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1. GIRIS

Nonsteroidal antiinflamatuar (NSAI) ilaclar agri, ates ve enflamasyon
tedavisinde tercih edilen ilaglardir. Etkilerini siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe
edip, arasidonik asit (AA) salinimini azaltarak gosterirler. COX tepkimesi, AA’den
prostaglandin (PG) sentezini etkileyen en énemli basamaktir. NSAI ilaglar gebelik
doneminde gesitli agrilarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadirlar. Bu ilaglar 1. ve 2.
trimesterde insan plasentasindan gecebilmektedirler. NSAI ilaglarin periferik
sinirlerin gelisimindeki etkileri fazla bilinmemektedir. Daha onceki caligmalarda
NSAI ilaglarin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre siklusunu durdugu ve
hiicrelerde apoptozise neden oldugu bildirilmistir. Ayrica doza bagimli olarak noral
kok hiicreleri (NSC)’nin proliferasyonunu ve noéronlara farklilagsmasini inhibe ettigi
bildirilmektedir (Kudo ve ark 2003).

Melatonin olarak bilinen N-asetil-5-metoksitriptamin pineal bezden
salgilanan bir néroendokrin hormondur. Bu hormon, lipid ¢6ziiniirliigiinden dolay1
hiicre membranint kolaylikla gecer ve tiim hiicre organellerine niifuz edebilir.
Melatonin, fizyolojik olarak en giiglii serbest radikal temizleyicisidir ve DNA {izerine
koruyucu etkisi vardir. Bu hormon, serbest radikallere dogrudan etkisinin yaninda,
glutatyon peroksidazi aktive ederek glutatyon fiizerinden de antioksidan -etki
gostermektedir. Glutatyon peroksidaz enzimi antioksidan savunma sisteminin bir
eleman1 olarak 6zellikle noral dokuda onemli rol oynar. Enzim aktivitesi ile doku
melatonin konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir (Hardeland
2005). Spinal kord ile ilgili son yillarda yapilan ¢alismalarda melatoninin 1-50mg/kg
dozlarinda noroprotektif etkisi oldugu bildirilmektedir. Melatonin doza bagiml
olarak NSC’in proliferasyonunu ve néronlara farklilagmasini uyarmaktadir (Fujimoto
ve ark 2000).

1.1. Periferik Sinirin Yapisi

Anatomik olarak sinir sistemi, beyin ve spinal korttan olusan santral sinir
sistemi (CNS) ile periferik sinir sisteminden (PNS) olusur. Golgi ve Cajal 1906’da
sinir sisteminin fonksiyonel baglantilarla birbirine gegmis sinir hiicrelerinden olusan
bir sebekeden olustugunu agiklayan c¢alismalariyla Nobel odiiliini almiglardir

(Glickstein 2006). PNS periferik hedef organlar ile CNS arasinda koprii gérevi goriir
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ve ¢ift yonli uyari iletimi saglar. PNS’in ana bilesenleri sinirler, gangliyonlar ve sinir

uclaridir (Folan-Curran ve Fitzgerald 2002).
1.1.1. Noronlar

Sinir sisteminin fonksiyonel {initesi ndronlardir. Diger tiim yapilar néronlara
bagimlidir. Noronlar uyarilar1 almak, iletmek, belli hiicresel aktiviteleri baslatmak,
norotransmitterleri ve diger bilgi molekiillerini salgilamaktan sorumludurlar.
Noronlar fonksiyonel rollerine goére motor (efferent) noronlar, duyusal (afferent)
noronlar ve inter noronlar olmak tiizere tice ayrilir. Noron, medulla spinalisin 6n
boynuzunda (motor) ya da dorsal kok ganglionda (duyu) yer alan bir govde (soma)
ile periferdeki hedef organa kadar uzanan ¢ok uzun bir akson ve néronlarin birbiri ile
iletisimini saglayan dentritlerden meydana gelir. Noronlar uzantilarinin sekil ve
biiyiikliigiine gore cogunlukla ii¢ kategoriye ayrilir: Multipolar (¢ok kutuplu)
noronlarin ikiden fazla uzantis1 vardir. Bunlardan biri aksonken digerleri dendrittir.
Motor ve inter noronlar daha ¢ok multipolardir. Bipolar néronlarda ise bir akson bir
dendrit bulunur. Psddounipolar ndronlarda perikaryondan tek bir uzanti ¢ikar ve kisa
bir siire sonra bu uzanti ikiye ayrilir; biri akson digeri dendrit olur (Junqueira ve
Carneiro 2009) (Sekil 1.1).

d
a a

a

bipolar multipolar  psé&dounipolar

Sekil 1.1. Baslica noron tipleri (Junqueira ve Carneiro 2009)



Aksonun ¢iktig1 akson tepesi harig, néronun tiim yiizeyi sinaptik terminallerle
doludur. Néronlar yuvarlak, oldukg¢a biiyiik ve dkromatik belirgin bir tek c¢ekirdek
tasirlar. Golgi cisimcigi ve mitokondri belirgin yapilardir. Bunlar sinir duyusu iletimi
icin enerji destegi ve deposu olarak gorev yaparlar. Akson, noronun tipine gore
degisen uzunluk ve capta silindirik bir yapidir. Genellikle standart bir yapiya sahip
olan aksonlarin ¢aplart 1-24 pum arasinda degisirken, uzunluklart da 50 pm’den
birka¢ metreye kadar uzayabilmektedir. Perikaryon ve dendritte bulunan graniillii
endoplazmik retikulum (ER) (Nissl cisimcikleri) ve ribozomlar akson tepeciginde
yoktur. Akson ile akson tepecigin birlestigi bolgeye baslangic segmenti denir.
Baslangi¢ segmenti kisa, dar ve miyelinsiz bir bolgedir. Burasi nérona gelen degisik
eksitator ve inhibitor uyarilarin degerlendirildigi ve bir aksiyon potansiyelinin ya da
sinir impulsunun iiretilip tiretilmeyeceginin belirlendigi yerdir. Akson tepeciginden
sonra akson miyelinlesir, capini artirir ve sonlanacagi hedef organa kadar ayni ¢apta

devam eder (Junqueira ve Carneiro 2009) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Noron yapist (Junqueira ve Carneiro 2009)



Aksonal sitoplazma (aksoplazma) birka¢ mitokondri, mikrotiibiil,
norofilaman ve graniilsiiz ER sisternalari igerir. Poliribozomlarin ve graniillii ER gibi
protein iretiminden sorumlu organellerin bulunmamasi, aksonun ihtiyaglar1 igin

perikaryona bagimli oldugunu gosterir (Kierszenbaum 2006) (Sekil 1.3).

Sekil 1.3. Noron gévdesi (soma) (Kierszenbaum 2006)

1.1.2. Schwann Hiicreleri ve Miyelin Kilif

Aksonun c¢evresinde aksonal yapinin hayatiyeti i¢in mutlak gerekli olan
Schwann hiicresi yer alir. Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminde, tiim aksonlar1
degisik oranlarda cevreleyen, disinda bir bazal lamina tabakasi bulunan ve miyelin
tireten hiicrelerdir. Noronlardan farkli olarak noroektoderm kokenlidirler (Terzis ve
Smith 1990). Schwann hiicresinin varligi aksondan gelen trofik faktorlerin etkisi
altindadir. Bir Schwann hiicresinin membrani ilk olarak aksonu sarar, daha sonra
hiicre akson etrafinda birgok defa donerek sfingomiyelin ve lipid iceren hiicre
membrani ile ¢ok sayida kat olusturur (Sekil 1.4). Miyelin kilif ad1 verilen bu madde
bir¢cok iyonun akimini engelleyen milkemmel bir yalitkandir ve membranin iyon

akigina direncini 5000 kat artirip, membran kapasitesini 50 kat diistiriir (Thanos ve
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ark 1998). Kars1 karsiya gelen Schwann hiicre membranlan ¢ift tabakali Schwann

bazal membrani1 olusturur ve mesoakson adini alir (Junqueira ve Carneiro 2009).

Sekil 1.4. Schwann hiicresinin miyelin kilifi olusturmasi (Junqueira ve Carneiro
2009)

Bazi sinir lifleri ise miyelinsizdir. Cok sayida akson Schwann hiicresinin
sitoplazmasina gomiilerek yerlesir. Bu sekildeki yerlesim ile Schwann hiicresi
aksonlarin etrafinda miyelin kilifi olusturmaz (Sekil 1.5). Sinir liflerinin neye goére
miyelinlestigi belirsizdir. Schwann hiicreleri ve bazal lamina tabakasi miyelinsiz
sinirlerde de aynen miyelinli sinirlerde oldugu gibi dizilidir (Luse 1956, Rustemeyer
ve Dicke 2010). Akson ¢api, sinirin miyelinlesmesinde 6nemli bir etkendir. Kiigiik
capli aksonlar, genelde miyelinsiz lifleri olustururlar. Miyelinsiz sinirlerin insanlarda
0,5-3,5 um arasinda kalinliga sahip oldugu ve bu sinirlerde iletim hizinin 0,5-2 m/sn
arasinda degistigi tespit edilmistir. Miyelin tabakasinin kalinligi, sardigi aksonun
capma gore degiskenlik gosterir. Daha yeni liflerin miyelin tabakasi1 daha kalin
olmaktadir. Ayrica ayni ¢apta aksona sahip motor noronlarin miyelin tabakasi duyu

noronlaria gore daha kalindir (Junqueira ve Carneiro 2009 ).



Sekil 1.5. Miyelinli (A) ve miyelinsiz (B) aksonlar (Junqueira ve Carneiro
2009)

Miyelinli aksonlarda akson boyunca, yanyana iki Schwann hiicresi arasinda,
belli araliklarla (0,08-6mm), ekstraselliiler siv1 ile akson arasinda iyonlarin kolayca
akabilecegi izole edilmemis kiigiik bir alan kalir. Bu alana Ranvier Bogumu adi
verilir. ki bogum arasinda kalan miyeline Internodal Segment denir. Miyelin
segmentlerini birbirinden ayiran sirkiiler ya da oblik araliklar da Schmidt-
Lantermann Yariklari diye adlandirilir (Sekil 1.6). Bazal lamina tabakasi Ranvier
bogumlarinda da Schwann hiicrelerinin dis tabakasini kesintiye ugramadan sarar
(Junqueira ve Carneiro 2009). Miyelinli liflerde iyonlar miyelin kiliflarindan
gecemezken Ranvier bogumlarindan kolayca gecerler. Bu nedenle aksiyon
potansiyeli ancak bu bogumlarda gelisir ve bir bogumdan digerine iletilir. Buna
sicrayict (saltator) ileti adi verilir. Sigrayici iletinin iki yonden dnemi biiyiiktiir. 11ki,
depolarizasyon olaymin sinir lifinin ekseni boyunca uzun aralarla sigramasi,
miyelinli liflerde ileti hizin1 5-7 kat artirr. Ikinci olarak, aksonda enerjinin
korunmasini saglar. Ciinkii yalniz bogumlar1 depolarize ederek iyon kaybini1 100 kat
azaltir. Aksi takdirde bir seri impulstan sonra membranda sodyum ve potasyum
farkini tekrar saglamak i¢in ¢ok daha fazla enerji gerekecektir (Junqueira ve Carneiro
2009).



Sekil 1.6. Schmidt Lanterman Yarig1 (SL) ve Ranvier Bogumu (R) (Junqueira ve
Carneiro 2009)

1.1.3. Periferik Sinirin Bag Dokusu Tabakalar1

Periferik sinirlerin ¢evresi koruyucu tabakalarla ¢evrilidir. Bu tabakalara bag
dokusu adi verilir ve periferik sinirin % 21-81’ini olustururlar (Kline ve Hudson
1995). Eklem bolgelerinde bu oranin arttigi bilinmektedir. Bag dokusunun gérevi
periferik siniri korumak ve beslemektir. Periferik sinirleri gevreleyen bag dokusu
epinoriyum, perinériyum ve endondériyum adi verilen ti¢ farkli destek doku kilifindan
olusur (Hunt 2002) (Sekil 1.7). Bu yapilarin birgok mekanik ve fizyolojik gorevleri
vardir. Periferik sinir lifleri ve Schwann hiicreleri bir araya gelerek fasikiil denen
yogun bir demet olustururlar. Sinir lifleri fasikiilde kollajen ve retikulin lifleri ile
birlikte mukopolisakkaritten olusan temel maddenin (ground substance) iginde
bulunurlar. Bu yapinin temel hiicresi fibroblastlardir ve kollajen {iretiminden

sorumludurlar. Hiicreler, kollajen, retikulin ve temel maddenin olusturdugu yapiya



endondryum denir. Endonériyum iginde bulunan makrofajlar ve mast hiicreleri

muhtemelen hematojen kaynaklidir (Kline ve Hudson 1995).

Sekil 1.7. Periferik sinir bag dokusu tabakalar1 (Eroshenko 2001)

Epinériyum:

Epinériyum gevsek bag dokusudur. Sinir boyunca, boyuna yerlesimli kollajen
ve elastik liflerden olusur. Fasikiil gruplart epindriyum tabakas: tarafindan
cevrelenmektedir (Landers ve Altenburger 2003). Eksternal epindriyum siniri
mekanik etkilerden koruyan en dis tabaka, internal epindriyum ise perifasikiiler ve
interfasikiiler bolgelerin arasin1 dolduran ve fasikiilleri ayirarak birbiri tlizerinde
kaymasina izin veren tabakadir (Burnstock ve Milner 1995, Lawrence 2000).
Mezodermden koken alan epinoriyum periferik sinir kesitinin % 30-70’ini olusturur.
Bir periferik sinirde ne kadar fasikiil varsa epindriyum o kadar kalindir. Epinriyum,
bolgesel lenf nodlarima acilan lenf kanallari igerir (Burnstock ve Milner 1995).
Epindriyum, sinirin kapiller pleksusunu besleyen kani tasidigindan vaskiiler bir
dokudur. Sinir kesilerinden sonra olusan skar dokusunun ¢ogu yine epindriyumda
bulunan fibroblastlarin proliferasyonundan kaynaklanir. Sinir lifinde perinériyumun
cerrahi olarak disseke edilmesi sinir iletimini bozarken, epindriyumun disseke

edilmesinin boyle olumsuz bir etkisi yoktur (Brushart 1999).



Perinériyum:

Sinir liflerinin bir araya gelmesiyle fasikiil adi verilen yapilar meydana
gelmektedir (Resim 1.1). Fasikiil cerrahi olarak manipiile edilebilir en kiigiik sinir
yapisidir. Fasikiiller saglam bir yapiya sahip olan perinériyum tabakasi ile gevrilidir.
Bu tabaka endondriyumdan daha organizedir ve i¢ tabakasinda ¢ok katli ve lamelli
hiicreler, dis tabakasinda ise dairesel, boyuna ve ¢apraz paternli yogun kollajen lifler
igerir. Bir damar-sinir bariyeri oldugundan sinir lifinin i¢ dengesinin korunmasinda
¢ok onemli rol oynar (Burnstock ve Milner 1995, Lawrence 2000). Perindriyum,
fasikiilleri hafif bir basing altinda tutar. Perindriyum saglam oldugu siirece sinirin
elastikligi ve biitiinliigii korunur. Sinir kesildiginde fasikiiller yumusak ve jolemsi bir

doku halinde perinériyumun agzindan tasarlar (Lawrence 2000).
Endonériyum:

Endonériyum, her sinir lifinin bazal zarini saran hassas bir bag dokusu
tabakasidir (Hunter ve ark 2007). Endonoriyum, akson ve bunu ¢evreleyen Schwann
hiicreleri, kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve
kapiller sistemden olusur (Mills 2007). Yapisinda elastin bulunmamaktadir
(Burnstock ve Milner 1995, Hunt 2002, Hunter ve ark 2007). igerdigi uzun yerlesimli
tip I kollajen sayesinde gerilmeye karsi kuvvetli bir yap: haline gelir. Sinirde bulunan
endondral damarlar, Schwann hiicrelerini ve miyelini sarar. Morfolojik olarak dalgal1
bir yapiya sahiptir ve bu sayede uzamaya kars1 uyumludur. Endondriyumun fibréz ve
hiicresel komponentleri endondral sivi ile gevrilidir. Endondral sivi basinci, ¢evre
doku basinglarina gore daha yiiksektir. Bu fark sayesinde aksona zarar verecek toksik

maddeler uzak tutulur (Burnstock ve Milner 1995).

Bir sinir boyunca ve kisiden kisiye fasikiil sayilart degiskenlik gosterir.
Fasikiiller bir sinir boyunca birbirine paralel uzanan bagimsiz akson dizilimleri
degildirler. Seyir boyunca fasikiiller birbirlerine sayisiz dallar ile baghdirlar ve bir
tiir intranoral pleksus olustururlar. Pleksiform yap1 nedeni ile bir fasikiilden digerine
dallanmalar olmas1 sonucunda, trase boyunca trunkusun icerdigi fasikiil sayis1 ve
fasikiillerin igerdigi akson sayisi degiskenlik gostermektedir. Bu durumda sinir
trasesi boyunca alinan Kesitlerde farkli morfolojik yapilar goriiliir (Schmalbruch
1986).



Resim 1.1. Periferik sinir fasikiil ve bag dokusu

1.2. Periferik Sinir Embriyolojisi

Spinal kordun 6n boynuz sinir hiicrelerinden kdken alan motor sinir hiicreleri,
gelisimin 4. haftasinda ortaya cikarlar. Demetler halinde bir araya geldiklerinde
ventral sinir kokleri admi alirlar. Dorsal sinir kokleri ise dorsal kok
gangliyonlarindaki hiicrelerden ¢ikan lif demetleridir. Bu gangliyonlardan ¢ikan
merkezi ¢ikintilar demetler halinde spinal kord i¢ine dogru arka boynuzlarin aksi
yoniinde biiyiirler. Distal ¢ikintilar, ventral sinir kokleriyle birleserek spinal sinirleri
olustururlar. Hemen ardindan spinal sinir dorsal ve ventral primer ramuslara boliiniir.
Ventral primer ramuslar ekstremiteleri ve viicut 6n duvarini innerve ederler ve major

sinir pleksuslarimni olustururlar (Song ve ark 1999).

Periferik sinir miyelinizasyonu Schwann hiicreleri tarafindan gergeklestirilir.
Noral krestten kaynaklanan bu hiicreler, perifere dogru goc¢ ederek aksonlarin
cevresini sararlar ve norilemma kilifin1 olustururlar. Fetal yasamin 4. aymin basinda
sinir liflerinin ¢ogu, Schwann hiicresi membraninin akson iizerinde birgok defa
kivrilmasi sonucu olusan miyelinin birikmesiyle beyazimsi bir goriiniime biiriiniirler.
Her ne kadar spinal kord i¢indeki sinir liflerinin miyelinizasyonu intrauterin yasamin

yaklasik 4. ayinda baglarsa da yiiksek beyin merkezlerinden spinal korda inen motor
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liflerin bazilar1 miyelinizasyonunu ancak postnatal birinci yasta tamamlar (Song ve
ark 1999, Kaplan ve ark 2009).

1.3. Sigan Siyatik Siniri

Sigan siyatik siniri, deneysel sinir cerrahisinde ve sinir rejenerasyonu
caligmalarinda en sik kullanilan sinirdir. Normal sigan siyatik sinirinin daha ¢ok L4,
L5 ve L6°da, az bir kism1 ise L3’de bulunan toplam 2005+ 89 motor néronu ve
yaklasik 10500 tane dorsal kok gangliyon noronu vardir (Swett ve ark 1991). Sinirin
uylukta, biiyiikk trokanterin distalinde toplam 23700-27000 arasinda aksonu
bulunmaktadir. Bunlarin yaklasik 7800 tanesi miyelinlidir. Miyelinli aksonlardan
4500 tanesi tibial, 1900 tanesi peroneal, 1050 tanesi sural ve 350 tanesi kutantz
sinire ait bulunmustur. Miyelin kilifinin ¢ap1 1,5-12,5 um arasinda degismektedir
(Swett ve ark 1986). Miyelinsiz akson sayist ise 19400’diir (Schmalbruch 1986).
Siyatik sinir pelvisten ¢iktiktan sonra gluteal ve hamstring kaslara kii¢iik dallar verir
ve daha sonra biiyiik trokanter etrafinda doner. Bu sathada sinir unifasikiilerdir

(Schmalbruch 1986) (Resim 1.2).

Resim 1.2. Sigan siyatik siniri (unifasikiiler)

Biiytik trokanterin 3-5 mm distalinde sinirin ilerde ana dallarin1 bolen septum

goriilmeye baslanir. Hemen hemen ayn1 seviyede sinirin peroneal kismindan bir dal
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cikar. Bu dal biseps femorisi ve uylugun proksimal-lateral yiizeyinin cildini innerve
eder. Bu dali verdikten 2 cm sonra popliteal bolgede sinir 4 dala ayrilir. Sural sinir
daha yiizeysel ilerleyerek bir damar esliginde gastrokinemius kasmin dorsal
yiizeyinde seyreder. Tibial sinir popliteal fossanin derininde seyrederken
gastrokinemius kasinin baslari arasinda kaybolur ve fleksor kaslari innerve eder.
Peroneal sinir daha yiizeysel ve lateral seyrederek anterior kas grubunun igine girer.
(Sekil 1.8). Sinirin ¢ap1 0.9-1.1 mm arasinda degismektedir. Sican siyatik siniri
memeli hayvanlar arasinda, elektron mikroskopi diizeyinde bile insan sinir
dokusundan ayirt edilemeyen hiicresel detaylara sahip, ucuz ve temini kolay bir sinir

dokusu kaynagidir (Mackinnon ve ark 1985).

Sekil 1.8. Sican siyatik siniri ve dallar1 (Asato ve ark 2000)

1.4. Melatonin

Melatonin (N-asetil 5-metoksitriptamin), dogada yaygin olarak bulunan 232
molekiil agirliginda bir molekiildiir. Yunanca siyah anlamima gelen “melas” ve is
anlamma gelen “tosos” kelimelerinin birlesmesiyle bu maddeye “melatonin” adi
verilmistir. Amerikali dermatolog Lerner ve ark (1958) tarafindan kurbaga ve
baliklarin melanositlerinde bulunan bir renk pigmenti olarak tanimlanmis ancak daha
sonra melatoninin biitiin memeli hayvanlarda bulunan, pineal bezden salinan ve
canlilarin biyolojik ritmini diizenleyen bir hormon oldugu gosterilmistir (Lerner ve
ark 1958). 1996 yilindan sonra omurgasizlar ve protozoalar da dahil olmak iizere pek

¢ok canlinin yapisinda varligi ispatlanmistir. Birgok organizmada, bitkilerde,

12



omurgali ve omurgasiz tiirlerde bulunmaktadir. Baz1 bitkilerde melatonin ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Iyi bir serbest radikal karsiti ve redoks
aktivitesinden sorumlu enzimler i¢in iyi bir regiilatdrdiir. Hayvanlarda ve insanlarda
onemli fizyolojik etkileri olan bir molekiil olarak tanimlanir (Cam ve Erdogan 2003).
Omurgalilarda endojen melatonin ¢ogunlukla epifiz bezinden (pineal bezden)
salgilanir (Zhdanova ve Wurtman 2005). Bunun yani sira diffiiz ndroendokrin sistem
ve hematopoetik sistem hiicrelerinin (retina, kemik iligi hiicreleri, trombositler,
gastrointestinal sistem, cilt ve lenfositler) de 6nemli melatonin sentez yerleri oldugu
gosterilmistir (Pandi-Perumal 2006). Son yillarda melatoninin uykusuzlugun ve
tireme fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, yaslanma siirecinin geciktirilmesinde ve
serbest radikallerin toksik etkisinin 6nlenmesinde etkili oldugu kabul edilmis, hatta

ABD’de marketlerde diisiik dozlarda regetesiz olarak satilmaya baglanmistir

(Zhdanova ve Tucci 2003).

1.4.1. Melatonin Sentez ve Metabolizmasi

Melatoninin pinealositlerdeki enzimatik biyosentezi, ilk olarak Julius Axelrod
tarafindan bulunmustur. Melatonin bir indolamindir (Lynch ve ark 1973, Lynch ve
ark 1981). Dolasimdan hiicre ig¢ine alan triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi
tarafindan 5-hidroksi-triptofana, bu da aromatik amino asit dekarboksilaz (dopa
dekarboksilaz) araciligi ile 5-hidroksitriptamine (5-HT, seratonin) donistiiriliir.
Seratonin, N-asetiltransferaz ve hidroksi indol O-metil transferazin birbirini takip
eden aktiviteleri ile son {iriin melatonine (5-metoksi-N-asetiltriptamin) doniistiiriliir
(Zhdanova ve Wurtman 2005, Arendt 2006) (Sekil 1.9). Pinealositlerde iiretilen
melatonin ¢ok hizli bir sekilde bu hiicrelerin komsulugunda yer alan kapillerlere
birakilarak sistemik kan dolasimina karismaktadir. Sistemik kan dolagimi, pineal bez,
serebrospinal s1vi, idrar ve hiicre i¢indeki melatonin konsantrasyonu geceleri, glindiiz
Olclilen melatonin diizeyinin 10 katina kadar ulasabilen bir artis gdstermektedir.
Melatonin biiyiik 6l¢iide karacigerde hidroksilasyonla 6-hidroksimelatonin’e hizla
metabolize olur. Yarilanma siiresi yaklasik 10-40 dakikadir. Insanlarda ekzojen
melatoninin 20-60 dakika ile kisa bir metabolik yar1 émrii ve biiyiik bir hepatik gegis
etkisi vardir (Lane ve Moss 1985). 50-100mg/kg dozlarda 6liime kadar yol agabilen
komaya sebep olabilir (Amstrong ve Redman 1991). Bunun nedeni melatoninin
lipofilik ve bir miktar da hidrofilik 6zelligi nedeniyle hiicre membranini kolaylikla

gegmesi  ve viicutta depolanmadan viicuttaki tiim dokulara ve sivilara
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dagilabilmesidir. Melatonin iiretildikten sonra yaklasik 20-90 dakika civarinda kan

dolasiminda bulunur. Melatonin plazmada proteinlere bagl olarak bulunur. Sudaki

¢oziiniirligii 5 x 10> M olarak tespit edilmistir. Melatonin, bu dzelligi sayesinde kan-

beyin bariyeri gibi biitiin fizyolojik bariyerleri de kolayca gecer (Zhdanova ve
Wurtman 2005, Arendt 2006) . Reppert ve ark (1978) primatlarda ve ratlarda

yaptiklar iki ayr1 calismada anneye verilen melatoninin plasenta yoluyla fetiise ve

anne siitii yoluyla yenidogana gegtigini gostermislerdir.
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Sekil 1.9: Melatonin sentez basamaklar1 (Arendt 2006).

Melatoninin fizyolojik etkilerini hem &zgiin reseptorler araciligiyla, hem de

reseptorden bagimsiz olarak gosterebildigi bildirilmistir (Altun ve ark 2001, Bediz ve

ark 2002). Son yillarda beyinde, suprakiazmatik nukleusta ve periferik immiin

hiicrelerde melatonine ait membran reseptdrleri belirlenmistir. insanda Mel-1a
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(MT1), Mel-1b (MT2) ve Mel-1c (MT3) adli ii¢ melatonin reseptorii vardir (P0ozo ve
ark 1994). MT1 reseptor geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda
kodlanmustir. Sirkadiyen ve reprodiiktif etkilerinin bu reseptér araciligi ile
gerceklestigi  distintilir. MT2 reseptér geni insan kromozomunda 11q21-22
bolgesinde kodlanmistir. Beyin ve retinada eksprese olur ve her iki bolgede de
dopaminerjik fonksiyonlar ile iliskili oldugu diistiniiliir (Dubocovich ve ark 2003,
Dubocovich ve Markowska 2005). cAMP iiretiminin inhibisyonu melatonin
reseptorlerinin genel bir 6zelligidir (Weaver ve ark 1993). Melatoninin reseptorden
bagimsiz etkileri de vardir. Bu etkilerinde araci olarak kalmodulin kullanilir ve Ca*?
ile iligkili olan hiicre i¢i olaylar degisiklige ugrar (Huerto-Delgadillo ve ark 1994).
Ramelteon, Agomelatine ve Tasimelteon son yillarda gelistirilen MT1/MT2 reseptor
agonistleridir. Luzindole ve Afobazole ise tanimlanmis O6zgiin antagonistlerdir
(Dubocovich ve Markowska 2005).

1.4.2. Melatoninin Antioksidan Ozellikleri

Melatoninin, endojen antioksidan oldugu ilk kez Tan ve ark (1993) tarafindan
bildirilmistir. Melatoninin DNA’y1 serbest radikallerin hasarindan koruyucu etkisi
takip eden yillarda birgok ¢alismada kanmitlanmistir (Anisimov ve ark 2006). Reiter
ve ark (2002), melatoninin direkt olarak serbest oksijen radikal siipiiriiciisii ve
indirekt olarak da antioksidan etkisiyle bir¢cok ilacin toksisitesini azalttigim

bildirmislerdir.

Melatonin oldukga etkin bir serbest radikal temizleyici antioksidandir.
Mitokondrileri oksidasyon hasarindan koruyabilmektedir. Serbest radikal baskilayici
etkisi reseptor igermez (Korkmaz ve ark 2008). Bu hormonunantioksidan etkisi,
diger hidroksil radikali temizleyicileri olan glutatyondan bes, mannitolden ise onbes
kat daha giigliidiir. Melatonin, hidrojen peroksiti direk olarak ortamdan temizler,
pekcok koruyucu enzimin gen ekspresyonlarini diizenler ve lipid peroksidasyonunu
azaltir. Bu hormon, hidroksili (OH) nétralize ederken kendi elektronlarindan birini
vererek radikale doniistir. Toksik etkisi ¢ok diisiik olan bu radikale indolil katyon
radikali ad1 verilir. Indolil olustuktan sonra ikinci basamakta O, (siiperoksit) radikali
etkisiz hale getirilir ve N-asetil 5-metoksikiniiramin olusur. Diger tiim diisiik molekiil
agirlikl antioksidanlardan farkli olarak birkez okside olduktan sonra indirgenmez.

Bu 6zelligi ile molekiil otooksidatif radikal olusumu ve toksik redoks dongiisiine
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kars1 korunur. Melatonin antioksidan olarak niikleer DNA, membran lipidleri ve

hiicre i¢i proteinleri oksidatif hasarlara kars1 korur.

Melatonin siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glukoz 6 fosfat
dehidrogenez ve nitrik oksit sentaz enzim aktivitelerinde degisiklie neden olur
(Pierrefiche ve ark 1993, Reiter ve ark 1993, Reiter ve ark 1995). Melatoninin
glutatyon peroksidaz tlizerine etkisi vardir. Bu enzim antioksidan savunma sisteminin
bir eleman1 olarak 6zellikle noral dokuda 6nemli rol oynar. Sigcana eksojen melotonin
uygulanmasina bagli olarak beyin glutatyon peroksidaz aktivitesi 30 dakika sonra iki
katina ¢ikar. Enzim aktivitesi ile doku melatonin konsantrasyonu arasinda pozitif bir
korelasyon vardir (Barlow-Walden ve ark 1995). Melatoninin etkiledigi baska bir
enzim ise 5-lipooksijenaz’dir. Bu enzim allerjik olaylarda ve inflamasyon
reaksiyonlarinda anahtar rol oynayan lokotrienlerin sentezinde gorev alir.
Melatoninin 5-lipooksijenaz aktivitesini inhibe ederek enflamasyonu ve sonucta

serbest radikal hasarini azalttigi diisiiniilmektedir (Michiels ve ark 1994).

Melatoninin indirekt antioksidan bir madde oldugunun kesfi ve néroprotektif
etkisi, bu maddenin hem deneysel hem de klinik uygulamalarda kullanilmasinin
uygun olup olmayacagi konusunu giindeme getirmistir (Reiter 1995, Reiter ve ark
1997).

1.4.3. Melatoninin immiinite Uzerine Etkileri

Melatoninin immiin sistemi, 6zellikle hiicresel bagisikligi hem direkt hem de
indirekt yollarla etkiledigi ileri siiriilmektedir. Melatoninin interlokin—2 ve interferon-
gama gibi sitokinlerin salgisin1  artirarak, immiin sistemin en Onemli
komponentlerinden olan yardimci T lenfositlerin aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir (Pierpaoli 1993). Melatoninin immiin sistem iizerinde bahsedilen biitiin
etkilerinde “¢inko” temel bir araci olarak goriilmektedir (Bediz ve ark 2002). Bunun
yaninda ozellikle kansere karsi savunmada onemli bir immiin sistem hiicresi olan
dogal oldiiriicti hiicrelerinde de artisa yol agtigi bildirilmistir (Mocchegiani ve ark
1994). Ayrica graniilosit-monosit koloni uyarict faktor’in (GM-CSF)  salgisin
artirdi@i, interlokin—1 (IL-1), timor nekroze edici faktor-alfa (TNF-o), doniistiiriici
biiyiime faktorii-beta (transforming growth factor, TGF-p) ve kok hiicre faktorii gibi

sitokinlerin gen ekspresyonlarini kontrol ettigi ve immiin hiicrelerin apoptozisinin
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giicli bir inhibitorii oldugu ortaya konmustur (Topal ve ark 2009). Buradan yola
cikarak melatoninin basta viral hastaliklar olmak iizere, bakteriyel enfeksiyonlar ve
kanser tedavisinde kullanilabilecegi onerilmektedir. Melatoninin oksiradikalleri ve
peroksinitritleri engelleyerek septik sokta ve hemorajik sokta da etkili oldugu
onerilmektedir (Daglioglu ve ark 2009).

1.4.4. insanda Melatonin Uretimi

Melatonin salgilanma hizin1 belirleyen en o6nemli faktdr c¢evrenin 1s1k
diizeyidir. Insanlarda melatonin normal olarak gece salgilanir. Goze gelen fotik
stimiilasyon sonucu retinohipotalamik traktuslar ile hipotalamusdaki suprakiazmatik
nukleus aktive olmaktadir. Uyarilar buradan torasik spinal kordun intermediolateral
kolonuna, buradan da superior servikal gangliona ulasir. Daha sonra postgangliyonik
sinirlerle pineal beze iletilir (Zhdanova ve Wurtman 2005). Bez i¢indeki
postgangliyonik sinir u¢larindan salinan norepinefrin ile pinealosit membranindaki
alfa-1 ve beta-1 adrenerjik reseptorleri uyarilarak hiicre igi cAMP yapimi artar
(Cavallo ve Ristchell 1996). ikinci mesajci olarak cAMP araciligiyla N-asetil
transferaz aktivitesini arttirir. Bu da melatonin yapim hizin1 diizenleyen N-asetil
transferaz (AANAT) aktivitesini artirir. Plazma melatonin diizeyi giin i¢inde 30-200
pg/ml arasinda degisir. Melatoninin %70’1 albumine bagli olarak bulunur.
Melatoninin kandaki yar1 6mrii yaklasik 10-40 dakika civarindadir (insanda ortalama
28,4 dakika). Hormonun %901 karacigerde hidroksillenir ve kandan tiim viicut
stvilarina nakledilir. Atilimi, 6-hidroksimelatonin ve kintiraminlerin glikuronid ve
stilfat bilesikleri seklinde %20 fegesle, %70 idrarla olur (Arendt 1988). Serbest
melatonin halinde %1°1 ve 5-metoksi indol asetik asit olarak %0,5’1 gecmemek tlizere
idrarda bulunabilir. Baslica metaboliti olan 6-hidroksimelatonin siilfatin (6-HMS)
maksimum plazma konsantrasyonu 80-100 pg/ml arasindadir (Zhdanova ve
Wurtman 2005). Plazma melatonin konsantrasyonu gece saat 02:00-04:00 arasinda
pik degerlerine ulasir. Erigkinde sekresyon genelde saat 21:00-22:00 arasi baslar, saat
07:00-09:00 aras1 sona erer. 6-HMS’ nin ortaya ¢ikis ve pik diizeye ulasma zamani bu
stirelerden 1-2 saat, sabah diisiisii ise 3-4 saat ge¢ olur (Zhdanova ve Tucci 2003).
Birey igerisinde degismezlige ragmen bireyler arasinda ritmin amplitiidii agisindan
cok biiyiik bir degiskenlik vardir. Dogumdan kisa siire sonra viicut sivilarinda ¢ok az

melatonin ya da 6-HMS o6lgiilebilmektedir. Melatonin ritmi hayatin 6.-8. haftasinda
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ortaya ¢ikmakta (Gitto ve ark 2011) ve plazma konsantrasyonu ilerleyen yasla hizli
artar ve ortalama 3-5 yas civarinda pike ulasir. Artis gece daha yiiksek olur ve
puberteden 6nce belirgin bir diisiis gozlenir. Otuz - kirk yaslarina kadar bu degerler

rolatif olarak degismeden kalir ve ileri yaslarda amplitiidde nihai bir diisiis olur
(Iguchi ve ark 1982).

Cocuklarda ve ergenlerde goriilen noktiirnal melatonin diisiisiinlin viicut
agirligiyla ve viicut ylizey alani ile korelasyon i¢inde oldugu fakat daha ileri yaslarda
bu korelasyonun devam etmedigi saptannmustir (Waldhauser ve ark 1988). ileri

yaslardaki diistisiin diger faktorlere bagli oldugu diistintilmiistiir (Reiter 1994).
1.4.5. Klinikte fla¢ Olarak Melatonin Kullanim

Melatonin, Amerikan ila¢ Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)
tarafindan vitamin ve takviye olarak kullanilan (supplements) ilaglar grubu icinde
smiflanmaktadir (Lee ve Dugoua 2011). Tirkiye'de ise heniiz ruhsat almamuistir.
Salinimi sirkadiyen varyasyon gosterdiginden, ilag olarak giiniin hangi saatinde
kullanilacagi 6nem tasimaktadir. Melatoninin literatiirde, yiiksek doz olarak bilinen
farmakolojik dozlarda (100 pg/kg) ve disiik doz olarak bilinen fizyolojik dozlarda
(0,1 pg/kg) iki farkli etki mekanizmasi ortaya g¢ikmaktadir. Farmakolojik dozda
(yiiksek dozda) antioksidan etki, fizyolojik dozda (diisiik dozda) ise periferik kan
akimini artiricr etkisi goriilmektedir (Tan ve ark 1993, Altun ve ark 2002).

Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda melatonine ait oldugu gosterilen ya da

diisiiniilen fonksiyonlar su sekilde siralanabilir:

e Melatoninin insan disindaki memelilerde mevsimsel iireme fizyolojisi
tizerinde etkin oldugu goriilmiistiir (Cagnacci ve Volpe 1996).

e Salgilanmasindaki sirkiiler ritimden dolayr bu pineal hormon suprakiazmatik
niikleus iizerine etki ederek 24 saatlik sikluslarin diizenlenmesinde rol oynar.
Melatoninin uyutucu etkisi ve uzun ucak yolculuklarinin yarattig: fizyolojik
diizensizligin tedavisinde kullanilmasi biyolojik saat olarak da tanimlanan
suprakiazmatik niikleusla etkilesiminin bir sonucudur (Underwood 1990).

e Potansiyel antikanser bir madde olduguna inanilmaktadir (Vijayalaxmi ve ark
2002).
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e Antioksidan aktivitesi olduk¢a 6nemlidir (Tan ve ark 1993, Hardeland 2005) .

e Rejenerasyonu stimiile edici, osteoblastik aktiviteyi hizlandirict ve
antiepileptik etkileri vardir (Sirotkin ve Schaeffer 1997).

e Insanda melatonin diizeylerinin yiiksekligi, viicut 1s1sinda azalma (hipotermi),

artmus 181 kaybi, azalmig kalp debisi ve artmis immiin duyarlilik ile birliktedir
(Altun ve ark 2002).

1.4.6. Melatoninin Periferik Sinir Uzerine Etkisi

Cok sayidaki c¢alismada, melatoninin noroprotektif etkisi oldugu ve sinir
rejenerasyonunu artirdigi gosterilmistir (Odaci ve Kaplan 2009, Kaplan ve ark 2011).
Melatonin, her seyden o6nce hem merkezi hem de periferik sinir sisteminde
antioksidan etki gosterir. Tan ve ark (1993) serbest radikaller araciligi ile DNA
tizerinde olusturulan hasarin, Chen ve ark (1995) ise in vitro olarak retinal lipid
peroksidasyonunun melatoninin antioksidan etkisi ile doz bagimli olarak
engellendigini gostermislerdir. Noral dokuda antioksidan savunma sisteminin ¢ok
onemli bir eleman1 olan glutatyon peroksidaz enzimi melatonin tarafindan stimiile
edilir (Hardeland 2005). Reiter ve ark (2000) galismalarinda melatoninin noral
dokuda glutatyon peroksidazi belirgin olarak arttirdigini ve glutatyon peroksidazin da
hidrojen peroksidi suya metabolize ederek hidroksi radikal formasyonunun
olugsmasini engelledigini gostermislerdir. Kaptanoglu ve ark (2000), spinal kord
yaralanmas1 modelinde melatoninin antioksidan etkisini ve melatoninin néronlarda
intrasitoplazmik 6demi azalttigini gostermislerdir. Melatoninin miyelin iizerindeki
koruyucu etkisinin diginda niiklear, aksonal ve mitokondrial korumada da iyi
oldugunu bildirmisler, ayrica melatoninin ndron koruyucu etkisinin zedelenmeden

bir saat sonraya gore 48 saatte daha belirgin oldugunu isaret etmislerdir.

Melatonin periferik sinirlerde goriilebilen elektrofizyolojik dejenerasyonu
azaltmaktadir. Overektomili ratlarda melatonin uygulanmasinin periferik sinir
fonksiyonuna olan etkisinin incelendigi ¢alismada, ortalama distal latensler
melatonin ile tedavi edilmis grupta kontrol grubuna gore daha kisa bulunurken, sinir
iletim hizlar1 melatonin ile tedavi edilmis gruplarda anlamli olarak daha biiyiik
bulunmustur (Ek ve ark 2007). Yazarlar bu verilerden yola ¢ikarak postmenapozal
periferik sinir dejenerasyonunun tedavisinde melatoninin yeri olabilecegini

savunmaktadirlar.
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Sinir hasar1 sonrasi melatonin uygulanmasinin ¢esitli katmanlarda faydasi
oldugu gosterilmistir. Sigan siyatik sinirinde siitiirle onarim sonrasi eksojen olarak
verilen melatoninin sinir onarim bodlgesinde néroma olusumunu ve kollajen
birikimini azalttig1 ve sinir rejenerasyonunu artirdigi gosterilmistir (Turgut ve ark
2005, 2007). Siyatik sinirde anastomoz bdlgesinde transforming biiylime faktorii
(TGF-1) ve temel fibroblast biiyiime faktorii’niin (bFGF) immunohistokimyasal
profili incelendiginde; pinealektomili ratlarda TGF-1 ve bFGF ekspresyonu artmakta
iken, melatonin uygulandiginda bu faktorlerin miktarinin azaldigi goriilmektedir.
TGF ve bFGF maddelerinin fibroblastlar ve Schwann hiicreleri tarafindan kollajen
tiretiminde 6nemli rol oynadigi dikkate alinirsa, melatoninin sinir bolgesinde nasil
néroma olusumunu azalttigi agiklanabilinmektedir. Shokouhi ve ark (2008) kiint
siyatik sinir hasar1 sonrasi, lipid peroksidasyonu ve sinir lifi hasarinda melatoninin
diisiik doz (10 mg/kg) ve yliksek dozlardaki (50 mg/kg) noroprotektif etkisini
arastirdiklar1 c¢alismalarinda, diisiik doz melatoninin de faydasi olmakla birlikte
esasen yiiksek doz melatonin ile ultrastriiktiirel degisikliklerin tamamina yakin
notralize oldugunu gostermislerdir. Fujimoto ve ark (2000) spinal kord travmasinda,
melatoninin lipid peroksidasyonu iizerine etkisini incelemisler ve melatoninin spinal

kord hasarindan koruyucu etkisini gostermislerdir.

Yenidogan sigcan motor ndronlar1 siyatik sinir kesilerine ¢ok hassastirlar.
Memelilerin periferik ve santral sinir sisteminde, sinir hasarini takiben nitrik oksit
sentaz (NOS) eksprese olur. Normalde noronlar NOS aktivitesinden yoksundur,
muhtemelen sinir hasarini takiben NOS aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir (Chang ve ark
2000). Yenidogan si¢anlarda siyatik sinir kesisi sonrasinda motor néron 6liimiiniin
NOS’un bir izoformu olan noéronal NOS (nNOS) aracilifiyla oldugu One
stirilmektedir (Pozo ve ark 1994, Ando ve ark 1996). Yaralanmanin indiikledigi
NOS enziminin ekspresyonu, nitrik oksit seviyesinin norotoksik diizeylere ¢ikmasina
neden olmaktadir (Yu 1997, Estevez ve ark 1998). Son zamanlarda, spinal motor
noronlarda aksonal hasar sonrasinda antioksidan ajan ve nNOS inhibitorii olarak
melatoninin kullanilmasi onerilmektedir (Rogerio ve ark 2002). Melatonin santral
sinir sisteminde reaktif oksijen radikallerinin zararli etkilerini, serbest radikal
temizleyici etkisi ve NOS aktivitesini azaltici etkisi ile ortadan kaldirmaktadir (Reiter
ve ark 2000).
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Melatoninin NO’in dahil oldugu oksidatif hasarin azalmasinda etkin
oldugundan yola ¢ikarak Chang ve ark (2000) hipoglossal sinirin periferik dalini
kestikten sonra melatoninin noroprotektif etkinligini arastirmiglardir. Calismanin
verilerine gore, melatonin hipoglossal motor noronlarda hasarin indikledigi
NADPH-d ve noronal NOS ekspresyonunu etkili bir sekilde azaltmaktadir. Yazarlar
periferik sinir injurisi sonrast meydana gelen oksidatif stresin azaltilmasinda
melatoninin etkili oldugu ve rejenerasyon iizerine olumlu yonde etki edebilecegi
sonucuna vardilar. Chang ve ark (2008) daha sonra, periferik sinir injurisi sonrasi
superoksit dismutaz (SOD) aktivitesini korumada melatoninin olas1 katkilarini
inceledikleri galigmalarini yayinladilar. Bu ¢alismalarinda yazarlar hipoglossal sinir
kesisine maruz biraktiklar1 eriskin siganlara daha sonra intraperitonal melatonin
enjeksiyonu gergeklestirdiler. Caligmalarinin verileri dogrultusunda melatoninin
SOD aktivitesini korumada ve bdylece periferik sinir injurisine bagli oksidatif

hasarin azaltilmasinda etkili bir tedavi yontemi oldugu sonucuna vardilar.

Reiter (1998) melatoninin hem santral sinir sisteminde, hem de periferik
aksonotomi sonrast periferik sinir sisteminde apoptotik néronal hiicre oliimiinii
azaltigimi gostermistir. Optik sinirin goziin posterior kutbunda kesilmesi beyin
O0demi, sekonder iskemi ve lokal kanama olmaksizin néronal dejenerasyona neden
olmaktadir. Eriskin hayvanlarda optik sinir aksonlarinin hiicre cismine yakin yerden
kesilmesi, retinal gangliyon hiicrelerinin (RGH) 6liimiine apoptotik siire¢le neden
olmaktadir (Garcia-Valenzuela ve ark 1994). Apoptotik siire¢ kaspaz-3 aktivasyonu
ile iliskilidir (Isenmann ve ark 1997, Kermer ve ark 1998). Deneysel ¢alismalarda
RGH aksotomi modeli, CNS no6ronlarinin dejenerasyon mekanizmasini Ve
noroprotektif maddelerin etkisini incelemek i¢in siklikla kullanilir. Kili¢ ve ark
(2002) pinealektomi sonrasi optik sinir kesisi meydana getirdikleri ratlarda retrograd
RHG  dejenerasyonunda intraperitoneal  melatoninin ~ koruyucu  etkisini
aragtirmiglardir. Bu ¢aligmada pinealektomili grupta RGH sayis1 anlamli derecede
daha az iken, pinealektominin bu olumsuz etkisi melatonin uygulamasi ile geri
donmektedir. Diger taraftan melatonin uygulamasi pinealektomi olmamis grupta
RGH sayisinda anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Yazarlar endojen
melatoninin santral sinir sisteminde noronlarin ge¢ donemde dejenerasyonunu
onledigi ve melatonin eksikliginde de eksojen melatoninin néronlar1 koruyucu etkisi

olabilecegi sonucuna ulagmaktadirlar.
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Periferik sinirlerde iskemi reperfiizyon (I/R) hasari gesitli calismalar ile
incelenmis bir konudur. I/R ¢esitli klinik durumlarda sik karsilasilan ciddi bir sorun
olup endonoéral 6dem, segmental demiyelizasyon, aksonal dejenerasyon ve sinir lifi
kaybi ile sonuglanabilmektedir (Bagdatoglu ve ark 2002). Diger dokulardaki I/R
ihasarinda ortaya ¢ikan degisikliklere karst melatoninin etkileri ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Cervantes ve ark 2008, Genade ve ark 2008, Kim ve Lee 2008, Nagai
ve ark 2008). Periferik sinirlerdeki I/R hasarinda melatoninin etkisi ise Sayan ve ark
(2004) tarafindan arastirllmistir. Bu ¢alismada siyatik sinirde 2 saat iskemiyi takiben
3 saatlik reperfiizyonda melatoninin koruyucu etkileri arastirilmis ve hem 6nceden
melatonin uygulanmasinin hem de hasar sonrasi melatonin uygulamasinin I/R hasari
etkilerini azalttigi gosterilmistir. Vakuolizasyon ve lamellar ayrisma daha az

goriilmiis, miyelin yikimi azalmigtir.
1.5. Non-Steroidal Anti inflamatuar flaclar

Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuar etkili NSAI ilaclar, gastrointestinal
hasar ve trombosit disfonksiyonu gibi ¢ok bilinen iki 6nemli yan etkisi bulunmasina
ragmen yillardir agri, ates ve inflamasyon tedavisinde siklikla kullanilmaktadirlar.
Hem farmakolojik etkileri, hem de yapilar1 acisindan steroid yapida olmamalari
nedeniyle non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar olarak adlandirilirlar. NSAT ilaclar
prostaglandin (PG) sentezini Onleyerek inflamasyonu azaltirlar, ates yiikselmesine
engel olurlar ve agr kesici etki gosterirler. PG viicudun her organ ve sisteminde
bulunan ve hem normal hem de patolojik fonksiyonlara katilan 6nemli birer kimyasal

mediatordiirler. Enflamasyon sirasinda PG olusumu 6nemli rol oynar.

Cogu NSAI ilag zayif asidiktir ve pKa'lar1 3-5 araligindadir. Mide ve bagirsak
mukozasindan iyi emilirler. Plazma proteinlerine ¢ok yiiksek oranda baglanirlar
(tipik olarak >95%). Genellikle albiimine baglanarak tasinirlar, bu nedenle dagilim
hacimleri plazma hacmine ¢ok yakin degerdedir. NSAI ilaglar karacigerde
oksidasyon ve konjugasyon ile inaktif metabolitlerine metabolize olurlar ve tipik
olarak idrarla atilirlar. Hastalik durumlarinda metabolizma anormallesebilir ve

normal dozda dahi viicutta birikim olabilir.

NSATl ilaglar kimyasal yapilarina gére dokuz gruba ayrihrlar:

22



1. Salisilatlar (aspirin ve sodyum salisilat)

2. Para-aminofenol tlirevleri (parasetamol)

3. Pirazolon tiirevi ilaglar (aminopirin, propifenazon, dipiron, fenilbutazon,
oksifenbutazon)

4. Profenler (ibuprofen, naproksen, fenbufen, tiaprofenik asit, ketoprofen,
fenoprofen kalsiyum)

5. Fenilasetik asit tiirevleri (diklofenak sodyum, nabumeton)

6. Indolasetik asit tiirevleri (indometasin, tolmetin, ketorolak trometamin,
sulindak)

7. Fenamik asit tiirevleri (mefenamik asit, flufenamik asit, etofenamat, sodyum
meklofenamat)

8. Oksikamlar (piroksikam, tenoksikam)

9. Digerleri (Prokuazon, Azopropazon, metotrimeprazin) (Kayaalp 1995).
1.5.1. COX izoformlari

Ilk defa Vane (1971) NSAI ilaglarin terdpatik etki ve toksisitelerinin PG
sentezinin ilk basamag: olan siklooksijenaz (COX) enziminin inhibisyonu yolu ile
oldugunu 6ne siirmiistiir . Bundan yaklasik 20 yil sonra da iki COX izoformu oldugu
saptanmugtir. 1991 yilinda ¢esitli ¢alismalar ile iki gen tarafindan kodlanan iki ayri
COX izoformu (COX-1 ve COX-2) oldugu dogrulanmistir (Kujubu ve ark 1991,
Dinchuk ve ark 1995).

Fosfolipaz A2 ile membran fosfolipidleri aragidonik aside (AA) pargalanirlar.
Aragidonik asit ise COX ve lipooksijenaz enzim aktiviteleri ile PG ya da
16kotrienlere doniisiir. COX, AA’ten tromboksan ve PG yapiminda katalizér gorevi

gorur.

COX-1 birgok organ ve hiicrede yapisal olarak bulunur ve gastrik mukozal
savunma, trombosit agregasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen PG’leri
sentezler. COX-2 ise baz1 dokularda yapisal olarak bulunmasina karsin COX-1’den
farkli olarak bakteriyel endotoksinler, sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan
indiiklenerek pro-inflamatuar PG’lerin sentezini katalize eder. COX-1 ve COX-2
knock-out farelerde ve bu enzimlerin spesifik inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda

her iki enzimin fizyolojik fonksiyonlardaki rollerinin ortaya konmasi amaglanmistir.
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Baz1 fonksiyonlarda her bir izoform ayr1 ayr yer alir. Trombosit agregasyonunda yer
alan tromboksan A2’nin sentezi sadece COX-1 aracilig1 ile olabilmektedir. COX-1
knock-out farelerde arasidonik asit (AA) ile agregasyon olusmamasi, COX-2’nin bu
olayda COX-1’in eksikligini kompanse edemedigini gosterir (Langenbach 1995).
Ovulasyon i¢in ise COX-2 enzimi gerekli olup, COX-2 eksik olan farelerin infertil
olduklar1 gozlenmistir (Dinchuk ve ark 1995). Karsinogenez ve inflamasyonda her
iki enzim koordine sekilde fonksiyon gosterirken, dogum ve duktus arteriyozusun
remodelingi sirasinda birbirlerinin eksikliklerini kompanse edebilirler. COX-3 ise
COX-1’in varyant1 olup bazi1 kaynaklarda COX-1b olarak adlandirilmaktadir. NSAI
ilaglar COX-1 ve COX-2 izoenzimlerinin her ikisini de inhibe ederler.

Diklofenak (2,6-dikloranilino fenil asetik asit) bir NSAI ila¢ olup diisiik
molekiiler agirlig ile karakterizedir ve genelde sodyum (Na) tuzu ile birlikte sunulur
(Sekil 1.10).

Na

NH

Cl

Sekil 1.10: DS molekiiler yapisi

Diklofenak Sodyum (DS) COX-2 enzimi lizerine daha yiiksek spesifiklik
gostermesinden dolayr 1980’lerin basindan beri siklikla kullanilmaktadir. DS,
piyasada Voltaren®, Diklomec®, Dikloron®, Cataflam® ve Miyadren® gibi ticari
adlar ile enflamasyonu azaltmak ve agriy1 dindirmek i¢in kullanilan bir ilagtir. DS’un
insan plasentasindan birinci ve ikinci trimesterde fetusa gectigi gosterilmistir

(Ostensen 1998). Yar1 omrii 2-3 saat kadar kisa bir siiredir.
1.5.2. NSAI Ilaclarin Gebelikte Kullanimi

NSAI ilaglarin sik kullanim alanlarindan biri de kadin dogum hastaliklaridir.

Ozellikle erken dogumu, semptomatik polihidroamniyozu ve preeklempsiyi
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Oonlemede, primer dismenorede, rahim i¢i araglardan dogan dismenore ve
menorajileri tedavi etmekte kullanilmaktadir (Schoenfeld ve ark 1992, Simon 1994,
Gokgimen ve ark 2003). Kadinlardaki bu sik kullanim alanlar1 nedeniyle bu ilaglarin
fetal fizyolojiyi ne sekilde etkiledigi énem kazanmaktadir. NSAI ilaglar, plasenta
engelini gecip fetal dolagima girerek toksik etkilerini ¢esitli organ ve dokularda

gosterirler.
1.5.3. Gebelikte Kullamilan NSAI flaclarmm Yan Etkileri

NSAI ilaglarin gebelikte uzun siireli kullanimmin fetiiste ve yeni doganda

bildirilmis yan etkileri:

. duktus arteriosus konstriiksiyonu
. renal disfonksiyon
. oligohidroamnios

. hidrops fetalis

. ileal perforasyon

. beyinde Kistik lezyonlar

. karacigerde parankimal dejenerasyon

. kaburga deformiteleri

NSAI ilaglarm gebelikte uzun siireli kullammmin gebelerde bildirilmis

etkileri:
. gebelik siiresinin uzamasi
. dogum eyleminin uzamasi
. servikal heparan siilfat diizeyinin azalmasi
. blastosist implantasyonunun engellenmesi (Momma ve ark 1984,

Vermillion ve ark 1997, Gok¢imen ve ark 2001, Cook ve ark 2003).

1.5.4. NSAI Ilaclarin Periferik Sinirler Uzerine Etkileri

NSAI ilaglarin periferik sinirlerde lokal etkilerinin oldugu ve bazi kosullarda

sinir liflerinin ortalama impuls sikligini azalttiklar1 gosterilmistir (Acosta ve ark
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2007). NSAl ilaglarin gelismekte olan periferik sinir sistemi iizerine olan etkileri cok
az bilinmektedir. Canan ve ark (2008) yaptiklar1 ¢calismada, gebelik siirecinde hamile
siganlara 15 giin boyunca uygulanan DS’un yenidogan siganlarin en biiyiik periferik
siniri  olan siyatik sinirin  morfolojisi lizerinde olumsuz etkileri oldugunu
gostermislerdir. Bu etkiler azalmis akson sayisi ve daha kiigiik akson ¢api olarak
bildirilmektedir. Bu ¢alisma, prenatal DS maruziyetinin santral sinir sistemi {izerinde
gorilen olumsuz yan etkilerini inceleyen diger c¢alismalar ile uyumluluk
gostermektedir (Gokgimen ve ark 2007, Ragbetli ve ark 2007, Ozyurt ve ark 2011).
Bu etkileri agiklamak icin 6ne siiriilen hipoteze gore NSAI ilaglar omurilikte ve
dorsal gangliyonda hiicre siklus regiilatorlerini etkileyerek hiicre proliferasyonunu
siiprese etmektedirler. Yapilan diger c¢aligmalar ile DS’un NSC’in nérona
farklilasmasin1 Sinirladigt ve apoptozisi indiikleyerek hiicre proliferasyonunu

baskiladiklar1 gosterilmistir (Andreasson ve ark 2001, Kudo ve ark 2003).
1.6. Stereoloji

Stereoloji, yapilardan elde edilen goriintiilerden onlarin 6zelliklerini bulmay1
saglayan bir yontem bilimidir. Histolojik kesitlerin mikroskop altinda izlenebilen ya
da bu kesitlerden degisik sekillerde elde edilen goriintiilerinden o yapilar hakkinda
giivenilir veriler elde etmek i¢in kullanilan bir dizi yontemi igerir. Bu yontemlerle
yapilarin iki boyutlu goriintiilerinden yola ¢ikilarak; hacim, yiizey alani, say1 ve
uzunluk gibi ti¢ boyutlu geometrik &zellikleri hakkinda 6nemli sayisal degerlere
ulagilabilmektedir. Biyolojik yapilarla ilgili ¢aligmalarda, sayisal verilerin 6nemi
biiyiiktiir (Canan ve ark 2002). Ozellikle hiicre, ¢ekirdek, mitokondri gibi doku
bilesenlerinin sayisi, karsilastirmali ¢caligsmalar, toksikoloji ve gelisim biyolojisi basta
olmak iizere, yapisal nicelik ile fonksiyon arasindaki iliskilerin incelendigi tiim

dallarda 6nemli veriler saglar (Gundersen 1986).

1984 yilinda Sterio tarafindan, stereolojik yontemlerden disektor yontemi
bulunmus ve Onceki yontemlere ek olarak daha tarafsiz ve etkin sayim yontemi
olarak tanimlanmistir. Béylece mikroskobik ¢alismalarda yeni bir donem baslamistir.
Stereolojik metotlarin sagladigi avantaj kisa zamanda, giivenilir ve dogru dlgiimler

yapmay1 miimkiin kilmaktir.
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Bir yapmmin veya organimn hacim ve ylizey alam1 gibi degerlerinin
hesaplanmasi, yapi igerisinde bulunan farkli bilesenlerin birbirlerine gore hacim,
uzunluk ve alan gibi yogunluklarinin bulunmasi1 ve bir yapidaki toplam tanecik
(hiicre vb) sayisinin ortaya c¢ikarilmasit gibi c¢alismalar morfometrinin 6nemli
konularint olustururlar. Biyolojik yapilara iliskin bu tip sayisal verilerin elde
edilmesinde kullanilabilecek bircok yontemin var olmasi, bu yontemler arasindan en
uygun ve giivenilir olaninin secilmesi sorununu da beraberinde getirmektedir.
Onemli olan, herhangi bir niceligi hesaplar veya olgerken, yapidan miimkiin
oldugunca tarafsiz (yani ger¢ek degerden sistematik bir sapma gostermeyen)
sonuglarin elde edilmesini saglayabilecek bir yontemin tercih edilmesidir. Stereolojik
yontemlerin bir¢ogu, ilgilenilen yapmin sistematik-tekdiize-rastgele olarak elde
edilmis 6rnekleri tizerinde dlgiimler yaparak, o yapidaki s6z konusu sayisal niceligin
belli ve istatistiksel olarak kabul edilebilir bir hata pay1 dahilinde hesaplanmasina
dayanir (Unal ve ark 2002). Cogu zaman, calisilan yapilarda ilgilenilen nicelik
(6rnegin bir organdaki hiicre sayis1) biiyiik oldugundan, belli oranda bir 6rnekleme
yapmak kacinilmazdir. Bu 06rneklemeler sonucunda elde edilecek verilerin
giivenilirligi ise, pratikte gecilen uygulama asamalarinda gosterilecek 0Ozenle
dogrudan iligkilidir. Bir¢ok durumda makroskobik bir yapinin paralel dilim veya
kesitlere ayrilmasi, bu kesitlerin mikroskopta incelenmesi, bu inceleme sirasinda
belli biiylikliikte adimlamalarla ilgilenilen doku bilesenlerinin taranmasi ve
mikroskop goriintii alanlarinda biiyiikligi belli olan 0©rnekleme alanlarinin
belirlenmesi, bu alanlarin ardisik goriintii alanlar1 boyunca karsilastirilmasi ve kesit
kalinliginin  6l¢iilmesi gibi dikkat gerektiren basamaklar karsimiza ¢ikar. Bu
basamaklar1 dikkatli ve kurallara uygun bir bicimde gerceklestirdigimiz takdirde,
giivenilir sonuglara ulasmamamiz igin herhangi bir neden kalmaz. Makroskobik
ornekleri mikroskop altinda inceleyebilmek i¢in ¢ogunlukla bu parcalardan kiigiik
ornekler almak gerekir. Ornekler, inceleme amacma uygun biiyiikliiklerde
alindiklarinda tiim yapinin ancak ¢ok kiiciik bir miktarin1 temsil edebilirler.
Stereolojik yontemlerin birgogunda, eger alinan Ornekler sistematik rastgele
ornekleme kurallarina gore elde edilmisse, ana yapinin bu sekilde se¢ilmis ¢ok kiiciik
parcalarindan istenilen niceligin giivenilir bir hesaplamasini elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Hacim hesaplamasi i¢in kullanilan Cavalieri yontemi ve fiziksel
parcalama gibi bazi hesaplama yontemleri i¢in, makroskobik bir organi ¢ogu kez

paralel dilimlere ayirmamiz gerekmektedir. Cavalieri metodu, canli organizmalarda
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ilgilenilen herhangi bir yap1 ya da organin hacminin hesaplanmasi amaciyla son
zamanlarda yaygin olarak kullanilmaya baglanmis bir yontemdir (Odact ve ark
2005). Bu yontem ile 6nce hacmi hesaplanacak yapi dilimlere ayrilir (dilimleme
islemi manyetik rezonans goriintiileme veya bilgisayarli tomografi ile de yapilabilir),
her bir dilimin kesit yiizey alan1 bulunup kesit kalinlig1 ile garpilarak ilgili dilimin
hacmi hesaplanir ve nihayet dilimlerin hacimleri toplanarak ilgilenilen yapinin

toplam hacmi hesaplanur.

Stereolojik metotlarn temelini “Sistematik Rastgele Ornekleme” stratejisi
olusturmaktadir. Bu 6rnekleme biciminin temel 6zelligi, ¢alisilacak olan yapidan
ornekler almanin gerekli oldugu durumlarda, yapinin her noktasinin esit 6rneklenme
sansima sahip olmasinin saglanmasidir. Biyolojik yapilar, genellikle icerdikleri ve
arastirict i¢in inceleme konusu olan bilesenlerine gore (hiicre, ¢ekirdek, vezikiil vb)
¢ok biiylik olduklarindan, yapidan elde edilen tiim kesitlerin ¢alismaya dahil edilerek
degerlendirilmesi pratik olarak imkansizdir. Ornegin, insan neokorteksindeki toplam
ndron sayisini tespit etmeye yonelik bir ¢alisma igin, ¢aligilacak beyinlerden alinacak
onbinlerce histolojik kesit tek tek incelenemez. Bu durumda elde edilecek muhtemel
ornekler (kesitler) arasindan belli oranlarda bir se¢im yapilmasi gerekecektir. Bu
secim yapilirken, secilen Orneklerin s6z konusu yapiyr en iyi bigimde temsil
edebilmesi i¢in yapmin her bir noktasinin esit drneklenme sansina sahip olmasi
istatistiksel bir zorunluluktur. Bu sart1 saglamak iizere, rastgele se¢imler yapmak da
tam olarak sorunu ¢6zememektedir. Sistematik rastgele 6rneklemenin 6nemi burada
ortaya ¢ikmaktadir. Sistematik rastgele drnekleme, onceden belirlenmis sabit bir
ornekleme araligi boyunca, ilk aralik i¢inden rastgele bir noktadan baglanmak
suretiyle, ilgilenilen yapinin tamamiin &rneklenmesini icerir. Onceden belirlenen
ornekleme aralig1 (6rnegin her onuncu kesiti veya parcayr segmeye karar verildiginde
ilk on kesitlik seri) 6rneklemenin sistematik kismini, ilk aralik i¢inde rastgele bir
noktadan baslanmasi (6rnegin ilk on kesit iginden herhangi birinin baslangi¢ olarak
secilerek, bu kesitten sonra gelen her onuncu kesitin 6rnek olarak sec¢ilmesi) ise
orneklemenin rastgelelik 6zelligini saglar. Istatistiksel bakis acisiyla, bu tip bir
ornekleme, ne kadar ¢ok oOrnek iizerinde uygulanirsa, yapmin her noktasina esit
ornekleme sansi tanidig1 i¢in, homojen ve verimli bir 6rnekleme elde etme sans1 da o

kadar artar (Geuna 2000).
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Stereolojik analizlerle ugrasirken, genellikle sayim yapmak i¢in kullanilan
biiyiik biiyiitmelerde, ¢alisilan alan {izerindeki lokalizasyonun kaybedilmesi ya da
gorlintii alanlarim1 adim adim tararken, uygun bir yontemle tam belirlenen adim
aralig1 kadar ilerlenmesindeki zorluklar 6nemli problemler olarak ortaya cikar.
Bunun yaninda, Olgiimlerde kullanilan c¢esitli Ol¢iim cetvelleri (tarafsiz sayim
cergeveleri, ¢izgi ya da sikloid cetveller gibi) ve bunlarin boyutlar1 da rutin olarak
steroloji calisilan laboratuarlarda iizerine zaman harcanmasini gerektirecek ve
dikkatli olunmadiginda hatalara neden olabilecek bir husustur. Stereolojik goriintii
analiz sistemi paketleri, bu gibi gereklilikleri bir dizi donanim ve bilgisayar kontrolii
sayesinde otomatiklestirerek, zamandan 6nemli 6l¢iide tasarruf saglarken islemlerin
mimkiin olan en dogru sekilde yapilmasina imkéan verirler. Stereolojik analiz
sistemlerin en ¢ekici 6zelligi, bilgisayar icin oldukca uygun bir is olan rasgele alanlar
belirleme, bu alanlarda adimlar boyu ilerleme, veri depolama ve analiz etme, goriintii
alma, isleme gibi zaman alic1 isleri, bilgisayar hiziyla otomatize etmeleridir (Canan

ve ark 2004).
1.7. Amacg

Gebelik doneminde siklikla kullanilan bir NSAI ilag olan DS’un gebelik
stirecinde kullaniminin yenidogan siganlarin periferik sinirlerinde meydana getirdigi
olumsuz etkilerin, es zamanl olarak verilen melatoninin antioksidan ve néroprotektif
etkisinden dolay1 azalip azalmadigin1 sigan modelinde deneysel olarak saptamak ve

olas1 tedavi edici etkisiyle klinikte kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarimin Se¢ilmesi ve Ciftlestirilmesi

Bu calisma Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi (SUDAM) Hayvan Etik Kurulu’nun 17/07/2009 tarihli ve 2009/42 sayili
izni ile planlandi. Caligmada “Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Yonergesi Ilkeleri’ne
uyuldu. Bu c¢alisma, T.C. Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii’ntin 10102002 proje numarasi ile desteklendi.

Deney hayvanlarinin se¢imi, gebe birakilma ve gebelik sonrast bakim sekli,
enjeksiyon yapilis bigcimi ve saati, dogumdan sonra yavrularin bakimi ve gruplarin
olusturulmasi, 4 ve 20 haftalik gruplarin olusturulmasi, bu siireler sonunda
uygulanan anestezi ve sakrifikasyon yontemi, histolojik protokol ve devaminda

yapilan dlgtimler birgok ¢alismada ayni sekilde uygulanmistir.

SUDAM’da gergeklestirilen bu galismada ayn1 merkezde iiretilen biyolojik ve
fizyolojik Ozellikleri ayni, agirliklar1 200-300 gram arasinda degisen, 140 adet
erigkin disi Wistar Albino sigcan (Rattus Norvegicus) her dort disi sigana bir erkek
sican diisecek sekilde bir gece ayni kafeste tutularak ciftlesmeleri saglandi (Resim
2.1). Ciftlesmenin ardindan ertesi sabah vajinal plak bulunan ve yapilan vajinal
smearda sperm gozlenen disi siganlar gebe kabul edildi (Resim 2.2). Vajinal smear
icin bir pastor pipetine 0,5 ml SF ¢ekildi ve yardimer bir kisi tarafindan disi sigan
karn1 yukar1 bakacak sekilde sikica tutuldu. Bazi disi sicanlarda vajinal plak gozlendi
ve gebe kabul edildi. Vajinal plak gézlenmeyen disi sicanlarda pipet ucu vajinaya
yerlestirildi ve serum fizyolojik igeriye piiskiirtiildii. Pipet ucu disar1 ¢ikartilmadan
puskiirtiilen s1v1 negatif basingla tekrar pipet i¢ine ¢ekildi. Alinan s1vi temiz bir lamin
tizerine alinip boyama islemi yapilmaksizin dogrudan lamelle kapatilarak mikroskop
altinda incelendi. Hamile kabul edilen 84 disi sigan standart kafeslere alinarak ad
libitumda bakild1.

Hayvanlarin preoperatif ve postoperatif bakimlar1 da ayn1 merkez tarafindan
yapildi. Deney hayvanlarinin tamami standart fiziki sartlarin saglandigir 12 saat

karanlik, 12 saat aydinlik, 22+1°C sicaklikta, % 50+5 nem oraninda ve saatte 15 defa
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hava degisiminin yapildig1 odalarda, rahatca ulasabildikleri su ve standart rat

diyetinin bulundugu uygun biiyiikliikteki kafeslerde barindirildi.

Resim 2.1. Erkek ve disi siganlarin ¢iftlestirilmesi

Resim 2.2. Vajinal smearda spermlerin goriintiisii (x60 bilylitme)
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2.2. Deney Gruplarimim Olusturulmasi
Gruplar: Gebe siganlar rastgele 7 gruba boliindii (Cizelge 2.1):
1. Grup (12 adet): Kontrol grubu; hi¢bir miidahale yapilmada.

2. Grup (12 adet): Diklofenak sodyum (DS) grubu; gebeligin 5. giinii ile 15. giinii
arasi her giin intraperitoneal 1mg/kg/giin DS (Voltaren 75 mg/3 ml, Novartis) enjekte
edildi.

3. Grup (12 adet): DS+ Melatonin-10 grubu; 2. gruptaki islemlerin aynis1 yapildi
ayrica ayni giinlerde saat 16:00 ve 17:00 arasinda 10 mg/kg (300 gr rata 3 mg)
dozunda intraperitoneal melatonin enjekte edildi.

4. Grup (12 adet): DS+ Melatonin-50 grubu: 2. gruptaki islemlerin aynisi yapildi
ayrica ayni giinlerde saat 16:00 ve 17:00 aras1 50 mg/kg (300 gr rata 5 mg) dozunda

intraperitoneal melatonin enjekte edildi.

5. Grup (12 adet): Melatonin-10 grubu; gebeligin 5. giinii ile 15. giinii aras1 her giin
saat 16:00 ve 17:00 aras1 10 mg/kg (300 gr sicana 3 mg) dozunda intraperitoneal

melatonin enjekte edildi.

6.Grup (12 adet): Melatonin-50 grubu; gebeligin 5. giinii ile 15. giinii aras1 her giin
saat 16:00 ve 17:00 aras1 50 mg/kg (300 gr sigana 5 mg) dozunda intraperitoneal

melatonin enjekte edildi.

7. Grup (12 adet): Serum Fizyolojik (SF, sham) grubu; gebeligin 5. giinii ile 15.
giinii aras1 her giin saat 16:00 ve 17:00 aras: intraperitoneal 1 ml SF (%0,9 NaCl)
enjekte edildi.

Stok soliisyonunun hazirlanabilmesi i¢in ilk olarak melatonin saf etanol (100
mg/ml) igerisinde ¢ozdiiriildi. 10 ve 50 mg/kg konsantrasyonlarinda hazirlanan
melatonin soliisyonlart % 0,9’luk NaCl igerisinde seyreltildikten sonra DS+MLT-10,
DS+MLT-50, MLT-10 ve MLT-50 gruplarindaki sicanlara 10 giin siireyle her giin
giinde bir kez olmak iizere intraperitonal olarak uygulanmistir. Bu melatonin

dozlarinin hazirlandig1 son soliisyonda etanol konsantrasyonu %5 dir.
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Cizelge 2.1. Deney gruplari

Ciftlesme

Gebe sicanlar 84 adet

Gebe sican Gebe sican Gebe sican Gebe sican Gebe sican Gebe sican Gebe sican
Kontrol DS (1mg/kg) DS(1mg/kg) DS(1mg/kg) MLT MLT Sham kontrol
12 adet 12 adet +MLT +MLT (10mg/kg) (50mg/kg) (SF)

(10mg/kg) (50mg/kg) 12 adet 12 adet 12 adet
12 adet 12 adet

DOGUM >

6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet
4 haftahk 4 haftahk 4 haftahk 4 haftahk 4 haftahk 4 haftahk 4 haftahk
sican sican sican sican sican sican sican
6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet 6 adet
20 20 20 20 20 20 20
haftalhk haftahk haftahk haftahk haftahk haftalhik haftahk
sican sican sican sican sican sican sican
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2.3. Dokularin Histolojik Degerlendirme Icin Hazirlanmasi

21-28 giinliik gebelik silirecinin ardindan dogan siganlar dort haftalik
oluncaya kadar (siitten kesilinceye kadar) annelerinden ayrilmadi. 4 haftalik olan
siganlar cinsiyetlerine gore erkek ve disi olarak ayrildi. Disi siganlar mensturasyon
donemlerinde meydana gelebilecek degisiklikler nedeniyle ¢alismaya dahil edilmedi.
Erkek siganlar gruplarina gore takip edildi. Dordiincii ve 20. haftalarda her gruptan 6
adet sicana yiiksek doz anestezi amaciyla 50 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi) ve
10 mg/kg xylazin (Rompun-Bayer-istanbul/Tiirkiye) karisimi intraperitoneal olarak
verildi. Takiben deri, deri alti, fasya kaldirildi. Processus xphoideus belirlenerek
yukart kaldirilip diafragma goriildi. Diafragma disseke edilerek toraksa girildi ve
kalbe ulasildi. Sol ventrikiil i¢ine apeksin yanindan braniil ile girildi. Hazirlanan % 2
formaldehit + glutaraldehit karistmi 0,1 M fosfat ile tamponize 150 ml sivi
intrakardiyak olarak perfiize edildi ve 1-2 saniye sonra sag atrium enjektor ucuyla
delinerek dolasim kaninin disar1 ¢itkmasi saglanarak dokularin tespiti saglandi (Resim
2.3). Perfiizyon fiksasyonundan sonra sicanlarin sag siyatik sinirlerin gluteal
¢entikten ¢iktig1 yer ile bifurkasyon bolgesi arasindaki kismi ekspoze edildi (Resim
2.4 ve Resim 2.5). Agikta kalan sinir segmenti iizerine gluteraldehit soliisyonu
damlatildi, 1-2 dakika beklendi ve devaminda sinir segmenti total olarak ¢ikartild.

Daha sonra sinir segmentleri 151k mikroskobik ve stereolojik analiz i¢in hazirlandi.
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Resim 2.3. Intrakardiyak notral formalin perfiizyonu. A; deri, deri alt1 fasya
kaldirildi. B; diafragma disseke edilerek toraksa girildi ve kalbe ulasildi. C; sol
ventrikiil igine apeksin braniil ile girildi. D; tiim dokularin esit tespiti sagland.

Resim 2.4. Siyatik sinirin ekspoze edilmesi
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Resim 2.5. Siyatik sinir

2.4. Histolojik Takip ve Boyama

Periferik sinir takibinde miyelinli aksonlar1 iyi fiske ettigi i¢in altin standart
kabul edilen osmium tetroksit ile fiksasyona ve toluidin blue ile boyamaya literatiir

arastirmasi sonucu karar verildi (Di Scipio ve ark 2008, Feirabend ve ark 1998).

2.4.1. Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Tamponlu Formaldehit Seliisyonu

%37-40 FOrmol ..o 100 ml
DiStile SU ...evnei 900 ml
Sodyum fosfat monobazik (Merk 4072973) .................. 4gr
Sodyum fosfat dibazik (Merk 6386229)................. 6,5 gr karistirildt ve oda

1s1sinda saklandi.

%2,5’luk Gluteraldehit Tespit Soliisyonu

A Soliisyonu hazirlanir:
- 3,628 gram KH,;PO,4
- 400 ml distile su

Hazirlanan soliisyon, manyetik karistirici ile ¢oziiliinceye kadar karistirilir.
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B Soliisyonu hazirlanir:
- 4,744 gram Na;HPO4
- 400 ml distile su

Hazirlanan soliisyon, manyetik karistirici ile ¢oziiliinceye kadar karistirilir.

A soliisyonundan 20 ml, B soliisyonundan 80 ml olgiilerek 0.1 M fosfat
tampon soliisyonu hazirlanir. 92 ml A+B soliisyonu igerisine 8 ml %25’lik

gluteraldehit soliisyonu eklenir. Hazirlanan soliisyon +4 °C ’de saklanir.

Toluidine Blue

Toluidin blue..........coooiiiiiii e, 1gr
Sodyum tetraborata (borax)...............ccovvuinnn.. 1or
Distile SU...o.viuiiiii 100 cc

100 cc distile su i¢inde 1 gr borax eritildi. Igine 1 gr toluidin blue konularak iyice
calkalandi. Tamamen eritildikten sonra filtre kagidi ile siiziilerek kullanildi. Bu

soliisyon normal oda 1sisinda birkag ay stabildir (Bancroft ve ark 1990).

2.4.2. Dokularin Fiksasyonu ve Boyama Islemi

Sinir segmenti bir plastik zemin {izerinde iki ucu igne ile tespit edilip, gergin
kalmasi saglandi. Sinir bu sekli ile 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis
%2.5 glutaraldehit soliisyonu i¢inde 4°C’de 4-6 saat siireyle fikse edildi. Doku
ornekleri 0,1 M fosfat tamponunda beser dakika olmak tizere iki defa yikandi ve
ornekler %1 osmium tetroksit solisyonunda 2 saat postfikse edildi. Dehidratasyon
islemi artan (%50-%2100 etil alkol) konsantrasyonlardaki etil alkol soliisyonlarinda
gerceklestirildi. Ornekler 16 dakika propilen oksit icine konuldu. Doku &rnekleri en
son araldit CY212 + 2-dodekensiiksinik asit anhidrit (DDSA) + benzil dimetilamin and
dibutil fitalat karisimi konulmus Epon gomme kaliplarinda (Fluka Chemie Gmbt,
Swithzerland) 60°C’de 48 saat polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in bekletildi.
Doku kaliplarindan ultramikrotom (Super Nova Reichert-Yung, Austria) kullanilarak

alman 1pm kalinligindaki yar1 ince kesitler toludin mavisi ile boyandi.
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Boyama islemi icin, alinan kesitler cam bicak havuzundan suyla beraber
temiz lamlarin tlizerine alinip 60 °C’ de 1sitma tablasinda veya benzen alevinde
tahminen 1 dakika (kaynamamasi lazim) 1sit1ildi. Uzerine dokuyu kaplayacak sekilde
toluidin blue damlatildi. Isitma tablasinin iizerinde boyanin kenarlarinda renk halesi
olusuncaya kadar bekletildi. Lamlar dikkatlice saf su i¢ine birka¢ kez batirilarak
kesitler lizerindeki fazla boya akitilip iyice yikandi. Isitma tablasi iizerinde istiinde
su kalmayacak sekilde kurutuldu. Daha sonra doku iizerine entallan damlatilarak

lamel ile kapatildi ve kurumaya birakildi.
2.5. Stereolojik Analiz

Siyatik sinirlerden elde edilen kesitlerin analizi CCD dijital kamera, goriintii
yakalama kart1 (Flash Point 3D) ve tabla kontrol iinitesi (Prior) igeren bir masatistii
bilgisayari, bilgisayar kontrolli mikroskop tabla motoru (Prior), mikrokator
(Heidenhein) ve 151k mikroskobundan olusan bir Stereolojik Goriintii Analiz Sistemi
ile gerceklestirildi. Bu sistemde yapilan stereolojik Ol¢iimler, belirtilen birimleri
kontrol eden ve yeni stereolojik Ol¢clim araglarint iceren bir yazilim Stereo

Investigator-MicroBrightField ve CAST Grid-Olympus ile yapildi (Resim 2.6).

Resim 2.6. CAST Grid-Olympus, Stereo Investigator-MicroBrightField

Siyatik sinir kesitleri, 10 x (NA=1,4; son biiylitme=509x) biiyiitmede
goriintiilendi ve aksonlar1 igeren tiim sinir kesiti perimetrik olarak sinirlandirildi
(Resim 2.7). Ardindan immersiyon yagi damlatilarak goriintii 100 X (NA =1,35; son
biiyiitme=5090x) biiyiitme ile netlestirildi ve ekrana 30x30 (900 pm?) alana sahip bir

38



tarafsiz sayim gergevesi yerlestirildi (Resim 2.8). Cergeve konumlandirildiktan sonra
alan O6rneklemesi (meander sampling) 70 x 70 um’lik adimlarin sistematik rastgele
ornekleme semasina gore doku kesiti lizerine yerlestirilmesi ile gergeklestirildi ve her
adimda tarafsiz sayim c¢ergevesinin kurallarina uygun olarak, tarafsiz sayim
cergevesinin i¢gine denk gelen ve serbest kenarlarina degen miyelinli akson kesitleri
sayildi (Resim 2.9). Tarafsiz sayim g¢ercevesinin disina denk gelen ve yasak
kenarlarina degen miyelinli akson kesitleri sayima dahil edilmedi (Resim2.9).
Program sayilan miyelinli akson sayilarini ileriki hesaplamalarda kullanilmak {izere

kaydetti (Resim 2.10).

Kesitlerde bulunan toplam akson sayisina ulasmak icin, sayilan akson
izdligimii sayisi, yazilim tarafindan hesaplanan sistematik rasgele Ornekleme
fraksiyonu ile carpildi. Bu iglem sonucunda sinirde bulunan toplam akson sayisinin

tarafsiz bir hesaplamasi elde edilmis oldu.

Ayrica sayim ¢ergevesinin sag iist kdsesine en yakin aksonun ¢api Slgiildii
(Resim 2.11) ve sistem otomatik olarak akson alanini bize verirken, yine ayni
aksonun gevresindeki miyelinin rastgele dort ayr1 noktadan kalinligi da ayni sistem
kullanilarak 6lgiildii ve sistem bu dort degerin ortalamasini verdi (Resim 2.11). Her
adimda elde edilen sayim degerleri kullanilan yazilim igindeki veri dosyasina
kaydedilerek, daha ileri hesaplamalar bu kayith dosyalar iizerinden gergeklestirildi
(Resim 2.12).
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Resim 2.8. Tarafsiz sayim ¢ergevesi (X100 biiyiitme).
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Resim 2.9. Tarafsiz sayim gergevesi sayim kurallarina gore sayilan (yildiz) ve
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sayilmayan (ok) miyelinli akson kesitleri.

E3 Microsoft Excel - df-1

Counted Sections

IMarkerlﬁ_I 991 1 UserlLine 1

@ Dosya Dizen Gorindm  Ekle  Bicim  Araglar  Yeri  Pencere  Yardim Yardim igin sory yag
N EE RO EE B9 8z slme [J;c -1 <K T A|S==5|@y =
B2 - A Marker 16 — —
a | 8B | ¢ | o | e | fF | & | H o e e m [
Data File Marker  Total Number Region Number Estimate Coefficie Coefficie 1st 2nd Counting Sampling
Markers | of of d nt of nt of Estimate Estimate Frame  Grid Area

Sampling Populati Error Error dCE dCE Area [XY) (XY}
Sites onusing (Gunders {Gunders (Schmitz- (Schmitz- (pm®) {(nm?®)
Fractiona en), m=0 en}, m=1 Hof) Hof)
tor [1] [1]
42 539544 0,50 0,12 0,053 0,032 200,0 4900,0

Resim 2.10. Sayilan miyelinli aksonlarin Sterio-Investigator programinca
hesaplanmis ve kaydedilmis hali.
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Resim 2.11. Miyelinli akson alan1 ve miyelinin kalinlig1 6l¢timii. Tarafsiz sayim
¢ergevesinin sag st kosesine en yakin olan miyelinli aksonun alan1 ve miyelin
kalinlig1 6l¢iimii yapildi.

E3 Microsoft Excel - df-20-1

Eﬂ Dosva Dizen Gordndm  EKle  Bicim  Araclar  Weri  Pencere  Yardim Y ardim igin sord yazin - - F X
RN ISR - -0 -[K|7T A === - A- K
GE06 - B ortalama
A [ 8 [ ¢ [ o [ E [ F [ | H [ 1 [ 4 [ K [®
535 |CASTT Live Length S075 100xM1.35 1893777 ]
996 | CASTT Live 2DNucleat 5075100x/1.35 15 62624
587 |[CASTT Live Length 5075100x/1.35 1,529661
565 |CASTT Live Length 5075 100x41.35 1735537
533 |CASTT Live Length a075 100xM1.35 1,7/67E55
530|CASTT Live Length S075 100xM1.35 1762944
531 |CASTT Live Z0OMucleat S075 100xM1.35 1218973
92 |CASTT Live Length 5075100x/1.35 1,107125
593 |CASTT Live Length 5075 100x41.35 1353819
534 |CASTT Live Length a075 100xM1.35 0893777
535 |CASTT Live Length a075 100xM1.35 09583471
596|CASTT Live Z0OMucleat S075 100xM1.35 35 32551
97 |CASTT Live Length 5075100x/1.35 1,111046
595 |CASTY Live Length 5075 100x41.35 1,14876
595 |CASTY Live Length 5075 100x41.35 151708
BO0|CASTT Live Length a075 100xM1.35 1561983
07| CASTT Live Z0OMucleat S075 100xM1.35 34 039357
BO2 | CASTY Live Length a076 100xM1.35 1 B5135
B03| CASTT Live Length 5075100x/1.35 1902675
B04 | CASTT Live Length 5075 100x41.35 1,094075
05| CASTT Live Length a075 100xM1.35 1,102942 i
B05 ortalamal 1,630246'24,65648 hd
M 4 ¢ H}\Sheetl/ < | S
Hazir SAYI

Resim 2.12. Olgiilen akson alan1 ve miyelin kalinligindan programca hesaplanan
ortalama miyelin kalinlig1 ve ortalama akson alani.
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2.6. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki ortalama miyelinli akson sayilari, ortalama miyelinli
akson alanlar1 ve ortalama miyelin kalinliklar1 farkliliklarinin degerlendirmesinde en
az iki grup arasinda herhangi bir farkliligin olup olmadigin1 test etmek i¢in tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) yontemi uygulanmis olup, en az iki grup arasinda anlaml
bir farkliligin tespit edildigi degerlerde post hoc test olarak Tukey HSD kullanildi.
Istatistiksel analizler SPSS version 13.0 (Inc, Chicago, Illinois, USA)’da yapildi.
Elde edilen sonuglar p<0,05 oldugu durumda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sayisal degerler aritmetik ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Genel Degerlendirme Bulgulari

Dogumdan sonra yenidogan sicanlar dort hafta anneleriyle ayni kafeste
birakilarak anne siitii almalar1 saglandi. Bu donemde anne ve yavrularin bakimlari
uygun sartlar altinda devam etti. dort haftalik olan yavrular gruplarina gore erkek ve
disi olarak ayrildi. dort haftalik olan erkek sicanlardan her gruptan altisar sican
gruptan ayrildi ve sakrifiye edilmeden once kilolar1 bir terazi yardimiyla olgiiliip
kaydedildi. Yapilan istatiksel degerlendirme sonucu dort haftalik erkek siganlarda
gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gozlendi (p>0,05). Aynm islem 20
haftalik olan siganlarda da tekrarlandi. Yirmi haftalik gruplarda da gruplar arasinda
kilo agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gozlendi (p>0,05).

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Dort ve 20 haftalik siganlarin sakrifiye edilmeden 6nceki ortalama
agirliklar (ortalama agirlik+SEM)

4 HAFTA 20 HAFTA
GRUPLAR ORTALAMA ORTALAMA
AGIRLIK (gr) AGIRLIK (gr)
KONTROL 82,83+1,82 394,50+3,00
SF (SHAM) 81,33+1,58 386,83+4,01
DS 80,50+1,28 381,50+2,77
DS+MLT-10 81,50+1,06 381,00+2,52
DS+MLT-50 81,50+1,06 389,50+3,66
MLT-10 80,83+2,27 384,00+3,29
MLT-50 81,50+1,18 386,17+3.06
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3.2.Histolojik Degerlendirme Bulgulari
3.2.1.Dort haftalik gruplar
Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait hayvanlarin siyatik sinir yari ince kesitlerinin toluidin
mavisi ile boyanmasindan elde edilen kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde,
sinir kesitinin literatiirle uyumlu olarak unifasikiiler oldugu izlendi (Resim3.1).
Sinirin en dista fibroz bir bag dokudan olusan epinériyum ile ¢evrili oldugu,
epindriyumda fibroz bag dokusu diginda kan damarlarinin ve cevrede yag
hiicrelerinin varligr gozlendi. Epinériyumun altinda daha ince ve diizgiin sekilde
perinériyum ayirt edildi. Sinir fasikiiliinde miyelinli aksonlar dikkati ¢ekti. Aksonlari
saran Schwann hiicreleri, yer yer oval ya da yuvarlak g¢ekirdekleri ile ayirt edildi.
Aksonlar, Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina gémiilmiis halde, soluk renkli olarak
izlendi. Miyelinli aksonlarda, Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonun

etrafinda yerlesmis olan miyelin kilifin varlig1 gorildi (Resim 3.2).

Resim 3.1. Kontrol grubuna ait siyatik sinir Kkesiti.
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Resim 3.2. Kontrol grubuna ait siyatik sinir kesiti,¢ift tarafli ok normal miyelinli
akson, ok schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson goriilmektedir.

SF (SHAM) grubu

SF (sham) grubuna ait siganlarin siyatik sinir yar1 ince kesitlerinin toluidin
mavisi ile boyanmasindan elde edilen kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde,
sinir kesitinin unifasikiiler oldugu izlendi. Sinirin en dista fibroz bir bag dokudan
olusan epinériyum ile ¢evrili oldugu goriildii. Epindriyumda fibréz bag dokusu

disinda kan damarlarimin ve ¢evrede yag hiicrelerinin varligi da gézlendi (Resim 3.3).

Sinir fasikiilinde miyelinli aksonlar dikkati ¢ekti. Kapiller damarlar
aksonlarin arasinda dagilmisti. Aksonlar1 saran Schwann hiicreleri, yer yer oval ya da
yuvarlak c¢ekirdekleri ile ayirt edildi. Aksonlar, Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina
gomilmis halde, soluk renkli olarak izlendi. Miyelinli sinir liflerinde, Schwann
hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonun etrafinda yerlesmis olan miyelin kilifin

varlig1 goriildii. Yer yer mast hiicrelerine rastlandi (Resim 3.4).
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Resim 3.4. SF (sham) grubuna ait siyatik sinir kesiti, ¢ift tarafli ok normal miyelinli
akson, ok schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson, kesik ¢izgili daire icinde Mast
hiicresi gortilmektedir.
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DS grubu

DS grubundan elde edilen siyatik sinir yar1 ince kesitlerinin 1g1k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan fibroz bir bag dokudan olusan epindriyum ile g¢evrili
oldugu izlendi. Epindriyumun altinda, igerisinde aksonlarin bulundugu perinériyum
ile gevrili sinir fasikiilii ayirt edildi (Resim 3.5). Perindriyumun yer yer biitiinligiinii

kaybettigi izlendi.

Biiyiik biiyiitmelerde miyelinli aksonlarin ¢ogunlugunda aksonun ve miyelin
kilifin dejenere oldugu, miyelin kilifin normal konsantrik lamellar yapisinin yer yer
bozuldugu ve kilif lamellerinin birbirlerinden ayrildiklar1 izlendi. Aksonun
bliziistiigli, akson ile miyelin kilif arasinda ¢esitli biiyiikliiklerde vakuollerin
meydana geldigi, miyelin kilifin yer yer akson igerisine dogru invajine oldugu, bazi
miyelinli sinir liflerinde ise miyelin kilifin sinir lifi digina dogru ¢ikint1 olusturdugu
ve bazi aksonlarin tamamen dejenere oldugu dikkati ¢ekti. Miyelin kilif
dejenerasyonunun belirgin oldugu sinir liflerinde, aksonlarda da belirgin yapisal
degisiklikler izlendi. Miyelinli aksonlarin aralarinda sitoplazmalarinda mast hiicreleri

ve kapiller damarlarin varligi gézlendi (Resim 3.6).

Resim 3.5. DS grubu grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.6. DS grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere miyelin kilif, ok
schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson, kesik ¢izgili daire iginde Mast hiicresi
gozlenmektedir.

DS+MLT-10 grubu

Gruba ait siyatik sinirin yar1 ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan epindriyum ile gevrili oldugu izlendi. Epinériyumda
fibroz bag dokusu disinda kan damarlar1 ve yag hiicrelerinin varligr da gozlendi.
Epindriyumun altinda, perinériyum ile ¢evrili unifasikiiler sinir ayirt edildi (Resim

3.7).

Fasikiilde miyelinli sinir aksonlar1 izlendi. Miyelinli aksonlarin bazi alanlarda
akson ve miyelin kilif yapilar ile birlikte normal goriiniimde olduklar1 kaydedildi.
Bununla beraber ¢ogu miyelinli akson etrafinda yer alan miyelin kilifin normal
yapisinin bozuldugu, miyelin kilif ve aksonun dejenere olduklari gozlendi. Miyelinli
aksonlarda bazi alanlarda miyelin lamellerinde hafif ayrisma izlendi. Dejenere
miyelinli sinir liflerinin bulundugu alanlara yakin yerlesimli mast hiicrelerinin

varligina bu grupta da rastlandi. (Resim 3.8).
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Resim 3.8. DS+MLT-10 Grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere miyelin
kilif, ok Schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson gézlenmektedir.
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DS+MLT-50 grubu

Bu gruba ait siyatik sinir yar1 ince Kkesitlerinin 1sik mikroskobik
incelenmesinde, sinirin digtan epindriyum ile gevrili oldugu ve epinéryumda fibroz
bag dokusu disinda kan damarlart ve yag hiicrelerinin varligi da gozlendi.
Epindriyumun altinda, perindriyum ile ¢evrili unifasikiiler sinir ayirt edildi (Resim
3.9).

Fasikiilde miyelinli sinir aksonlari belirgin olarak izlendi. Miyelinli
aksonlarin akson ve miyelin kilif yapilari ile birlikte yaygm olarak normal
goriinimde olduklar1 kaydedildi. Bununla beraber bazi alanlarda miyelinli akson
etrafinda yer alan miyelin kilifin normal yapisinin bozuldugu, miyelin kilif ve
aksonun dejenere olduklari gozlendi. Vakuolizasyon ve lamellar ayrisma daha az
goriilmiis, miyelin yikimi azalmigtir. Miyelinli aksonlarda akson etrafinda yer alan
miyelin kilifin bazi alanlarda miyelin lamellerinde hafif ayrisma izlendi (Resim
3.10).

Resim 3.9. DS+MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.10. DS+MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere
miyelin kilif, ok Schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson, ¢ift tarafli ok normal
miyelinli akson, kesik ¢izgili daire i¢inde Mast hiicresi gozlenmektedir.

MLT-10 grubu

MLT-10 grubuna ait siyatik sinirin yari ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan fibréz bir bag dokudan olusan epinériyum ve onun

altinda daha ince ve diizenli perindriyum ile ¢evrili oldugu gozlendi (Resim 3.11).

Siyatik sinir kesitinin daha biiyiik biiylitmesinde miyelinli aksonlarin
etrafinda belirgin miyelin kilif i¢erdikleri ayirt edildi. Miyelinli aksonlar, akson ve
miyelin kilif yapilar1 ile birlikte normal olarak degerlendirildi. Yer yer mast hiicreleri
bu grupta da goriildii. Schwann hiicreleri yuvarlak veya oval ¢ekirdekleri ile ayirt
edildi. Bununla beraber o6zellikle kiigiik ¢apli sinir liflerinde histolojik yapinin
nispeten korundugu gézlendi (Resim 3.12).
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Resim 3.12. MLT-10 grubuna ait siyatik sinir kesiti, ok Schwann hiicresi ile birlikte
miyelinli akson, ¢ift tarafli ok normal miyelinli akson, kesik ¢izgili daire iginde Mast

hiicresi gozlenmektedir.
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MLT-50 grubu

MLT-50 uygulanan gruba ait siyatik sinirin yari ince Kkesitlerinin 1s1k
mikroskobik incelenmesinde, sinirin distan epindriyum adi verilen kalin fibroz bir
bag dokusu ile cevrili oldugu izlendi. Epindriyumun altinda sinir fasikiiliiniin daha

ince bir bag dokusu olan perindriyumla gevrili oldugu goriildii (Resim 3.13).

Perinériyum ile sarili fasikiil igerisinde aksonlar, Schwann hiicrelerinin
sitoplazmasina gomiilmiis halde, soluk renkli olarak izlendi. Miyelinli aksonlarda,
Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonu cevreleyen miyelin kilif, belirgin
olarak izlendi. Schwann hiicreleri yuvarlak veya oval c¢ekirdekleri ile ayirt edildi.
Akson ve miyelin kilif yapilar1 ile birlikte normale yakin gériiniimde miyelinli

aksonlarin aralarinda kan damarlari da ayirt edildi (Resim 3.14).

Resim 3.13. MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.14. MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti, ok Schwann hiicresi ile birlikte

miyelinli akson, ¢ift tarafli ok normal miyelinli aksonu gostermektedir.

3.2.2. Yirmi haftalik gruplar

Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait hayvanlarin siyatik sinir yar1 ince kesitlerinin toluidin
mavisi ile boyanmasindan elde edilen kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde,
sinirin en dista fibr6z bir bag dokudan olusan epinériyum ile gevrili oldugu goriildii.
Epindriyumda fibroz bag dokusu disinda kan damarlarimin ve c¢evrede yag
hiicrelerinin varlig1 da gozlendi. Sinir kesitinde unifasikiiler oldugu gézlenen siyatik

sinir daha ince bir bag dokusu olan perinoriyum ile ¢evriliydi (Resim 3.15).

Fasikiil i¢cinde miyelinli aksonlar dikkati g¢ekti. Aksonlar1 saran Schwann
hiicreleri, yer yer oval ya da yuvarlak ¢ekirdekleri ile ayirt edildi. Aksonlar, Schwann
hiicrelerinin sitoplazmasina gémiilmiis halde, soluk renkli olarak izlendi. Miyelinli
aksonlarda Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonun etrafinda yerlesmis olan
miyelin kilifin varlig1 goriildii (Resim3.16).
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Resim 3.16. Kontrol grubuna ait siyatik sinir kesiti, ¢ift tarafli ok normal miyelinli
aksonu gostermektedir.
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SF (SHAM) grubu

SF (sham) grubuna ait hayvanlarin siyatik sinir yari ince kesitlerinin toluidin
mavisi ile boyanmasindan elde edilen kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde,
sinirin en dista fibroz bir bag dokudan olusan epindriyum ile gevrili oldugu goriildii.
Sinir kesitinde unifasikiiler oldugu goézlenen siyatik sinir daha ince bag dokusu olan

perindriyum ile ¢evriliydi (Resim 3.17).

Perindriyum ile sarili sinir fasikiiliinde miyelinli aksonlar dikkati cekti.
Ayrica yaygin olarak kapiller damarlar yer almaktaydi. Aksonlar1 saran Schwann
hiicreleri, yer yer oval ya da yuvarlak ¢ekirdekleri ile ayirt edildi. Aksonlar, Schwann
hiicrelerinin sitoplazmasina gomiilmiis halde, soluk renkli olarak izlendi. Miyelinli
aksonlarda Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonun etrafinda yerlesmis olan

miyelin kilifin varligi goriilda (Resim 3.18).

Resim 3.17. SF (sham) grubu grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.18. SF (sham) grubua ait siyatik sinir kesiti, ¢ift tarafli ok normal miyelinli
aksonu gostermektedir.

DS grubu

DS grubundan elde edilen siyatik sinir yar1 ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin en distan epindériyum ve altinda daha ince perindriyum cevrili
oldugu izlendi. Epinoriyumda fibr6z bag dokusu disinda kan damarlart ve yag

hiicrelerinin varlig1 gézlendi (Resim 3.19).

Perindriyumun altinda, igerisinde miyelinli aksonlarin belirgin olarak
g6zlendigi sinir fasikiili ayirt edildi. Miyelinli sinir liflerinin bazilarinda aksonun ve
miyelin kilifin dejenere oldugu, miyelin kilifin normal konsantrik lamellar yapisinin
yer yer bozuldugu, miyelin kilif lamellerinin birbirlerinden ayrildiklar1 ve akson
icerisine dogru invajine oldugu, baz1 miyelinli aksonlarda ise miyelin kilifin sinir lifi
disina dogru ¢ikinti olusturdugu goriildi. Aksonun biiziistiigii, akson ile miyelin kilif
arasinda c¢esitli biiyiikliiklerde vakuollerin meydana geldigi ve bazi aksonlarin ise
tamamen dejenere oldugu dikkati ¢ekti. Dejenerasyonun belirgin oldugu alanlarda
miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin asir1 sekilde kalinlagtig1 goriildii. Miyelin kilif
dejenerasyonunun belirgin oldugu aksonlarda yapisal degisiklikler daha belirgin
izlendi (Resim 3.20).
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Resim 3.20. DS grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere miyelin kilifi, ok

Schwann hiicresi ile birlikte miyelinli aksonu gostermektedir.
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DS+MLT-10 grubu

Bu gruba ait siyatik sinir yar1 ince Kkesitlerinin 1s1k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin digtan epindriyum ve perindriyum ile ¢evrili oldugu izlendi.
Epindriyumda fibr6z bag dokusu disinda kan damarlar1 ve yag hiicrelerinin varligi da
gozlendi. Epindriyumun altinda, igerisinde sinir liflerinin bulundugu unifasikiiler

sinir fasikiilii ayirt edildi (Resim 3.21).

Miyelinli aksonlarin bazi alanlarda akson ve miyelin kilif yapilari ile birlikte
normal goriiniimde olduklari kaydedildi. Bununla beraber birgok miyelinli aksonda,
akson etrafinda yer alan miyelin kilifin normal yapisinin bozuldugu, miyelin kilif ve
aksonun dejenere olduklar1 gozlendi. Bazi alanlarda miyelinli sinir liflerinde hafif
miyelin kilif bozukluklari, bazi aksonlarda yapisal degisiklikler, Schwann

hiicrelerinde sitoplazmik vakuolizasyon gozlendi (Resim3.22).

Resim 3.21. DS+MLT-10 grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.22. DS+MLT-10 grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere
miyelin kilif, kesik ¢izgili daire i¢inde Mast hiicresi goriilmektedir.

DS+MLT-50 grubu

Bu gruba ait siyatik sinirin yari ince kesitlerinin 1s1k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan fibréz bir bag dokudan olusan epindriyum ve
perindriyum ile gevrili oldugu gozlendi. Epindriyumda fibréz bag dokusu disinda kan
damarlar1 ve yag hiicrelerinin varligi da gozlendi. Epinériyumun altinda, igerisinde

sinir liflerinin bulundugu unifasikiiler sinir fasikiilii ayirt edildi (Resim 3.23).

Miyelinli sinir aksonlarinin akson etrafinda bir miyelin kilif icerdikleri ayirt
edildi. Bazi alanlarda miyelinli aksonlarda akson ve miyelin kilifin dejenere olduklari
goriildii. Miyelinli aksonlarda kismi miyelin kilif hasarlar1 izlenmekle birlikte, ¢ogu
alanlarda Schwann hiicreleri ve aksonlarin normal yapilarini koruduklar1 dikkati
¢ekti. Dejenerasyonun belirgin oldugu alanlarda miyelinli aksonlarda miyelin kilifin
akson igerisine dogru invajinasyon olusturdugu, aksonun biiziistiigii goriildi. Cogu
alanda miyelinli aksonlar, akson ve miyelin kilif yapilar ile birlikte normal olarak
degerlendirildi, ozellikle kiigiikk c¢apli aksonlarda histolojik yapinin nispeten
korundugu gozlendi (Resim 3.24).
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Resim 3.24. DS+MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti, kalin oklar dejenere
miyelin kilifi, ok Schwann hiicresi ile birlikte miyelinli akson, ¢ift tarafli ok normal
miyelinli aksonu gostermektedir.
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MLT-10 grubu

MLT-10 verilen gruba ait sinirin yar1 ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan epindriyum ve perindriyum ile g¢evrili oldugu ve

unifasikiiler oldugu gozlendi (Resim 3.25).

Miyelinli aksonlarin akson etrafinda bir miyelin kilif igerdikleri ayirt edildi.
Miyelinli sinir lifleri, akson ve miyelin kilif yapilart ile birlikte normal olarak
degerlendirildi. Cogu alanda Schwann hiicreleri ve aksonlarin normal yapilarini
koruduklar1 dikkati cekti. Ozellikle kiigiik ¢apli aksonlarda histolojik yapinin
korundugu gozlendi. Miyelinli aksonlarda ¢ogu alanlarda, miyelin lamellerinin

normal yapilarini koruduklart izlendi (Resim 3.26).

Resim 3.25. MLT-10 grubuna ait siyatik sinir kesiti.
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Resim 3.26. MLT-10 grubuna ait siyatik sinir kesiti, ¢ift tarafli ok normal miyelinli
aksonu gostermektedir.

MLT-50 grubu

MLT-50 uygulanan gruba ait siyatik sinirin yari ince Kkesitlerinin 1s1k
mikroskobik incelenmesinde, sinirin distan epindryum adi verilen kalin fibr6z bir bag

dokusu ve altinda daha ince perindryum ile ¢evrili oldugu izlendi (Resim 3.27).

Perinériyumdan kaynaklanan ince bir bag dokusunun igerisinde aksonlar,
Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina gémiilmiis halde, soluk renkli olarak izlendi.
Miyelinli aksonlarda, Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonu ¢evreleyen
miyelin kilif belirgin olarak izlendi. Miyelinli aksonlarin aralarinda kan damarlari da

ayirt edildi (Resim 3.28).
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Resim 3.27. MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti.

Resim 3.28. MLT-50 grubuna ait siyatik sinir kesiti, ¢ift tarafli ok normal miyelinli
akson, ok Schwann hiicresi ile birlikte miyelinli aksonu gostermektedir.
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Ozetle; tiim histolojik bulgular degerlendirildiginde, gebe disi albino
sicanlarda klinik konsantrasyonlarda DS kullaniminda, bu annelerden dogan
yavrularin periferik sinirlerinde ortaya cikabilecek olasi etkilerin arastirilmasi igin
yapilan ¢alismalarda, DS kullanimina bagli olarak miyelinli akson sayisinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede diistigli saptanmis ve bu olumsuz etkiler nedeniyle
klinik uygulamalarda dikkat edilmesi gereken bir konu oldugu ortaya konmustur.
Bizim ¢alismamiz da daha 6nceki ¢alismalar ile uyumlu sonuglar vermis ve literatiirii
desteklemistir. Bu olumsuz etkileri azaltmasi1 beklentisi ile DS ile ayn1 donemde
uygulanan melatoninin de beklendigi gibi DS’un olumsuz etkilerini tamamen
engellemese bile dikkate alinacak sekilde ortadan kaldirdigi gézlenmistir. Melatonin
bu olumlu etkisini DS ile kombine kullanildigi gruplarda gosterirken tek basina
kullanildig1 gruplarda kontrol grubu ile bir fark yaratmamistir.

Calismamizda DS’a bagl goriilen bu olumsuz etkilerin gebelik doneminde
enjeksiyona bagli yaratilan stresden kaynaklanmadigi yapilan diger ¢alismalar ile
karsilagtirildiginda ve olusturdugumuz SF (SHAM) grubu ile ortaya konmustur.

Calismamizda tespit ettigimiz siyatik sinir tizerinde DS’un olumsuz etkilerine
bagli bulgular bu konuda daha oOnceden yapilmigs c¢alismalar ile paralellik
gostermistir. DS ile birlikte Melatonin uyguladigimiz gruplardaki diizelmeler de bu
iki grubun birlikte calisildigi ilk ¢alisma olmast nedeni ile literatiir ile
karsilagtirillamasa da farkli ajanlarin periferik sinir tlizerindeki olumsuz etkilerini
onlemek amaciyla melatoninin kullanildig: bir ¢ok ¢aligsma ile uyumlu ¢ikmustir.

Isik  mikroskop incelemelerine gore DS’dan kaynaklanan perindral
bariyerlerin dagilmasi, endondral 6dem formasyonu, aksonal dejenerasyon ve
demyelinizasyon gibi morfolojik bulgularin ¢ogu bizim ¢aligmamizda da
goriilmiistiir. Ozellikle bizim takip ve boyama ydntemimiz ile 151k mikroskobunda
rahatca goriiniir hale gelen miyelinli aksonlardaki harabiyet dikkat c¢ekicidir. Buna
karsin DS ile birlikte Melatonin uygulanan gruplarda doza bagimli olarak bu
hasarlarin daha az ortaya ¢iktig1 gdzlenmistir.

Diger ¢aligmalarda goriilen ¢ok sayida dejenerasyona ugramis miyelinli akson
bizim caligmamizda da goézlenmis ve Ozellikle bliylik ¢apli miyelinli aksonlarda

dejenerasyon meydana geldigi saptanmustir.
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3.3. Stereolojik Degerlendirme Bulgular:

Dort haftalik siganlarin ortalama miyelinli akson sayilari, ortalama miyelinli

akson alani ve ortalama miyelin kilif kalinliklar1 grafikler ile verilmistir.

Dort haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelinli akson sayis1 kontrol
grubunda; 7520+165, SF (sham) grubunda; 7180+69, DS grubunda; 4537+278,
DS+MLT-10 grubunda; 5777+136, DS+MLT-50 grubunda; 6479+366, MLT-10
grubunda; 7221+225, ve MLT-50 grubunda; 7288+235 olarak bulundu (Grafik 3.1).

4 haftabk erkek sicanlarda siyatik sinirdeki ortalama miyelinli
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Grafik 3.1. Dort haftalik erkek siganlarin siyatik sinirlerindeki ortalama miyelinli
akson sayilarl. Degerler ortalama+SEM olarak verilmis. * DS uygulanan grup ile
Kontrol, SF, DS+MLT-10, DS+MLT-50, MLT-10 ve MLT-50 gruplar1 arasindaki
fark anlamli (p<0,05) # DS+MLT-10 uygulanan grup ile Kontrol, SF, MLT-10 ve
MLT-50 gruplar1 arasindaki fark anlamli (p<0,05) & DS+MLT-50 uygulanan grup ile
kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p<0,05).

Buna gore DS uygulanan grupta miyelinli akson sayis1 Kontrol, SF (sham),
DS+MLT-10, DS+MLT-50, MLT-10 ve MLT-50 gruplarina gére anlamli derecede
distiktii (p<0,05). DS+MLT-10 uygulanan grupta miyelinli akson sayisi DS
uygulanan gruba gore anlamli derecede artmis olmasina ragmen (p<0,05) Kontrol,
SF, MLT-10 ve MLT-50 gruplarina gore hala anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).
DS+MLT-50 uygulanan grupta miyelinli akson sayisi DS uygulanan gruba gore
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anlaml1 derecede artmig bulundu (p<0,05) ama kontrol grubuna gore say1 hala anlaml

derecede diisiiktii (p<0,05).

Dort haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelinli akson alani kontrol
grubunda; 9,98+0,47, SF (sham) grubunda; 9,42+0,47, DS grubunda; 7,11+0,32,
DS+MLT-10 grubunda; 8,60+0,84, DS+MLT-50 grubunda; 9,76+0,47, MLT-10
grubunda; 9,88+0,52, ve MLT-50 grubunda; 10,75+0,71 olarak bulundu (Grafik 3.2).
DS uygulanan gruba ait siyatik sinirlerdeki miyelinli aksonlarin ortalama alani
Kontrol, DS+MLT-50, MLT-10 ve MLT-50 gruplarina gore anlamli derecede diisiik
bulundu (p<0,05).
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Grafik 3.2. Dort haftalik erkek siganlarin siyatik sinirlerindeki miyelinli aksonlarin
ortalama alanlari. Degerler ortalama+SEM olarak verilmis. * DS uygulanan grup ile
Kontrol, DS+MLT-50, MLT-10 ve MLT-50 gruplar arasindaki fark anlamli (p<0,05)

Dort haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelin kilif kalinli§i kontrol
grubunda; 1,19+0,04, SF (sham) grubunda; 1,15+0,02, DS grubunda; 1,00+0,01,
DS+MLT-10 grubunda; 1,11+0,03, DS+MLT-50 grubunda; 1,124+0,03, MLT-10
grubunda; 1,15+0,04, ve MLT-50 grubunda; 1,14 + 0,03 olarak bulundu (Grafik 3.3).
DS uygulanan gruba ait siyatik sinirlerdeki miyelinli aksonlara ait ortalama miyelin
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kalinligit Kontrol, SF, MLT-10 ve MLT-50 gruplarina ait ortalama miyelin
kalinligindan anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05).

4 haftalik erkek sicanlarda siyatik sinirdeki miyelinli aksonlarda
ortalama miyelin kalinhg:
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Grafik 3.3. Dort haftalik erkek siganlarin siyatik sinirlerindeki miyelinli aksonlarin
ortalama miyelin kalinliklari. Degerler ortalama+SEM olarak verilmis. * DS
uygulanan grup ile Kontrol, SF, MLT-10 ve MLT-50 gruplar1 arasindaki fark anlamli
(p<0,05).

Yirmi haftalik siganlarin ortalama miyelinli akson sayilari, ortalama miyelinli

akson alan1 ve ortalama miyelin kilif kalinliklar1 grafikler ile gosterilmistir.

Yirmi haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelinli akson sayis1 kontrol
grubunda; 8199+128, SF (sham) grubunda; 7758+414, DS grubunda; 6636+147,
DS+MLT-10 grubunda; 77274405, DS+MLT-50 grubunda; 7802+249, MLT-10
grubunda; 7763+189, ve MLT-50 grubunda; 7918+121 olarak bulundu (Grafik 3.4).
DS uygulanan gruba ait siyatik sinirlerdeki ortalama miyelinli akson sayis1 Kontrol,
SF (sham), DS+MLT-50 ve MLT-50 gruplarindaki ortalama miyelinli akson

sayisindan anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05).
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20 haftalik erkek sicanlarda siyatik sinirdeki ortalama miyelinli akson

sayis1
9000 7 ¥ « * *
A 80004 [= T . =
K 1 I i =
s 7000 -
O ==
N 6000 -
s 5000 -
A i
& 4000
L3000
I 2000 -
1000 -
° b 5 2 s 3 s 3
< 5 K 5 b
= = = =
+ +
] ]
GRUPLAR

Grafik 3.4. Yirmi haftalik erkek siganlarin siyatik sinirlerindeki ortalama miyelinli
akson sayilart. Degerler ortalama+SEM olarak verilmis. * DS uygulanan grup ile
Kontrol, SF, DS+MLT-50 ve MLT-50 gruplar1 arasindaki fark anlamli (p<0,05).
Yirmi haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelinli akson alani kontrol
grubunda; 26,26+0,48, SF (sham) grubunda; 24,51+0,48, DS grubunda; 22,26+0,93,
DS+MLT-10 grubunda; 23,05+0,43, DS+MLT-50 grubunda; 24,57+0,48, MLT-10
grubunda; 24,70+0,29, ve MLT-50 grubunda; 26,21+0,21 olarak bulundu (Grafik
3.5). DS uygulanan gruba ait siyatik sinirdeki miyelinli aksonlarin ortalama alani
Kontrol, MLT-10 ve MLT-50 gruplarina gore anlamli derecede diisiikk bulundu
(p<0,05). Ayn1 zamanda DS+MLT-10 gruba ait siyatik sinirdeki miyelinli aksonlarin

ortalama alan1 Kontrol ve MLT-50 gruplarina gore anlamli derecede diisiik bulundu
(p<0,05) )
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20 haftahk erkek sicanlarda siyatik sinirdeki miyelinli aksonlarin
ortalama alam
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Grafik 3.5. Yirmi haftalik erkek siganlarin siyatik sinirlerindeki miyelinli aksonlarin
ortalama alanlar1. Degerler ortalama+SEM olarak verilmis. * DS uygulanan grup ile
Kontrol, MLT-10 ve MLT-50 gruplari arasindaki fark anlamli (p<0,05). # DS+MLT-
10 grubu ile Kontrol ve MLT-50 gruplar arasindaki fark anlamli (p<0,05).

Yirmi haftalik gruplardan elde edilen ortalama miyelin kilif kalinlig1 kontrol
grubunda; 1,71+£0,08, SF (sham) grubunda; 1,67+0,06, DS grubunda; 1,48+0,08,
DS+MLT-10 grubunda; 1,57+0,06, DS+MLT-50 grubunda; 1,61+0,03, MLT-10
grubunda; 1,57+0,07, ve MLT-50 grubunda; 1,70+0,03 olarak bulundu (Grafik 3.6).

Gruplar arasinda ortalama miyelin kalinlig1 agisindan anlamli bir fark bulunmadi.
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20 haftalik erkek sicanlarda siyatik sinirdeki miyelinli aksonlarda
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Grafik 3.6. Yirmi haftalik erkek ratlarin siyatik sinirlerindeki miyelinli aksonlarin
ortalama miyelin kalinliklarinin karsilastirilmasi. Degerler ortalama+SEM olarak
verilmis.
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4. TARTISMA

Yeni kullanima sunulan bir ila¢ i¢in hamile ya da emziren annelerde ilag
caligmalar1 yapilamamaktadir. Bu yiizden gebelikte ve emziren annelerde ilaglarin
giivenli kullanim caligmalar1 sadece deneysel ve preklinik hayvan calismalari ile
gerceklestirilmektedir. Insanlardan elde edilen deneyimler ise sadece ilacin farkinda
olunmadan kullanimi sonrasi yasanan tecriibelerle sinirlidir. Diger 6nemli bir husus
ise bir ilaca prenatal maruz kalmanin etkisinin hayatin ileri donemlerinde ortaya
cikabilmesidir. Deneysel hayvan calismalarinda prenatal — antenatal ilaca maruz

kalmanin uzun dénemli etkilerini incelemek ise her zaman mimkiin olmamaktadir.

NSAI ilaglara maruz kalmanin ovulasyona etkileri ve potansiyel mutojenik ve
teratojenik etkileri konusunda bilgi ve deneyimler diger ilaglar ile kiyaslandiginda
nispeten daha fazladir. Danimarka'dan vaka kontrol ¢alismas1 NSAI ilag kullanimi ile
diisiik arasinda bir iliski oldugunu rapor etmektedir (Nielsen ve ark 2001). Bu etkiye
neden olarak NSAI ilaglarin implantasyona ve plasental dolasima olan olumsuz
etkileri gosterilmektedir. Carp ve ark (1988) DS’un siganlarda implantasyona ve
embriyonik gelismeye olan etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda yiiksek dozlarda
DS’un embriyolar i¢in toksik oldugunu, 3mg/kg dozunda DS’un blastosist
implantasyonunu engelledigini gostermislerdir. DS 4mg/kg dozda sicanlara, 1-4
mg/kg dozda farelere uygulandiginda, fetiis kaburgalarinda defekt gelistigi
bildirilmistir (Needs ve Brooks 1985).

NSAI ilaglarm gebelikte uzun siireli kullanimi gebelik ve dogum siiresini
uzatmaktadir. Normal dogumun gerceklesmesi i¢in uterusun servikal maturasyonunu
tamamlamasi gerekir. Glikozaminoglikanlar 6zellikle PGE2 ve eikosanoidlerce
etkilenerek servikal olgunlagmaya istirak ederler. PGE2 servikal heparan siilfat
konsantrasyonunu artirir. DS, siklooksijenazi inhibe ederek heparan siilfat
konsantrasyonunu azaltir. Bunun sonucu olarak da gebelik siiresi ve dogum
eyleminin uzamasina neden olur. Deneysel ¢alismalarda siganlarin normal gebelik
siiresi NSAT ilaglar ile 21-23 giinden 28-29 giine kadar uzamaktadir (Dawood 1993).

Ostensen (1998) DS’un insan plasentasindan fetusa birinci ve ikinci

trimesterde gectigini ilk gozlemleyen arastirmacidir. DS’a prenatal maruziyetin
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yenidogan ratlarin santral sinir sistemi lizerine olumsuz etkileri ilk olarak Gok¢imen
ve ark (2007) tarafindan gosterilmistir. Gok¢imen ve ark (2007) yaptiklari ¢alismada
prenatal DS uygulamasinin hipokampus piramidal ve graniiler hiicreleri igin
norotoksik oldugunu gostermislerdir. Ragbetli ve ark (2007) DS’un erkek serebellum
Purkinje hiicrelerinde norotoksik etki gosterdigini bulmuslardir. Kusuhara ve ark
(1998) NSAI ilaglarin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini, hiicre siklusunu

durdurdugunu ve apoptozisi indiikledigini géstermislerdir.

Kudo ve ark (2003)’ nin g¢alismasinda DS’un in vitro sartlarda NSC
tizerindeki etkisini inceleyen ©Onemli bir calismadir. NSC’ler multipotent ve
kendilerini yenileyebilen progenitér hiicrelerdir. Bu hiicreler uygun sartlarda
noronlara ve glia hiicrelerine diferansiye olurlar. Sadece gelismekte olan sinir
sistemlerinde degil ayrica eriskin sinir sisteminde de bulunurlar. Yazarlar bu
calismada sadece DS un doza bagimli olarak NSC’lerin ndronlara diferansasyonunu
engelledigini, apoptozisi indiikleyerek prolifere = olmalarim1  engelledigini
gdzlemlediler. Ibuprofen, naproksen, aspirin ve indometesin gibi diger NSAI
ilaglarin benzer etkiye sahip olmadigini gozlemlediler. DS’un NSC apoptozisini
indiiklemesi kaspaz kaskatin aktivasyonu ile olmaktadir. Ozellikle kaspaz kaskatin
en 6nemli proteolitik enzimi olan kaspaz -3 aktive olmaktadir. DS’un diger NSAI
ilaglar ile gdzlenmeyen bu etkilerinin olasi nedeni olarak yazarlar DS’un diger NSAI
ilaglara nazaran COX-3 inhibisyonunun daha fazla olmasin1 géstermektedirler. Diger
olas1 mekanizmas: ise diger NSAI ilaglarin sadece COX inhibisyonu yaparak AA’i
lipooksijenaz (LOX) yoluna yonlendirerek prostaglandin seviyelerini azaltirken
l6kotrien seviyelerini artirmalaridir (Rao ve Knaus 2008). DS ise hem COX hem de
LOX yollarin1 inhibe ederek hem prostaglandin hem de lokotrien seviyelerini
azaltmaktadir. Lokotrienler hiicre yasami icin gerekli sinyalleri indiiklemektedirler.
DS l1okotrien seviyelerini azaltarak NSC i¢in gerekli sinyallerin olusmasini
engellemektedir (Kudo ve ark 2003). Bu bulgular DS’un gelismekte olan sinir
sistemi lizerinde teratojenik etkisi olabilecegini isaret etmekte olup, DS un NSC’ler

tizerindeki olumsuz etkilerini daha net agiklanmaya gerek bulunmaktadir.

Kudo ve ark (2003)’nin ¢alismasindan yola ¢ikarak Canan ve ark (2008)
gebelik boyunca tiiketilen DS’ un gelismekte olan periferik sinirler iizerinde etkisi

olup olmadigini inceleyen ¢alismalarini yayinladilar. Bu galismalarinda postnatal
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yagamin 5. Giiniinden doguma kadar (21.giin) gebe siganlara giinde 1mg/kg DS
enjeksiyonu gerceklestirdiler. Daha sonra yenidogan sicanlarin siyatik sinirlerinin
histolojik yapilarim1 yasamlarinin dordiincii  haftasinda kontrol gruplart ile
kiyasladilar. Yazarlar DS’a prenatal maruziyetin akson sayisin1 ve akson g¢apini

kontrol gruplar ile karsilastirildiginda anlamli derecede azalttigini gosterdiler.

DS’un NSC’lerin apoptozisine neden olup diferansiye olmalarini engelledigi
gosterilirken diger taraftan bagka arastirmacilar ise melatoninin tam tersi etki
gosterek NSC apoptozisini engelledigini ve noronlara difaransiye olmalarini
uyardigint gostermiglerdir. Melatoninin bu etkisi ilk olarak Moriya ve ark (2007)
tarafindan yaymlanmistir. Yazarlar in vitro sartlarda melatoninin farmokolojik
dozlarda (1-100 pM) uygulama siresi ile dogru orantili olarak NSC
proliferasyonunu ve noral diferansiyasyonu artirdigini bildirmislerdir. Daha sonra
Sotthibundhu ve ark (2010) erigkin sicanlarin NSC’lerinde de melatoninin ayni etkiyi
gosterdigini ve bu etkinin melatonin reseptor antogonisti luzindole ile engellendigini
gosteren bulgularin1 yayinladilar. Luzindol ile melatoninin NSC iizerindeki
etkilerinin azalmasi, melatoninin NSC {izerindeki etkilerinin MT-1 reseptorii
tizerinden gergeklestirdigini gostermektedir. Fu ve ark (2011) ise hipoksik birakilmis
sicanlarda azalan NSC miktarmin melatonin uygulanmasi ile tekrar normal
seviyelere geldigini goOstermislerdir. Bu ¢aligmada yazarlar ayrica melatonin
uygulamasinin Bcl-2/Bax oraninda anlamli artisa neden oldugunu ve kaspaz -3
aktivasyonunu inhibe ettigini de goéstermis ve apoptozis insidansinin azaldigini

vurgulamiglardir.

Canan ve ark (2008) prenatal DS maruziyeti sonrasi gelismekte olan fetiisiin
periferik sinir sisteminde akson sayisinin ve ¢apinin azaldigini gostermeleri iizerine,
bu maruziyete kalmis siganlarin periferik sinir sistemlerinde meydana gelen etkileri
azaltmak i¢in, noroprotektif etkileri ispatlanmis olan melatoninin kullanilmasi bu
caligmanin incelemek istedigi esas amag¢ olmustur. Mevcut calisma DS maruziyetinin
sicanlarda akson sayisim1 ve akson capini azalttigint ve etkilerin melatonin
profilaksisi ile engellendigini stereolojik analiz ile gdstermektedir. Buna neden olan
mekanizma kanimmizca DS’un embriyonik NSC’ler {izerinde neden oldugu
apopitozisin ve engelledigi noronal diferansasyonun, her tiirlii viicut sivisina

rahatlikla gegen melatonin tarafindan geri kazandirilmasi ya da bastan
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engellenmesidir. Bu siirecin igleyis bi¢iminin molekiiler yollarin1 ortaya ¢ikarmak
baska bir ¢alismanin hedefi olacaktir. Ama melatoninin Bcl-2/Bax oranini artirmast,
kaspaz -3 aktivasyonunu inhibe etmesi, apopitosisi Onleyici etkisi, noronal lipid
perioksidasyonunu antioksidan etkisi ile engellemesi, glutatyon peroksidaz enzimini
stimiile etmesi, nNOS aktivitesini inhibe etmesi, iskemi reperfiizyon injurisini
azaltmasi kisaca melatoninin ispatlanmig tim noroprotektif etkileri etkili olmus

olabilir.
5. SONUC VE ONERILER

e NSC aktivitesini regiile eden molekiillerin tanimlanmasi hem dogustan hem
de sonradan kazanilan sinir hastaliklarinin tedavisinde yeni yaklasimlarin
kazanilmasina neden olabilir.

e Melatonin bu alanda umut vaat eden bir molekiildiir.

e DS’un gebeligin ilk trimesterinde kullaniminda ¢ok dikkat edilmelidir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Nonsteroidal Antiinflamatuar Ilaca Prenatal Maruz Kalmanin Periferik Sinir Gelisimi
Uzerindeki Olumsuz Etkilerine Kars1 Melatoninin Noroprotektif Etkinliginin Degerlendirilmesi

Dr. ilknur KESKIN
Histoloji ve Embriyoloji (Tip) Anabilim Dah

DOKTORA TEZi/KONYA-2011

Bu ¢alismada, gebelik déneminde kullanilan diklofenak sodyum’un (DS) fetal periferik sinir
sistemi gelisimindeki olumsuz etkilerini engellemek ya da azaltmak amaci ile kullanilan melatoninin
noroprotektif etkisinin arastirilmast hedeflenmistir.

84 gebe disi sigan 12 rattan olusan 7 gruba rastgele dagitilarak sirasi ile kontrol grubu,
Img/kg/giin DS (Voltaren 75 mg/3 ml,) uygulanan grup, DS ve diisiik doz (10 mg/kg ) melatonin
grubu, DS ve yiiksek doz (50 mg/kg) melatonin grubu, sadece diisik doz (10 mg/kg ) melatonin
grubu, sadece yiiksek doz (50 mg/kg) melatonin grubu ve sadece serum fizyolojik uygulanan grup
olugturuldu. 21-28 giinliik gebelik siirecinin ardindan sadece erkek yenidogan siganlar takip edildi.
Her gruptan 4 haftalik biiyiikliige erigsmis 6 sigan (toplam 42 si¢an) ve daha sonra 20 haftalik olmus
her gruptan 6 sigan (toplam 42 sican) sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen siganlarin siyatik sinirlerinden
alian segmentler 151k mikroskopi ve stereolojik analiz i¢in hazirland1. Sistemik rastgele drnekleme ile
gruplarin ortalama akson sayilari, miyelinli aksonlarin alanlar1 ve miyelin kalinliklar1 6l¢iildii.

Hem dort haftalilk hem de yirmi haftalik siganlarda DS uygulanmasi akson sayilarini,
miyelinli aksonlarin alanlarini ve miyelin kalinligin1 kontrol gruplarma kiyasla istatiksel olarak
anlamli derecede azaltti (p<0,05). Dort haftalik sicanlarda DS ile birlikte melatonin uygulandiginda
her iki dozda da akson sayisi sadece DS uygulanan siganlara gore anlamli olacak sekilde artti
(p<0,05). Dérdiincii haftada DS ile yiiksek dozda melatonin uygulanan grupta 6lgiillen miyelinli akson
alan1 sadece DS uygulanan siganlara gore anlamli derecede fazla idi (p<0,05). Diisiik doz melatonin
ile bu sekilde bir artig saglanmadi (p>0,05). Her iki dozda melatonin uygulanmasi DS un azalttigi
miyelin kalinligin1 anlamli derecede artiramadi (p>0,05). Yirminci hafta ratlarinda DS ile melatonin
uygulamasinin elde ettigi diizelme miktarlar1 sadece DS uygulamasina gore yeteri kadar anlamli
olmadi (p>0,05).

Mevcut ¢alisma DS maruziyetinin siganlarda akson sayisini ve akson alanimi azalttigini ve
etkilerin melatonin profilaksisi ile engellendigini stereolojik analiz ile gostermektedir. Buna neden
olan mekanizma kanmimizca DS’un embriyonik NSC’ler iizerinde neden oldugu apopitozisin ve
engelledigi noronal diferansasyonun, melatonin tarafindan geri kazandirilmasi ya da bastan
engellenmesidir. Bu siirecin isleyis bi¢iminin molekiiler yollarimi ortaya c¢ikarmak baska bir
¢alismanin hedefi olacaktir.

Anahtar Kelimeler: sinir lifi; melatonin; diklofenak; yenidogan
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7. SUMMARY

An Evaluation of Neuroprotective Effects of Melatonin Against Adverse Effects of Prenatal
Exposure to a Non-Steroidal Anti Inflammatory Drug During the Peripheral Nerve
Development

In the present study, neuroprotective effect of melatonin was investigated to prevent or
decrease the impairment of fetal peripheral nerve system due to maternal consumption of diclofenac
sodium (DS) during preghancy

Eighty four pregnant rats were randomly divided to 7 groups, each containing 12 rats. Groups
were assigned as control group, DS 1mg/kg/day (Voltaren 75 mg/3 ml) administered group, DS with
low dose (10 mg/kg ) melatonin administered group, DS with high dose (50 mg/kg ) melatonin
administered group, only low dose melatonin administered group, only high dose melatonin
administered group and saline administered group. After pregnancy period of 21 to 28 days only male
new born rats were included to the study. Six rats that reached to 4 weeks of age from each group and
later six other rats from each group that reached to 20 weeks of age were sacrificed. Sciatic nerves of
these rats were harvested for further light microscopy and stereological analysis. With systemic
random sampling approach mean axon numbers, myelined axon diameter, and myelin thicknesses
were measured.

Both four weeks old and twenty weeks old rats that prenatal DS exposure had significantly
low axon number, myelin axon diameter and myelin thickness compared to control groups (p< 0,05).
When melatonin was administered in low or high doses with DS the number of axons had
significantly increased compared only DS administered rats (p< 0,05). Four weeks old rat that had DS
administration with high dose melatonin had significant increase in myelined axon diameter compared
to only DS administered group (p< 0,05). Low dose melatonin administration did not have similar
effect (p> 0,05). Melatonin administration either with low or high doses did not increased the effect of
DS on myelin thickness (p> 0,05). In 20 weeks old rats did not had significant improvement with
melatonin administration compared to only DS administered group (p> 0,05).

Current study proves with stereological analysis that the prenatal exposure to DS decreases
axon number and axon diameter and these effects can be reversed with melatonin prophylaxis in rats.
The mechanisms for such effect are believed to be by the apoptotic effect and inhibition of
differentiation of DS on embryonic NSC’s is either prevented from the beginning or reversed
afterwards. The molecular pathway of such process is going to be the aim of the upcoming studies.

Key Words: nerve fiber; melatonin; diclofenak; new born
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