerinden elde
edilen liyofilize UCO kullanildi. Bu Griinin fenolik igerigi ve ekstraksiyon verimliligi 3.

ve 4. tablolarda gosterilmigtir.

Tablo 3: Pekmez atigi Gzim cekirdeklerinde fenolik madde miktari ve

ekstraksiyon verimliligi (Proje raporu, 204).

Toplam Fenol igerigi (kuru agirlk % 45.1 GAE (Gallik Asit Esdegeri)
bazinda)

Toplam Flavonoid igerigi (kuru madde %27.1 KE (Katesin Esdegeri)
bazinda)

Ekstraksiyon verimliligi %1.12

Tablo 4. Vitis vinifera L. cv. Calkarasi (zimiinden elde edilen LUCO’niin

gallik asit, katesin ve epikatesin icerikleri (+ standart sapma) (Proje raporu, 204)..

Konsantrasyon
Bilesen .
(mg/100g LUCO)
Gallik Asit 53.5+5.6
Katesin 65.9+95
Epikatesin 454 + 87

SIGANLARIN SECimi

CGalismada Wistar Albino cinsi siganlar kullanildi. Deney agsamasi Pamukkale
Universitesi Deney hayvanlari Etik Kurulu izni ve uygulama yénergesi dahilinde
gergeklestirildi. Siganlar Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan
Aragtirmalari Laboratuar’'ndan elde edildi. Deney boyunca siganlar 12 saatlik
aydinlik-karanlik devri yaratilan, 22+/-2°C lik oda isisinda ve %50+/-5 nem
ortaminda kafeslerde izlendi. Ustleri paslanmaz gelik tel 6rgili plastik kafesler
kullanildi. Duzenli kafes temizligi yapilarak siganlarin serbestce yem ve suya

erismeleri saglandi.
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Deneyin baslangicinda yavrularin elde edilmesi igin damizlik disi siganlar
vajinal siriintll (smear) ydntemi ile incelendi. Ostrus déneminde olan siganlarin
vajinal surlintistinde epitel hicrelerinin tipik olarak c¢ekirdeksiz, poligonal sekilli
superfisyal yigin olusturduklari saptandi. Bu gorintinin izlenmesini takiben Ug¢ disi
ve bir erkek sican olmak Uzere bir gece ciftlesmeye birakildi. Ciftlesme sonrasi
erkeklerden ayrilan disiler vajinal lavaj ile sperm aranmasina tabii tutuldu. Sperm
bulunmasi durumunda o gin gebelidin 0. gind olarak kaydedildi. Gebe kabul edilen
her sican yalniz olarak ayri kafeslere yerlestirildi. Dogan yavrularda anorektal
mesafe &lgimu yapilarak erkek ve digiler tespit edildi. Disi yavrular deneye
alinmazken erkek vyavrular deney icin isaretlendi. Yavrular kendi baglarina
beslenecek blyuklige erisinceye kadar anaglarin yaninda tutuldu. Bu slre zarfinda
deneye dahil edilen sigcanlarin kuyruklari gruplara goére isaretlenerek taninmalari

saglandi.

YENIDOGAN SICANLARDA HiE MODELININ UYGULANMASI

Erkek sigan yavrulari dort gruba ayrild..

1.grup (n=5): HIE ve sonrasinda bes giin 50 mg/kg/giin Uzim cekirdegi
6zutl enjekte edilen grup.

2.grup (n=5): Bes gun 50 mg/kg/glin sadece Uzim ¢ekirdedi 6zitl enjekte
edilen grup

3.grup (n=5): Kontrol grubu (Yalanci operasyon).

4.grup (n=5): HIE ve intraperitoneal % 0,9 NaCl uygulanan grup.

Dogumdan sonraki 10. gunde 1. ve 2. gruplardaki yeni dogan yavrulara ense
bélgesindeki derinin gevsek oldugu bélgeden cilt alti LUCO enjeksiyonuna baslandi
(50mg/kg serum fizyolojik iginde, pH:7,4). Birinci ve dérdinci gruba postnatal 12.
giinde HIE modeli uygulandi. Birinci ve ikinci gruba postnatal 15.giine kadar (toplam
bes giin) LUCO enjeksiyonuna devam edildi. Dérdlincii gruba ise ayni miktar ve
stirede % 0,9 NaCl enjekte edildi.

Dogum sonrasi 12. gunde 1. ve 4. gruba ait yavrular genel anestezi ile
uyutulduktan sonra ( lcc ketamin+0,5 cc ksilasin + 8,5 cc serum fizyolojik
solusyonundan 10 gram canli agirlik basina 0,2 cc karisim) modifiye Levin modeli
HIE uygulandi (99,205). Bu islem igin biyomikroskop altinda sican yavrularinin
boyun 6n yuzu, sol yandan yaklasik 4 mm yatay kesi ile girildi. Fasya ve kaslar kint
diseksiyonla ekarte edildi. Sol a.carotis communis bulundu, 4/0 cerrahi sutur

kullanilarak askiya alinip, kalici olarak baglandi (Bkz. Sekil 2). Uglincii gruba ise
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ayni sartlarda a.carotis communis bulunduktan sonra baglanmadan birakildi. Kesi
yerleri cerrahi suturle kapatilip yavrular anag si¢ganlarin yanina birakildi, uyanmalari
beklendi. Uyanmalarini takiben 1. ve 4. gruptaki yavrular (yaklasik 1 saat sonra)
dakikada 5 litre %8 oksijen %92 nitrojen karigimi verilen bir kabinde bir buguk saat
kadar bekletildi. Ortam sicakligi uygulamalar boyunca 33°C civarinda tutuldu.

Yavru siganlar kendi kendilerine beslenmeye baslamalarindan sonra ayni
grupta olan siganlar ortak kafeslerde olacak sekilde 6grenme testlerinin yapilacagi
zamana kadar 8 hafta beklediler.

OGRENME TESTLERININ UYGULANMASI

Morris Su Tanki Testi’nin Uygulanmasi

Dogumdan sonraki onuncu haftada su tanki testinin uygulanmasina
baslandi. Su tanki uygulamasi igin Morris tarafindan tanimlanmis su tankina goére
modifiye edilmis dairesel, g¢elik su tankina (150 cm c¢apinda ve 45-60 cm
derinliginde) 2312 O0C’ de 32 cm derinliginde su dolduruldu (14,117). Pleksiglas
materyalden 12 cm x 12 cm boyutlarinda ve 34 cm yuksekligindeki platform, ylzeyi
su yluzeyinden 2 cm kadar yuksek olacak sekilde su tankinin igine yerlestirildi.
4mx3m taban alani olan bir odada bulunan su tankinin etrafindaki duvarlara,
havuzun icinden goérulebilecek ve sigan tarafindan uzaysal lokalizasyon igin
kullanilabilecek, gbérsel cisimler yerlestirildi. Test boyunca c¢evre dizeni
degistiriimedi ve test her sican igin ginun ayni saatlerinde tekrarlandi (Bkz. Sekil 3).

Testin uygulanmasi: Su tanki kendi i¢cinde 4 farkh sanal kadrana (Kb, Kd,
Gb, Gd) ayrildi. Platform, kadranlardan birinin ortasina sabit pozisyonda yerlestirildi.

Testin baslangicinda (1.giin) siganlara alistirma yaptirildi (training):
Platform su Ustinde gérinir oldugu halde sicanlar bir dakika sireyle tank iginde
herhangi bir kadrandan birakilarak ylzduruldu. Her iglem arasi bir saat olmak Gzere

Ucer kez tekrarlandi. Buradaki kayitlar istatistiksel degerlendirmede kullaniimadi.
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a.carotis
communis
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’ . . R
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Sekil 2: Genel anestezi altindaki sican yavrusuna sol a.carotis communis
ligasyonunun uygulanmasi. Sekilde diseksiyon mikroskobu altinda cilt-cilt alti ve
boyun fasyalari diseke edilerek karotis kilifi agiimis (A), a.carotis communis, sinir ve
venlerden ayrilarak (n. vagus ve v.jugularis interna) 4/0 cerrahi ipek iplikle asiimis
olarak gérulmektedir (B). islemin devaminda damar igi kan akigi yoénii ve pulsasyon
(ven ile karismayi 6nlemek igin) kontrol edilip baglanma islemi tamamlandi. Kan
akiminin durdugundan emin olunarak 8/0 polipropilen cerrahi iplikle en fazla g
noktadan cilt kapatildi (Kesi uzunlugu yaklasik 0,4 cm) (Proje raporu, 204).

siganin birakildigi nokta

platform
Sl B o
_’/ 1
T asem
A
150em !
_——’//
tank

izlenen yol
platform

Sekil 3: A: Su tanki testinde kullanilan havuzun sematik gérinimi. B: havuzun
kamera ile tespit edilmig Ustten gorunumu. Mavi gizgiler kadranlari ayirmaktadir.
Burada &rnek bir uygulama sonrasi olusturulan videoda siganin baslangig
noktasindan platforma kadar izledigi yol gérilmektedir.(Ornek resim daha dénce
yapilmig bir galismadan alinmigtir (206).
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ikinci ile altinci giinler arasi: Platform su yiizeyinden asagida olacak
sekilde yerlestirildi, her sican icin, ginde 3 deneme olmak lzere araliksiz 5 gun
sureyle denemeler yapildi. iki sican denemesi arasindaki siire bir saat olacak
sekilde ayarlandi. Her deneme, platformun bulundugu kadran disindaki 3
kadrandan her birine, sicanlarin yuzleri havuzun duvarina bakacak sekilde
birakilmasiyla basladi. Her sicanin 3 kadrandan hangisinden baglayacadi rastgele
secildi. Her denemede, sican platformun Uzerine ¢ikana kadar gegen sure (ylzme
zamani) kaydedildi. 60 sn sonunda platformu bulamayan si¢anlar deneyi uygulayan
kisi tarafindan platformun (zerine konularak 15 sn slreyle platform Uzerinde
kalmasi saglandi. Her deneme sonunda sicanlar kafeslerine alindi. Denemeler
kamera yardimiyla bilgisayara aktarilarak Ethovision 3.1 bilgisayar programiyla
analiz edildi (Bkz. Sekil 4).

Her sicanin, denemelerdeki performansi,

o Denegin platforma ulagsmasi igin gegen zaman (Escape latency),
o Platforma ulasmak icin kullanilan yol uzunlugu (Path length)
o Hizi (velocity)

olmak Uzere Ug¢ parametre acisindan degerlendirildi.

1. Gin 5. Gilin

x_ e
5, -
St

-

’“/EI\\'&\ . \
b

Sekil 4. Kat edilen mesafe. Sekilde bir sicanin testin basinda ve sonunda
platformu bulmak igin kat ettigi yol yesil ¢izgi ile gdsterilmistir goérilmektedir (6rnek
resim daha 6nce yapilmig bir galismadan alimigtir (206).

PERFUZYON, DEKAPITASYON, KRANYOTOMi VE DONDURMA-KESME
ISLEMLERININ UYGULANMASI

Erigskin hale gelen sican yavrularina davranig testleri uygulandiktan sonra
genel anestezi altinda perfizyon yoluyla fiksasyon ve sonrasinda da dekapitasyon
islemleri yapildi. Her gruptan birer hayvan segilerek islem suardurdldid. Genel
anestezikler icin uygun dozu bulmak amaciyla tartilan siganlara intraperitoneal
ksilazin/ketamin enjeksiyonu ile anestezi saglandiktan sonra supin pozisyonda

ameliyat masasina sabitlenen siganlarin torakal boélgeleri 6n taraflarindan sagittal
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hat boyunca deri ve derialti dokular kesilip ekarte edilerek sternumlarina dek acildi.
Sternum mid-sagittal kesi ile ikiye bolindi ve diaphragma serbestlestirilerek gégus
kafesleri acildi. Kalp zedelenmeden tutularak kor uclu bir igne ucu sol ventrikile 3
mm sokuldu. Pesi sira sag atriumda 1-2 mm’lik insizyon acildi. Sol ventrikille
perfiizyon baslatildi. +4°C’de 100 ml %0,9'luk NaCl soliisyonu sag atriumdan disari
cikan sivi berraklasana dek (5-8 dk icerisinde) verildi. Berraklagsmanin ardindan 0,1
M fosfat tampon (PB, pH 7,4) icinde 600 ml miktarinca %4’liUk paraformaldehit
soliisyonu +4°C’de perfiize edildi. Perfiizyon sivisinin ilk 200 ml si hizli, diger 400
ml ise yavagca (yaklagik 2 saat iginde) gonderildi. Fiksasyon sivisinin perfizyonuna
baslandiginda kas segirmelerinin ortaya ¢ikisi ile fiksatifin dokulara ulagtigina karar
verildi.

Transkardiak perfuzyon sonrasi servikal dislokasyon yontemi kullanilip
siganlar dekapite edildiler. Kafalari orta hatta Ustten deri insizyonu ile kemige kadar
kesilip deri ve derialti dokulardan serbestlegtirildiler. Pens yardimiyla kafa kemikleri
Ustten kucuk boyutlarda nazikge Kirilarak beyinleri goranir hale getirildi. Beyinler
beyin sapi hizasindan kesilip ¢ikartildi, tartildi ve 3 glin fiksasyon sollisyonu iginde
+4°C’'de bekletildiler. 3 giin icinde tespit olan beyinler pesi sira %30luk siikroz

solsyonunda 3 giin +4°C’de bekletildiler.

KESITLERIN HAZIRLANMASI VE BOYANMASI

Kesilen beyinler yuvarlak tasiyicilara beynin tepesi Uste gelecek sekilde
horizontal olarak kondu ve -50°C’ye hizlica getirilerek tespit edildi. Orneklem
alinacak beyinler ¢dzdiriiliip, kabin ici sicakligi -15°C’ye getirilen Lecia CM3050
marka kriyostat aletinde sistematik rastgele 6rnekleme ile 1/12 oraninda 50
mikronluk kesitler alindi. Kesitler édnceden jelatine batiriip kurutulmus ve kursun
kalem ile numaralandirilimig lamlarin (zerine alindi. Uzerlerinde 2 veya 3 kesit
bulunan lamlar lamellerle kapatildiktan sonra zembile numara sirasiyla dizilip ici
ksilen dolu kaplarda 5’er dakika bekletildi. Hemen sonra igleri %100, %100, %70
ve% 50’lik alkol karisimlarinin bulundugu kaplarda ayni sirayla 5’er dakika boyunca
bekletildi. Pesi sira zembil kesitleri lamdan dékmeyecek yumusaklikta akan suyun
altina konarak alkolden hafif¢ge arindirildi. Ardindan zembil kresil viyole boyasinda 5
dakika boyunca bekletildi ve ayni usulde akan suyun altinda kap igindeki sivi
berraklagsana kadar bekletildi. Yikanma islemi bittikten hemen sonra zembildeki
fazla su kagit havlulara akitilarak kesitler sirayla % 50, %70, %100 ve %100’lUk

alkol sollisyonlarinin bulundugu kaplardan 5’er dakika gegirtilip dehidrate edildi. igi
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ksilen dolu kaplarda 5’er dakika bekletilen kesitler uygun lamel ve yapistirici ile
kapatildi. Lamel ile kapatimis kesitler ortalama 3 gin boyunca kurutularak
birbirlerine yapismalari 6nlendi. Kapatiimis lamlar 1sik mikroskobu altinda incelenip
boyanmasi koéti bulunanlar 1 gln boyunca ksilen kabi icinde bekletilerek
lamellerinden ayrilip tekrar kapatildi. Hazirlanan kesitlerde GD bélgesi uygun
stereolojik yoéntemlerle 1sik mikroskobu altinda sirasiyla 4’luk ve 10010k
blyUtmelerde goérintinin video kamera yoluyla bilgisayar monitérine

aktariimasiyla sayildi. Deneyin agsamalari tablo 5’de 6zetlenmistir.

Tablo 5: DENEYIN GCALISMA PLANI

sira | GUN/SURE ISLEMLER

1 Wistar albino tiriinde disi siganlarin smear takibi ile dollenmeye

uygun zamanlarinin tayini

2 Pozitif vajinal smear sonucu déllenmeye uygun disilerin ayni tur

yetiskin erkek siganlarla ayni kafese konulmasi

Gebeligin 0. giini Vajinal smearlarda sperm bulunan siganlarin gebe kabul edilmesi

4 Yavrularin dogmasi, erkek yavrularin beserli gruplara bélinmesi

5 Postnatal 10.-15 gunler | Birinci ve 2. gruba secilen erkek yavrulara 5 giin boyunca
arasl subkutan yol ile 50mg/kg/glin (pH:7,4) 6zit uygulanmasi

6 Postnatal 12. glin Birinci ve 4. gruba segilen erkek yavrulara hipoksi iskemi modeli
uygulanip ve yavrularin yaklasik 1 saat sonra bir kabin iginde 1,5
saat boyunca 5 I/dk %8 oksijen ve %92 nitrojen karigimina maruz

birakilmasi

7 Tum gruplann st alimlari kesilene kadar anaglarinin yanlarinda

kalmalarinin saglanmasi

8 Anagclarindan uzaklastiriimalari
9 Yetiskin doénem | Tim gruplarin genel anestezi altinda trasnskardiak perflizyon
(postnatal 120.glin) yoluyla fiksasyon, dekapitasyon, kraniyotomi yapilmasi ve

beyinlerinin ¢ikartilip tartiimasi

10 3 glin boyunca Beyinlerin +4°C’de fiksasyon sollisyonunda tespit edilmeleri

11 3 glin boyunca +4°C’de %30'luk siikroz soliisyonunda bekletilmeleri

12 Kriyostat cihazinda -15°C’de 50 mikronluk seri kesitlerin alinmasi

13 Kesitlerin -20°C’de boyama islemine dek saklanmasi

14 Cresyl violet ile boyama igleminin yapilmasi

15 Kesitler stereolojik yontemlerle sayilip, bulgularin istatistiginin
yapilmasi
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OPTiK PARGALAMA YONTEMINE GORE HUCRE SAYIMI

Beyinden alinan her 12 kesitin ilk 11'i atilip sonuncusu lama kondu. Bu
secme islemi bir sistematik rastgele 6rnekleme ydéntemiyle optik parcalama
yontemidir. Kesit érnekleme orani (KeOO) bizim c¢alismamizda 1/12'dir. Cunki 12
kesitten sadece 1 tanesi kullaniimistir. Bu sayede GD’nin bulundugu yaklasik 10-16
horizontal kesit hazirlanmigtir.

Alan 6rnekleme orani (AOO) toplam hiicre sayisini hesaplamaya yonelik
KeOO’ndan ayri bir parametredir. Hazirlanan kesitler Olympus CX31 markali bir 1s1k
mikroskobunun merceginden goruntl yakalayabilecek aparatlar takiimig (Exwave
HAD Color Video Camera SSc-DC88P markal) bir video kamera sayesinde
goruntindn  bir  bilgisayar monitérine yansitiimasiyla incelendi. Bilgisayar
monitérindn Uzerine Adigizel ve arkadaslarinin tarifledigi Thoma lami kalibrasyon
yéntemi esas alinarak cam kalemiyle c¢izilmis bir kare olan asetat bantlanmistir
(207). Asetatin Uzerindeki buyuk karenin bir kenari 100X’1Uk buyutmede 50
mikrondur. Sayim yapacagimiz yasak ve serbest kenarlarin gerceveledidi tarafsiz
sayim cergevesinin her kenari 20 mikrondur. Her G¢ adimda bir sayim yapildigi igin
alan érnekleme orani 4/75 olarak hesaplandi.

Bu buyutmedeki hiicreler Shtereom adli bir bilgisayar programi araciligiyla
sayllmigtir. Shtereom programi, masadstinin gorintist Ustinde programin
olusturdugu kendi seffaf masalstli bolima igine her fare tiklatildiginda bir sayim
olarak kabul eden, toplam sayiyi gerceveler (frame) iginde, gergeveleri de kesitler
(section) iginde siniflayan ve tim bu verileri MS-excell dosyasi olarak kaydedebilen
bir programdir. Mikroskop gorintisi Aver media adli program ile bilgisayar
monitdrinde izlendi. Her kesit 4X’luk buyutmede bakilip mikrovida ile netlik
kazandirildiktan sonra GD boélgesi arandi. GD bulundugunda lamin Uzerinden
4X’luk okuler uzaklastirlip Gzerine immersiyon yagi dokuldd. Netligiyle oynanmadan
100X’lik buyutmeye gegirilen gortntl Uzerindeki tarafsiz sayim gergevesinin iginde
kalan hacreler mikrovida oynatilarak belirlenip shtereom programinda sayildi (Sekil
6).

Kesit kalinhgini mikrovida kalibrasyon ydntemiyle Olcildi (208). Isik
mikroskobunda kullanilan bu ydntem mikroskobun mikrovidasi doéndurulerek
goruntindn ilk ve son netlestigi yerlerdeki agi farkinin hesaplanmasiyla uygulanir.
Calismamizda 1 derecelik hareket 0,5 mikrona karsilik gelmektedir. Tim kesitlerin
kesit kalinhdi (t) bu sekilde 6lculip ortalama kesit kalinlidi (tor) 6lculdu. Kesit alirken

olusan artefaktlarin yol agacagdi sayim hatalarindan kurtulmak icin kesitin 5 mikron
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ustlinden ve altindan toplam 10 mikron mesafeli bir glivenlik araligi birakildi. Tum
kesitin ylksekliginden 10 mikronluk glvenlik kusagi ¢ikartilarak disektor yuksekligi
(h) belirlendi. Bu yolla ortalama disektér ylksekligi hesaplandi (hyy). Kalinhk
ornekleme orani (KaOO) hgi/ter seklinde her sican igin ayrica hesaplandi.
Calismamizda hy; =40 mikron, t,; =50 mikron’dur.

Sayim igleminde hucreleri belirlerken Kkisilerce farkh yodntemler tercih
edilebilir. Hlcrelerin membranlari veya nikleuslari sayilabilir bu belirleme icin ki bu
calismada iki parametreden de vyararlanildi. Calismamizda gyrus dentatus’un
granuler tabakalarindaki hucreler sayilmistir. S6z konusu bolgede istatistiki yeterlilik
amaciyla 1/3 adimlama yapildi. Her kesitin toplam noéron sayilari sheretom
programinda kayda alinip (> Q=toplam disektor partikil sayisi) her siganin toplam
noéron sayisi bu kesitlerden bulunan sayilar toplanarak bulundu (Tablo 6). Daha
sonra toplam néron sayisi (N) su formulle hesaplandi.

N(toplam)= (5> Q)x(1/KeOO)x(1/AO00)x(1/KalO0).

Hata katsayisi drnekleme planinin yeterliligini gosteren bir kontrol dlgegdidir ki
her bir sican igin sayilan kesit sayisi ve her kesit i¢cin hesaplanan disektor partikal

sayisi kullanilarak bulunur.

0@2@0
OOG a8
mz

b@z

Sekil 5: Yasak kenar. Tarafsiz sayim cgergevesinde koyu gosterilen
devamli gizgi yasak kenari, acik renkli ¢izgi sayima dahil edilen serbest kenari
gostermektedir. Gri lekeler sayima dahil eden partikuleri temsil etmektedir.
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Sekil 6: SHTEREOM® yaziliminda hiicre sayim modiiliiniin demonstratif
gorintisi. Buylkligli 50X50 pm? olan adimlama alanini ve iginde 20X20
um?blyikliginde tarafsiz sayim gercevesi goriilmektedir. Her iic adimda bir
tarafsiz sayim gergevesi yardimi ile sayim yapildigi igin 7500 pm? adimlama
alani iginde 400 pm? alanda sayim gergeklesmektedir.

ISTATISTIK
Gruplarin elde edilen verileri SPSS for Windows version 18.0 programinda
analiz edildi. Tek yonlu ANOVA testi ile gruplar arasi ortalamalarin farkliig: test

edildi. Post Hoc test olarak Bonferroni kullanildi. Anlamlilik dizeyi p<0,05 olarak
kabul edildi.
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Tablo 6: SHTEREOM® programi yardimi ile elde edilmis, bir sicana ait hiicre sayimi
ve toplam hiicre sayisini gosterir tablo.

Blyuk tablo hata katsayisi (CE ) hesaplanmasinda kullanilacak olan degerlerin (A,

B, C) hesaplanmasinda kullanilacak olan parametreleri gdstermektedir. Kugik

tabloda ise hesaplanmis hata katsayisi ve toplam néron sayisi (tns) yer almaktadir.
shtereom®©

stepping +number estimation

section no, i Qi Qix Qi Qix Qi+l Qix Qi+2
1 26 676 546 1066
2 21 441 861 252
3 41 1681 492 410
4 12 144 120 96
5 10 100 80 120
6 8 64 96 120
7 12 144 180 108
8 15 225 135 225
9 9 81 135 126
10 15 225 210 0
11 14 196 0 0
total=183

A= 3977

B= 2855

C= 2523
Noise= 183

VAR(srs)=  103.541.667
VAR(total)=  1.933.541.667
CE= 0.0759846
TNS= 823.500
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BULGULAR

OGRENME TESTLERINDEN ELDE EDILEN BULGULAR

Morris Su Tanki Testi (Water Maze) Bulgulari

Zaman agisindan (escape latency) 1.grup ile 2.grup (p=0,012) ve 3.grup
(p=0,034) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 7, $ekil 7).
Yol agisindan (path length) ise sadece 1. ve 2. gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamh bulundu (0,031).

Hiz (velocity) bakimindan gruplar arasinda fark olmamasi, deneye katilan
hayvanlarin su tanki testini etkileyecek herhangi bir motor bozukluk géstermedikleri
yonunde degerlendirildi (Sekil 9). Bu sonug testin guvenilirligini artirmaktadir.

Zaman acisindan olusturulan gizgi grafikte (Sekil 7) birinci grubun en kéti
performansi goésterdigi gérllmektedir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulundu (Tablo 7). Birinci gin pretraining safhasi oldugundan istatistik
islemlerine alinmamistir. Ancak diger gunlerde kontrol grubu da dahil olmak Gzere

performansin degismeler gosterdigi aciktir.

Tablo 7: Morris su tanki testi (The Morris Water Maze) sonuglarinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi ile elde edilen p degerleri tablosu. (tekrarlayan dlgimlerde
tek yonli ANOVA, Post Hoc Tukey testi) (Proje raporu, 204).

Gruplar Karsilagtirilan Escape Latency Path Length Velocity,
gruplar (Duration, zaman) (Distance, yol) Hiz
p p p
1.grup 2.grup 0,012 0,031 0,957
3.grup 0,034 0,062 0,943
4.grup 0,226 0,495 0,625
2.grup 3.grup 0,999 0,998 0,767
4.grup 0,828 0,738 0,375
3.grup 4.grup 0,822 0,722 0,951
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Escape latency
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Sekil 7: Sicanin platforma ulasmasi icin gecen zaman acgisindan (Escape Latency,
saniye) gruplarin karsilastiriimasi. Birinci grubun en kotu performansi gosterdigi
gorulmektedir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu, p
degerleri Tablo 7’de verilmistir (Proje raporu, 204).

Yol uzunlugu karsilastirmasi ile ilgili gizgi grafikte (Sekil 8), zaman ile uyumlu
olacak sekilde 1.grubun en kétu performansa sahip oldugu gorulmektedir. 2. ile 3.
grubun ve 1. ile 4.grubun benzer grafiklere sahip oldugu gérilmektedir. Buna gore
2. ve 3. gruplar 1. ve 4. gruplara gére daha basarilidir. Sekil 8'e gére HIE yol
uzunlugunu arttirdigi igin hayvanin 6grenme ve bellegini azaltan bir faktordar.
Ancak 4. gruba gore 1.grubun daha kétii performansa sahip olmasi HIE'nin yani
sira verilen LUCO’nin tabloyu agirlastirdigi anlamini gikartabilir. LUCO’niin
etkisinin olmadigi 2. grup ise yol uzunlugu agisindan en koétu ikinci grup olarak
saptandi. Ikinci grubun bu sonucu oksidatif stresin sinaptik dezorganizasyon ve

noral sinyal disfonksiyonu yaratmasina bagli olabilir (209).
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Sekil 8: Denegin platforma ulagsmasi icin kat ettigi yol. (Path Length, cm) acisindan
gruplarin  karsilastirilmasinda 1. grubun en kot performansi gdésterdigi
gorilmektedir, sadece HIE uygulanan 4.grup ise nispeten daha iyi bir performans
gostermesine ragmen kontrol gruplarina (2, 3. gruplar) goére daha uzun yol kat
ettikleri goérilmektedir. Bu karsilastirmada da 1. ve 2. gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Bkz. Tablo 7) (Proje raporu, 204).

Velocity
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Sekil 9: Sican gruplarinin ortalama hizi. Ortalama hiz (Velocity, cm/sn) agisindan
karsilastirildigindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
goruldu. Bu durum test edilen siganlarda motor yerersizlikten kaynaklanan bir fark
olmadigini kanitladigi igin testin gtvenilirligini artirmaktadir (Proje raporu, 204).
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BEYIN AGIRLIGI AGISINDAN GRUPLARIN KARSILASTIRILMASI

Dekapitasyon ile sonlandirilan deney silreci sonunda siganlarin vicut ve
beyin agirliklari bakimindan gruplar arasinda farkliliklar oldugu géruldi (Tablo 8,
Sekil 10). Birinci grupta olanlarin diger gruplara gére en az vicut agirhdr ve beyin
agirhgr ortalamasina sahip olduklari, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi (Tablo 8, Sekil 10).

En ylUksek vicut agirligi ve beyin agirigi ortalamasinin 3. gruba ait olmasi
deneyin gulvenilirligi acisindan olumlu bir bulgu olarak degerlendirildi. Fakat
istatistiki olarak 3. grup ile diger gruplardan sadece 1. grup ile anlamh fark bulundu
(p=0,000). 1. grup ise diger 3 grupla da istatistiksel olarak anlamli fark yaratti (Bkz.
Tablo 8). Makroskopik incelemede de dzellikle 1. grupta yer alan siganlarin biri hafif,
dorda agir olmak Uzere besinde beyin dokusu kaybi oldugu saptandi (Sekil 11).

Vucut agirhgr bakimindan en ylksek ortalamaya sahip olan 3. grubun diger
tim gruplarla bire bir farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Birinci ile 2.
grup ve 2. ile 4. grup arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, 1.
grup ile 4. grup arasindaki farkin ise anlamli oldugu gérulda (Tablo 8).

Bu sonuca gére beyin ve vicut agirigi bakimindan HIE uygulamasinin yani
sira LUCO enjeksiyonu yapilan sicanlarda (1.grup) daha fazla beyin dokusu kaybi
ve vicut agiriginda azalma olustugu saptandi. Sadece HIE olusturulmasi veya
sadece LUCO enjeksiyonu yapilan siganlarda ise normal siganlara gére istatistiksel
olarak anlamli olmayan beyin ve vicut agirhginda azlk olustugu gérildi. HIE
olusturulmasi ve LUCO enjeksiyonunun ayri ayri bu olgulara katkida bulundugu,
ancak her ikisinin bir arada uygulanmasinin olayl daha da artirdigi izlenimine

varildi.
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Tablo 8: Gruplara ait beyin ve vicut agirlik ortalamalari. p degerleri gruplar arasi
karsilastirmayi gosterecek sekilde verilmigtir (1-2, 3: birinci ile ikinci ve Uguncu
grubun karsilastiriimasi gibi) (Proje raporu, 204).

Beyin
agirhk Grup- Viicut agirhk Grup-
ortalamalari grup: ortalamalari grup:
Gruplar | (gr) SE |SD |P degeri |(gr) SE |SD |P degeri
1,98 (1,75- 248,90 (227-
l.grup |2,37) 0,06 0,18 1-2: 274) 5,30| 16,76
0,006 3-1,2:
2,21 (2,07- 1-3: 271,78 (232- 000
2.grup |2,42) 0,04|0,11 |0,000 310 8,58 | 25,74 |34
1-4: 0,010
2,40 (2,15- 0,037 329,20 (314- 1-2=1
3.grup |2,50) 0,06 /0,14 |3-2,4: 347) 6,01|13,44|4-1:
0,1 0,010
2,19 (2,06- 2-4: 285,83 (260- 4-2:
4.grup |2,30) 0,04|0,09 |1 321) 8,57120,99 |1

Beyin agrrlik ortalamalari (gr)

Vicut agirlk ortalamalari (gr)

350,00 320,20

300,00 277,78 2R
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00 1
0,00 -

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup

Sekil 10: Gruplara ait beyin ve vicut agirlik ortalamalarinin gubuk grafik ile
gosterilmesi (Beyin agirigi acisindan p degerleri: 1-2 gruplar= 0,006, 1.-3. gruplar
arasi= 0,000, 1-4 gruplar arasi= 0,037, 3-2. ve 3-4. gruplar arasi= 0,1, 2-4 gruplar
arasi= 1 olarak bulundu. Vicut agirliklari agisindan p degerleri: 3-1. ve 3-2. gruplar
arasi =000, 3-4gruplar arasi=0,010, 1-2gruplar arasi= 1, 4-1 ve 4-3 gruplar
arasi=0,010, 4-2 gruplar arasi=1. Vucut agirliklari bakimindan p degerleri 3.-1.ve 2.
gruplar arasi=0,000, 3-4 gruplar arasi =0,010, 1-2gruplar arasi = 1, 4-1 gruplar arasi
=0,010, 4-2 gruplar arasi=1) (Proje raporu, 204).
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E F

Sekil 11: Beyinlerdeki makrosopik degisiklikler ile ilgili resimler: A: Uglincii gruba
ait normal beyin, B,C,D: Birinci gruba ait siganlardan birinde gdérilen hafif doku
kaybi. EF: Ayni gruptaki baska sigandaki yodun doku kaybi (Proje raporu, 204).

TOPLAM NORON SAYISI BULGULARI

Grup basina 5 sigan olarak 4 gruba ait toplam 20 siganin GD’leri sag ve sol
olarak stereolojik yontemlerle sayilip hesaplandi. 1.grupta 2 numaral siganin sol
tarafinda deneyin sonucunda gelisen atrofi GD'’yi de icerdigi icin tns’leri gdsteren
Tablo 9'da ‘atrofik’ yazisiyla belirtiimistir. Tablo 9’da goérildigu Uzere 1.grubun
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(HIE+UCO) sag taraflarindaki tns’ler sol taraflarina gére hafifce yiiksektir fakat
bunun istatistiksel bir anlami yoktur. ikinci grubun ise 5 numarali hayvani hari¢ sol
taraflarinda daha ylksektir. Kontrol grubu olan 3.grubun tns’si daha yuksek olan
belli bir taraf sdylenemez. Dérdinci grubun ise 1 numarali hayvan hari¢ sag
taraflarin tns’si daha yuksek bulunmustur. Calismamizda a.carotis communis
ligasyonunu siganlarin sol taraflarindan yapildi. Bu yiizden HIE'nin yapiimadigi 2.
ve 3. gruplar haricindeki hayvanlarinin tns’lerinin sol taraflarinda daha duisik
cikmasi beklenen bir sonug oldu. Fakat tns’nin HIE gegirmis gruplarda sag tarafta
yuksek ¢ikmasi istatistiki olarak anlamli bulunmadi.

Gruplarin toplam néron sayilari Tablo 11'den incelendiginde en yuksek tns
ortalamasina sahip grubun ikinci grup, en disilk tns ortalamasina sahip olanin ise
1.grup oldugu bulundu. Kontrol grubuna (3. grup) gére 1. grubun yarattigi tns
distsindn 4.gruptan daha distk bulunmasi ve 2.grubun 3.gruptan daha ylksek
tns ortalamasina sahip olmasi LUCO’niin hayvanin fizyolojik durumuna gore farkli
davrandigini gosterir. Yani hipoksi-iskemi yapilip LUCO verilen siganlardaki néron
hasarini ve nérogenezini dizeltmemis aksine bozmustur.

TUm gruplar icinde 2. grubun maksimum degerinin diger U¢ grubunkine goére
daha yiiksek olmasi LUCO’niin saglam hayvana verilmesinin yararli olabilecegi
yonunde dustndurir fakat bu konuda gelistiriimis calismalara ihtiyag vardir (Tablo
11).

En dusuk tns ortalamasina sahip grup, en dusiuk beyin agirhdina sahip grup

ve yluzme testlerinde en basarisiz grup 1. gruptur.
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Tablo 9: Hayvanlarin sag-sol toplam ndron sayisi (tns) farklari. Her bir hayvanin
sag ve sol gyrus dentatuslarindaki toplam ndron sayilarini (tns), stereolojik sayim
yontemleriyle sayilan néron sayisi (> Q7), ve hata katsayilarini (HK) géstermektedir.

Gruplar Sol gyrus dentatus Sag gyrus dentatus
Sigcan No | tns 2Q | HK tns 2Q | HK
o) 1 75094 267 0,07269 | 84375 300 | 0,05315
% 2 atrofik atrofik | atrofik 62438 222 | 0,08145
% 3 93938 334 0,06059 | 99281 353 | 0,0596
i 4 68344 243 0,04585 | 66375 236 | 0,06149
g 5 49781 177 0,0432 | 55406 197 | 0,04408
1 122063 434 0,03493 | 112500 | 400 | 0,0391
5 2 56531 201 0,0567 | 54844 195 | 0,05179
:g‘ 3 95906 341 0,06323 | 77344 275 | 0,05151
E 4 86344 307 0,06768 | 74813 266 | 0,02495
g 5 75094 267 0,02807 | 86344 307 | 0,04407
1 90000 320 0,03703 | 62719 223 | 0,02951
§ 2 79313 282 0,03181 | 84938 302 | 0,04944
é 3 58500 208 0,06066 | 56531 201 | 0,04518
™ 4 45563 162 0,05643 | 63281 225 | 0,07073
§- 5 93094 331 0,02683 | 84938 302 | 0,04657
1 57656 205 0,02483 | 43031 153 | 0,03212
_ 2 70031 249 0,04664 | 90563 322 | 0,07189
I'% 3 56813 202 0,06563 | 65531 233 | 0,05558
i 4 78469 279 0,06492 | 80438 286 | 0,07089
g 5 70594 251 0,0519 94781 337 | 0,06894

Toplam ndéron sayilari (tns) agisindan gruplar arasindaki farkin anlaml olmadigi
saptanmistir (p=0,258) (Tablo 10).

Tablo 10 — Gruplar arasi p degeri. Toplam néron sayilari ortalamalari agisindan
gruplar arasi farkin anlamliliigini gosterir istatistik test sonucu (ANOVA) ve p degeri

Tns- ANOVA Sum of Squares |df |Mean Square |F Sig.(p)
Between Groups |1,872E9 3 6,241E8 1,404 |,258
\Within Groups 1,601E10 36 |4,446E8

Total 1,788E10 39
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Tablo 11 - Gruplarin toplam néron sayisi ortalamalari. Gruplar arasi farkin

anlamlihgi tablo 10’da gdsterilmistir (p=0,258).

gruplar | tns SD (Standard SH (Standard Minimum | Maximum
deviasyon) hata)

1.grup | 65503 27999 8854,15 0 99281

2.grup | 84178 21669 6852,49 54844 122063

3.grup | 71888 16464 5206,52 45563 93094

4.grup | 70791 15934 5039,05 43031 94781

90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

toplam néron sayisi

l.grup

d.grup

Sekil 12: Doért grubun toplam néron sayilarinin karsilastiriimasi. Gruplar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p=0,258 )

52




TARTISMA

Hastaliklar1 taklit eden deneysel modeller arastirmacilar arasinda farkl
olarak uygulanabilmektedir. Bu arastirmada yenidogan hipoksik iskemik
ensefalopati modelinde 12 glnlik sigan yavrulari kullaniimistir (210). Literatiirde
rapor edilen benzer gcalismalarda genellikle 7 ginlik sigan yavrularinin kullanildigi
goralmektedir (211,212). Ancak insan ve sigan, fetal gelisim kronolojisi agisindan
karsilagtirildiginda 7 gunluk sigcanlar insanda gebeligin 32.haftasina karsilk
gelmektedir (Sekil 13). Eger uygulanacak model ile miadinda yenidogan insan
fetlsu taklit edilecek ise sigan fetusunin dogumdan sonraki 12. gunu insanda
miadinda (term) fetlse karsilik gelmektedir (212,213). Bu yuzden yedi gunluk sigan
yavrulari ile yapilan galismalarin yeni dogan dénemi olarak degerlendiriimesi dogru
bir yaklagsim olarak gorulmemektedir. Dogumdan sonra 7. gunun tercih edildigi

calismalar Sekil 13’de de goérllecedi Uzere insandaki preterm dbéneme daha

uygundur.
Rat PO
E13 El6 birth P2 P7 P10 P15 P30

Genesis ch_ ________ i Ii,)iﬂ‘erenciation Puék'mje elsT j

[ |
EGC | I

15t wave

|

|

|‘f n
—— 3 - . i i
genesis GC | Peal{ of genesis !

2nd wave gettesis and migration of grajular cells
| I

|
Human i : i
| | 3ggw
Tow 13gw 2gw 28pw  32gw  Dirth 40pnw 7pnm
# e p } ————————————————— —-
GenesisPC| | Preterminjury -~~~ T
Differenciation Purkinje cells
1st wave ) EGCe
genesis GC ) Peak of genesis ’

2nd wave genesis and migration of granular cells
Embryonic day (E), postnatal day 0 (P0), gestational weeks (gw), postnatal weeks (pnw),

postnatal months (pnm).

Sekil 13: insan ve sican fetiisindeki dénemsel &zelliklerin kargilastiriimasi.
Serebellum agisindan yapilan karsilastirma beyinin diger bélimleri agisindan da
benzerlik gostermektedir (214).
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GD gibi degisim icinde olan beyin yapilarina yonelen etkenleri beyin
kesitlerinde incelemek icin akut degil kronik dénemdeki sonuclar daha degerlidir.
Cunku dekapitasyon islemini yaptigimiz zamana goére tns sonuclari degisir. Bir
calismada gerbillere 10 dakika boyunca bilateral a.carotis communis oklizyonu
yapilip gecici global iskemi olusturulmus ve 1-2 hafta sonra bakilan BrdU, GD’nin
subgranuler tabakasinda 12 kat artis saglamistir (32). Bu calismada gerbillerin
iskemi ile baslayan nérogenezleri iskemi sonrasi 9-11. gunlerde maksimuma, 3 gun
sonra da kontrol dizeylerine ulastiyi saptanmistir. Bu ylzden c¢alismamizda
dekapitasyon iglemi yetigkin ddnemde yapildi.

Calismamizda hippocampus’ta olusan bellek hasari ile ilgili olarak, erigkin
hale gelen HIE uygulanmis siganlarin 6grenme performanslari Morris su tanki testi
ile kontrol edildi.

Genel olarak elde edilen sonuca bakildiginda tim gruplarda test
uygulamasinin sonunda tim sigcanlarin test surecinde amacglanan davranigi
ogrendigi gorulmektedir (Sekil 7, 8). Ancak 6grenmenin slire ve yol uzunlugu gibi
parametrelerinin ortalamalari gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Sonucta
dgrenmenin gerceklesmesi HIE modeli ile olusturulan beyin hasarinin égrenme
fonksiyonunu tamamen ortadan kaldirmadiginin bir kanitidir. Bu arastirmadan
beklenen sonu¢ HIE uygulanan grubun kontrol grubuna gére anlamli bir fonksiyon
kaybi gostermesi idi. Ancak bulgularimizda su tanki testi sonuglarina goére HIE
uygulanan 4.grup ile 3. grup (kontrol) arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir fark bulundu (Sekil 7, 8). Hem HIE uygulanip hem de LUCO enjeksiyonu yapilan
grupta (1.grup) ise kontrol grubuna gére olumsuz olmak Uzere istatistiksel olarak
anlaml bir fark goruldi. Bu sonu¢ denek sayisinin azligi nedeniyle istatistik
testlerinin sonuglarinin etkilenmesinden kaynaklanacagi gibi, dérdiincii grupta HIE
uygulanmasinin basarisiz oldugu yéntnde bir sipheyi de dogurmaktadir.

Gruplarin vacut agirliklar siralamasi ile beyin agirliklar siralamasi benzer
bulundu. Vicut agirhgr agisindan (Bkz. Sekil 10) UCO’niin kendi bagina siganin
vicut agirhgini azaltmasi, en dislk ortalamanin da grup 1'de olmasi UCO’nin
agirhg azaltan bir etkiye sahip oldugunu diastndurebilir. Fakat uluslar arasi birgok
makalede UCO’niin boyle bir  6zelligi oldugu bildirilmemistir
(3,4,15,112,136,137,139).

Beyin agirliklari agisindan yapilan karsilastirmada, HIE uygulanan 4. grup
sicanlarin kontrol grubuna goére daha dusuk beyin agirhgr ortalamasina sahip

olmasi ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmasi deneyin hatali oldugu
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suphesini ortadan kaldirmaktadir. Deney hazirliklari asamasinda LUCO verilen
anag siganlarda olusan yavru kaybi ve dlumler de goéz 6nlne alindiginda HiE
olusturulan sicanlarda LUCO enjeksiyonunun hasari daha da artirdi§i ortaya
cikmaktadir. Bu hazirlanan LUCO soliisyonunun bekletiimesinden kaynaklanan
oksidan strese atfedilebilir. Bu ylizden ¢ikardigimiz sonuglardan birisi soltisyonlarin
taze verilmesi gerektigi yonindedir. Ancak bu iddiayl guglendirmek igin deneyin
tekrar edilmesi sarttir.

Mishima ve arkadaglarinin yapti§i calismada da uzun sireli takipte HIiE'nin
ogrenme, oOzellikle uzaysal hafiza ile ilgili progressif bozulmaya yol actigi sekiz kollu
labirent testi ile gdsterilmistir (212). Ancak su tanki testinde ayni sonucun elde
edilememesi bu tespiti desteklememektedir.

Deneysel HIE olusturulan sicanlarda beyin agirhig ve hacmindeki azalma
daha Onceki calismalarda da g&sterilmis bir bulgudur (215). Bizim g¢alismamizda
beyin agirlhigi en ¢ok azalan grup 1.grup oldu. Hatta bu gruptaki 2 numarali siganin
beyninin sag tarafi atrofiye ugradigi icin GD’de néron sayimi yapilamamistir. Bu
azalma dokudaki buyuk defektlerin yani sira daha ihmli kayiplari da icermektedir.
Hippocampusun boyutu ve noéron sayilari Alzheimer hastaliyinda ve temporal lob
epilepsisinde de azalir (216). Harding ve arkadaslari ndrolojik olarak normal
insanlarin farkli beyin bolgelerini (CA1,CA2-3, CA4, GD, subiculum, presubiculum
ve beyaz madde) belirleyip optik disektoér teknigi kullanilarak ndronlari saymistir.
Cerebrum hacmi ile en ¢ok CA1 bdlgesinin néron sayisi arasinda anlaml iligki
(%69) saptanmigtir (216).

Ten ve arkadaglarinin farelerde yaptigi calismada a.carotis communis
ligasyonunun yani sira 30 ve 60 dakikalik hipoksi uygulanan iki gruptaki infarkt
alanlarinin kargilastirimasinda 60 dakika hipoksi uygulanan grupta infarkt alaninin
daha genis oldugu gésterilmistir (215). Benzer ¢alismalarda da infarkt alani veya
hipoksik iskemiden etkilenen beyin dokusu mm? olarak élgiilmiis ve égrenme-bellek
azalmasi ile iligkisi arastinlmistir (212). Mishima ve arkadaslarinin yaptigi
calismada bu durum hem MRI gérintileri, hem de post-mortem beyin kesitlerinde
yapilan 6lgumler ile ortaya konulmus, hasarin zamana bagli olarak progressif
oldugu da kanitlanmistir.

Bizim calismamizda beyin agirliklari o6lcllerek yapilan karsilastirmada
HIE+LUCO uygulanan birinci grubun beyin agirigi diger gruplara gére daha az
bulundu (Tablo 9). Bu durum 63drenme testleri sonuclari ile paralellik gostermektedir
(Sekil 14).
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Sekil 14: Beyin agirliklari. Calismamizda elde bulgulara goére beyin agirhdr (A),
hippocampus GD bdlgesindeki graniler néron sayisi (B), su tanki testinde
ortalama yol uzunlugu (C) c¢ubuk grafikleri karsilastirildiinda sadece iki
parametrenin birbiri ile uyum gdsterdigi goérulmektedir. Gruplar iginde en az beyin
agirhdi olan 1.grubun 6grenme testlerinde de dusik performansa sahip oldugu
g6rilmektedir.

Gruplar arasindaki farklarin istatistiksel agidan beklenen sonucu vermemesi
calismamizda kullandigimiz sigan sayisi ile ilgili olabilir. Benzer calismalarda
kullanilan sigan sayisi bizim ¢alismamizda birkag kat fazla oldugu halde elde edilen
sonuglarin benzer olmasi ve istatistiksel olarak anlamh bulunmasi bu varsayimi
glclendirmektedir (217).

Yapilan calismalarda tek bir yetiskin sicanin GD’sinin toplam néron sayisi
10° olarak bulunmustur (40). Bizim calismamizda GD’de tns en fazla ikinci grupta
122.063 olarak bulundu. Seress’e goére ise sican GD’sindeki grantler hicrelerin
sayisl 635.000+ 33.000 olarak bulunmustur (13). Bu sayi hayvanin yasina, cinsine
ve sayma ydntemine gore degisebilir. insanlarin GD ndéron sayisi ise Harding ve
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arkadaslarinin yapti§i calismada sayilmis ve 11,25 (+/-3,12) x10° néron olarak
bildirilmigtir (216).

Toplam noéron sayilarinin belirtildigi tablo 11’i incelersek ikinci grubun tgincl
gruba goére toplam ndron sayilarinda %17’lik bir artis olusmustur. Fakat tns
acisindan 4 grup arasinda istatiksel bir anlamli fark bulunmamistir (p=0,258).
Uglincii gruba gore 4. grubun tns azalmasi daha g¢ok beklenirken sadece %1,5
oraninda olmasi iskemi sonrasinda artan nérogeneze atfedilebilir (32,218). Birinci
grubun 3. gruba goére %8,8 oraninda daha az tns ortalamasina sahip olmasi
UCO’niin nérogenezi de engelleyen oksidan bir stres yaratmasindan ve bu yiizden
yeni dogan hicrelerin apoptoza ugramalarini arttirmasindan kaynaklanabilir. Clnki
deneysel iskemi tek basina GD’de dusuk miktarlarda apoptoz yapar (219).

UCO tiketiminin orta yash farelerde hippocampus’un plastisitesini gelistirdigi
gosterilmistir. Bir calismada (220) siganlarda UCO’niin  hipoksik-iskemik beyin
hasarina etkisi arastinlmis ve UCO almis siganlarin hasarli beyin yarikirelerinin
agirlik kayiplari, almamislara nazaran daha az bulunmustur. Yazawa ve arkadaslari
curcumin, tannic asit ve katesin’in néroprotektif mekanizmalarini gostermistir (221).
Proantosyanidin bir calismada (222) kan glikozunu, lipid peroksidasyonunu,
hidrojen peroksit seviyesini ve hippocampus’taki artmis protein sulfidril icerigini
azaltmis ve siganlara yapilan bilissel testlerde yarar saglamistir.

Diger bir ¢alismada fare hippokampal hicre kiltirinde sadece glutamat
verilen drneklerdeki hiicrelerin % 15'i hayatta kalabilmis iken glutamat ve UCO
verildiginde bu oran % 23’e gikmigtir (146). Ayrica ortalama dendrit uzunluklari da
daha fazla olctlmustir. Ayni calismada hippokampal néron kiltiriindeki néronlarin
dendritlerin morfolojisini UCO glutamata kargi korudugu gérilmistir (146). Baska
bir calismada (91) sican hippokampal néron kultirine verilen glutamatin
olusturdugu noérotoksisitenin UCO 6n tedavisi ile proantosyanidinin kalsiyum
yikselmesini engellemesi sebebiyle azaldigi gosteriimistir.  UCO’nin  olasi
mekanizmalarini arastirmak icin hiicre kilttirlerinde western blot teknidi ile kaspaz-3
miktarlar élglilmistir (146). ilk 30’'uncu dakikada kaspaz-3 tim érneklerde artmis
bulunmustur. 6 saat sonraki dlgimlerde ise UCO ve glutamatin beraber verildigi
orneklerde kaspaz-3 miktari normal sinirlarina geri ddonmus iken sadece glutamatin
verildigi érneklerde kaspaz-3 dizeyi azalmamistir. Kaspaz-3 apoptozda cok etkin
bir intrselliiler madde oldudu igin bu galisma UCO’niin apoptotik yolaklarda etkin
oldugunu gosterir (146). Ayni sekilde UCO, kanserli dokularin apoptotik hiicre
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dlimlerinde de kaspaz-3'U kullanir (223). 200 mg/kg dozluk UCO verilmesi farelere
toksisite yapmadan, timér blyimesinde zaman bagimli inhibisyon yapmistir (223).

Namura ve arkadaslari (224) deneysel Onbeyin iskemisi esnasinda fare
hippocampus’unda Erk1/2 fosforilasyonunda ciddi azalma rapor ettiler. Bir ¢alisma
UCO’niin hippokampal néron kiltiriinde glutamat ile baslatiimis fosforile Erk1/2
seviyelerinin azalmasini hafiflettigi ve dendritlere 30 dakika boyunca glutamat
verildiginde beklenen dendrit cekilmesini onledigini gostermigtir (146). Erkl/2
fosforilasyonunun artigsinin hippokampal ndron kultiriinde ndéronlari glutamat ile
baslatilan apoptozdan korumasi Almeida ve arkadaslari tarafindan da
dogrulanmigtir (225).

Baska bir calismada non-enzimatik bir hlicresel antioksidan savunma olan
protein sulfidril igerigi hem yetiskin hem de orta yash hayvanlarda UCO’ye cevaben
artmistir (124). Ayni calismada Sudan Black B ile boyanan yetigkin sigan
noronlarinin  sitopldazmalarinda goézlenen lipofuskin benzeri koyu kahverengi
birikimlerin UCO ile azaldigi gdzlenmistir (124).

UCO’niin viicuda yararini sadece tns iizerinden diisinmenin yanlis oldugu
diusunulebilir. Cinkli 6nemli olan hiicre sayisinda artis degil, artmis hucrelerin
normal islevli halde organizmaya katilabilmesidir. Bu yuzden c¢alismamiz égrenme
bellek testleriyle desteklenmisgtir.

Palmer ve Vanucci tarafindan sican vyavrular (zerinde yapilan HIE
deneyinde de uygulanan modifiye Levin modelinin karotis ligasyonu yapilmayan
taraftaki beyin hemisferinde agirlik agisindan degisiklik yaratmadigi gosterilmigtir
(226). HIE hayvan modellerinde yapilan tek tarafli karotis ligasyonu ayni taraf beyin
hemisferlerinde degisik oranlarda doku hasari ile sonlanmaktadir (220,226,227).
Feng ve arkadaglarinin yaptiklari calismada HIE uygulanan sigan yavrularinda
intraperitoneal enjeksiyonla verilen 25mg-50mg/kg vicut agirligi  oraninda
LUCO'nin beyin hasarinda anlamli bir azalmaya yol acgtigi rapor edilmistir.
Metodolojik olarak bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda adi gegen galismada
siganlarin HIE uygulamasindan 22 giin sonra dekapite edildigi gorilmektedir.
Davranis testleri yapilmamasinin yani sira beyin hasarinin degerlendiriimesinde
skorlama yontemi kullanildigl, hasarli beyin tarafinin (karotis ligasyonu yapilan)
degerlendirildigi gortimektedir (220,227). Adi gegen calismalarda sadece LUCO
enjeksiyonu yapilan bir kontrol grubunun olmamasi da dikkat ¢ekicidir. Bu agilardan
bizim galismamizda LUCO verilen HIE'li grubun Feng ve arkadaglarinin bildirdiginin

aksine HIE grubundan daha fazla doku kaybina ugradigi gérilmektedir.
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Calismamizda dekapitasyon isleminin erigkin donemde yapildi§i dikkate
alinir ise uzun dénemde olusan hasarin, kisa dénemde olusandan farkl oldugu
soylenebilir. Ancak iki ¢calisma arasindaki farkin nedenini ortaya ¢ikarmak amaci ile
ayni zamanda hem uzun hem de kisa dénem serebral hasarin degerlendirildigi bir
HIE calismasi yapilip LUCO’nin her iki dénem agcisindan etkisi arastirilabilir.
Boylece kisa dénemde olumlu etki yapiyor gibi gérinen LUCO’niin uzun dénemde

olumsuz etkili olabileceg@i yonundeki olasilik netlestiriimis olacaktir.
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SONUCLAR

Bu calisma sonucunda vicut agirhigi ve beyin agirligi ortalamalari 3.grupta
en yuksek (kontrol), 1.grupta ise en duslk olarak saptandi (p<0,05). Morris su tanki
testinde yapilan o6lcimlerde zaman (escape letency) acisindan 1.grubun diger
gruplara gére daha uzun zamana sahip oldugu, bu farkin ikinci (p=0,012) ve tGglncu
(p=0,034) gruba gore istatiksel olarak anlamli oldugu bulundu. Su tanki testinde yol
acisindan (path length) 1.grubun daha fazla yol uzunluguna sahip oldugu, bu farkin
2.gruba goére anlamh oldugu goérildi (p=0,031). Su tanki testinde hiz (velocity)
acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi. Bu son sonuca gére siganlarin
motor performanslari deneyden etkilenmemistir. Gyrus dentatus’'un grantler
tabakasinda sayilan toplam ndéron sayilari agisindan en disuk ortalama 1. grupta
saptanirken en yiksek ortalama ise 2. grupta bulundu.

Sonug¢ olarak hipoksik iskemik beyin hasari olusturulan yenidpgan
sicanlarda UCO uygulamasinin 6grenme ve bellek lizerinde olumlu bir degisiklige
yol agmadigi ve gyrus dentatus granuler hucre sayisinda istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik yapmadidi saptandi.
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