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Ozet

Amag: Koklear nukleus (KN), beyin sapinin dorsolateralinde pons ile medulla oblongata sinirinda yerlesim gosteren kohleadan gelen
tiim igitme yollarmi alan ve isitsel bilgilerin iglendigi ilk merkezi sinir sistem kompleksidir. Farkli yas grubundaki siganlarin koklear
nukleuslarindaki toplam ndron sayilarinin fiziksel fraksiyonlama yontemi ile hesaplanmasi amaglanmustir.

Yontemler: Sayimlar, koklear nukleusun ventral kisminda (VKN) gergeklestirildi. Caligmada postnatal (P) 5, 7, 9, 12, 15, 30 giinliik
gruplar kullanildi. Rutin parafin doku takibi isleminden sonra, VKN'den koronal diizlemde 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Her 30.
kesit ¢ifti orneklendi ve cresyl violet acetate ile boyandi. Sistematik drnekleme, eslestirilmis kesit alanlarinin kaydedilmesi ve es
zamanli olarak goriintiilenmesi iglemleri laboratuvarimizda gelistirilen etkin bir yaklagim uygulanarak gergeklestirildi.

Bulgular: Postnatal 12. giine kadar VKN noronlarinin sayisinda diizenli bir artig tespit edildi. P3. giinde goriilen toplam noron
sayisinda belirgin bir néron kaybimin ardindan 6nemli bir nérogenez baglamis ve P30. giinde toplam néron sayisinin erigkin diizeyine
¢iktig1 goriilmiistiir. Tim grup verilerinin normal dagilim gosterdikleri ve varyanslarinin homojen oldugu gozlenmistir (p>0.05).
Veriler normal dagilim gosterdiginden, hayvan gruplar arasinda bir farklilik olup olmadig1 one-way ANOVA ile degerlendirildi ve
farklilik oldugu goriildii

Sonug: Siganlarda isitmenin baglangicinda (P10-12. giinler) meydana gelen toplam ndron sayisindaki énemli degisiklik, daha dnce
bildirilen verileri dogrularken bildirilen degerlerin degisikligi ve biiyiikligi ile ¢eligmistir.

Anahtar Kelimeler: Stereoloji, fiziksel fraksiyonlama, noron sayimi, koklear nukleus

Postnatal Development of Rat Cochlear Nucleus: Neuron Counting with the Physical Fractionator Method

Abstract

Obijective: The cochlear nucleus (CN) is the first central nervous system complex that receives all auditory pathways from the
cochlea, located at the border of the pons and medulla oblongata in the dorsolateral of the brain stem, and is the first central nervous
system complex where auditory information is processed. It was aimed to estimate the total number of neurons in the cochlear nuclei
of rats in different age groups with the physical fractionator method.

Methods: Counts were performed in the ventral part of the cochlear nucleus (VCN). Postnatal (P) 5, 7, 9, 12, 15 and 30 day groups
were used in the study. After routine paraffin tissue follow-up, 4 pm thick sections were taken from the VCN in the coronal plane.
Each 30th pair of sections was sampled and stained with cresyl violet acetate. Systematic sampling, recording and simultaneous
imaging of paired cross-sectional areas were performed using an effective approach developed in our laboratory.

Results: An orderly increase in the number of VCN neurons was detected until the postnatal twelfth day. After a significant loss of
neurons in the total number of neurons seen on the third day, a significant neurogenesis started, and it was observed that the total
number of neurons increased to the adult level on the thirtieth day. It was observed that all group data showed normal distribution
and their variances were homogeneous (p>0.05). Since the data showed a normal distribution, one-way ANOVA was used to evaluate
whether there was a difference between animal groups and there was a difference.

Conclusion: The significant change in the total number of neurons at the onset of hearing (days P10-12) in rats confirmed the
previously reported data but contradicted the change and magnitude of the reported values.
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Giris

Koklear nukleus (KN), kohleadan gelen tiim igitme
yollarimi alan ve isitsel bilgilerin islendigi ilk merkezi
sinir ~ sistem  kompleksidir. ~ Beyin  sapmin
dorsolateralinde pons ile medulla oblongata simirinda
yerlesim gosterir (1,2).

KN, ventral ve dorsal olmak tiizere iki ana alt
nukleusa sahiptir. Ventral koklear nukleus (VKN) ise
anteroventral ve posteroventral iki alt nukleus
tarafindan sekillendirilir (3).

KN’de tonotopik bir organizasyon mevcuttur. Bu
diizenlenmede diisiik frekansa sahip lifler ventral
parcada, yiiksek frekansa sahip lifler ise dorsal par¢ada
sonlanir. KN ndronlarinda da bu tonotopik
organizasyon gozlenir. Kendine 0zgii yapisal ve
fonksiyonel ozelliklere sahip bu néronlar, nukleusun
belli alanlarinda spesifik hiicre popiilasyonlarini
sekillendirirler (4).

Bu 06zel yap1 ve organizasyonundan dolayr g¢ok
sayida elektrofizyolojik, morfolojik ve patolojik
analizler bu nukleusta gerceklestirilmistir. N&ron
sayisinin belirlenmesine yonelik calismalar, yapinin
fonksiyonunun degerlendirilmesinde oldukca degerli
bilgiler vermektedir. Ancak bu tiir c¢alismalarda
bildirilen sonuglar arasinda oldukga belirgin farkliliklar
bulunmaktadir. Bu durum tarafsiz stereolojik
metotlarla gergeklestirilen analizler i¢in de gegerlidir
(5-9).

Calismada farkli yas grubundaki sicanlarin koklear
nukleuslarindaki toplam néron sayilarinin fiziksel
fraksiyonlama yontemi ile hesaplanmasi
amaglanmugtir.

Yontem

Hayvanlara uygulanan histolojik islemleri takiben,
noron sayimi KN’nin VKN alt nukleusundaki toplam
noron sayist, fiziksel fraksiyonlama (12) teknigine gore
hesaplandi ve sonuglar1 disektor-Cavalieri yaklagimi
(13) ile dogrulandi.

Bu calismada say1 belirlenmesinde altin standart
olarak kabul edilen fiziksel fraksiyonlama teknigini bu
verilerin yeniden degerlendirilmesinde kullanildi.

Calisma, KN’nin ana alt nukleusundan biri olan
VKN’de gerceklestirilmistir.  Postnatal — gelisim
siirecinde toplam noron sayisindaki degisimleri
hesaplandi.

Calismanin  aywrict  bir  6zelligini, anabilim
dalimizda gelistirilen &rnekleme (10) ve fiziksel
disektor ¢iftlerinin  goriintii  yakalama karti ile
goriintiilenmesi (11) yaklagimimin pratik uygulamasini
icermesidir.

Hayvanlar
_ Calismada kullanilan hayvanlar Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma

Merkezi’nden temin edildi. Deney hayvanlarina
yapilan tiim uygulamalar etik ilkelere uygun olarak
gercgeklestirildi. Sicanlari bakimlar1 20+2 °C’de 1s1, 12
saat aydinlik-karanlik ortamda istedikleri kadar yem ve
su alabilecekleri sekilde saglandi.

Postnatal (P) 5, 7, 9, 12, 15 ve 30 giinliikk olmak
iizere 6 grup i¢in (n=5) toplam 30 adet Wistar cinsi
erkek albino rat kullanildi.

Ratlarin hepsi ketamin ile anestezi altina alindi ve
fosfatla tamponlanmigs %4’liik gluteraldehit ve
paraformaldehit ile (14,15) intrakardiyak perfiize
edildiler. Perfiizyonun bitiminden hemen sonra
hayvanlar dekapite edildi ve beyin saplar1 alindi.

Histolojik prosediir
Beyin saplari, standart histolojik doku takip

islemleri sonunda paraplast gomiilerek bloklandi. KN
iceren beyin saplar1 rasgele bir baglangicla, koronal
diizlemde 4 pm kesit kalinliginda, her 30. kesit ¢ifti
olacak sekilde (P5 ve P7 i¢in her 20.) kesildi ve kesitler
cresyl violet acetate ile boyandi. Bu sekilde her bir
hayvandan ortalama 9-10 adet preparat elde edildi
(Sekil 1).

Sekil 1. Kesit ¢iftleri ayni preparata alimmstir (sagda). Sekilde P30 giinliik
si¢anin KN’sinden 6rneklenen her 30. kesit ¢ifti verilmistir. Tiim kesitler en
rostralden (A) en kaudale (J) dogru VKN nin smurlart (beyaz noktal: ¢izgili
alan) belirtilerek siralanmistir (cresyle violet acetate, obj. 4x, son bilyiitme
165x).
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Stereolojik prosediir

VKN igeren her bir kesitte, ndron sayimi kesit
alanlariin bilinen bir fraksiyonunda gergeklestirildi.
Bu islemler Ayas ve ark (11) gelistirmis oldugu
uygulamaya gore yapilmistir. KN’nin kesit gorlintiisii
gorlintii yakalama kart1 araciligiyla monitore rasgele
diisiiriildii (referans kesit). Monitdre yerlestirilen asetat
ile CN profili rneklendi. Orneklenen alanlardan birisi
ekranin ortasina getirildi ve 40x objective bilyiitmesine
gecildi. Bu goriintii resim olarak kaydedildi. Tekrar
kiiciik biiyiitmeye gecildi ve bir referans noktasi
bulundu. Bu asamada ok sabit birakildi ve diger
kesitteki (gézlem kesiti) ayni1 noktaya tabla hareketi ile
ok (ok sabit durmakta) getirildi. Burada da 40x
biiylitmeye gegildi. Elde edilen bu goriintii de resim
olarak kaydedildi. Resim formatinda kaydedilen
disektor ciftlerine ait es deger alanlarin (referans kesit
ve  gozlem  kesiti) eszamanli  gdriintiilenip
degerlendirilmesi islemi PowerPoint® programinda
gercgeklestirildi.

Toplam noron sayisi, sayilan noronlarin 6rnekleme
fraksiyonlarinin tersi ile ¢arpilmasiyla hesaplandi.

N=XQ x I/fl x 1/f2

Istatiksel analiz

Verilerin normallik dagiliminin
degerlendirilmesinde  Shapiro-Wilk testi, varyans
homojenliginin kontroliinde ise Levene testi kullanildi.
Veriler normal dagilim gosterdiginden gruplar
arasindaki farkliligin belirlenmesi one-way ANOVA
ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklilik Tukey’s
HSD c¢oklu karsilasgtirma testi ile belirlendi. P degeri
0,05’den kiiciik olanlarin anlamli farklilik gosterdigi
kabul edildi.

Bulgular

P5, P7, P9, P12, P15, P30 ginlik gruplarin
VKN’sindeki toplam néron sayisi sirasiyla 21504,
24920, 26928, 20940, 29148, 35568 olarak hesaplandi.
Her bir grup igin hesaplanan toplam néron sayilari ve
standart sapmalar1 (N£SD), hata katsayilar1 (CE) ve
varyasyon katsayilar1 (CV) Tablo 1’de verilmistir.

Tiim grup verilerinin normal dagilhim gosterdikleri
ve varyanslarinin homojen oldugu gozlenmistir
(p>0.05). Veriler normal dagilim gosterdiginden,
hayvan gruplar1 arasinda bir farklilik olup olmadigi
one-way ANOVA ile degerlendirildi ve farklilik
oldugu gortildii (p<0.001).

Tablo 1. Postnatal gelisim siirecindeki ratlarin sag
VKN’lerine ait toplam noron sayilari

Gruplar N+SD CE cv
P5 21504 +£951°¢ 0.12 0.08
P7 24920 +£2528" ¢ 0.13 0.09
P9 26928 £+ 3195° 0.13 0.09

P12 20940 + 952°¢ 0.12 0.08
P15 29148 + 2765 0.12 0.08
P30 35568 + 42032 0.11 0.08

N: hesaplanan toplam ndron sayisi; SD: standart sapma; CE: hata
katsayis1 CV: varyasyon katsayisi.
Bir harfi paylagsmayan ortalamalar anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Tartisma

Bu sonuglar P12 giine kadar nron sayisinda bir
artigt oldugunu gostermektedir. Bu giindeki énemli bir
diisiisten sonra ikinci fakat 6nemli bir artis 3 giin sonra
goriilmektedir. P7. giine kadar gozlenen ndron
sayisindaki artma burada hiz kesmis ve P9. giinde
gbzlenen artigtaki devam anlamsiz seviyede kalmistir.
P9. giinden sonra artistaki azalma yerini P12. giinde
yaklagik %25 oraninda gerceklesen bir disiise
birakmaktadir. P15. giinden itibaren ise ndron sayist
yeniden ancak c¢ok daha keskin bir sekilde artarak
ancak P30. giinlik grupta yetiskin seviyesine
ulagmaktadir.

Noron sayisindaki bu degisim, isitmenin bagladigi
giinlere  karsilik  gelmesi  noktasinda KN’de
gerceklestirilen diger gelisimsel sayim g¢aligsmalarinda
(7,8,16,17) belirlenmis degisim ile benzer ozellikler
gosterir. Ciinkii bunlarin hepsinde néron sayisinda bir
degisim tespit edilmis ve bu degisimin P10 — 12.
giinlerde gerceklestigi bildirilmistir. Yani bu verilere
bakarak bu giinlerin ndron sayisi degisiminde bir
doniim noktast oldugu soylenebilir. Ancak bu
calismalarda bildirilen noéron sayist degerleri,
degisimin sekli ve yetigskin ndron sayisi seviyelerine
ulagilan donemlere bakildiginda oldukca ¢eligkili
veriler karsimiza ¢ikmaktadir. Caligma sonuglarimiz,
bu konuda tespit edebildigimiz ilk c¢alisma olan
Mlonyeni’nin (16) bulgulart ile bircok noktadan
ortiismektedir. Bu arastiriciya gore; noron sayisi fare
VKN’sinde P9 — 10. giine kadar yetiskin seviyesinin
iizerine ¢ikacak kadar artar ve 1-2 giin sonra P10 — 12.
gilinlerde) % 25 oraninda bir azalma ile yetiskin
degerlerine ulagir. Bu ¢aligmada da P9. giine kadar olan
bir artistan sonra yaklagik %25’lik bir azalma tespit
edildi. Ancak bahsedilen ¢alismada, burada tespit
ettigimiz P12, gilinden sonraki Onemli artig
gbzlenmemistir. Yine bizim calismamizda yetiskin
degerlerine P12. giinde degil, P30. giinde ulasiimistir.
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Webster (7) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada
da VKN’deki néron sayisinin giderek artan bir seyir
gosterdikten sonra P12. giinde yetiskin degerlerine
ulastig1 tespit edilmistir. Ancak evvelki calismadan
farkl1 olarak yetiskin degerlerine ulasilirken hiicre
kaybi belirlenememistir. Hatta bu ¢calismada bu degerin
24 ve 90 giinliik farelerde artis gostermekle birlikte,
bunun anlamli seviyede olmadig1 da bildirilmistir. Bu
bulgular bir¢ok noktadan bizimkiler ile ¢eliski
halindedir.

Tierney Moore’un  (8) gerbil olarak
isimlendirilen  bir  baska  kemirici tiiriinde
gerceklestirdikleri arastirmada, VCN néronlarinin ilk
hafta igerisinde sabit kaldiktan sonra P10—12. giinlerde
%22 oraninda bir azalma sonucunda yetigkin
degerlerine ulastiklar tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile
ortiisen tek bulgumuz ayni giinlerde tespit ettigimiz
benzer orandaki hiicre azalmasidir.

Anabilim dalimizda sicanlarda gerceklestirdigimiz
ve isitme Oncesi ve sonrasi olmak tizere iki yas grubunu
kapsayan (P5 ve P30 giinliik) bir calismada (18), sigan
VKN’sindeki noron sayisinin 2,4 katt bir artis
gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin verilerimiz
ile kiyaslayabilecegimiz kismi ndron sayis1 degerleri
(sicanlarda gerceklestirildigi igin) ve artig oranidir.
Ayas ve ark. (18) gore sag VCN’deki néron sayisi
13643’ten (PS5 giinliik) 34570°e ¢ikmigtir. Buradaki
artis orani sunulan ¢aligmada tespit ettigimiz miktara
(1.6 kat) gore oldukca fazla olmakla birlikte, P30
giinliik sigcanlar i¢in bildirilen degerler tam bir uyum
igerisindedir (34570’¢ karsilik 35568).

Anabilim dalimizda yine siganlarda gergeklestirilen
bir baska KN gelisim ¢alismasinda (17) ¢alismamiz ile
ayni yas gruplart kullanilmistir. Bu ¢alismada ndron
sayisinda P5. giinden itibaren diizenli bir artig
gbzlenmis ve bu saymin P12. giinlerde 1.8 katina
cikarak yetiskin degerlerine ulastig1 bildirilmistir.
Tipki  Webster’in (7) farelerde gerceklestirdigi
calismanin verilerine benzeyen bu sonuglar sekil
acgisindan bulgularimiz ile ortiismemektedir. Noron
sayist degerleri bakimindan incelendiginde ise, bizim
verilere gore 1.5 — 2 kat1 kadar daha diisiik olan néron
sayis1 degerlerinin hesaplandigini goriiyoruz.

Ozetle, sigan VKN’sindeki néron sayis1 postnatal
ilk hafta igerisinde artis gosterdikten sonra bir
duraklama donemine girer ve isitmenin basladig1
bildirilen donemde (P12. giinde) P5 giinliik seviyeye
diiser. Ancak P15. giinden itibaren tekrar artarak P30.
giinde yetigkin degerlerine ulasir.

KN’de (ve diger yapilarda) gergeklestirilen hiicre
sayimi c¢aligmalarinda go6zlenen farkliliklar tarafli
metot kullanimi, tarafsiz metodun yanlis uygulanmasi,

veE

preparasyonun uygun yapilmamasi, hiicre
tanimlanmasindaki farkliliklar ve doku
deformasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Stereolojik
sayim g¢aligmalarinin sonuglarin etkileyen énemli bir
faktor, stereolojik metottan bagimsiz bir etken olan
kesitlerde hiicrelerin tanimlanmasi ile ilgilidir.

Stereolojik sayim calismalar1 arasindaki geligkiler,
ilgili metodun tim gereklerinin eksiksiz olarak yerine
getirilmesi ve kesitlerde kesin diizeyde tanimlama
saglayan boyama veya isaretleme tekniklerinin
kullanim1 ile ortadan kaldirilabilir veya en aza
indirgenebilir.

Sonug¢
Stereolojik sayimm c¢aligmalarinda altin standart
olarak  degerlendirilen  fiziksel  fraksiyonlama

tekniginin tercih edilmesi ¢aligmalar arasi1 olast

celiskileri en aza indirecektir.
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