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1. GIRIS VE AMAC

Prenatal stres, gebelik siiresince yavrunun maruz kaldigi stres faktorlerini
tarifleyen, dogumdan sonra devam eden ve davranigsal diizeyde ortaya ¢ikan, norogelisimsel
degisikliklerle iliskili bir olgudur. Bu baglamda, ¢ocuklukta ve yetigkinlikte karsilagilan
psikososyal problemlerin nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve bilissel davranislar, fiziksel

ve duygusal problemlerle iligkili bulunmustur (1).

Anne ile fetus arasinda dogrudan bir noéral devre olmadigi ig¢in, fetal
transdiiksiyon, maternal fizyolojik sinyal yoluyla, plasenta araciligiyla gerceklesir (2). Anne
stresinin bebege gecisinin, biiylik oranda, gebede artan stres hormonlarinin, plasental yolla
fetuse ge¢ip, hipotalamo-pituiter-adrenokortikal (HPA) aksin aktivitesini arttirarak beyin
gelisimini etkilemesi yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (3). Maternal stres, annenin kortizon
seviyesini arttirmakta ve fetuse gegen kortizon, gelisimi bozan etkiler gostermektedir (4).
Gebelik doneminde, deksametazon, anneden fetuse iletilebilmekte, fetal dolasimi, kan basinci
dengesini ve HPA aksi bozmaktadir (5). Ayrica, maternal artmis kortikosteroid seviyesinin,
oksidatif stresi uyardig1 ve bu yolla fetal gelisimi bozdugu da bilinmektedir (6). Depresyon,
sizofreni, sentetik  glikokortikoid  kullantm1  da, prenatal stres nedeni olarak
degerlendirilmektedir (5). Deksametazon, tedavi yan etkisi olarak, anksiyete ve stresi
tetiklemekte bu da maternal stres artisina neden olmaktadir (7). Gebelerde, gerekli durumlarda
kortikosteroid kullanimi agisindan, stres dozu belirlenmis ve asilmamasi Onerilmistir (8).
Calismamizda, gebe farelere sentetik kortizon (deksametazon) uygulamasi yaparak, prenatal
stresi ortami1 olusturulmaya caligildi. Bu ortam igin literatiire uygun olarak, uygulama yolu
olarak intraperitoneal enjeksiyon belirlendi ve doz olarak 1mg/kg/giin deksametazon seklinde

tercih edildi (7).

Apiaceae ailesinden olan Centella Asiatica, otsu ve ¢ok yillik bir bitkidir.
Geleneksel Hint tibbinin, tarihi medikal metni olan “Sushruta Samhita” da yer almakta, Cin’de
Gotu Kola adiyla anilmakta ve yasamin mucizevi iksiri olarak nitelenmektedir. Asya, Pasifik
bolgesi, Afrika ve Amerika kitasinin bazi bolgelerinde yetismektedir. Geleneksel Asya
tibbinda, yiizyillar boyunca, o6zellikle dermatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir
(9,10). Giiniimiizde hem geleneksel tibbin hem de modern tibbin ilgi alanina girmektedir. Yara

ve yanik tedavisinde, egzema gibi cilt hastaliklarinda etkili oldugunu one siiren bilimsel



arastirmalar mevcuttur (11).

Bilimsel aragtirmalar, Centella Asiatica’nin cilt hastaliklar1 disinda, 6zellikle
santral sinir sisteminde de Onemli etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir. Yapilan
caligmalarda, Centella Asiatica ekstraktinin, oksidatif hasar1 azaltici etkisinin gii¢lii oldugu ve
bu yolla Alzheimer hastali§i, inme ve yaslanmanin biligsel fonksiyonlar {izerine olumsuz
etkilerini yavaglattigt One siiriilmektedir (12,13). Ekstraktin, NRF2 gen ekspresyonunu,
mitokondriyal gen ekspresyonunu ve enzim aktivitesini arttirdigi ve ndroprotektif bir madde
oldugu diistiniilmektedir (14,15). Centella Asiatica’nin néroprotektif 6zelliginin arastirildigi
caligmalarda, amiloid beta toksisitesi, Parkinson Hastaligi, Huntington hastaligi, inme, agir
metal toksisitesi gibi durumlarda faydali olabilecegine dair goriisler mevcuttur (12,13,16).
Ayrica, anksiyolitik, antikonviilzan, nérojenik etkilerinin de oldugu diisiintilmektedir

(14,17,18).

Calismamizda, gebe farelerde prenatal stresin ortamini olusturmak igin
uygulanan intraperitoneal kortizonun meydana getirebilecegi fetal beyin gelisim hasarinda, oral

Centella Asiatica uygulamasinin etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Beyin Anatomisi ve Gelisimi

Anatomik olarak sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi
olarak iki boliime ayrilir. Merkezi sinir sistemi anatomik ve fizyolojik devamlilik gdsteren

medulla spinalis (omurilik) ve ensefalon(beyin) denen iki boliimden olusur (19).

Beyin, makroskopik olarak beyin yarim kiireleri, beyin sap1 ve beyincik olarak
ii¢c boliimde incelenir (20). Beyin sap1 (trunkus ensefali), medulla oblongata (bulbus), pons ve
mesencephalon denilen ii¢ yapidan olusur. Ensefalon ise truncus ensefali ile serebrum ve

serebellum yapilarini da igine alacak sekilde incelenir (21).

Prozensefalon boliimii diensefalon ve telensefalon olmak iizere iki boliimde
incelenir. Telensefalon, hemisferium serebelli tarafindan olusturulurken, diensefalon bunun
derinindeki epitalamus, metatalamus, talamus, hipotalamus tarafindan olusturulur.
Diensefalona ait bir yap1 olan talamus, bir¢ok ¢ekirdekten olusan, koku duyusu disindaki
sensorial impulslarin tamaminin, kortekse gitmeden dnce sinaps yaptig1 6nemli bir noktadir

(19).

Her iki tarafin hemisferleri fissura longitudinalis serebri denilen bir yarik ile
birbirinden ayrilmistir. Her iki hemisferin arasindaki bu yarigin alt kisminda ise iki hemisferi
birbirine baglayan en biiyiilk komissural yol olan korpus kallosum yerlesmistir. Korpus
kallosum 6nden arkaya rostrum korpus kallosi, genu korporis kallosi, trunkus korporis kallosi

ve splenium olmak iizere dort boliimde incelenir (19).

Lateral ventrikiiller, her bir hemisferin i¢cinde bulunan ve ii¢ uzantist olan
bosluklardir. Ventrikiiler sistemin en kranialde bulunan kismidir. Foramen interventikulareler
araciligi ile liciincii ventikiile drene olurlar. Her iki tarafin lateral ventikiilleri ortada septum
pellucidum denilen bir bolme ile birbirinden ayrilmigtir. Septum pellucidum her iki yiizi
ependimal hiicre ile kapli vertikal bir bolmedir. Yukarida korpus kallosum asagida ise fornixe
tutunur. Lamina septi pellucidi denilen iki yaprak seklindedir. Limbik sistemden inen bilgilerin

dagitiminda gorevli bir merkezdir (21).



Limbik lob korpus kallosumu bir halka seklinde cevreleyen singulat girus,
hipokampal girus, fasciolar girus, subkallosal girus ve hipokampus formasyonundan olusan bir
yapidir. Limbik sistem terimi ise emosyonel olaylarin ve davranisin diizenlenmesinde gorevli
yapilarin tamamini ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir. Limbik lob, korpus amygdaloideum,
area septales, hipotalamus, epitalamus, talamusun bazi ¢ekirdekleri ve bu yapilar arasindaki

baglantilarin tamami ise limbik sistemi olusturur (20).

Hipokampus formasyonu: hipokampus, dentat girus ve bu yapilara ait beyaz
cevher topluluklart olan alveus ve fimbria hipokampiden olusur. Hipokampus, lateral
ventikiillerin kornu temporalesinin tabaninda bulunur. insanda 4-5 ¢cm uzunlugunda olan bu
yapmin koronal kesitinin bir deniz atina benzemesi sebebiyle isimlendirmesi bu sekilde

yapilmistir (19).

Merkezi sinir sistemi, intrauterin yagamin {i¢iincii haftasinda, kalinlasmis noral
plak seklinde gelismeye baglar. Noral plak, primitif ¢ukurun 6niinde yer alir ve kenarlarinin
yukartya dogru kabarmasiyla, noral katlantilar olusur. Noral katlantilar da ndral tiipi
sekillendirir. Noral tiipiin sekillenmesi, servikal bolgeden baslayarak, kaudal ve sefalik yonde

ilerler (22-24).

Noral tliptin, 6n noroporu kapanir ve ndral tiip kavitesinin rostral ucundan: 6n
beyin (prozensefalon), orta beyin (mezensefalon) ve arka beyin (rombensefalon) olmak {izere
iic beyin vezikiili gelisir (25). Prozensefalondan, myelensefalon ve metensefalon;
mezensefalondan mezensefalon; rhombensefalondan ise diensefalon ve telensefalon olmak
izere bes adet, ilkel beyin kesesi olusur. Myelenefalon, medulla oblangatay1; metensefalon,
pons ve serebellumu; mezensefalon, aquaduktus serebriyi olusturacak genislemeyi;

diensefalon, tigiincii ventrikiil ve talamusu; telensefalon da serebral hemisferleri olusturur (24).

Telensefalik vezikiiller, gebeligin 30-35. giinlerinde foramen monro bolgesinde
gelisir. Telensefalik vezikiilleri cevreleyen ince duvar yapi, orta hatta bulunan lamina terminalis
tarafindan birbirine baglanir ve sonrasinda germinal tabakay1 olusturur. Telensefalik vezikiiller,
rostrokaudal ve lateroventral yonlerde biiyilirken, lamina terminalis ayni hizda biiytimez (22,23).
Intrauterin  7.haftada, néral proliferasyonun izlendigi ventrikiil duvarlarma komsu
subependimal alanlar, germinal matriks olarak tanimlanmaktadir. Ventrikiiler sistemin gelisimi

sirasinda, germinal matriks, ventrikiil duvarlar1 boyunca olusur. Intrauterin 8. haftada



migrasyon (go¢) gergeklesir. Bu olay, subependimal alanlardaki néronal hiicrelerin, radyal glial
lifleri takip ederek dis kesime gociidiir (22). Korteksin en derin tabakasini yani 6.tabakay1
olusturacak hiicreler, kural olarak en 6nce go¢ ederken, ylizeyel tabakasini olusturanlar ise en
ge¢ gog ederler. Akson ve dentritlerden olusan molekiiler tabaka (1.tabaka) ise bu durumun

istisnasidir ve kortekse en erken ulasirlar (23).

Prozensefalon kesesinin yan duvarlarinda, bilateral kivrimlar olarak gelisen
beyin hemisferleri, korteks, substantia medullaris, bazal niikleuslar ve lateral ventrikiilleri
icerir. Korpus kallosum, anterior komissiir ve hipokampal komissiir, sag ve sol hemisferleri
birbirine baglar. insula ve beyin sapinin arka kismu iizerine uzanan, frontal, parietal, oksipital
ve temporal loblar, hemisferlerin biiyiimesini takiben olusurlar. Serebral korteks, manto
tabakasindan, marjinal tabakaya gdcen prozensefalik noroblastlar tarafindan olusturulur ve tiim

kortikal tabakalarin kokenini olusturur (24).

Intrauterin 18. haftadan once, primordiyal serebral hemisferler, fizyolojik
lizensefali olarak tanimlanan diiz bir yiizeye sahiptir. Serebral hemisferlerin ventrolateral
yiiziinde, Silvian fissiir, bu haftalarda goriilmeye baslar. 6-7.aylarda Silvian fissiirii takiben,
strasi ile rolandik, interparietal ve siiperior temporal sulkuslar goriiliir. Sekizinci ayda, girus ve
sulkuslarin olusmasi ile lizensefali, yerini girensefaliye birakir ve beynin girintili ¢ikintili hali

ortaya ¢ikar (22-24).

Lamina terminalisin dorsali, intrauterin 7. hafta dolaylarinda, lamina reuniens
admi alir. Bu boélgenin iist kisminda olugan oluk, meninks primatava hiicreleri ile dolar. Bu
bolgeden korpus kallosum olusur. Korpus kallosumun olusumu, gelisimin 12-22. haftalari

arasinda gerceklesir (24-27).

2.2 Beyin Histolojisi

Beyinde, gri madde korteksi, beyaz madde ise medullay1 olusturur. Serebral
korteks, oncelikle sinapslarin bulundugu bdlgedir. Bu bolgede, ndronlarin akson, dentrit ve
govdeleriyle birlikte, merkezi glial hiicreler de bulunur. Serebrum ve serebelumun derin

bolgelerindeki gri madde adaciklari ise niikleus olarak adlandirilir (26).

Memeli beyninde néron sayisinin yaklasik on kat1 kadar glial hiicre bulunur.

Glial hiicreler, noéronlarin etrafini sararak, ndronal aktivite i¢in gerekli destek dokuyu olusturur



(28). Glial hiicreler, merkezi sinir sisteminde, astrosit, oligodendrosit, ependim hiicreleri ve

mikrogliya olmak tizere farkli tiplerde bulunmaktadir (26).

Astrositler, isminden de anlasilacagi iizere yildiz seklindedir ve bu sekil
hiicrelerin uzantilarindan olusmaktadir. Glial hiicrelerin, miktarca en fazla goriileni olan
astrositler, noronlara fiziksel ve metabolik destek saglamanin yaninda, ndronlarin kilcal

damarlara ve pia matere baglanmasinda da 6nemli role sahiptir (28).

Astrositlere oranla daha az uzantisi olan, merkezi sinir sisteminde miyelin kilif
olusmasindan sorumlu hiicreler, oligodendrositlerdir (28). Bu hiicreler, plazma membranlar

aracilifiyla miyelin kilif olustururlar ve ¢gogunlukla aksonlarin arasinda yerlesirler (26).

Ependim hiicreleri, ventrikiilleri ve omurilik kanalin1 doseyen, bir tiir prizmatik
epitel hiicresidir (28). Ependim hiicrelerinde, klasik epitelde bulunan lamina eksterna yapisi
bulunmaz. Apikal ylizeyinde silya ve mikrovillus bulunan bu hiicreler, beyin omurilik sivisinin
(BOS) hareketini ve emilimini diizenlerler. Ayrica, BOS sekresyonu ve kapiller dolagimi
diizenleme fonksiyonuna sahip koroid pleksus yapisi, ependim hiicreleri ve iliskili olduklar

kapillerlerin 6zellesmesiyle olusmustur (26).

Mikroglialar, kemik iligindeki Onciil hiicrelerden kdken alan, diger glia
hiicrelerinin aksine, yogun ve uzun sekilli ¢ekirdege sahip, kisa uzantil kiigiik hiicrelerdir (28).
Eriskin bir insanda, merkezi sinir sistemi (MSS) gliyal hiicrelerinin ancak %5’1 mikrogliya
hiicrelerinden olusur. Mononiikleer fagositik sistemin {iyesi kabul edilen mikrogliya hiicreleri,
graniilosit/monosit progenitér (GMP) hiicrelerinden koken alirlar. Inflamasyon bolgesinde
prolifere olarak fagositer fonksiyon iistlenirler (26). Temel gorevleri, inflamasyon ve onarimdir.
Fagositozun yaninda, antijen sunma ve immunmodiilasyon (sitokin salgis1) gorevleri de vardir

(28).

23 Farede Beyin ve Santral Sinir Sistemi Gelisimi

Omurgalilarda ortak olarak, merkezi sinir sistemi, noral tiip adi verilen
ektodermal dokudan gelisir (29). Farede, ektoderm iizerinde, embriyonel 7.giinde, ndral plak
ad1 verilen kabarinti olusur. Primitif ¢izginin goriilmeye baslanmasi, ¢ogalan ve go¢ eden
epiblast hiicreleri tarafindan, noral plagin belirginlesmesiyle olur. Primitif ¢izgide olusan

primitif ¢ukurdan sirasiyla notokordal uzanti ve notokordal kanal olusur (29,30). Ektodermden



olusan, noral plak, noral oluk ve noral katlantilarin birlesmesiyle noral tlip olusur. Noral tiipii
olusturan bu siire¢, noriilasyon olarak adlandirilir (31). Farelerde, noéral tiipiin olusumu
embriyonel 9-9,5 giinlerde olur (29). Embriyonal 9. giinde, 6n ve arka néroporun kapanmasi
gerceklesir ve iic ana beyin vezikiilii (prozensefalon, mezensefalon ve rombensefalon),
belirginlesir. 10,5-11. Embriyonal giinde, ikincil beyin vezikiilleri (6n beyin: telensefalon ve
diensefalon, orta beyin: mezensefalon, arka beyin: metensefalon ve miyelensefalon) olusur. 11.
embriyonal giinde, serebrokortikal ndronlar, hipokampus ndronlar1 (CA1, CA3, dentat girus)
olusur. 12,5-13. embriyonal giinlerde, koroid pleksus olusumu gerceklesir ve 13. embriyonal
giinde, serebrokortikal néronlar olusmaya baslar. 15-17. Giinlerde, korteks gelisimi biiyiik

oranda tamamlanmis olur, korpus kallosum, dentat girus goriiniir hale gelir (32).

Farenin gebelik siireci 19,5 giin siirmekte ve bu siirenin 18.giiniinde noral tiipler
kapanmaktadir. Bu gelisim siireci icerisinde, santral sinir sistemi ile ilgili ¢aligmalarin, ilag
uygulamalari, genellikle 9-15. giinlerde yapilmaktadir. Gebelik sonlandirma ise, beynin tiim
alanlarinin sekillenmis oldugu ve gelisimini tamamladig1 18,5. giinde yapilarak, gerekli

incelemeler yapilmaktadir (32).

2.4 Prenatal Stres

Prenatal stres, gebelik siiresince yavrunun maruz kaldigi stres faktorlerini
tarifleyen, dogumdan sonra devam eden ve davranigsal diizeyde ortaya ¢ikan, norogelisimsel
degisikliklerle iliskili bir olgudur. Bu baglamda, ¢ocuklukta ve yetigkinlikte karsilagilan
psikososyal problemlerin nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve bilissel davranislar, fiziksel
ve duygusal problemlerle iliskili bulunmustur (1). Kasirga ve tropik firtinaya anne karninda
maruz kalan g¢ocuklarda, otizm prevalansinin arttig1 (33), dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu olan c¢ocuklarda dogum Oncesi stresin etkisi (34), yetigskinlerde depresyon ve
sizofreni insidansinin, anne karninda depreme maruz kalma, savas durumu, dogum Oncesi

babanin 6liimii gibi stres faktorleriyle iligkili olduguna dair ¢caligmalar mevcuttur (35).

Anne ile fetus arasinda dogrudan bir noéral devre olmadigi ig¢in, fetal
transdiiksiyon, maternal fizyolojik sinyal yoluyla, plasenta araciligiyla gerceklesir (2). Anne
stresinin bebege ge¢isinin, biiyiik oranda, gebede artan stres hormonlarinin plasental yolla
fetuse gecip HPA aksin aktivitesini arttirarak, beyin gelisimini etkilemesi yoluyla oldugu

diisiiniilmektedir (3).



Prenatal stresin yavrudaki etkilerini saptamak amaciyla, giiniimiize kadar
yapilan caligmalarda, gebe sigcanlara parlak 1s1ik altinda kisitlama, kosullandirilmis sakinma,
kuyruk siispansiyonu, kalabalik ortam, tekrarlayan elektrik uyarisi, giiriiltli, immobilizasyon
testleri kullanilmistir (36). Stres faktorliniin tiirli, uygulandigi dénem, yogunlugu, yavrularin
cinsiyeti gibi etkenlerin, stresten etkilenme diizeyini degistirdigini gosteren caligmalar

mevcuttur (37,38).

Stres etkenine karsi, homeostazisi saglamak amaciyla, sempatik sinir sistemi,
adrenal bezler, limbik sistem ve hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi (PVN) aktive olur
(39). Strese yanit temel olarak, HPA aksin diizenlenmesi yoluyla ger¢eklesir (40). Kortikotropin
salgilatict hormonun (CRH), hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginden hipofizin portal
sistemine salinimi, bu yanitla iliskilidir. CRH, hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH)
salinmasia, ACTH’da adrenal bezlerin uyarilmasina ve glukokortikoid salinmasina yol agar
(41). Kortizol de stres yanit1 olarak, adrenalin salinmasini potansiyelize eder, kardiyovaskiiler

tonusu arttirir, biiylimeyi ve inflamatuar yanit1 baskilar (40).

Glukokortikoidler i¢in, glukokortikoid reseptdrleri (GR) yiiksek afiniteli iken,
mineralokortikoid reseptdrleri (MR) ise diisiik afinitelidir. GR, beynin bir¢cok bolgesinde
bulunur ve stres yanit1 olarak artan glukokortikoid yanitinin negatif feedback mekanizmasini

olusturur. Daha ¢ok hipokampuste bulunan MR ise HPA aksinin bazal aktivitesini dengeler

(42).

Stres yanitinin diizenlenmesinde, sempatik sistem aktivasyonu da onemlidir.
Strese cevaben katekolamin ve ndrepinefrin salgist artar. PVN’da CRH salinimi, nérepinefrin
tarafindan uyarilir. Katekolaminler ise hipokampuste bulunan MR diizeyini regiile ederek

negatif feedback mekanizmasinda gorev alir (42).

Bu mekanizmalardan da anlasilacag: iizere, glukokortikoidler, stres yanitinda
onemli bir diizenleyici role sahiptir. Bu diizenleyici rol, ndronal gelisim siiresince ekspresyona

ugrayan glikokortikoid reseptorleri araciligiyla gergeklestirilir (43).

Norogenezin normal seyretmesi ve beynin gelismesi i¢in, memelilerin, gebelik
boyunca endojen glukokortikoidlere ihtiyaci vardir (44). Glukokortikoidlerin MSS gelisiminde,

akson ve dendritlerin yeniden yapilanmasinda onemli islevleri oldugu bilinmektedir (45) .



Noronal hiicre biiylimesi, farklilagmasi, iletisiminde rol alirlar (44).

Glukokortikoidlerin fazlaligi ve eksikliginin, santral sinir sistemi gelisiminde
yapisal ve islevsel degisikliklere neden oldugu, insan ve hayvan ¢aligmalarinda gosterilmistir

(46).

Farkli hayvan tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda, deksametazon ve betametazon
formundaki sentetik glukokortikoidlerin, prenatal donemde, ndronal hiicre proliferasyonunu
azalttig1, hipokampus dentat girus ve neokortekste ndrojenezi inhibe ettigi gosterilmistir

(37,38).

Gebelikte, kadinlarin kortizol seviyeleri dogal olarak yiiksektir, fetal biiytime ve
pulmoner gelisim i¢in bu yiiksek diizey gereklidir. Maternal kortizoliin (kortikosteron) fazlasi,
fetoplasental yolda, inaktif forma (kortison) doniistiiriiliir. Boylelikle maternal yiiksek

kortizoliin, yiiksek dozda aktif formunun fetuse ulasmasi engellenmis olur (43,47).

Gebelikte kortikosteroid kullanimini gerektiren durumlar, kardiyometabolik ve
noroendokrin cevap degisikliklerine neden olabilmektedir (48). Erken dogum riski tagiyan
gebeliklerin yonetiminde, antenatal steroid kullanimi, akciger maturasyonunun saglanmasi ve
komplikasyonlar1 &nlenmesi agisindan son derece dnemlidir (49). Immunsupresif tedavi almasi
gereken gebelerde, diger ilaglarin gebelikle iliskili riskleri ya da fetal gelisim {izerine
bilinmeyen etkileri nedeniyle, kortikosteroidler kullanilmaktadir. Gebelerde kabul edilen
optimal doz 20 mg/giin’den azdir ancak daha yiiksek doza ihtiyag duyan hastalar igin,
kontrolsiiz otoimmunitenin, anne ve fetus sagligina zarar1 daha fazla oldugu diistintilerek, daha

yiiksek dozlara izin verilebilmektedir (50).

Antenatal glukokortikoid tedavisinin preterm bebeklerde respiratuvar distress
sendromu ve interventrikiiler kanamay1 azaltmadaki etkinligi, uzun siiredir bilinmekle birlikte
giintimiizde MSS iizerine olumsuz etkilerinin ortaya konmus olmasi nedeniyle, kullanim alani

risk durumuna gore degerlendirilmektedir (51,52).



2.5  Hiicre Hasar ve Hiicre Oliimii

Hipoksi, fiziksel ve kimyasal ajanlar (travma, yanik, ilaglar ve radyasyon),
genetik etkenler, immun sistem reaksiyonlari, mikroorganizmalarin etkileri sonucu, hiicre
hasar1 olugur. Hiicre hasarinda, oksidatif fosforilasyon bozulur, ATP azalir, anaerobik glikolize
bagli hiicre i¢i pH diiser, hiicre i¢i Na*, Ca*? artis1 olur ve bu durum geri dondiiriilemezse
ATPaz, fosfolipaz, proteaz, endoniikleaz gibi enzimlerin aktiflenmesine ve hiicrenin 6liimiine

yol agar (53).

Hiicre hasar1 geri dondiiriilemezse, mitokondriyal serbest oksijen radikalleri
(SOR) artis1 ve proteaz enzimlerinin akivasyonu membran biitlinliigiiniin bozulmasina neden
olur ve hiicre nekroza gider. Nekroz, morfolojik olarak, siklikla iskemik olaylarda goriilen
koagiilasyon nekrozu, enzimatik doku sindirimi ile karakterize likefaksiyon nekrozu,
graniilomlarla karakterize kazedz nekroz, lipaz etkisiyle ortaya ¢ikan yag nekrozu ve
ekstremitelerin beslenme bozukluklarinda ortaya ¢ikan gangrendz nekroz olmak iizere, bes alt

tipte incelenir (53).

2.5.1 Apopitoz

Apopitoz, genel olarak, potansiyel zararli ya da yararligini yitirmis hiicrelerin,
hiicre yikiminda gorevli enzimleri aktive ederek, ortadan kaldirilmalarini saglayan, genetik
olarak programlanmis bir hiicre 6liimii yoludur. Fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki tipe
ayrilir. Embriyogenez esnasinda, gelisimsel involiisyona bagli hiicre 6liimii, menstriiasyon,
menopoz, kastrasyon gibi durumlarda gerceklesen hormon bagimli involiisyona bagli hiicre
Olimii, hizli ¢ogalan (labil) hiicrelerin turnover1 sonrasinda gerceklesen hiicre oliimii, akut
inflamasyon reaksiyonunda goérev alan hiicrelerin turnoveri, otoreaktif T lenfosit hiicrelerinin
dongiisii esnasinda olimi gibi durumlar fizyolojik apopitoza ornektir. DNA hasari, hatali
katlanmis protein birikimi, parankimal organlarin kanal obstruksiyonu durumlarinda
gerceklesen hiicre 6liimleri ve viriislerle enfekte hiicrelerde T lenfosit aracili hiicre 6limii gibi

patolojik durumlarda goriilen apopitoz ise patolojik apopitoz olarak tanimlanir (53).

Apopitoz intrensek ve ekstrensek yolaklarla gerceklesebilir. Temel yolak
mitokondriyal yolak olarak da bilinen intrensek yolaktir. Ekstrensek yolak, reseptor aracili

apopitoz olarak da tariflenir.
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Intrensek yol: Mitokondriyal zarlarin gegirgenliginin artmastyla, mitokondriden
sitokrom-c (sit-c) sitoplazmaya sizar, kaspaz proteinlerini aktive ederek apopitozu baslatir. Bu
stire¢, Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 protein ailesinde proapoptotik ve
antiapoptotik proteinler bulunmakta, bunlarin dengesi, hiicrenin apopitoza gitmesinde etkili
olmaktadir. Bad, Bax, Bid, Bcl-xs, Bak, Bim, Puma ve Noxa proapoptotik proteinlerdir ve
sitozolde bulunmaktadir. Antiapoptotik proteinler olarak bilinen Bcl-2, Bcl-x1 ve Mcl-1 ise
cekirdek zar1, mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunurlar. Saglikli hiicrelerde, biiyiime
faktorli gibi uyaranlar, antiapoptotik proteinlerin liretimini arttirir. Bliylime faktorlerinden ve
hiicre icin yasamsal uyarildan mahrum kalindiginda, tolere edilemeyecek miktarda hatali
katlanmig protein birikimi oldugunda ya da DNA hasar1 durumunda, proapoptotik BH-3
proteinleri (Bim, bid, bad) artar ve denge apopitoz lehine doner. Proapoptotik proteinler (bax,
bak), dimerize olarak mitokondri membranina girer, sitokrom- ¢ nin sitozole ¢ikisini saglar.
Sitozolde apopitozisi aktive eden, apopitozis aktive edici faktor (APAF-1) bulunmaktadir.
Sitokrom-c APAF-1 ile sitozolde birleserek Apoptozom adi verilen molekiilii olusturur. Bu
molekiil, kaspaz-9’un aktive edilmesini saglar. Kaspaz-9 ise kaspaz-3’iin aktiflenmesini saglar.
Siirecin sonunda kaspaz aktive edici DNAaz (CAD) aktiflenir ve hiicre ¢ekirdeginde kromatin

kondansasyon ve fragmantasyonu gerceklesir (53-55).

Ekstrensek yol: Timor Nekroz Faktor (TNF) reseptor ailesinden olan, 6liim
reseptorleri adiyla bilinen, Tip-1 TNF ve Fas (CD95) reseptorleri, birgok hiicrede bulunur. Fas
reseptOriiniin ligand1 (FasL), aktive T lenfositlerde eksprese edilir. Fas reseptorii bulunan hiicre,
aktive T lenfositlerinde FasL tarafindan tanindiginda, Fas-FasL capraz baglanmasi gerceklesir
ve adaptor proteinlere baglanir. Bu yolla kaspaz-8 aktive edilerek apopitoz, ekstrensek yoldan
baslatilmis olur (53,54,56). Kaspaz-3’iin ekstrensek yolda kaspaz-8 tarafindan aktive edilmesi
dogrudan ya da Bid aracilifiyla dolayli olarak gergeklesir. Sonugta aktiflenen kaspaz-3 her iki
yolun sonunda da CAD aktivasyonu ve DNA fragmantasyonuna yol acar (53,54,57).

Apopitozisin diizenlenmesinde timor siipressor gen olarak bilinen p53’iin de
etkisi onemlidir. p53, DNA hasart olusan hiicreyi, Gl fazinda durdurur, tamiri miimkiin
olmayan hasar durumunda, Bcl-2 ve Bel-x baskilanirken, Fas, Apaf-1 ve bax yapimu arttirilarak

hiicre, apopitoza yonlendirilir (53,58).

Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlar, islevine gore, inflamatuar, initiator ve

executioner olmak {izere ii¢ grupta incelenir. Kaspazlardan 1,4,5,11,12,13 ve 14, inflamatuar
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olarak goérev alirlar. Initiatr ya da baslatici olarak siniflandirilanlar ise 2,8,9 ve 10’dur.
Executioner ya da efektor olarak siniflandirilanlar, 3,6 ve 7°dir . Normalde inaktif halde bulunan
kaspazlar, proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. DNA tamir ve replikasyon yolundaki
enzimleri inaktive ederek, hiicre iskelet proteinlerini ve 100 civarinda hedef proteini keserek,

hiicre zarinin tomurcuklanmasina ve apopitoza neden olurlar (59).

2.5.2  Otofaji

Otofaji, aktivitesini yitirmis proteinlerin ve organellerin, otofagozom igine
alinarak, lizozomal enzimlerle sindirilmesidir. Hiicresel fonksiyonlarin devamini saglamak i¢in,
ortadan kaldirilmasi gereken protein ve organeller, otofagozoma alinir ve otofagozomlarin
lizozoma baglanmasiyla, sindirim gergeklesir (60). Hasarli proteinler, serbest oksijen radikalleri
gibi hiicresel fonksiyonlarin devamliligr i¢in tehdit olusturan yapilarin ortadan kaldirilmasi,
otofajiyle gerceklesir. Otofaji, katabolik bir silire¢ gibi goriinmesine karsin, biitiinciil
degerlendirildiginde, hiicre biitiinliigiiniin siirmesi i¢in, hem katabolik hem anabolik siireclere

katk1 sunmaktadir (61).

Otofaji, makro, mikro ve saperon aracili otofaji seklinde, ii¢ farkli yolla
gerceklesebilir. Ortak olarak {i¢ yolakta da yikima ugrayacak hiicre materyalleri, lizozomlarca
yikilir. Makrootofaji, ana otofajik yolaktir. Protein fragmentlerinin ve hasar gormiis
organellerin yikiminda 6nemlidir. Otofagozomlar, yikima ugrayacak materyalleri hapsedip
lizozoma tasir ve lizozomal enzimlerle, protein, karbonhidrat, lipid, RNA gibi materyallerin ve
mitokondri, peroksizom gibi organellerin yikimimi saglarlar. Otofagozomu olusturan,
endoplazmik retikulumun, fosfotidil inozitol 3 fosfattan (PI3P) zengin membranlaridir. Bu
membranlar, biraraya gelir, uzanir, kapanir ve otofagozom olusturulur. Lizozomla birlesmis
otofagozomlar, otolizozom olarak adlandirilir. Otolizozomlarin igerigindeki asidik enzimler
yikimi gergeklestirir. Mikrootofaji yolu ise, daha kiiclik sitoplazmik igeriklerin lizozomlarca
pinositozuyla gerceklesen bir yoldur. Bir diger otofaji yolu olan saperon aracili otofaji, daha
secici bir yol olup, KFERQ motifli proteinleri tanir ve hedefler. Bu yolda, saperon kompleksler
vardir ve Heat Shock Cognate 70 (HSC70) igerirler. Bu sekilde tanidiklari proteinlerin,
lizozomal membrana ulagmasin1 saglarlar. Lizozomal membranda ise proteinler taninarak

sindirilmek tizere igeriye alinirlar (61-63).
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Otofajide rol alan proteinler, mayalarla yapilan ¢aligsmalar sonucu kesfedilmistir.
Sonrasinda bu kesfedilen proteinlerin, 6karyot hiicrelerde homologlar1 tanimlanmis ve Atg
proteinleri olarak bilinen, otofaji ile baglantili proteinler tanimlanmistir (64). Otofaji siirecine

katilan ii¢ ana protein Beclin-1, Lc3 ve P62°dir (65).

Sitoplazmik yapilarda lokalize olan Beclin-1, otofaji siirecinin baglatilmasinda
ve slirdiiriilmesinde rol alir. Ayrica, endositozda, hiicrelerin yaslanma ve oliimii gibi
stireclerinde de yer almaktadir. Beclin-1, PI3P iiretiminde yer alan fosforilasyon enziminin

(smuf III fosfatidilinositol 3-kinaz), temel bileseni olarak bulunur (66,67).

[lk olarak maya hiicrelerinde Atg8 olarak tanimlanmis olan Lc3 proteini,
¢ozliniir protein yapisindadir ve NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1 protein) ve p62 ile birlikte
otofagozomda, organel ve protein tasinmasinda rol almaktadir (68). Otofagozomun geniglemesi
icin Atg5-Atgl2 ve Le3 konjugasyon sistemine ihtiya¢ vardir. Bu sistem, sitoplazmada Atg5S-
Atgl2- Atgl6L kompleksinin olugsmasi ve preotofagozomal zara baglanmasiyla aktiflenir. Lc3,
bu baglanma sonrasi bolgeye gelir (69). Lc3, Atg4 proteazi tarafindan, serbest formu olan Le3-
I’e doniisttrtliir. Le3-1 ise, Atg7 ile aktiflenir, Atg3 ile islenir ve Le3-1I"ye doniisiir. Le3-11,

lipidlenmis formdur ve L¢3 iin preotofagozomal membrana baglanmasi i¢in gereklidir (70,71).

Bir diger otofaji proteini olan p62, proteinlerin pargalanmasi siirecinde reseptor
fonksiyonuna sahiptir. Ubiquitinlenmis proteinlerin, p62 aracilifiyla, proteozoma iletildigi
gosterilmistir (72). Bunun diginda, ubiquitinlenmis proteinlere baglanarak, c¢ekirdek ve
sitoplazma arasinda mekik olusturdugu da bilinmektedir (72). p62 proteini iizerinde, Lc3 ile
etkilesimini saglayan “Lc3 ile etkilesen bolge” anlamina gelen LIR ve C-terminal UBD dizileri
bulunmaktadir (73). p62 proteini, otofajideki gorevini, Lc3 ile olan iliskisi yoluyla ger¢eklestirir
(74).

2.6 Centella Asiatica

Apiaceae ailesinden olan Centella Asiatica, otsu ve ¢ok yillik bir bitkidir.
Geleneksel Hint tibbinin, tarihi medikal metni olan “Sushruta Samhita” da yer almakta, Cin’de
Gotu Kola adiyla anilmakta ve yasamin mucizevi iksiri olarak nitelenmektedir. Asya, Pasifik
bolgesi, Afrika ve Amerika kitasinin bazi bolgelerinde yetismektedir. Geleneksel Asya
tibbinda, yiizyillar boyunca, o6zellikle dermatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir

(9,10). Giiniimiizde hem geleneksel tibbin hem de modern tibbin ilgi alanina girmektedir. Yara
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ve yanik tedavisinde, egzema gibi cilt hastaliklarinda etkili oldugunu one siiren bilimsel
arastirmalar mevcuttur (11). Cilt patolojileri disinda: antipiretik, diiiretik, antiromatizmal,
antibakteriyel, antiviral, antifungal ve hiicre ¢ogalmasini uyarici etkilerinin oldugu One

siriilmektedir (11,75).

Centella Asiatica’nin farmakolojik etkinligi, zengin triperten igeriginden
kaynaklanmaktadir. Ozellikle, “saponinler” olarak bilinen madekassoit ve asiatikosit,
“sapogenin” olarak bilinen madekassik asit ve asiatik asit icermektedir (76). Bunlarin diginda,
iceriginde, kafeik asit tiirevleri, flavonoidler, kuersetin, kaemferol, katesin, rutin, steroller,

lipidler bulunmaktadir (76).

Hayvan ¢aligsmalarinda, Centella Asiatica’nin agik yaralara uygulanmasiyla, yara
bolgesinde kollojen sentezinin ve glukozaminoglikan sentezinin uyarildigi, anjiyogenezin
arttigi, insan fibroblast hiicrelerinde de fibronektin ve kollojen sentezinin uyarildigi 6ne
stiriilmiisttir (10,77). Centella Asiatica igerigindeki asiatikosit bilesiginin, SMAD yolagindan
bagimsiz olarak TGF beta reseptor 1 aktivasyonu araciligiyla kollojen tip 1 sentezini uyardig,
titre edilmis formunun DNA baglanma afinitesini diizenleyerek, melanogenezi inhibe ettigi,
tirozinaz ve melanin igerigini azalttig1 bildirilmistir (78-80). Ayrica kollojen sentezini
diizenleyen, hidroksiprolinden zengin peptid seviyelerini arttirarak, yara iyilesmesini ve

epitelizasyon siirecini hizlandirdig1 raporlanmistir (81).

Insan goniilliiler iizerinde, %5 Centella Asiatica ekstresi igeren krem formu
kullanilarak yapilan ¢aligmada, cilt yiizey hidrasyonunun arttig1, transepidermal su kaybinin

azaldig1 ve cilt neminin iyilestirilmesinin saglandig1 bildirilmistir (82).

Centella Asiatica’nin antioksidan aktivite bakimindan, askorbik asit, {izim
cekirdegi ekstrakt: gibi antioksidanlarla kiyaslandiginda, etkili bir antioksidan etkisinin oldugu

belirtilmistir (81).

Bilimsel aragtirmalar, Centella Asiatica’nin cilt hastaliklar1 disinda, 6zellikle
santral sinir sisteminde de Onemli etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir. Yapilan
caligmalarda, Centella Asiatica ekstraktinin, oksidatif hasar1 azaltici etkisinin gii¢lii oldugu ve
bu yolla Alzheimer hastali§i, inme ve yaslanmanin biligsel fonksiyonlar {izerine olumsuz

etkilerini yavaglattigi one siiriilmektedir (12,13). Eksraktin, NRF2 gen ekspresyonunu,
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mitokondriyal gen ekspresyonunu ve enzim aktivitesini arttirdigi ve noroprotektif bir madde
oldugu diistiniilmektedir (14,15). Centella Asiatica’nin néroprotektif 6zelliginin arastirildigi
caligmalarda, amiloid beta toksisitesi, Parkinson Hastaligi, Huntington hastaligi, inme, agir
metal toksisitesi gibi durumlarda faydali olabilecegine dair goriisler mevcuttur (12,13,16).
Ayrica, anksiyolitik, antikonviilzan, nérojenik etkilerinin de oldugu diisiintilmektedir

(14,17,18).

Centella Asiatica ekstraktinin, GABA sentezinde anahtar enzim olan, glutamat
dekarboksilaz enziminin aktivitesini arttirdig1 gdsterilmistir (83). Inhibitér ndrotransmitter olan
GABA iizerine bu etkilerin, anksiyolitik etkinligin yaninda, antikonviilzan etkiyi de
destekleyebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu ile

de nobetleri engelledigi, sigan ndobet modelli yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (84).

Tabassasum ve ark. tarafindan kemirgen fel¢ modellerinde yapilan ¢alismada,
Centella Asiatica’nin, enfarkt alanin1 kiigiilttiigii, orta serebral arter tikanikligina baglh gelisen

semptomlar gerilettigi gosterilmistir (85).

Centella Asiatica’nin biligsel fonksiyonlar iizerine etkisini aragtiran ¢aligmalar,
son yillarda artmaktadir. Son on yilda yapilan calismalarda, Centella Asiatica ekstraktinin,
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarini arttirdig1, yaslh farelerde hafizay: gliclendirdigi gosterilmistir
(86). Hayvanlarin beyinlerinde, sinaptofizin ve post-sinaptik dansite proteini-95 (PSD95) artis1
tespit edilmistir (14).

Centella Asiatica’nin, amiloid beta toksisitesine bagli hiicre dliimlerini nledigi
cesitli caligmalarda gosterilmistir (12,87,88). Amiloid beta birikim modelli yapilan bir
calismada, sekiz ay boyunca Centella Asiatica ile tedavi sonucu, hipokampuste lipid
peroksidasyonunda ve DNA’nin oksidatif hasarinda azalma izlenmistir (89). Yine yaslanma
modelli bir ¢alismada, Centella Asiatica tedavisiyle, lipid peroksidasyonunun azaldigi ve

antioksidan enzim aktivitesinin restore edildigi bulunmustur (86).

Gebe farelerle yapilan calismalarda, Centella Asiatica’nin, prenatal donemde,
santral sinir sistemi hasarina karsi, koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Prenatal donemde
etanole maruz birakilan yavrularin, hafiza, kaginma gibi becerilerinin Centella Asiatica

kullanim1 ile daha fazla korundugu gosterilmistir. Tedavi edilen grupta, oksidatif stres
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belirteclerinin daha az oldugu, antioksidan enzim miktarinin daha fazla oldugu ve hipokampus
hasarinin daha az oldugu gosterilmistir (90). Prenatal donemde, néronal gelisimin incelendigi
bagka bir calismada, prenatal donemde Centella Asiatica uygulanan yavrularin santral sinir
sistemlerinde, daha fazla dallanma sikligina sahip, iyi gelismis akson ve dendritler ve daha genis

bir néronal ag izlenmistir (91).

Calismamizda, Centella Asiatica’nin, noroprotektif etkilerini, santral sinir
sistemi gelisimi lizerine etkilerini ve prenatal strese karst koruyucu etkilerini gézlemlemek

amaglanmistir.

16



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Calismanmiz, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu, 18.02.2021 tarih ve 64583101/2021/034 sayili onay1yla yiiriitiilmiistiir.

Calisma icin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin
edilen, yaklasik 8-12 haftalik, ortalama 20-40 gram agirliginda olan, 6ncesinde herhangi bir
deneye dahil edilmemis, 18 adet disi ve 9 adet erkek Balb/c cinsi fare kullanilmistir.

Fareler, deney siiresince, 1s1:21%1 °C ve nem %45-65 oraninda, 1s1 ve nem ayar1
otomatik olarak ayarlanmis, 12:12 aydmnlik/ karanlik aydinlatma planl odalarda yasatilmistir.
Fareler, polikarbon seffaf kafeslerde, standart fare yemi ile beslenerek, bir haftalik siirede ortam

kosullarina adapte edilmislerdir.

Adaptasyon siirecinin ardindan disi ve erkek fareler, 2 disiye 1 erkek fare olacak
sekilde ayn1 kafese koyulup, gece boyu birakilmis, devaminda vajinal plak takibi ile gebelik
kontrolii yapilmustir.

3.2 Genel Planlama ve On Deney

Deney planlama Oncesinde, kortizon uygulamasi yapilan ve uygulama
yapilmayan gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir. Hematoksilen eozin boyamasiyla yapilan
karsilastirmada, kortizon uygulanan gebe fare fetuslerinde, beyin ebatlarinin daha kii¢lik oldugu

gbzlemlenmis ve bunun iizerine asil deney boliimiine gegilmistir.

33 Deney Gruplarinin Planlanmasi

Deney i¢in; kontrol grubu, deney grubu ve tedavi grubu olmak iizere ii¢ grup

belirlenmistir:
1.Grup: Kontrol grubu, n=6
2.Grup: Peritoneal kortizon uygulamasi yapilan grup, (deney grubu) n=6

3.Grup: Peritoneal kortizon uygulamasi ve oral Centella Asiatica uygulamasi

yapilan grup (tedavi grubu) n=6.
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Uc grup igin 6’sar gebe fare alinip, her kafeste 2 fare olacak sekilde deney
stirdiiriilmustiir. Kontrol grubunda, gebeligin 9-15 giinleri arasinda, toplam 5 giin, Img/kg/giin
Serum Fizyolojik (SF), intraperitoneal olarak uygulanmistir. Diger iki gruba, prenatal stres
ortami olusturmak amaciyla, intraperitoneal olarak deksametazon uygulanmistir (7).
Deksametazon dozu, Img/kg/giin olarak belirlendi (7). Bununla birlikte 3.grupta deksametazon
uygulamasina ek olarak, fare agirhigina gore, her 1 kg icin Iml Centella Asiatica, oral gavaj
yoluyla uygulanmistir (10,92,93). Kullandigimiz Centella Asiatica ekstraktinin 1 mL’sinde

1000 mg saf Centella Asiatica bulunmaktadir. Dozumuz 1mL/kg/giin olarak ayarlanmistir.

3.4 Deneyin Sonlandirilmasi

Gebeligin 18.5 giinlinde, ketamin-ksilazin anestezisi altinda perfiizyon islemi
uygulanmigtir. Bu yolla, embriyolarin fikse olmasi saglanmis ve sonrasinda sakrifiye edilerek
deney sonlandirilmistir. Embriyolarin beyinleri diseke edilip %10’luk formalinle tespit

edilmisgtir.

Hassas terazi kullanilarak embriyolarin agirlik Olciimleri yapilmistir. Boy

Olciimleri de kagit ve cetvel yardimiyla yapilmais, fotograflanarak kaydedilmistir.

Resim 1: Fetus ve Fetus Beyninin Ol¢iimii
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3.5 Isik Mikroskobik inceleme icin Dokularin Takibi

Fetus beyinleri, formaldehitte tespit edilmis, sonrasinda 12 saat akar su altinda
bekletilmis ve formalin solisyonundan uzaklagtirilmistir. Devaminda doku takibi i¢in sirastyla

tablo I’de goriilen, doku takip basamaklar1 uygulanmaistir.

Tablo I: Manuel Doku Takibi Islemi

Uygulanan Kimyasal Stire
%70’lik Alkol 1 Saat
%80’lik Alkol 1 Saat
%9611k Alkol 1 Saat
%100’lik Alkol 1 Saat
Ksilol (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Ksilol (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Parafin (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Parafin (Etiivde 60 °C) 1 Saat
Parafine Gomme

3.6 Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin bloklardan, ayn1 laboratuvarda bulunan mikrotom cihazi ile Sum lik seri

kesitler alinip numaralandirilmigstir. Seri kesitler incelenip, uygun seviyeler segilerek boyama
islemi planlanmistir. Hematoksilen- Eozin boyama protokolii, Tablo II’de goriildiigii sekliyle,

uygulanmigtir.

Tablo II: Hematoksilen - Eozin Boyama Protokolii

Uygulanan Kimyasal Stiire

Ksilol 3 dakika
Ksilol 4 dakika
%100’liik Alkol 15-20 saniye
%80’lik Alkol 15-20 saniye
Distile Su 3,5 dakika
Hematoksilen 3 dakika
Akar su altinda yikama 1 dakika
Eozin 1 dakika
%80’lik Alkol 15-20 saniye
%100’liik Alkol 15-20 saniye
Ksilol 4 dakika
Ksilol 4 dakika
Entellan ile kapatma
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3.7 Krezil Viyole Boyama

Parafin bloklardan alinan kesitler Tablo III’de verilen basamaklar uygulanarak,

Krezil Viyole ile boyanmustir.

Tablo III: Krezil Viyole Boyama Protokolii

Alman beyin kesitleri, bir gece 37°C’de etiivde tutuldu.

Etiiv sicakligy, ertesi 16 saat sonra 60°C’ye ¢ikarilip dokular 1 saat daha bekletildi.

Kesitler, ksilolde 30 dakika bekletilererek seffaflagtirma islemi gerceklestirildi.
Sirastyla %100 ve %80’lik alkollerde 2’ser dakika bekletildi.

Kesitler distile suda 5 dakika bekletildi.

Krezil viyole boyasi uygulanarak 5 ila 7 dk beklendi.

Akarsu altinda 2dk yikandi.

Sirastyla %80 ve %100’liik alkollerde 2’ser dakika bekletildi

10 dakika ksilol i¢inde bekletilen dokular Entellan ile kapatilarak Isik Mikroskobunda

C|RNQA| NN | W=~

3.8 Immiinohistokimyasal Boyama

Fetuslerin beyinlerinden 5 pm kalinliginda alinan kesitlere, agagidaki sirayla ,

belirtilen islemler uygulanarak immiinohistokimyasal boyama yapilmustir.

Oncelikle beyin kesitleri, polilizinli lama alinmis ve etiivde bir gece boyunca
37°C’de bekletilmistir. Sonra, sirasiyla ksilol igerisinde ve ksilol disinda olmak tizere 60°C’lik
etlivde 15’er dakika konularak seffaflagtirma islemi gerceklestirilmistir. Kesitler, seffaflastirma
isleminden sonra, 2’ser dakika, sirasiyla, %100 etil alkol, %96 etil alkol, %80 etil alkol ve %70
etil alkol serilerinde bekletilmistir. Distile suda 10 dakika bekletildikten sonra, etrafi kurulanmis
ve PAP kalemiyle ¢izilmistir. Dokularin kurumasini Onlemek icin PBS soliisyonu
damlatilmistir. Bir sonraki basamakta, dokularin tizerine Tripsin-EDTA damlatilmig ve 20
dakika siireyle 37 °C’lik etiivde bekletilmistir. 1:9 oraninda, %30’luk hidrojen peroksit
eklenmistir (1ml H2O>+ 9 mL Metanol). PBS ile dokular1 yikama islemi gerceklestirilmistir.
Soliisyon A (Blocking soliisyon) damlatilmig ve 1 saat beklenmistir. Primer antikor Cas3 ve
Lc3B (1:100 oraninda diliie), eklenmis ve bir gece +4 °C’de bekletilmistir. Dokular, tekrar PBS
ile yikanarak, Soliisyon B (Broad spectrum second Ab) eklenmis ve 1 saat beklenmistir.
Onceden oda 1sisma getirilip hazirlanan Soliisyon C (HRP — Streptavidin) damlatilmis, 30
dakika bekletilmistir. PBS ile yikanmistir. 1 mL soliisyon E1 (DAB Substrat Buffer) igerisine,
1 damla soliisyon E2 (DAB chromogen) damlatilmis ve pipetaj yontemiyle karistirilip

vortekslenmistir. Hazirlanan soliisyon, dokulara uygulanmis ve boyama gerceklesene kadar
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(ortalama 40 saniye) bekletilmistir. Dokularin iizerine, Mayer’s Modifiye Hematoksilen
damlatilmis ve 30 saniye siiresince bu sekilde bekletilmistir. Ardindan, akar su altinda dokular
5 dakika siireyle tutulmus. 2’ser dakika, %80°lik etil alkol ve %100’liik etil alkolde, sirastyla
bekletilmistir. Son olarak 4 dakika siireyle ksilolde bekletilen dokular, entellan ile kapatilmis

ve 151k mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.9  Verilerin Eldesi ve Istatistiksel Analiz

Fetuslerin boyu, fetal beyinlerin en, boy ve agirliklar1 veri olarak iglenmistir.
Cas3 ve Lc3B boyanma ozelliklerine gore; lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum
pellucidum, dentat girus ve korpus kallosum bdlgeleri incelenerek, hi¢ boyanmamis olanlar
negatif olarak degerlendirilmis ve boyanma derecelerine gore, 0,1,2,3 diye
numaralandirilmistir. Krezil Viyole ile yapilan boyamada ise, X40 biiyiitmede, her anneden bir
fetus secilerek, 3.ventrikiil, talamus, septum pellucidum ve niikleuslar bolgesi incelenerek

ndron sayimi yapilmistir.

Aragtirma verileri SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 24.0

istatistik programina girilerek, analiz edilmistir.

Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigim test etmek i¢in
Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri kullanilmistir. Normal dagilima uyan verilerde
ortalama ve standart sapma degerleri, normal dagilima uymayan verilerde ise ortanca, minimum
ve maksimum verileri kullanilmigtir. Normal dagilima uyan verilerin karsilagtirilmasinda
ANOVA testi, normal dagilima uymayan verilerin karsilastirilmasinda ise non-parametrik
Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi uygulanmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmesi i¢in, p degerinin 0,05’ten kiiciik (p<0.05) olmasi kosulu

aranmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Agirhk ve Uzunluk

Calismamizda, incelenen parametrelerden, fetus boyu (cm), fetal beyinlerin
agirlik (g), en (cm) ve boy (cm) degerlerinin Kolmogorov-Smirnov testiyle yapilan
degerlendirmesinde normal dagilima uymadigi tespit edilmistir. Non-parametrik Kruskal-
Wallis testi ile yapilan degerlendirmede, kontrol, deney ve tedavi gruplari arasinda, fetus boyu
(cm), fetus beyin agirhigr (g), fetus beyin eni (cm) ve fetus beyin boyu (cm) agisindan,

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptanmaistir (p<<0,001) (Tablo IV).

Tablo IV: Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin

Agirlik ve Uzunluk Degerlerinin Karsilastirilmasi

P
Fetus Boy (cm) <0,001
Fetus Beyin Agirhik (g) <0,001
Fetus Beyin En (cm) <0,001
Fetus Beyin Boy (cm) <0,001

Fetus boyu (cm), fetal beyinlerin agirlik (g), en (cm) ve boy (cm) degerleri,
gruplar arasinda ikili olarak Mann Whitney U testi ile karsilastirildi. Tablo V’te kontrol grubu
ile deney grubu arasindaki karsilagtirma verilmistir. Buna gore, fetus boyunun ve fetal beyin
boy, en ve agirlik degerlerinin, kontrol grubunda, deney grubuna gore daha biiyiik oldugu

goriilmistilir. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Tablo V: Kontrol ve Deney Gruplarmin Olgiim Parametrelerinin Karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Deney Grubu
ortalama £SS | medyan ortalama £SS medyan p
(min-maks) (min-maks)

Fetus Boy 2,30 2,0

2,32+40,16 2,11+0,14 <0,001
(cm) (2,0-2,70) (2,0-2,50)
Fetus Beyin 0,09 0,06

0,08+0,01 0,06+0,01 <0,001
Agirhik (g) (0,07-0,12) (0,04-0,08)
Fetus Beyin 0,60 0,50

0,59+0,08 0,50+0,05 <0,001
En (cm) (0,50-0,80) (0,40-0,60)
Fetus Beyin 0,80 0,70

0,79+0,08 0,68+0,08 <0,001
Boy (cm) (0,70-1,0) (0,60-0,80)
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Kontrol grubu ile tedavi grubu arasindaki karsilagtirmada, fetus boyunun,
kontrol grubunda, tedavi grubuna gore daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,01). Fetus beyin agirligi, eni ve boyu agisindan, kontrol ve tedavi grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. Karsilastirma Tablo VI’da verilmistir.

Tablo VI: Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Olgiim Parametrelerinin Karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Tedavi Grubu
ortalama Medyan ortalama £SS | Medyan p
+SS (min-maks) (min-maks)
2,30 2,20
Fetus Boy (cm) | 2,32+0,16 2,19+0,14 <0,001
(2,0-2,70) (2,0-2,50)
Fetus Beyin 0,09 0,08
0,08+0,01 0,08+0,01 0,195
Agirhik (g) (0,07-0,12) (0,06-0,10)
Fetus Beyin En 0,60 0,60
0,59+0,08 0,55+0,05 0,085
(cm) (0,50-0,80) (0,50-0,70)
Fetus Beyin 0,80 0,80
0,79+0,08 0,80+0,10 0,496
Boy (cm) (0,70-1,0) (0,60-1,0)

Deney grubu ile tedavi grubu arasindaki fetus boyu, fetal beyinlerin agirlik, en
ve boy degerlerinin karsilastirilmasinda, fetus boyunun ve fetal beyin boy, en agirlik
degerlerinin, tedavi grubunda, deney grubuna gore daha biiyiik oldugu saptanmistir. Bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Karsilastirma, Tablo VII’de verilmistir.

Tablo VII: Deney ve Tedavi Gruplarinin Olgiim Parametrelerinin Karsilastiriimasi

Deney Grubu Tedavi Grubu p
ortalama £SS | Medyan ortalama £SS | Medyan
(min-maks) (min-maks)

Fetus Boy 2,0 2,20

2,11+0,14 2,19+0,14 =0,04
(cm) (2,0-2,50) (2,0-2,50)
Fetus Beyin 0,06 0,08

0,06+0,01 0,08+0,01 <0,001
Agirhik (g) (0,04-0,08) (0,06-0,10)
Fetus Beyin 0,50 0,60

0,50+0,05 0,55+0,05 =0,003
En (cm) (0,40-0,60) (0,50-0,70)
Fetus Beyin 0,70 0,80

0,68+0,08 0,80+0,10 <0,001
Boy (cm) (0,60-0,80) (0,60-1,0)
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4.2 Hematoksilen- Eozin Boyamasi

Her gruptan 6 fare ve her fareden 1 fetus alarak yaptigimiz hematoksilen eozin
boyama sonrasi, her gruptan 6’sar preparatta 12’ser doku gozlemsel olarak karsilastirilmistir.
Bu karsilagtirma sonucu, degerlendirilen tiim dokularda, deney grubunda, Dentat Girus
Hippokampus alan biiytikliigiliniin, kontrol ve tedavi gruplarina oranla kiigiik oldugu izlenmistir.
Ayrica, 3. Ventrikiil ¢evresinin degerlendirilmesinde, néron yogunlasmasi oldugu ve ndron
boyutlarinin kii¢iik oldugu gézlemlenmistir. Kontrol grubu ile tedavi grubu arasinda anlaml
fark izlenmemistir. Resim 2,3,4,5,6 ve 7°de hematoksilen eozin boyama preparatlarinin

goriintiileri verilmistir.
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Resim 2: Kontrol Deney ve Tedavi Gruplarinin 3. Ventrikiil Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlar
(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, 3.ventrikiil ¢cevresinde, deney grubunda,

artmis néron yogunlugu ve néron boyutlarinin gézlemsel olarak kontrol ve tedavi gruplarina goére daha
kiiciik oldugu goriilmektedir. Oklar néronlara isaret etmektedir.
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Lateral Ventrikiil

" :

Resim 3: Kontrol Deney ve Tedavi Gruplarinin Lateral Ventrikiil Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlari

(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, Lateral Ventrikiil degerlendirmesinde
gruplar arasinda belirgin fark goriilmemistir.
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Resim 4: Kontrol Deney ve Tedavi Gruplarinin Septum Pellucidum Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlar:

(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, Septum Pellucidum degerlendirmesinde
gruplar arasinda belirgin fark goriilmemistir.
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Resim 5: Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin Dentat Girus Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlari
(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, Hipokampus Dentat Girus bolgesinde,

deney grubunda gelisimin tamamlanmadigi ve Dentat Girus boyutlarinin, kontrol ve tedavi gruplarina gore
daha kii¢iik oldugu goriilmiistiir. Oklar, Dentat Girus kisimlarina isaret etmektedir.
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Gruplarinin Talamus Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlar:

Kontrol Deney ve Tedavi

Resim 6

de, gruplar

lendirmesin

ger

Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, Talamus de,

Deney Grubu, C

B

(A: Kontrol Grubu,

arasinda belirgin fark gézlemlenmemistir.
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Koroid Pleksus
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Resim 7: Kontrol Deney ve Tedavi Gruplarimin Koroid Pleksus Hematoksilen-Eozinle Boyanmis Preparatlari

(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X20 biiyiitmede, Koroid Pleksus degerlendirmesinde,
gruplar arasinda belirgin fark gézlemlenmemistir.
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4.3 Krezil Viyole Boyamasi

Krezil viyole ile ndron sayimi yapmak i¢in, her gruptan 6 gebe fare ve bunlarin
6’sar fetuslari, 4 ayn alan i¢in sayilarak degerlendirilmis ve krezil viyole boyama sonrasi
semikantitatif olarak néron sayimi yapilmistir. Bu degerlendirmede, secilen alanlara bagl
olarak degisim gosteren, gruplar arasi anlamli farklara sahip ndron sayilart gdzlemlenmistir.
3.ventrikiil, Talamus ve Septum Pellucidum’da deney grubunda néron sayisi anlamli olarak
yiiksek bulunurken, néronlarin subjektif olarak boyutlarinin kiigiik oldugu goézlemlenmistir

(Resim 8,9,10). Bu sayimlarin istatistiksel degerlendirmeleri de yapilmustir.

Krezil Viyole boyama ile hazirlanan preparatlardaki néron sayilarinin, normal
dagilima uydugu tespit edilmis, ANOVA testi ile gruplar arasi fark degerlendirilmistir. Buna
gore, 3.ventrikiil (p<0,001), talamus (p<0,01) ve septum pellucidum (p<0,01) bolgelerinde,
istatistiksel olarak anlamli fark saptanirken, niikleuslar bolgesinde anlamli fark saptanmamaistir
(p=0,227) (Tablo VIII). Daha sonra Posthoc testi ile hangi gruplar arasinda anlamli fark

olduguna bakilmistir.

Tablo VIII: Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarmin Noron Sayilarinin

Kargilagtirilmasi
Bolge Grup ortalamazss P
kontrol 572,67+62,60
3.ventrikiil | deney 815,00+84,18 <0,001
tedavi 504,00+60,18
kontrol 640,00+54,03
Talamus deney 716,67+61,21 =0,004
tedavi 566,67+£74,47
kontrol 510,33+42,15
septum
. deney 648,00+65,20 =0,001
pellucidum
tedavi 503,33+69,76
kontrol 439,33+67,71
Niikleuslar
deney 458,33+114.,9 =0,227
bolgesi
tedavi 528,33+79,46
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3. ventrikiil bolgesinin krezil viyole ile yapilan boyamasinda, ndron sayilar
arasinda farklar Tablo IX ve Tablo X‘da incelenmistir. Buna gore deney grubunda ndron sayisi
(815,00+84,18), kontrol grubuna (572,67+62,60) gore daha fazla izlenmis ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Deney grubunda ndron sayisi
(815,00+84,18), tedavi grubuna (504,00+£60,18) gore de fazla izlenmis, bu fark da istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Ayrica, gozlemsel olarak, deney grubunda, néron
boyutlar1 kii¢iiktiir (Resim 8). 3.ventrikiilde, kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda, istatistiksel

olarak anlamli fark izlenmemistir (p=0,236).

Tablo IX: 3.Ventrikiil Bolgesi, Kontrol ve Deney Gruplar1 Néron

Sayilarinin Karsilagtirilmasi

Grup ortalama =+ ss p
Kontrol Grubu 572,67+62,60
<0,001
Deney Grubu 815,00+84,18

Tablo X: 3.Ventrikiil Bolgesi, Deney ve Tedavi Gruplar1 Néron

Sayilariin Karsilagtirilmasi

Grup ortalama + ss p
Deney Grubu 815,00+84,18
<0,001
Tedavi Grubu 504,00+60,18

Resim 8’de, 3.ventrikiil bolgesinin krezil viyole ile boyanmis preparatlari

gosterilmistir.
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Resim 8: 3.Ventrikiil Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin Krezil Viyole ile Boyanmis Preparatlar

(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X40 biiyiitmede, 3.Ventrikiil ve ¢evresinde, deney grubunda
noron sayisinda artis ve néron boyutlarinda azalma goriilmiistiir. Oklar, néronlara isaret etmektedir.
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Talamus bdlgesinin krezil viyole ile yapilan boyamasinda, néron sayilari
arasinda farklar incelendiginde, deney grubunda ndron sayisinin (716,67+61,21), tedavi
grubuna (566,67+74,47) gore daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir (p<0,01). Tablo XI’de deney grubu ve tedavi grubunun karsilagtiriimasi
verilmistir. Talamus bolgesi icin, kontrol grubu-deney grubu (p=0,128) ve kontrol grubu-tedavi

grubu (p=0,149) karsilagtirmalarinda ise istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.

Tablo XI: Talamus Bolgesi Noron Sayilarinin Karsilastirilmast

Grup ortalama =+ ss p
Deney Grubu 716,67+61,21
=0,003
Tedavi Grubu 566,67+74,47

Talamus bdlgesinin, kontrol, deney ve tedavi gruplarinin, krezil viyole ile

boyanmis preparatlari, Resim 9’da verilmistir.
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Resim 9: Talamus Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin Krezil Viyole ile Boyanmis Preparatlari
(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X40 biiyiitmede incelenen Talamus’ta, deney grubunda,

noron sayisinin fazla, néron boyutlarinin daha kii¢iik oldugu goriilmiistiir. (Kontrol grubunda biiyiik néron,
deney grubunda kiiciik néron kirmzi okla gosterilmistir)
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Septum pellucidum bolgesinde kontrol ve deney gruplarinin néron sayilariin
karsilastirilmasi Tablo XII’de verilmistir. Buna gore, deney grubunda (648,00+65,20), kontrol
grubuna (510,33+42,15) gore noron sayisi daha fazla bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0,01).

Tablo XII: Septum Pellucidum Boélgesi Noron Sayilarinin Karsilagtirilmasi

Grup ortalama =+ ss p
Kontrol Grubu 510,33+42,15
=0,003
Deney Grubu 648,00+65,20

Septum pellucidum boélgesinde, noron sayilari agisindan, tedavi ve deney grubu
arasindaki karsilastirma, Tablo XIII’te verilmistir. Buna gore, deney grubunda (648,00+£65,20),
tedavi grubuna gore (503,33+69,76) ndron sayist daha fazla bulunmustur. Bu fark, istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,01).

Tablo XIII: Septum Pellucidum Bolgesi Noron Sayilarinin Karsilastirilmasi

Grup ortalama + ss P
Tedavi Grubu 503,33+69,76
=0,002
Deney Grubu 648,00+65,20

Septum pellucidum boélgesinde, kontrol ve tedavi gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark izlenmemistir (=0,978).

Resim 10’da, septum pellucidum boélgesinin, kontrol, deney ve tedavi

gruplarinin, krezil viyole ile boyanmig preparatlari verilmistir.

Niikleuslar bolgesinde, kontrol, deney ve tedavi gruplarinin karsilastirilmasinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir. Resim 11°de niikleuslar
bolgesinin kontrol, deney ve tedavi gruplarminin krezil viyole ile boyanmis preparatlari

verilmistir.

36



Resim 10: Septum Pellucidum Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarimin Krezil Viyole ile Boyanmis Preparatlari
(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X40 biiyiitme ile yapilan incelemede, Septum Pellucidum’da,

néron sayilariin kontrol ve tedavi, grubuna gore artmis oldugu, deney grubunda néron boyutlarinin daha
kiiciik oldugu goriilmiistiir. Oklar, néronlar1 géstermektedir.
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Nukleuslar Bolgesi

Resim 11: Niikleuslar Bolgesi Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplariin Krezil Viyole ile Boyanmis Preparatlar:

(A: Kontrol Grubu, B: Deney Grubu, C: Tedavi Grubu) X40 biiyiitme ile yapilan incelemede, 3.Ventrikiiliin gerisinde
kalan niikleuslar bélgesinde, néron sayilari acisindan gruplar benzer bulunmustur.
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4.4 Immunohistokimyasal Boyama

Calismamizda, Cas3 ve Lc3B boyanma o6zelliklerininin verilerinin, normal
dagilima uymadig1 saptanmistir. Non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile gruplar arasindaki
farklar degerlendirilmis, istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplar Mann Whitney U testi ile

degerlendirilmistir.

Kontrol, deney ve tedavi gruplarinin Cas3 boyanma o6zellikleri karsilastirilmig

ve gruplar arasinda anlamli fark oldugu gézlenmistir (p<0,05). Tablo XIV’te verilmistir.

Tablo XIV: Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin

Cas3 Boyanma Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Bolge P

Lateral Ventrikiil =0,012
Koroid Pleksus =0,001
Talamus =0,006
Septum Pellucidum =0,001
Dentat Girus =0,019
Korpus Kallosum =0,015

Cas3 boyanma Ozelliklerine gore, kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasinda, lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum pellucidum, dentat girus
ve korpus kallosum bolgelerinin hepsinde, deney grubunun kontrol grubuna gore daha fazla
boyandig1 goézlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Karsilastirma ile ilgili detaylar Tablo XV te verilmistir.

Tablo XV: Kontrol ve Deney Gruplarmin Cas3 Boyanma Ozelliklerinin Karsilagtiriimasi

Kontrol Grubu Deney Grubu

ortalama £SS | Medyan ortalama +SS | Medyan P
Bolge (min-maks) (min-maks)
Lateral Ventrikiil 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 1,670,516 |2 (1-2) =0,011
Koroid Pleksus 0+0 0 (0-0) 1,670,516 |2 (1-2) =0,002
Talamus 0,33+0,516 | 0 (0-1) 2,33+0,816 | 2,5 (1-3) =0,005
Septum Pellucidum | 0+0 0 (0-0) 1,330,516 |1 (1-2) =0,002
Dentat Girus 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 1,83+0,753 |2 (1-3) =0,011
Korpus Kallosum 0,67+0,516 1 (0-1) 1,50+0,548 | 1,5 (1-2) =0,030
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Cas3

karsilastirilmasinda, yalnizca koroid pleksus bolgesinde, tedavi grubunun kontrol grubundan
daha fazla boyandig1 gozlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Diger

bolgelerde kontrol ve tedavi grubu arasinda fark gozlenmemis olup detaylar Tablo XVI’da

verilmistir.

boyanma

ozelliklerine

gore,

kontrol

ve tedavi

gruplarinin

Tablo XVI: Kontrol ve Tedavi Gruplarinin Cas3 Boyanma Ozelliklerinin Kargilastirilmasi

Kontrol Grubu Tedavi Grubu
. ortalama +SS | Medyan ortalama +SS | Medyan P
Bolge
(min-maks) (min-maks)
Lateral Ventrikiil 0,500,548 10,5 (0-1) 0,67+0,516 | 1 (0-1) =0,575
Koroid Pleksus 0+0 0 (0-0) 0,67£0,516 |1 (0-1) =0,019
Talamus 0,33+0,516 | 0 (0-1) 0,67+0,816 | 0,5 (0-2) =0,465
Septum Pellucidum | 0+0 0 (0-0) 0,170,408 |0 (0-1) =0,317
Dentat Girus 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 1,010,632 1(0-2) =0,171
Korpus Kallosum 0,67+0,516 |1 (0-1) 0,33+0,516 | 0 (0-1) =0,269
Deney ve tedavi gruplarmin Cas3 boyanma &zelliklerine

karsilastirilmasinda lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum pellucidum ve korpus
kallosum bolgelerinde, deney grubunun tedavi grubuna goére daha fazla boyanma o6zelligi
gosterdigi izlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Dentat girus bolgesinde

ise deney ve tedavi gruplar1 arasinda Cas3 boyanma 6zelligi agisindan fark izlenmemistir (Tablo

XVII).

Tablo XVII: Deney ve Tedavi Gruplarinin Cas3 Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Deney Grubu Tedavi Grubu

ortalama £SS Medyan ortalama +SS Medyan P
Bolge

(min-maks) (min-maks)

Lateral Ventrikiil | 1,67£0,516 |2 (1-2) [0,67+0,516 |1 (0-1) =0,014
Koroid Pleksus 1,67+0,516 |2 (1-2) 0,670,516 | 1 (0-1) =0,014
Talamus 2,33+0,816 |[2,5(1-3) |0,67x0,816 |0,5(0-2) |=0,013
Septum Pellucidum [ 1,33+0,516 |1 (1-2) 0,17+0,408 | 0 (0-1) =0,006
Dentat Girus 1,83+0,753 |2 (1-3) 1,020,632 | 1(0-2) =0,06
Korpus Kallosum [ 1,50+0,548 | 1,5(1-2) [0,33+0,516 |0 (0-1) =0,011
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Her gruptan 6 fare ve her fareden 1 fetus alarak yaptigimiz Cas3
immunhistokimyasal boyama sonras1 yaptigimiz incelemede, lateral ventrikiil, koroid pleksus,
talamus, septum pellucidum, dentat girus ve korpus kallosumda, deney grubunun kontrol
grubuna gore daha yogun boyandig1 goriilmiistiir. Lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus,
septum pellucidum ve korpus kallosumda, deney grubunda, tedavi grubuna gére boyanmanin
daha yogun oldugu, dentat girusta ise benzer yogunlukta boyanma oldugu goriilmiistiir. Kontrol
ve tedavi gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada ise, yalnizca koroid pleksusta, tedavi
grubunun daha yogun boyandigi goriilmiistiir. Resim 12°de, Cas3 immunhistokimyasal
boyanmasi yapilmis preparatlarin, X40 biiylitmede incelenen preparat goriintiileri ve

karsilagtirmalar1 verilmistir.
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Tedavi Grubu

Deney Grubu

Kontrol Grubu
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Kontrol, deney ve tedavi gruplarinin Lc38 boyanma o6zellikleri karsilastirilmig ve

tiim bolgelerde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gozlenmistir (p<0,05). Karsilagtirma Tablo

XVIII’de verilmistir.

Tablo XVIII: Kontrol, Deney ve Tedavi Gruplarinin Lc383

Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Bolge P

Lateral Ventrikiil =0,007
Koroid Pleksus =0,011
Talamus =0,003
Septum Pellucidum =0,002
Dentat Girus =0,012
Korpus Kallosum =0,011

Lc3B  boyanma  oOzelliklerine gdre, kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasinda, lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum pellucidum, dentat girus
ve korpus kallosum bolgelerinin hepsinde, deney grubunun kontrol grubuna gore daha fazla
boyanma Ozelligi gosterdigi saptanmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05). Detaylar Tablo XIV’da verilmistir.

Tablo XIX: Kontrol ve Deney Gruplarmin Lc3B Boyanma Ozelliklerinin Kargilastirilmasi

Kontrol Grubu Deney Grubu

ortalama =SS | Medyan ortalama £SS | Medyan P
Biilge (min-maks) (min-maks)
Lateral Ventrikiil 0,33+0,516 | 0 (0-1) 1,670,516 |2 (1-2) =0,007
Koroid Pleksus 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 1,670,516 |2 (1-2) =0,011
Talamus 0,33+0,516 | 0 (0-1) 1,83+0,408 |2 (1-2) =0,004
Septum Pellucidum | 0,33+0,516 | 0(0-1) 1,83+0,408 |2 (1-2) =0,004
Dentat Girus 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 2,0+0,894 2 (1-3) =0,012
Korpus Kallosum 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) 1,83+0,753 |2 (1-3) =0,011
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Lc3B8  boyanma  ozelliklerine gore, kontrol ve tedavi gruplarinin
karsilastirilmasinda, lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum pellucidum, dentat girus
ve korpus kallosum bolgelerinin higcbirinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gbzlenmemistir. Tablo XX’de detaylar verilmistir.

Tablo XX: Kontrol ve Tedavi Gruplarmnin Lc3B Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Tedavi Grubu
ortalama =SS Medyan ortalama =SS Medyan P
Bolge
(min-maks) (min-maks)

Lateral Ventrikiil 0,33+0,516 | 0(0-1) 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) | =0,575

Koroid Pleksus 0,50+0,548 [ 0,5(0-1) |0,50+0,548 [0,5(0-1) | =10
Talamus 0,33+0,516 | 0 (0-1) 0,33+0,516 | 0 (0-1) =1,0
Septum Pellucidum | 0,33+0,516 | 0 (0-1) 0,17+0,408 [0(0-1) [=0,523
Dentat Girus 0,50+0,548 0,5 (0-1) |0,67+0,516 |1(0-1) |=0,575
Korpus Kallosum | 0,50+0,548 | 0,5 (0-1) | 0,50+0,548 [0,5(0-1) | =10

Lc3B  boyanma  Ozelliklerine gore, deney ve tedavi gruplarinin
karsilastirilmasinda, lateral ventrikiil, koroid pleksus, talamus, septum pellucidum, dentat girus
ve korpus kallosum bdlgelerinde, deney grubunun tedavi grubuna gore daha fazla boyanma
gosterdigi izlenmistir. Bu fark, istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Tablo XXI’de detaylar

verilmistir.

Tablo XXI: Deney ve Tedavi Gruplarinin Lc3B Boyanma Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Deney Grubu Tedavi Grubu
ortalama £SS Medyan ortalama £SS Medyan P
Bolge
(min-maks) (min-maks)

Lateral Ventrikiil 1,670,516 |2 (1-2) 0,504+0,548 | 0,5 (0-1) =0,011

Koroid Pleksus 1,670,516 |2 (1-2) 0,50+0,548 [ 0,5(0-1) | =0,011
Talamus 1,8340,408 |2 (1-2) 0,33+0,516 | 0(0-1) | =0,004
Septum Pellucidum | 1,830,408 | 2 (1-2) 0,17+0,408 [ 0(0-1) | =0,002
Dentat Girus 2,040,894 | 2 (1-3) 0,67+0,516 | 1(0-1) | =0,016

Korpus Kallosum 1,830,753 | 2 (1-3) 0,50+0,548 |0,5(0-1) | =0,011
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Her gruptan 6 fare ve her fareden 1 fetus alarak yaptigimiz Lc38
immunhistokimyasal boyama sonras1 yaptigimiz incelemede, lateral ventrikiil, koroid pleksus,
talamus, septum pellucidum, dentat girus ve korpus kallosumda, deney grubunun kontrol

grubuna gore ve deney grubunun tedavi grubuna goére daha yogun boyandigi goriilmiistiir.

Kontrol ve tedavi gruplar arasinda yapilan karsilastirmada ise bolgeler benzer

boyanma ozellikleri gostermistir.

Resim 13’de, L¢3 immunhistokimyasal boyanmasi yapilmig preparatlarin, X40

biiylitmede incelenen preparat goriintiileri ve karsilastirmalar1 verilmistir.
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5. TARTISMA

Gebe farelerde maternal uygulanan kortizonun, fetus beyin gelisimi iizerindeki
etkileri daha once yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Biz de kendi ¢alismamizda bu etkileri
bir kez daha dogrulayarak, Centella Asiatica’nin (CA) fetus beyin gelisimi {izerine potansiyel

etkilerini arastirdik.

Gebelerin kronik hastalik, anksiyete, depresyon gibi maruziyetlerine bagl
kortizol seviyesi yliksekliginin, fetus gelisimi ve biiylimesini etkileyen durumlar oldugundan,
prenatal stres basliginda bahsetmistik. Anne stresinin fetuse iletiminde HPA aksin 6nemli rol
oynadig1 ortaya konmustur. Ayrica maternal stresin, katekolamin seviyelerini etkileyerek,
oksidatif stresi tetiklemesi ve maternofetal perfiizyonu bozarak gelisimi engelledigi de
gosterilmistir (94). Calismamizda, gebe farelere uygulanan deksametazonun, fetus beyinlerinin
en, boy ve agirlik degerlerinde anlamli azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Literatiirde de
benzer sekilde, prenatal stresin, fetus beyni iizerinde, néron maturasyon ve migrasyonunu
bozdugu, 6zellikle hipokampus dentat girus, lateral ventrikiil ve korteks kalinliginda azalmaya
sebep oldugu, talamus ve mezensefalonda ise hacim artisina sebep oldugunu gosteren

caligmalar mevcuttur (5,95).

Calismamizda, maternal steroidin, fetus beyin gelisimini bozdugu, beyin
boyutlarinda kontrol ve tedavi gruplarina gore kiiclilmeye neden oldugu gézlenmistir. Prenatal
stresin, beyin gelisimi ve iglevleri iizerine olumsuz etkisinin, maternal katekolaminlerin,
plasental kan damarlarina vazokonstriiksiyon yaptirmasina bagl gelisen fetal hipoksi nedenli
olduguna dair gorisler ileri siiriilmektedir (96). Yapilan insan ve hayvan c¢alismalarinda
plasentanin, HPA aks {izerinden prenatal stresi diizenleyici etkisi oldugu O6ne siiriilmiistiir. Bu
caligmalarin, mekanizmalar1 aydinlatmaya yonelik basamaklarinda, kortizolii inaktif formuna
doniistiiren bariyer enzim olan 11b-HSD2’nin down regiilasyonu iizerinde durulmustur.
Annede yiiksek olan bazal kortizol seviyesinin, plasental 11b-HSD2’yi baskilamas1 ve sonug
olarak fetal maruziyeti arttirarak, akst bozmasindan bahsedilmistir. Yine plasental NR3Cl1
ekspresyonun artig1 da maternal prenatal stresle iliskili bulunmustur. NR3C1, plasentada yiiksek
oranda eksprese edilen bir niikleer reseptordiir ve plasental 11b-HSD2 gen ekspresyonunu

upregiile ettigi diistiniilmektedir (97).
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Calismamizda, Hematoksilen Eozin ile yapilan boyama ve gorsel
karsilastirmada, hipokampus dentat girus alaninin biiyiikliigliniin, deney grubunda, kontrol ve
tedavi gruplarma oranla kiigiik oldugu degerlendirilmistir. Ayrica 3. ventrikiil ¢evresinde de
noron yogunlagmasi oldugu ve néron boyutlarinin kii¢iik oldugu degerlendirilmistir. Oksijen,
embriyonik ve fetal gelisim i¢in gerekli olan en Onemli unsurlardan biridir. Oksijen
metabolizmasinin yan {riinleri olarak, tiim oksijen molekiillerinin %0,2-2'sinin siirekli olarak
stiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali dahil olmak {izere bir
dizi reaktif oksijen tiiriine (ROS) indirgendigi tahmin edilmektedir. Hiicre i¢i sinyalizasyon i¢in
temel rollerine ragmen, asir1 ROS konsantrasyonlari, lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin
oksidasyonu yoluyla ciddi hiicre hasarina neden olabilir. Ornegin, hiicre i¢i ROS, kiiresel DNA-
hipo-metilasyona neden olan niikleer DNA'min epigenetik kontrol mekanizmalarinin
aktivitesini azaltir ve histon metilasyonunun kontroliine miidahale eder. Fetal epigenomdaki bu
modifikasyonlarin, HPAA'nin fetal programlamasinin altinda yatan temel mekanizmalardan
biri oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre, enzimatik temizleyiciler ve antioksidan molekiiller dahil
olmak {izere uygunsuz ROS konsantrasyonlarini1 notralize etmek i¢in kapsamli bir savunma
mekanizmasi geligtirmistir (98). Bu enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
mekanizmalari ile ROS iiretimi arasindaki bir dengesizlik, biiyiik 6l¢iide, fetal programlama
mekanizmasi olarak dnemli bir rol oynadigi one siiriilen oksidatif stres (OS) olarak kabul
edilmektedir (6). Tetiklenmis oksidatif stresin, fetal gelisimi, feto maternal kanlanma iizerinden
bozdugu 6ne siiriilmiistiir (99). Maternal prenatal stresin, IL-1,IL-6, IL-18, IL-4, IL-5, IL-
6 TNF alfa gibi inflamatuar belirteglerde artisa sebep oldugu belirtilmistir. Ozellikle IL-6 basta
olmak iizere, bu inflamatuar belirtecler, plasentadan gegebilmektedir. IL-6 aracili arterial kan
basincr artisi ile fetal kanlanma ve oksijenizasyon bozularak HPA aks bozulmakta ve 6zellikle
hipokampus dentat girus gelisiminde gerilige sebep olmaktadir (99). Tiim bu calismalar
1s181inda, mekanizmalarin hala aydinlatilmamis ve merak uyandiran noktalar1 mevcuttur. Bu

sebeple daha genis arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, deksametazonla birlikte Centella Asiatica uyguladigimiz tedavi
grubunda, fetus beyin Ol¢limlerinin, kontrol grubuna benzer oldugu goriilmiistiir. Bu bize
Centella Asiatica’nin beyin gelisimi iizerinde olumlu etkileri oldugunu ve kortizon ile es
zamanli kullaniminda, hasar olusumunu engelledigini diisiindlirmiistiir. Kumar ve
arkadaglarinin Centella Asiatica’nin santral sinir sistemindeki etkilerini anlamay1 amaglayan

caligmasinda, olusturulan oksidatif strese etkileri incelenmistir. Calismada, Centella Asiatica
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(150 ve 300 mg/kg p.o) tedavisinin, oksidatif hasar1 énemli olgiide azalttigi, glutatyon-S-
transferaz, sliperoksit dismutaz ve katalaz seviyesinin restorasyonuyla gdsterilmistir. Ayrica,
beyin mitokondriyel NADH Dehidrogenaz ve Siiksinat Dehidrogenaz seviyelerinde diizenleme
sagladig1 One siiriilmiistiir (86). Bu calisma bize, Centella Asiatica’nin, tetiklenmis oksidatif
stresi azaltarak, beyin gelisiminde, kortizonun etkilerine karst koruyucu ve iyilestirici bir etken

olabilecegini diisiindiirmiistir.

Calismamizda, Centella Asiatica uygulanan grupta, beyin boyutlar1 ve agirligi,
deney grubundan daha biiylik ve kontrol grubuna yakin bulunmustur. Centella Asiatica’nin,
mitokondriyal ve oksidatif fonksiyonlar1 diizenleyerek imflamatuar yanitlar1 etkiledigi one
stiriilmektedir. Mikroglial hiicre hattinda yapilan bir deneyde, Centella Asiatica igeriginde
bulunan asiatic asidin, niikleer faktor kappa aktivasyonunu baskilarken, Sirtuin 1
ekspresyonunu arttirdigi, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu ve nitrik oksit
sentezini azalttig1 ve bu yolla noroinflamasyonu oOnledigi gdsterilmistir. Ayrica, NLRP3
ekspresyonunu baskilayarak ve mitokondriyal ROS’u azaltarak, mitokondriyal disfonksiyonu
tyilestirdigi gosterilmistir (100). Bizim tedavimiz, kortizon uygulamasi ile es zamanl yapildigi
icin, bizim calismamizda, oksidatif stres etkileri ortaya ¢ikmamis olabilir. Bu konuda, daha
detaylt calismalarin yapilmasi, mekanizmalarin anlasilmas: agisindan o6nemli katkilar

saglayacaktir.

Hannan ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Centella Asiatica’nin hiicre kiiltiiriinde,
noronal biliylimeyi ve ndronal polarizasyonu arttirdigi gosterilmistir (91). Calismada, dozun
Oonemine vurgu yapilmis, yiiksek dozlarda, optimal dozda goriilen tedavi cevabinin olusmadigi
gosterilmistir. Hiicre kiiltiiriinde, fetal fare beyin hiicreleri kullanilarak, spesifik boyama
yontemleriyle, Centella Asiatica’nin, primer hipokampal noronlarda erken farklilasmay1
arttirdig1, aksodendritik olgunlagmay1 arttirdigi, dentrit dallanmasimi arttirdigi ve sinaptik
olusumlar arttirdig1 gosterilmistir (91). Kumar ve arkadaslarinin ¢alismasinda (86), farelerde
beyin dokusunda ndérotoksisite olusturulup Centella Asiatica’nin ndrotoksisite iizerine etkisi
incelenmis, dogru dozda kullanilan Centella Asiatica’nin, oksidatif stresi azalttig1 ve hasar
olusumunu engelledigi 6ne siiriilmiistiir. Sari ve arkadaslarinin ¢alismasinda (101), Centella
Asiatica’nin etkileri mekanizma diizeyinde incelenmis ve hipokampus dokusunda Brain
Derived Norotrofik Faktor (BDNF) konsantrasyonunu arttirtigi gézlenmistir. Hippokampus,

glukokortikoid reseptorii ve glutamat igerir ve strese duyarli hipotalamus-hipofiz-adrenal
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(HPA) eksenini diizenler. BDNF, 6grenme ve hafiza siireclerinde sinapslarin giiciinii modiile
eder ve oksidatif stresin azaltilmasinda gorev alir. Bu baglamda, Centella Asiatica’nin oksidatif
stresi azalttig1 goriisli desteklenmistir. Centella Asiatica’nin, santral sinir sisteminde, oksidatif
stresi azaltarak norotoksik etkileri dnledigi ileri siiriilmiistiir (12). Prenatal stresin oksidatif
stresi arttirdigint bildigimize gore, Centella Asiatica’nin iyilestirici mekanizmalarindan biri

olarak, oksidatif stresi azaltmasini 6ne siirebiliriz.

Calismamizda, semikantitatif olarak krezil viyole boyama sonrast yaptigimiz
ndron sayimminda, deney grubunda, diger gruplara gore, 3.ventrikiil, talamus, septum
pellucidumda, ndron sayisi anlamli olarak yiiksek bulunurken, néronlarin gézlemsel olarak
boyutlarinin kii¢iik oldugu gézlemlenmistir. Benzer sekilde, prenatal stresin serebellum iizerine
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, prenatal strese maruz kalan gruplarda ndron sayisinin
arttigi ileri stirlilmiistiir (102). Huang ve arkadaslarinin ¢alismasinda, prenatal stresin, korpus
kallosumda, non-miyelinize akson oranimi arttirdigi, toplam akson sayisini degistirmedigi
gosterilmistir. Calismada, toplam akson sayisinin degismemesi, uygulanan kortizonun toksik
doza ulagsmamasina baglanmistir (103). Bu sonuglar, bizim ¢alismamizda deney grubunda
ndron sayisint fazla bulmamizi ve gozlemsel olarak ndron boyutlarinin kiiclik olarak
degerlendirilmesini desteklemektedir. Biz, prenatal stres grubunda néron sayisinin artiginin
noronal gé¢ ve matiirasyon gecikmesine bagli olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu konuda daha ¢ok

caligma yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Calismamizda, deney grubunda, taklit edilen prenatal stres ile, apopitoza gidiste
artts mevcuttur. Immunhistokimyasal olarak Cas3 boyamas: degerlendirmemize gore, deney
grubunda apopitoz, kontrol ve tedavi grubundan fazla bulunmustur. Benzer sekilde, Miirin
hiicre hattinda deksametazon uygulamasi yapilan bir ¢aligmada, Cas3 etkinligi ile apopitoza
gidisin arttigi One siiriilmistiir. ROS tetiklenmesi, mitokondriyal hasar olusumu, temel
mekanizmalar olarak 6ngoriilmiis, hiicre i¢ci mekanizmalar ile ilgili daha ileri ¢aligmalar
yapilmasi gerektigi belirtilmistir. Calismada, NADH dehydrogenase , cytochrome b (Cyt B),
cyclooxygenase (Cox)-2 ve Cox-3, Cox-1 gen ekspresyon artisi tespit etmislerdir. Katalaz ve
superoksit dismutaz (SOD) seviyelerinde azalis ile oksidatif stresin tetiklenerek apopitoza gidis
oldugunu 6ne siirmiislerdir (104). Mekanizmalarin daha iyi aydinlatilmasi i¢in bu alanda daha

cok ¢alisma yapilmasi gerektigini diisliniiyoruz.
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Calismamizda, fetus beyni iizerinde, Centella Asiatica’nin, kortizon tarafindan
tetiklenen apopitoza gidisi engelledigi ve incelenen donem iginde (kisa vade) hasar olusumunu
azalttigi, Cas3 immunhistokimyasal boyamasi ile gosterilmistir. Yapilan bir g¢aligmada,
Alzheimer hastaliginda, Centella Asiatica’nin, apopitozu azalttig1 gosterilmis ve mekanizmasi
arastirilmistir. Centella Asiatica’nin NF-kB, p65 translokasyonunu inhibe ettigi ve bunun
yaninda, TNF-a, IL-6, TLR4, MyD88, TRAF6 ve p-NF-kB p65'in Alzheimer hastaliginda
artmis olan seviyelerini diisiirerek, apopitozu baskiladigini gostermislerdir. Altinda yatan olas1
molekiiler mekanizmanimn, TLR4/NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu olabilecegini
savunmuslardir (105). Baska bir ¢alismada, diyabetik ratlarda, Centella Asiatica’nin beyin
lizerine etkileri incelenmis ve diyabetik rat beyninde azalan Bcl-2 antiapoptotik proteinin
sevitesini arttirdigi, Cas3 ve Cas9 seviyelerini azalttig1 gézlenmis, bu yolla apopitoz iizerinde
baskilayici etkisinin oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada ayrica, Centella Asiatica’nin,
diyabetik ratlarda, beyin dokusunda artmis saptanan NF-kB p65 protein sevitesini azaltarak
inflamasyonu azalttig1 ileri siiriilmiistiir (106). Qi ve arkadaslarinin ¢alismasinda (107), fare
embriyo hiicre kiiltiiriinde, 6nce Centella Asiatica uygulanmis ardindan norotoksik diizeyde
NMDA uygulanmigtir. Caligmada sonug olarak, Centella Asiatica’nin, apopitoza gidisi
Bax/Bcl2 oranmi degistirerek azalttigi, NMDA reseptorlerinden NR2B down regiilasyonu ile
norotoksik etkinin olusmasini engelledigi ileri siliriilmiistiir. Bu ¢alismay1, diger calismalardan
ve bizim calismamizdan ayiran temel 6zelligin, toksisite olusturmadan Centella Asiatica
uygulanmasi oldugunu disiiniiyoruz. Yolaklarin aydinlatilmasi ve klinik uygulamalarin

yapilabilmesi i¢in bu konuda arastirmalarin devam etmesi gerekmektedir.

Calismamizda, prenatal stresi taklit ettigimiz deney grubunda, otofaji markeri
Lc3B seviyesinde immunhistokimyasal olarak anlamli artis goriilmiistiir. Prenatal stresin
hipokampus iizerindeki etkilerini ve otofaji iligkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢aligmada
BECNI1 ve Atg7 seviyelerinde ve LC3II/LC3I oraninda artisa bagl olarak otofajinin, kontrol
grubuna kiyasla daha fazla oldugu ileri siiriilmiistiir. Otofaji, fetal donemde ve 6zellikle santral
sinir sistemi gelisiminde fizyolojik seviyelerde gerekli ve pilastisite i¢cin de gerekli bir yoldur.
Bu c¢alismada, maternal kronik stres durumunda, otofajinin anormal sekilde aktive oldugu ve
ozellikle hipokampus gelisimini bozdugu 6ne siiriilmiistiir (108). Deney grubumuzda hem
apopitoz hem otofajinin diger gruplardan fazla olmasi, bize ‘otofaji bir hayatta kalma
miicadelesi olabilir mi?‘ sorusunu diislindiirmiistiir. Bu konuda yapilacak ileri ¢aligmalarin,

konuyu aydinlatmaya katki sunacagini diigiiniiyoruz.
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Calismamizda, optimal doz Centella Asiatica kullanilarak, otofajnin anlamli
sekilde azaldig1 ve prenatal stresin etkilerinin azaldig1 gézlenmistir. Hayvan ve kanser hiicre
hattinda yapilan bir ¢alismada, Centella Asiatica uygulamasinin doza bagli olarak apopitozu
uyardig1 one siirtilmiistiir (109). Apopitozu uyaran doz, bizim deney dozumuzun yaklasik 4
katidir. Calismanin devaminda otofaji incelemesi de yapilmistir. Mitokondriyal hasar otofaji
icin de onemlidir. LC3-I'in (19 kD) LC3-II'nin (17 kD) preotofagozomal ve otofagozomal
membrana bagli formuna (otofagozom olusumu i¢in 6zel bir isaretci) doniistiiriildiigline dair
kanit aranarak analiz edilmistir. Centella Asiatica uygulamasi sonrasi, doza bagiml olarak,
A549 hiicrelerinde LC3 etiketli vakuollerin olusumu belirgin sekilde arttig1 dne siirilmiistiir.
LC3-I'den LC3-II'ye doniistim ile otofajinin tetiklendigi belirtilmistir (109). Bu ¢alisma bize
Centella Asiatica’'nin 6rnek optimal dozlar haricinde kullanildigr caligmalarin artmasi

gerektigini ve kanser alaninda umut vadeden sonuglarin olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda, Lc3B immunohistokimyasal boyama yontemi ile, otofajinin,
Centella Asiatica uygulanan tedavi grubunda, deney grubuna gore daha az oldugunu
gozlenmistir. Centella Asiatica’nin otofaji iizerine etkilerinin incelendigi bir c¢alismada,
miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasi artan otofajiye, Centella Asiatica’nin etkileri
incelenmistir. Calismada hem hiicre kiiltiirii hem hayvan deneyleri ile alinan sonuglarda,
Centella Asiatica’nin Bcl-2 seviyesini artirip Beclin 1 seviyesini azaltarak ve Lc311/1 seviyesini
azaltarak otofajiyi baskiladigi gosterilmistir (110). Bu sonug bize, Centella Asiatica’nin
antiinflamatuar ve oksidatif stresi azaltici etkisi sayesinde hasari geri ¢evirebildigi icin,
otofajiye yOnelen hiicre sayisinin fizyolojik seviyede oldugunu diisiindlirmiistiir. Bu konuda

detayli calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gebelik siiresince anne viicudunda gelisen stres reaksiyonlari, biiyiik oranda
yavruyu etkilemekte ve ¢cocukluk ve yetiskinlik doneminde etkileri devam eden ndrolojik ve
psikiyatrik problemlere yol agabilmektedir. Prenatal stres ve kalici olabilen uzun doénem
etkilerine karst koruyucu tip, ana sagligi, gebelik izlemleri onem tasimakta ve fayda
saglamaktadir ancak prenatal stresin biitiin nedenlerinin kontrol edilebilir olmadig1 goz dniinde

bulundurulursa, tedavi ¢aligsmalarinin da 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz.

Calismamizda, taklit edilen prenatal stres modelinde, Centella Asiatica’nin,
strese bagli ortaya c¢ikan olumsuz etkileri geri dondiirebilecegine dair bulgular elde ettik.
Kortizon uygulamasi ile stres ortamini taklit ederek, beraberinde Centella Asiatica uygulanan
tedavi grubunun, fetal beyin Ol¢limlerinin, stres olusturulmayan kontrol grubu ile benzer
oldugunu gozlemledik. Centella Asiatica’nin, beyin dokusunda apopitozu ve otofajiyi
baskiladigini, immunohistokimyasal boyama bulgulari ile ortaya koyduk. Bu alanda yapilan
diger ¢calismalarda da santral sinir sistemi patolojilerinin, Centella Asiatica tedavisinden fayda

gorebilecegine dair umut verici bulgular elde edilmistir.

Bizim ¢alismamizin ve ¢ogu ¢aligmanin da elde ettigi, santral sinir sisteminde,
Centella Asiatica’nin kisa vadede olumlu etkilerini dogrulamak ve tedavinin gergek etkilerini,
giivenilirligini ortaya c¢ikarmak amaciyla, daha genis gruplarda, daha uzun periyodlu

caligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Yiizyillardir geleneksel tipta kullanilan Centella Asiatica’nin, modern tipta cilt
patolojilerinden sonra santral sinir sisteminde de etkili oldugunu ve etki mekanizmalarini ortaya
koyan ¢alismalar, geleneksel tip anlayisinin “alternatif” olmak yerine bilimsel altyapisinin ve
giivenilirliginin belirlenmesi, etkilerinin ve etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
onemli oldugunu diisiiniiyoruz. Bu baglamda, geleneksel tipta, uzun siire yaygin kullanilmis
maddelerle yapilacak bilimsel arastirilmalarin  tegvik edilmesinin  6nemli oldugunu

diisiiniiyoruz.
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OZET

GEBE FARELERDE STEROID iLE INDUKLENMIS PRENATAL STRES KAYNAKLI
FETAL BEYIN GELISIM HASARINDA CENTELLA ASIATICA’NIN ETKIiSININ
INCELENMESI

DEMIRKAYA TAS D. Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, 2022

Gebelik stiresince yavrunun maruz kaldig stres faktorleri, prenatal stres olarak
tariflenmekte ve cocuklukta ve yetiskinlikte karsilagilan psikososyal problemlerin nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Biligsel davranigsal, fiziksel ve duygusal problemler ve otizmle, prenatal

stresin iligkisini aciklayan ¢okga aragtirma mevcuttur.

Farkli hayvan tiirlerinde yapilan in vivo g¢aligmalarda, deksametazon veya
betametazon formundaki sentetik glukokortikoid tedavisinin maternal uygulanmasinin, fetal
noronal hiicre c¢ogalmasimi azalttigim1 ve yavrularin hipokampus dentat girus ve

neokorteksindeki ndrojenezi inhibe ettigini gosterilmistir.

Geleneksel Asya tibbinda, yiizyillardir birgok hastalifin tedavisinde kullanilan
Centella Asiatica, Apiaceae ailesinden olan otsu ve c¢ok yillik bir bitkidir. Modern tipta da
ozellikle cilt hastaliklarinda, uzun siiredir kullanilmaktadir. Yara ve yanik tedavisinde, sedef,
egzema, keloid, hipertrofik skar gibi cilt hastaliklarinda etkili oldugunu 6ne siiren bilimsel
aragtirmalar mevcuttur. Son yillarda yapilan bilimsel ¢aligmalarda Centella Asiatica’nin, cilt
disinda, ozellikle santral sinir sisteminde de Onemli etkilerinin oldugunu 6ne slirmektedir.
Centella Asiatica’nin noroprotektif, anksiyolitik, antikonviilzan, nérojenik, sinaps artirici
etkilerinin oldugu ve bu yolla Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalig1, inme gibi durumlarin

tedavisinde faydali olabilecegine dair goriisler 6ne siiriilmektedir.

Calismamizda, gebe farelerde intraperitoneal kortizon uygulanarak prenatal stres
ortami taklit edilmis olup, olusan fetal beyin gelisim hasarinda, oral Centella Asiatica

uygulamasinin etkileri incelenmistir.
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Calismamizda, 18 adet disi ve 9 adet erkek Balb/c cinsi fare kullanilmig ve
gebelik olusmasi saglanmistir. Fareler kontrol (n=6), deney (n=6) ve tedavi grubu (n=6) olmak
izere li¢ gruba ayrilmistir. Gebeligin 9-15. giinleri arasinda toplam 5 giin, kontrol grubuna
intraperoitoneal yolla 1mg/kg/giin Serum Fizyolojik (SF); deney grubuna intraperoitoneal yolla
Img/kg/glin deksametazon; tedavi grubuna intraperoitoneal yolla 1mg/kg/giin deksametazon
ile birlikte oral gavaj yoluyla 1mL/kg/giin Centella Asiatica verilmistir. 18,5. giinde gebelikler
sonlandirilarak, embriyo beyinleri diseke edilmis ve formaldehitte tespit edilmistir. Fetus
boylar1 (cm) ve fetal beyinlerin en (cm), boy (cm) ve agirliklar: Sl¢iilmiis, kayit altina alinmistir.
Inceleme icin, hematoksilen-eozin boyama, krezil viyole boyama ve immiinohistokimyasal

boyama (Cas3 ve Lc38) yapilmustir.

Calismamizda, gebe farelere uygulanan deksametazonun, fetus beyinlerinin en,
boy ve agirlik degerlerinde anlamli azalmaya neden oldugu gdzlenmistir. Bununla birlikte,
deksametazonla birlikte Centella Asiatica uyguladigimiz tedavi grubunda, fetus beyin
Ol¢timlerinin, kontrol grubuna benzer oldugu goriilmiistiir. Centella Asiatica’nin apopitoza
gidisi  engelledigine dair kanitlar mevcuttur. Bizim c¢alismamizda da, Cas3
immunohistokimyasal boyamasiyla yapilan incelemelerde, Centella Asiatica uygulamasinin
apopitozu gidisi engelledigi ve incelenen donem i¢inde (kisa vade) hasar olusumunu azalttig
gozlenmistir. Centella Asiatica’nin otofaji lizerine de baskilayict etkileri 6ne siiriilmektedir.
Bizim calismamizda da, Lc38 immunohistokimyasal boyama ydntemi ile, otofajinin, Centella

Asiatica uygulanan tedavi grubunda, deney grubuna gore daha az oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimler: Prenatal stres, Centella Asiatica, madecassoid, gotu kola, apopitoz, otofaji
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SUMMARY

INVESTIGATION OF CENTELLA ASIATICA'S EFFECT ON FETAL BRAIN
DAMAGE CAUSED BY STEROID-INDUCED PRENATAL STRESS ON PREGNANT
MICE

DEMIRKAYA TAS D. Aydin Adnan Menderes University Faculty of Medicine
Department of Histology and Embryology, 2022

Stress factors that the offspring are exposed to during pregnancy are defined as
prenatal stress and appear as the cause of psychosocial problems in childhood and adulthood.
There is a great deal of research that explains the relationship between prenatal stress and

cognitive behavioral, physical and emotional problems and autism.

In vivo studies in various animal species have shown that maternal
administration of synthetic glucocorticoid therapy such as of dexamethasone or betamethasone
inhibits neurogenesis and reduces fetal neuronal cell proliferation in the neocortex and

hippocampus dentate gyrus of the offspring.

Centella Asiatica, which has been used in traditional Asian medicine for
centuries to treat many diseases, is a herbaceous and perennial plant from the Apiaceae family.
It has been used in modern medicine for a long time, particularly in skin diseases. There are
studies suggesting that it is effective in the treatment of scars and burns; and skin diseases such
as psoriasis, eczema, keloid, and hypertrophic scars. Recent studies suggest that Centella
Asiatica has important effects apart from the skin, notedly in the central nervous system. It has
been suggested that Centella Asiatica has neuroprotective, anxiolytic, anticonvulsant,
neurogenic, synapse-enhancing effects and that it may be useful in the treatment of conditions

such as Alzheimer's, Parkinson's, Huntington's disease and stroke.

In our study, the effects of oral Centella Asiatica administration on fetal brain
damage caused by prenatal stress environment imitated by intraperitoneal administration of

cortisone on pregnant mice were investigated.
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In our study, 18 female and 9 male Balb/c mice were used and pregnancy was
achieved. Mice were divided into three groups as control (n=6), test (n=6) and treatment group
(n=6). Between the 9th and 15th days of pregnancy, for a total of 5 days, 1mg/kg/day normal
saline (N/S) administrated to the control group intraperitoneally; Img/kg/day dexamethasone
administrated to the test group intraperitoneally; the treatment group received 1mg/kg/day
dexamethasone by intraperitoneal route and 1mL/kg per day Centella Asiatica by oral gavage.
Pregnancies were terminated on the 18,5th day, embryo brains were dissected and fixed in
formaldehyde. Fetal lengths (cm) and width (cm), height (cm) and weights of the fetal brains
were measured and recorded. For analysis, hematoxylin-eosin staining, cresyl violet staining

and immunohistochemical staining (Cas3 and Lc38) were performed.

In our study, it was observed that dexamethasone administration to the pregnant
mice caused a significant decrease in fetal brain width, height and weight values. However, in
the treatment group in which we administrated dexamethasone and Centella Asiatica, fetal brain
measurements were similar to the control group. There is evidence that Centella Asiatica
inhibits the progression to apoptosis. In our study, it was observed that Centella Asiatica
administration prevented the progression to apoptosis and reduced the formation of damage in
the examined period (short term) with the analyses performed using Cas3 immunohistochemical
staining. It has also been suggested that Centella Asiatica has suppressive effects on autophagy.
In our study, with Lc38 immunohistochemical staining method, autophagy was observed to be

less in the treatment group treated with Centella Asiatica compared to the test group.

Keywords: Prenatal stress, Centella Asiatica, madecassoid, gotu kola, apoptosis, autophagy
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