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Ozet

Amag: Nukleus olivaris inferior, medulla oblongata 6n yiizeyinde oliva denilen kabartilar1 olusturan, beyin sapindaki en biiyiik ve
karakteristik sekli olan bir ¢ift nukleustur Sican Nukleus olivaris inferiorundaki (NOI) toplam néron sayisinin, say1 hesaplamasinda
altin standart olarak kabul edilen fiziksel disektor olarak tanimlanan stereolojik yontem ile belirlenmesi amaglanmistir.

Yontemler: Esit sayida disi ve erkek olmak {izere toplam 10 adet Wistar sigan beyin saplarina, rutin parafin doku takibi uygulandi.
Néronlar, NOI hacminin bilinen bir fraksiyonunda (kesit ve alan fraksiyonlari) sistematik olarak érneklenmis fiziksel ayiricilarla
sayild1. Her bir NOI'deki toplam néron sayist, sayilan néronlari kullamlan fraksiyonlarm tersi ile carpilmastyla hesaplandi. Verilerin
analizinde Student’s t-testi kullanildi. Grup varyanslarinin homojenligi Levene’s test ile kontrol edildi. Hesaplamalarda ve
yorumlamalarda istatistiksel anlamlilik diizeyi %5 olarak alind1.

Bulgular Disi ve erkek sicanlarmn sag NOI'lerindeki toplam néron sayisi sirastyla 37014 ve 38707, sol NOI'lerindeki toplam noron
sayist 37014 ve 39614 olarak hesaplandi. Ne cinsiyetler arasinda ne de sag ve sol kisimlar arasinda onemli bir farklilik
gozlenmemistir.

Sonug: Bu sonuglar, sol ve sag nukleuslar arasinda herhangi bir fark olmadig1 konusunda daha 6nce yapilan ¢alisma sonuglarini
dogrulamaktadir. Ancak literatiirde bildirilen 17000 ile 30000 arasinda degisen rakamlarla gelismektedir. Yazinin sonunda bu
parametre ile ilgili tutarsizliklara yol agabilecek olasi nedenler tartigildi.

Anahtar Kelimeler: Nuklues olivaris inferior, hiicre sayimi, stereoloji, fiziksel disektor,

Determination of the Number of Neurons in the Rat Inferior Olivary Nucleus with Physical Disector Approaches

Abstract

Objective: Nucleus olivarius inferior is a pair of nuclei in the anterior surface of the medulla oblongata that form ridges called olivia,
the largest and characteristic shape in the brainstem. It was aimed to determine the total number of neurons in the rat nucleus olivaris
inferior (NOI) using the stereological method, which is defined as the physical dissector, which is accepted as the gold standard in
number calculation.

Methods: Routine paraffin processing was applied to the brain stems of 10 Wistar rats in equal numbers of males and females.
Neurons were counted with systematically sampled physical separators in a known fraction of the NOI volume (section and area
fractions). The total number of neurons in each NOI was estimated by multiplying the counted neurons by the inverse of the fractions
used. Student's t-test was used to analyze the data. The homogeneity of group variances was checked with Levene's test. Statistical
significance level was taken as 5% in calculations and interpretations.

Results: The total number of neurons in the right NOIs of female and male rats was 37014 and 38707, respectively, and the total
number of neurons in the left NOIs was 37014 and 39614, respectively. No significant difference was observed between the sexes,
nor between the right and left parts.

Conclusion: These results confirm the results of previous studies that there is no difference between the left and right nuclei.
However, it contradicts the figures reported in the literature ranging between 17000 and 30000. At the end of the article, possible
reasons for inconsistencies regarding this parameter was discussed.
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Giris

Nukleus olivaris inferior, medulla oblongata 6n
ylizeyinde oliva denilen kabartilar1 olusturan, beyin
sapindaki en biiyiik ve karakteristik sekli olan bir ¢ift
nukleustur (1).

Cok sayidaki yapi ile olan baglantilarinin yani sira;
beyincikle olan baglantilariin sira disihgi, NOI’yi
sinir sisteminin gelisim ve fonksiyonunu konu alan
bir¢ok arastirma modeli i¢in tercih edilen ideal bir yap1
durumuna getirmistir. Somatomotor bilgilerin iglendigi
karmasik bir ara durak olan NOI; talamus, korteks,
beyin sap1 ve omurilikten afferent baglantilar alirken
(2), noronlarmin ana projeksiyonu kontralateral
beyincik korteksindeki Purkinje hiicrelerinedir (3).
Beyincikte tirmanici lif olarak adlandirilan uyarici
afferent lif sisteminin tek kaynagini, NOI kokenli bu
projeksiyonlar olusturur (4-6). Bu liflerin bir baska
onemli 0zelligi ise beyincik igerisinde oldukga iyi
tanimlanmis, diizenli bir organizasyon gdstermeleridir.
NOI’'nin belirli bir bolgesinden ¢ikan lifler,
kontralateral taraftaki beyincik korteksinin belirli bir
bolgesinde sonlanirlar (5,7,8). Dikkat ¢ekici diger bir
ozellik de, gelisimin tamamlanmasi durumunda son
halini alan bu olivoserebellar baglantidaki sayisal
yapilanmadir. Her bir Purkinje hiicresi bir tirmanici lif
ile innerve edilir (2,9,10). Ancak Purkinje hiicrelerinin
sayisi NOI’deki noronlardan ¢ok daha fazla
oldugundan yaklasik 5-10 kadar Purkinje hiicresine bir
olivoserebellar lif diigmektedir (2,11). Tirmanict lifler
beyincik korteksine ulagsmadan dnce medulladaki derin
nukleuslara uzanan yan dallar da verirler. Kortekse
ulastiklarinda liflerden her biri kendisi ile iligkili
Purkinje hiicrelerinin her birisinin gbvde ve
dendritleriyle yaklasik 300 kadar sinaps yapmaktadir
(12). Bu anatomik organizasyon ve baglanti sekli,
merkezi sinir sisteminin gelisim ve fonksiyonunu
diizenleyen c¢ok sayidaki mekanizmanin arastirilmasi
i¢in oldukga elverisli 6zelliklerdir.

NOI’deki toplam néron sayisinin belirlenmesi, sinir
sisteminde meydana gelen ¢ok sayidaki dogal olayin
analiz edilmesi i¢in zorunlu ve 6nemli bir ilk adim
olarak degerlendirilmistir. Ancak bu parametre igin
bildirilen degerler tutarsizlik gostermektedir. Bu durum
tarafsiz stereolojik metotlarin kullanildigi ¢alismalar
icin de gecerlidir. Bu celiskinin olasi nedenlerinin
arastirildig1 bu calismada, stereolojik sayim metotlari
icerisinde altin standart olarak kabul edilen fiziksel
disektor metodu ile bu parametrenin yeniden
hesaplanmas1 amaglandi.

Yontem
_ Cahsmada kullanilan hayvanlar, Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma

Merkezi’'nden temin edildi. Hayvanlara yapilan tiim
uygulamalar etik ilkelere uygun olarak gerceklestirildi.
Bakimlart 20+£2 °C’de, 12 saat aydinlik-karanlik
ortamda, istedikleri kadar yem ve su alabilecekleri
sekilde saglandi. Postnatal 30 giinliik beser adet disi ve
erkek olmak iizere 10 adet Wistar cinsi albino sigan
kullanildi. Ketamin anestezisi altinda fosfatla
tamponlanmigs ~ %4’lik  gluteraldehit  (13) ile
intrakardiyak perfiize edilen si¢anlarin beyin saplar
dekapite edildikten sonra alindi. Rutin histolojik doku
takibi uygulanan her bir beyin sap1, parafin kullanilarak
bloklandi.

Beyin sapmi igeren parafin bloklar, pilot ¢aligma
verileri 1518mnda, sistematik rastgele ornekleme ile
koronal diizlemde her 1/40 olacak sekilde, 4 pum
kalinhiginda kesit ¢iftleri halinde kesilerek alindi. Bu
sekilde her bir hayvandan yaklasik 9-10 adet preparat
elde edildi. Kesitlere Kliiver-Barrera metoduna (14)
gore luxol fast blue ile miyelin, cresyl violet acetate ile
de Nissl boyamalar1 yapildi.

Uygulama, kamera (Panasonic F10 CCD) ve 1s1kl1
ok saglayicisi iceren bir mikroskop (Olympus BH-2) ve
goriintii yakalama kart1 (Pinnacle, Studio Movie Box
Plus 710) olan bir bilgisayar (Pentium Core2 Duo)
araciligi ile gergeklestirildi.

Noron sayimi, literatiirde bildirilen kurallar (15,16)
dogrultusunda ve fiziksel disektor ¢iftlerinin
goriintilleme yaklasimi (17,18) ile gergeklestirildi.

Kesit ciftleri sistematik rasgele 6rnekleme ile her
40’ta bir olacak sekilde alindigindan ilk fraksiyonumuz
f1 = 1/40°d1r. Kesit ¢iftlerinden birisi referans kesiti bir
digeri ise gozlem kesitidir. Kiiciik objektif biiyiitmesi
ile (obj. 4x) referans kesitinde 6rnekleme yapilip, hangi
alanlarda sayim yapilacag: tespit edildi (Sekil 1). Bu
sekilde ikinci bir fraksiyon elde edilmis oldu (f2).

Sayim igleminin yapilacagi objektif biiyiitmesinde
(obj. 60x) referans kesitinde Orneklenen alanlardan
birisi referans alani olarak, gozlem kesitinde ise bu
gOriintlinlin es degeri bulunarak gozlem alani olarak
kaydedildi. Bu islem diger alanlar i¢in de tekrarlandi.
Fiziksel disektor ile ndron sayimi (2Q = sayilan
noronlarin  toplam1) PowerPoint®  programinda
gergeklestirildi (Sekil 2).

Toplam noron sayist (N), sayilan ndronlarin
ornekleme fraksiyonlariin tersi ile c¢arpilmasiyla
hesaplandi.

N=2Q x l/fl x 1/f2

Verilerin analizinde Student’s t-testi kullanildi.
Grup varyanslarinin homojenligi Levene’s test ile
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kontrol edildi. Hesaplamalarda ve yorumlamalarda hesaplamalar SPSS v26 (IBM Inc., Chicago, IL, USA)
istatistiksel anlamlilik diizeyi %35 olarak alindi. Tiim istatistik yazilim programinda yapildi.

Sekil 1. Sigan NOI’sinde fiziksel disektér ile toplam ndron sayisinin belirlenmesinde izlenilen alan &rnekleme sekli. Koyu renkli kutucuklar NOI’nin
orneklendigi alanlardir (Cresyle violet acetate ve luxol fast blue boyama, obj. 4x, son bilyiitme 165x).

.ns H2 0 2 ¢ Provante - Ny -~ P onerPore g Rt
- ) e . Covom D ) thee taea e - ”)
3 . . - . — !
‘.\ ’ J o Layena - A a - = PRyl - J} G _J—l‘ - "t
'S e angn Yo ATLVLDOO - WL Whane Ounnne T Ponian -
Pts 2 1| e s Sutete B S OU e e oA A = s a=mn - - BN ) gy s Amenge . = SERE
R Lt P Po gy mrn Cromgy tarmg

Sekil 2. Orneklenen esdeger alanlarda néron sayimi. Fiziksel disektor ile néron saymmi (ZQ =sayilan ndronlarm toplami) islemi PowerPoint®
programinda gergeklestirildi. Esdeger alanlar sirayla yan yana goriintiilenirlerken tizerlerine yine bu programda hazirlanmis bir sayim gergevesi
diisiiriildii. Referans kesitinde 6rneklenen néron gekirdeklerinin diger kesitte (gozlem kesitinde) olup olmadigina bakildi. Orneklenen néron gekirdekleri
“(V') isareti ile gosterilmistir. Cergevenin igerisinde yer almakla birlikte yasaklanmis kenarlara (kirmizi ile gdsterilmistir) temas ettikleri igin
orneklenmeyen gekirdekler yildiz (¥) ile gosterilmistir. Daha sonra 6rneklenen bu gekirdeklerin gozlem kesitinde yer alip almadiklarina bakildi. Gézlem
kesiti iizerinde aym1 yere yerlestirilen benzer ebatli cergeve bu amaca yardim etmektedir (burada beyaz kesintili ). Orneklenen gekirdeklerden ikisi (en
soldaki iki gekirdek) gozlem kesitinde de yer aldigindan (kirmuzi daireler) disektor sayimina dahil edilmedi. Orneklenen gekirdeklerden en sagda kalan
igli gozlem kesitinde yer almadiklarindan (yesil daireler) sayildi. Sonugta bu iki esdeger alanda {ig hiicre sayilmis olundu.
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Bulgular

Sican NOI’sinde gergeklestirilen bu calismada
noron sayimi sonuglari, bu parametrenin ne erkek ve
disi sicanlar arasinda, ne de kendi iglerinde sag ve sol

taraflart arasinda anlamli bir farklilik diizeyinde
olmadigini gostermektedir (p>0,05).

Cinsiyetlere gore her bir grup i¢in, hesaplanan
toplam noron sayilart (N), hata katsayilar1 (CE) ve
varyasyon katsayilar1 (CV) Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. N’nin disi ve erkeklerde sag ve sol bolgelere gore tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Sag (n=5) Sol (n=5)
N+ SD CE Ccv N + SD CE CVv P
Disi 38707.00+4530.92 0.089 0.12 39614.40+3807.01 0.089 0.08 0.741
Erkek  37013.80+3132.34 0.091 0.08 37003.00+5743.97 0.091 0.16 0.997
p 0.511 0.421

N: hesaplanan toplam noron sayisi; SD: standart sapma; CE: hata katsayisi; CV: varyasyon katsayisi

Tartisma

Sunulan c¢aligma, olivoserebellar sistemin beyin
sap1 pargasi olan NOI igin literatiirde bildirilen tutarsiz
ve celiskili toplam noron sayisi degerlerinin olas1
nedenlerini arastirmak ve bu parametre igin altin
standart olarak kabul edilen bir kantitasyon standardi
tespit etmek tiizere planlanmis metoda yonelik bir
calismadir. Bu amagla, oOncelikle uygulamada da
tarafsiz olan ancak uygulanmasindaki zorluklarindan
dolay1 pek tercih edilmeyen fiziksel disektor isimli
stereolojik metodun kullanilmasi tercih edildi. Noron
sayisinin belirlenmesinde, ilgili metodun kullanimini
kolaylastiran ve etkin bir hiicre sayimi yapilmasini
saglayan, anabilim dalimizda gelistirilen bir
yaklasimdan yararlanildi. Uygulamada ayrica, NOI’de
gergeklestirilen kantitatif ¢aligmalar arasindaki veri
tutarsizhigina sebep oldugunu tespit ettigimiz
tanimlama problemlerinin giderilmesine ve stereolojik
calismalar igin Ongorillen uygulama kurallarina
uymaya 6zen gosterildi. NOI calismalarinda siganlar
sitkca tercih edilen hayvan tiirii olduklar i¢in
calismamiz bu tiirde gergeklestirildi. Her iki cinsiyetin,
ustelik sag ve sol taraflar ile birlikte ele alinmasi ise
olast bir farkliigi ortaya koymak, sonuglar
karsilagtirmak, ayrica (fark g¢ikmamasi durumunda)
veri sayisini artirma amaglarina yonelikti.

Toplam noron sayisinin erkek ve disiler ile ilgili
nukleusun sag ve sol taraflar1 arasinda farklilik
gostermedigi ile ilgili bulgumuz, tespit edebildigimiz
tim kantitatif NOI calismalarinin  bulgular1 ile
uyusmaktadir. Gerek insanlarda (19-23), gerekse sigan
(24-28) ve farelerdeki (29,34) calismalarin higbirinde
NOI’deki néron sayisi bakimindan cinsiyetler ve

bunlarin sag ve sol NOI’leri arasinda farkliliga
rastlanilmadi. Hatta bu nedenle bu ¢alismalarin
bazisinin sadece tek bir cinsiyette gergeklestirildigi,
bazisinda ise gruplarin esit sayida disi ve erkek
denekler ile olusturuldugu tespit edildi. Benzer
durumun sag ve sol taraflar iginde gecerli oldugu
gozlendi. Ornegin siganlarda yapilan ¢alismalardan
ikisinde (25,35) yetiskin yas grubuyla birlikte alt1 ayri
yas (0, 5, 10, 15 ve 20 giinliik) grubunun hem sag hem
de sol NOI’lerinde sayim yapilmis ve hicbir grupta sag
ve sol acisindan farklilik bildirilmemistir. Bourrat ve
Sotelo (24) ise benzer yas gruplarinda her hayvanda
rasgele olarak sectikleri sag veya sol NOI’de sayim
yapmuslardir. Napper ve West (26) ise NOI’yi sag-sol
ayirmi yapmadan bir biitiin olarak ele alip ¢alisirken,
Cunningham ve arkadaslar1 (27) sayimda sadece sol
sican NOI’sini  kullanmislardir. insan ve fare
NOIi’sinde gergeklestirilen diger ¢alismalarda da
benzer uygulamalarin oldugunu gézlemledik.

Ancak hesapladigimiz  ndron sayist  degeri
literatiirde bildirilen degerlerin hepsinden daha fazla ve
higbiri ile uyusmamaktadir. Diger calismalardaki
(24,25) degerler de (17.000-30.000 adet noron)
birbirleriyle uyusmamaktadir. Bu durum igin tespit
edebildigimiz baslica nedenler 6rneklemenin dogru
yapilmamasi, varsayimlara dayanan sayim
tekniklerinin kullanilmis olmasi, stereolojik tekniklerin
yanlig veya eksik uygulanmasi ve referans hacim
tamimlamalarinda belirsizlikler olabilir.

Sigan  NOI’sinde toplam ndron  sayisinin
belirlenmesinde kullandigimiz teknik, teorikte oldugu
kadar uygulamada da varsayimlara dayanmayan
sonuglar verdiginden ve bunun uygulamasinda
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bildirilen tiim kriterleri 6zenle yerine getirdigimizden,
hesaplama ile belirledigimiz toplam noron sayilarin
gercege en yakin degerleri yansittigini diislinliyoruz.

Ayrica ndron tanimlamalarinda onlar1 6zel olarak
isaretleyen ve glialardan ayiran boyama tekniklerinin
kullanilmasi ve kullanilan metodun gereklerine 6zenle
uyulmasi farliliklara neden olan 6nemli iki faktori
ortadan kaldiracaktir.

Sonug¢

Uygulamada da varsayimlara dayanmayan ve kesit
kalinligi doku deformasyonu gibi birgok faktoérden
etkilenmeyen fiziksel disektor yaklagimlarinin tercih
edilmesi ¢caligmalar arasi geligkileri en aza indirecektir.

Disektor ¢iftlerindeki esdeger alanlarin 6rneklenip
eszamanli gorlintiilenmesi uygulamamizin bu teknigin
kullanimini cesaretlendirecegi ve bu konuda ¢alisma
yapmak isteyen diger arastiricilara yararli olacagi
iimidindeyiz.
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