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OZET

PRENATAL DONEMDE DIiKLOFENAK SODYUMA MARUZ KALAN ERKEK
SICAN HIPOKAMPUSUNDA MELATONIN ETKIiNLiGINIiN
ARASTIRILMASI

Amag: Bu caligsma ile prenatal donemde kullanilan bir nonsteroidal antiinflamatuar ilag
(NSAIl) olan diklofenak sodyumun (DS) yeni dogan sicanlarin beyin dokularinda
meydana getirecegi olumsuz etkilerin bir noéroprotektif ajan olan melatonin (MEL)
tarafindan Onlemenin miimkiin olup olmayacagmin deneysel sican modelinde
stereolojik yontemlerle gosterilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 24 adet 12 haftalik Wistar albino cinsi erkek sican
kullanildi. Prenatal déonemde serum fizyolojik (SF) 1ml/kg, DS (3,6 mg/kg), DS+MEL
(50 mg/kg)’e maruz kalan sicanlar kontrol (KONT) grubuyla birlikte 4 gruba ayrildi.
Postnatal 12. haftada tiim hayvanlar yiiksek doz anestezi altinda kardiyak perfiizyona
alindi. Cikarilan beyin dokusu ornekleri histolojik ve stereolojik yontemler kullanilarak
degerlendirildi.

Bulgular: DS uygulanan gruplardaki deneklere ait hipokampus 6rneklerindeki ortalama
noron sayilarinda, KONT ve SF grubuna oranla istatistiksel agidan anlamli oranda
azalma oldugu goézlendi (p<0.01). Bunun yani sira hipokampustaki ortalama ndron
sayisinda DS+MEL uygulamasi yapilan grupta DS ve SF gruplarina oranla sinir hiicresi
sayisinda anlamli derecede artma oldugu gozlendi (p<0.01). Ayrica, gebelik déoneminde
yapilan SF uygulamasinin da tiim hipokampustaki toplam hiicre sayisin1 anlamh
derecede azalttig1 gozlendi (p<<0.01).

Sonug¢: Gebelikte DS kullaniminin postnatal donemde hipokampusta néron sayisinda
azalmaya yol agtig1 gozlenmistir. DS’nin toksik etkisinin noroprotektif bir ajan olan
melatoninle dnlenebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diklofenak sodyum; hipokampus; melatonin; rat; stereoloji.

Kiymet Kiibra YURT, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2014



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFICIENCY OF MELATONIN ON THE
MALE RAT HIPPOCAMPUS WHICH WAS EXPOSED TO DICLOFENAC
SODIUM DURING THE PRENATAL PERIOD

Aim: The aim of the present study is to show the effects of Melatonin (MEL) as a
neuroprotective agent will possible to prevent potential adverse effects of diclofenac
sodium (DS) which is used during prenatal period as a non-steroidal anti-inflammatory
drug (NSAII) on the new born experimental rat brain tissues by using stereological
methods.

Materials and Methods: In the study, 24 male 12-week old Wistar albino rats were
used. The rats which were exposed to saline (SF) 1ml/kg, DS (3.6 mg / kg), DS + MEL
(50 mg / kg) during prenatal period were divided into 4 groups which includes control
group (CG). All animals were performed to cardiac perfusion under high-dose
anesthetized on 12" week of postnatal period. The extracted brain tissue samples were
assessed by using histological and stereological methods.

Results: It was observed that the average number of neurons in the hippocampus
samples of experimental groups which were exposed to DS has statistically significant
decrease than CONT and SF groups (p<0.01). As well as, the average number of
neurons in the hippocampus were significiantly increased in the DS+MEL group when
compared to DS and SF groups (p<0.01). Also, it was observed that the SF application
was significantly decreased the total cell numbers in the all hippocampus during the
gestational period (p<0.01).

Conclusion: DS usage during pregnancy in the postnatal period leads to a reduction in
the number of neurons in the hippocampus were observed. It has been shown that the
toxic effects of DS can be prevented by Melatonin which is a neuroprotective agent.

Keywords: Diclofenac sodium; hippocampus; melatonin; rats; stereology.

Kiymet Kiibra Yurt, Master Thesis

Ondokuz Mayis University- Samsun, June-2014



SIMGELER VE KISALTMALAR

6-HMS : 6- Hidroksimelatoninsiilfat

AA : Arasidonik asit

bFGF : Bazik fibroblast biiytime faktorii
CA  : Cornu ammonis

CCK : Kolesistokinin

COX : Siklooksijenaz

DA : Duktus arteriosus

DS  : Diklofenak sodyum

EET : Epoksieikozatetraenoik

FDA : Amerika Birlesik Devletleri gida ve ilag¢ dairesi
G : Gebelik

GAD : Glutamat dekarboksilaz

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

HETE : Hidroksieikozatetraenoik asit
HIOMT : Hidroksiindol-o-metiltransferaz
HPETE : Hidroperoksieikozatetraenoik asit
KONT : Kontrol

LD 50 : Ortalama oldiiriicti doz

LO :Lipooksijenaz

LT : Lokotirenler

MEL : Melatonin

MSS : Merkezi sinir sistemi

NAT : N-asetil transferaz

NO  : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentetaz

NSAII : Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar
OH  : Hidroksil

PAR :Poly ADP riboz

PG  :Prostaglandin

PVN : Periventrikiiler ¢ekirdek
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RT
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SF
SOD
SR
SRO
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tx
uv
VIP

: Reaktif oksijen tiirleri

: Radyoterapi

: Suprakiazmatik ¢ekirdek
: Serum fizyolojik

: Siiperoksit dismutaz

: Sekonder radikal

: Sistematik rastgele drnekleme

Doniistiiriicli bliylime faktorii beta

: Tromboksan
: Ultraviyole
:Vazoaktif intestinal polipeptid
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1. GIRIS

Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII) agr1, ates ve enflamasyon tedavisinde
siklikla kullanimi tercih edilen ilaglardir (Odact ve ark., 2001). Etki mekanizmasi
siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe edip, arasidonik asit (AA) salimimini azaltmaya
yoneliktir. COX tepkimesi arasidonik asitten prostaglandin sentezini etkileyen Onemli
basamaklardan birisidir (Siu ve ark., 2000). Prostaglandinler, viicutta tiim organlarda etkisi
olan ¢ok 6nemli kimyasal mediatorlerdendir. Diklofenak sodyumda (DS) bu gruba giren bir
prostaglandin sentez inhibitoriidiir. DS’un zararlar1 iizerine ¢ok sayida tek doz ve tek
peryodlu ¢alismalar yapilmistir (Gok¢imen ve ark., 2007; Canan ve ark., 2008; Ozyurt ve
ark., 2011; Ekici ve ark., 2012; Ayranc1 ve ark., 2013; Kaplan ve ark., 2013). Ozellikle
merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemine olan etkisi aragtirllmigtir (Keskin, 2011;
Elibol, 2014).

NSAII gebelik siiresince gesitli agrilarin tedavisinde de siklikla kullanilmaktadir.
Bu ilaglar ozellikle 1. ve 2. trimesterde insan plasentasindan gecebilmektedir. Gebelik
boyunca karsilagilan preterm uterus kasilmalarmmi engellemek ve polihidramnios
tedavisinde tokolitik ajan olarak bu tiir ilaclar tercih edilmekle birlikte, fetusda duktus
arteriosus (DA) konstriksiyonu, renal disfonksiyon gibi fotal yan etkilerinin oldugu da
bilinmektedir (Gok¢imen ve ark., 2003). Kudo ve ark. (2003), yaptiklart bir ¢alismada
NSAII lerin hiicre siklusunu G¢/G; fazinda durdurdugunu belirtmislerdir (Kudo ve ark.,
2003).

Beyinde bir¢cok bolgeyle baglanti halinde olan hipokampus; canli yasaminda ve
kiiltiirel gelisiminde, 6grenme ve hafizada bunun yanisira tireme, agr1 algilanmasi, besin
alimi, kan basinci, iyon dengesi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin yonetiminde goérev
alan 6nemli bir yapidir (Nolte, 1988; Raitiere, 1992; Lathe, 2001).

Hipokampus, Cornu ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da
isimlendirilir. CA igerdigi hiicre tiplerinden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak {iizere
dort alana boliinmiistlir. Yapilan toksikolojik ¢aligmalarda hipokampus kisimlarindan en
cok etkilenen bolge CA1l bolgesi olmustur. Hipokampusun lezyonlarinda canlida yeni
bilgiler 6grenememe, yeni beceriler elde edememe, hafiza kaybi, canli-cansiz ayriminin
yapilamamasi, korku ve kizginlik duygularinda azalma, yiyecekleri siirekli ve uzun sekilde
kokladiktan sonra yeme ya da degisik cisimlere kars1 yeme istegi gibi vahim klinik tablolar
ortaya cikmistir (Moss ve ark., 1981; Dere, 2000; Songur ve ark., 2001). Giinlimiizde

oldukc¢a yaygin hale gelen Alzheimer hastaliginda, hipokampusdaki hiicre sayisinda azalma



tespit edilmistir (Guyton, 2012).

Noroprotektif ajan olarak ¢aligmamizda kullandigimiz melatonin (MEL) (N asetil-
5-metoksitriptamin), pineal bezden salgilanan bir néroendokrin hormondur. MEL, lipit
cozlinilirliigiinden dolayr hiicre membranin1 kolaylikla gecer ve tiim hiicre organellerine
niifuz edebilir. DNA {iizerine koruyucu etkisi vardir. Fizyolojik olarak en gii¢lii serbest
radikal temizleyicisi olarak bilinmektedir. MEL serbest radikallere direkt etkisinin yaninda,
glutatyon peroksidazi aktive ederek glutatyon {izerinden de antioksidan etki
gosterebilmektedir. MEL’in antioksidan savunma sisteminde rol alan superoksit dismutaz
ve nitrik oksit sentetaz gibi enzim aktivitelerini degistirdigi de bilinmektedir (Reiter, 1996).

Glutatyon peroksidaz enzimi, antioksidan savunma sisteminin bir elemani olarak
ozellikle noral dokuda Onemli rol oynar (Gitto ve ark., 2011). Sicana eksojen MEL
uygulanmasina bagli olarak beyin glutatyon peroksidaz aktivitesi 30 dakika sonra iki katina
cikmaktadir. Enzim aktivitesi ile doku melatonin yogunlugu arasinda pozitif iliski
bulunmustur. Son yillarda hipukampus ile ilgili ¢alismalarda, MEL’in 1-50 mg/kg
dozlarinda noroprotektif etkisi giindeme gelmistir (Erdem, 2014). Melatoninin merkezi
sinir sisteminde apoptotik hiicre Olimiinii engellemesine ek olarak, periferal aksotomi
sonras1 ndron Sliimiinii de azalttig1 bildirilmistir. Bu etkisini hem aksotomi yapilmis motor
ndronlart koruyarak hem de arka boynuzdaki hiicre kayiplarin1 azaltarak gergeklestirdigi
one siirlilmektedir (Odaci ve Kaplan, 2009). Sinir hasar1 sonrasinda eksojen melatonin
uygulamasinin, kollajen birikimini azaltarak ve ndéroma olusumunu engelleyerek akson
sayisi ve miyelin kilif kalinligina olumlu etki yaptig1 gosterilmistir (Turgut ve Kaplan,
2011).

MEL’in yanisira MEL metabolitlerinden higbirisinin prooksidatif aktivitesi yoktur
(Reiter, 1981). Hatta, antioksidanlar icerisinde, MEL’in en giiclii radikal tutucu oldugu 6ne
stiriildiigiinden, MEL’e olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan Ozelligi glin gegtikce
onem kazanmaktadir (Sayan ve ark., 2004).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, gebelik doneminde kullanilan bir NSAIl olan DS’un
(sodium-(0-((2,6-dichlorophenyl)-amino)-phenyl)-acetate) yeni dogan sicanlarin beyin
dokularinda meydana getirecegi olumsuz etkilerinin noroprotektif ajan olan MEL
tarafindan Onlemenin miimkiin olup olmayacagnin sigan modelinde deneysel olarak
gosterilmesi hedeflenmektedir.

Inceledigimiz bir¢ok literatiirde DS’un zararl oldugunu gosteren pek ¢ok calisma

oldugu goriilmiistiir (Gok¢imen ve ark., 2007; Canan ve ark., 2008; Ozyurt ve ark., 2011;



Ayranct ve ark., 2013; Kaplan ve ark., 2013; Tiirkmen, 2013; Elibol, 2014).

Modern yasam, her gegen giin toksik maddelere maruz kalmay: arttirmaktadir.
Ozellikle gebelik esnasinda karsilasilan bu maddelerin yeni doganda ve onun postnatal
yasaminda biiylik sorunlara neden olacagi aciktir.

Noroprotektif bir ajan olan melatonin hormonunun DS’un olumsuz etkileri sonucu
gelisen noron hasarini ne derece azaltacagi veya diizeltebilecegi teorisinden yola ¢ikiyoruz.
Bu c¢alismanmn tim noronal hasarlarda uygulanan tedavilere alternatif yaklagimlar

olusturulmasina katki saglayacagini timit ediyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostaglandinler

Yag asidi tiirevlerinden olan prostaglandinler (PG) inflamatuar cevabin
olusturulmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Ilk olarak 1930'larda prostat sivisinda
kesfedildiklerinden, bu molekiillere prostaglandin (prostate gland) adi verilmistir (Ricotti
ve ark., 2012). Prostaglandinlerin yapisinda yirmi karbon atomu bulunur. Organizma
iizerinde kuvvetli fizyolojik etkilere sahip olan PG’lerin en fazla vezikula seminalisler
olmak {izere kirmizi kan hiicreleri disinda viicuttaki her hiicrede {iretilebildigi
gosterilmistir. Bu molekiiller normal ve patolojik kosullarda hiicre isleyisini diizenleyen
hormonlar gibi iglev goriirler. Etkilerini olustuktan sonra dokularda ya da bu dokunun
yakinlarinda gosterirler (Yilmaz, 1990; Nelson ve Randy, 2005). PG’lerin yapisindaki
atomlarin  kaynagi, viicutta iretilmeyen, digsaridan besinler yoluyla almman yag
molekiillerinden biri olan AA’dir ve hiicre membraninda fosfolipit olarak depolanir.
Bdylece hiicre bu onciile ihtiya¢ duydugunda kolaylikla erisebilmektedir (Hirsh ve ark.,
1989).

AA, hiicre membranindan fosfolipaz enzimi (6rnegin fosfolipaz A2) araciligi ile
ayristiritlir. AA asit baglica ti¢ farkli enzim sistemi tarafindan metabolize edilir. Birincisi;
siklooksijenaz yoluyla PG’ler ve tromboksanlar (tx), ikincsi; lipooksijenaz yoluyla
hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE), hidroksieikozatetraenoik asit (HETE), lipoksin
ve lokotirenler (LT), lgiinciisii ise; epoksijenaz yoluyla epoksieikozatetraenoik asitler
(EET) meydana gelir (Hirsh ve ark., 1989; Fitzgerald, 1992; Katzung ve Trevor, 1993).
Aragidonik asitten tromboksan ve prostaglandin yapiminda katalizor gorevi goren
siklooksijenaz enziminin iki izoformu tanimlanmistir: COX-1 ve COX-2 (O'Banion ve ark.,
1991).

COX-1 viicudun bir¢ok hiicresinde bulunan yapisal bir izoformdur. Gastrik
epitelde baskindir ve sitoprotektif prostaglandin olusumu kaynagidir (Tiirkmen, 2013).
Inflamasyona eslik eden proinflamatuvar sitokinler (timdr nekroz faktorii-alfa veya
interlokin-1beta) ve biiylime faktdrleri (mitogenler) COX-2 iiretimini uyarirlar. COX-2;
bobrek ve ozellikle beynin selektif noronlarinda yapisal olarak olarak eksprese edilirken
endotel hiicrelerindeki laminar gerilme kuvvetleri tarafindan da indiiklenmektedir
(Yamagata ve ark.,1993; Breder ve ark., 1995; Kaufmann ve ark., 1996; Andreasson ve

ark., 2001; Canan ve ark., 2008).



COX-2’nin  kolorektal  kanser  gibi  diger  patolojik  durumlardaki
prostaglandinlerden de sorumlu oldugunu diisiindiirecek kanitlar bulunmaktadir (Dubois ve
ark., 1998; Aronoff ve Neilson, 2001; Green, 2002; Solomon, 2009).

Inflamasyona neden olan uyaranlar, arasidonik asitten COX enzimi vasitastyla
prostasiklin ve PG sentezini artirir ve bu sirada siklik endoperoksitler (PGG, ve PGH,),
tromboksan A, ve trombosit aktivite edici faktdr (PAF) olusumu da artar. Bu maddeler
veya bunlardan olusan stabil metabolitler inflamasyan bolgesinde gosterilmistir. Benzer
sekilde iltihapli dokuda lipooksijenaz (LO) yolu iirlinleri olan l6kotrienlerin miktarlarinin
arttig1 da yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Solomon, 2009).

Hiicrenin fizyolojik durumu, bulundurdugu enzim ¢esidi ve miktart o hiicrede
hangi metabolik yolun ¢alisacagini belirler. Bir metabolik yolda olusacak son {iriiniin de
hangisi olacagi hiicreden hiicreye farklilik gosterir. PG {iiretimi genellikle inflamasyon
olmayan dokuda oldukca diisiikk olup, akut enflamasyonda lokositlerin ve bagisiklik
hiicrelerinin infiltrasyonu ile hemen artis gosterir (Ricciotti ve ark., 2012). Hiicre

enzimlerinden birinin ilaglarla inhibisyonu o yola ait tiim alt iirlinlerin olugsmasini engeller.

2.1.1. Prostaglandinlerin Merkezi ve Cevresel Sinir Sistemine Etkileri

Prostaglandinler, diger dokular gibi merkezi sinir sisteminde de bulunur. Bir¢ok
organizma tiiriiniin hipokampusiinde ¢ok yiiksek diizeyde PGE, iiretildigi goriilmiis ve
buda prostaglandinlerin limbik sistem fonksiyonlariyla yakin iliski i¢inde oldugunu
diisiindliirmtistiir (Abdel-Halim ve Anggard, 1979).

Merkezi sinir sisteminde, prostaglandinler ve bunlarin segici agonistleri spesifik
G-protein-baglanmis reseptorler lizerinde hareket ederek, norotoksik veya noro-koruyucu
etkiler gosterirler. Mikroglia ve astrosistlerin aktivasyonu veya lokosit sizdirilmasi gibi
inflamatuar yollarla sitokin ve prostaglandin gibi mediatorler iiretilir (Hata ve Breyer,
2004).

PGE,'ye beyinde en ¢ok hipokampus, eminensia medialis ve pineal bezde
rastlanmistir. PG, ise damar endotelinden koken alir ve beyin-omurilik sivisinda bulunur.
PGE, organizma lizerindeki gii¢lii etkisi yatistirma (sedasyon) ve uyusukluktur. PGF; 'min
merkezi sinir sistemi i¢ine verilmesi viicut isisinin ylikselmesine (ates) gibi hastalik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Enfeksiyon hastaliklarinda bakterilerin salinan
pirojen maddeler PGE, olusumunu artirarak, hipotalamustaki 1s1 diizenleyen merkeze etkili

oldugu sanilmaktadir. Aspirin, diklofenak ve benzeri ilaglar prostaglandin olusumunu



azaltarak atesi disiiriir (Mc. Isaac, 1968; Giindiiz, 1977; Kayaalp, 1986). Eikozanoidler;

astrositlerde, noronlara gore oldukca fazla miktarda iiretilirler (Seregi ve ark., 1987).

2.2. Nonsteroidal Anti-inflamatuvar ilaclar

NSAIl analjezik, antipiretik, antiinflamatuar ve anti-romatizmal ilaglardir ve
klinikte oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Organizmada agr1 yapict kimyasal veya
mekanik etkenler prostaglandin sentezinde artisa neden olur. NSAIi’lerin etki mekanizmasi
ise dokulardaki arasidonik asitten prostaglandin ve diger bazi prostanoidlerin (tromboksan,
l16kotrien, prostasiklin) olusumunu katalizleyen COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe
etmesidir. Bu ilaclarin kullanilmasi agriya sebep olan PG’lerin olusumunu engellemekte ve
agriy1 ortadan kaldirmaktadir (Kayaalp, 1992).

NSAIl osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilit gibi hastalik
durumlarinda agri, ates ve inflammasyonun tedavisinde kullanilmaktadirlar (Todd ve
Sorkin, 1988; Simons, 1994; Siu ve ark., 2000; Alves ve Duarte, 2002; Kudo ve ark.,
2003; Chang ve ark., 2005). Romatoid artiritli hastalarin iltahapli sinoviyal dokularinda
PGE; sentezinin arttig1, aspirin tedavisi ile PGE, diizeyinin yok denecek kadar azaldigi
gozlenmistir (Kayaalp, 1992). NSAIl’lerin antipiretik dzellikleri ise bu ilaglarin merkezi
sinir sistemine olan etkileriyle ilgilidir. Hipotalamustaki, hipotalamik kan damarlarinda
iiretilen prostaglandinlerin sentezinin inhibisyonundan NSAIl’lerin sorumlu oldugu
bildirilmektedir. Hiicre membraninda depo edilen AA iiriinleri yangt olusumunda 6nemli
mediator ve modiilatorlerdir. Aragidonik asitten kdken alan prostaglandinler inflamasyon,
agr1 ve ates meydana gelmesinde biiyiik rol oynar. NSAil’ler PG sentez enzimini bloke
edip viicudun immun-inflamatuar cevabini azaltilmasi ile etki gostererek yangiy1 azaltirlar,
ates ylikselmesine engel olarak, agr1 kesici ve ates diisiiriicii etki gosterirler (Gok¢imen ve
Malas, 2003).

NSAII' ye bagh gastrik hasarda nétrofiller énemli rol oynar. Hasar1 baslatan
mekanizma, intraselliller adezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmast ve bunun
sonucunda nétrofillerin kiigiik damarlarin endoteline yapigsmasidir (Wallace ark., 1993). Bu
durum NSAII kullanimindan sonra prostaglandin seviyelerinde anlamli diisiisiin oldugu 30.
dakikada baglar. Sonucta dolasim bozulur ve iskemik hasar ortaya cikar.

Yaygin olarak kullanilan ve NSAII olarak kabul edilen ilaglar; aspirin
(asetilsalisilik asit), selekoksib, diklofenak, etodolak, fenomates, ibuprofen, indometazin,

ketoprofen, ketorolak, nabumeton, oksaprozin, oksikam, piroksikam, sulindak ve



tolmetindir. Tarihsel agidan bakildiginda, terapétik yararlari ile ilk NSAII olarak 100 yili

askin siiredir kullanilan aspirin olmustur (Fiorucci ve ark., 2001).

2.3. Diklofenak Sodyum

NSAIl ilaglardan olan diklofenak sodyum (DS), giiclii analjezik etkili,
antiinflamatuvar ve antipiretik etki gosteren farmakolojik bir ajandir. Bununla birlikte
literatiirde ilacin olumsuz etkileri ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. NSAl’ler
medikal tedavide, 6zellikle kadin dogum hastaliklarinda siklikla kullanilirlar (Odaci ve ark.,
2001 ; Gokgimen ve ark., 2003).

Diklofenak sodyum (Na [2 (2,6, dicloroanilino) fenil] asetat) fenil asetik asitten
koken alan (Giiven, 2006) nispeten diisiik bir molekiil agirhga sahip NSAI bir ilagtir
(Scholer ve ark., 1986 ; Siu ve ark., 2000). Bu tiir ilaglar ¢cogunlukla artritis, osteoartritis,
romatoit artritis ve ankilozan spondilit gibi romatizmal ya da romatizmal olmayan hastalik
durumlarinda agr1, ates ve inflamasyonun tedavisinde iltihap giderici, ates diisiiriicii ve agr1
giderici olarak yaygin bir sekilde kullanilan DS, giiglii analjezik etkiye sahip narkotik
olmayan bir agr1 kesici oldugundan siklikla tercih edilir (Todd ve Sorkin, 1988; Siu ve ark.,
2000; Alves ve Duarte, 2002; Kudo ve ark., 2003; Chang ve ark., 2005; Giiven, 2006).

Diklofenak sodyum postoperatif donemde agr1 kontroliinde tiim cerrahi
modalitelerde sik kullanilan nonsteroid antiinflamatuar bir ilactir. Diklofenak sodyum’un %
99’undan fazlasi geri doniistimlii olarak plazma albuminine baglanir ve dagilim hacimleri
diistiktiir. Diklofenak, aspirin ile birlikte verilirse plazma diizeyi belirgin sekilde azalir.
Karacigerde metabolize olur. Esas olarak hidroksillenme ve konjugasyon yoluyla inaktive
edilir. Metabolitleri ise daha sonra glukuronid ve siilfat bilesikleri halinde idrar ile atilir.
Eliminasyon yar1 omrii yaklagik 2 saattir. Bazilarinin sinovial sivida birikme 6zellikleri
vardir. Kronik bobrek yetmezliginde atilimlart azalir (Kayaalp, 2009). Uygulanan dozu
takip eden ilk 4 saat i¢inde diklofenak eklem icine difiize olur. Bu siire i¢inde plazma
konsantrasyonlar1 sinovyal sividan daha yiiksek iken daha sonra bu durum tersine doner ve
sinovyal s1v1 konsantrasyonlar1 plazma diizeylerinden biraz daha yiiksek hale gelir. Geng ve
yash hastalar arasinda ve bobrek ya da karaciger yetmezligi olan hastalarda diklofenak
farmakokinetiginde farklilik saptanmamigtir. COX inhibisyonu, prostaglandin sentezinin
baskilanmasi, lipoksijenaz inhibisyonu ile 16kotrien sentezinin ve siiperoksit iiretiminin
baskilanmasi, lizozomal enzim salimiminin baskilanmasi, kikirdak metabolizmasina

etkileyerek kondroprotektif ya da kondrodestriiktif etki gostermesi, hidrojen peroksit



yapiminin inhibisyonu, hiicre membraninda fosfolipaz-C aktivitesinin inhibisyonu, lenfoid
transformasyonu ve DNA sentezinin azaltilmasi, santral analjezik etki, bradikinine bagh
inflamatuvar olaylarin baskilanmasi, notrofil agregasyonu ve aktivasyonu i¢in gerekli olan
sinyallerin inhibisyonunu saglamak, graniilosit-monosit migrasyon ve fagositozunun
inhibisyonunu diizenlemek NSAII’lerin genel etkileridir. Bu grup ilaglarin gastrointestinal
yan etkileri, kan tablosu {izerinde anemi ve pihtilasma faktorlerine olumsuz etkileri,
karaciger ve bobrek metabolizmasina olumsuz etkileri, viicudun immun ve inflamatuar
cevabini azaltict etkileri ve kemik metabolizmasinda istenmeyen yan etkileri mevcuttur (Ro

ve ark., 1976; Keller ve ark., 1987; Reikeraas ve Engebretsen, 1988; Dimar ve ark., 1996).

2.3.1. Diklofenak Sodyumun Gebelikte Kullanimi

Diisiik bir molekiil agirligina sahip olan DS, gebeligin ilk trimestirinde belirli bir
dereceye kadar secici gegirgen olan plasentadan kolaylikla gecebilmektedir. NSAIl
prostanoidlerin biyosentezine engel olduklarindan plasenta bariyerini gecip fetal dolagima
katilarak fetiis ve yeni doganlarda dnemli yan etkilere ve hatta malformasyonlara neden
olabilirler (Dawood, 1993; Ostensen ve Ramsey-Goldman, 1998; Zenker ve ark., 1998).

Sicanlarda, maternal toksik dozlarin distosi, gestasyon siiresinde uzama, fetiis sag
kaliminda diisiis ve intrauterin biiylime geriligine neden oldugu belirtilmistir. Diklofenakin
fertilite ve dogum {iizerindeki mindr etkileri ve rahim i¢i duktus arteriyozus konstriksiyonu,
NSAII smifinmn farmakolojik sonuglaridir.

Hamilelikte ila¢ kullanimi konusunda bilgilerimiz ilaglarin etkilerine ydnelik
prospektif klinik ¢aligma yapmak etik olmadigindan sinirhdir.

Bizim calismamizda kullanilan diklofenak sodyum C kategorisine aittir (Cassina
ve ark., 2010). Hamilelik siirecinde, sadece mecbur kalinan durumlarda ve etkili en diisiik
dozda uygulanmalidir. DS’un ve diger prostaglandin sentetaz inhibitdrlerinin hamileligin
ozellikle son ii¢ ay1 i¢in oldukea toksik etkileri vardir. Clinkii bu donemde uterus tembelligi
ve/veya DA’ un erken kapanma olasiliina ve fetusta ciddi malformasyonlara neden
olabilirler (Dawood,1993).

Prenatal donemde DS uygulanmasi sonucu 20 haftalik siganlarin omuriliklerindeki
ndron sayilarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit
edilmistir (Ozyurt ve ark., 2011). Yine prenetal donemde diklofenak sodyum uygulanmis 4
ve 20 haftalik sicanlarin periferik sinirlerinde akson sayilarinda kontrol grubuna oranla

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit edilmistir (Keskin, 2011).



Dogum oOncesi donemde uygulandiklarinda DS’un, merkezi sinir sistemi ve ilgili
yapilar iizerinde ndrotoksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Kudo ve ark., 2003;
Gokgimen ve ark., 2007; Ragbetli ve ark., 2007; Canan ve ark., 2008).

2.4. Hipokampus

Hipokampus’un ilk diseksiyonu 1587 yilinda Aranthius tarafindan yapilmistir. Bu
aragtirici, enine kesitinin denizatina benzemesinden dolay1, bu bdlgeye “hipokampus” adin
vermistir. Daha sonra ayni bolge lizerinde ¢alisan arastiricilar, iistten bakildiginda sagh
sollu bir ¢ift boynuza benzeyen bu yapiya “kornu ammonis” (ko¢ boynuzu) adini
vermislerdir (Bektasli, 2008; Isgen, 2009).

Histolojik kesitlerde C harfi seklinde gozlenen yaklasgtk 5 cm olan bu yap:
filogenetik olarak beyinin en eski kisimlarindan biridir. Insanlar ve diger memelilerde,
beynin iginde her iki yaninda simetrik olarak yer alan iki hipokampus, lateral ventrikiil alt
boynuzunun tabaninda bulunur. Algr ve bellek sistemleri arasinda baglanti kuran
hipokampus, beynin bir¢ok bolgesinden duyu lifleri alir. Aldig1 bu duyulari, forniks
aracilifiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletir. Bunun yaninda limbik sistemin
temel yapilar1 olan amigdala, septum pellisidum ve mamillar cisim ile de sayisiz baglantisi
bulunur (Kurtulus, 2005).

Hipokampus embriyolojik olarak koroid fissiir kavsinin dis parc¢asindaki projenitor
hiicrelerden gelisir. Hemisferlerin i¢ duvari kalinlagir ve lateral ventrikiiliin medial duvarina
dogru bir ¢ikinti yapar. Projenitdr hiicreler buraya go¢ ederek birlikte hipokampusu

meydana getirirler (Williams, 1989; Moore, 2009).

2.4.1. Anatomisi

Koroideal fissiiriin konveks kenarina komsu olan hipokampal formasyon,
hemisferin medial pallium kenarindan gelisir (Williams, 1989). Hipokampus, gri cevher
tabakasindan olusmustur ve lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani boyunca uzanir.
Ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt kismina bakan yiizii ise konkavdir (Arinct
ve Elhan, 2001). Genislemis 6n kismia pes hippocampi adi verilir ve bu bdlgede
digitationes hippocampi olarak isimlendirilen iki ya da ii¢ adet ¢ikintt bulunur.
Hipokampus’un konveks olan ventrikiiler yilizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin
olusturdugu alveus ile ortiiliidiir. Bu lifler medialde serit seklinde birbirine yaklasarak

fimbria hippocampi’yi olusturur. Fimbria hippocampi’nin arka ucu alveus ile birlikte crus



fornicis’i meydana getirir. On ucu ise uncus gyri hippocampi’nin beyaz cevherinde
sonlanir. Alveus’tan gelip fimbria hippocampi’ye dahil olan lifler, fornix’in baslangicin
olusturur (Arinci ve Elhan, 2001).

Ug ana zon archipalliumda belirlenmistir. Bunlar; dentat gyrus, cornu ammonis ve
subikulumdur. Dentat gyrus ve cornu ammonis ayirt edilebilen 6zelliklere sahiptir. Fakat en
fazla pirimitif trilaminer korteks olarak bilinirler. Subikulum ise ¢evresindeki neokorteks
ile bitistigi yere kadar 4-5 veya modifiye 6 tabakali bir ¢esitlilik gosterir (Williams, 1989).

Hipokampus, Cornu ammonis’in bag harflerini temsilen CA olarak da isimlendirilir.
CA igerdigi hiicre tiplerinden dolayr CA1l, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort alana
bolinmiistiir.

CALl subiculum’a en yakin olan bolgedir. Kii¢iik piramidal hiicrelerden olugsur ve
hipokampal formasyonun en karmasik organizasyonlu bolgesidir. Hipokampus’un CAl
alani, en karmasik ve en gelismis hipokampal alandir. Bu bolge ¢ok fazla sayida heterojen
ndron igerir (insanda ~ 4.5 milyon).

CA2 bolgesi siki bicimde diizenlenmis biiylik piramidal hiicrelerden olusur ve
kesitlerde yogun bir bant seklinde gozlenir.

CA3 ise gyrus dentatus’a en yakin olan hipokampus alanidir (Songur ve ark., 2005).
CA3 bolgesi yaygin, gevsek diizenlenmis biiyilik piramidal hiicrelerden olusan tabakadir.

Gyrus dentatus’un bir pargasi veya hilusu olarak tanimlanan CA4 bolgesi de, CA3

ile gyrus dentatus arasinda yerlesmistir (Berry ve ark., 1995).

2.4.2. Histolojisi

Hipokampus’un mikroskobik yapisi incelendiginde, ventrikiiler yiizeyden derine
dogru toplam yedi tabakadan meydana geldigi goriiliir (Berry ve ark., 1995).

1. Alveus hippocampi

Hipokampus’a ait piramidal hiicre aksonlari, afferent ve efferent lifleri iceren
tabakadir (Berry ve ark., 1995).

2. Stratum oriens

Piramidal hiicrelerin bazal dendritleri ve interndronlar bu katmanda yerlesmistir. Bu
tabakada bulunan hiicre aksonlarinin ¢ogu alveus liflerine katilirken, bir kismi da en
derinde yer alan molekiiler tabakaya uzanmaktadir (Berry ve ark., 1995). Str. Oriens
hipokampusa giren ve ¢ikan liflerin kollateralleri ve aksonlari ile baglantilidir ve komsu

tabakanin genis piramidal ndronlarinin bazi bazal dentritleri tarafindan delinir. Hiicre
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somasi diizensiz kii¢lik dendritleri, basket hiicreleri ihtiva eder. St. polimorfe de denen bu
tabaka nonpiramidal hiicrelerden zengindir. Bu tabaka, piramidal hiicrelerin basal
dentritleri ile ara noronlari igerir. Kars1 hemisfere ait hipokampus ve entorhinal korteksten
gelen komisural lifler, bu tabakada sonlanir (Williams, 1989; Canan, 1997).

3. Stratum pyramidale

Bu tabakadaki hiicreler hipokampus’un esas piramidal hiicreleridir. Yogun olarak
piramidal ve Golgi tip II hiicreleri bulunmaktadir. Piramidal hiicrelerin mimarisinin
farkliligindan dolayr hipokampus dort alt bolgeye ayrilir. Bu hiicrelerin  tabam
hipokampus’un ventrikiiler ylizeyine dogru doniiktiir. Bazi hiicrelerin her iki kutbundan
cikan zengin pleksus ag1 piramit goriiniimiine neden olur. Piramidal hiicrelere ait aksonlar
stratum oriens tabakasin1 gecerek alveus liflerine katilir. Bu hiicrelerin bazal-apikal
dendritleri de komsu tabakalara kadar uzanir (Vida ve Frotscher, 2000).

Piramidal katmanda, kisa aksonlu hiicreler de bulunmaktadir. Sepet hiicreleri bu
grup hiicreler arasinda yer alir. Hipokampus’un i¢ aktivitesini diizenleyen sepet hiicreleri
stratum oriens ile stratum pyramidale arasindaki gecis alaninda bulunur. Bu hiicrelerin
aksonlar1 alveus hippocampi’ye ugramadan zit yonde ilerler ve piramidal hiicrelerin
cevresinde yogun bir ag yapar. Daha sonra stratum radiatum’a geger (Vida ve Frotscher,
2000). Sepet hiicreleri, piramidal hiicreler tarafindan uyarilan “inhibit6ér” hiicrelerdir ve bir
piramidal hiicrelerin desarj1, bu hiicreler vasitastyla komsu piramidal hiicreleri duraklatir
(Williams, 1989; Canan, 1997).

4. Stratum lucidum

Sadece CA3 alaninda bulunan bu tabaka, yosunsu liflerden (mossy lifleri) zengindir.
Yosunsu lifler ise piramidal hiicreler ile baglantiy1 saglar (Berry ve ark., 1995).

5. Stratum radiatum

Isinsal dallara sahip olan bu tabaka genis bir ag yapisindadir (Berry ve ark., 1995).

6. Stratum lacunosum

Area entorhinalis’ten gelen onemli afferent liflerin sonlandig1 tabakadir (Berry ve
ark., 1995).

7. Stratum moleculare

Cok az miktarda néron ve sinir lifleri icermektedir. Bunun yan1 sira, hipokampus’un
son li¢ tabakasi “stratum moleculare” adi altinda tek bir katman olarak da kabul
edilmektedir. Baz1 kaynaklarda ise son iki tabaka “stratum lacunosum-moleculare” ismiyle

ifade edilmektedir (Vida ve Frotscher, 2000).
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Subikulum, gyrus dentatus’un medialinde kalan kortikal alandir. Anatomik olarak,
hipokampal sulkus aracilifiyla, girus dentatus ile bitisik bir konumda bulunur.
Presubikukum, subikulum ve parasubikulum olarak ii¢ boliimde incelenir.

Dentate girus, 3 tabakali kortikal bir yapi olarak degerlendirilir. Hipokampal
sulkustan derinde uzandig1 kadari ile 1-Siiperfisial molekiiler katman, 2-Orta graniiler
katman, 3-Derin polimorfik katmani igerir. Baz1 hipokampal ekstrinsik kaynaklardan ve
komsu noéronlardan sinaptik terminaller alir. Bazi hiicreler Golgi 2 tipi ndronludur.
Digerleri daha uzun aksonlara sahiptir ve fimbriadaki efferent lifler ile kollaterallerin
dallarin1 verdikten sonra birlesirler. Yosunsu lifler olarak bilinenler ise graniiler
katmandaki bir¢ok hiicreden koken alir.

Hipokampus’un arteriyel beslenmesi a. karotis interna dan posterior kominikan arter
hizasindan ayrilan, koroidal fissiirden lateral ventrikiile giren a. koroideadan alir. Venoz
doniisii ise v.serebri magna’ya dokiilen v. bazalis yoluyla olur (Williams, 1989; Canan,

1997).

2.4.3. Hipokampusun Afferent ve Efferent iletim Yollar

Afferent Yollar

Hipokampus’un afferent lifleri tiim duyusal uyarilart ihtiva eder. Hipokampus,
gyrus parahippocampalis’ten aldig1 uyarilar1 fornix aracilii ile corpus mamillare, area
septalis ve hypothalamus’un baz1 ¢ekirdeklerine gonderir (Noback ve Demarest, 1986).
Hipokampus, yine fornix araciligi ile nuclei anteriores thalami, area hypothalamica
posterior, corpus mamillare, area septalis, substantia innominata, area tegmentalis ventralis,
nuclei raphe ve nucleus parabrachialis’ten lifler almaktadir (Barr ve Klernam, 1988;
Steward ve Scoville,1988). Hipokampal devrenin ilk basamagini girus dentatus olusturur.
Bilgi, subikulum ve dentat girus arasinda yarik gibi goriinen yerden atlayarak hipokampusa
girer. Bu yol, bu ikisi arasindaki boslugu perfore etmesinden (delmesinden) dolayi
perforant yol olarak isimlendirilir. Sonra entorinal aksonlar, dentat girus hiicrelerinin
iizerinde sinaps yaparlar. Dentat noronlar sira ile, CA3'e aksonlar gonderirler, bunlara
"yosunsu lifler" denir. CAl'e “Schaeffer kollateralleri” denilen aksonlar gonderen CA3,
subiculuma da diger bir lif grubunu gonderir. Subiculum, hipokampusun c¢iktilarindan
sorumludur (Waxman, 2002). Subkortikal alanlardan gelen alvear lifler alveus’tan
hipokampus’a gecer. Hipokampus’un CAl alani ile subiculum’un i¢ tabakasina dagilir

(Barr ve Klernam, 1988; Witter ve ark., 1989).
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Efferent Yollar

Hipokampusun dis baglantilar1 genellikle “Papez Devresi” olarak ifade edilir. Papez
(1937) hipokampusu g¢esitli kortikal bolgelerden duyusal bilgilerin kabul edildigi alan
olarak ifade eder. Forniks biiylik Olciide hipokampustan c¢ikan ana yolu olusturur.
Subikulum ve hipokampusun biiyiik piramidal hiicreleri fornikse aksonlar gonderirler.
Hipokampus ayrica amigdala ve striatum ile de baglantilidir (Amaral ve Insausti, 1990).
Fornix, hipokampus’un en biiyiik efferent yoludur. Hipokampus ve subiculum’dan baslayan
miyelinli lifler, alveus’tan fimbria hippocampi’ye gecer. Sayilar1 1.2-2.7 milyon arasinda
degisen bu lifler, splenium corporis callosi’nin altinda crus fornicis; thalamus’un arkasinda
ise corpus fornicis olarak devam eder. Her iki crus fornicis arasinda c¢apraz yapan liflere

commissura hippocampi ad1 verilir (Barr ve Klernam, 1988; Songur, 2001).

2.4.4. Hipokampusun Islevleri

Hipokampusun beyindeki bircok bolge ile baglantili olmasi, hipokampusun
fonksiyonlarinin anlasilmasini zorlagtirmaktadir (Nolte, 1988). Hipereksitabilite 6zelligine
sahip olan hipokampus, hafif elektriksel uyarilar hipokampus bolgesinde uyaran kesildikten
sonra bile saniyeler siiren lokal epileptik nobetlere sebep olur. Bu da hipokampusun belki
normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller yaydigim gosterir. Insanda hipokampal nébetler
sirasinda kisi koku, gérme, isitme, dokunma vb. haliisinasyonlar iceren cesitli psikomotor
etkiler yasar. Bilincini kaybetmemis olsa ve yasananlarin gercek olmadigini bilse de bu
haliisinasyonlar dnlenemez. Hipokampusun bu hipereksitabilitesinin sebeplerinden biri,
belki de hipokampus korteksinin bazi alanlarinin beynin diger bdlgeleri gibi alt1 tabakali
degil {i¢ sinir hiicresi tabakasindan olusmasidir (Guyton ve Hall,1996).

Hipokampusun elektroensefalografi (EEG) dalgalar1 ritmik siniizoidal tipteki teta
dalgalaridir. Bu durum hipokampusun spontan aktivitesini ve bilincin degisik devrelerle
iliskili oldugunu gostermektedir. Teta dalgalarinin sadece dikkat ve uyaniklik ile degil, aynm
zamanda bir¢ok fizyolojik fonksiyonla ilgili oldugu bilinmektedir (Brodal, 1981).

Anestezi altindaki kedilerde yapilan caligmalarda, hipokampusun uyarilmasiyla
dikkatli bakis ve arayis hareketleri gozlenmistir. Bu davraniglarin fiziksel islemlere karsi
duyarli motor reaksiyonlar tarafindan baslatildig1 kabul edilmektedir. Bilinci yerinde olan
kedilerin hipokampusunda olusturulan lokal uyarilar veya lezyonlar sonunda goézlenen
davranig degisiklikleri psikomotor epilepside meydana gelenlerle benzerlik gostermektedir.

Hipokampusun hafiza ve ozellikle yakin hafiza ile ilgili olduguna dair 6nemli bilgiler
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mevcuttur. Bazi kisilerde epilepsi tedavisi i¢in hipokampuslar cerrahi olarak iki tarafl
cikartlmistir. Bu insanlar Onceden Ogrenilmis anilari hatirlayabilmekte, ancak sozel
sembolizme dayanan yeni bir bilgi edinememektedirler. Saniyeler ile birka¢ dakika
arasinda degisen kisa siireli bellek olusturabilirler; ancak birka¢ dakikadan fazla uzun siireli
bellek olusturma yetenekleri kismen ya da tamamen yok olmustur (anterograt amnezi).
Hipokampuslarin harabiyeti eskiden 6grenilen anilarin kaybina da neden olur (retrograt
amnezi); ancak bu uzak ge¢cmis anilarda ziyade bir yil 6nceki anilar i¢in daha gecerlidir.
Hipokampusun kisa siireli bellegin uzun siireli bellege ¢evrilmesi giidiistinii sagladigi, yani
hipokampusun yeni informasyonun kalici depolamaya cevrilmesi gergeklesinceye kadar
zihnin onu tekrarlamasini gerektiren sinyal veya sinyaller ilettigi ileri siirlilmistiir.
Mekanizma ne olursa olsun hipokampuslar olmadan verbal ya da sembolik uzun siireli
anilarin kalict olmasi miimkiin olamaz (Guyton ve Hall, 1996).

Hipokampus olfaktor korteks ile de alakalidir. Canlinin ne yiyecegini hangi
nesnenin tehlikeli oldugunu, hangi kokunun sekse davet ettigini belirler, 6liim kalim 6nemi
tastyan kararlar1 alir. Hipokampus bir néronal sinyalin énemli oldugunu bildirdiginde, bu
bellege alinir (Guyton, 1996).

Enformasyonun 6neminin belirlenmesi ve 6nemli ise bellekte saklanmas1 hususunda
odiillenme ve cezalanma en biiyiik rolii oynar. Kisi nétr uyaranlara ¢abucak alistig1 halde,
zevk veya cezalanmaya sebep olan bir duysal deneyimi daha candan Ogrenir.
Hipokampusun kisa siireli bellegin uzun siireli bellege doniistiiriilmesi giidiisiinii sagladigi,
yani hipokampusun yeni enformasyonun kalic1 depolanmaya g¢evrilmesi gerceklesinceye
kadar zihnin onu tekrarlamasini gerektiren sinyal veya sinyaller ilettigi ileri siiriilmiigtiir.
Mekanizmasi ne olursa olsun hipokampus olmadan verbal veya sembolik uzun siireli
anilarin kalict olmasi miimkiin olmaz (Guyton, 1996).

Sonug olarak, hipokampal formasyon; hayvanlarda ve insanda olduk¢a Onemli
gorevler iistlenen bir beyin bolgesidir. Ozellikle insanin yasaminda ve kiiltiirel gelisiminde,
ogrenme ve hafiza olgusunun 6nemi goz Oniline alindiginda, hipokampus ve hipokampal
formasyon ile ilgili ¢aligmalarin, halihazirda oldugu gibi, gelecekte de tibbi arastirmalarda
olduk¢a dnemli bir yer tutacagi rahatlikla sdylenebilir. Bu kadar ¢ok calisma yapilmis
olmasina ragmen, bu bolgeyle ilgili bilinmeyen birgok konunun hala var olmasi da, tip
bilimlerinin diger alanlarinda oldugu gibi, daha birgok calisma yapilmasi gerektigini acik¢a
ortaya koymaktadir. Hipokampusun, olfaktor sistemle, emosyonel ve otonomik

fonksiyonlarla da iligkili oldugu bilinmektedir (Ruit, 1988). Ayrica bagisiklik, ireme, agr1
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algilanmasi, yiyecek alimi, kan basinci, iyon dengesi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin,
giinliik ya da yillik ritimlerinin diizenlenmesi gibi hipokampal roller bildirilmistir (Gol ve

Faibisch, 1966; Raitiere, 1992; Lathe, 2001).

2.4.5. Hipokampus lezyonlar1

Insanda, tek tarafli hipokampus lezyonlar1 belirgin bir fonksiyon kaybina sebep
olmazken, bilateral lezyonlarda, hafiza bozukluklar1 (anterograd amnezi) ve bunama
(demans) goriiliir. Ilerlemis temporal lob epilepsisi olgularinda bu bdlge cerrahi olarak
cikarilmis ve bu kisiler yapilan ¢alismalar sonucu olduk¢a 6nemli bilgiler elde edilmistir.
Fakat hipokampus lezyonlari, uzun siireli (sekonder ve tersiyer) hafiza, kisilik ve zekay1
etkilememektedir. Yani hipokampusunda lezyon olan bir sahis, eskiden 6grendiklerini
rahatlikla hatirlayip ifade edebilirken, yeni seyler 6grenememektedir. Alzheimer hastaligina
yakalanmis insanlarin hipokampuslarindaki hiicre sayisinda bir azalma tespit edilmistir
(Guyton, 1996; Mu ve Gage; 2011).

Hipokampuslarin harabiyeti eskiden ogrenilen anilarin kaybina da neden olur
(retrograd amnezi) ancak bu uzak ge¢mis anilarindan ziyade bir yil 6nceki anilar i¢in daha
gegerlidir (Guyton, 1996).

Hipokampus’u da i¢ine alacak bir bi¢imde lobus temporalis medial pargalarinin ¢ift
tarafli cikarilmasindan sonra hafiza kaybinin yami sira, Klilver-Bucy Sendromu olarak
bilinen klinik tablonun meydana geldigi bildirilmistir (Moss ve ark., 1981; Dere, 2000;
Songur ve ark., 2001). Bu sendromda ise asagidaki belirtilerin goriildiigli ortaya konmustur;

1. Canli ya da cansiz ayrimi yapmaksizin degisik tlir ve cinsteki nesnelere karsi
sekstiel aktivitede artis,

2. 11k defa goriilen objelere anlam verememe,

3. Yeni seyleri hafizada tutma zorlugu,

4. Yeni beceriler elde edememe,

5. Korku ve kizgilik duygularinda azalma, uysallik hali,

6. Beslenme aligkanliklarinda degisiklikler (yiyecekleri siirekli ve uzun sekilde
kokladiktan sonra yeme ya da degisik cisimlere kars1 yeme istegi vs.).

Bunun yani sira, siddetli alkolizm, tiamin eksikligi, kronik malnutrisyon, kanama ve
enfarktlis durumlarinda hipokampus’ta iki tarafli olarak disfonksiyonlarmin ortaya ¢iktig
gosterilmistir. Bu lezyonlar sonucu yeni seylerin hafizda tutulamadigi ve Korsakoff

Sendromu (Dismnezik Sendrom) denilen bir amnezi durumunun meydana geldigi ifade
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edilmistir. Bahsedilen bu sendromda, kisi yeni oOgrendigi becerileri uygulamaya
koyamamaktadir. Fakat sahis, rahatsizlanmadan 6nce 6grenmis oldugu karmasik islevleri
kolaylikla yapabilmektedir. Ayrica hastalarin kendi ge¢misi ile ilgili hayal veya konfiizyon
tarz1 deneyimlerden bahsettigi ve bu deneyimlere kendilerinin de inandig: belirtilmektedir.

Bu durum konfabulasyon olarak tanimlanmaktadir (Dere, 2000; Andreoli ve ark., 2008).

2.5. Melatonin

Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, lireme, sirkadiyen ritim ve
immiinite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur.
Melatonin, epifiz bezinde triptofandan sentezlenir ve plazma proteinlerine baglidir.
Karacigerde metabolize olan melatoninin biiylik bir hepatik gecis etkisi vardir ve baslica
metaboliti 6- Hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’dir (Lane ve Moss, 1985; Gitto ve ark.,
2011). Melatoninin sahip oldugu antioksidatif mekanizma; elektron transferini
diizenleyebilme, reaktif ara iiriin radikalleri detoksifiye edebilme, peroksidatif reaksiyon
zincirlerini giiclii bir sekilde kontrol edebilme gibi oOzelliklere sahiptir (Palaoglu ve
Beskonakl1,1998). Bu temel antioksidan etkinin organizmadaki karsiligi ise hiicre ve
dokunun biitiinliigliniin korunmasina katkidir. Organizmanin biyokimyasal isleyisinde
oksidasyon ara {iriinleri ve dolayisiyla oksidatif stres olusumu kaginilmazdir.

Biyolojik sistemlerde prooksidan veya antioksidan dengenin bozulmasiyla olusan
oksidatif stres, bir¢ok patolojik durumla iliskilendirilmektedir. Ancak yine organizma,
prooksidan etki gdsteren serbest radikallerin hasarina karsi, antioksidan adi verilen ajanlarla
kendini savunur (Reiter, 1996). Yapilan calismalar, bu endojen antioksidan maddelerden en
giicliistinlin  MEL oldugunu gostermistir (Reiter, 1996). MEL molekiilii kolaylikla
oksitlenmez, otooksidasyona ugramaz ve redoks dongiisiine, hidroksil radikali iireten
reaksiyonlara katilmaz. MEL’in yanisira MEL metabolitlerinden higbirisinin prooksidatif
aktivitesi yoktur (Reiter,1981). Pineal bezin baslica salgisi olan MEL, in vivo ve in vitro
antioksidan etkiye sahiptir.

Yiiksek derecede lipofilik 6zelligi olan MEL’in serbest radikal toplayici etkisi i¢in
herhangi bir baglanma bdolgesine ve reseptdre ihtiyaci yoktur. MEL’in hidroksil radikali
nodtralize etme Ozelligi glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal tutucu
ozelligi ise E vitamininden 2 kat daha gii¢lii oldugu gosterilmistir (Reiter, 1996).

MEL’in etkili bir serbest radikal tiiketicisi oldugu gerek in vivo gerek in vitro

deneyler ile kanitlanmistir. In vitro olarak; hidroksil ve peroksit radikallerini direkt olarak
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tiiketir, bu konuda diger antioksidanlardan daha biiyiik bir potansiyele sahiptir. in vivo
olarak, MEL’in fizyolojik ve farmakolojik  seviyeleri serbest radikal simifindaki
kimyasallarin tahrip edici gliciine kars1 savasir (Tan ve ark., 1993; Tan ve Reiter, 1994).

MEL’in apopitozun Onlenmeside etkili oldugu disiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda yaslilikta serbest radikal hasarindaki artisin azalmis MEL diizeyleri ile birlikte
olmas1 ve MEL verilmesi ile hiicresel hasar gdstergelerinin diizelmesi MEL’in apopitozis
tizerine etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Maestroni,1993). Ayrica, MEL tedavisinin
viral enfeksiyonlari, kronik stresi, cerrahi miidaheleler ve yaslanmayla ikincil olarak
gelisen immiinolojik zayiflamay1 Onleyebildigi de son bilgiler arasindadir (Parlakpinar ve
ark., 2004).

Sentezini takiben, pineal bezden dogrudan dolasima verilen MEL, lipofilik
ozelligine ragmen, membran reseptorleri araciligiyla hedef hiicrelerine ulasir.
Otoradyografik c¢alismalarla, beynin cesitli bolgelerinde, bagirsak, ovaryumlar, kan
damarlar1 ve karacigerde MEL reseptorlerinin varligr gosterilmistir (Acuna ve ark., 1994;
Brzezinski, 1997). MEL reseptorlerinin sensitivitesi ve ekspresyonu, giinliik 11k ritmi ile
iliskilidir (Forsling, 2001). Lipofilik 6zelligi nedeniyle, hiicrenin tiim fraksiyonlarina
kolaylikla girebilen MEL igin sitozolik ve niikleer baglanma yerleri de tanimlanmistir
(Brzezinski, 1997). Viicutda bulunan diger organlara oranla beyin, daha az antioksidan
kapasiteye sahiptir ve beyinin Ozellikle toksik maddeler tarafindan kayba ugrayan
ndronlarimi korumada antioksidanlarin kullanilmasini giindeme getirmistir. Melatonin (N —
asetil- 5-metoksitriptamin) serbest oksijen radikallerini yakalayarak, glutatyon peroksidaz
ve siiperoksit dismutazi uyararak antioksidan etki gosterir (Tan ve Reiter, 2002).

Ratlara, akut/kronik uygulanan MEL’in beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD
sentezini artirdig1 ve bu yolla oksidatif hasara kars1 beyin dokusunu korudugu (Kotler ve
ark., 1998) ayrica anne rata verilen MEL’in plasentadan gegebildigi ve fetus beyninde SOD
aktivitesini artirdig1 gosterilmistir (Thomas ve ark., 1998; Burmistrov ve ark.,2001).

Melatoninin yukarida bahsedilen etkilerinin yaninda noroprotektif etkilerine dair de
cok sayida caligma mevcuttur (Leon ve ark., 2005; Kaplan ve ark., 2011; Aygun ve ark.,
2012; Shinozuka ve ark., 2013). Melatonin eksojen olarak uygulandiginda kan beyin
bariyerini kolaylikla gecer ve beyinde yiiksek konsantrasyonlara ulagir. Merkezi sinir
sistemini etkileyen bir¢ok kosulda sahip oldugu serbest radikal temizleyici ve lipofilik -
hidrofilik 6zelliklerinden dolay1r potansiyel bir néroprotektif etkisi vardir. Bu sayede basta

hiicre ¢ekirdegi olmak iizere hiicre zar1 ve organelleri serbest radikal hasarina karsi
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koruyabilmektedir (Aygun ve ark., 2012). Ornegin oksidatif stresi azaltarak néronal
apoptosisi ve mitokondriyal DNA hasarii dnemli dl¢lide engelledigi bildirilmistir (Feng ve
ark., 2006; Pandi-Perumal ve ark., 2006).

Transforming Growth Factor- B (TGF- B) ve Basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) Schwann hiicre aktivitesinde ve fibroblastlarin kollajen iiretiminde 6nemli bir role
sahiptir. Pinealektomili ratlarda sinir epindryumunda TGF- B ve bFGF ekspresyonu 6nemli
Olgiide artarken, eksojen MEL uygulamasinin bu ekspresyonu azalttigi gortilmistiir.
Dolayistyla MEL, anastomoz bdolgesinde kollajen birikimi ve néroma olugumunu kontrol
ederek sinir rejenerasyonunda olumlu etki yapmaktadir (Odaci ve Kaplan, 2009).

Eksojen MEL uygulamasi antioksidatif savunma mekanizmasin1 6nemli Sl¢lide
artirdig1 i¢in oksidatif hasarla iligkili hiicre kayiplarinin klinik tedavisinde kullanimi faydali

olabilir (Chang ve ark., 2008).

2.5.1. Melatonin Sentezi

Pineal bezde MEL sentezi suprakiazmatik niikleus tarafindan kontrol edilen
ritimlerden biridir (Pandi-Perumal ve ark., 2008). MEL sentezinde birinci basamak bir
indol aminoasit olan triptofanin pinealositler i¢ine alinmasi ve orada pinealositlerde
triptofan hidroksilaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla 5-hidroksitriptofan'a
hidroksillenmesidir (Sener, 2010). Bu bilesik, 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz enzimi ile
5-hidroksitriptamin (Serotonin)'e dekarboksillenir, pineal bir enzim olan N-asetiltransferaz
(NAT) tarafindan N-asetil serotonine doniistiiriiliir. Bu bilesik de MEL sentez hizini tayin
eden enzim olan hidroksiindol-o-metil transferaz enziminin etkisiyle MEL’e (N-asetil 5-
metoksitriptamine) doniistir (Sener, 2010).

N-asetil serotoninin MEL’e doniistimii diger bir pineal enzim olan hidroksiindol-o-
metiltransferaz (HIOMT) araciligi ile olur (Brzezinski, 1997; Noyan, 1998). Sentezin
diizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyisle karanliga baghdir (Letelier ve ark.,
2010). Sentezlenen MEL pineal bezin endokrin hiicreleri olan pinealositlerden hizla
salgilanmaktadir. Sentezden sorumlu NAT i aktivitesi dolayisiyla melatonin sentezi
spesifik c-AMP bagimli transkripsiyon faktorleri ve fotoperiyodik sartlar tarafindan
diizenlenir. Isik altinda, retinadan baslayan ndronal impulslar, hipotalamusta
suprakiazmatik ¢ekirdek (SCN) ve diger hipotalamik yapilara aktarilir (Sener, 2010). Uyari
SCN ve periventrikiiler ¢ekirdek (PVN) aracilig1 ile superior servikal gangliyona gecer.

Insanda karanligin baglamasi ile postganglionik sempatik liflerden saliverilen noradrenalin
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esas olarak B1 reseptorlere baglanarak, depolardaki serotonin ve NAT’ nin intraselliiler
saliverilmesine neden olur. Noronlarda ve pineal bezdeki biyokimyasal sinyallerin bu
dongiisii insanda MEL anabolizmasint hizlandirir ve ayn1 zamanda MEL’in giin i¢i ritme
bagl olarak sentez ve saliverilmesini olusturur (Sener, 2010; Sekil 1). Sentezlenen MEL

plazmada proteinlere baglidir ve karacigerde metabolize olur (Lane ve Moss, 1985).
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Sekil 1: Melatonin hormonunun karanligin stimiilasyon etkisiyle sentezlenme basamaklarini gostermektedir.

(Yazict ve Kdse, 2004’ ten uyarlanmistir).
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2.5.2. Melatoninin Antioksidan Etkileri

MEL sentez ve salimimi gilinlin karanlik evresinde artan, aydinlik evresinde ise
azalan, diurnal varyasyon gosteren siklik bir ritme sahiptir (Macchi ve Bruce, 2005; Ergin
ve Basaloglu, 2008). Pineal bezden salgilanan MEL (Baydas ve ark., 2002; Djeridane ve
ark., 2005), direkt radikal siipiiriicii ve giiclii bir antioksidandir (Gomez ve ark., 2005;
Oktem ve ark., 2005; Mogulkoc ve ark., 2006; Kavakli ve ark., 2007; Dogan, 2008) ve
ozellikle en zararli serbest radikallerden birisi olan 'hidroksil radikali' (OH) ile reaksiyona
girerek, onu indolil katyonuna doniistiirerek etkisizlestirmektedir (Meki ve ark., 2001; Patat
ve ark., 2003). MEL; hiicrede DNA’y1 serbest radikallerin neden oldugu hasardan
korumanin yan sira (Soysal ve ark., 2008), onkostatik, anti-inflamatuar ve antikonviilzan
etkilere ve sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesi, reprodiiktif aksin diizenlenmesi gibi 6nemli
fizyolojik fonksiyonlara sahip bir hormondur (Dogan, 2008). Bu hormon, nérodejeneratif
hastaliklarda antioksidan ve ndéron koruyucu olarak dnemli bir role sahiptir (Venkataraman
ve ark., 2008). MEL’in yiiksek lipofilik bir yapiya sahip (Ozgiiner ve ark., 1998; Kavakli
ve ark., 2007) oldugu cok iyi bilinmektedir ve hiicrenin tiim kompanentlerine girebilir
(Salie ve ark., 2000; Oktem ve ark., 2005; Kavakli ve ark., 2007) 6rnegin MEL lipofilik
ozelliginden dolay1 kan beyin bariyerini kolaylikla gecebilirken prekiirsorii olan serotonin
ise ¢ok az miktarda gecebilir. Giiglii bir antioksidan olan E vitamin de kan beyin bariyerini
gecemez bu nedenle MEL daha iistiin bir antioksidan olarak kabul edilmektedir. MEL’in
birgok antioksidanin aksine kolaylikla kan beyin bariyerini gegmesi, biiyiik oranda noral
antioksidan oldugunun gostergesidir (Carneiro ve Reiter, 1998).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma,
mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu
baglatir. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararlidir. Membranlarda lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi sonucu
membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein
siilfhidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve
mitokondriyal DNA okside olur. Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin
sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin ROS ve serbest radikallerin
artis1 hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir.

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan yikima karst
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antioksidanlar olarak isimlendirilen bir¢ok koruyucu mekanizma bulunmaktadir. En iyi
bilinen antioksidanlar C ve E vitaminleri ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi enzimlerdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda melatoninin ¢ok
daha gii¢lii antioksidan 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Carneiro ve Reiter, 1998;
Altun ve ark., 2001; Anisimov ve ark., 2006; Letelier ve ark., 2010). Hidroksil radikalini,
hidrojen peroksidi, siiperoksit radikalini detoksifiye eder. Melatoninin serbest radikal
toplayici etkisi i¢in herhangi bir baglanma bolgesine ve reseptdre ihtiyaci yoktur (Hardel ve
Reiter, 1993; Reiter, 1996; lanas ve ark., 1997).

MEL, elektrondan zengin bir molekiildiir ve direkt antioksidan 6zelligi (Sahin ve
ark., 2004), hem yagda hem de suda ¢dziiniir 6zellige sahip olmasi nedeniyle, viicudun
her hiicresine, sitozole ve hiicre i¢indeki diger yapilara kolaylikla girer ve bu sebeple de
vitamin ve mineral antioksidanlara gore ¢ok daha etkilidir (Manda ve Reiter, 2010).

Beyin de yapilan calismada da melatonin iskemi reperfiizyon hasarini 6nemli
Olciide azaltabilmistir (Kavakli, 2007). MEL'in toksik ilaclara, bakteriyel toksinlere,
siztosomiaya, agir metallerle maruz kalmaya karsi koruyucu etkileri mevcut olmakla
beraber Alzheimer, tardive diskinezisi, demir ve eritropoetin alimi, ultraviole (UV)
radyasyonun neden oldugu cilt eritemine karsi protektan etkileri gosterilmistir. Ayrica,
yapilan ¢aligmalarla antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip oldugu gosterilen
MEL’in radyoterapi (RT) esnasinda sekonder olusan doku hasarini engelleyici etkisi de
mevcuttur. Sekonder radikallerin (SR) temizlenmesinde gorev alan ve SR yakalama
ozelliginden dolay1 antioksidan olarak etki eden MEL, radyasyonun sebep oldugu SR'ler ile
olusan hiicresel hasarda modiilator bir rol oynadigi ve RT’ye karsi koruyucu etkisinin
oldugu diisiiniilmektedir (Ozdemir, 2010). MEL'in RT'nin karaciger, akciger, ince
bagirsak, lens ve spinal kord iizerindeki etkilerini engelleyici etkisinin serbest
radikallerin ortamdan uzaklastirmas1 ile veya SOD gibi antioksidan enzimlerinin
aktivasyonunu saglayarak olusturdugu yapilan hayvan c¢aligmalarinda gdsterilmigtir
(Ozdemir, 2010). MEL en zararh radikal olan OH radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir
antioksidandir (Reiter ve ark., 2011). MEL, hidroksil ve peroksil radikallerinin gii¢lii bir
siipiiriicistidiir (Abuja ve ark., 1997; Yilmaz ve ark., 2008). Ayrica inflamasyon
reaksiyonlar1 sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan ve toksik bir oksijen tiirevi
olan hipokloroz asit (HOCI)’e kars1 da siipiiriicii etki gdstermektedir. Ancak melatoninin

hidrojen peroksit (H,O») ve oksijen (O;) radikalleri {izerine direkt siipiiriicii etkisi zayiftir.
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Melatonin antioksidan 6zelliginin yan sira birgok enzimi de aktive edici 6zellige
sahiptir (Paredes ve Reiter, 2010).

MEL’in serbest radikaller {izerinde dolayli etkileri de vardir. MEL,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O, radikalini H,O,’ ye
kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz aktivitesindeki
azalmay1 6nleyerek ve NO olusumundan sorumlu NOS enzimini inhibe ederek, antioksidan
etki gostermektedir (Kara ve ark., 2012).

MEL’in serbest radikaller {izerindeki siipiiriicii etkisi onun ayni zamanda giiclii bir
antiinflamatuar ajan oldugunu da agiklamaktadir. Inflamasyonun uyarilmasiyla doku
hasarma giden yolak {izerinde ¢esitli kademelerde MEL ile blokaj bu ajana antiiflamatuar
ve doku koruyucu etki saglamaktadir. Cesitli inflamasyon modellerinde (yanik hasari,
sepsis, iskemi/reperfiizyon gibi) notrofil aktivasyonunun dokularda neden oldugu oksidan
hasarlart MEL anlamli olarak geri ¢evirmistir (Sener, 2010). MEL’in merkezi sinir
sisteminde apoptotik hiicre dlimiinii engellemesine ek olarak, periferal aksotomi sonrasi
ndron 6liimiinii de azalttig1 bildirilmistir (Odaci ve Kaplan, 2009).

Eksojen MEL uygulamasi antioksidatif savunma mekanizmasin1 6nemli Sl¢lide
artirdig1 icin oksidatif hasarla iligkili olan DS uygulamasinin hipokampus néron kaybinda
klinik tedavisinde kullanim1 faydali olabilir (Chang ve ark., 2008).

MEL aym1 zamanda inflamatuar yaniti, serebral édem olusumu ile kan-beyin
bariyeri gegirgenligini azaltir (Kondoh ve ark., 2002; Chen ve ark., 2006; Lee ve ark.,
2007). MEL uygulamasi islevsel olarak, kavrama kuvveti ve motor koordinasyonu

gelistirir, hiperaktivite ve anksiyeteyi zayiflatir (Kilic ve ark., 2008).

2.6. Stereoloji

Ug boyutlu canli ya da cansiz yapilarin, iki boyutlu diizlemde elde edilen histolojik
goriintiilerinden yola c¢ikarak geometrik ve sayisal ozellikleri hakkinda tarafsiz bilgi
edinilmesini saglayan bir morfometri bilimidir. Yapiy1 olusturan bilesenler boy, sekil,
hacim ve doku i¢indeki yonelimlerine bagli olarak kesitler iizerinde izdiigiimlerini
olustururlar. Histolojik islemler sirasinda dokunun biiziilmesi, sismesi gibi durumlar ortaya
cikabilmektedir. Kesit diizlemindeki bir degisim doku igerisindeki anizotropik partikiillerin
farkli izdiisiimii olusturmasina neden olabilmektedir. Bunun yani sira kesit alma islemi
ilgili objelerde boyut azalmasina yol acabilir (Altunkaynak ve ark., 2012). Stereolojik

yontemler bu gibi sorunlardan bagimsiz olarak; hacim, yiizey alan1 ve say1 gibi bir¢cok
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onemli sayisal degerin tarafsiz ve etkin olarak hesaplanmasina olanak vermektedir (Kaplan

ve ark., 2012).

2.6.1. Stereolojik Calismalarda Sistematik Tekdiize Rasgele Ornekleme
Stereolojik metotlarm temelini “Sistematik Rastgele Ornekleme” (SRO) prensibi
olusturmaktadir. Bu 6rneklemenin temel 6zelligi, arastirilacak yapidan ornekler almanin
gerekli oldugu durumlarda, alinan 6rnegin yapinin biitiinii hakkinda gercek degere en yakin
bilgiler verebilmesidir. Biyolojik materyaller icindeki hiicre, ¢ekirdek, vezikiil vb. gibi
incelenecek yapilara oranla biiylik olduklari i¢in, materyalden elde edilen tiim kesitlerin
incelemeye dahil edilerek incelenmesi oldukca zor olacaktir. Ornegin bir insan
hipokampusiindeki toplam ndron sayisini 6grenmeye yonelik bir ¢alisma i¢in, drneklenecek
beyinlerden on binlerce histolojik kesit alinmasi ve bu hiicrelerin tek tek degerlendirmeye
alinmas1 hemen hemen miimkiin degildir. Bu gibi durumlarda yapilarin en iyi sekilde
orneklenmesi ve bu 6rneklerinde yapinin tamamini temsil etmesi gerekmektedir. Bu amagla
SRO, daha énce bir 6n ¢alisma ile belirlenmis sabit bir drneklem araligi boyunca, ilk aralik
icinden rasgele bir noktadan baslamak sartiyla incelenecek yapinin tamamini etkili bir
bicimde &rneklemeyi amaclar. Orneklemenin sistematik boliimiinii pilot calismayla
belirlenen 6rneklem araligi, 6rneklemenin rasgelelik kismini ise ilk aralik ig¢inde rasgele bir
noktadan baslanmasi olusturmaktadir. Istatistiksel olarak boyle bir drnekleme, ne kadar ¢ok
ornek tlizerinde uygulanirsa, biyolojik materyalin her noktasi i¢in esit 6rnekleme sansi
tanidig1 icin homojen ve verimli bir 6rnekleme elde etme sansida bir o kadar artacaktir
(Gundersen Jensen, 1987; West, 1999). Bu 6n ¢alisma bir kez sonuglandirildiktan sonra,
ayni organda yapilacak tiim ¢aligmalar ayni Ornekleme araligiyla siirdiiriilebilir.
Calismamizda belirlenen kesit Ornekleme araligi 1/6’dir. Rasgele bir kesitten
baslayip her 5. kesitten sonraki 6. kesit lam iizerine alinmigtir. Her sigan beyninden 20 pm
kalinliginda 20-30 kesit elde edilmistir. Kesitler igerisinden hipokampus alanlarina sahip
olanlar ilizerinde ¢alismaya devam edilmistir. Optik par¢calama ve optik disektdr metodunun
uygulanmasi i¢in stereoinvestigator programinda kesitlerdeki hipokampusun CA1, CA2 ve
CA3 bolgeleri atlas araciligiyla belirlenmistir (Rat Brain Atlas) ve sonrasinda bu bolgelerde
piramidal hiicre sayim1 yapilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Rat beyin 6rneklerinde hipokampusun lokalizasyonu ve 1/6 oraninda sistematik rastgele drnekleme

ile alman t mikron kalinliginda kesitler goriilmektedir.

2.6.2. Optik Parcalama

Pargalama (fractionator) yontemi, bir yapidaki herhangi bir niceligin (say1, yiizey
alan1 vb) tiim yapidaki toplam degerini bulmak amaciyla kullanilir. Bu yontemle elde
edilen sayisal deger, ilgilenilen niceligin toplam degeri oldugu i¢in, sayisal yogunluk gibi
diger sayisal parametrelerin dezavantajlarindan bagimsiz karsilastirmalar yapma imkani
saglar.

Parcalama yontemi aslinda bir Ornekleme sistemidir. Temel mantigi, toplam
nicelik hesab1 yapmak istedigimiz bir yapidan, bilinen bir oranda bir 6rnek almak ve bu
ornek iizerinde tarafsiz bir yontemle yapilan sayimlardan yola ¢ikarak, o yapidaki niceligin
toplam degerini hesaplamaktir (Gundersen ve Jensen, 1987).

Optik disektdr yontemi uygulanirken; doku {izerinde belirlenen rasgele bir
ornekleme alaninda, seffaf olan kalin kesit icerisinde belirli adim araligiyla optik olarak
ilerleme yapilarak sayim islemi gerceklestirilir. Bahsi gecen oOrnekleme alanina
gelindiginde oncelikle kesitin {ist yiizeyine odaklanarak ilk net goriintiiniin elde edildigi

diizey kesitin iist ylizeyi olarak kabul edilir. Kesitin alt ve st yiizeylerinde olmus
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olabilecek kimi artefaktlar veya yiizeylerde bulunan yarim kesilmis partikiiller gibi, kesit
kalinligina veya tanecik sayisina etki edebilecek faktorlerden kacinmak iizere, sayim
yapilacak hacim ile, kesitin alt ve iist yiizeyleri arasinda bir “giivenlik araligr” birakilir
(Canan, 1998). Ortalama 3-5 mm’lik bir mesafe yeterli goriilmektedir. Takiben pilot
calisma da belirlenmis olan disektér mesafesi kadar (10-15 mm) ilerleme yapilarak
gozlemlenen tanecikler isaretleme yapilarak sayilir. Bu yolla gerceklestirilen bir sayim o
disektor hacmi icerisinde bulunan tanecik sayisin1 verecektir. Sonug olarak toplam disektor
tanecik sayis1 toplam disektdr hacmine boliindiigiinde birim hacimde bulunan tanecik
sayisina (sayisal yogunluk) ulasilmig olur. Toplam tanecik sayisini elde etmek igin sayisal
yogunluk degeri yapinin toplam hacmi ile ¢arpilir (Brengaard ve ark., 1990).

Isik mikroskobunda uygulanan optik parcalanma yontemi i¢in kalinlik 6l¢iimleri,
mikroskop tablasinin dikey (z ekseni) hareketlerini 6lgebilen herhangi bir ara¢ yardimiyla
yapilabilir. Stereoloji laboratuarlarinda bu amag i¢in en ¢ok kullanilan ara¢ “mikrokator”
denen elektronik bir aygittir. Mikrokator, genellikle, mikroskobun z eksenine monte edilen,
harekete duyarli bir bdliim ile, burada meydana gelen degisimleri sayisal olarak gosteren
bir dijital gosterge kismindan olugsmaktadir. Tek dezavantaji, kalinlik 6l¢iimleri sonucunda
elde edilen degerlerin, degisik arastirmacilara gore farklilik gostermesidir.Bunun sebebi ise,
mikrokator Ol¢limlerinin, esasen gorme duyusuna dayali olmasi ve yapilan Ol¢limlerde
arastiricilarin kullandigir kabullerin farkli olmasidir. Mikrokator veya bagka bir dikey
hareket gostergesi (West ve ark., 1991; Con, 2000) ile yapilan Ol¢iimlerde, oncelikle,
yukaridan asagiya veya tersi yonde mikroskopta gergeklestirilen bir odak ilerlemesi
esnasinda kesitin ilk net goriintiisiiniin alindig1 nokta belirlenir. Burasi kesitin {ist (veya alt)
ylizeyi olarak kabul edilir ve 6l¢lim araci “sifir” degerine ayarlanir. Buradan sonra, kesitin
diger yiiziine dogru odaklanma ilerletilir ve en son net goriintiiniin alindig1, yani kesit
simirma gelindigi zaman, bu yilizey de kesitin alt (veya {iist) ylizeyi olarak belirlenerek
Ol¢lim cihazindan, iki seviye arasindaki fark mikrometre olarak okunur. Bu deger “kesit
kalinlig1”dir. Yiizey belirlemelerinde kimi subjektif veya kisiye 6zgii degismeler olabilir.
Ama bunlar hem ¢ok kii¢lik araliklar i¢inde kaldigindan ve hem de parcalamada, oranlar
acisindan anlamli bir degisim olusturmadiklarindan, sayim sonuglarinda 6nemsenecek bir
etkiye sebep olmazlar (Canan, 1998).

Stereoloji analiz sisteminin temel mantigt olan ‘tarafsizlik’ ve ‘etkinlik’
kavramlarindan yola ¢ikilarak yapmis oldugumuz sayimmin gecerli olabilmesi i¢in sayim

cergevesi de amaca uygun olmalidir. Sayim c¢ergevesinin boyutlar1 en verimli olacak

26



sekilde ayarlanmalidir. Genellikle, optik disektdr uygulamalarinda, sayim c¢ergevesinin
boyutlari, her bir 6rnekleme alaninda ve her bir ii¢ boyutlu disektdr sondasi boyunca 1 veya
2 tanecik sayilabilecek sekilde ayarlanir. Boylece toplamda 600-1000 arasinda tanecik
saymis oluruz. Yani, belirlenen bir 6rnekleme alaninda optik odaklama ile yapilan sondaj
boyunca, cercevenin sayilabilir alani igerisinde istenilen degerde bir hata katsayisina
ulagsabilmek i¢in yeterli sayida tanecik sayilmis olur. Bu kadarlik bir ¢ergeve biiyiikligi,
adimlama sayis1 ve araligini hesaplamada kolaylik sagladigi gibi, elde edilen sonucun

giivenilir olmasi i¢in de yeterli bir biiytikliiktiir (Canan, 1998; Sekil 3).
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Sekil 3. Hipokampus alanina rastgele yerlestirilmis olan tarafsiz sayim gergeveleri ve sayima dahil edilen

isaretli néronlar gosterilmektedir.

Toplam hiicre sayisini hesaplamak i¢in gerekli bir bagka parametre alan 6rnekleme
oranidir. Stereolojik calismalar yapilirken sistematik rastgele orneklemeye gore secilen
kesitlerde, ilgilenilen bdlgenin alani mikroskopta belli araliklarla x ve y eksenleri boyunca
taranir. Her adim araligi, sayilamayacak kadar fazla sayida tanecik icerecektir. Bu nedenle,
sayim cercevesinin boyutlart kiiglik tutulup; sayim i¢in drneklenen par¢anin ve onu igeren
tek bir adim alanina olan oranini bilinerek, istatistiksel érnekleme mantig1 kullanilir. Bu

orani, diger oranlarla beraber, sonucta bulunan tanecik sayisiyla ¢arparak, drnekleme sayisi

27



arttirtldikca gergek degere yaklasan bir toplam tanecik sayisi elde edilir. Boylece "x, y
adimlama alam" tammlanmis olur. Calismamizda adim alami 250x250=62500 pm?® ve
tarafsiz sayim cercevesinin alan1 40x40=1600 pm’® olarak pilot calisma asamasinda
belirlenmistir. Boylece optik par¢alama yontemine gore toplam hiicre sayisin1 hesaplamada
gerekli parametrelerden biri olan, alan érnekleme orani1 belirlenmistir (AOO=1600/62500).
Bu ¢erceveler sayim alanlarini temsil etmektedirler. Yani her bir adim, alanin sadece bir

kisminin sayimi i¢in kullanilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Analiz i¢in ¢evrelenmis hipokampus alanina sistematik olarak rastgele yerlestirilmis olan tarafsiz

sayim ¢ercevelerini gostermektedir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Hayvanlarinin Bakimi ve Beslenmesi

Calismada gebeligin 5. ve 15. giinleri arasinda 10 giin siireyle DS’a maruz
birakilmis yetiskin disi siganlar kullanildi. Bu amag i¢in 250-300 gr agirliginda 12 adet
Wistar albino cinsi siganla g¢alisildi. Tiim denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
siklusunda, standart laboratuvar kosullarinda tutuldu ve standart yem ile beslendi.
Gebeligin olusmasi i¢in disi sicanlar erkek sicanlarla 24 saat ciftlesmeye birakildi.
Ciftlesmenin ertesi glinii vaginal plak gozlenen si¢anlar, gebeligin sifirinci giinii kabul
edildi. Tiim deney protokolii OMU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 11.10.2012
tarihi 2012/52 onayindan sonra baglatilmistir.

3.2. Deney Protokolii

Gebe kaldig1 tespit edilen siganlar rasgele 4 grup yavru sican elde etmek amaciyla
ayr1 ayrn kafeslere konulup gebelikleri boyunca takip edildiler. Ciftlesmenin 5. giinii DS,
DS+MEL ve SF gruplarina enjeksiyon islemine baslandi ve 15. giiniine kadar devam edildi.
Daha sonra sicanlar normal yasam kosullarinda yasatilarak dogumun gergeklesmesi
beklendi.

Dogumun gergeklestigi giin postnatal sifirinct giin kabul edildi. Postnatal 3-4 hafta
aras1 yavrularin perine mesafelerine bakilarak erkek ve disi ayrimi yapildi ve daha sonra
farkli kafeslere alindilar (erkek ve disi ayrimi ise erkek sicanda perine disiye oranla daha
genistir bilgisine dayanilarak yapildi). Calisma i¢in, dogan erkek yavrular 12 haftalik
eriskinlik siirelerini tamamlamalarinin ardindan yiiksek doz anestezi ile perfiizyon

islemine alind1.

3.3. Calisma Gruplar ve Uygulanan Islemler

Calismamizda DS i¢in 6ldiiriicii doz (LD) 50 dozu i¢in 90 mg/kg kabul edilip
(Hirose et al., 1984 ). LD 50 dozunun 1/25’ i (3,6 mg/kg) kullanilmistir. Her bir grup i¢in
birey sayisi 6 olarak belirlenmis ve asagidaki gruplar olusturulmustur.
Kontrol (KONT) Grubu: Hi¢bir madde uygulanmada.
Serum Fizyolojik (SF) Grubu: Gebeligin 5. ve 15. giinleri aras1 her giin saat 16: 00 ve 17:
00 arast 1 ml/kg i.p. serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildu.
Diklofenak Sodyum (DS) Grubu: Gebeligin 5. giinii ile 15. giinii aras1 3,6 mg/kg/giin i.p.
DS enjeksiyonu yapildi (Voltaren 75 mg/3 ml, Novartis).
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Diklofenak Sodyum+Melatonin (DS+MEL) Grubu: DS grubundaki protokole ek olarak
gebeligin 5. ve 15. glinleri arast her giin saat 16: 00 ve 17: 00 aras1 50 mg/kg dozunda i.p.

melatonin verildi.

3.4. Anestezi ve Kardiyak Perfiizyon

Denekler 12 haftalik erigkinlik siirelerini tamamlamalarinin ardindan intrakardiyak
perfiizyon islemine tabi tutuldular. Genel anestezi icin deneklere 50 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketalar ampul, Eczacibasi), 10 mg/kg xylazine (Rompun ampul, Bayer)
karigimi intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulandi. Ekstremite refleksi kaybolana kadar
beklendi. Pens ve makas yardimiyla sternumun serbest u¢ kismindan, yukari-saga ve sola
dogru ilerleyerek gogiis kafesi agildi. Kalp calisir durumdayken kaniil yardimiyla sol
ventrikiil apeksine yakin bir noktadan girildi. Kaniilden % 0,9’luk serum fizyolojik verildi.
Bu esnada hizli bir sekilde mikromakas yardimiyla sag atriyumda kiigiikk bir kesi
olusturularak kanin digsar1 akmasi saglandi. Sag atriumdan ¢ikan kanin rengi
berraklasincaya kadar (yaklasik 1-1,5 dakika) bu isleme devam edildi. Serum fizyolojik ile
kan damarlarinin liimenleri kandan temizlendikten sonra yine ayni yol kullanilarak yaklagik
3-4 dakika stireyle (fiksasyon katilig1 saglanincaya kadar) tamponlanmis % 10’luk ndtral
formalin verilerek tespit saglandi (Sekil 5). Perfiizyon islemi boyunca siganlar gozlendi.
Formalin fiksasyonunun belirtisi olan ekstremitelerdeki tetanik kasilmalar izlendi.
Perfiizyonun bitiminden sonra hayvanlarin kafatasinin deri kismi uzaklastirildi. Beyin ve
beyincigin ¢ikartilmast i¢in kafatasi1 kemikleri kemik makasiyla (guj) dikkatli bir sekilde
kirildi. Beyin ve beyincigin hasar gérmemesine azami derecede dikkat edildi, beyinleri
tamamen (beyincik ve diger beyin bolgeleri ile birlikte) cikarildi (Sekil 6). Dokular %
10'luk formol iceren Ozel siselere konuldu ve 10 giin tespit soliisyonu igerisinde post
fiksasyona tabi tutuldu. Bu arada tespit soliisyonu birka¢ kez yenilendi. 10 giin fiksatif
icerisinde birakilan beyinlerin sol ve sag beyin yarim kiireleri birbirinden ayrildi. Histolojik

takip islemine alindi (Tablo 1). Sag beyin hemisferi ¢alismaya dahil edildi.
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Sekil 5: Derin anestezi altinda yapilan kardiyak perfiizyon islemi sematize edilmistir.

Sekil. 6. Kafatasindan beyin ¢ikarma islemi
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3.5. Histolojik Takip Islemi
% 10’ luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 10 giin bekletilip post-fiksasyona
tabi tutulan beyin dokularinin 151k mikroskobik takibi yapildi.

3.5.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii
Doku takibi Thermo Fisher Scientific marka Shandon Citadel 2000 model doku

takip cihazinda, otomatik olarak Tablo 1’de belirtilen siireli programla yapildi.

Tablo 1. Histolojik doku takibi prosediirii

Histolojik Doku Takip Protokolii

1.Akarsuda yikama 24 saat
2.Dehidratasyon

%70’lik Alkol 1 gece

%380’lik Alkol 1 saat

%96’k Alkol 1 saat (2 degisim)
%100’liik Alkol 1 saat (2 degisim)
3. Seffaflagtirma

Ksilol I 20 dakika

Ksilol 11 30 dakika

Ksilol II1 30 dakika

4. Parafin 2 saat (60°C’lik etiivde)
Parafin 11 2 saat

5. Doku bloklama

3.5.2. Kesit Alma Islemi

Takibi yapilan dokular bloklandi. Gruplara uygun etiketler bloklara yerlestirildi.
Stereolojik incelemeler i¢in elde edilen bloklardan mikrotom araciligiyla (Leica RM
2125RT, Germany) 20 mikron kalinliginda (1/6 6rnekleme), histopatolojik incelemeler
icin ise 7 mikron kalinliginda (1/18 6rnekleme) kesitler alindi (Sekil 7). Kalin kesitlerin
boyama sirasinda lam iizerinden dokiilmelerini engellemek i¢in benmari suyuna jelatin
katildi. Alinan kesitlerin suda acilmasi beklendi ve lam tiizerine yerlestirildi. Kesitler

deparafinizasyon islemi i¢in 59 °C derecede 1 gece bekletildi. Boyama islemine gegildi.
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3.5.3. Krezil Viyolet Boyama islemi

100 ml distile suya 0,1 gr krezil viyolet (Merck, Cresyl violet acetate, FN
1107635, Germany) katilarak boya hazirlandi. Boyama islemine gegilmeden Once boya
etlive konuldu ve 1sinmasi saglandi. Boya homojen dagilmasi icin karistirildiktan sonra
kesitler boyaya daldirildi. Boyama islemi asagida verilen prosediire uygun olarak yapildi

(Tablo 2).

3.5.4. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 21.0 for Mac (IBM Corporation)
istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Analiz 6ncesinde gruplara normalite testi
yapildi. Verilerin homojen dagilim gosterdigi tespit edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda
One Way ANOVA (Tukey Post-Hoc Test) testi kullanildi. Tim gruplarin

karsilastirilmasinda p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi.

Sekil 7. Mikrotom yardimiyla alinan ve krezil viyolet ile boyanmis beyin kesitleri goriilmektedir.
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Tablo 2. Krezil viyolet boyama prosediirii

Krezil Viyolet Boyama Protokolii

Asamalar Siire
1. Ksilol 4x30 dakika
2. %100 alkol 2x10 dakika
3.9%96 alkol 10 dakika
4.%80 alkol 10 dakika
5.Distile su 10 dakika
6. Krezil Viyolet 4 dakika
7.Distile su 2 dakika
8. %70 alkol 5 dakika
9.9%80 alkol 5 dakika
10.%96 alkol 5 dakika

11.Ayristirma soliisyonu

(200ml %96 alkol + 5 damla Daldir gikar
glasial asetik asit)

12.9%96 alkol 5 dakika
13.%100 alkol 10 dakika
14 Ksilol 3x20 dakika

15.Entallan ile kapama
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4. BULGULAR

4.1. Stereolojik Bulgular

Calismamizda kullanilan tim gruplardaki deneklerden elde edilen kesitlerde
hipokampus goriintiileri {izerinde, tarafsiz stereolojik bir yontem olan optik parcalama
metodu kullanilarak CA1, CA2 ve CA3 bdlgeleri ile tiim hipokampus alaninda ayr1 ayri
“ortalama ndron sayis1” hesaplamasi yapilmistir. So6zii edilen stereolojik degerlendirme

sonucunda elde edilen bulgular asagida belirtildigi gibidir.

4.1.1. CA1 Alaninda Elde Edilen Bulgular
CALl alaninda ortalama ndron sayist degerlendirilmesi sonucu elde edilen bulgular

(Ortalama + SEM) ve degisim katsayilar1 (DK) asagida sunulmustur (Tablo 3; Sekil 8).

Tablo 3. Biitiin gruplara ait CA1 bolgesinde yer alan ortalama néron sayisi, (OSH; Ortalama standart hata)

ve degisim katsayis1 degerleri

Gruplar (Ortalama + SEM) DK

KONT 423992+13568 0.04
SF 346336+10443 0.05
DS 325540+10120 0.04
DS+MEL 413662+12608 0.05

CA1 Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin Gruplara Gore Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde DS uygulamasi yapilan grupla
DS+MEL uygulamasi yapilan gruplarin hipokampus CA1 bdlgesine ait ortalama piramidal
ndron sayilari birbiriyle karsilagtirildi. Ek olarak KONT, SF, DS, DS+MEL gruplarindan
elde edilen bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Buna gore; KONT ile DS gruplar
arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0,01).

DS ile DS+MEL gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu goriildi
(p<0,01). KONT ile DS+MEL arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0,05) fakat SF grubu
ile iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu gozlendi (p<0,01).

Bu sonuglara ek olarak; DS ile SF gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05)
(Sekil 8).
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Sekil 8. Ayni gebelik dénemlerinde SF, DS ve DS+MEL uygulanan gruplar ile KONT grubuna ait CA1

bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.

4.1.2 CA2 Alaninda Elde Edilen Bulgular
CA2 alaninda ortalama ndron sayist degerlendirilmesi sonucu elde edilen bulgular

(Ortalama + SEM) ve degisim katsayilar1 (DK) asagida sunulmustur (Tablo 4; Sekil 9).

Tablo 4. Biitiin gruplara ait CA2 bolgesinde yer alan ortalama ndron sayist, (OSH; Ortalama standart hata) ve

degisim katsayis1 degerleri

Gruplar (Ortalama £ SEM) DK

KONT 113731+5557 0.05
SF 118761 +4859 0.05
DS 94617 +4051 0.07
DS+MEL 110948+3420 0.04
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CA2 Alaninda Hesaplanan Noron Sayisimin Gruplara Gore Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde DS uygulamasi yapilan grupla
DS+MEL uygulamasi yapilan gruplarin hipokampus CA2 bdlgesine ait ortalama piramidal
ndron sayilar1 birbiriyle karsilastirildi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik
uygulamasi yapilan gruplardan ve DS, DS+MEL gruplarindan elde edilen bulgular da
birbirleri ile karsilastirildi. Buna gore; KONT grubu ile SF, DS ve DS+MEL gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu (p>0,05).

SF ve DS gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0,01). SF grubu ile
DS+MEL grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

DS ve DS+MEL gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p>0,05).

CA2 Bolgesi
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120000 T

100000

80000

60000

Ortalama Noron sayis1

40000

20000

KONT DS+MEL

Sekil 9. Ayn1 gebelik donemlerinde SF, DS ve DS+MEL uygulanan gruplar ile KONT grubuna ait CA2

bolgesinde hesaplanan ortalama noron sayisi degerleri gosterilmektedir.

4.1.3. CA3 Alaninda Elde Edilen Bulgular
CA3 alaninda ortalama ndron sayist degerlendirilmesi sonucu elde edilen bulgular

(Ortalama + SEM) ve degisim katsayilar1 (DK) asagida sunulmustur (Tablo 5; Sekil 10).
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Tablo 5. Biitiin gruplara ait CA3 bolgesinde yer alan ortalama ndron sayisi, (OSH; Ortalama standart hata) ve

degisim katsayis1 degerleri

Gruplar (Ortalama = SEM) DK

KONT 200082 +3166 0.06
SF 169543 +2829 0.04
DS 171536 +4892 0.06
DS+MEL 211143+3522 0.03

CA3 Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin Gruplara Gore Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayn1 gebelik doneminde DS uygulamasi yapilan grupla
DS ve MEL uygulamasi yapilan gruplarin hipokampus CA3 bdlgesine ait ortalama
piramidal noron sayilar birbiriyle karsilastirildi. Ayrica KONT ve SF uygulamasi yapilan
gruplardan ve DS, DS+MEL gruplarindan elde edilen bulgular da birbirleri ile
karsilagtirildi. Buna gore; KONT grubu ile karsilastirilan gruplardan SF, DS ve DS+MEL
gruplar1 arasinda anlamli bir farkin olmadigi (p>0,05), SF ile DS arasinda anlamli bir fark
olmadigi (p>0,05), SF grubu ile DS+MEL grubu arasinda anlamli bir farkin oldugu
bulundu (p<0,01).

Bu sonuglara ek olarak; DS ile DS+MEL arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05).
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Sekil 10. Ayn1 gebelik donemlerinde SF, DS ve DS+MEL uygulanan gruplar ile KONT grubuna ait CA3

bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.

4.2.4. Tiim Hipokampustaki Néron Sayisina iliskin Elde Edilen Bulgular
Tiim hipokampustaki CA alaninda ortalama noron sayist degerlendirilmesi sonucu

elde edilen bulgular (Ortalama = SEM) ve degisim katsayilar1 (DK) asagida sunulmustur
(Tablo 6; Sekil 11).

Tablo 6. Biitiin gruplara ait tiim hipokampus alaninda yer alan ortalama ndron sayisi, (OSH; Ortalama

standart hata) ve degisim katsayis1 degerleri

Gruplar (Ortalama £ SEM) DK
KONT 720996 +20934 0.07
SF 612947 2159 0.04
DS 608509 £2921 0.03
DS+MEL 672662 1799 0.07
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Tim Hipokampusta Hesaplanan Noron Sayisinin  Gruplara Gore
Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde DS uygulamasi yapilan grupla
DS ve MEL uygulamasi yapilan gruplarin tiim hipokampustaki piramidal néron sayilar
birbiriyle karsilastirildi. Ayrica saglikli kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan gruplardan ve s6z konusu DS, DS+MEL gruplarindan elde edilen bulgular da
birbirleri ile karsilastirildi. Buna gore; KONT ile SF gruplar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu (p<0,01), KONT ile DS gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu
bulundu (p<0,01). KONT ile DS+MEL grubu karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi
goriildii (p>0,05). Bunun yani sira, SF ile DS+MEL gruplart arasinda anlamli bir fark
oldugu (p<0,01), DS ile DS+MEL gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu
goriildii (p<0,01).

Bu sonuglara ek olarak; DS ile SF gruplarn arasinda anlamli bir fark olmadigi

gozlendi (p>0,05) (Sekil 11).
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Sekil 11. Aymi gebelik donemlerinde uygulanan DS, DS+MEL, SF gruplarina ait tiim hipokampuste

hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.
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4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde, hipokampusun genel yapis1 ve noronlar
normal goriiniimdeydi. Isik mikroskobik diizeyde yapilan incelemede ndronlarin
perikaryonlarmin smirlart diizgilin; piramidal sekilli olarak izlendi. Ayrica bu hiicrelerin
cekirdekleri okromatik ve belirgin ¢ekirdekgikliydi (Sekil 12). Noronlarin uzantilar1 olan
dendrit ve aksonlar1 normal genislikteydi. Kontrol grubuna ait deneklerin hipokampus
kesitlerinde piramidal néronlarin 3-4 sira halinde diizgiin bir dizilim gosterirken; noroglia

hiicrelerinin de normal goriiniimde olduklari izlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. Kontrol grubuna ait hipokampus drneklerinden elde edilen 151k mikroskobik kesitler goriilmektedir.

n; saglikli noron, siyah ok; heterokromatik ¢ekirdekli koyu boyanmis sitoplazmali ndronlar, beyaz
ok; hiicre ayrintilari segilemeyen noron, beyaz yildiz; hiicre sinirlart diizensiz néronlar, beyaz
okbasi: cekirdek ve sitoplazmasi ayird edilemeyen soluk boyanmig noronlar. Sol taraftaki
goriintiiler CA1-CA2-CA3 bélgelerinin x40 biiyiitmedeki goriintiileri, sag taraftaki goriintiiler ayn1
bolgelerin x100 litk biiyiitmedeki goriintiileri gosterilmektedir. Kiigiik resimlerdeki ¢ergeveli alan
ile belirtilen kisimda siras1 ile CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri izlenmektedir (x5). Boya: Krezil

viyolet.
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4.3.2. Serum Fizyolojik Grubuna Ait Bulgular

Gebelik boyunca serum fizyolojik uygulanan SF grubuna ait kesitlerde, ndronlarin
kontrol grubuna kiyasla az sayida sagliklt noron igerdigi ve daha eozinofil sitoplazmali
olduklar1 gbzlendi. Ayrica bu hiicrelerin néron uzantilart olan dendritler ve aksonlari
genislemisti. Yine bu néronlarin hem hiicre hem de ¢ekirdek sinirlart diizensiz
goriiniimdeydi. Ayrica, bu gruptaki glia hiicreleri KONT ve DS+MEL gruplarina kiyasla iri
cekirdekli ve belirgin ¢ekirdekgikli olarak izlendi. Bazi alanlarda hasarli néronlarin hiicre
siirlar tespit edilememekteydi. Ayrica bu glia hiicrelerinin diger gruplardan farkli olarak
ndronlara yakin konumda yer aldig1 tespit edildi. Bu gruptaki hipokampuslarin beyaz

cevherinde ise vakuoler yapilarin varligi dikkati cekmekteydi (Sekil 13).
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Sekil 13. Serum Fizyolojik grubuna ait hipokampus Orneklerinden elde edilen 151k mikroskobik kesitler
goriilmektedir. siyah ok; heterokromatik g¢ekirdekli koyu boyanmis sitoplazmali ndronlar, V;
vakuol. Sol taraftaki goriintiiler CA1-CA2-CA3 bolgelerinin x40 biiylitmedeki goriintiileri, sag
taraftaki goriintiiler ayn1 bolgelerin x100 Liik biiyiitmedeki goriintiileri gosterilmektedir. Kiigiik

resimlerdeki ¢ergeveli alan ile belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri

izlenmektedir (x5). Boya: Krezil viyolet.
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4.3.3. Diklofenak Sodyum Grubuna Ait Bulgular

Gebelik esnasinda gebelik boyunca DS’a maruz birakilan gruba ait kesitlerde
yapilan 151k mikroskobik degerlendirme sonucu, ndronlarin kontrol grubuna kiyasla az
sayida saglikli ndron igerdigi gdze ¢arpmaktaydi ( KONT: 720996; DS: 608509). Yer yer
kromatini azalmis ¢ekirdege, dar ve koyu boyanmis sitoplazmaya sahip noéronlar ile koyu
bazofil bir niikleus yaninda koyu boyanmis diizensiz siirli sitoplazmaya sahip piramidal
ndronlar ve piknotik ¢ekirdekli ndronlar ile koyu boyanmis sitoplazmali, agilanma gosteren
piramidal noronlara rastlandi (Sekil 14). KONT, SF ve DS+MEL gruplarina kiyasla bu
grupta piramidal hiicre tabakasi sayisinin azaldigir goriildi. Ayrica; koyu boyanmis dar
sitoplazmalar1 ve vakuollii cekirdekleri ile hasarlanmig goriinlime sahip noronlar ve
irilesmis oligodendrosit, mikroglia ve periferal Nissl yogunlagmasi anlamina gelen
kromatoliz bulgusuna dejenere olmus noronlarin bir kisminda rastlanmaktaydi. Yine bu
gruba ait deneklerin hipokampus kesitlerinde hasarin erken evresindeki néronlarin yani sira
artik tamamen Oli olan anormal sekilli, biiziismiis, sitoplazma ve c¢ekirdegi ayirt
edilemeyen ndron kalintilarina da rastlandi. Bazi noronlar ise ¢ekirdekeikleri se¢ilemeyen
ve soluk boyanmis ¢ekirdekleri ve sitoplazmalari ile 6demli goriiniimdeydi. Bu yapilar bazi

kesitlerde nekrotik alanlar seklinde géze carpmaktaydi (Sekil 14).
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Sekil 14. DS grubuna ait hipokampus orneklerinden elde edilen 11k mikroskobik kesitler goriilmektedir.

siyah ok; heterokromatik g¢ekirdekli koyu boyanmis sitoplazmali noéronlar, beyaz dolgulu ok;
hiicre ayrintilar1 segilemeyen noron, #; debris, kirmizi halka; heterokromatik ve piknotik
¢ekirdekli noron, beyaz okbasi; kromatini soluk ¢ekirdekli néron, beyaz yildiz; hiicre sinirlari
diizenli yapisin1 kaybetmis noronlar, siyah okbasi: g¢ekirdek ve sitoplazmasi ayird edilemeyen
soluk boyanmig ndronlar, a; astrosit, m; mikroglia hiicresi. CAl bdlgesinde ileri derecede
yogunlagmis sitoplazmaya sahip hiicrelerin ¢ekirdeklerinin ayirt edilemedigi gézlenmektedir.

Boya: Krezil viyolet
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4.3.4. Diklofenak Sodyum+Melatonin Grubuna Ait Bulgular

DS+MEL grubuna ait kesitlerde, hipokampusun genel yapisi ve ndronlar normal
goriiniimdeydi. Isik mikroskobik diizeyde yapilan incelemede néronlarin perikaryonlariin
sinirlart  diizgiin; piramidal sekilli olarak izlendi. Ayrica bu hiicrelerin ¢ekirdekleri
okromatik ve belirgin ¢ekirdekg¢ikliydi. Noronlarin uzantilar1 olan dendrit ve aksonlar
normal genislikteydi (Sekil 15). DS maruziyeti ile birlikte melatonin uygulamasi 6zellikle
CA1 bolgesinde belirgin bigimde néronlar1 korumaktaydi, buradaki néronlarin sitoplazmasi
ve c¢ekirdeklerinin  kolaylikla go6zlenebilmesi melatoninin  koruyucu etkisinden

kaynaklanabilir.
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Sekil 15. DS+MEL grubuna ait hipokampus orneklerinden elde edilen 1sik mikroskobik kesitler
goriilmektedir. Ici bos ok; Okromatik g¢ekirdekli saglikli néron, siyah ok; heterokromatik
cekirdekli koyu boyanmis sitoplazmali ndronlar, beyaz yildiz; hiicre smirlart diizenli yapisini

kaybetmis noronlar, a; astrosit.. Boya: Krezil viyolet.
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4. TARTISMA

Bu deneysel calismada elde edilen stereolojik bulgulara gore prenatal donemde 3.6
mg/kg dozda DS uygulanan si¢anlarda postnatal 12. hafta sonunda CA1 bolgesinde ve tim
hipokampustaki ortalama piramidal néron sayis1t KONT ve SF grubuna kiyasla anlaml
Olciide azalmistir (p<0,01). Ayrica CAl bolgesinde ve tim hipokampusteki ortalama
piramidal noron sayist bakimindan KONT grup ile MEL uygulamasi yapilmis DS+MEL
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Agn kisinin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir durumdur. Akut veya
kronik agrili, enflamasyonlu, atesli durumlara neden olan mediyatorler prostaglandin ve
l6kotrienler gibi maddelerdir (Gok¢imen ve Malas, 2003). Bu maddeler normal durumlarda
hiicre membraninda olan, patolojik durumlarda ise diizeyi artan mediyatorlerdir. Agril,
atesli ve enflamasyonlu durumlarda antienflamatuar ve analjezik etkilerinden dolay1 en sik
regete edilen ilaglar NSAII’lerdir (Kudo ve ark., 2003; Chang ve ark., 2005; Giiven, 2006).
NSAII etki mekanizmast siklooksijenaz enzim inhibisyonu yoluyla prostaglandin sentezini
inhibe etme prensibine dayalidir. COX enziminin tanimlanan iki formu vardir. COX-1 tiim
viicut dokularinda (barsak, bobrek ve trombositler dahil) yapisal olarak mevcut olan bir
enzimdir. COX-2 beyin ve kismen bdbrek hari¢ diger dokularda ¢ok az bulunur. COX-2’ye
ozellikle inflamasyonlu dokularda rastlanir (Konturek ve ark., 2005).

Merkezi sinir sisteminde noron dejenerasyonunda, beyin tiimorlerinde veya
yaslanmayla COX- 2 indiiklenir ve sentezi artar (Kenneth, 2008; Vardeh ve ark., 2009).
Kullanilmakta olan NSAII’lerin tiimii COX-1 veya COX-2’yi beraber inhibe eder. Bu
nedenle NSAII’ler, antiinflamatuar ve analjezik bilesikler olmalarina ragmen, kimi zaman
hayat1 tehdit edebilecek kadar ciddi yan etkilere sahiptirler (Beck ve ark., 2003; Disel,
2005).

NSAIi’lerin 6zellikte gebelik siiresince kullanimma cok dikkat edilmelidir.
Yapilan bir caligmada prenatal déonemde yiiksek dozda uygulanmis ibuprofen ve tolmetinin
annede toksik etki yaptigi, intrauterin gelisimi engelledigi ve gelisimsel varyasyonlara
neden oldugu bulunmustur (Burdan, 2004). Bunun yami sira yapilan calismalarda
hamilelikte diisiik riskini artirdigini, 6lii dogumlarin oldugu ve yavru sayisinda azalmalarin
oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur ( Li, 2003; Elibol, 2014).

NSAIl’lerin toksik etkilerine yénelik yapilan bu galismalarin sonuglariyla paralel
olarak, NSAI grubundan bir ila¢ olan DS’unda benzer toksik etkileri gdsterilmistir.

Yapilan bir ¢ok calismada DS’un c¢esiti doku ve organlarda toksisiteye ve

49



anormaliye neden oldugu gosterilmistir (Gok¢imen ve ark., 2007; Canan ve ark., 2008;
Ozyurt ve ark., 2011; Ekici ve ark., 2012; Ayranc1 ve ark., 2013; Kaplan ve ark., 2013).

Odact ve ark. (2001)’de yaptiklar1 bir calismada postnatal 20. haftada, sican
yavrularinin eklem kikirdaklarindan hazirlanan preparatlar alsiyan mavisi ile boyandiginda
Img/kg dozda i.m. uygulanan DS’ un asidik proteoglikanlarin sentezini inhibe ederek fetal
donemde kikirdagin gelisimini olumsuz yonde etkiledigini ve postnatal donemde de devam
ettigini gostermislerdir. Elde edilen bu veriler bizim c¢alismamizdaki toksik etkiyle
ortiismektedir.

Diklofenak sodyum tedavisinin sicanlarda deneysel olarak olusturulan akut
subduralhematom modelinde (ASDH), hipokampus iizerine olasi etkilerinin arastirildig1 bir
baska c¢alismada, tedavi grubundaki deneklere ait hipokampus 6rneklerindeki CA1, CA2,
CA3 bolgelerinin ortalama noron sayilart ve hipokampustaki toplam noéron sayilarinda, ilag
kullanilmayanlara gére azalma oldugu gozlenmistir (Tiirkmen, 2013). Calismamizdan elde
edilen bulgular, Tiirkmen'in (2013) bulgulariyla ile ortiismektedir. Bu derece toksik etki
gosterebilen bir ilacin prenatal donemde uygulanmasina oldukca dikkat edilmelidir.
Prenatal uygulanan DS’un postnatal donemdeki olumsuz etkileri bir¢ok calismada
bildirilmistir (Ozyurt ve ark., 2011; Tiirkmen, 2013; Ayranci ve ark., 2013; Kaplan ve ark.,
2013).

Prenatal donemde DS uygulanmasi sonucu 20 haftalik siganlarin omuriliklerindeki
ndron sayilarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit
edilmistir (Ozyurt ve ark., 2011). Yapilan diger bir arastirmada DS’nin beyincikteki
Purkinje hiicresi sayisina etkisi incelenmis ve ila¢ uygulanan grupta hiicre sayisinda azalma
oldugu goriilmiistiir (Ragbetli, 2007). Bu calismalarda dokular farkli olsa da DS’un
MSS’de yaptigi toksik etki bakimindan calismamiz daha Once yapilan c¢alismalarin
sonuglari ile parallelik gostermistir.

Literatiirde prenatal donemde intraperitoneal DS (Img/kg/giin) uygulanmis 4
haftalik ve 20 haftalik yavru sicanlarin hipokampuslar1 optik disektor yontemi ile
stereolojik kurallara uygun olarak CA bolgesindeki piramidal hiicrelerin ve dentat girustaki
graniiler hiicrelerin say1 hesaplamalar1 yapilmistir; Dort haftalik kontrol erkek sican grubu
ile dort haftalik DS erkek sican grubu arasinda hiicre sayilar1 bakimindan anlamli bir fark
bulunmamistir. Fakat prenatal donemde DS’ye maruz kalan 20 haftalik erkek sicanlardan
olusan gruptaki hayvanlarin hipokampuslarindaki néron sayilarinda kontrol grubuna oranla

DS grubunda azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Gok¢imen ve ark., 2007).
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Calismamizin bulgulari Gok¢imen ve ark. (2007), 20 haftalik sicanlardan elde edilen
bulgulariyla ortiismektedir. Caligmamizda kullanilan hayvanlar 12 haftalik olmalarindan
dolay1 belirteilen aragtiricilarin 4 haftalik sayim sonuglari ile karsilagtirma imkanimiz
bulunmamaktadir.

Odac1 ve ark. (2010) yaptiklar: bir ¢aligmada, Img/kg/giin DS un 20 haftalik disi
sicanlarin Purkinje hiicrelerinin sayisini arttirdigini bildirmislerdir. Elde edilen bulgularin
bizim sonuc¢larimizdan farkli olmasinin nedeni, ¢alisilan dokularin farkli olmasi ve cinsiyet
farki olabilir.

Bagka bir ¢aligmada hipokampustan elde edilen stereolojik bulgulara gore farkl
gebelik donemi ve farkli ilag dozlarina ait gruplarin CA1, CA2 ve CA3 bolgesinde bulunan
ndronlarin sayist piir kontrol ve SF grubuna kiyasla anlamli 6lgiide azalmistir (p<0,01)
(Elibol, 2014). Bu calismalar istatistik sonuglar1 itibar1 ile ¢alismamizin bulgular ile
ortigsmektedir. Bizim uyguladigimiz 3.6 mg/kg/giin  DS’un da benzer toksik etki
gostermesi sonuglarimizin Elibol (2014) sonuglartyla uyumlu oldugunu gostermektedir.
Yapilan tiim bu c¢alismalara dayanarak ¢aligmamizda DS uygulamasiyla ortaya ¢ikan bu
toksik etki beklenen bir sonugtur.

Daha once yapilan ¢alismalarda serum fizyolojik enjeksiyonunun olusturdugu
prenatal stresin bile postnatal donemde noéron sayisini azaltict yonde bir etkiye yol
acabilecegi gosterilmistir (Gok¢imen ve ark., 2007). Calismamizdaki SF grubundaki néron
sayisinda KONT grubuna kiyasla anlamli derecede azalma olmasi bu ifadeyi destekler
niteliktedir.

Biyolojik ritmin diizenlenmesi, uyku, mizag, {ireme, tiimor biiylimesi ve yaslanma
stirecinde etkili bir molekiil olan MEL pineal bezden salgilanir. Karanlik ve aydinlik
siklusuna bagimli olarak sentezi artar veya azalir. MEL yagda ve suda eriyerek hiicre
membranlarindan kolaylikla gegebilir ve hidroksil ve lipid radikallerini uzaklastirir.
Boylelikle hem lipit peroksidasyonunun baslamasini, hem de ilerlemesini onler. Yiiksek
derecede toksik etkiye sahip oldugu bilinen hidroksil ve peroksil radikallerini gii¢lii bir
sekilde detoksifiye eder. Direkt olarak radikal uzaklastirict 6zelligine ek olarak MEL; SOD,
GPx gibi endojen antioksidan enzim aktivasyonunu da uyardigi ve beynin GPx diizeyini
arttirdig1 bildirilmistir (Reiter ve ark., 1995; Uz ve ark., 1996). Melatonin elektrondan
zengin bir molekiildiir ve direkt antioksidan 6zelligi vardir.

Noronal bilgiler pineal beze norepinefrin ile gelir, MEL ile ¢ikar. MEL’in

ndrohormonal gorevlerinin yani sira giiclii antioksidan ve noroprotektif etkileri de dikkat
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cekmektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2006.

Direkt olarak serbest oksijen radikallerini temizleyici, oksidatif stresi azaltici,
mitokondri fonksiyonlarini gelistirici ve glutatyon homeostasisini tamir edici etkileri, 5-
lipooksijenaz gibi 16kotrienlerin sentezinde gorev alan ve reaktif tiirlerin zararsiz bilesiklere
doniistimiinii saglayan enzimlerin uyarilmasi antioksidan etkilerine ornektir (Michiels ve
ark., 1994; Gitto ve ark., 2011).

MEL’in yukarida bahsedilen etkilerinin yaninda noroprotektif etkilerine dair de
cok sayida caligma mevcuttur (Leon ve ark., 2005; Kaplan ve ark., 2011; Aygun ve ark.,
2012; Shinozuka ve ark., 2013). MEL, eksojen olarak uygulandiginda kan beyin bariyerini
kolaylikla gecer ve beyinde yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Merkezi sinir sistemini
etkileyen bir¢ok kosulda sahip oldugu serbest radikal temizleyici ve lipofilik - hidrofilik
ozelliklerinden dolay1 potansiyel bir néroprotektif etkisi vardir. Bu sayede basta hiicre
cekirdegi olmak f{izere hiicre zar1 ve organelleri serbest radikal hasarma karsi
koruyabilmektedir (Aygun ve ark., 2012).

Ilaglarin neden oldugu toksik etki dokulardaki reaktif oksijen tiirleri seviyesinin
artisindan kaynaklanir ve reaktif oksijen de serbest radikallere okside olabilir (Odaci ve
Kaplan, 2009). MEL, antioksidan etkisini baslica DNA’y1, membran lipitlerini ve hiicre i¢i
proteinleri oksidatif hasardan koruyarak gostermektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2006;
Odaci ve Kaplan, 2009; Kaplan ve ark., 2013). Calismamizda uygulanan DS’un gostermis
oldugu toksik etkinin MEL tarafindan ortadan kaldirilmig olmasi bu mekanizmayla
aciklanabilir.

Yapilan bir ¢aligmada MEL uygulamasinin yaslanmayla birlikte organizmada artan
radikal hasar diizeyinin azaltilmis oldugu ve norodejeneratif hasarlara karsi melatoninin
etkili olabilecegi bildirilmistir (Aktan, 2013). Yaslanmanin tanimi olan ndron kaybinin
MEL ile azaltilmis olmasi bizim c¢alismamizdaki noroprotektif etkisiyle benzerlik
gostermektedir.

MEL’in MSS’de apoptotik hiicre oliimiinii engellemesine ek olarak, periferal
aksotomi sonrasi noron Oliimiinii de azalttigir bildirilmistir. Bu etkisini hem aksotomi
yapilmis motor noronlar1 koruyarak hem de arka boynuzdaki hiicre kayiplarini azaltarak
gerceklestirdigi one siiriilmektedir (Odaci ve Kaplan, 2009). Sinir hasar1 sonrasinda eksojen
MEL uygulamasiin, kollajen birikimini azaltarak ve ndéroma olusumunu engelleyerek
akson sayist ve miyelin kilif kalinligimma olumlu etki yaptigi gosterilmistir (Turgut ve

Kaplan, 2011). MEL, bu ¢alismada yaptig1 protektif etki bakimindan bizim ¢alismamizdaki
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bulgularla 6rtiismektedir.

Hipokampus lizerine yapilan baska bir ¢alismada ise, 900 MHz elektromanyetik
alana prenatal donem boyunca giinde 1 saat maruz birakilan ve bununla birlikte 50
mg/kg/giin MEL enjeksiyonu yapilan grupta yanlizca elektromanyetik alana maruz
birakilan gruba kiyasla hipokampustaki ortalama noéron sayisinin anlamli derecede arttigi
gozlenmistir (Kog, 2014). MEL’in hipakampus iizerine néroprotektif etkisi bu ¢alismada
olduk¢a net gozlenmektedir ve bizim c¢alismamizdada MEL uygulanan grupta benzer
noroprotektif etki goriilmustiir.

Pinealektomili ratlarda sinir epindryumunda TGF-  ve bFGF ekspresyonu 6nemli
Olgiide artarken, eksojen MEL uygulamasinin bu ekspresyonu azalttigi gortilmistiir.
Dolayistyla melatonin, anastomoz boélgesinde kollajen birikimi ve ndéroma olusumunu
kontrol ederek sinir rejenerasyonunda olumlu etki yapmaktadir (Odaci ve Kaplan, 2009).
Yapilan bu calismadaki rejenaratif bulgulara benzer olarak bizim ¢alismamizdaki
DS+MEL grubunda da rejenerasyon alanlart mevcuttu.

Calismamizda DS grubuna kiyasla; DS ile birlikte MEL uygulanmasi sonucunda
deneklerin hipokampusuntaki ndron artis1 histolojik ve stereolojik yontemlerle gosterilmis

olup MEL’in néroprotektif etkisi agik¢a gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

1- Bu ¢alismada, prenatal donemde uygulanan DS’un olas1 nérodejenaratif zararlarina karsi
MEL hormonunun néropotektif etkileri tarafsiz ve etkin degerlendirme ydntemlerinden
olan stereolojik sayim metotlar1 kullanilarak arastirildi.

2- SF enjeksiyonu yapilan grupla KONT grubu kiyaslandiginda piramidal ndron sayisinda
anlamli derecede azalma gozlenmistir (p<<0.01). Prenatal dénemde SF enjeksiyonunun
yarattig1 stres hamilelik doneminde yasanan fizyolojik stresle bagdastirilabilir ve dogacak
yavrular i¢in zararli oldugu sdylenebilir.

3- Gebeligin 5-10 giin arasinda 3.6 mg/kg/glin DS uygulanan grup (DS), KONT grubuna
ait deneklerle kiyaslandiginda hipokampustaki ortalama noron sayisinda anlamli derecede
azalma olmustur (p<0.01). Bulgularimizdan elde edilen sonuca gore, gebelik doneminde
DS kullaniminda oldukca dikkatli olunmasi gerekliligi sdylenebilir.

4-DS+MEL grubuna ait deneklere 10 giin boyunca DS (3.6 mg/kg/giin) ve MEL (50
mg/kg/giin) uygulandiginda; MEL noroprotektif etkisinden dolayr CA1l bolgesindeki ve
tiim hipokampiisteki ortalama piramidal ndron sayilar1 DS grubundakilerine gore anlamli
derecede artmistir. MEL uygulamasiyla néron koruyucu katki saglanabilir.

5- Sonug olarak calismamizda prenatal donemde DS’a ya da fizyolojik strese maruz
kalinmasiyla ortaya ¢ikan noéronal hasarin eksojen MEL uygulamasi yapilarak ortadan
kaldirilabilecegini veya azaltilabilecegini diistinmekteyiz.

Belirtilen ifadeler ve bulgularin 1s18inda; gebelikte DS un hekim kontrolii altinda
kullanilmast ve hekimler tarafindan daha dikkatli bir sekilde recete edilmesi hastalar ve
gelecek nesiller adina olduk¢a 6nemli olmakla beraber kullanilan DS’ un meydana getirdigi
noro-toksik etkilerin MEL uygulamasiyla ortadan kaldirilabilecegi goriilmektedir.

Sunulan bu ¢alisma, kullanilan yontemlerin gegerliligi ve etkinligi bakimindan,
MEL uygulamasinin sinir hiicrelerinin yenilenmesi ve korunmasinda tedavi niteliginde

kullanilabilecegi onerilebilir.
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