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OZET
PINEALEKTOMI YAPILAN SICANLARDA MELATONIN HORMONUNUN
HIPOKAMPUS UZERINDEKI ETKISI

Deneysel olarak gerceklestirilen bu calismada, pinealektomili ve
pinealektomi sonrasi melatonin hormonu uygulanmis sicanlara ait hipokampustaki
degisiklikler biyokimyasal ve mikroskobik diizeylerde arastirildi.

Bu amacla, agirliklar1 200250 gr arasinda degisen toplam 21 adet Wistar-
Albino cinsi erkek sican ii¢ esit gruba ayrildi. Grup I’deki siganlar kontrol (sham)
olarak kullanildi. Grup II’ye ait hayvanlara cerrahi olarak pinealektomi yapildi. Grup
[II’deki sicanlara ise pinealektomi sonrasi giinliik dozu 1 mg/kg olan melatonin
hormonu {i¢ ay boyunca intraperitoneal olarak verildi. Deney siiresi sonunda biitiin
siganlar dekapite edilerek Oldiiriildii ve beyinleri ¢ikarildi. Sag hemisferlerden
hipokampus dokusu c¢ikarildi ve siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesi
amactyla kullanildi. Sol hemisferler ise total olarak parafine gomiildii. Alinan
kesitlerde rutin ve immunohistokimyasal boyamalar yapilarak 151k mikroskobik
incelemeler gerceklestirildi.

Pinealektomi sonrasi hipokampus SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi, MDA diizeylerinin ise yine anlamli
bir sekilde arttig1 tespit edildi. Bu gruba ait histolojik incelemelerde ise, hipokampus
CA1l, CA2 ve CA3 alanlarini i¢eren piramidal hiicre tabakasina ait piknotik hiicre
sayisimin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi gozlendi.
Pinealektomi sonras1 melatonin verilen sicanlarda ise, hipokampus SOD ve GSH-Px

enzim aktivitelerinin yiikseldigi, MDA seviyelerinin de azaldig: tespit edildi. Ayrica,
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melatonin verilen sicanlarda, pinealektomi sonrasi hipokampusta goriilen piknotik
hiicre artigmnin geriledigi gézlendi.

Mikroskobik ve biyokimyasal diizeylerde yapilmis olan bu calisma
sonucunda, si¢anlarda pinealektomiye bagli olarak hipokampusta meydana gelen
oksidatif doku hasarmin, histolojik degisikliklerin ve apoptozisin melatonin
enjeksiyonu ile 6nlendigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: hipokampus, pinealektomi, melatonin, apoptozis, sican.



ABSTRACT
THE EFFEC OF MELATONIN HORMONE ON HIPPOCAMPUS OF

PINEALECTOMIZED RATS

In this experiemntal study, hippocampus tissue samples from pinealectomized
rats and melatonin applied rats after pinealectomy were researched.

For this purpose, 21 male Wistar-Albino rats weighing about 200-250 gr were
divided equally into three groups. Rats in group I were used as control (sham) while
rats in group II were pinealectomized. The rats in group III were applied melatonin
hormone every day 1 mg/kg for three months after pinealectomy.

At the end of the study, animals were decapitated and the whole brain were
removed. The hippocampus tissues of the right brain hemispheres were used to
determinate activities of superoxide dismutase (SOD), glutathion peroxidase (GSH-
Px) and assignment of malondialdehyde (MDA) levels. Left brain hemispheres were
stained with routine histological methods and examined under the light microscope.
After pinealectomy operation, significantly decreasing was established in the SOD
and GSH-Px enzyme activities of hippocampus, compared with the sham-control
group. In addition to, MDA levels were significant increases in rats with
pinealectomy when compared sham-control group. In the histological evaluation,
tissue specimens of this group’s hippocampus CAl, CA2 and CA3 areas, a
significant increase were detected the number of picnotic cells. In addition to this,
increases were observed in the activities of SOD and GSH-Px enzymes and a

decrease of MDA levels in pinealectomized rats plus melotonin was observed.
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In the histological evoluation of hippocampal CA1, CA2, and CA3 areas in
brains from pinealectomized rats, significant increases in the number of picnotic cells
were detected.

Otherwise it was determined that increase of issue of picnotic cells were
regressed after melatonin injections.

The results of this biochemical and light microscopic examination revealed
that pinealectomy induced oxidative tissue damage, histological changes and
apoptosis were supressed by melatonin

Key words: hippocampus, pinealectomy, melatonin, apoptosis, rat
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1. GIRIS

1.1. Hippocampus

Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindan birisi olan hipokampus,
insanda lateral ventrikiil alt boynuzunun tabaninda bulunur. Kesitlerde C harfi
seklinde olan bu yapiya goriiniimii itibariyle denizatina benzetildiginden hipokampus
ad1 verilmistir. Alg1 ve bellek sistemleri arasinda baglant1 kuran hipokampus, beynin
bir¢cok bdlgesinden duyu lifleri almaktadir. Aldig1 bu duyulari, forniks araciligiyla
hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletmektedir. Bunun yam sira, hipokampus
subkortikal alanlarla olan baglantis1 sayesinde, beynin bir¢cok bolgesi ile iletisim
halindedir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar1 iizerinde 6nemli role sahip olan
hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa siireli hafizadan
uzun stireli hafizaya gegirilmesinde gorev alir. Bu nedenle hipokampusta meydana
gelebilecek bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda bozukluklara neden olabilir. Nitekim
hipokampus lezyonlarinda, anilarn kisa siireli bellekten uzun siireli bellege
almmasmda sorun oldugu gozlenmistir. Bunun yani sira, verbal veya sembolik

anilarin hafizada tutulmasinin da miimkiin olamayacag ifade edilmistir (1-6).
1.1.1 Anatomisi

Hipokampus, gri cevher tabakasindan olugmustur ve lateral ventrikiiliin alt
boynuz tabani boyunca uzanir. Ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt
kismma bakan yiizii ise konkavdir. Uzunlugu yaklasik 5 cm’dir (7). Genislemis 6n
kismma pes hippocampi adi verilir ve bu bolgede digitationes hippocampi olarak
isimlendirilen iki ya da ¢ adet ¢ikinti1 bulunur. Hipokampus’un konveks olan

ventrikiiler yiizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu alveus ile



ortiillidir. Bu lifler medialde serit seklinde birbirine yaklasarak fimbria
hippocampi’yi olusturur. Fimbria hippocampi’nin arka ucu alveus ile birlikte crus
fornicis’i meydana getirir. On ucu ise uncus gyri hippocampi’nin beyaz cevherinde
sonlanir. Alveus’tan gelip fimbria hippocampi’ye dahil olan lifler, fornix’in

baslangicini olusturmaktadir (1-3, 7-10) (sekil 1).

Hipokampus, Cornu Ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da
isimlendirilir. CA igerdigi hiicre tiplerinden dolayr CAl, CA2, CA3 ve CA4 olmak
iizere dort alana bolinmiistiir. CAl subiculum’a en yakin olan bolgedir. CA3 ise
gyrus dentatus’a en yakin olan hipokampus alamidir (2, 3, 11, 12). Gyrus dentatus’un
bir parcasi veya hilusu olarak tanimlanan CA4 bolgesi de, CA3 ile gyrus dentatus

arasinda yerlesmistir (11).

Sekil 1. Beynin i¢ oblik goriiniisii. 1- gyrus dentatus, 2- hipokampus, 3- corpus
amygdaloideum, 4- corpus mamillare, 5- hypophysis, 6- bulbus olfactoris, 7-
hypothalamus, 8- comissura anterior, 9- gyrus cinguli (3).

Piramidal hiicre boyutlarinin en fazla oldugu hipokampus alan1 CA3’tiir. Bu

bolgede bulunan hiicrelerin bir baska 6zelligi de dentat graniiler hiicrelerden gelen



mossy lifleri’ni (yosunsu lifler) almasidir. CA2 ise piramidal hiicre yogunlugunun
en ¢ok oldugu alandir ve bu kistmda mossy lifleri goriilmez. CA2’ye supramamillar
bolge ve hypothalamus’tan yogun lifler gelir. CA1 ise hipokampus’un en karmagik
bolgesidir. Boyutlar1 birbirinden farkli piramidal hiicrelerin bulundugu bu alanda,

hiicrelerin % 10’unu interndronlar meydana getirir (2, 11).

1.1.2. Prenatal Gelisimi

Hipokampus, hemisfer duvarmin diencephalon’a bakan bdliimiinden
gelismektedir. Bu gelisim siireci su sekilde gerceklesir. Diencephalon tavanina bitigik
olan hemisfer duvari, lzeri vaskiiller mezensimle Ortilii tek swali ependimal
hiicrelerden olusur. Bu iki yapi, yani ependim hiicreleri ve vaskiiler mezensim birlikte
plexus choroideus’u meydana getirir. Plexus choroideus’un hemisfer tavanini
olusturmasi gerekirken, hemisferin degisik boliimlerinin orantisiz olarak biiytimeleri
yliziinden bu olay gerceklesmez ve plexus choroideus, fissura choroidea olarak
adlandirilan bir ¢izgiyi takip ederek lateral ventrikiil icerisine girer. Hemisfer duvari,
fissura choroidea’nin hemen iizerinde kalinlasarak hipokampus’u ortaya ¢ikarir (1, 4,

5, 6).

1.1.3. Histolojik Yapisi

Hipokampus’un mikroskobik yapist incelendiginde, ventrikiiler yiizeyden

derine dogru toplam yedi tabakadan meydana geldigi goriiliir (11) (Sekil 2).

1. Alveus hippocampi

Hipokampus’a ait piramidal hiicre aksonlari, afferent ve efferent lifleri iceren

tabakadir (2, 3).
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2. Stratum oriens
Piramidal hucrelerin bazal dendritleri ve interndronlar bu katmanda
yerlesmistir. Bu tabakada bulunan hiicre aksonlarinin ¢ogu alveus liflerine katilirken,

bir kismi1 da en derinde yer alan molekiiler tabakaya uzanmaktadir. (1, 11).
3. Stratum pyramidale

Bu katmanda yogun olarak piramidal ve Golgi Tip II hiicreleri bulunmaktadir.
Bolgede yerlesmis olan piramidal hiicreler hipokampus’un seklini ortaya koyar. Bu
hiicrelerin tabani hipokampus’un ventrikiiler ylizeyine dogru doniiktiir. Bazi
hiicrelerin her iki kutbundan ¢ikan zengin pleksus ag1 piramit goriiniimiine neden olur.
Piramidal hiicrelere ait aksonlar stratum oriens tabakasini gegerek alveus liflerine
katilir. Bu hiicrelerin bazal-apikal dendritleri de komsu tabakalara kadar uzanir (2,
13).

Piramidal katmanda, kisa aksonlu hiicreler de bulunmaktadir. Sepet hiicreleri
bu grup hiicreler arasinda yer alir. Hipokampus’un i¢ aktivitesini diizenleyen sepet
hiicreleri stratum oriens ile stratum pyramidale arasindaki geg¢is alaninda bulunur. Bu
hiicrelerin aksonlar1 alveus hippocampi’ye ugramadan zit yonde ilerler ve piramidal
hiicrelerin ¢evresinde yogun bir ag yapar. Daha sonra stratum radiatum’a gecer (2,

14).

4. Stratum lucidum

Sadece CA3 alaninda bulunan bu tabaka, yosunsu liflerden (mossy lifleri)
zengindir. Yosunsu lifler ise piramidal hiicreler ile baglantiy1 saglar (11).
5. Stratum radiatum

Isinsal dallara sahip olan bu tabaka genis bir ag yapisindadir (11).
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6. Stratum lacunosum

Area entorhinalis’ten (Brodmann 28 nolu alan) gelen 6nemli afferent liflerin
sonlandig1 tabakadir (11).

7. Stratum moleculare

Cok az miktarda noron ve sinir lifleri igermektedir.

Bunun yan sira, hipokampus’un son ii¢ tabakasi “stratum moleculare” adi
altinda tek bir katman olarak da kabul edilmektedir. Bazi kaynaklarda ise son iki

tabaka “stratum lacunosum-moleculare” ismiyle ifade edilmektedir (1, 2, 8, 14).

Sekil 2. Koronal kesitte hipokampus’un yapisi. Hipokampus: 1- alveus, 2- stratum oriens, 3-
stratum pyramidalis, 4- stratum lucidum, 5- stratum radiatum, 6- stratum
lacunosum, 7- stratum moleculare, 8- subiculum, 9- fimbria hippocampi (3)

1.1.4. Hipokampal Yollar
1.1.4.1. Afferent Yollar
Hipokampus’un afferent lifleri tiim duyusal uyarilari ihtiva eder. Area

entorhinalis’ten gelen duyular dort yolla hipokampus’a ulagsmaktadir;

1- Perforant yollar: Entorhinal korteks’ten gelen lifler, subiculum boyunca
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gyrus dentatus’a ilerleyerek tiim hipokampus’a dagilir.

2- Yosunsu (mossy) lifler: Gyrus dentatus’tan CA3 alanina gider.

3- Schaffer kollateralleri: Piramidal hiicre lifleri olan bu dallar CA3 ve CA2
alanlarindan CA1 alanina dogru uzanir.

4- Alvear lifler: Subkortikal alanlardan gelen bu lifler alveus’tan
hipokampus’a gecer. Hipokampus’un CAl alani ile subiculum’un i¢ tabakasina
dagilir (1, 8, 15-17).

Hipokampus, gyrus parahippocampalis’ten aldig1 uyarilar1 fornix aracilig ile
corpus mamillare, area septalis ve hypothalamus’un bazi cekirdeklerine gonderir
(18). Hipokampus, yine fornix araciligi ile nuclei anteriores thalami, area
hypothalamica posterior, corpus mamillare, area septalis, substantia innominata,
area tegmentalis ventralis, nuclei raphe ve nucleus parabrachialis’ten lifler

almaktadir (1, 19).

1.1.4.2.Efferent Yollar

Fornix, hipokampus’un en biiyiikk efferent yoludur. Hipokampus ve
subiculum’dan bagslayan miyelinli lifler, alveus’tan fimbria hippocampi’ye gecer.
Sayilar1 1.2-2.7 milyon arasinda degisen bu lifler, splenium corporis callosi’nin
altinda crus fornicis; thalamus’un arkasinda ise corpus fornicis olarak devam eder.
Her iki crus fornicis arasinda ¢apraz yapan liflere commissura hippocampi adi verilir.
Corpus fornicis’ten sonra columna fornicis olarak uzanan aksonlar, foramen
interventriculare oniinde kavis yaparak nuclei anteriores thalami ve nucleus dorsalis
lateralis thalami’ye lifler gonderir. Bu liflere postcomissural lifler adi verilir.
Buradan hypothalamus’a uzanan liflerin ¢ogu corpus mamillare ve nucleus

ventromedialis hypothalamica’da sonlanir. Columna fornicis’ten commissura
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anterior’a ayrilan az sayidaki fornix lifleri ise area septalis, substantia innominata ve

area hypothalamica rostralis’e gecerler (1, 2, 4, 13).

1.1.4.3. Papez Devresi

Hipokampus’un dis baglantilarin1 ifade eden Papez Devresi, sirasiyla
hipokampus, fornix, corpus mamillare, tractus mamillothalamicus, nuclei
anteriores thalami, gyrus cinguli, gyrus parahippocampalis ve hipokampus’a geri
baglantilar yapan noronlar1 kapsar (2, 18, 20). Bu devre igerisinde, uyarilarin ardi
ardina birbirlerini izlemesi, yasadigimiz bir duygunun giderek siddetlenmesine ve
iz birakmasina neden olur. Duygusal tepkilerin olabilmesi i¢in papez devresinin iyi

calismasi gereklidir (2, 4, 20) (Sekil 3).

Sag ve sol hipokampus, komissural yollar aracilig1 ile birbirleriyle baglanti
icindedir. Dejenerasyon metoduyla yapilan ¢alismalarda, hipokampus’tan

neocortex’e dogrudan giden yollar da tespit edilmistir (2, 3).

Sekil 3. Papez devresi: Hipokampus’tan (1) ¢ikan lifler sirasiyla fornix (2), corpus
mamillare (3), nuclei anteriores thalami (4), gyrus cinguli (Brodmann 24, 29, 30
alanlar1), gyrus parahippocampalis (5) yolunu izleyerek hipokampus’a geri
donerler (3).

-20 -



1.1.5. Fizyolojisi ve Biyokimyasi

Hipkampus yapisinda monoaminerjik, kolinerjik ve GABAerjik afferentler
mevcuttur. Dokuda en ¢ok salgilanan eksitator transmitterler glutamat ve aspartat’tir.
Stratum oriens tabakasinda, somatostatin-immunoreaktif ve glutamat dekarboksilaz
(GAD)-immunoreaktif lifler, stratum lacunosum’da somatostatin-immunoreaktif
lifler, stratum pyramidale’de glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif ve
kolesistokinin (CCK)-immunoreaktif lifler, stratum radiatum’da ise glutamat
dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif lifler bulunmaktadir. Ayrica, hipokampus’un
cogu bdlgelerinde vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) ile CA3 bolgesine giden
mossy liflerinde bir opioid peptid olarak bilinen dinorfin yaygin olarak bulunur (2,
11).

1.1.6. Fonksiyonlarn

Karmasik yapisi ve beyindeki bircok bolge ile baglantilarmm olmasi nedeniyle,
hipokampus fonksiyonlarinin tanimimnda giicliik ¢cekilmektedir (2, 9, 10, 21, 22). 1948’lere
kadar, sadece koku ile ilgili baglantilarinmn oldugu diistiniilen hipokampus’un (7), koku
yollarmin gelismedigi kisilerde de normal bir diizeyde gelisimini tamamladig1 ortaya

konmustur (2, 8, 11).

Isitme, gdrme, koku alma, dokunma ve visceral duyular gibi her tiirli duyusal
stimuluslar, minimal diizeyde de olsa hipokampus’u aktive etmektedir. Uyarilan
hipokampus ise hypothalamus, ventral thalamus ve limbik sistem iiyelerine sinyaller
gondermektedir. Bu sekilde hipokampus, hareketlerin davranis  bi¢imine
doniismesinden once, limbik sistemi etkileyerek davranislarin sekillenmesine neden olur
(13). Bu yiizden, hipokampus’un gelen duyusal sinyalleri icerisinden gegiren ek bir kanal

rolii oynadig1 diistiniilmektedir (23).
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Hipokampus’un, kisa siireli hafiza (yeni bilgilerin depolanma kapasitesi) ile cok
yakm bir iligkisi vardir (2, 25). Bu yiizden, verbal veya sembolik anilarin uzun siireli ve
kalic1 olabilmesi i¢in sag ve sol hipokampus’a gereksinim vardir (2, 8, 13, 23). Ayrica
gorsel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda sag, sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda ise sol
hipokampus daha fazla aktivite gostermektedir. Bu bolgelerin lezyonlarinda da ilgili

hafizalarda kayiplar meydana geldigi bildirilmektedir (26, 27).

Hipokampus’un endokrin fonksiyonlar iizerinde de etkili oldugu bildirilmektedir.
Hipokampus’un uyarilmasi sonucu ovulasyonda inhibisyonun meydana geldigi
gosterilmistir. Ayrica, fornix’in kesilmesine bagli olarak adrenokortikotropik hormon
(ACTH) salmmminda diizensizlikler oldugu saptanmistr (4). Bunun yani sira,
hipokampus yapismin cortex cerebri iizerinde retikiiler aktivitenin ayarlanmasi, heyecanin

kontrolii ve i¢ organlara ait aktivitenin diizenlenmesi gibi islevleri de mevcuttur (2, 3).

1.1.7. Lezyonlan

Hipokampus’un uyarilmast sonucu epileptik  nobetlerin  olustugu
bildirilmektedir. Bu ndbetler esnasinda kisinin bilinci agiktir ve sahis gercek olmadigini
bildigi koku, gbérme, isitme, dokunma ve benzeri tarzda hallusinasyonlar
tanimlamaktadir (23, 28).

Hipokampus’u da i¢ine alacak bir bigimde lobus temporalis medial pargalarinin ¢ift
tarafli ¢ikarilmasmdan sonra hafiza kaybmnin yani sira, Kliiver-Bucy Sendromu olarak
bilinin klinik tablonun meydana geldigi bildirilmistir (1-3, 28, 29). Bu sendromda ise
asagidaki belirtilerin goriildiigii ortaya konmustur;

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

2. Ik defa goriilen objelere anlam verememe,
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3. Yeni seyleri hatizada tutma zorlugu,

4. Yeni beceriler elde edememe,

5. Korku ve kizgnlik duygularinda azalma, uysallik hali,

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

Bunun yani sira, siddetli alkolizm, tiamin eksikligi, kronik malnutrisyon, kanama
ve enfarktiis durumlarinda hipokampus’ta iki tarafli olarak disfonksiyonlarmm ortaya
ciktig1 gosterilmistir. Bu lezyonlar sonucu yeni seylerin hafizda tutulamadigi ve
Korsakoft Sendromu (Dismnezik Sendrom) denilen bir amnezi durumunun meydana
geldigi ifade edilmistir. Bahsedilen bu sendromda, kisi yeni 6grendigi becerileri
uygulamaya koyamamaktadr. Fakat sahis, rahatsizlanmadan 6nce O6grenmis oldugu
karmasik islevleri kolaylikla yapabilmektedir. Ayrica hastalarin kendi gecmisi ile ilgili
hayal veya konflizyon tarzi deneyimlerden bahsettigi ve bu deneyimlere kendilerinin de
inandig1 belirtilmektedir. Bu duruma ise konfabulasyon olarak tanimlanmaktadir (18, 28,

30, 31).
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1.2. Pineal Bez

1.2.1.Anatomisi

Insanda, colliculus superior’lar, pulvinar thalami ve splenium corporis callosi
arasinda bulunan pineal bez 6nemli bir néroendokrin organdir. Konik sekilli olan bu
bez, 5-8 mm uzunlugunda, 3-5 mm genisliginde ve 120-150 mg agirliginda olup bir
sap aracilig1 ile 3. ventrikiil tavanina baglanmistir. 3. ventrikiil, pineal sap igerisine
dogru girerek recessus pinealis’i meydana getirir. Recessus pinealis’in iizerinde
kalan sap bolimii commissura habenulorum ile birlesir. Pineal sapin alt duvari ise
commissura posterior’a tutunur (32-37).

A. cerebri posterior’dan ayrilan a. choroidea posterior’'un ince dallari
tarafindan beslenen pineal bez, kan akimi yoniinden zengindir ve 4 ml /dak./gr’lik
degerle bobreklerden sonra ikinci sirada gelir. Arteriyel dallar pineal bez
kapsulasinda bir¢ok arteriollere ayrilarak organ igerisine penetre olurlar ve bag
dokusundan olusmus septalara eslik edecek bir bicimde parankimaya dagilirlar.
Pineal bezin vendz kani ise v. cerebri interna ya da v. cerebri magna’ya dokiiliir (34,
35, 37-39).

Pineal bezin endokrin fonksiyonu tamamen sinirsel innervasyona baghdir.
Aydmlik ve karanlik, pineal bezden melatonin salgilanmasinin diizenlenmesinde
baslica dneme sahiptir. Genel bir ifadeyle, 151k melatonin tiretimini baskilar, karanlik
ise artirwr. Isik uyarimlari, retinadan baslayan kompleks bir sinirsel yolla pineal beze
ulasir. Retinada bulunan fotoreseptior hiicreler 151k uyarimlarmi elektriksel impulsa
cevirirler ve tractus retinohypothalamicus araciligi ile hypothalamusta yer alan
nucleus suprachiasmaticus’a ulasmasini saglarlar. Hypothalamus’ta bulunan bu

cekirdege tractus opticus yoluyla corpus geniculatum laterale’den gelen bir kisim 151k
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uyarimlar1 da vardir. Ancak, 151k uyarimlarimin nucleus suprachiasmaticus’a
iletilmesinde en 6nemli yol tractus retinohypothalamicus’tur (34, 37, 38).

Tractus retinohypothalamicus’u  olusturan lifler, chiasma opticum
seviyesinde tractus opticus’tan ayrilarak hedef bdlgesine gider. Bu yolu (tractus
retinohypothalamicus) olusturan liflerin biiylik bir boliimii chiasma opticum’da
capraz yaparak karsi tarafin nuc. suprachiasmaticus’una ulasir. Liflerin az bir kismi
ise ¢apraz yapmadan kendi tarafindaki nuc. suprachiasmaticus’unda sonlanir (34, 37,
38, 40). Suprakiazmatik ¢ekirdeklerde sinaps yapan lifler daha sonra
hypothalamus’ta yer alan nuc. paraventricularis’e ulasir (34, 37). Nuc.
paraventricularis’ten bagslayan lifler ise mesencephalon’daki formatio reticularis’te
sonlanir. Buradan da tractus reticulospinalis’i olusturan lifler araciligi ile (39)
medulla spinalis’in ~ iist  torakal segmentlerine giderek, columna
intermediolateralis’teki multipolar ganglion hiicreleri ile sinaps yaparlar. Columna
intermediolateralis’te yerlesmis olan multipolar ganglion hiicrelerinin aksonlar1 ise
medulla spinalis’ten ayrilir ve preganglionik lif olarak ganglion cervicale superior’a
gelir (37-41). Sonug olarak, ganglion cervicale superius’dan ¢ikan postganglionik
sempatik lifler, tentorium cerebelli’den gegerek nn.conarii yolu ile pineal beze ulasir
(34, 37-41). Pineal bez kapsulasindan gegerek parankimada dagilan myelinsiz sinir
lifleri daha ¢ok perikapiller alanlarda ve pinealositler arasinda sonlanir (37, 38, 40)

(Sekil 4).
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Sekil 4: Pineal bez sinirsel innervasyonunu gosteren sematik ¢izim. (TRH): Tractus
retinohypothalamicus, (NSC): Nucleus suprachiasmaticus, (NPV): Nucleus paraventricularis, (GSC):
Ganglion cervicale superius. (37).

1.2.2. Prenatal Gelisimi

Insanda, pineal bez embriyonal hayatmn 36. giiniinde (33), diencephalon
tavanimin arka boliimiindeki noroepitheliumun divertikiilii seklinde gelismeye
baslar. Bu divertikiil kendini commissura posterior ile commissura habenulorum
arasinda gosterir (33, 36, 37, 40). Oncelikle, divertikiil igerisindeki ndroepithelial
hiicreler ¢ogalarak pinealoblastlar1 meydana getirirler. Pinealoblastlar da
parankima hiicrelerine doniislir. Kan damarlarmi ihtiva eden stroma dokusu ise

mezensimden kdken almaktadir (37, 40).

Pineal bez parankimasinda; pinealositler ve glia hiicreleri olmak tizere iki
tip hiicre bulunmaktadir (33, 34, 36-40, 42-48). Mikroskobik diizeyde bu
hiicrelerin ayirt edilmesi 150. glinden 6nce miimkiin degildir. Fakat, prenatal
gelisim siirecinin 6. ayinda pinealositler ile glia hiicrelerinin morfolojik ayrimi

yapilabilmektedir (33, 37).
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1.2.3. Histolojik Yapisi

Piamater ile sarili olan pineal bez, subaraknoid aralikta yerlesmistir. Kapsiil
gorevi yapan piamater’den ayrilan ve de bag dokusu karakterinde olan septalar organ
icerisine penetre olarak bezi diizensiz lobiillere ayirir. Kan damarlar1 ise, pineal bez
parankimasina bu septalar aracilig1 ile ulagsmaktadir (33, 36, 37, 39).

Pineal bez parankimasmin c¢ogunlugunu olusturan pinealositler bezin
sekresyon fonksiyonundan sorumludurlar. Parankimada bulunan bir diger hiicre tipi
yani glia hiicreleri ise destekleyici hiicreler olup daha az sayidadirlar (33, 34, 36-40,
42, 49-51).

1.2.3.1. Pinealositler (Esas Hiicreler)

Poligonal sekilli ve sitoplazmik uzantilara sahip olan pinealositler,
parankimal hiicrelerin yaklasik olarak % 85-90’nin1 teskil eder. Hiicrelerin
cekirdekleri ¢entikli, iri ve yuvarlaktir. Cekirdekg¢ikleri ise ¢ok belirgindir (33, 36,
46, 49, 51). Pinealosit sitoplazmalari; lizozomlar, salgi graniilleri ve lipid
damlaciklar1 yoniinden zengindir. Cekirdek etrafinda bol miktarda mitokondri
bulunur. Golgi kompleksi iyi gelismistir. Hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 ¢ok
sayida mikrotubulus igerir. Bu wuzantilarin genislemis u¢ kisimlarinda, yogun
miktarda vezikiiller bulunur. Bu vezikiillerde, monoamino ya da peptid hormonlarini
baglayan spesifik tasiyici proteinler yer alir. Bu vezikiillerin icerikleri kapillerlere ya
da beyin omurilik sivisina bosalmaktadir (33, 36, 37, 49, 51).

Birbirlerine nekzuslar, desmozomlar ve ara baglanti kompleksleri ile
baglanan pinealositlerin ultrastruktiirel yapis1 incelendiginde, yiiksek hiicre

aktivitesine sahip olduklar1 goriilmektedir. Noroendokrin isleve sahip olan bu
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hiicrelerden melatonin, serotonin ve bazi pineal peptidleri salgilanmaktadir (37, 49,
50).

1.2.3.2. Glia hiicreleri (interstisyel Hiicreler)

Parankimal hiicrelerin % 10-15’in1 olusturan glia hiicreleri, pinealositler
arasinda ve perikapiller alanlarda bulunur. Hiicre cekirdekleri oval sekillidir ve
yogun kromatinden dolay1 koyu renkte boyanir. Oldukga kiiclik olan ¢ekirdekgikleri
periferal yerlesimlidir (33, 36, 37, 46, 49, 51). Bazofilik karakterde olan hiicre
sitoplazmalar1 bol miktarda ribozom igerir. Ayrica, sitoplazmada genis bir golgi
kompleksi, lipid damlaciklar1 ve vakuoller gozlenir. Nadir olarak da glikojen
tanecikleri bulunmaktadir (33, 37, 49).

Glia hiicreleri, uzun sitoplazmik uzantilara sahiptir. Hiicreler bu sitoplazmik
uzantilariyla pinealositler, sinir lifleri ve diger glia hiicreleri ile baglant1 kurarlar
(20). Bu hiicrelerin morfolojik ozellikleri ve fonksiyonlar1 dikkate alindiginda
astrositlere benzedikleri goriiliir (33, 35-37, 46, 49, 50). Pineal bezde yerlesmis olan
glia hiicreleri, destekleyici islevlerinin yani sira, kan damarlar1 ile parankima
arasindaki madde alis verisinden sorumludurlar (37, 50, 51).

1.2.3.3. Stroma Dokusu (Ara Doku)

Pineal bez parankimal hiicreleri arasinda, fenestrali endotele sahip kapillerler,
kollagen iplikler, sinir lifler1 ve az miktarda bag dokusu hiicreleri bulunmaktadir.
Makrofajlar, mastositler ve plazmositler pineal bez ara dokusunda goriilen bag
dokusu hiicreleridir. Yasla birlikte, glia hiicre sayisinda ve bag dokusu alanlarindaki
fibrillerde artig ile birlikte kapiller bazal mebranlarinda kalinlagmalar meydana

gelmektedir. Ayrica, ileri yaslarda pineal bez sekresyonunun atilimi sirasinda,
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vezikiil artiklar lizerine kalsiyum tuzlarmin ¢okmesiyle meydana gelen beyin kumu
(acervulus cerebri) olusumlar ortaya ¢ikmaktadir (46, 49).

1.2.4. Pineal Bezin Fizyolojisi

Noroendokrin bir organ olarak kabul edilen pineal bez, aydinlik ve karanlik
ortamlara gdre organizmanin bir ¢cok fonksiyonlar1 iizerinde diizenleyici bir role
sahiptir. Hipotalamus’ta yer alan nuc. suprachiasmaticus ile birlikte biyolojik bir saat
gibi ¢alisan bu bez, sirkadiyan bir ritimde ve karanlikta salgiladigi melatonin
hormonu vasitasiyla viicudun diger kisimlarina zaman sinyalleri gonderir. Boylece
giiniin ve yilin farkli zamanlarina bagh fizyolojik sikluslarin diizenlenmesinde gérev
alir (34, 37, 38).

1.2.5. Melatonin

232 molekiil agirligina sahip olan melatonin ya da diger bir adiyla N-asetil-5-
metoksitriptamin, pineal bez tarafindan sirkadiyan bir ritimde ve karanlikta
salgilanan bir hormondur (34, 37).

1.2.5.1. Biyosentezi ve Metabolizmasi

Melatonin hormonu, pineal bez yapisinda bulunan ve parankimal hiicrelerin
cogunlugunu olusturan pinealositler tarafindan sentezlenir. Bu hiicreler tarafindan
gergeklestirilen melatonin sentezi igin triptofan aminoasitine gereksinim vardir. Kan
dolasimindan pinealosit igerisine alinan tirptofan, ilk once triptofan 5-hidroksilaz
enzimi araciligiyla 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan ise L-aromatik
aminoasit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) vasitasiyla 5-hidroksitriptamin’e
(serotonin) cevrilir. Serotonin de N-asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilserotonin’e ve
son olarak N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi

tarafindan melatonine dontistiiriiliir (34, 37, 38, 52). (Sekil 5).
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Sekil 5: Melatonin hormonunun biyokimyasal sentezi (37).

Pineal beze ulasan sempatik sinir lifleri parankimal hiicreler arasinda
sonlanmakta ve bu sinir uglarindan norepinefrin salmmmaktadir.  Sinir
sonlanmalarindaki norepinefrin salinimi aydinlikta baskilanirken, karanlikta artis
gosterir. Pineal bez icarisinde ve karanlikta ortaya ¢ikan norepinefrin ise pinealosit
membran yapisinda bulunan [B-adrenerjik reseptorlere baglanir. Bu reseptorlerin
uyarilmasi ile hiicre iginde Once adenilat siklaz aktive olur ve cAMP artar. Daha
sontra NAT ve sonu¢ olarak melatonin sentezi tamamlanir. Pinealosit hiicre
membranlarinda oc-adrenerjik reseptorler de mevcuttur ve pineal bez fonksiyonunun

diizenlenmesinde -uyarim artirict bir gérevi vardir (34, 37, 38, 52) (Sekil 6).
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Sekil 6: Pinealosit igerisinde gergeklesen melatonin iiretiminin kontrol mekanizmasi.
(TRH): Tractus retinohypothalamicus, (NSC): Nucleus suprachiasmaticus, (NPV): Nucleus
paraventricularis, (GCS): Ganglion cervicale superius. (37).

Hem yagda hem de suda ¢oOziinebilir karakterde olan melatonin hormonu,
diisiik molekiil agirligma sahip oldugu i¢in pinealositlerde iiretildikten sonra pasif
diffuzyonla ve hizli bir sekilde hiicre disma atilir (52).

Pineal bez kan-beyin bariyerinin disindadir ve bu yiizden iiretilen melatonin
direkt olarak kan dolasimma gecer. Daha sonra organizmanin biitiin biyolojik
swvilarina ve dokularma ulasir. Bir¢cok viicut sivist ve dokularinda (beyin omurilik
swvisi, tiikiirtik, lenf, amniotik sivi, idrar, sperma, retina ve siyatik sinir) melatonin
varlig1 yapilan biyokimyasal ve doku analizleriyle gdsterilmistir. Ayrica bu hormon,
anneden fotusa placenta yolu ile yeni doganlarda ise siitle gegmektedir (34, 37, 38,
52).

Kandaki yarilanma siiresi 10-40 dakika olan melatonin hormonu baglica

karacigerde ve bobreklerde metabolize olur (38, 52).
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% 90’1 karacigerde metabolize olarak mikrozomal enzimler tarafindan 6-
hidroksimelatonine doniistiiriiliir. Bu ajan da siilfat veya glukoronik aside baglanarak
idrarla atilir (52). 6-sulfatoksimelatonin, idrarda bulunan melatonin hormon
metabolitidir (34, 38).

1.2.5.2. Melatonin Sekresyonunun Diizenlenmesi

Melatonin sekresyonunun sirkadiyan ritmi hipotalamus’ta yer alan nuc.
suprachiasmaticus tarafindan diizenlenir. Bu ¢ekirdek, 151gin siddetine bagli olarak

pineal bezdeki melatonin sentezini baskilar (52).

Insan dahil tiim memelilerde melatonin hormonu geceleri daha fazla miktarda
salgilanmaktadir. Melatonin sentezinin ger¢ceklesmesinde rol oynayan pineal NAT ve
HIOMT enzim aktivasyonlarinin da geceleri ¢ok yiiksek oldugu belirtilmistir (34).
Insanda, melatonin hormonu aksam 21:00-22:00 saatlerinde salgilanmaya baslar.
Kandaki maksimum konsantrasyonu (50-70 pg/ml) 24:00-04:00 saatleri arasinda
gbzlenir. Sabah 07:00-09:00 saatlerinde ise melatonin sekresyonu azalarak minumum
seviyelere iner (38, 52). Kan melatonin diizeyleri yasa bagl olarak degisim gosterir.
Yeni doganda kan melatonin konsantrasyonu diisiik olup, 3. aya kadar artmakta ve
bu aydan sonra sirkadiyan melatonin ritmi belirginlesmektedir (34). Kan melatonin
konsantrasyonu 8 yas civarlarinda maksimum diizeylere ulasir. Puberta doneminde
belirgin bir sekilde azalan melatonin diizeyleri, yas ile birlikte siirekli bir azalma

gosterir (38).
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1.2.5.3. Melatonin Hormonunun Fonksiyonlar
Endokrin Sistem Uzerine Etkisi:

Hipotalamus, hipofiz ve gonadlar {izerinde etki gosteren melatonin, bu
sistemler {izerinde genel bir baskilayict etkiye sahiptir (34, 37, 38, 43, 52-55).
Hipotalamus’taki GnRH (Gonadotropin-releasing hormon) iiretimini baskilamakta ve
on hipofiz’deki LH (Luteinizing hormon) salmimini inhibe etmektedir. Hem
hipotalamus diizeyinde hem de on hipofiz diizeyinde goéstermis oldugu bu etki

sonucu gonadal hormonlarin {iretimini de azaltmaktadir (34).

Bunun yani sira, melatonin hormonu tiroid ve bdbrekiistii bezi gibi diger
endokrin organlar ilizerinde de etkilere sahiptir. Tiroid bezi fonksiyonlar1 lizerinde
genel bir inhibitor etki gdsteren bu hormon, bobrekiistii bezindeki glukokortikoid ve
mineralokortikoid sekresyonunu azaltmaktadir (37, 38, 56, 57).

Immun Sistemin Giiclendirilmesi:

Melatonin hormonu hipotalamus’taki TRH (thyrotropin-releasing hormon)
sentezini ve salgilanmasmi etkileyerek, immunomodiilatdr, timotropik ve anti-stres
aktivitesini gostermektedir. Pinealektomi gibi melatonin sentezinin engellendigi
durumlarda immun fonksiyonlarda diisiis gozlendigi, eksojen olarak disaridan tatbik
edilen melatonin hormonunun ise immun cevab1 yeniden uyardigi bildirilmistir (34,
58).

Kardiovaskiiler Sistem Uzerindeki Koroyucu Etkisi:

Dolasimdaki kolesterol diizeylerini diigsiiren melatonin, ateroskleroz ve

hipertansiyon riskini azaltmaktadir (52).
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Uyku Ritminin ve Viicut Isisinin Diizenlenmesi:

Gece boyunca yeterli seviyelerde salgilanamayan melatonin, uyku siiresinin
kisalmasina neden olmaktadir. Sekresyonun diizenli olmadigr ya da az oldugu
durumlarda ise “uyuma giicliigii” ve “sik sik uyanma” hadiseleri ortaya ¢ikmaktadir.
Daha o6nce yapilmis olan deneysel calismalarda, disaridan uygulanan melatonin
hormonunun “uyku siiresi’nde uzamaya neden oldugu ifade edilmistir (38).

Hipotalamus’taki preoptik saha 1s1 merkezidir ve bu alanda yerlesmis olan
noronlarda melatonin hormonuna duyarlh reseptorler bulunur. Hormon bu resprorler
araciligi ile bolgeyi etkileyerek viicut 1sisinda azalmaya yol agmaktadir (37, 52).

Antioksidan Etkisi:

Deneysel olarak yapilan arastirmalarda, melatonin hormonunun antioksidan
ozelliklere sahip oldugu ve lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen oksidatif
hasar1 onledigi ifade edilmistir (59-63).

Hem hidrofilik hem de lipofilik karakterde olan bu hormon, ¢ekirdek dahil
olmak tizere hiicrenin biitiin organellerine ulagabilmekte ve boylece DNA yapisinin
oksidatif hasara kars1 korunmasinda da rol oynamaktadir (64). Melatonin hormonu
hiicresel diizeyde mitokondrilere niifuz edebilen bir antioksidandir ve mitokondrileri
oksidatif hasardan korur (37). Melatoninin mitokondriler {izerinde gostermis oldugu
bu antioksidan etki onemli bir ozelliktir. Ciinkii, apoptotik hiicre Oliimiiniin
baslatilmasinda mitokondrial oksidasyon biiyiik bir role sahiptir. Ya da bir bagka
ifadeyle belirtilecek olursa, mitokondrial oksidasyon hiicreyi apoptozise gotiiren

onemli bir mekanizmadir (34).
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Ayrica, melatonin hormonu giiclii antioksidan 6zelliklere sahip olmasinin
yani sira, sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi

antioksidan enzimlerin aktivitesini de stimiile etmektedir (66).

1.2.5.4. Melatonin Hormonunun Hipokampus Uzerindeki Etkisi

Organizmada meydana gelebilecek oksidaitf hasardan en ¢ok merkezi sinir
sistemine ait dokular etkilenmektedir (43-45). Beyin, viicut agirligmin oldukga kiigiik
bir yiizdesine (%2) sahip olmasina ragmen, solunan oksijenin biiylik bir bdlimiinii
(%20) tiiketir. Oksijenin yan iriinleri son derece toksiktir ve sinir dokusunun bu
toksisiteden daha fazla etkilendigi bilinmektedir. Merkezi sinir sistemine ait noral
dokulardaki antioksidan enzim seviyeleri nispeten daha diisiiktiir. Ayrica, beyin
oksidatif siirecin rahatlikla baslatilabilecegi ve kendi kendine devam edebilecegi
coklu-doymamis yag asitlerini de oldukc¢a yliksek konsantrasyonlarda igerir (45-46).
Bu nedenle, serbest radikal aracili hastaliklara ve erken yaslanmaya karsi
korunabilmenin yolu, organizmanin oksidatif hasar siirecinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan molekiiler bozulmaya kars1 koyabilme yeteneginde sakhidir (47-48).
Melatonin hormonu hem serbest radikal giderici etkisi hem de antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirici etkisiyle gii¢lii bir antioksidan etki gdsterir. Kan-beyin
bariyerini de rahatlikla gecebildiginden merkezi sinir sistemine ait dokularda
antioksidan o6zelligini  gostermektedir. Bu yiizden, melatonin hormonunun
salgilanmasinda olusabilecek bir engel sinirsel dokularda oksidatif bir siirecin
baslamasina neden olabilir (49).

Melatonin  hormonunun  antioksidan  Ozelligi  bir¢ok  ¢aligmalarda

gosterilmistir. Bu baglamda, pineal bez ve bu bezin salgilamis oldugu melatonin
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hormonunun hipokampus tizerindeki etkileri sadece biyokimyasal diizeyde yapilmis
olan ve sinirh sayidaki arastrmalarla ortaya konmustur. Pinealektomi sonrasi
hipokampus dokusunda oksidatif hasarin ve hiicre kayiplarmin meydana geldigi
bildirilmistir. Digsaridan uygulanan melatonin hormonunun ise pinealektomiye bagl
olarak olusan doku hasarmi diizelttigi ifade edilmistir (49-52).

Ancak, melatonin hormonunun antioksidan o6zelligi bir¢ok ¢aligmalarda
belirtilmesine ragmen, pinealektomi sonrasi yani melatonin sentezinin olmadigi
durumda, hipokampus dokusunda olusabilecek apoptotik degisiklikler ile ilgili
herhangi bir immunohistokimyasal calismaya rastlanmamistir. Yine bdyle bir
durumda disaridan uygulanan melatoninin pinealektomiye bagli olarak hipokampusta
gelisebilecek apoptozise karst nasil bir etki gosterebilecegini ortaya koyan bir
calisma da mevcut degildir. Bu yilizden, yapmis oldugumuz bu arastirmada,
immunohistokimyasal yOntemlerden de faydalanarak, pinealektomi yapilan ve
pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan sicanlarda hipokampus morfoloijk

yapisinin 6zellikle apoptozis yoniiyle incelenmesi gerceklestirilmistir.
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1.3. Apoptozis

1.3.1. Genel Bilgiler

Iskogyal1 patolog Kerr tarafindan, ilk defa 1972 yilinda nekrozisten farkli bir
hiicre 6liimiinii anlatmak i¢in kullanilan apoptozis terimi, fizyolojik ve patolojik

3

olaylarda meydana gelmekle birlikte kelime olarak eski Yunanca’da “yaprak
dokiimii” anlamina gelir (67). Apoptozis siireci bizzat hiicrenin kendisi tarafindan
programlanmakla birlikte bu hiicresel programlanma travmalar, lezyonlar veya
genetik faktorlerle aktive edilmektedir ve hiicrenin intihar1 olarak 6zetlenebilen bir
siirectir. Hormon azalmasina bagl olarak meydana gelen involusyonlarda ve immun
reaksiyonlarda embriyonal ve fotal gelisim silirecinde, yashilikta, fizyolojik olarak
0zel hiicrelerin kaybindan apoptozis sorumludur (68).

Organizmada apoptoz oranmin artmasi dokuda hiicre sayisindaki azalmaya,
apoptoz oranmin azalmasi ise dokuda hiicre sayisinda artmaya yol acacagindan
apoptozis mekanizmalari canlida denge unsurudur denilebilir. Yani apoptozis
viicudun biitliniindeki hiicre sayisinin sabit kalmasina da yardimci olmaktadir (69).
Hiicresel replikasyon islemi yani DNA onarimi apoptozis siirecinden dnce durur.
Apoptozis siirecine girilip girilmeyecegi hiicrenin timor gelistirme riskine,
patolojinin biiyiikliigline veya hiicrenin tipine gore degisecektir (70). Apoptotik siire¢
esnasinda, kromatin yogunlasmasi, hiicrelerin kii¢iilmesi, bliziismesi, niiklear piknoz
gibi birtakim morfolojik degisimlerin hiicrede gergeklesmesi kagmilmazdir ve
yapilan ¢alismalar apoptozisin aniden hizli bir sekilde olustugunu da gostermistir.

Apoptotik siirecin baglamasindan apoptotik cismin olugsmasina kadar devam
eden olaylar zinciri birka¢ dakika siirerken, fagositoz asamasi tek basina daha

uzundur ve gézlenen asamalar su sekilde siralanabilir (68);
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1. Apoptozis’in baglatilmasina karar verme
2. Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu,
3. Parcalanma,

4. Fagositoz.

1. Apoptozis’in baslatilmasina karar verme:

Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili
ligandlar1 ile etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir.

Hiicrenin apoptotik silirecin ig¢ine girmesi i¢in bir takim uyarilar almasi
gerekmektedir. Hiicreyi O6liime gotiirebilecek olan bu uyarilari hiicrenin kendisi
verebilecegi gibi digsaridan da almabilmektedir. Apoptotik siirecin ilgili genetik
mekanizmas1 ancak bu hiicre i¢i veya hiicre dis1 uyarilarla harekete gececektir ve
apoptozis baslayacaktir (68). Hiicrenin asit-baz dengesinin bozulmasi, siv1 elektrolit
dengesindeki degismeler, siklus bozukluklari, hiicre membranindaki aktif transport
mekanizmalarini bozulmasi, biiylime faktorii eksikligi gibi etkiler hiicre icinden
kaynaklanan sinyallerdir. Yiiksek kuantum degerine sahip 1sinlar, uzun siireli
oksijensiz ortam, termal dengesizlikler, toksik ajanlar, total tahribata sahip ilaglar ise
hiicreye dig ortamdan ulagan tehlikeli uyarilardwr. Hiicre ig¢inden kaynaklanan
apoptozis uyarilar1 gibi hiicre disindan gelen uyarilar da DNA hasar1 meydana
getirerek apoptozise yol agmaktadir (71).

2. Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu:

Hiicre i¢ci ya da hiicre disindan gelen apoptotik sinyaller, hiicre icerisinde

bulunan proteazlar1 aktive eder. Bu proteazlara kaspaz adi verilir. Kaspazlar, zimojen
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olarak stoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein
proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir (caspase: cysteine containing
aspartate specific proteases) (68). Su ana kadar belirlenmis 14 kaspaz vardir (72). Bu
kaspazlardan bagslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini
efektdr kaspazlara naklederler. Oldiiriicii kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ugiincii grup
kaspazlar ise ve sitokin olgunlasmasindan sorumlu kaspazlar olarak adlandilirlar
(73). Sonug olarak, bu kaspazlarin aktive olmasi apoptotik siirecin baslamasina yol
acar (68). Bu olay su sekilde gergeklesir;

Mitokondri apoptozis olayinda énemli rol oynar. Sitokrom c, mitakondri i¢
membranimnda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda
anlasilan 6nemiyle apoptozis slirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu ylizden
de sitokrom ¢’nin mitakondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis
bir hiicrede geri doniisii olmayan bir doneme girildigini isaret eder. Mitokondrial yol,
sitotoksik ajanlar ve oksidatif baski gibi cesitli intraseliiler ve extraseliiler etkiler
sonucu aktive olur. Sitoplazmaya salman sitokrom ¢, mekanizmasi tam
aydinlatilamamis olsa da sitoplazmaya yalniz basmma degil apoptozis indiikleyici
faktor (AIF) ile birlikte verilir. Sitokrom c sitoplazmada apaf-1’e (apoptotic protease
activating factor 1) tutunur. Sitoplazmada apoptozom olusumuna Apaf-1’e tutunan
sitokrom ¢ neden olur. ATP’nin de katkisiyla meydana gelen apoptozom adli
kompleksler inaktif olan prokaspazlari aktif kaspazlara doniistirmede gorev alir.
Sonug olarak, kaspazlarin aktivasyonu apoptozisin karakteristik bulgularindan biri
olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna

neden olur ve apoptozise yol agar (73).
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3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler:

Hiicresel 6limiin morfolojisine genel bir bakis yapildiginda sitoplazmik ve
niikleusa ait degisiklikler tespit edilecektir. Eozinofil miktarindaki artis, sitoplazmik
RNA miktarinda azalma, hiicre icindeki protein yapisinda bozulma, sitoplazmada
vakuolizasyon, parcalanmis organeller gibi degisiklikler hiicrede goriilebilecek
sitoplazmik degisikliklerdir. Niikleusa ait degisiklikler ise piknotik c¢ekirdegin
parcalanmasi olan karyokinez, ¢ekirdegin biliziilmesi ya da DNA’nin parcalanmasiyla
olusan DNA fragmentlerinin difiizyonla ¢ekirdek disina ¢ikmasiyla gerceklesen bir
nevi ¢ekirdek degisimi olarak tanimlanan piknoz ve piknotik veya kismen piknotik
cekirdegin parcalanmasi olarak tamimlanan karyoreksis olaylar1 goriilmektedir.
Hiicre genelinde goriilen aktin filamanmin denatiirasyonuna bagli olarak hiicre
normal seklini kaybeder ve hiicre membraninin asimetrisi bozulur. Hiicrenin
icerigindeki siviyr kaybetmesi hiicre plazmozisi ile sonuglanir. Hiicre yiizeyinde
kraterler olusur. Cekirdek de biiziilerek parcalanir. Son olarak hiicrenin
parcalanmasiyla apoptotik cisimcikler adi verilen ¢ok parcali materyaller olusur.
(68).

4. Fagositoz:

Meydana gelen apoptotik cisimcikler, ¢evredeki parankim hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek dokudan temizlenir. Apoptozis esnasinda
inflamasyon olusmaz (73).

1.3.2. Apoptozis’in Diizenlenmesi

Apoptozis bir siliregtir ve bu siirecin kontroliinde 6nemli bir rolii olan esas
yap1 mitokondrilerdir. Apoptozis siirecinde Bcl-2, Bax ve Bcl-X gorev alan baslica

mitokondri molekiilleridir. Bcl-2 ailesi anti-apoptotik ve pro-apoptotik olmak {izere
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iki gruba ayrilir. Anti-apoptotik grubunda Bcl-2, Bcl-XL proteinleri bulunurken,
Bax, Bak, Bad, Bcl-XS proteinleri pro-apoptotik grubun iyeleridir (71). Bu
iyelerden Bcl-2, Bcl-XL proteinleri yani anti-apoptotik grup, sitokrom c gibi
apoptogenik faktorlerin mitokondrileri etkilemesi sonucu sitoplazmaya salmimini
engeller ve bu olay apoptozisin inhibisyonu anlamina gelmektedir. Bax, Bak, Bad,
Bcl-XS proteinleri yani pro-apoptotik grup ise kaspas serbestlesmesini uyarir ve
mitokondri membranindaki transport porlarin1 degistirerek sitokrom c’yi
sitoplazmaya salar ve bu olay apoptizisin baglatilmasi anlamina gelmektedir. Bir
hiicrenin, dolayisiyla bir dokunun apoptozise egilimli olmasi, sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinma potansiyeline, genel anlami ile Bcl-2 ailesindeki dengeye
baglidir denilebilir

Sonu¢  olarak, @ Bax  proteininin  bir  hiicre  sitoplazmasinda
immunohistokimyasal olarak gdsterilmesi o hiicrede apoptozisin meydana geldiginin
kanitidir denilebilir. Nekroz da bir hiicre 6liim sekli olsa da apoptozis, histolojik ve

fizyolojik olarak nekrozisten olduk¢a farklidir (73-78).

1.5. immunohistokimya

1.5.1. Genel Bilgiler

Normal doku boyama yontemleriyle tespiti cok zor olan enzim veya porotein
gibi komplekslerin dokuda varligini gosterebilmek icin kullanilan, kendine 6zgii
teknikleri olan ve c¢ok duyarli reaksiyonlar temeline dayali ilerleyen arastirma
metoduna immunohistokimya denir.

Immunohistokimyasal calismada en 6nemli materyal antikor yapilardir.

Antijen ile antikor arasindaki yiiksek affinite bilindigi i¢in antikor isaretlendigi
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taktirde dokuda antijen yapisina net bir baglanma gdsterecek ve dokuda aranan
molekiil de bu isaretleme sayesinde tespit edilmis olacaktir. Immunohistokimya
calismalarinda alinan sonug¢ preparatlar 151k ya da elektron mikroskobuyla gorsel
olarak semikantitatif degerlendirilir.

Calismalarm degerlendirmesinde bir molekiiliin hiicrelerde yerlesik olup
olmamasi, hiicreye yerlesmis olan aranan molekiil mevcut ise bunun gosterilmesi
prensibinden faydalanilir. Bu amagla hiicrede varligi aranan molekiile 6zellesmis
olarak hazirlanan isaretli antikor kullanilir. Bu isaretli antikorlar 151k veya elektron
mikroskop diizeylerde gosterilmesi, varligi aranan molekiilin de hiicrede
gosterilmesi anlamina gelir. immunohistokimyasal boyama teknikleriyle enzim veya
protein gibi mikroskop ortaminda gosterilmesi giic olan molekiiller kolaylikla tespit
edilmektedir (79, 80).

1.5.2. immunohistokimyasal Boyamada Kullanilan Antikorlar

Antikorlar Immunohistokimyasal ¢alisma metodunun esas bilesenini
olusturmaktadirlar. Oldukca karmasik bir yapiya sahip olan antikor molekiili iki
zincirden olusmus olup molekiiliin bu iki zinciri sematik olarak “Y” seklinde bir
goriintli ¢izer. “Y” harfine benzeyen antikor molekiiliiniin uzun kolu komplemana
baglanirken kisa kollar1 ise antijene baglanmaktadir. Ilk defa Albert H. Coons
tarafindan dokuda aranan antijenin varhigim1 saptamak florasan boya ile boyanan
isaretlenmis antikorlar, gilinlimiizde monoklonal ve poliklonal olmak iizere bu
boyama tekniginde iki tiir antikor kullanilir (81). Monoklonal antikorlarin paratoplar:
ozel bir klona ait olduklarindan, antijen iizerinde yer alan 06zel bir epitop ile
reaksiyona girer. Homojenite bakimindan poliklonal antikorlara gore daha yiiksek

bir degere sahiptirler (Sekil 7).
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Poliklonal antikorlar ise, organizma tarafindan yabanci kabul edilen protein
molekiiliiniin farkli bolgelerine baglanabilirler. Igerigindeki heterojen karigimli
birden fazla antikor sayis1 olmasi nedeniyle bir¢ok epitop barindirip, dokular i¢in

ozellesme konusunda yetersiz kalmaktadirlar (81).

Adir Zincir
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Sekil 7: Monoklonal Antikorun Yapisi

1.5.3. immunohistokimyasal Boyama Metodlar

Immiinenzimatik ve immiinofliioresan olmak iizere iki temel boyama metodu
mevcuttur.

1.5.3.1. immunenzimatik Boyama

Antijen-antikor reaksiyonu, bu yontemde 6zel enzimler araciligiyla renkli son
iirtinlere doniistiiriiliir. En fazla kullanilan enzimler arasinda alkalen fosfataz, b-
galaktozidaz, glikoz oksidaz, horse-radish peroksidase (HRP) vardir. Dokudaki
antijenin konsantrasyonu boyamay1 etkilemektedir. Antijen konsantrasyonundaki
artis dokuda boyanma konsantrasyonunda artmaya neden olmakta ve daha koyu

preparatlar elde edilmektedir (82). Boyamada direkt ve indirekt olacak sekilde
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baslica iki yontem kullanilir. Bu iki yontem calisilacak olan dokunun tiiriine,
0zgiilliik oranina, bekleme veya ekim siiresine gore belirlenir (82).

1.5.3.1.1. Direkt Yontem

Antijene primer antikorun dogrudan baglanmasi s6z konusudur. Bu yontemin
kullanimi1 giderek azalmakla birlikte direkt yontemde, tek bir antikor kullanildig: i¢in
elde edilen boyama sonucunun kalitesi diistiktiir.

1.5.3.1.2. indirekt Yontem

Bu boyama yonteminde primer ve sekonder antikor olmak iizere iki grup
antikor gorev almaktadir. Oncelikle primer antikorun antijene baglanmasi
gerceklesir. Daha sonra, devreye isaretlenmis olan sekonder antikor sokulur. Primer
antikor-antijen kompleksi, sekonder antikor tarafindan “antijen” olarak kabul edilir
ve primer antikor-antijen kompleksi ile sekonder antikor birlesmesi gerceklesir.
Substrat kromojen soliisyonu, bu ikili antikor bilesik yapisinin iizerine eklenir. Bu
yontemde, immunoglobulinlerinden elde edilen primer ve sekonder antikorun
birbirlerine sinerjist etki gdstermesi gerekmektedir. Indirekt yontem kullanim
acisindan daha fazla tercih edilmekle birlikte, indirekt yontemin bir diger 6zelligi de
calisma metodunda farkli maddeler kullanilmasi1 nedeniyle genel olarak {ic metot
uygulanmaktadir (82).

Bu metotlara basliklar altinda bakilacak olursa asagidaki gibi bir swralama
goriiliir;

a) Avidin-Biyotin Metodu (ABC Metodu)

Biyotin, karacigerde bulunan bir vitamindir ve biyotine yumurta akindan
saflastirilarak elde edilen avidinin baglanma egilimi ¢ok yiliksektir. Bir kompleks

halinde olan avidin-biyotin, peroksidaz enzimiyle isaretli hale getirildikten sonra
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biyotin ihtiva eden sekonder antiokorun iizerine ilave edilir. Daha sonra doku
antijeninin goriinlir hale getirilmesi i¢in substrat-kromojen soliisyonu eklenir.
Avidinin, biyotine olan afinitesinin yliksek olmasi bu yontemi duyarli kilmaktadir
(83).

b) Indirekt Immunoperoksidaz Metodu

Primer antikor-antijen bilesigi iizerine peroksidaz tasiyan sekonder antikor
eklenir. Meydana gelen bu komplekse de substrat-kromojen bilesigi eklenerek metot
gerceklestirilir (82).

¢) Enzim-Antienzim Kompleks Metodu (PAP Metodu)

Bu yontemde sekonder antikorun lizerine ¢oziinebilirligi yiiksek olan enzim-
antienzim kompleksi ve substrat-kromojen soliisyonu ilave edilir. Enzim-antienzim

kompleksi olarak en sik peroksidaz-antiperoksidaz (PAP) kullanilmaktadir (82) (

Sekil 8).
!“ L{g FAP Kompleksi
ABCKDmpIek3| \

%e%

X"’K" L D -
Direkt Metot ABC Metodu PAP Metodu  Indirekt IP Metodu
= Biyatin ® saretleyici Enzim

Antikor

& Antien 3 Avidin

Sekil 8: Immiinenzim Boyama Metotlari.

- 45 -



1.5.3.2. immunfluoresan Boyama

Bu yontemde de, “primer antikor-antijen” kompleksinin olusmasini saglamak
amaciyla Oncelikle primer antikorun antijenle birlesmesi saglanir. Daha sonra,
kullanilacak olan sekonder antikora fluoresan 151k yayabilen bir kromofor eklenir. Bu
kromoforun yiiksek dalga boyundaki 151g1n yiiksek kuantum enerjisini absorbe edip,
yerine yiiksek dalga boylu 151k vererek 1s1ma gosterme 6zelliginden faydalanilir. Bu
sayede, incelenen doku ve hiicredeki antijenin dagilimi fluoresan mikroskop altinda

incelemeye tabi tutulur (79).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarinin Bakim

Ayn1 amaca ulagmaya yOnelik oldugu i¢in filogenetik skalada diisiik sirada
bulunan deney hayvaninin kullanilmasi prensibine dayanarak calismamizda deney
hayvani olarak Wistar-Albino cinsi erkek siganlar tercih edildi. Firat Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden (FUDAM) temin edilen deney hayvanlarinin
sayisinin istatistiksel bulgular1 etkilemeyecek minimum sayilarda olmasina 6zen
gosterildi ve 21 adet, 230-250 gr agrrhginda Wistar-Albino cinsi erkek sican
calismamizin deneysel sathasina dahil edildi. Sabit sekilde 21 °C oda 1sisinda, dogal
151k dongiisiinli algilamalar1 i¢in 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta
(19:00-7:00) tutulan siganlar 6zel olarak yaptirilan otoklavlanabilir yar1 seffaf
polipropilen kafeslerde barindirildi. Albino cinslerinin 1s18a olan hassasiyetlerinin
kataraktla sonug¢lanmasi bilindiginden kafeslerin direkt olarak 1s18a maruz
kalmamasma 6zen gosterildi. Kafeslerin tabani parazitlenme riski az olan yonga
talast ile dosenip, kafes temizliklerinin diizenli yapilmasi saglandi. Deney
hayvanlarinda olusabilecek stresin deney sonuclarini etkilemesi s6z konusu oldugu
icin kafesler caligma siliresince miimkiin oldugu kadar az giriltiilii ortamlarda
bekletildi.

Deney siiresince hayvanlarin beslenmelerinde normal ¢cesme suyu ve g¢elik

kaplarda hazir pellet yem kullanildi (Tablo 1).
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Tablo 1: Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi (g/kg).

Bugday 150

Misir 100

Arpa 270

Kepek 80

Soya 294

Balik Unu 80
Tuz 6
Kavimix VM 23-Z * 2
Methionin 2
DCP ** 16

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg B, 2.4 mg B,, 1.2 mg
Bs, 0.006 mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal. D. Panth., 0.32 mg Folic acid, 0.02
mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2
mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**%18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.

2.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Calismada kullanilan siganlar ii¢ gruba ayrild1.

Grup 1 Kontrol (Sham-pinealektomi) grubu (n=7): Bu gruba ait deney
hayvanlarinin genel anestezi altinda tutulmasi amaciyla rompun (5 mg/kg) ve
ketamin (60 mg/kg) karisimi kullanildi. Pineal bezin bulundugu bolgedeki kafa derisi
ensize edilerek, kafatasinda kiiclik bir pencere acilip sonra hemen tekrar kapatildi. Bu
cerrahi miidahaleden bir hafta sonra baglanarak {i¢ ay siiresince, giinliik olarak ve
intraperitoneal yolla Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) (% 0.9 NaCl) ile sulandirilmis %

10’luk etanol’den 0.1 ml enjekte edildi.

Grup Il Pinealektomi grubu (n=7): Bu gruba ait deney hayvanlarinin genel

anestezisi i¢in de Rompun ve ketamin karisimi kullanilarak sicanlara cerrahi
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pinealektomi yapildi. Cerrahi miidahaleden yine bir hafta sonra ii¢ ay siiresince, her
gilin intraperitoneal yolla FTS ile sulandirilmis % 10’luk etanol’dan 0.1 ml enjekte
edildi.

Grup 111 Pinealektomi + Melatonin grubu (n=7): Cerrahi olarak pinealektomi
yapilan bu grubun da genel anesteziye alinmasi i¢in rompun ve ketamin karigimi
uyguland1 ve pinealektomi sonrasinda bir hafta bekledikten sonra giinliik dozu 1
mg/kg olan melatonin, FTS ile sulandirildi. FTS’de sulandirilmig melatonin, %10’luk
0.1 ml etanol icerisinde intraperitoneal yolla si¢anlara enjekte edildi ve bu uygulama
ii¢ ay siireyle giinliik olarak gerceklestirildi

2.3. Biyokimyasal Ol¢iimler

Biyokimyasal analizlerde incelenecek dokudan farkli olarak bulunan diger
dokular bulgular1 degistirecegi icin aliman hipokampus doku oOrnekleri Oncelikle
crantumdan ¢ikarildiktan sonra FTS ile hemen ardindan soguk (+4 oC) 0.15 M’lik
potasyum kloriir (KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Diger doku ve
kan kalintilarindan izole edilen hippocampus dokular1 homojenizator ile (Ultra
Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI ¢o6zeltisi i¢inde
16000 rpm’de 3 dakika siireyle homojen hale getirildi.

Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenat 5000
rpm hizda 1 saat (+4 °C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. Elde edilen siipernatanda, oksidatif
hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) degeri, antioksidan enzimlerden
olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) degerleri

spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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SOD tayini: Bu metodun uygulama prensibi siiperoksit iireticisi olan ksantin-
ksantinoksidaz sisteminin nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesi esasina
dayanmaktadir. Sun ve ark.’nin modifiye ettigi bu metotla sliperoksit dismutaz enzim
degerleri belirlendi (84). Calismamizda SOD aktivitesi {inite/gram (U/g) doku
proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini GSH-Px katalize eder. Glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH-Px’in hidrojen peroksidin bulundugu ortamda
olusturdugu GSSG, GSH’a indirgenir. NADPH’m NADP+’ya yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans azalmasmin 340 nm’de okunmasiyla GSH-Px aktivitesi
hesapland1 ve {iinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi. Calismamizda
glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve ark.’nin metoduna gore calisildi (85).

MDA tayini: Malondialdehit, 90-95 °C’de Tiyobarbutirik asit ile reaksiyona
girer ve reaksiyon sonucunda rengi pembe olan kromojen olugmaktadir. 90-95
°C’den on bes dakika sonra hizla sogutulan numuneler, spektrofotometrik olarak
absorbanslarinin 532 nm’de okunmasiyla sonuclar elde edildi. MDA degerlerinin
tespiti lipid peroksidasyon Olclim metodu olan Esterbauer metodu uygulanarak
yapildi (86). Sonuglar nanomol/gram (nmol/g) doku proteini olarak ifade edildi.

2.4. Histolojik Uygulamalar

Mikroskobik incelemeler i¢in alinan hipokampus doku oOrnekleri tespit
islemine gecilmeden 6nce hipokampus dokusuna yapismis olan kan veya yabanci
dokularin uzaklastirilmas1 amaciyla enjektore ¢ekilmis FTS ile kisa stireyle yikandi.
Hipokampus dokusunun tespiti i¢in %10’luk formaldehit soliisyonu, formaldehitin

%37’lik ticari hali kullanilarak seyreltilip hazirlandi. Doku Ornekleri caligmaya
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uygun diisecek sekilde daha kiiciik parcalara ayrildi. Elde edilen doku pargalari,

hangi ¢alisma grubuna ait oldugunu belirten etiketlerle birlikte paketlenerek cesme

suyunda yikandiktan sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek parafine

gomiildii (Tablo 2). Cesme suyunda yikama asamasinda dokuya zarar vermemek i¢in

akarsu yerine durgun suda bekletme yoluyla yikama yapildi.

Tablo 2: Histolojik takip serileri.

Sira No Kullanilan Madde Kimyasal Bekletilme

Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol I 30 dakika

4 %96 Alkol I1 30 dakika

5 %100 Alkol I 30 dakika

6 %100 Alkol IT 30 dakika

7 Alkol + Xylol 15 dakika

8 Xylol 1 30 dakika

9 Xylol IT 30 dakika

10 Yumusak Parafin + Xylol 45 dakika

11 Yumusak Parafin 1 saat

12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat

13 Sert Parafin 3 saat

2.5. Immunohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan mikrotomla alman 5 pm kalinligindaki kesitler elde edildi.

Kesitler, poly-lysine ile kapli lamlar {izerine yerlestirildi. Daha sonra dokular lamlar

lizerinde immunohistokimyasal metotlar kullanilarak boyandi. Immunohistokimyasal

boyama Avidinbiyotin- peroksidaz yontemi (ABC Metodu) ile gerceklestirildi.
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Primer antikor olarak Bax monoklonal IgGl (Santa Cruz Biotechnology U.S.)

kullanildi (Tablo 3).

Tablo 3: Immiinohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira  Islem Siiresi
1 Deparafinizasyon 1 saat
2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’de (pH: 7.6) 5 dakika
4 %3’lik H,O,’de 5 dakika
5 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
6 Primer antikor (Bax) —oda 1si1sinda 30 dakika
7 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
8 Sekonder antikor 30 dakika
9 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
10 Streptavidin peroksidaz 30 dakika
11 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
12 AEC Kromojen 10 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 1 dakika
15 Akarsuda 1 dakika
16 Kurulama
17 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

Tabloda siralanan immunohistokimyasal boyama protokoliine gére boyanan
hipokampus doku kesitleri, Olympus BX50 arastirma mikroskobu ile degerlendirildi.
Immunohistokimyasal olarak hiicre sitoplazmalarinda gdzlenen Bax boyanmasinin
siddeti 0’dan +5°e kadar semikantitatif olarak derecelendirildi (Tablo 4).

Tablo 4: Immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecelendirilmesi.

-52-



Derece Anlami

0 Yok
+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Cok
+5 Siddetli

2.6. Istatistiksel Analiz

“SPSS 15.0 for windows” istatistik programu ile piknotik hiicre sayilarinin ve
biyokimyasal parametrelerin (SOD, GSH-Px, MDA) sonuclar1 analiz edildi.
Gruplarin degerleri “Kruskal-Wallis Varyans Analizi” ile karsilastirildi. “Mann-
Whitney U Testi” ise farkin hangi grup/gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in
uygulandi. Istatistiksel olarak bulgularm anlamli degerler ifade edebilmesi igin
p<0.05 kriteri kullanildi. Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart hata (SH)

seklinde tabloya aktarild1.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Deneysel olarak gergeklestirdigimiz bu arastirmada, antioksidan savunma
sisteminin lyelerinden olan SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri spektrofotometrik
olarak belirlendi. Ayrica, lipid peroksidasyonu sonucu olusan ve dokudaki oksidatif
hasarin ortaya konmasinda 6nemli bir parametre olarak kullanilan MDA diizeyleri de
yine ayn1 yontemle ol¢iildii.

Pinealektomi yapilan siganlarda, hipokampus dokusuna ait SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin kontrol grubuna ait degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit edildi (p<0.05). Diger taraftan,
pinealektomi sonucu hipokampus MDA seviyelerinin ise yine kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildi (p<0.05) (Tablo 5, Sekil 9, 10,
11).

Pinealektomi sonrast melatonin hormonu uygulanan hayvanlara ait
biyokimyasal degerler incelendiginde ise, hipokampus SOD ve GSH-Px enzim
degerlerinin yiikseldigi, MDA seviyelerinin de diistiigii belirlendi (p<0.05) (Tablo 5,

Sekil 9, 10, 11).
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Tablo 5. Gruplara ait hipokampus doku orneklerindeki SOD, GSH-Px ve MDA
degerleri (n=7).

. . PINEALEKTOMIi+
PARAMETRE KONTROL  PINEALEKTOMI oo o
SOD (U/g protein) 173,41 15,13 81,63 £ 8,76* 184,32 + 13,70
GSH-Px (U/g 97.94 + 5,42 38,99 + 5,69* 103,28 + 6,23
protein)
MDA (nmolg 10,36 £ 0,56 26,62+ 1,77* 11,28 + 0,52
protein)

Degerler ortalama + SH seklinde verilmistir. *p<0.01 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).
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0 f f {
Kontrol Pinealektomi Pin. + Mel.

Sekil 9. Deney gruplarma ait MDA degerleri (nmol/g protein). *p<0.01 (Diger
gruplar ile karsilastirildiginda).
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Sekil 10. Deney gruplarmna ait SOD degerleri (U/g protein). *p<0.01 (Diger gruplar

ile karsilastirildiginda).

GSH-Px (U/g protein)
[N
(e)
}

Kontrol

Pinealektomi

Pin. + Mel.

Sekil 11. Deney gruplarina ait GSH-Px degerleri (U/g protein). *p<0.01 (Diger
gruplar ile karsilastirildiginda).
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3.2. Histolojik Sonuglar

3.2.1 Isik Mikroskobik Bulgular

Gruplara ait hipokampus doku kesitleri rutin Hematoksilen-Eosin (H.E) ile
boyanarak incelendi. Bu incelemede, hipokampus’un piramidal hiicre tabakas1 40’ lik
biiylitmede eyepieces graticule alaninda gézden gecirildi ve bu alana diisen piknotik
hiicre sayilarmin aritmetik ortalamalar1 elde edildi. Bu islemler sonucunda,
pinealektomi sonrasi1 hipokampus doku Orneklerindeki piknotik hiicre sayismnin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
oldugu tespit edildi. Pinealektomi sonrasi melatonin hormonu enjekte edilen
siganlarda ise, hipokampus piknotik hiicre sayisinin pinealektomi grubuna gore
azaldig1 goriildi (p<0.05) (Tablo 6, Sekil 12, 13, 14).

Bunun yani sira, 151k mikroskobik gozlemlerimizde kontrol sicanlarma ait
hipokampus dokusunun normal oldugu gozlendi (Sekil 15, 16). Pinealektomi sonras1
hipokampus histolojik yapisinda ise vakuoler dejenerasyonun meydana geldigi tespit
edildi (Sekil 17, 18, 19). Pinealektomi sonras1 melatonin uygulanan si¢anlarda da,
pinealektomi sonucu olusan vakuoler dejenerasyonun kayboldugu ve doku

goriiniimiiniin kontrol grubuna benzedigi goriildii (Sekil 20, 21).
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Tablo 6. Gruplara ait hipokampus CA1, CA2 ve CA3 alanlarini igeren piramidal
hiicre tabakasma ait piknotik hiicre sayilar1 (n=7).

ALANLAR KONTROL  PINEALEKTOMI Pn\;fﬁffgﬁ%‘“
CAl 1,76 + 0,44 5,16+ 1,32* 1,98 + 1,46
CA2 2,36 £ 0,53 7,08 +0,81% 3,41 +0,72
CA3 1,29 + 0,64 4,28 £ 1,02* 2,04 £ 0,60

Degerler ortalama + SH seklinde verilmistir. *p<0.01 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).

Piknotik Hiicre Sayis1 .

Kontrol Pinealektomi Pin. + Mel.

Sekil 12. Deney gruplarina ait hipokampus CA1 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayist. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).
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Piknotik Hiicre Sayis1 .
i\
[

Kontrol Pinealektomi Pin. + Mel.

Sekil 13. Deney gruplarina ait hipokampus CA2 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayist. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).

Piknotik Hiicre Sayis1 .
w
[

T

Kontrol Pinealektomi Pin. + Mel.

Sekil 14. Deney gruplarina ait hipokampus CA3 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayist. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).
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Sekil 16: Kontrol sicanlarina ait hipkampus mikroskobik yapisi. H.E X40.
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Sekil 17: Pinealektomili hayvanlara ait hipokampus’un histolojik yapisi incelendiginde
yogun bir sekilde piknotik hiicrelerin (ok) varligr dikkati cekmekte. H.E X20.

Sekil 18: Pinealektomi sonrasi hipokampus’ta gézlenen piknotik (ok) izlenmekte.
H.E X40.
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Sekil 19: Pinealektomi sonucu hipokampus histolojik yapisinda piknotik hiicreler
(ok) ile birlikte vakuoler dejenerasyonun olustugu (yildiz) gézlenmekte. H.E X40.

Sekil 20: Pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan siganlara ait hipokampus yapisi
incelendiginde, piknotik hiicrelerin (ok) azaldigi ve doku goriiniimiiniin kontrol grubuna benzedigi
dikkati ¢gekmekte. H.E X20
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Sekil 21: Pinealektomi sonrasi melatonin enjekte edilen gruba ait hipokampus’ta ¢ok az
miktarda piknotik hiicreler (ok) gézlenmekte. H.E X40.

3.2.2 immunohistokimyasal Bulgular

Arastirmamizin bu bolimiinde, gruplara ait hipokampus doku Orneklerinde
apoptozisin varligini ortaya koyabilmek i¢cin immunohistokimyasal metotlarla Bax
boyamasi1 gergeklestirildi. Dokudaki Bax proteininin goriiniir hale getirilmesi esasina
dayanan bu yOntemde, saptanan boyanma reaksiyonun yogunluguna gore
degerlendirme yapildi.

Kontrol grubu sicanlarma ait doku kesitlerinin 151k mikroskobik
incelemesinde, hipokampus’ta Bax boyanma reaksiyonunun olmadigi (0) goriildii
(Sekil 22, 23). Pinealektomili hayvanlara ait hipokampus kesitlerinde ise, hiicre
sitoplazmalarinda  giddetli  derecede Bax  boyanmasinin  oldugu  (+5)

immunohistokimyasal olarak tespit edildi (Sekil 24, 25). Pinealektomiyi takiben
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melatonin uygulanan si¢anlarda da, hipokampus histolojik yapisinda herhangi bir
immunhistokimyasal Bax boyanmasiin meydana gelmedigi gozlendi (Sekil 26, 27).
Arastirmamizin biyokimyasal ve mikroskobik bulgulari, pinealektomi sonucu
hipoampus antioksidan savunma sisteminin bozuldugunu ve dokuda oksidatif hasarla
birlikte apoptozisin meydana geldigini ortaya koymustur. Bunun yani sira,

pinealektomi sonucu olusan oksidatif doku hasarimin ve apoptotik degisikliklerin

melatonin enjeksiyonuyla dnlendigi tespit edilmistir.

Sekil 22: Kontrol grubuna ait hipokampus yapisinda immunohistokimyasal olarak Bax
boyanmasinin olmadigi gdzlenmekte. X20.
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X40

Sekil 24: Pinealektomi sonrasi hipokampus dokusu incelendiginde, immunohistokimyasal
olarak siddetli derecede Bax boyanmasinin (ok) oldugu dikkati cekmekte. X20.
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Sekil 25: Pinealektomi sonucu hipokampus’ta gozlenen Bax boyanmasmin siddetli derecede
oldugu goriilmekte. X40.

Sekil 26: Pinealektomi sonrasi melatonin uygulanan si¢anlara ait hipokampus yapisinda
immunohistokimyasal olarak Bax boyanma reaksiyonunun negatif oldugu dikkati ¢ekmekte. X20.
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Sekil 27: Pinealektomi ile birlikte melatonin enjekte edilen gruba ait hipokampus histolojik

yapisinin goriiniimii. Immnuohistokimyasal olarak herhangi bir Bax boyanmasmin mevcut olmadig
izlenmekte. X40.
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TARTISMA

Deneysel olarak gerceklestirdigimiz bu ¢alismada, pinealektomili sicanlara ait
hipokampus yapis1 biyokimyasal ve mikroskobik diizeylerde arastirilmistir. Ayrica,
pinealektomi sonrasi melatonin hormonu uygulanmis hayvanlarda da hipokampus
ayni yontemler kullanilarak incelenmistir.

Organizma biinyesinde, herhangi bir patolojik olay sonucunda ya da normal
fizyolojik siiregte olusan serbest radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif
stresin meydana geldigini gosterir. Canli, kendini oksidatif hasara kars1 enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korumaktadir. Hiicre seviyesinde
etkili olan enzimatik antioksidan sistemler icerisinde sliperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) yer alir (87).

Yapmis oldugumuz bu arastirmada, pinealektomi sonrasi hipokampus doku
orneklerine ait SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigi tespit edilmistir. SOD ve GSH-Px enzimlerindeki bu azalma,
dokudaki antioksidan savunma mekanizmasinin pinealektomi sonucu bozuldugunu
ortaya koymaktadir. Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu sonucu olusan
iriinlerden biridir ve oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan bir
parametredir (88). Calismamizda da, pinealektomi yapilan sicanlarda MDA
diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi gorilmiistir. MDA
diizeyindeki bu artis, pinealektominin hipokampusta lipid peroksidasyonuna ve dogal
olarak oksidatif hasara yol a¢tigini1 ifade etmektedir

Delibas ve ark. (89), sicanlar {izerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda,

fonksiyonel pinealektomi sonrasi beyin dokularinda SOD enzim aktivitesinin
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azaldigini, MDA diizeylerinin ise arttigmi bildirmislerdir. Ates ve ark. (90), yine
deneysel olarak yaptiklar1 calismalarinda pinealektomi sonucu hipokampusta
oksidatif hasarin meydana geldigini ve doku MDA diizeylerinin yiikseldigini ifade
etmiglerdir. Benzer sekilde Reiter ve ark. (91) da siganlarda pinealektomi sonucu
hipokampusta lipid peroksidasyonunun meydana geldigini bildirmislerdir.

Ayrica, yapilan diger arastirmalarda pinealektomi sonrasi ndral dokularda
antioksidan savunma sisteminin bozuldugu ifade edilmistir (92, 93). Yapmis
oldugumuz bu ¢alismanin biyokimyasal verileri, pinealektominin hipokampusta
oksidatif hasar olusturmasi yoniiyle yukaridaki arastirmalarla (89-91) uyum
gostermektedir

Yine daha Once deneysel olarak yapilmig olan arastirmalarda,
pinealektominin hipokampus mikroskobik yapisinda da degisikliklere neden oldugu
bildirilmistir. De Butte ve Pappas (93) erkek sicanlar iizerinde yapmis olduklari
benzer calismalarda, pinealektomi sonrast hipokampus CA1l ve CA3 boélgelerindeki
pyramidal hiicrelerde dejenerasyon ile birlikte pyramidal hiicre sayilarmmn da
azaldigin1 gostermislerdir. Turgut ve ark. (92) ise pinealektomili siganlarda
hipokampus yapisindaki hiicrelerde apoptotik degisikliklerin meydana geldigini ifade
etmiglerdir.  Gergeklestirmis  oldugumuz  c¢alismamizin 151k mikroskobik
incelemelerinde ise, pinealektomi sonrasi hipokampus doku 6rneklerindeki piknotik
hiicre sayisinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edildi. Ayrica, pinealektomi sonrasi hipokampus histolojik
yapisinda vakuoler dejenerasyonun meydana geldigi goriilmiistiir. Pinealektomi
sonrast hipokampusta meydana gelen mikroskobik degisiklikler yoniiyle

arastrmamiz daha Once yapilan calismalarla paralellik gostermektedir. Ancak,
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pinealektomi sonrasi yani melatonin sentezinin olmadigr durumda, hipokampus
dokusunda olusabilecek apoptotik degisiklikler ile ilgili herhangi bir
immunohistokimyasal ¢aligmaya rastlanmadi. Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada ise,
pinealektomi sonras1 hipokampusta meydana gelen apoptozis immunohistokimyasal
olarak ortaya kondu.

Pineal bez tarafindan sirkadiyan ritimde ve karanlikta salgilanan melatonin
hormonu, basta endokrin sistemin diizenlenmesi olmak tizere, gonadal fonksiyonlarin
baskilanmasi, bagisiklik sisteminin kuvvetlendirilmesi ve diiz kas tonusunun
regililasyonu gibi bir¢ok fizyolojik islevlerde gorev alir (94-99). Ayrica, bu hormonun
gliclii bir antioksidan oldugu (100-103) ve dokularda lipid peroksidasyon sonucu
olusan oksidatif hasar1 6nledigi son yillarda yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur
(104-106). Hem yagda hem de suda ¢oziinebilir nitelikte oldugu i¢in, niikleus dahil
hiicrenin her organeline ulasabilir. Bu o6zellik, DNA’nin oksidatif hasara karsi
korunmasinda, melatonine bir iistiinliik saglamaktadir (94, 95). Bunun yani sira, kan-
beyin bariyerini kolaylikla gecebilen, dolayisiyla beyin dokularinda da antioksidan
ozelligini gosteren bir hormondur (107, 108). Melatonin giiglii antioksidan etkisinin
yani sira, sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini de stimiile eder (107). Sinir sistemine ait dokular
iizerinde yapilan arastirmalarda da melatoninin antioksidan 6zelligi vurgulanmis ve
melatonin hormonunun oksidatif strese bagli olarak olusan ndronal hasara karsi
koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (107-113). Kabuto ve ark. (109) sicanlar
iizerinde yapmis olduklar1 in vitro calismalarinda, beyin korteksinde demirle
indiiklenmis oksidatif hasarin melatonin uygulamasi ile engellendigini tespit

etmislerdir.
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Mason ve ark. (111) ise, sican beyincigindeki granulosa hiicrelerinde
oksidatif strese baglh olarak olusan apoptozisin melatonin uygulamasi ile inhibe
oldugunu ifade etmislerdir. Skaper ve ark. (108) da, yaslanmaya bagl olarak
meydana gelen ndronal hasarin melatonin ile engellendigini gostermislerdir. Yine
siganlar iizerinde deneysel olarak yapilan baska bir arastirmada, beyin korteksinde
gama-radyasyona bagli olarak gelisen MDA diizeylerindeki artisin, melatonin
uygulamasi ile azaldigini ve lipid peroksidasyonun engellendigi gosterilmistir (113).
Benzer sekilde, sicanlarda formaldehit maruziyeti sonucu prefrontal kortekste olusan
oksidatif doku hasarinin melatonin enjeksiyonu ile geriledigi bildirilmistir (114,115).
Melatonin hormonunun hipokampus iizerinde de koruyucu etki gosterdigi yapilan
deneysel arastirmalarda ortaya konmustur (116,117). De Butte ve Pappas (93),
siganlar lizerinde yaptiklari caligmalarinda, pinealektomi sonucu hipokampus CA1 ve
CA3 alanlarinda olusan pyramidal hiicre kayiplarinin melatonin enjeksiyou ile
giderildigini gostermislerdir.

Ozdemir ve ark. (118), sicanlarda deneysel olarak olusturduklar1 hipokampus
hasarinin melatonin tedavisiyle geriledigini ifade etmislerdir. Siganlar iizerinde
yapilmis olan diger bir ¢alismada da, etanol maruziyeti sonucu hipokampus SOD ve
GSH-Px enzim aktivitelerindeki azalmanin melatonin uygulamasiyla yiikseldigi
tespit edilmistir. Kus ve ark. (119) ise sican hipokampusunda formaldehit maruziyeti
sonucu azalmis olan SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin melatonin tarafindan
yiikseltildigini, yine formaldehit maruziyeti sonucu artmis olan doku MDA
diizeylerinin ise bu hormon tarafindan diisiiriildiiglinii bildirmislerdir. Benzer sekilde,
siganlarda homosistein maruziyeti ile hipkampusta olusturulan apoptozisin melatonin

enjeksiyonu ile oOnlendigini ortaya konulmustur. Ayrica sicanlarda siyanik asit
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toksisitesi ile hipokampusta olusturulan noronal hasarin ve piknotik hiicre artiginin
melatonin ile engellendigi bildirilmistir (120).

Yapmis oldugumuz bu arastirmada da, pinealektomi sonrasi melatonin
hormonu uygulanan hayvanlara ait hipokampus SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin
yiikseldigi, MDA seviyelerinin de diistiigii belirlendi. Bu baglamda, hipokampusta
pinealektomi sonucu olusan oksidatif doku hasarinin melatonin tarafindan 6nlendigi
biyokimyasal diizeyde goriildii. Ayrica, melatonin verilen siganlarda, pinealektomi
sonrast hipokampusta goriilen piknotik hiicre artismin geriledigi ve vakuoler doku
dejenerasyonunun kayboldugu tespit edildi. Immunohistokimyasal olarak da,
pinealektomi sonucu hipokampusta olusan apoptozisin melatonin tarafindan
onlendigi ortaya kondu. Melatonin hormonunun néroprotektif etkinligi yoniiyle
baktigimizda, ¢alismamizin biyokimyasal ve mikroskobik bulgular1 daha once
yapilmis olan arastirmalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Biyokimyasal, 151k mikroskobik ve immunohistokimyasal olarak si¢anlar
iizerinde gergeklestirdigimiz bu arastirma sonucunda, pinealektominin hipokampus
antioksidan savunma mekanizmasini zayiflattigi ve dokuda oksidatif hasara neden
oldugu tespit edildi. Bunun yani sira, pinealektomi islemi sonucu hipokampus
histolojik yapisinin bozuldugu ve apoptozisin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica,
pinealektomiye bagli olarak hipokampusta olusan oksidatif doku hasarinin,
mikroskobik degisikliklerin ve de apoptozisin melatonin uygulamasiyla baskilandigi

ve geriledigi ortaya kondu.
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