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OZET

PRENATAL DONEMDE FARKLI DOZLARDA UYGULANAN DIiKLOFENAK
SODYUMUN MERKEZ] SINIR SISTEMI GELISIMi UZERINE TOKSIK ETKISININ
ARASTIRILMASI

Amagc: Bu calismada sigcanlarda farkli gebelik donemlerinde farkli dozlarda uygulanan
diklofenak sodyum’un hipokampus Uzerine olasi etkilerinin stereolojik ve histopatolojik
yontemlerle tespit edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 84 adet Wistar albino cinsi erkek yavru sigan kullanildi.
Denekler pir kontrol (D), serum fizyolojik (E), duslk doz (3,6 mg/kg), orta doz (9mg/kg) ve
yiksek doz (18 mg/kg) olmak (izere bes ana gruba ayrildi. Daha sonra ila¢ uygulama
donemlerine gore gruplar kendi iginde dort alt gruba ayrildi. Postnatal yedinci giinde tim
hayvanlar ylksek doz anestezi altinda 6tenazi edildi. Alinan beyin doku 6rnekleri histolojik
ve stereolojik agidan degerlendirildi.

Bulgular: Diklofenak sodyum uygulanan gruplardaki deneklere ait hipokampus
orneklerindeki CA1, CA2, CA3 bolgelerinin ortalama noron sayilari ve hipokampustaki
toplam noron sayilarinda, pir kontrol ve serum fizyolojik grubuna oranla anlamli oranda
azalma oldugu gozlendi.

Sonug: Ilag uygulanan gruplar 1sik mikroskobik diizeyde incelendiginde normal histolojik
yapidaki noronlarin sayilarinda 6nemli 6lgliide azalma oldugu gozlenmistir. Ylksek doz ilag
uygulanan grup, diger gruplarla kiyaslandiginda nekroza giden néronlarin daha fazla sayida
oldugu tespit edilmistir. Diklofenak sodyum kullaniminin CA1, CA2, CA3 bdlgelerinin
timinde ve hipokampustaki toplam néron sayilarinda azalmaya neden oldugu stereolojik
teknikler kullanilarak gosterilmistir.

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

Ebru ELIBOL, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mart-2014



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF TOXIC EFFECT ON THE DEVELOPMENT OF THE
CENTRAL NERVOUS SYSTEM EXPOSED TO DIFFERENT DOSES DICLOFENAC
SODIUM IN PRENATAL PERIOD

Aim: It was aimed in the present study to examine the toxic effects of prenatally exposed to
different doses of diclofenac sodium on the rat hippocampus by stereological and
histopathological methods.

Material and Method: For this aim, 84 male offspring Wistar albino rats were used. The
subjects were divided into five main groups. These are pure control (D), saline (E), low dose
(3.6 mg/kg), medium dose (9 mg/kg) and high dose (18 mg/kg). Afterwards, main groups were
divided into four subgroups according to drug administration period. On the 7th day of
postnatal life, all animals were euthanized with an overdose of anesthetic. Then, the brain
tissue samples were analysed by histological and stereological techniques.

Results: In the diclofenac sodium administered groups were observed a significant decrease
in terms of the average neuron number in the CAl, CA2 and CAS3 regions and whole
hippocampus compared to the pure control and the saline groups.

Conclusion: Light microscopic investigation of the drug administered groups indicated a
significant decreasing in the number of healthy neurons. Additionally; in the high dose group,
it was identified more necrotic neurons compared to the other groups. In this study, it was
shown by means of stereological techniques that using of diclofenac sodium caused to
decrease in the number of the neurons in the CAl, CA2, and CA3 regions and whole
hippocampus.

Keywords: Diclofenac sodium; hippocampus; rats; stereology.

Ebru ELIBOL, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, March-2014



SIMGELER VE KISALTMALAR

CA  : Cornuammonis

CCK : Kolesistokinin

COX : Siklooksijenaz

DA  : Duktusarteriozus

DS  : Diklofenak sodyum

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

GAD : Glutamatdekarboksilaz

MSS : Merkezi sinir sistemi

NSAII : Nonsteroidalantiinflamatuvar ilaglar
PG  :Prostaglandin

ROS : Reaktif oksijen turleri

SRO : Sistematik rastgele drnekleme

VIP  :Vazoaktifintestinalpolipeptid
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1. GIRIS

Gelisen teknolojiye paralel olarak her alanda oldugu gibi saglkta da teknolojik
urlinler, piyasada asiri bir artis gostermis ve bu nedenle serbest ticaret anlayisi gelismistir.
Bunun sonucu olarak da ticari kaygilar yikselerek diinya genelinde her alanda oldugu gibi
saglik alaninda da bu drlnlerin tlketimi artmistir. Bunlar son yillarda gereksiz ilag
tiketiminin artmasinin altindaki ana nedenlerden sayilabilir. Bu noktada; 6zellikle
antibiyotikler, agri kesici ve antiromatizmal ilaglarin tuketiminin arttigi dikkat cekmektedir.
Odaci ve ark. (2001), non-sterodial antiinflamatuvar ilaclarin (NSAIQ) bagimlilik yapmadigi
icin bircok romatizmal hastaliklarin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanildigini
bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan NSAII tirevi olan diklofenak sodyum (DS) kadin
hastaliklari ve dogum uzmanlari tarafindan hastalara tedavi amach verilen ve oldukca yaygin
kullanilan ilaglardan biridir (Gokgimen ve Malas, 2003; Cassina ve ark., 2010).

NSAII’ler etkilerini genellikle siklooksijenazlari inhibe ederek gosterirler (Siu ve ark.,
2000; Beck ve ark., 2003; Aygin ve ark., 2012). Gebelik doéneminde NSAIi’nin
kullaniminin bazi anne adaylarinda problemli dogumlara neden oldugu, bazi anne
adaylarinda da dustik yapma riskini artirdigi belirtilmistir (Nielsen ve ark., 2001). Yapilan
deneysel hayvan calismalari sonucunda, NSAII kullaniminin fetiisteki zararl etkilerinin;
duktus arteriosusun kapanmasi (Harris, 1980; Rudolf, 1981;Shastri ve ark., 2013), pulmoner
arteriel hipertansiyon ve malformasyon oldugu bildirilmistir (Persaud ve Moore, 1974; Sabry
ve ark., 2014).

NSAI ilaglar etkilerini ayrica; prostaglandin (PG) sentezininin ve fosfolipaz C gibi
enzim aktivasyonu, membranlar arasi iyon transportu, mitokondrial oksidatif fosforilasyon
ve hicreler arasi etkilesim gibi ¢ok sayida olaylarin inhibisyonuna katilarak da gosterirler
(Weismann, 1991; Gupta, 2014). Prostaglandin sentez inhibitorlerinin fotal gelisme ve
organlar tzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir (Goldin ve ark., 1987, Aygin ve
ark., 2012).

NSAIi’lerin medikal tedavide yaygin olarak kullanimi ile farkli organ ve sistemler
tizerine toksik etkileri arastirilmistir. Merkezi sinir sistemi (MSS) tizerine NSAII’lerin
etkilerini arastirmak Uzere yapilan calismalarda, diklofenak sodyumun MSS’nin gelisimini
etkiledigi ve DS’nin noral kok hicrelerin gogalmasini ve farklilasmasini inhibe ettigi
gosterilmistir (Kudo ve ark., 2003; Ayranci ve ark., 2013).

NSAI ilaclardan olan DS; giicli analjezik etkili, antiinflamatuvar ve antipiretik etki
gosteren farmakolojik bir ajandir. Distik molekil agirhiga sahip olan ve kimyasal formuli



Na [2 (2,6, dicloroanilino) fenil] asetat olan DS nispeten fenil asetik asitten ttrevlenmistir
(Siu ve ark., 2000; Glven, 2006). Bu tir ilaglar artritis, osteoartritis, romatoit artritis ve
ankilozan spondilit gibi romatizmal hastaliklarin tedavisinin yani sira, romatizmal olmayan
hastalik durumlarinda agri, ates ve inflammasyonun tedavisinde iltihap giderici, ates
duslricu ve agri giderici olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadirlar (Alves ve Duarte,
2002; Kudo ve ark., 2003; Chang ve ark., 2005; Glven, 2006).

Prenatal donemde DS uygulamasi sonucu 20 haftalik siganlarin omuriliklerindeki
noron sayilarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma tespit
edilmistir (Ozyurt ve ark., 2011). Yine prenatal donemde DS uygulanmis 4 haftalik sicanlar
uzerinde yapilan stereolojik ve elektron mikroskobik bir calismada ise, siyatik sinir akson
sayisinda kontrol grubuna oranla azalma ve miyelin kilif yapisinda ciddi dejenerasyon
bulgulari gosterilmistir (Canan ve ark., 2008).

Gokcimen ve ark. (2000), yiksek doz DS’nin karaciger ve bobrek dokulari tzerine
olan muhtemel etkilerini arastirmiglar; ve enjeksiyondan 24 saat sonra karaciger
mikroskobisinde hepatoseliiler dejenerasyon bulgularinin  yani sira karisik hcre
infiltrasyonlari ve portal alanda safra kanali proliferasyonu oldugunu gozlemlemiglerdir.
Ayrica bobrek doku kesitlerinde peritubuler lenfosit infiltrasyonu ve tibdl epitel hicre
dejenerasyonu tespit etmislerdir.

Anne ile yavru arasindaki kuvvetli bag olan plasenta belirli bir dereceye kadar segici
gecirgen olabilmektedir. Dawood (1993), DS’nin hamileligin ilk trimesterinde insan
plasentasindan kolaylikla gecebildigini bildirmistir. NSAII’ler prostanoitlerin biyosentezine
engel olarak plasenta bariyerini gecip fetal dolasima katilirlar ve bunun sonucunda fetusta
teratojenik etkilere neden olabilirler (Zenker ve ark., 1998; Cassina ve ark., 2010).

Gebelik suresince dustik doz DS verilen ratlarla yapilan baska bir calismada; bu ilacin
postnatal karaciger uzerine etkileri arastirilmis, ve herhangi bir etki gozlenmemistir
(Ragbetli ve ark., 2009). Odaci ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir calismada ise NSAI
ilaclarin kikirdak proteoglikanlarinin sentezini inhibe ederek kikirdak yapisini bozdugu,
kondrositlerde sayica azalmaya neden oldugu, normal yapilarina ulasamayip sekil ve
blyukliklerinin degiserek izogen gruplar olusturamadiklari tespit edilmistir.

Hamilelik esnasinda NSAIQ kullaniminin anne ve fetus igin olumsuz etkileri arasinda
hamilelik siiresinin ve dogum sancisinin uzamasi da vardir (Ostensen, 1998). NSAII’lerin
fetus Uzerinde; duktus arteriosus (DA) daralmasi (Takahashi ve ark., 1996; Zenker ve ark.,
1998; Shastri ve ark., 2013), kol (extremite) iskemisi (Arad ve ark., 1995), hydrops fetalis
(Mogilner ve ark., 1982; Pratt ve ark., 1997), oligohidramnios, ileal perforasyon ve Kistik



beyin lezyonlari gibi teratojenik yan etkilerin oldugunu rapor eden ¢alismalar bulunmaktadir.
Ayrica hamileligin erken donemlerinde aspirin ve ibubrofen gibi ilaglarin kullanimi sonucu
muhtemel teratojenik etkileri arasinda gastrosizis de tespit edilmistir (Rein ve ark., 1999).

Siu ve Lee (2004), tarafindan yapilan ¢alisma sonucu DS’nin kisa streli maternal
kullanimindan sonra DA’nin erken kapanmasina bagl olarak, yeni doganda ciddi pulmoner
hipertansiyon ve kalbinde sag tarafli gecici hipertrofik kardiyomiyopati vakasi tespit
edilmistir.

Gunimuzde hamilelik strecinin herhangi bir déneminde bu ilaglar tedavi amagli
kullaniimaktadirlar (Bitto ve ark., 1997). Yaptigimiz literatir taramasi sonucunda fetal
donemde DS’ya maruz kalmanin postnatal hayatta beyin tzerindeki etkileri hakkinda yeterli
sayida deneysel bir calismaya rastlaniimazken 6zellikle gebe sicanlara uygulanan farkl doz
ve farkli trimesterlerdeki DS’nin postnatal beyin dokusundaki degisikliklerin tespitine
yonelik stereolojik bir ¢alisma da literatiirde bulunmamistir.

Calismamizin amaci; gebeliklerinin farkl periyotlarinda farkli dozlarda uygulanan
DS’nin, siganlarin postnatal bir haftalik yavrularinin beyin dokularindaki néron sayisi
uzerine etkilerinin stereolojik yontemler kullanarak arastiriimasidir.

Calismamizda verileri elde etmek icin kullandigimiz yontem olan stereoloji, U¢
boyutlu 6rneklerin (biyolojik yapilar) iki boyutlu kesitlerini kullanarak, gercekteki Ug¢
boyutlu 6zellikleri ile ilgili yorumlar yapilmasini saglayan yontemdir. Bu bilim dah daha
kisa zamanda daha az hatali is yapmay! saglayan (etkin) ve gercek degerden sistematik bir
sapmaya neden olmayan (tarafsiz) metotlari ile gercege en yakin degerleri tahmin etmeye
yarayan gelistirilmis kurallar butlininu icerir (Canan ve ark., 2002; Kaplan ve ark., 20123).
Bu nedenlerden dolayr calismamizda tarafsiz ve gergegi yansitan en yakin sonuglari
bulmamizi saglayacak olan stereolojik teknikleri kullandik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi Embriyolojisi
Sinir sisteminin gelisimi insanda fertilizasyondan sonraki tglnci haftada baslar. Sinir

sistemine ait btin yapilar embriyonik gelisim esnasinda olusan bir alan olan noéral plaktan
koken alir. Embriyonel yapi G¢tncl haftada bas bolgesinde genis, kuyruk bdlgesinde dar bir
disk seklindedir. Sirt ipliklerin ilkel iskeleti olan notokordun gelismesi sonucu notokord
uzerinde yer alan ektodermal bolum kalinlasir ve noral plagi olusturur (Moore ve Persaund,
2009) (Sekil 1A).

Noral plak

Noral oluk

Noral krista hiicreleri

Noral oluk

Somit

Noral kivrim

Notokord

Primitif ¢izgi

Sekil 1. insan embriyosu gelisiminin tictincti haftasindaki embriyonal gériiniim A. Néral plak
olusumu, B. Noral oluk ve néral kivrimlarin olusumu (Moore ve Persaund, 2009’dan

uyarlanmistir)

Embriyonik gelisim devam ettikge noral plagin orta bolimi gukurlasir ve bunun
sonucunda noéral oluk ve noral kivrimlar olusur (Sekil 1B). Daha sonra ndral kivrimlar
ylikselir ve orta hatta dogru yonelirler. Uglincii haftanin sonunda sag ve sol néral kivrimlar
birbiri ile kaynasir ve noral tlpl olustururlar (Sekil 2A). Bu tup gegici bir sure bas bolgesinde
anterior noropor, kuyruk bdlgesinde ise posterior noropor adi verilen acikliklarla amnion
bosluguna acilir. Anterior néropor 25. giinde, posterior ndropor ise 27. gunde kapanmaktadir
(Sekil 2B). Noroporlarin kapanmasiyla noral tip olusumu (ndrulasyon) tamamlanmis olur



(Moore ve Persaund, 2009). Noral tupun ileri gelisimi ile beyin, medulla spinalis,
preganglioner tim otonom lifler ve iskelet kaslarinin fonksiyon gdrmesini saglayan motor
sinirler olugsmaktadir. Noral kivrimlarin noéral tip olusumuna katilmayan boéltimleri noral
kristay1 olusturur. Noral krista turevleri ise hem sinir sistemine ait ¢ok sayida hicre cesitlerini,
hem de noronal olmayan hiicreleri meydana getirir (Moore ve Persaund, 2009).

A B

Anterior néropor

Noral tup Perikardial
siskinlik

Somit

Amnion
kesiti

Posterior
noropor

Sekil 2. insan embriyosu gelisiminin ticiincti haftasinin sonunda embriyonal gorinim A.
Noral tup olusumu, B. Anterior ve posterior néropor (Moore ve Persaund, 2009’dan

uyarlanmistir)

2.2. Beynin Gelisimi
Dordlncu somit giftlerinin kranial tarafinda noral tup, beyni olusturmak uzere gelisir.

Kranial bolgede, noral kivrimlarin fizyonu ve rostral néroporun kapanmasiyla birlikte beyinin
gelisecegi ¢ ilkel beyin vezikulu olusur (Moore ve Persaund, 2009).
Ug ilkel beyin vezikilii sunlardir:

« On beyin vezikilii (prozensefalon)

* Orta beyin vezikuli (mezensefalon)

« Arka beyin veziklli (rombensefalon)

Besinci hafta icinde 6n beyin tam olmayan iki sekonder vezikile (telensefalon ve
diyensefalon) ayrilir; mezensefalon boélinmez; rombensefalon ise sekonder iki vezikile
bolunur (metensefalon ve miyelensefalon); bdylece bes sekonder beyin vezikilu ortaya ¢ikar
(Moore ve Persaund, 2009) (Sekil 3).
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|
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Sekil 3. Ug ilkel beyin vezikili ve bes sekonder beyin vezikili (Moore ve Persaund,

2009’dan uyarlanmistir)

Telensefalondan; serebral korteks, rhinensefalon (hipokampus), korpus striatum,
diyensefalondan; epitalamus, talamus, hipotalamus, mezensefalondan; crus cerebri ve colliculi
tegmentum, metensefalondan cerebellum, pons ve miyelensefalondan medulla oblangata
gelisir (Sadler, 1993).

2.3. Merkezi sinir sistemi
MSS; omurilik ve beyin olmak (zere iki anatomik bdlimden olusur. Beyin cavum

crani, omurilik ise canalis vertebralis icinde yer alir. Beyinde dis tarafta substantia grisea, i¢
tarafta substantia alba yer alir. Omurilik ise beyindeki yerlesimin tam tersidir. MSS’nin gri
cevheri noron ve noroglia hiicrelerini, beyaz cevheri ise cogunlukla miyelinli aksonlari icerir
(Hall, 2013). Beyin ve medulla spinalis disaridan iceriye dogru; dura mater, arachnoidea

mater ve pia mater adi verilen t¢ bag doku tabakasi tarafindan sarihdir.

Dura mater iki tabakadan olusur. I¢teki tabaka meningeal tabaka, distaki tabaka ise
periosteal tabaka olarak adlandirilir. Her iki tabaka da siki fibroz bag dokusundan

olusmustur. Periosteal tabaka kafa kemiklerinin i¢ yuzlni ddseyen periosteumu yapar.



Foramen magnumdan gecerek medulla spinalis etrafinda dura mater olarak devam eder.
Meningeal tabaka beyin bolumleri arasina uzantilar génderir. Bu uzantilar falx cerebri, falx
cerebelli, tentorium cerebelli olarak adlandirilir (Arinci ve Elhan, 2001; Ross, 2011).

Pia mater, beyin dokusuna yapisik durumda bulunur. Beyin ve medulla spinalis igine
kan damarlarini tasir. Pia mater beyin ve medulla spinalis’in buttn oluklarinin igine girer.
Bol miktarda damar agina sahiptir. Pia mater, damarlarin beyin dokusuna girdigi yerde
beyine daha siki bir sekilde yapisiktir (Arinci ve Elhan, 2001; Ross, 2011).

Arachnoidea mater; vaskuler, ince, gecirgen olmayan bir zardir. Dura mater ile
arachnoidea arasinda spatium subdurale, arachnoidea ile pia mater arasinda spatium
subarachnoideum adi verilen aralik bulunur. Spatium subdurale ince bir araliktir. Her iki
aralikda da beyin omurilik sivisi bulunur. Arachnoidea mater, falx cerebri, falx cerebelli,
tentorium cerebellinin bulundugu biyuk yariklara girer. Diger oluklara ise girmez (Arinci ve
Elhan, 2001; Ross, 2011) (Sekil 4).

Sacl deri

Periosteum

Kafatasi kemigi

Periosteal
Dura mater ~|:
Meningeal

Arachnoid mater

Piamater

Sekil 4. Beyinde yer alan bag dokusu tabakalari kesitte gortilmektedir.

2.4. Hipokampus
Hipokampus filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan biridir ve insanda lateral

ventrikdl alt boynuzunun tabaninda bulunur. Kesitlerde C harfi seklinde gdzlenen bu yapi
gorunima itibariyle denizatina benzetildiginden dolay! hipokampus adi verilmistir. Algi ve
bellek sistemleri arasinda baglanti kuran hipokampus, beynin birgok bolgesinden duyu lifleri



alir. Aldigi bu duyulari, forniks araciligiyla hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletir.
Bunun yani sira, hipokampus subkortikal alanlarla olan baglantisi sayesinde, beynin birgok
bolgesi ile iletisim halindedir (Sadler, 1996; Aktan, 1997; Ozan, 2014).

2.4.1. Anatomisi
Hipokampus, gri cevher tabakasindan olusmustur ve lateral ventrikulln alt boynuz

tabani boyunca uzanir. Ventrikule bakan ylzi konveks, hemisferin alt kismina bakan yuzu ise
konkavdir. Uzunlugu yaklasik 5 cm’dir (Arinci ve Elhan, 2001; Ozan, 2014). Genislemis 6n
kismina pes hippocampi adi verilir ve bu boélgede digitationes hippocampi olarak
isimlendirilen iki ya da U¢ adet ¢ikinti bulunur. Hipokampusun konveks olan ventrikuler
yizeyi kendi hucrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu alveus ile ortaladar. 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. Alveustan gelip fimbria hippocampi’ye dahil
olan lifler, fornix’in baslangicini olusturur (Arinci ve Elhan, 2001; Ozan, 2014).

Hipokampus, Cornu ammonisin bas harflerini temsilen CA olarak da isimlendirilir.
CA icerdigi hicre tiplerinden dolay1 CAl, CA2, CA3 olmak dzere l¢ bolgeye bolinmustr.
CAZ1 subiculuma en yakin olan bolgedir. CA3 ise gyrus dentatusa en yakin olan hipokampus
alanidir (Songur ve ark., 2005). 1 kisi arasinda bulunan alan ise CA2 olarak adlandirilir.
Piramidal hticre boyutlarinin en buyuk oldugu hipokampus bolgesi CA3’tir. CA2 ise
piramidal hiicre yogunlugunun en cok oldugu alandir. CAl ise hipokampusun en karmasik
bolgesidir. Boyutlari birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu bu alanda, hiicrelerin
% 10’unu interndronlar meydana getirir (Amaral ve Lavenex, 2007) (Sekil 5).



Sekil 5. Hipokampusta yer alan bélgeler ; DG, dentate gyrus

2.4.2. Histolojik Yapisi
Hipokampusun mikroskobik yapisi incelendiginde, ventrikuler ylzeyden derine dogru

toplam yedi tabakadan meydana geldigi goruliir (Berry ve ark., 1995).

1. Alveus hippocampi

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

2. Stratum oriens

Piramidal hucrelerin bazal dendritleri ve internéronlar bu katmanda yerlesmistir. Bu
tabakada bulunan hucre aksonlarinin gogu alveus liflerine katilirken, bir kismi da en derinde
yer alan molekiiler tabakaya uzanmaktadir (Berry ve ark., 1995).

3. Stratum pyramidale

Bu katmanda yogun olarak piramidal ve Golgi tip Il hiicreleri bulunmaktadir. Bolgede
yerlesmis olan piramidal hicreler hipokampusun seklini ortaya koyar. Bu hicrelerin tabani
hipokampusun ventrikiler yuzeyine dogru donuktur. Bazi hucrelerin her iki kutbundan ¢ikan

zengin pleksus agi piramit goriniimane neden olur. Piramidal hiicrelere ait aksonlar stratum



oriens tabakasini gecerek alveus liflerine katilir. Bu htcrelerin bazal-apikal dendritleri de
komsu tabakalara kadar uzanir (Vida ve Frotscher, 2000).

Piramidal katmanda, kisa aksonlu hucreler de bulunmaktadir. Sepet hiicreleri bu grup
hicreler arasinda yer alir. Hipokampusun i¢ aktivitesini diizenleyen sepet hiicreleri stratum
oriens ile stratum pyramidale arasindaki gecis alaninda bulunur. Bu hicrelerin aksonlari
alveus hippocampi’ye ugramadan zit yonde ilerler ve piramidal hiicrelerin ¢evresinde yogun
bir ag yapar. Daha sonra stratum radiatum’a gecer (Vida ve Frotscher, 2000).

4. Stratum lucidum

Sadece CA3 alaninda bulunan bu tabaka, yosunsu liflerden (mossy lifleri) zengindir.
Yosunsu lifler ise piramidal hucreler ile baglantiyi 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 6nemli afferent liflerin sonlandigi tabakadir (Berry ve ark.,
1995).

7. Stratum moleculare

Cok az miktarda noron ve sinir lifleri icermektedir. Bunun yani sira, hipokampusun
son (¢ tabakasi “stratum moleculare” adi altinda tek bir katman olarak da kabul edilmektedir.
Bazi kaynaklarda ise son iki tabaka “stratum lacunosum-moleculare” ismiyle ifade
edilmektedir (Vida ve Frotscher, 2000) (Sekil 6).
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Sekil 6. Hipokampusta yer alan tabakalar; DG; dentate gyrus, AH; Alveus hippocampi, SO;
Stratum oriens, SP; Stratum pyramidale, SR; Stratum radiatum, SLM; stratum
lacunosum-moleculare, SL; Stratum lucidum, S: Subikulum

2.4.3. Hipokampal Yollar
Afferent Yollar

Hipokampusun afferent lifleri tim duyusal uyarilari ihtiva eder. Area entorhinalis’ten
gelen duyular dort yolla hipokampusa ulagsmaktadir;

1- Perforant lifler: Entorhinal korteksten gelen lifler, subiculum boyunca gyrus
dentatus’a ilerleyerek tiim hipokampusa dagilir.

2- Yosunsu (mossy) lifler: Gyrus dentatustan CA3 alanina gider.

3- Schaffer lifleri: Piramidal hicre lifleri olan bu dallar CA3 ve CA2 alanlarindan
CAl alanina dogru uzanir.
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4- Alvear lifler: Subkortikal alanlardan gelen bu lifler alveustan hipokampusa gecer.
Hipokampusun CAL1 alani ile subiculumun i¢ tabakasina dagilir (Sluyter ve ark., 2005).

Hipokampus, gyrus parahippocampalisten aldigl uyarilari fornix araciligi ile corpus
mamillare, area septalis ve hypothalamusun bazi gekirdeklerine gonderir. Hipokampus, yine
fornix araciligi ile nuclei anteriores thalami, area hypothalamica posterior, corpus mamillare,
area septalis, substantia innominata, area tegmentalis ventralis, nuclei raphe ve nucleus
parabrachialisten lifler almaktadir (Sluyter ve ark., 2005) (Sekil 7).

Schaffer lifleri

Alvear lifler

; Lateral ventrikil
Perforant lifler

Entorhinal korteks Fimbria fornix

Yosunsu lifler

Sekil 7. Hipokampusun afferent lifleri (Sluyter ve ark., 2005’den uyarlanmistir)

Efferent Yollar

Fornix, hipokampusun en biyuk efferent yoludur. Hipokampus ve subiculumdan
baslayan miyelinli lifler, alveustan fimbria hippocampi’ye gecer. Sayilari 1,2-2,7 milyon
arasinda degisen bu lifler, splenium corporis callosi’nin altinda crus fornicis; thalamusun
arkasinda ise corpus fornicis olarak devam eder. Her iki crus fornicis arasinda ¢apraz yapan
liflere commissura hippocampi adi verilir. Corpus fornicis’ten sonra columna fornicis olarak
uzanan aksonlar, foramen interventriculare 6nlinde kavis yaparak nuclei anteriores thalami ve
nucleus dorsalis lateralis thalamiye lifler gonderir. Bu liflere postcommissural lifler adi verilir.
Buradan hypothalamusa uzanan liflerin ¢ogu corpus mamillare ve nucleus ventromedialis
hypothalamica’da sonlanir. Columna fornicisten commissura anteriora ayrilan az sayidaki
fornix lifleri ise area septalis, substantia innominata ve area hypothalamica rostralise gecerler
(Aktan, 1997; Ozan, 2014).
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2.4.4. Papez Devresi
Hipokampusun dis baglantilarini ifade eden Papez Devresi, sirasiyla hipokampus,

fornix, corpus mamillare, tractus mamillothalamicus, nuclei anteriores thalami, gyrus cinguli,
gyrus parahippocampalis ve hipokampusa geri baglantilar yapan noronlari kapsar (Taner,
2005). Bu devre igerisinde, uyarilarin ardi ardina birbirini izlemesi, yasadigimiz bir duygunun
giderek siddetlenmesine ve iz birakmasina neden olur. Duygusal tepkilerin olabilmesi icin
papez devresinin iyi ¢alismasi gerekmektedir (Shah ve ark., 2012) (Sekil 8).

Cingulate gyrus e Cinqy|ym ss—»- Parahippocampal gyrus

4

Intemal: capsula Entorhinal cortex

|
|
Anterior thalamic nucleus

Perforant pathway Alvear pathway

Mammillothalamic \ /

tract Subiculum

Lateral mammillary

nuclei e— FOINiX

Medial mammillary
nuclei

Sekil 8. Papez devresi (Shah ve ark., 2012’den uyarlanmistir)

2.4.5. Fizyolojisi ve Biyokimyasi
Hipokampus yapisinda monoaminerjik, Kkolinerjik ve GABAerjik afferentler

mevcuttur. Dokuda en ¢ok salgilanan eksitator transmitterler glutamat ve aspartattir. Stratum
oriens tabakasinda, somatostatin-immunoreaktif ve glutamat dekarboksilaz (GAD)-

immunoreaktif lifler, stratum lacunosum’da somatostatin-immunoreaktif lifler, stratum
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pyramidale’de glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif ve kolesistokinin (CCK)-
immunoreaktif lifler, stratum radiatum’da ise glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif
lifler bulunmaktadir. Ayrica, hipokampusun ¢ogu bolgelerinde vazoaktif intestinal polipeptid
(VIP) ile CA3 bélgesine giden mossy liflerinde bir opioid peptid olarak bilinen dinorfin
yaygin olarak bulunur (Berry ve ark., 1995).

2.4.6. Fonksiyonlari
Karmasik yapisi ve beyindeki bircok bolge ile baglantilarinin olmasi nedeniyle,

hipokampus fonksiyonlarinin tanimlanmasinda gucluk c¢ekilmektedir (Cooper, 1981).
1948’lere kadar, sadece koku ile ilgili baglantilarinin oldugu dasuntlen hipokampusun
(Arninct ve Elhan, 2001), koku yollarinin gelismedigi kisilerde de normal bir dizeyde
gelisimini tamamladigi ortaya konmustur (Carpenter ve Sutin, 1983; Berry ve ark., 1995).

Isitme, gérme, koku alma, dokunma ve visceral duyular gibi her tiirlii duyusal
stimuluslar, minimal diizeyde de olsa hipokampusu aktive etmektedir. Uyarilan hipokampus
ise hypothalamus, ventral thalamus ve limbik sistem Uyelerine sinyaller gondermektedir. Bu
sekilde hipokampus, hareketlerin davranis bigcimine ddnlsmesinden 6nce, limbik sistemi
etkileyerek davraniglarin sekillenmesine neden olur (Vida ve Frotscher, 2000). Bu ytizden,
hipokampusun gelen duyusal sinyalleri igerisinden gegiren ek bir kanal rolu oynadigi
dustnulmektedir (Hall, 2013).

Hipokampusun, kisa sureli hafiza (yeni bilgilerin depolanma kapasitesi) ile ¢ok yakin
bir iliskisi vardir. Bu ytzden, verbal veya sembolik anilarin uzun streli ve kalici olabilmesi
icin sag ve sol hipokampusa gereksinim vardir (Carpenter ve Sutin, 1983; Hall, 2013). Ayrica
gorsel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda sag, stzel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda ise sol
hipokampus daha fazla aktivite gostermektedir. Bu bdlgelerin lezyonlarinda da ilgili
hafizalarda kayiplar meydana geldigi bildirilmektedir (Kandel ve ark., 2000; Taner, 2005).

Hipokampusun endokrin fonksiyonlar tzerinde de etkili oldugu bildirilmektedir.
Hipokampusun uyarilmasi sonucu ovulasyonda inhibisyonun meydana geldigi gosterilmistir
(Aktan, 1997). Ayrica, fornixin kesilmesine bagli olarak adrenokortikotropik hormon (ACTH)
saliniminda duzensizlikler oldugu saptanmistir (Aktan, 1997). Bunun yani sira, hipokampus
yapisinin cortex cerebri Uzerinde retikller aktivitenin ayarlanmasi, heyecanin kontroli ve i¢

organlara ait aktivitenin diizenlenmesi gibi islevleri de mevcuttur (Songur ve ark., 2001).
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2.4.7. Lezyonlari
Hipokampusun uyarilmasi sonucu epileptik nobetlerin olustugu bildirilmektedir. Bu

nébetler esnasinda kisinin bilinci aciktir ve sahis gercek olmadigini bildigi koku, gérme,
isitme, dokunma ve benzeri tarzda hallusinasyonlar tanimlamaktadir (Dere, 2000; Hall, 2013).

Hipokampusu da igine alacak bir bicimde lobus temporalis medial pargalarinin gift
tarafli ¢ikariimasindan sonra hafiza kaybinin yani sira, Kluver-Bucy Sendromu olarak bilinen
klinik tablonun meydana geldigi bildirilmistir (Moss ve ark., 1981; Dere, 2000; Songur ve
ark., 2001). Bu sendromda ise asagidaki belirtilerin géraldigl ortaya konmustur;

1. Canh ya da cansiz ayrimi yapmaksizin degisik tir ve cinsteki nesnelere karsi
sekstel aktivitede artis,

2. 1lk defa goriilen objelere anlam verememe,

3. Yeni seyleri hafizada tutma zorlugu,

4. Yeni beceriler elde edememe,

5. Korku ve kizginlik duygularinda azalma, uysallik hali,

6. Beslenme aliskanliklarinda degisiklikler (yiyecekleri surekli ve uzun sekilde
kokladiktan sonra yeme ya da degisik cisimlere karsl yeme istegi vs.).

Bunun yani sira, siddetli alkolizm, tiamin eksikligi, kronik malnutrisyon, kanama ve
enfarktiis durumlarinda Hipokampusta iki tarafli olarak disfonksiyonlarinin ortaya ¢iktig
gosterilmistir. Bu lezyonlar sonucu yeni seylerin hafizda tutulamadigl ve Korsakoff Sendromu
(Dismnezik Sendrom) denilen bir amnezi durumunun meydana geldigi ifade edilmistir.
Bahsedilen bu sendromda, kisi yeni 6grendigi becerileri uygulamaya koyamamaktadir. Fakat
sahis, rahatsizlanmadan 6nce 6grenmis oldugu karmasik islevleri kolaylikla yapabilmektedir.
Ayrica hastalarin kendi ge¢cmisi ile ilgili hayal veya konfuizyon tarzi deneyimlerden bahsettigi
ve bu deneyimlere kendilerinin de inandigi belirtilmektedir. Bu durum konfabulasyon olarak
tanimlanmaktadir (Dere, 2000; Andreoli ve ark., 2008).

2.5. Diklofenak Sodyum

2.5.1. Diklofenak Sodyumun Farmakolojisi
Calismamizda  kullandigimiz  Diklofenak  sodyum’un  molekiler  formuld

C14H10CI2NNaO; olup kimyasal formuli sekilde belirtildigi gibidir (Sekil 9).

15



CH,COONa —

—

Cl

Sekil 9. Diklofenak sodyum’un molekiler formalt (http://www.rxlist.com/voltaren-xr-
drug.htm, 2014)

DS [Na (2 (2,6, dicloroanilino) fenil) asetat] fenil asetik asitten tlrevlienmis olan
(Guiven, 2006) NSAIi’den biridir. Nispeten diisiik bir molekiil agirhga sahiptir (Scholer ve
ark., 1986; Siu ve ark., 2000). Bu tur ilaclar cogunlukla arthritis, osteoarthritis, romatoit
arthritis ve ankilozan spondilit gibi romatik ya da romatik olmayan hastalik durumlarinda,
travma sonrasi ve postoperatif agri, ayrica jinekolojide agrili ve/veya enflamatuvar durumlar;
ornegin dismenore veya adneksit gibi durumlarda agri ates ve enflamasyonun tedavisinde
iltihap giderici, ate dusuruct ve agri kesici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar
(Alves ve Duarte, 2002; Kudo ve ark., 2003; Chang ve ark., 2005;0mmaty, 2013).

Aneljezik, antiinflamatuar ve antipiretik etkili bir ilagtir. Romatoit artrite karsi aspirin
ve indometazin kadar ve osteoartrite karsida indometazin derecesinde etkili olmustur. Bu
gruptaki diger ilaclara gére mide ve diodenum mukozasini bozucu etkisi daha zayiftir.
Plazma proteinlerine fazla baglanir. DS’nin aspirin ile birlikte verilmesi durumunda plazma
diizeyinde belirgin sekilde azalma olur. Bébreklerden ve kismen karacigerden itrah edilir. DS
bir PG sentetaz inhibitoridir. NSAID’lerin siniflandiriimasi asagidaki sekilde belirtilmistir
(Sekil 10).
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Nonsteroidal antiinflamatuar ilaclar
Salisilik asitler Oksikamlar
1. Asetilsalisilik asit 1. Lornoksikam
2. Diflunisal 2. Piroksikam
3. Metilsalisilat 3. Tenoksikam
4. Sodyum salisilat Pirazolonlar
Propionik asitler 1. Azapropazon
1. Fenbufen 2. Fenilbutazon
2. Fenoprofen 3. Metamizol
3. Flurbiprofen 4. Oksifenbutazon
4. Ibuprofen 5. Propifenazon
5. Ketoprofen Diger narkotik olmayan analjezik ilaclar
6. Naproksen 1. Benzidamin
7. Oksaprozin 2. Parasetamol
8. Pranoprofen 3. Prokuazon
9. Tiaprofenik asit Selektif COX; inhibitdrleri
Asetik asitler Koksibler
1. Asemetasin 1. Etorikoksib
2. Diklofenak 2. Lumirakoksib
3. Indometasin 3. Rofekoksib
4. Kestorolak 4. Selekoksib
5. Nabumeton 5. Valdekoksib
6. Sulindak Digerleri
7. Tolmetin 1. Etodolak
Fenamatlar 2. Meloksikam
1. Etofenamat 3. Nimesulid
2. Mefenamik asit
3. Meklofenamat

Sekil 10. NSAIi’lerin siniflandilmasi (Kayaalp, 2002)

DS’nin % 99’undan fazlasi, geri dondstimlu olarak plazma albuminine baglanir.
Maksimum plazma diizeyine 1,5-2 saatte erisir. En yuksek plazma dizeyine ulasildiktan 2-4
saat sonra sinoviyal sivida da doruk duzeylere erisilir ve plazmadakinden daha ylksek
konsantrasyonda kalir. Cogunlugu hidroksilasyonla olusan metabolitleri ve %1’den az miktari
degismeyen molekdl bigiminde idrarla atilir. Geri kalan kisminin atilmasi ise fegesledir.
Bobrek ve karaciger fonksiyon bozukluklarinda, ilacin farmakokinetigi degismemektedir
(Kayaalp, 2002). Ayni sekilde, degisik yaslardaki hastalarda; absorpsiyon, metabolizma ve
eliminasyonda farklilk gézlenmemistir. Epidemiyolojik calismalarda NSAII kullananlarda
meme kanseri gorilme insidansinda azalma oldugu gosterilmistir.

NSAI ilaglar COX enzim sistemi Gizerinden, COX-1 ve COX-2 enzimleri araciligi ile
etkisini gosterir (Brunton ve ark., 2009). Diizenli olarak aspirin ya da NSAII kullanan
insanlarda kolorektal kanser gibi bazi kanser tiplerinin sikliginda azalma gdsterilmistir
(Morgan, 1996). Bu etkinin COX’in aracilik ettigi prostaglandin biyosentezinin baskilanmasi

yoluyla gerceklestigi distinilmektedir (Chen ve ark., 2004). Ayrica; NSAIil’ler, ailesel
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adenomatoz polipozis’li hastalarda premalign kolorektal poliplerde gerilemeye ve bazi
kemirgen deneylerinde karsinogenezde inhibisyona neden olurlar (Hashimoto ve ark., 2004).

COX inhibisyonu, prostoglandin sentezinin baskilanmasi, lipoksijenaz inhibisyonu ile
Iokotrien sentezinin ve siperoksit Gretiminin baskilanmasi, lizozomal enzim saliniminin
baskilanmasi, kikirdak metabolizmasina etkileyerek kondroprotektif ya da kondrodestriktif
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, nétrofil agregasyonu ve
aktivasyonu icin gerekli olan sinyallerin inhibisyonunu saglamak, granilosit-monosit
migrasyon ve fagositozunun inhibisyonunu diizenlemek NSAIi’lerin genel etkileridir.

Prostoglandin E,, prostoglandin 1, gibi bazi prostoglandinler inflamasyonda gorev
almaktadir. NSAII’lar teropétik etkilerini prostoglandin dretiminde gérev alan COX enzimini
inhibe ederek gerceklestirirler (Brunton ve ark., 2009) (Sekil 11).

— PGE,
+’ PGF,,
:
> PGD,
Fizyolojik inflamatuvar PGG, ———— PGH,
uyari Siklooksijenaz

PGlI, —— 6-ketoPGF,,

Sekil 11. PG sentezi ve COX yolunun NSAIii’ler tarafindan inhibisyonu (Brunton ve ark.,
2009).

Bobrek ve karaciger fonksiyon bozukluklarinda, ilacin  farmakokinetigi
degismemektedir. Ayni sekilde, degisik yaslardaki hastalarda; absorpsiyon, metabolizma ve
eliminasyonda farklilik g6zlenmemistir. Karacigerde hidroksillenme ve konjugasyon suretiyle
inaktive edilir (Kayaalp, 2009).
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2.5.2. Gebelikte Diklofenak Sodyum
Plasenta belirli bir dereceye kadar secici gecirgen olabilmektedir. DS hamileligin daha

ilk trimestiri siirecinde insan plasentasindan kolaylikla gecebilmektedir. NSAII prostanoitlerin
biyosentezine engel olduklarindan plasenta bariyerini gecip fetal dolasima katilarak fetusta
teratojenik etkilere neden olabilirler (Dawood, 1993; Ostensen ve Ramsey-Goldman, 1998;
Zenker ve ark., 1998).

Amerika Birlesik Devletleri gida ve ila¢ dairesi (FDA) var olan klinik deneyimlere
gore ilaclari 5 kategoride siniflandirmistir:

A kategorisi: I Ik trimestirde fetiis tzerinde zararini goéstermemistir. Daha sonraki
donemlerde de ilacin zararh oldugu hakkinda kanit yoktur. Gebelerde en guvenilir ilaglardir.

B kategorisi: Teratojenik etki gostermemistir ama hamilede klinik deney yetersizdir.
Deney hayvaninda yapilan ¢alismalar ilacin fetotoksik etkisinin oldugunu gdstermistir. Ancak
hamilelerde yapilan kontrolli ¢alismada klinik fetotoksik etkisini gostermemistir. Gerekli ise
gebede kullanilabilir.

C Kategori: Ilaglarin hayvanlarda embriyosit ve teratojenik etkileri gosterilmistir,
fakat hamilelerde ilag incelenmesi yetersizdir. Bu tur ilaglarin gebe kadinlara saglayacagi
yararin fetlis Uzerindeki zararindan daha fazla olduguna inanildigi durumlarda hekim
tarafindan kullanimina izin verilmektedir.

D Kategori: Insanda fetiis tizerinde zararh etkisi kanitlanmistir.

X Kategori: Bu kategorideki ilaclarin deney hayvani ve hamilede fetusa zararh etkisi
gosterilmistir (Stizer, 2005).

Bizim calismamizda kullanilan diklofenak sodyum C kategorisine aittir (Cassina ve
ark., 2010).

2.6. Stereoloji
Stereoloji, gercekte i¢c boyutlu olan canli ya da cansiz yapilarin, iki boyutlu diizlemde

elde edilen goruntulerinden yola cikarak geometrik ve sayisal 6zellikleri hakkinda bilgi elde
edinilmesini saglayan bir yontem bilimidir (Baddeley and Jensen, 2005). Bu yontem bilimi,
belli kurallar dahilinde yapilardan elde edilen dilimlerden, histolojik kesitlerden, bilgisayarl
tomografi ya da manyetik rezonans gibi cihazlardan elde edilen radyolojik gortnttlerden ilgili

yapilar hakkinda guvenilir veriler elde etmek icin kullanilan bir dizi yontemi icerir.
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Stereolojik yontemler; hacim, ylizey alani, say1 ve uzunluk gibi birgok 6nemli sayisal degere
ulastlabilmeyi saglamaktadir (West ve ark., 1999).

2.6.1. Stereolojide Tarafsizlik ve Etkinlik Kavramlari
Stereolojide tarafsizlik s6zcugu, plan-tabanli stereolojik yontemlerin uygulanmasi ile

ortaya ¢ikan onemli kavramlarindan biridir. Calisma Oncesi ve ¢alisma surecinde yapilarin
ilgilenilen geometrik 6zellikleri hakkinda herhangi bir varsayim veya kabuliin yapilmamasi ve
yapinin her noktasina esit 6rneklenme sansinin taninmasi, tarafsizlik kavraminin 6zini
olusturmaktadir (Gundersen, 1986).

Etkinlik, stereolojik yontemlerde tarafsizlik kadar onemli bir kavramdir. Etkinlik
prensibi calismalarda kisa zamanda givenilir sonuca ulasmak olarak 6zetlenebilir. Prensibin
temelini “Sistematik Rasgele Ornekleme” (SRO) olusturur (Canan ve ark., 2002a; 2002b).

2.6.2. Stereolojik Calismalarda Sistematik Rasgele Ornekleme
Calismanin ozelligine de bagli olmakla birlikte, cogu zaman yapinin tamaminda

calismak gercekci olmadigl gibi her zaman mimkun de olmayabilir. Bu nedenle ¢alismalarda
isteyerek ya da istemeyerek yapidan 6rnekleme yapmak, siklikla tercih edilen yollardan
birisidir. Ornekleme yapilan calismalarda elde edilen sonuclarin, gercek degere yakinhigi ise
orneklemenin sekli ile dogrudan iliskilidir (Canan ve ark., 2002a; 2002b).

Stereolojik ¢alismalarda elde edilen verilerin glvenilir ve gercek degerden sistematik
bir sapma gostermemesi i¢in uyulmasi gereken en 6nemli noktalardan birisi de érneklemenin
dogru yapilmasidir. Stereolojide kullanilan érnekleme sekli SRO olarak bilinen érnekleme
seklidir. Bu 0Orneklemede ilgilenilen yapinin tamamina esit ihtimallikte 6rnekleme sansi
verilmektedir (Canan ve ark., 2002a; 2002b).

2.6.3. Stereolojide On Calisma
Stereolojik calismalarda esas calismaya baslamadan once bir 6n calisma yapilarak

calismanin tamaminda kullanilacak bir 6rnekleme plani belirlenir. On calismada istenen hata
miktarina gore yaklasik olarak ne siklkta bir 6rnekleme yapilmasi gerektigi saptandiktan
sonra bu ornekleme calismadaki diger bireyler icin herhangi bir degisiklige ugratilmadan
uygulanir (Canan ve ark., 2002b).

Uygulamada degisik sikliktaki farkli drneklemeler istatistiksel analizlere tabi tutularak

en uygun Ornekleme belirlenir ve bu 6rnekleme tim calismaya uygulanir (Kaplan ve ark.,
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2012a). Calismadaki toplam hata miktari, hata katsayisi (Coefficient of Error) ile belirlenir.
Stereolojik bir ¢alismanin guvenilirligi icin genellikle 0,05 degerinin altinda bir hata katsayisi
yeterli kabul edilmektedir (West, 1999). Hata katsayisinin 0,05 degerinin altinda ya da bu
degerde tutabilmek icin ¢ogu zaman bir grupta en az 5 hayvanin olmasi gerekir. Biyolojik
varyasyonun hata payina katkisi, calisilan canliya gore de degisir. Ornegin sican, fare ve
civciv gibi deney hayvanlari ile yapilan calismalarda, istenilen hata katsayisi, 5 adet hayvanin
calismaya dahil edilmesi ile saglanabilir. Clinki bu hayvanlarda bireyler arasindaki biyolojik
varyasyon azdir. Ayni hata katsayisi degerini insan orneklerinden elde edebilmek icin ise en
az 25 birey uzerinde calismak gereklidir (West, 1993). Bunun nedeni ise insanlar arasindaki
biyolojik varyasyonun yiksek olmasidir. Dolayisiyla, yapilan her calisma belli bir hata
katsayisi siniri iginde gerceklestirilecek ve bu sinirlar icinde elde edilen veriler, arastirici icin
yeterli gtivenlikte olacaktir (Canan ve ark., 2002b).

2.6.4. Stereolojide Boyut Kavrami
Stereolojide iki boyutlu duzlemde calisilacak yapilarin i¢c boyutlu seklinin yorumunu

yapabilmek bazi noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir. Kesitlerde gercekte ti¢ boyutlu olan
yapilarin, iki boyutlu dizlemdeki izdistmlerinden yola c¢ikarak sonuc elde edinilmeye
calisthr. Kesitler ilgili yapinin iginden gecerken yapida bulunan bilesenlerin boy, sekil, hacim
ve yonelimlerine bagli olarak kesit izdusumleri olustururlar. Kesit dogrultusundaki bir
degisim, eger ilgilenilen doku icindeki partikul dagilimi izotropik degilse farkl izdusimlerin
olusumuna neden olmaktadir (Kaplan ve ark., 2012a) (Sekil 12). Boyut kavramiyla yakindan
ilgili diger bir terim ise sonda’dir. Sonda, hesaplanacak yapinin boyutuna gére uygun bicimde
hazirlanan (1 boyutlu, 2 boyutlu, 3 boyutlu) geometrik sekillerdir. Yani, stereolojide yapilar
sonda denilen cesitli geometrik sekillerle (nokta sondasi, ¢izgi sondasi, dizlem sondasi ve
disektor denen hacim sondasi) arastirilir. Kural olarak incelenecek yapinin boyutu ve sonda
boyutunun toplami ¢ etmelidir. Bir baska deyisle tek boyutlu uzunluk iki boyutlu diizlem
sondasl, iki boyutlu alan tek boyutlu ¢izgi sondasi, ¢ boyutlu hacim boyutsuz nokta sondasi
ve boyutsuz tanecik sayisi U¢ boyutlu disektor hacim sondasi ile calisiimahdir (Kaplan ve
ark., 2012b) (Sekil 13).
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Sekil 12. Tanecik boyutu tarafli sayim metotlarinin kullanildigi ¢alismalarda sonuclari
olumsuz etkilemektedir. Seri histolojik kesitlerde farkl boyuttaki tanecikler (A) ile
ayni boyutta ancak farkli yonelimde olan tanecikler (B) farkli sayida profil
izdusumu verirler. Buyuk tanecikler kugik olanlara gore daha fazla izdisim
vermektedir. Her bir izdisimun sayilmasi dokuda gercekte var olan tanecik sayisi
hakkinda dogru bilgi elde etmeyi imkansiz hale getirmektedir (Kaplan ve ark.,
2012a’ dan uyarlanmistir)
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Sekil 13. Uc¢ boyutlu yapidan (A) gegen iki boyutlu bir diizlemde (B) biyolojik taneciklerin
gorunumu. Kesit dizlemi tzerinde hacim (H) alan (A) profili olarak, alan uzunluk
(U) profili olarak, uzunluk ise nokta (N) profili olarak goziikmektedir. Noktasal
parametreler ise iki boyutlu kesit diizlemi Gzerinde fark edilebilir degildir (Kaplan ve
ark., 2012a’dan uyarlanmistir)

2.6.5. Tarafsiz Sayim Cercevesi
Tarafsiz sayim gergevesi mikroskobik goruntii alaninda sayim islemini tarafsiz olarak

standardize etmek igin gelistirilmistir. Tarafsiz sayim cercevesi, komsu iki kenari serbest,
diger komsu iki kenari yasak olan ve bu yasak kenarlarin uzantilarinin sonsuza dogru uzanan
bir dortgen veya karedir (Sekil 14). Kenarlarin isimlerinden de anlasilacagi gibi serbest
kenarlarla (yesil cizgiler) temas eden tanecikler sayilirken yasak kenarlara (kirmizi ¢izgi) ve
bunlarin uzantilarina temas edenler sayim digi birakilir. Tarafsiz sayim c¢ercevesinin kurali

olarak icine diisen tanecikler dogal olarak sayilmaktadir (Kaplan ve ark., 2012a).
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Sekil 14. Tarafsiz sayim cercevesi, Kirmizi tik isareti; sayima dahil edilmeyen néronlari, yesil

yildiz; sayima dahil edilen néronlari gostermektedir.

2.6.6. Stereolojide Tanecik Sayimi: Disektor
Tanecik ilgilenilen doku bileseni olarak ifade edebilir. Bu sozcliglin anlami ve igerigi,

yapilan ¢alismaya gore degisir. Calismanin 6zelligine gore ilgilenilen yapi, glomerdl, hiicre,
cekirdek, organel, sinaps veya cekirdekcik olabilir. Ornegin sinir hicreleri ile ilgili bir
stereolojik calismada sinir hucresi tanecik olarak isimlendirilir (Kaplan ve ark., 2012b).

Bir yapiyr mikroskobik dizeyde calisabilmek icin bunun kesitlerinin elde etmek
zorundayiz. Kesitlerde ortaya ¢ikan tanecik izdtustimlerinin tamami sayilirsa elde edilen deger,
bize gercek sayi hakkinda dogru bilgi vermeyecektir. Bunun nedeni kesitlerdeki izdistmler,
taneciklerin buyuklugine ve yonelimine gore degismektedir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi

say! boyutsuz bir parametre olmasindan dolayi, parametre boyutu + sonda boyutu = 3 olmasi
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kuralindan dolayi, tanecik sayimi yapilacagl zaman u¢ boyutlu hacim (disektor) sondasinin
kullaniimasi gerekmektedir (Unal ve ark., 2002a).

Disektor yonteminin fiziksel ve optik disektor olarak iki uygulama sekli vardir. Biz
calismamizda optik disektor kullandik. Optik disektor uygulamasi kalin kesitlerle yapilan
calismalarda siklikla tercih edilen bir yontemdir. Bu uygulama igin ideal kesit kalinhgi
histolojik islemlerden sonra en az 15-20 um (t) olmahdir. Bunun nedeni kesitin st ve alt
yizeylerinde guivenlik kusagi olarak adlandirilan yaklasik 2 um’lik mesafelerin arasinda kalan
8-10 pum’lik mesafede sayim yapilmasidir. Glvenlik kusaginin, kesit yizeyinde meydana
gelebilecek puruzler veya ylzeylerde bulunan yarim kesilmis tanecikler gibi kesit kalinligina
ve tanecik sayisina etki edebilecek bir kisim etkilerden kurtulmak icin gerekli oldugu
savunulmaktadir (West, 1993).

Optik disektorde tanecik sayimi, secilen drnekleme alaninda kesit kalinligi boyunca
olusturulan optik kesitler arasinda olusturulan sanal kiipler olarak da adlandirabilecegimiz
disektor sondasi igerisinde yapilir. Bu yontemde sayim yapilirken, dnce gorinti kaybolana
kadar kesitin ust yizune cikilir, daha sonra mikrovida ile yavasca asagiya (dokunun igine)
dogru ilerlenir. Dokunun ilk net olarak belirdigi an da mikrokator sifirlanir. Burasi kesitin st
yuzudur. Buradan itibaren birakilan guvenlik kusagindan sonra 6n c¢alismada belirlenen
yikseklik (h) kadar doku icine girilerek tarafsiz sayim cergevesi kurallarina uyularak tanecik
sayimi yapilir. Bu esnada sayima dahil edilen tanecikler disektor tanecigi (Q7) olarak
adlandirihir. Bu yukseklik sayilan tanecigin Z eksenindeki (zemine dik olan) uzunlugundan
daha fazla olmalidir (Sterio, 1984). Optik disektrde belirli bir hacim icginde sayim
yapildigindan elde edilen deger sayisal yogunluktur (NV).

NV =% Q /X Vs

NV: Sayisal yogunluk

¥ Q": Toplam disektor tanecigi sayisi

> Vgis: Toplam disektor hacmi

Toplam tanecik sayisini hesaplamak igin ise, yapinin toplam hacminin bilinmesi
gereklidir. Ornegin, beyindeki hipokampus bolgesinin birim hacmindeki sinir hiicresi sayisi
disektor yontemiyle hesaplanmis ise, toplam sayiya ulasmak icin, hipokampus bdlgesinin
toplam hacminin de bilinmesi gerekir. Bunun icin en uygun ve tarafsiz yontem Cavalieri
hacim hesaplama yontemidir. Tarafsiz bir yontemle elde edilmis olan toplam hacim degeri,
disektor yonteminden elde edilen sayisal yogunluk degeri ile ¢arpildiginda (N = NV x Vref)
ilgilenilen taneciklerin yapidaki toplam sayisinin tarafsiz bir hesabi yapilir (Unal ve ark.,
2002b).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Deney Hayvanlarinin Bakimi ve Beslenmesi
Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi’nden

saglanan 28 adet Wistar albino cinsi 280-300 g agirliginda, yetiskin disi sicanlar kullanildi.
Sicanlar, 12 saat aydinlik/karanlik dongulsu uygulanan, standart sicaklik (21+1°C) ve neme
sahip odalardaki plastik kafeslerde tutuldu. Hayvanlar ¢esme suyu ve palet halindeki
standart sican yemiyle beslendi. Ardindan disiler gebe kalabilmeleri icin ayri kafeslerde
erkek sicanlarla birkag giin ciftlesmeye birakildi. Ciftlesmenin ertesi ginu vaginal plak
go6zlenen sicanlar, gebeligin sifirinci gliniinde olduklari kabul edildi. Calismamiz Ondokuz
Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 28.02.2011 tarih ve
2011/11 sayih karar ile onaylanmistir.

3.2. Deney Protokolu
Cahismada yer alan ve rastgele secilen disi erigkin ratlar ikiser olarak 14 adet farkl

kafese ayrildi. Denek gruplarina (3,6mg/kg, 9mg/kg ve 18mg/kg) DS, serum fizyolojik
grubuna ise ayni doénem icinde 1ml/kg serum fizyolojik intramiskiler olarak enjekte edildi.
Pir kontrol grubuna ise hicbir islem yapilmadi. Doguma yakin gebe ratlarin diger yavrulara
zarar vermemesi icin her hayvan ayri kafese alindi. Voltaren SR 75 adl ilacin aktif maddesi
olan DS icin Novartis Saglik, Gida Ve Tarim Uriinleri Sanayi ve Ticaret A.S. (Kurtkoy-
Pendik, Istanbul) tarafindan triin destegi alindi. Bitiin gruplardaki gebe ratlar ortalama olarak
gebeligin 21. glninde yavrularini dogurdu ve yeni dogan yavru ratlar ortalama 7 cm boya ve
0,006 gr agirliga sahipti. Yavrularin 7. gunde ise boylari ortalama 9 cm, agirliklari ise 0,012
gr’a ulasti (Sekil 15).
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Sekil 15. Yedi gunlik yavru rat gorunttsu

3.3. Diklofenak Sodyum Stok Solusyonun Hazirlanisi
10,8 mg diklofenak sodyum 1ml distile su iginde ¢oOzildi. Vortex kullanilarak

¢ozeltinin homojen olmasi saglandi. 300 gr hayvan icin enjekte edilecek 3,6 mg/kg’lik doz
icin stoktan 0,1 ml; 9 mg/kg’lik doz igin stoktan 0,25 ml; 18 mg/kg’lik doz igin stoktan 0,5 ml
ilag enjeksiyonu yapildi.

3.4. Calisma Gruplari ve Uygulanan Tslemler
Cahismada ratlar icin Letal doz (LD 50) olarak 90 mg/kg kabul edildi (Hirose et al.,

1984, Liles ve Flecknell, 1992). Uygulanan dozlar:1. doz (yiiksek) olarak LD 50 dozunun 1/5
(18 mg/kg), 2. doz (orta) olarak LD 50 dozunun 1/10 (9 mg/kg), 3. doz (diisuk) olarak LD 50
dozunun 1/25’1 (3,6 mg/kg) kullanildi.

Gebe hayvanlara ilag enjeksiyonu farkli gebelik (G) periyotlarinda yapildi. Bu noktada
hipokampusun gelisim donemi dikkate alindi (Clancy, 2001). Bu periyotlar: I. trimester
donemi igin G1 - G7 arasi (7 gun), Il. trimester donemi icin G8 - G14 arasi (7 gun), Il
trimester dénemi igin G15 - G21 arasi (7 glin) ve butln gebeligi kapsayan G1.-G21 arasi
olarak belirlendi.
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Uygulanan dozlar ve gebelik dénemleri dikkate alindiginda c¢alismamizda toplam 14

grup olusturuldu.

Bu gruplar ve gruplara ait yapilan kodlandirmalar sirasiyla asagida belirtilmistir.
. Grup: 0-7. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (Al grubu)
. Grup: 08-14. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (A2 grubu)
. Grup: 15-21. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (A3 grubu)
. Grup: 0-21. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (A4 grubu)
. Grup: 0-7. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (B1 grubu)
. Grup: 8-14. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (B2 grubu)
. Grup: 15-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (B3 grubu)
. Grup: 0-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (B4 grubu)
. Grup: 0-7. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (C1 grubu)
10. Grup: 08-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (C2 grubu)
11. Grup: 15-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (C3 grubu)
12. Grup: 0-21. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu (n:6) (C4 grubu)
13. Grup: Pir Kontrol (Higbir iglem yapilmadi) (n:6) (D grubu)

© 00 N oo o B~ W DN

14. Grup: Serum Fizyolojik (1 ml SF enjeksiyonu) (n:6) (E grubu)

3.5. Anestezi Islemi
Yavru ratlara yiksek doz anestezi ile 6tenazi yapildi. Anestezi dozu olarak 50 mg/kg

ketaminhidroklorid (Ketalar ampul, Eczacibast), 10 mg/kg xylazine (Rompun ampul, Bayer)
karisimi enjekte edildi. Enjeksiyon islemi intraperitoneal olarak gerceklestirildi. Yavrular
anesteziden sonra spontan solunuma birakildi. Anesteziye, deney sirasinda agriya yanitsiz
olacaklar sekilde devam edildi ve doku diseksiyonu igin solunumlarinin durmasina kadar
beklendi.

3.6. Perfiizyon ve Fiksasyon Islemi
Yedi glnlik erkek yavru ratlar intrakardiyak perfiizyon yapilmasi icin uygun

blyuklikte olmadigindan bu islem yapilamadi. Yiksek doz anestezi sonucu 6tenazi yapilan
yavrularin kafalari bedenlerinden ayrildi. Ayrilan kafanin derisi uzaklastirildi (Sekil 16).
Daha ince bir kikirdak plak olan kafatasi soyulup icindeki beyin cikarildi ve diseke edilen
beyinler %10’luk tamponlu formaldehit’in bulundugu etiketli numune kaplarina konuldu.
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Dokular formaldehit icinde 10 giin bekletilerek fikse edilmesi saglandi. Daha sonra rutin doku

takip islemleri ve stereolojik analiz islemlerine gegildi.

Sekil 16. Yedi glinltik yavru ratdan diseke edilen beyin dokusu

3.7. Histolojik Takip Islemi
% 10° luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 10 giin bekletilip fikse edilen beyin

dokularinin 1sik mikroskobik takibi yapildi.

3.7.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolu
Doku takibi Thermo Fisher Scientific marka Shandon Citadel 2000 model doku

takip cihazinda, otomatik olarak asagida belirtilen stireli programla yapildi (Sekil 17).
1) Dokular gruplar halinde kasetler iginde 1 gece akar suda yikamaya birakildi.
2) Dehidratasyon islemi igin alkol serisinden gegirildi.
% 70’lik alkolde 1saat bekletildi.
% 80’lik alkolde 1 gece bekletildi.
% 96°lik alkolde 1 saat (2 kez )
% 100’luk alkolde 1 saat (2 kez)
3) Seffaflastirma islemi igin ksilen serisinden gegirildi.
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Ksilen 30 dk

Ksilen 15 dk

4) Paraplast serisinden gegirildi.
Paraplast 1 saat

Paraplast 1 saat

Paraplast 45 dakika

5) Gémme

Sekil 17. Doku takip cihazi

3.7.2. Kesit Alma Islemi
Takibi yapilan dokular bloklandi. Elde edilen bloklardan mikrotom araciligiyla
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(Leica RM 2125RT, Germany) stereolojik incelemeler icin sistematik rastgele drnekleme
mantigi cercevesinde 20 mikron kalinliginda 1/6 6rnekleme ve histopatolojik incelemeler igin
ise 7 mikron kalinliginda 1/18 drnekleme ile kesitler alindi (Sekil 18A, B). Kalin kesitler lam
Uzerinde boyama sirasinda dokilmelerini engellemek igin jelatinli sicak su banyosuna
konularak agildi ve kurumasi beklendi. Etiivde tizerinde kesit bulunan lamlar 59°C etilv icinde
1 gece bekletilerek deparafinize edilmesi saglandi. Daha sonra boyama islemine gecildi.

Sekil 18. Sistematik rastgele 6rnekleme ile t mikron kalinliginda 1/6 6rnekleme ile alinan

kesitlerin sematik gosterimi

3.7.3. Krezil viyolet Boyama Islemi
0,1 gr krezil viyolet (Merck, Cresyl violet acetate, FN 1107635, Germany) 100 ml

distile suya katilarak boya hazirlandi. Hazirlanan boya boyamaya baslamadan etiive
konuldu. Boyama islemi asagida verilen prosediire uygun olarak yapildi.
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. Ksilen 15 dakika (4 kez)

. %100’1lk alkol 10 dakika (2 kez)
. %96’k alkol 5 dakika (2 kez)

. %80’lik alkol 10 dakika

. Distile su 10 dakika

. Krezil viyolet boyasi 4 dakika

. Distile su 2 dakika

. % 70 alkol 5 dakika

. % 80 alkol 5 dakika

10. % 96 alkol 5 dakika

11. Ayristirma soltisyonu 7 dakika (Solusyon: 500ml %96 alkol + 10 damla glasiyal asetik

© 00 N o o1 B~ W DN e

asit).

12. % 96 alkol 5 dakika

13. % 100 alkol 10 dakika
14. Ksilen 15 dakika (3 kez)
15. Entellan ile kapama

3.8. Kesitler Uzerinde Stereolojik Analiz
Cahismada, hipokampustaki toplan néron sayisini hesaplamada 6zel bir yazilima sahip

bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemi (9.0., MicroBrieldField; Colchester; USA)
kullanildi. Sistem Leica marka bir mikroskop, Heidenhain marka bir mikrokator ve tablayi
hareket ettiren motorize bir joystickten olusmaktadir (Sekil 19).
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Sekil 19. Stereolojik analiz sistemi

Kesitler, mikroskop tablasina yerlestirdikten sonra Uzerinde o6lgim yapacagimiz
hipokampus alaninin dis hatlari program yardimiyla cizilerek belirlendi (Sekil 20).
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Sekil 20. Analiz icin alani ¢evrelenmis hipokampus

Olguim yapilacak alanlar belirlendikten sonra, optik pargalama metodu ile birbirinden
esit araliklarla ayrilmis olan optik disektér sondalari rastgele bir aciyla kesit (zerine
yerlestirildi. Bilgisayarda kullanilan yazilim bu imkéni saglamaktadir (Sekil 21).
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Sekil 21. Analiz icin alani cevrelenmis hipokampus alanina rastgele yerlestirilmis olan

tarafsiz sayim gergeveleri

Calismamizda kullanilan optik disektorlerin  blydkligli ve optik pargalamada
belirlenenen adim araliklari uygun bir hata katsayisi degerine gore belirlendi (Gundersen ve
Jensen 1987). Sonraki asamalarda, beyin kesitleri (izerindaki optik disektor sondalarinin igine
ya da sayilabilir kenarlarina denk gelen noéronlar uygun marker ile isaretlenerek sayima dahil
edildi (Sekil 22).
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Sekil 22. Hipokampus alanina rastgele yerlestirilmis olan tarafsiz sayim gerceveleri ve sayima
dahil edilen isaretli néronlar

Belirli bir hacime sahip olan optik disektdr sondasi (tarafsiz sayim cercevesi) (Sekil
23) icine dusen noktalar isaretlendikten sonra, asagida ifade edilen formul yardimiyla
kesitlerdeki toplam noron sayisi ¢alisma boyunca kullanilan 6rnekleme oranlari da dikkate

alinarak hesaplandi.
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N=_1 1 ___1 .IQ
adp kop kadp

Formdlde; a.0.p: Alan drnekleme pay1, k.0.p: Kesit 6rnekleme payi, k.a.0.p: Kalinlik
ornekleme payl, Q  : Sayilan tanecik miktari, N= Hesaplanan toplam tanecik sayisini
gostermektedir. Calismamizda Ornekleme gerceve 30um x 30um, alan 6rnekleme 200um x
200um olarak belirlendi.

A B

Sekil 23. Tarafsiz sayim cercevesi ve belirli bir hacime sahip olan optik disektor sondasi

3.9. istatistiksel Analiz
Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 21.0 for Mac (IBM Corporation)

istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Analiz 6ncesi normallik testi yapildi. Normallik
testi sonucu verilerin normal dagihm gosterdigi tespit edildi. Gruplarin karsilastiriimasinda
One Way ANOVA (Tukey Post-Hoc Test) testi kullanildi. Tim gruplarin karsilastiriimasinda

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

4.1. Makroskobik Bulgular
Bu calismada 84 adet Wistar albino cinsi erkek yavru ratlar kullanilmistir. Denekler

yiiksek doz anestezi altinda 6tenaziden sonra beyin dokulari dikkatlice ¢ikariimistir. Ayrica;
yavru hayvanlarin dis gorinimlerinde ve i¢ organlarinda herhangi bir malformasyon

gOzlenmemistir.

4.2. Stereolojik Bulgular
Cahismamizda kullanilan tim gruplardaki deneklerden elde edilen hipokampus

goruntaleri Gzerinde, tarafsiz stereolojik bir yontem olan optik parcalama metodu kullanilarak
CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri ile tim hipokampus alaninda ayri ayri “ortalama néron sayisi”
hesaplamasi yapilmistir.
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4.2.1. CAl Alaninda Elde Edilen Bulgular
CA1l alaninda ortalama ndron sayisi hesaplanmasi sonucu elde edilen bulgular ve

degisim katsayilari asagida sunulmustur (Tablo 1; Sekil 24-25).

Tablo 1. Bitiin gruplara ait CA1 bélgesinde yer alan ortalama ndron sayisi ve degisim
katsayisi degerleri (OSH; Ortalama standart hata)

CA1 BOLGESI NORON SAYISI DEGISIiM

GRUPLAR (ORTALAMA + OSH) KATSAYISI
Al 326896 + 9878 0,07
A2 291602 + 4718 0,04
A3 259545 + 3839 0,04
A4 247625 + 7596 0,07
B1 267836 + 4464 0,04
B2 238982 + 4935 0,05
B3 246983 + 8411 0,08
B4 220402 + 8029 0,08
C1 205933 + 9597 0,11
C2 187933 + 3718 0,05
C3 159577+ 6481 0,1
c4 192954 + 5007 0,06

418632 + 10563 0,06
E 418514 + 16520 0,1
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Calismamizda kullanilan deneklerden elde edilen hipokampus oOrneklerinin CAl
bolgelerinde bulunan ndron sayilari asagidaki prosedure gore kiyaslanmistir.

CAl Alaninda Hesaplanan NOron Sayisinin  Doza Bagh  Olarak
Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde farkhi DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplari (A1-B1-C1; A2-B2-C2; A3-B3-C3 ve A4-B4-C4
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu kiyaslamaya gore; Al, B1 ve C1 gruplari arasinda
ileri derecede anlamh bir fark oldugu bulundu (p<0,01). Ayrica; A2, B2 ve C2 gruplari
arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu gorildu (p<0,01). A3 ile B3 gruplari arasinda
ise anlaml bir fark olmadigi (p>0,05) fakat C3 grubu ile iki grup arasinda ileri derecede
anlamli bir fark oldugu go6zlendi (p<0,01). Bu sonuglara ek olarak; A4 ile B4 gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) fakat C4 grubu ile iki grup arasinda ileri derecede anlamli
bir fark oldugu saptandi (p<0,01). D ve E gruplari arasinda ise anlamh bir fark yoktu
(p>0,05). Fakat D ve E gruplari ile DS uygulanan tum gruplar arasinda ileri derecede anlamli
bir fark vardi (p<0,01) (Sekil 24A-D).
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Sekil 24. Ayni gebelik donemlerinde uygulanan farkl dozlara gore karsilastirilan gruplara ait
CAL bolgesinde hesaplanan ortalama noron sayisi degerleri gosterilmektedir. (Al: O-
7. gln 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3: 15-
21. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; B1: 0-
7. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21.
gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. giin
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pur kontrol;
E: Serum fizyolojik)
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CAl Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin DS’nin Uygulandigr Gebelik
Donemine Gore Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore; farkli gebelik dénemlerinde ayni DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplan (Al-A2-A3-A4; B1-B2-B3-B4; C1-C2-C3-C4;
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu kiyaslamaya gore; Al ile A3 ve Al ile A4 gruplari
arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0,01). A2 grubunun diger gruplarla
arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05). B1, B2, B3 ve B4 gruplari arasinda ise
anlamli bir fark olmadigi saptandi (p>0,05). C1, C2, C3 ve C4 gruplar arasinda ise anlamli
bir fark yoktu (p>0,05). Ayrica; D ve E gruplari arasinda anlaml bir fark olmadigi gézlendi
(p>0,05). Fakat D ve E gruplari ile DS uygulanan tim gruplar arasinda ileri derecede anlamli
bir fark oldugu saptandi (p<0,01) (Sekil 25A- C).
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Sekil 25. Farkl gebelik donemlerinde uygulanan ayni doz DS’ye gore karsilastirilan gruplara ait
CALl bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir. (Al: 0-7.
gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3: 15-21.
gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; B1: 0-7. gun
9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21. giin 9
mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun 18 mg/kg
DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. giin 18 mg/kg DS
enjeksiyonu; C4: 0-21. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pir kontrol; E: Serum
fizyolojik)
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4.2.2. CA2 Alaninda Elde Edilen Bulgular
CAZ2 alanindaki ortalama ndron sayisi hesaplanmasi sonucunda elde edilen bulgular ve

degisim katsayilari asagida sunulmustur (Tablo 2; Sekil 26-27).

Tablo 2. Bitiin gruplara ait CA2 bélgesinde yer alan ortalama ndron sayisi ve degisim
katsayisi degerleri

CA2 BOLGESI NORON SAYISI DEGISIiM

GRUPLAR (ORTALAMA + OSH) KATSAYISI
Al 49529 + 639 0,03
A2 45118 + 1032 0,06
A3 44636 + 1023 0,06
A4 44136 + 1251 0,06
B1 43333 + 990 0,06
B2 42594 + 1455 0,08
B3 44543 + 2846 0,16
B4 53489 + 1991 0,08
C1 40609 + 675 0,04
C2 39722 + 2052 0,13
C3 36526 + 2412 0,16
c4 42015 + 1682 0,09

60072 + 2033 0,08
E 52953 + 3124 0,14
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Calismamizda kullanilan deneklerden elde edilen hipokampus oOrneklerinin CA2
bolgelerinde bulunan néronlarin sayisi asagidaki prosedure gore kiyaslanmistir.

CA2 Alaninda Hesaplanan Noron Sayilarinin  Doza Bagh Olarak
Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde farkli DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplari (A1-B1-C1; A2-B2-C2; A3-B3-C3 ve A4-B4-C4
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu kiyaslamaya gore; Al, B1 ve C1 gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0,05). Fakat D ve E gruplarinin B1 ve C1 gruplari
arasinda ileri derecede anlamli bir fark saptanirken (p<0,01), Al grubu ile arasinda anlamli bir
fark olmadigi belirlendi (p>0,05), (Sekil 26A). Ayrica; A2, B2 ve C2 gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0,05). Fakat D grubu ile A2, B2 ve C2 gruplari arasinda
ileri derecede anlaml bir fark vardi (p<0,01). E grubunun A2 ve B2 gruplari ile arasinda
anlamlh bir fark yokken (p>0,05), C2 grubu ile arasinda ileri derecede anlamli bir fark
bulundu (p=0,01) (Sekil 26B). A3, B3 ve C3 gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0,05). Fakat D grubu ile A3, B3 ve C3 gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark
oldugu gozlendi (p<0,01). E grubu ile A3 ve B3 gruplari arasinda anlamli bir fark yokken
(p>0,05), C3 grubu ile arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0,01) (Sekil
26 C). Ayrica; A4, B4 ve C4 gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05). E
grubu ile A4, B4 ve C4 gruplari arasinda da anlamli bir fark olmadigi gozlenirken (p>0,05), D
grubu ile A4 ve C4 gruplari arasinda ileri derecede anlamh fark oldugu bulundu (p<0,01),
(Sekil 26D). Ayrica D ve E gruplari arasinda da anlaml bir fark olmadigi saptandi (p>0,05).
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Sekil 26. Ayni gebelik doneminde uygulanan farkl dozlara gore karsilastirilan gruplara ait CA2

bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al: 0-7. gin
3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3: 15-21. gun
3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; B1: 0-7. gin 9
mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21. gun 9
mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun 18 mg/kg
DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. giin 18 mg/kg DS
enjeksiyonu; C4: 0-21. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pir kontrol; E: Serum

fizyolojik)
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CA2 Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin DS’nin  Uygulandigr Gebelik
Donemine Gore Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore; farkli gebelik dénemlerinde ayni DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplan (Al-A2-A3-A4; B1-B2-B3-B4; C1-C2-C3-C4;
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu kiyaslamaya gore; Al, A2, A3 ve A4 gruplari
arasinda anlamli bir fark olmadigi saptanirken (p>0,05), D grubu ile A2, A3 ve A4 gruplari
arasinda ileri derecede anlamli fark oldugu saptandi (p<0,01). E grubu ile A1, A2, A3 ve A4
gruplari arasinda da anlaml bir fark olmadigi gdzlendi (p>0,05), (Sekil 27A). B1, B2, B3 ve
B4 gruplari arasinda ise anlamli bir fark olmadigi saptandi (p>0,05). Fakat D grubu ile B1, B2
ve B3 gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark oldugu belirlendi (p<0,01). E grubu ile B1,
B2, B3 ve B4 gruplari arasinda da anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05), (Sekil 27B).
Ayrica; C1, C2, C3 ve C4 gruplari arasinda anlaml bir fark olmadigi saptandi (p>0,05). Fakat
D grubu ile C1, C2, C3 ve C4 gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark tespit edildi
(p<0,01). E grubu ile C1, C2 ve C3 gruplari arasinda ise ileri derecede anlamli fark oldugu
gozlenirken (p<0,01), (Sekil 27C), D ve E gruplari arasinda da anlamli bir fark olmadigi
go6zlendi (p>0,05).
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Sekil 27. Farkh gebelik dénemlerinde uygulanan ayni doz DS’ye gore karsilastirilan gruplara
ait CA2 bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al:
0-7. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3:
15-21. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu;
B1: 0-7. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3:
15-21. glin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-
7. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-
21. guin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pur

kontrol; E: Serum fizyolojik)
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4.2.3. CA3 Alaninda Elde Edilen Bulgular
CA3 alaninda ortalama néron sayisi hesaplanmasi sonucunda elde edilen bulgular ve

degisim katsayilari asagida sunulmustur (Tablo 3; Sekil 28-29).

Tablo 3. Bitiin gruplara ait CA3 bélgesinde yer alan ortalama ndron sayisi ve degisim
katsayisi degerleri

CA3 BOLGESI NORON SAYISI DEGISIiM

GRUPLAR (ORTALAMA + OSH) KATSAYISI
Al 186641 + 2013 0,03
A2 177012 + 7705 0,11
A3 162385 + 6697 0,1
A4 169094 + 2285 0,03
B1 145000 + 2578 0,04
B2 146851 + 4503 0,08
B3 149208 + 5033 0,08
B4 114842 + 2740 0,05
C1 114996 + 5906 0,13
C2 109151 + 2084 0,05
C3 93978 + 7954 0,2
c4 104860 + 4359 0,09

202103 + 2481 0,03
E 192751 + 8397 0,11
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Calismamizda kullanilan deneklerden elde edilen hipokampus oOrneklerinin CA3
bolgelerinde bulunan ndronlarin sayisi asagidaki prosedire gore kiyaslandi.

CA3 Alaninda Hesaplanan Noron Sayilarinin  Doza Bagh Olarak
Degerlendirilmesi

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik déneminde farkli DS dozu uygulamasina maruz
birakilan A, B ve C eslenik gruplari (A1-B1-C1; A2-B2-C2; A3-B3-C3 ve A4-B4-C4
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile Kkarsilastirildi. Bu karsilagtirmaya gore;Al ile B1 ve Al ile C1
gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark saptanirken (p<0,01), D ve E gruplari ile Al
grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). B1 ve C1 gruplarn arasinda ileri
derecede anlamli bir fark oldugu gérildi (p<0,01), (Sekil 28A). Ayrica; A2 ile C2 ve B2 ile
C2 gruplar arasinda ileri derecede anlamli bir fark vardi (p<0,01). Buna karsilik D ve E
gruplari ile A2 grubu arasinda anlaml bir fark yokken (p>0,05), B2 ve C2 gruplari arasinda
ileri derecede anlaml fark oldugu gozlendi (p<0,01), (Sekil 28B). B3 ile C3 ve A3 ile C3
gruplari arasinda ise ileri derecede anlamh fark oldugu saptanirken (p<0,01), A3 ve B3
gruplari arasinda ise anlamli bir fark olmadigi goézlendi (p>0,05). D grubu ile A2, B2 ve C2
gruplari arasinda ileri derecede anlaml bir fark oldugu saptandi (p<0,01). E grubu ile B3 ve
C3 gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark varken (p<0,01), A3 grubu ile arasinda
anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0,05), (Sekil 28C). Ayrica; A4 ile B4 ve A4 ile C4
gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0,01). Fakat D ve E
gruplari ile B4 ve C4 gruplan arasinda ileri derecede anlaml bir fark oldugu gdzlendi
(p<0,01). A4 grubu ile D ve E gruplari arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (p>0,05),
(Sekil 28D). Ayrica D ve E gruplari arasinda da anlaml bir fark olmadigi saptandi (p>0,05).
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Sekil 28. Ayni gebelik doneminde uygulanan farkh dozlara gore karsilastirilan gruplara ait

CA3 bolgesinde hesaplanan ortalama noron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al: O-
7. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. guin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3: 15-
21. guin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; B1: O-

7. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21.

gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. giin
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pur kontrol,

E: Serum fizyolojik)
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CA3 Alaninda Hesaplanan No6ron Sayisinin DS’nin  Uygulandigi Gebelik
Donemine Bagli Olarak Degerlendirilmesi

Bu degerlendirmeye gore; farkli gebelik donemlerinde ayni DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplan (Al-A2-A3-A4; B1-B2-B3-B4; C1-C2-C3-C4;
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu kiyaslamaya gore;Al, A2, A3 ve A4 gruplari
arasinda anlamli bir fark olmadigi saptandi (p>0,05). D grubu ile Al, A2 ve A4 gruplari
arasinda anlaml bir fark gozlenmezken (p>0,05), A3 grubu ile ileri derecede anlamli bir fark
oldugu saptandi (p<0,01). E grubu ile Al, A2, A3 ve A4 gruplari arasinda da anlamli bir fark
olmadigi gozlendi (p>0,05), (Sekil 29A). Ayrica; B1, B2, B3 gruplari arasinda da anlamli bir
farkin olmadigi saptandi (p>0,05). Buna karsilik B3 ve B4 gruplari arasinda anlamli bir fark
oldugu gozlendi (p<0,05). D ve E gruplan ile B1, B2, B3 ve B4 gruplari arasinda ileri
derecede anlamli bir fark vardi (p<0,01), (Sekil 29B). Ayrica C1, C2, C3 ve C4 gruplar
arasinda ise anlamli bir fark olmadigi bulundu (p>0,05). D ve E gruplari ile C1, C2, C3 ve C4
gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark gozlenirken (p<0,01), (Sekil 29C), D ve E
gruplari arasinda anlaml bir fark olmadigi gézlendi (p>0,05).
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Sekil 29. Farkli gebelik donemlerinde uygulanan DS’ye gore karsilastirilan gruplara ait CA3
bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al: 0-7. gun
3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. gin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3: 15-21.
gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. glin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; B1: 0-7.
gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21.
gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. giin
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pur kontrol;
E: Serum fizyolojik)
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4.2.4. Tum Hipokampustaki Noron Sayisina iliskin Elde Edilen Bulgular
Hipokampus alanindaki ortalama toplam néron sayisinin hesaplanmasi sonucu elde

edilen bulgular asagida sunulmustur (Tablo 4) (Sekil 30-31).

Tablo 4. Bitiin gruplara ait tim hipokampusta yer alan ortalama noron sayisi ve degisim
katsayisi degerleri

HIPOKAMPUS TOPLAM NORON SAYISI DEGISIiM

GRUPLAR (ORTALAMA + OSH) KATSAYISI
Al 563141 + 11195 0,05
A2 513805 + 11913 0,06
A3 466567 + 10085 0,05
A4 460856 + 7883 0,04
B1 456169 + 5533 0,03
B2 428426 + 7606 0,04
B3 440734 + 11910 0,07
B4 388733 + 10782 0,06
C1 361537 + 14297 0,1
C2 336806 + 5661 0,04
C3 290081 + 12897 0,11
C4 339829 + 8516 0,06

680881 + 12890 0,05
E 671559 + 28613 0,1
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Calismamizda kullanilan deneklerden elde edilen hipokampus 6rneklerinin bitin
hipokampus alaninda bulunan néronlarinin sayisi asagidaki prosedure gore kiyaslandi.

Batun Hipokampus Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin Doza Bagli Olarak
Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore ayni gebelik doneminde farkli DS dozu uygulamasina maruz
birakilan A, B ve C eslenik gruplari (A1-B1-C1; A2-B2-C2; A3-B3-C3 ve A4-B4-C4
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile Kkarsilastirildi. Bu karsilastirmaya gore; Al, B1 ve C1 gruplar
arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0,01). D ve E gruplari ile Al, B1
ve C1 gruplari arasinda da ileri derecede anlaml bir fark oldugu gozlendi (p<0,01), (Sekil
30A). Hem A2, B2 ve C2 gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark (p<0,01) hem de D
ve E gruplari ile A2, B2 ve C2 gruplari arasinda ileri derecede anlaml bir fark oldugu
gozlendi (p<0,01), (Sekil 30B). B3 ile C3 ve A3 ile C3 gruplari arasinda ileri derecede
anlamli bir fark vardi (p<0,01). D ve E gruplari ile A3, B3 ve C3 gruplari arasinda ileri
derecede anlamli bir fark oldugu gorildi (p<0,01), (Sekil 30C). Ayrica A4 ile C4 gruplari
arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0,01). Buna karsin A4 ile B4 ve
B4 ile C4 gruplari arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlenirken (p>0,05), D ve E gruplart ile
A4, B4 ve C4 gruplan arasinda ileri derecede anlamli fark oldugu saptandi (p<0,01), (Sekil
30D). D ve E gruplari arasinda da anlamli bir fark yoktu (p>0,05).
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Sekil 30. Ayni gebelik doneminde uygulanan farkh dozlara gore karsilastirilan gruplara ait
tim hipokampuste hesaplanan ortalama noron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al:
0-7. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A2: 8-14. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A3:
15-21. gun 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu; A4: 0-21. giin 3,6 mg/kg DS enjeksiyonu;
B1: 0-7. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3:
15-21. giin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-
7. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-
21. glin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pir

kontrol; E: Serum fizyolojik)
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Batun Hipokampus Alaninda Hesaplanan Noron Sayisinin DS’nin Uygulandigi
Gebelik Donemine Bagli Olarak Degerlendirilmesi:

Bu degerlendirmeye gore; farkli gebelik dénemlerinde ayni DS dozu uygulamasina
maruz birakilan A, B ve C eslenik gruplan (Al-A2-A3-A4; B1-B2-B3-B4; C1-C2-C3-C4;
gruplari) kendi igerisinde kiyaslandi. Ayrica kontrol ve sadece serum fizyolojik uygulamasi
yapilan D ve E gruplarindan ve s6z konusu A, B ve C eslenik gruplarindan elde edilen
bulgular da birbirleri ile karsilastirildi. Bu Kkarsilastirmaya gore; Al ile A3 ve Al ile A4
gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu gozlendi (p<0,01). Ayrica; D ve E
gruplari ile Al, A2, A3 ve A4 gruplari arasinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi
(p<0,01), (Sekil 31A). B1, B2, B3 ve B4 gruplari arasinda ise anlamli bir fark olmadigi
gozlenirken (p>0,05), D ve E gruplari ile B1, B2, B3 ve B4 gruplari arasinda ileri derecede
anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0,01), (Sekil 31B). C1, C2, C3 ve C4 gruplar arasinda
anlaml bir fark yokken (p>0,05), D ve E gruplari ile C1, C2, C3 ve C4 gruplari arasinda ileri
derecede anlamli bir fark vardi (p<0,01), (Sekil 31C). D ve E gruplari arasinda ise anlamli bir
fark olmadigi gozlendi (p>0,05).
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hipokampusta hesaplanan ortalama néron sayisi degerleri gosterilmektedir.(Al: 0-7.
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7. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B2: 8-14. gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B3: 15-21.
gun 9 mg/kg DS enjeksiyonu; B4: 0-21. gin 9 mg/kg DS enjeksiyonu; C1: 0-7. gun
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C2: 8-14. gun 18 mg/kg DS enjeksiyonu; C3: 15-21. glin
18 mg/kg DS enjeksiyonu; C4: 0-21. giin 18 mg/kg DS enjeksiyonu; D: Pur kontrol;
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E: Serum fizyolojik)
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4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

4.3.1. D Grubuna Ait Bulgular
D (pur kontrol) grubuna ait kesitlerde, hipokampusun genel yapisi ve néronlar normal

gorunimdeydi. Isik mikroskobik diizeyde yapilan incelemede néronlarin perikaryonlarinin
sinirlart diizgln; pramidal sekilli olarak izlendi. Ayrica bu hucrelerin ¢ekirdekleri 6kromatik
ve belirgin cekirdekgikliydi (Sekil 32). Noronlarin uzantilari olan dendrit ve aksonlari normal
genislikteydi. Pur kontrol grubuna ait deneklerin hipokampus kesitlerinde piramidal
ndronlarin 6-7 sira halinde dlzgin bir dizilim gdsterirken; noroglia hiicrelerinin de normal

gorinimde olduklari izlendi (Sekil 32).
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Sekil 32. D (plr kontrol) grubuna ait hipokampus 6rneklerinden elde edilen 1sik mikroskobik
kesitler gorilmektedir. Sol taraftaki goruntiler CA1-CA2-CA3 bdlgelerinin x40
blyUtmedeki goruntuleri, sag taraftaki gorintiler ayni bolgelerin x100 luk
blyutmedeki goruntuleri gosterilmektedir. Kiguk resimlerdeki gerceveli alan ile
belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CAS3 bolgeleri izlenmektedir (x5). Siyah
cerceveli beyaz ok; ait olduklari bolgedeki piramidal néron tabakasini, siyah
cerceveli beyaz ok basi; néroglia hicrelerini, siyah cerceveli beyaz yildiz saglikli

piramidal noronlari gostermektedir. Boya: Krezil viyolet
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4.3.2. E Grubuna Ait Bulgular
Gebelik boyunca serum fizyolojik uygulanan E grubuna ait kesitlerde, hipokampusun

genel yapisi ve noronlar normal gorinimdeydi (Sekil 33). Istk mikroskobik diizeyde yapilan
incelemede noronlarin pramidal sekilleri ve dizgin sinirli perikaryonlari ile saghkli yapida
olduklari tespit edildi. Ayrica bu hucrelerin gekirdekleri okromatik idi ve gekirdekgikleri
belirgin olarak gdze carpmaktaydi. Noronlarin uzantilari olan dendrit ve aksonlari normal
genislikteydi. Hipokampusun CA1l, CA2, ve CAS3 bélgelerinde, piramidal néronlarin diizgiin
dizilimli; ndroglia hicrelerinin de normal ve saglikh olduklari goraldi (Sekil 33).
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Sekil 33. E (serum fizyolojik) grubuna ait hipokampus orneklerinden elde edilen isik
mikroskobik kesitler gortlmektedir. Sol taraftaki gorintiler CA1-CA2-CA3
bolgelerinin x40 buylitmedeki goruntileri, sag taraftaki goruntiler ayni bolgelerin
x100 luk buyttmedeki goruntileri gosterilmektedir. Kucuk resimlerdeki cergeveli
alan ile belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CA3 bdlgeleri izlenmektedir (x5).
Siyah cerceveli beyaz ok; ait olduklari bélgedeki piramidal néron tabakasini, siyah
cerceveli beyaz ok basi; néroglia hicrelerini, siyah cerceveli beyaz yildiz saglikli

piramidal noronlari gostermektedir. Boya: Krezil viyolet
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4.3.3. A grubuna Ait Bulgular
Gebelik esnasinda farkli periyotlarda (A1-A3) ya da gebelik boyunca (A4) disik doz

diklofenak sodyum’a maruz birakilan A grubuna ait kesitlerde yapilan 1stk mikroskobik
degerlendirme sonucu, néronlarin kontrol grubuna kiyasla daha eozinofilik sitoplazmali
olduklari gozlendi. Ayrica bu hiicreler 6kromatik nikleuslu ve belirgin niikleolusluydu (Sekil
34 CAl-b ve CA2-b). Noron uzantilari olan dendritler ve akson genislemisti (Sekil 34 CA3-
b). Yine bu ndéronlarin hem hiicre, hem de ¢ekirdek sinirlari diizensiz gérinumdeydi. Ayrica,
bu gruptaki glia hticreleri D ve E gruplarina kiyasla iri ¢ekirdekli ve belirgin cekirdekgikli
olarak izlendi.
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Sekil 34. A (distik doz) grubuna ait hipokampus 6rneklerinden elde edilen 151k mikroskobik
kesitler gorilmektedir. Sol taraftaki goruntuler CA1-CA2-CA3 bolgelerinin x40
blyUtmedeki goruntuleri, sag taraftaki goruntiler ayni bolgelerin x100 luk
bluyutmedeki goruntileri gosterilmektedir. Kuguk resimlerdeki cerceveli alan ile
belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CA3 bdlgeleri izlenmektedir (x5). Siyah
cerceveli beyaz ok; ait olduklari bolgedeki piramidal noron tabakasini, siyah
cerceveli beyaz ok basl; iri ¢ekirdekli noroglia hicrelerini, beyaz yildiz; belirgin

nukleoluslu noronlari, # isareti; eozinofil sitoplazmali ndronlari, kirmizi gerceveli
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beyaz ok; hicre siniri duzensiz noéronlari, kirmizi gergeveli beyaz ok basi;

genislemis olan ndron uzantisini gostermektedir. Boya: Krezil viyolet

4.3.4. B grubuna Ait Bulgular
Gebelik esnasinda farkl periyotlarda (B1-B3) ya da gebelik boyunca (B4) orta doz

diklofenak sodyum’a maruz birakilan B grubuna ait deneklerin hipokampuslarindan elde
edilen 6rneklerinin 151k mikroskobik diizeyde histolojik olarak degerlendirilmesi sonucu D ve
E gruplarina kiyasla normal histolojik yapidaki noronlarin yani sira, heterokromatik ve
piknotik cekirdekli noronlar ile koyu boyanmis sitoplazmali, acilanma gosteren piramidal
noronlara rastlandi (Sekil 35 CAl-b, CA2-b). D, E ve A gruplarina kiyasla bu grupta (B
grubu) pramidal hicre tabakasi sayisinin azaldigr gordldi. Ayrica; koyu boyanmis dar
sitoplazmalari ve vakuolll cekirdekleri ile hasarlanmis gorinime sahip noronlar ve irilesmis
oligodendrosit, mikroglia ve astrositler de bu grupta s6zl edilen 6nceki gruplara gore daha
sikhkla dikkati cekmekteydi (Sekil 35 CA2-b). Noronal uzantilar degerlendirildiginde akson
baslangiclarinin 6nceki gruplara kiyasla yogun boyandigi ve dalgali goriiniimde oldugu tespit
edildi. Dejenere olmus noronlarin bir kisminda ise periferal Nissl yogunlasmasi anlamina
gelen kromatoliz bulgusuna rastlanmaktaydi. Bazi noronlar ise ¢ekirdekgikleri secilemeyen ve
soluk boyanmig cekirdekleri ve sitoplazmalari ile 6demli gérinimdeydi (Sekil 35 CA3-b).
Ayrica bu gruptan elde edilen hipokampus 6rneklerinde hicreler arasi ortamda sinirlari tam
olarak tespit edilemeyen 6l hiicre artigl olasi yapilara rastlandi. Bu yapilar bazi kesitlerde
nekrotik alanlar seklinde goze carpmaktaydi (Sekil 35 CA2-b).
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Sekil 35. B (orta doz) grubuna ait hipokampus 6rneklerinden elde edilen 151k mikroskobik
kesitler gorilmektedir. Sol taraftaki goruntiler CA1-CA2-CA3 bdlgelerinin x40
blyUtmedeki goruntuleri, sag taraftaki gorintiler ayni bolgelerin x100 luk
bluyutmedeki gorunttleri gosterilmektedir. Kuiguk resimlerdeki gerceveli alan ile
belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CA3 bolgeleri izlenmektedir (x5). Siyah
cerceveli beyaz ok; ait olduklari bolgedeki piramidal néron tabakasini, siyah
cerceveli beyaz ok basi; iri cekirdekli noroglia hicrelerini, siyah ok basl;
heterokromatik ve piknotik cekirdekli noronlari, kirmizi cerceveli siyah ok basi;
koyu boyanmis sitoplazmali néronlari, siyah halkali ok basi; ddemli noronlari,
kirmizi gergeveli beyaz yildiz; 6lu hiicre artigl olasi yapilari, kirmizi gergeveli siyah
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yildiz; kromatoliz bulgulu néronlari, siyah ok; 6demli néronu, kirmizi gerceveli

siyah ok; dalgali aksonu gdostermektedir. Boya: Krezil viyolet

4.3.5. C grubuna Ait Bulgular
Gebelik esnasinda farkli periyotlarda (C1-C3) ya da gebelik boyunca (C4) yiiksek doz

DS’ye maruz birakilan C grubuna ait 1sik mikroskobik kesitlerin diger tim gruplardakine
kiyasla en az sayida saglikli néron icerdigi goze carpmaktaydi (Sekil 36). Ayrica bu grupta
komsu noronlar arasinda yer alan dilate kan damarlari dikkati cekmekteydi (Sekil 36 CA2-b).
Yer yer kromatini azalmis cekirdege, dar ve koyu boyanmis sitoplazmaya sahip noronlar ile
koyu bazofil bir nikleus yaninda koyu boyanmis dizensiz sinirli sitoplazmaya sahip
piramidal noronlar gozlenmekteydi (Sekil 36 CAl-b). Hatta bazi alanlarda bu hasarli
ndronlarin hicre sinirlar tespit edilememekteydi. Yine sitoplazmasinda Nissl granilleri
yogunlasmis, nukleuslari kenara itilmis ayni zamanda koyu bazofil boyanmis néronlar da
gozlenmekteydi (Sekil 36 CA3-b). C grubuna ait hipokampus kesitlerinde glia hicrelerinin iri
cekirdekleri ve belirgin gekirdekgikli olduklari tespit edildi. Ayrica bu glia hiicrelerinin diger
gruplardan farkh olarak ndronlara yakin konumda yer aldigi tespit edildi. Bu gruptaki
hipokampuslarin beyaz cevherinde ise vakuoler yapilarin ¢coklugu ve 6demli oldugu dikkati
cekmekteydi (Sekil36).
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Sekil 36. C (yuksek doz) grubuna ait hipokampus 6rneklerinden elde edilen 1sik mikroskobik
kesitler gorilmektedir. Sol taraftaki goruntiler CA1-CA2-CA3 bdlgelerinin x40
blyUtmedeki goruntuleri, sag taraftaki gorintiler ayni bolgelerin x100 luk
blyutmedeki goruntuleri gosterilmektedir. Kuiguk resimlerdeki gergeveli alan ile
belirtilen kisimda sirasi ile CAl, CA2 ve CAS3 bolgeleri izlenmektedir (x5). Siyah
cerceveli beyaz ok; ait olduklari bolgedeki piramidal néron tabakasini, siyah
cerceveli beyaz ok basi; iri ¢ekirdekli noroglia hiicrelerini, beyaz arti isareti; koyu
boyanmis sitoplazmaya sahip noronlari, kirmizi arti isareti; hiicre sinirlart belli

olmayan hasarli noronlari, kirmizi halkal arti isareti; dilate olmus kan damarini,
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beyaz halkali arti isareti; beyaz cevherdeki vakuoler yapilari, kirmizi ¢egeveli siyah
yildiz; nissl grantlleri yogunlasmis ndronlari gostermektedir. Boya: Krezil viyolet

5. TARTISMA

NSAIfl'ler analjezik, anti-inflammatuar ve antipiretik etkilerinden dolayi yillardir
kullaniimaktadir. Chan ve ark. (2002), NSAII’nin anti-inflammatuar etkisini COX-1 ve COX-
2’yi non-selektif olarak inhibe ederek gosterdiklerini bildirmislerdir. COX-1 ve COX-2
prostaglandin yapiminda enzim go6revi yapan maddeler oldugu igin, dolayh olarak
prostaglandin sentezi de engellenmektedir. Prostaglandinler inflamasyon olusum surecinde
diger gorevli maddelerle birlikte iletim molekili olarak rol oynamaktadir. NSAIQ’ler PG
sentezini Onleyerek yangiy azaltirlar, ates yikselmesine engel olarak, agri kesici ve ates
dusuricu etki gosterirler (Gokcimen ve Malas, 2003; Gupta, 2014).

Bilindigi gibi COX-2 santral sinir sisteminde néronlarda olusan inflammasyon sonucu
induklenir (Vardeh ve ark., 2009). Bu tir ilaglar menoraji, dismenore, migren, artrit ve agrinin
cesitli tiplerini iceren rahatsizliklarda tedavi amach kullaniimaktadir (Siu ve ark., 2000, Chan
ve ark., 2002; Sabry ve ark., 2014). NSAIl’lerin tedaviye yonelik etkileri disinda
gastrointestinal hasar, deri dokintleri ve hepatit gibi yan etkileride mevcuttur (Ekici ve ark.,
2012). Ayrica bu ilaglarin fetal duktus arteriozusun erken kapanmasina yol acarak devaminda
fetusta pulmoner hipertansiyon, solunum problemleri ve bdbrek fonksiyonu dzerinde
istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu gdsteren ¢alismalar mevcuttur (Ericson
ve Kallén, 2001; Ostensen ve Skomsvoll, 2004).

NSAI ilaclarin toksik etkisi tizerine yapilan bir arastirmada ibuprofen ve tolmetin
prenatal donemde yuksek dozda uygulanmis ve her iki ilacin annede toksik etki yaptigi,
intrauterin gelisimi engelledigi ve gelisimsel varyasyonlara neden oldugu bulunmustur
(Burdan, 2004). Hamilelik esnasinda uygulanan NSAI ilaclarin diisik riskini artirmaya neden
oldugunu gosteren bir arastirma da mevcuttur ( Nielsen, 2001). Bu arastirmaya benzer sekilde
yapilan bir incelemede prenatal donemde kullanilan NSAII’lerin ve aspirinin disiik riskini
artirdigi bulunmustur (Li, 2003). Bizim calismamizda ylksek doz enjekte edilen gruba ait
hayvanlarda doguma birka¢ gin kaldigi esnada kanama ve Oli dogum olaylari g6zlendi.
Hayvanlara uyguladigimiz ila¢ olan DS’nin de yukarida adi gegen ilaglarla benzer etki
gosterdigi soylenebilir.

DS’nin MSS’ nin gelisimini etkiledigini gosteren calismalar da mevcuttur. I nsan

hastaliklarinin tedavilerinin bulunmasi ya da tedavilerin gelistirilmesi amaciyla ve ayrica
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toksikolojik calismalarda yaygin olarak hayvan modelleri kullaniimaktadir. Sigan modelleri
kullanilarak DS’nin siyatik sinir, median sinir, optik sinir, beyincik, omirilik ve hipokampus
Uzerinde etkisini gosteren cesitli calismalar yapiimistir (Gokgimen ve ark., 2007; Canan ve
ark., 2008; Ozyurt ve ark., 2011; Ekici ve ark., 2012; Ayranci ve ark., 2013; Kaplan ve ark.,
2013).

DS’nin noral kok hucrelerin gogalmasini ve farklilagsmasini inhibe ettigi bildirilmistir
(Kudo ve ark., 2003). 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 ise
DS’nin beyincikteki Purkinje hiicresi sayisina etkisi incelenmis ve ilag uygulanan grupta
hlicre sayisinda azalma oldugu gorilmustir (Ragbetli, 2007). Ayni arastirmacilar bir baska
calismalarinda prenatal donemde uygulanan DS’nin postnatal donemde yirmi ve dort haftalik
disilerde Purkinje hiicre sayisindaki degisikligi incelemisler ve yirmi haftalik disilerde hicre
sayisinda artma oldugunu fakat dort haftaliklarda fark olmadigini bulmuslardir (Odact, 2009).

Literaturde prenatal donemde intraperitoneal DS (1mg/kg/gin) uygulanmis 4 haftalik
ve 20 haftalik yavru siganlarin hipokampuslari optik disektor yontemi ile analiz edilmis; 4
haftalik erkek siganlarla kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamistir. Fakat prenatal
donemde DS’ye maruz kalan 20 haftalik erkek sicanlardan olusan gruptaki hayvanlarin
hipokampuslarindaki néron sayilarinda kontrol grubuna oranla azalma meydana geldigi tespit
edilmistir (Gokgimen ve ark., 2007).

Nitekim daha o©nce yapilan calismalarda da serum fizyolojik enjeksiyonunun
olusturdugu prenatal stresin bile postnatal donemde ndron sayisini azaltici yonde bir etkiye
yol acabilecegi gosterilmistir (Gokcimen ve ark., 2007). Bizim calismamizda da E (serum
fizyolojik) grubunda, D (pur kontrol) grubuna oranla toplam hipokampustaki ortalama néron
sayisinda azalma gozlenmistir. Fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde
degildi.

Calismamizdan elde edilen stereolojik bulgulara gore ila¢ uygulanan geblik donemi ve
farkl dozlara ait gruplarin CAl, CA2 ve CA3 bolgesinde bulunan néronlarin sayisi pir
kontrol ve serum fizyolojik grubuna kiyasla anlamh 6lgiide azalmistir (p<0,01). Ug bolgedeki
ndron sayisi ila¢ uygulanan periyotlara gore kendi aralarinda degerlendirildiginde anlamli bir
fark olmadigi anlasildi (p>0,05). Fakat uygulanan doz arttikca toplam ortalama néron
sayisinda anlamli Ol¢ude azalma oldugu gozlendi (p<0,01). GoOkgimen ve ark. (2007)
tarafindan yapilan calismada gebelikte 1mg/kg/gin diklofenak sodyum uygulanmasi

sonucunda hipokampustaki néron sayisinin kontrole oranla azaldigi bildirilmistir. Bu nedenle
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calismamizda distk doz olarak uyguladigimiz 3,6 mg/kg (A grubu) diklofenak sodyum’un da
benzer toksik etki gdstermesi beklenen bir sonuctu. Buna ilaveten dogal olarak distk dozda
gorulen bu olasi toksik etkinin orta doz olarak uyguladigimiz 9 mg/kg ( B grubu) DS ve
yiiksek doz olarak uyguladigimiz 18mg/kg (C grubu) DS’ye ait gruplarda da gorulmesi bizim
icin de sasirtici bir sonug olmadi.

Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tirleri (ROS) ve serbest radikaller DNA,
protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik acidan ©nemli materyallere zarar
verebilmektedir. I lag kullanimi ROS seviyesinde artisa neden olur ve boylece bunlar da
serbest radikallere okside olabilir (Kaplan ve ark., 2013). Hucrede olusan ROS, antioksidan
savunma sistemleri olarak bilinen mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar (Galano ve ark., 2011).

Organizmada hucresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha
fazla ROS’un meydana gelmesi sonucunda oksidatif stresin olustugu bilinmektedir (Kaplan
ve ark., 2013). Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu htcre hasariyla
bircok kronik hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu disuntlmektedir. Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskdler distrofi, gebelik preeklampsisi,
serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetes mellitus, akut renal
yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiler bozukluklar,
iskemi/reperfiizyon injurisi gibi durumlarin patogenezinde oksidatif stresin rolinden sz
edilmektedir (Jomova ve ark., 2010; Chrissobolis ve ark., 2011). DS ile yapilan baska bir
calismada elektron mikroskobik inceleme sonucunda; DS verilen grupta; DS’nin ndrotoksik
etkileri oldugu sonucuna varilmistir. DS, uygulamasinin doza bagli olarak nérodejenerasyona
neden oldugu, ekstraselliler 6dem ve buna bagli olarak hiicre organellerinde baskilanma
olusturdugu saptanmistir (Jomova ve Valko, 2011). Norodejenerasyonun hcre aktivitesinde
belirgin azalmaya bagli gelisebilecegi kanisina varilmistir (Ozdogan ve ark., 2011). Yine
prenetal donemde DS uygulanmis 4 haftalik sicanlar izerinde elektron mikroskobu ile yapilan
analizlerde belirgin diizeyde miyelin kilif bozulmalari ile siyatik sinir akson sayisinda kontrol
grubuna oranla azalma gosterilmistir (Canan ve ark. 2008). Buna benzer bir ¢alisma Ayranci
ve ark. (2013) tarafindan yapilmis olup median sinir érneklerinde uygulanan DS’ye bagl
olarak herhangi bir makroskobik anormallik g6zlenmezken, mikroskobik incelemede yer yer
miyelin kiliflarda buzisme ve dejenerasyonun oldugu tespit edilmistir. DS’nin teratojenik
etkisini indiikleyen mekanizma hala belirsizdir. Fakat Ornoy ve ark. (2011), bu etkinin gelisen
embriyodaki ROS ve diger bilesen maddelerle alakali olabilecegini bildirmistir.

One suriilen bir diger mekanizma ise bu ilaglarin vazodilatér prostaglandinlerin

sentezini inhibe etmeleri ve boylece kan desteginin azalmasina bagli olarak hticre 6lumune ve
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malformasyona neden olabilecegi yonindedir (Chan ve ark., 2002). Yuksek doza ait
toksisitedeki bu artisa diger bir sebep olarak kan desteginin azalmasi sonucu hticre 6limi
gosterilebilir. Bizim calismamizda D ve E gruplarina ait 1s1tk mikroskobik dizeyde yapilan
incelemede noronlarin  perikaryonlarinin ~ sinirlari  diizgun;  pramidal  sekilli  ve
cekirdekgiklerinin belirgin oldugu gozlenirken bunun aksine diisiik dozdan yiiksek doza dogru
gittikce 151k mikroskobik incelemede CA1-CA2-CA3 bdlgelerine ait hiicre tabaka sayisinda
ve hucre sikliginda azalma, hasarli ve 6li néron sayisinda artma ve iri gekirdekli olmalari
dikkat ¢ceken noroglia hiicrelerinde sayisinda artis oldugu tespit edildi. Ayrica bu gruplarda
nikleuslari kenara itilmis ayni zamanda koyu bazofil boyanmis néronlarin ¢oklugu ve
hicreler arasi ortamda sinirlari tam olarak tespit edilemeyen 6lu hucre artigl olasi yapilara
rastlandi. Bu yapilar bazi kesitlerde nekrotik alanlar seklinde goze carpmaktaydi.

Yapilan bir hiicre kultiri calismasinda DS’ye maruz birakilan rat embriyolarinda in
vitro konsantrasyona bagli numunelerde embriyo agirligi, bas-kalga uzunlugu ve somitlerin
sayisi gibi gelisimsel parametrelerde azalma oldugu gosterilmistir (Singh ve ark., 2013).
Ayrica yapilan baska bir ¢alismada DS’ye maruz kalmanin noéral tip defekti, kraniofasiyal
sekil bozuklugu ve bodur biylmeyi iceren genel embriyonal sekil bozukluklarinda artisa
neden oldugu belirtilmistir (Chan, 2002). Calismamizda bu gibi malformasyonlarin
gortilmemesi yetersiz doz uygulamasi ile agiklanabilir.

Simdiye kadar DS’nin embriyonik gelisim sirasinda plesental transferini kanitlayan bir
calisma tam anlamiyla calisiimamistir. Fakat Siu ve ark. (2000) DS’nin gebeligin ilk
trimesterinde insan plasentasindan gegtigini belirtmektedir. Clancy ve ark. (2001), yaptiklari
bir calismada insan, sican ve farelerin hamilelik dénemlerine gdre sinir sisteminin gelisim
gunlerini gostermislerdir. Bu calismaya gore sicanlarda bizim analiz yaptigimiz bolge olan
hipokampustaki néronlarin en yiksek deger ulastigi donem 15-16-17. ginlere denk
gelmektedir.

Cahismamizda ilag uygulama dénemlerine gore gruplarimizi gebeligin 1. haftasi, 2.
haftasi, 3. haftasi ve gebelik siiresince olmak lzere 4 alt gruba ayirdik. istatistiksel sonuglara
baktigimizda her dozun kendi alt grubu olan ila¢g uygulama donemlerine gore ortalama néron
sayilarinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi. Fakat her doza ait farkli donemlere ait
gruplarla (Al-A2-A3-A4, B1-B2-B3-B4, C1-C2-C3-C4) D (pur kontrol) ve E (serum
fizyolojik) gruplari arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkin olmasi bu ilacin gebeligin
her doneminde toksik etkisinin olabilecegi distincesini ortaya ¢ikardi.

Sonug olarak, yukarida taranan literatr bilgisi ve bizim ¢alismamizda elde ettigimiz
sonuclar dikkate alinacak olursa DS’nin gebelikte kullaniminin bir¢ok toksik etkiye neden
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oldugu sdylenebilir. Tabi ki hayvan modellerinde yapilan calismalarda ortaya ¢ikan toksik
etkiler tam anlamiyla insanlarda olabilecek total etkileri yansitmayabilir. Bu sebeple
klinisyenlerin bu tur ilaglar tedavi amaci ile bayan hastalara verirken gebelik strecini dikkate

almalari onerilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda guvenilir sonuclar veren ve kullanimi son yillarda gittikge artan stereolojik
yontemler kullaniimistir. Bu arastirma ile erkek yavru ratlara ait beyin dokusu
orneklerindeki hipokampus alant CA1- CA2- CA3 bolgeleri agisindan degerlendirilmistir.
Stereolojik analizler sonucunda; ila¢ uygulanan grubun CA1 bdlgesindeki ortalama ndron
sayisinda pur kontrol ve serum fizyolojik gruplarina oranla anlamh 6l¢iide azalma oldugu
saptanmistir.

Ilag uygulanan grubun CA2 bélgesindeki ortalama néron sayisinda ise pir kontrol ve
serum fizyolojik gruplarina oranla anlamli 6lglide azalma oldugu bulunmustur.

Ilag uygulanan grubun CA3 bélgesindeki ortalama néron sayisinda piir kontrol ve serum
fizyolojik gruplarina oranla anlamli 6l¢ude bir azalmanin oldugu belirlenmistir.

Ilag uygulanan grubun tiim hipokampus bolgesindeki ortalama noron sayisinda piir kontrol
ve serum fizyolojik gruplarina oranla anlamli 6l¢lide azalma oldugu saptanmistir.

Ilag uygulanan gruplarin tim hipokampus bolgesindeki ortalama néron sayisi diisiik doz
(A grubu- 3,6mg/kg), orta doz (B grubu, 9mg/kg) ve yuksek doz (C grubu, 18mg/kg)
olarak degerlendirildiginde, ila¢ dozu yukseldikge ndron sayisinda anlaml 6lglide azalma
oldugu bulunmustur.

Gruplarin tim hipokampus alanindaki ortalama ndron sayisi bakimindan ila¢ uygulama
donemleri dikkate alinip her grup kendi arasinda degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadigl saptanmistir. Fakat her dozda ilag uygulama donemlerine ait
gruplarin ortalama noron sayisi pur kontrol ve serum fizyolojik gruplarina gore
degerlendirildiginde anlamli 6lciide bir azalmanin oldugu saptanmistir.

Ilag uygulanan gruplar 1stk mikroskobik diizeyde pir kontrol ve serum fizyolojik gruplari
ile kiyaslandiginda normal histolojik yapidaki noronlarin sayilarinda 6nemli o6lglide
azalmanin oldugu g6zlenmistir. Mikroskobik goruntiler incelendiginde; cekirdekleri
heterokromatik boyali, piknotik gérinimli ve sitoplazmalari koyu boyanmis ndronlara sik
rastlanmistir. Yiksek doz ilag uygulanan grup diger gruplarla kiyaslandiginda ise nekroza
dogru giden noronlarin sayica daha fazla oldugu goralmastur.
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