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Bu calismada, siklofosfamid (SK) prenatal maruziyetin sican beyincik tizerindeki
olumsuz etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Ayrica ginkgo biloba'nin (GB) serebellar
dokularda SK'nin neden oldugu olasi biyolojik degisikliklere kars1 koruyucu etkileri
de degerlendirildi. Bu ¢alismada 12 haftalik 230-280 gr agirligindaki 20 disi Sigan 5
gruba ayrilmistir: kontrol, sham, SK (20 mg/kg, intraperitoneal), GB (80 mg/kg/giin,
oral) ve SK+GB (SK, 20 mg/kg; GB, 80 mg/kg/giin). Ciftlesmeden sonra hem SK
hem de SK+GB gruplari tek doz SK'ya maruz birakildi. Dogumdan sonra her gruptan
rastgele 8 disi sigan seg¢ildi ve 32 giin boyunca normal kosullarda standart yem ile
beslendi. Deneme siiresinin sonunda, siganlara anestezi altinda kardiak perfiizyon
uygulandi. Sonrasinda beyincikleri ¢ikarildi ve mikroskop altinda beyincikten elde

edilen kesitler sterolojik ve histopatolojik olarak incelendi.



Stereolojik bulgular, SK grubunda toplam Purkinje hiicre sayisinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede azaldigini gostermistir (p<0,05). Ayrica SK grubunda
ortalama molekiiler tabaka, graniiler tabaka, ak madde ve beyincik hacimleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05). Buna ek oarak, SK+GB grubunda
toplam Purkinje hiicre sayisi, ortalama molekiiler tabaka, graniiler tabaka, ak madde
ve beyincik hacimleri SK grubuna goére anlamli derecede artmistir (p<0,05).
Histopatolojik degerlendirme de beyincik dokularinin yapilarinda degisiklikler

gostermistir.

SK'ya prenatal maruziyet, sigan beyinciklerinde yapisal degisiklige neden olmustur.
Ayrica GB uygulanmasinin, SK'nin beyincik iizerindeki olumsuz etkilerini anlamlt

olarak azalttig1 gozlemlendi.

Anahtar Sozciikler : Siklofosfamid, Ginkgo biloba, Stereoloji, Histopatoloiji,
Beyincik.
Bilim Kodu : 1005
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INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF GINKGO BILOBA
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This study aimed to investigate the negative effects of prenatal exposure to
cyclophosphamide (SK) on the rat cerebellum. In addition, we evaluated the
protective activity of ginkgo biloba (GB) against possible biological changes caused
by SK in cerebellar tissues. In the present study, 20 adult female rats (12 weeks old,
weighing 230-280 g) were divided into 5 groups: control, sham, SK (20 mg/kg,
intraperitoneal), GB (80 mg/kg/day, orally), and SK+GB (SK, 20 mg/kg; GB, 80
mg/kg/day). After mating, both SK and SK+GB groups were exposed to SK. After
parturition, 8 female rats were randomly selected from each group, maintained under
normal conditions, and fed with standard chow for 32 days. At the end of the
experimental period, rats underwent cardiac perfusion under anesthesia. The
cerebella were immediately removed, and sections obtained from the cerebellum

were examined at the light microscope stereologically and histopathologically.
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Stereological findings showed that the total number of Purkinje cells in the SK group
was significantly decreased compared to the control group (p<0.05). In addition, the
mean volumes of molecular layer, granular layer, white matter, and cerebellum were
significantly decreased in the SK group compared to the control group (p<0.05). In
addition, total Purkinje cell number, mean molecular layer volume, granular layer
volume, white matter volume and cerebellum volume were significantly increased in
the SK+GB group compared to the SK group (p<0.05). Histopathological evaluation
also exhibited changes in the structures of the cerebellum tissues.

Our results showed that prenatal exposure to SK caused structural changes in rat
cerebellum. It was also observed that GB significantly reduced the negative effects of

SK on the cerebellum.
Key Word : Cyclophosphamide, Ginkgo biloba, Stereology, Histopathology,

Cerebellum.
Science Code : 1005
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BOLUM 1

GIRIS

Yaklasik yilizy1l once kanser diinyada ¢ok yaygin bir hastalik degildi ancak son
yillarda iilkemizde ve diinyada kansere yakalanan insanlarin sayisi siirekli artis
gostermektedir. Diinyada yaklagik 2018 yilinda 11 milyon insana kanser teshisi
konuldu ve bu rakamin 2020 de 16 milyon olarak gergeklesebilecegi tahmin
edilmektedir. Glinlimiizde kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi,

hormon terapisi ve immiinoterapi kullanilmaktadir [1].

Kemoterapinin amaci kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint ve tliimdriin biiyiimesini
engellemektir. BOylece kanser hiicrelerinin yayilimi ve metastazi engellenebilir.
Kemoterapide kanser hiicreleri icin kullanilan toksik kimyasallar ayni zamanda
saglikli hiicrelere de zarar verir. Kemoterapik ajanlar DNA, RNA ve protein gibi
makromolekillerin sentezini engelleyerek neoplastik hiicrelerin oliimiine neden
olurlar. Kemoterapik ajanlar hiicrelerin ya dogrudan oliimiine neden olurlar veya
apoptosis mekanizmasini tetikleyerek hiicreyi apoptoza yonlendirir. Sitotoksik
ilaglarin birgogu S fazinda DNA sentezini inhibe ederken, Vinca alkoloidleri ve
Taxanlar M safhasinda mitotik spindellarin olusumunu engelleyerek hiicre

cogalmasini durdururlar [2].

Kemoterapide kullanilan ilaglar, alkilleyici ajanlar, sitotoksik ajanlar,
antimetabolitler, biyolojik cevap modifikatorleri, histon deasetilaz inhibitorleri,
hormonal ajanlar, monoklonal antikorlar, proteinkinaz inhibitorleri, taxanlar,
topoizomeraz inhibitérleri ve vinca alkoloidleri olmak {izere smiflandirilir [3].
Kemoterapide kullanilan alkilleyici ajanlar DNA'da negatif yiiklii gruplara kovalent
olarak baglanarak replikasyon ve transkripsiyon mekanizmalarini bozarlar [4].
Alkilleyici ajanlardan olan SK P450 enzim sistemleri tarafindan 4-

hydroksisiklophosphamide ve onun tautomeri olan aldophosphamide doéniistiirtiliir.



Aldophosphamid hiicre igersinde akrolein ve fosforamide dontisir ki bu iki
alkilleyici ajanda DNA’da kirilmalara ve hiicrede nekroz veya apoptoza neden olur
[5]. Akrolein ayn1 zamanda antioksidan sistemi engelleyerek memeli canlilarin
ozellikle de oksidatif strese duyarli olan beyinde, mutajenik olan serbest oksijen

radikallerini Giretimini artirir [6].

SK’nin hayvanlarda ¢ok sayida doku ve organ iizerinde olumsuz etkilere neden
olurken, ratlarin beyninde malondialdehit seviyesinin artirdigi ve serumlarinda
bilirubinin ve glutamat oxaloasetat transaminaz, glutamat piruvat transaminaz,
alkalin fosfataz ve serumlarin aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve
alkalin fosfataz gibi enzimlerin aktivitelerinin arttigi bilinmektedir. Ayrica SK
hayvanlarda beyinde ak madde de sinir hiicreleri ve liflerinde bosluklarin artmasina
ve beyin korteksinde mikroglia hiicrelerinin biiytikliikk ve sayilarinin artmasina neden

olur [6].

Hiicrelerde artan reaktif oksijen tiirleri oksidatif strese neden olurlar ve basta DNA
olmak {izere, proteinler, lipidler ve karbonhidratlara baglanarak onlarin yapilarinda
degisikliklere neden olurlar. Ozellikle DNA'da meydana gelen mutasyonlar ve
lipidlerin yikimi ile meydana gelen lipid peroksidasyonu hiicrelere zarar verir. Hiicre
icinde ve hiicreler arasi sivida bulunan antioksidan sistem elemanlari, enzimler,
vitaminler ve bircok antioksidan Ozellie sahip biyomolekiiller reaktif oksijen
tiirlerini daha az zararh tiirlere ¢evirerek veya onlarin reaktivitelerini notralize ederek

oksidatif strese kars1 hiicreleri korurlar [7].

Antioksidant ve noroprotektif 6zelliklerinden dolay1 gingko biloba (GB) M.O. 2800
yilindan beri Cinliler tarafindan kiiltiire edilmekte ve kullanilmaktadir. Ozellikle
Alzheimer basta olmak {izere sinir siStemi ve sinir sistemi iligkili hastaliklarin, beyne
giden damarlarda meydana gelen hastaliklarin, ¢evresel dolasim sistemi
hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu birgok ¢alisma ile gosterilmistir [8]. Ayrica
bitkinin ekstraklarinin antioksidan 6zelligine sahip olmasina bagl olarak karaciger
hasarina karsi koruyucu 6zelligine de sahip oldugu bulunmustur [9]. Giiniimiizde
Avrupa ve Amerika’da bir¢ok klinik uygulamalarda GB ekstraklar1 hafiza kayiplari,

Alzheimer, periferal damar rahatsizliklar, kulak ¢inlamasi, bas donmesi, beyin



kanamasinin neden oldugu nérolojik semptomlarin tedavisinde kullanilmistir [10,
11].

Bu ¢alisgmanin amaci, SK'nin si¢anlarin beyinciklerinde olusturdugu hasar iizerinde

GB'nin koruyucu etkisinin olup olmadigini aragtirmaktir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1. KEMOTERAPI VE KEMOTERAPIDE KULLANILAN ILACLAR

Kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapide temel amag; kanser hastasinin saglikli
hiicrelerine hasar vermeden tiimoriin biiylimesini ve kanserli hiicrelerin bolinmesini
engellemek veya yok etmektir. Kemoterapide bu yiizden hiicre ¢ogalmasini inhibe
eden ajanlar siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglar kanser hiicreleri gibi hizla
boliinen hiicrelerin yani sira bagirsak epitel hiicreleri, kemik iliginde hematopoietik
kok hiicreler ve sag¢ kokii folikiillerinin ¢ogalmasini engeller. Kemoterapi ilaglar
sadece kanserli hiicreleri segici olarak inhibe etmezler, bu nedenle hastalarda birgok
yan etkiye neden olurlar [2, 12]. Bunlar genel olarak mide bulantis1, kusma, halsizlik
ve yorgunluk, yeme isteginde azalma, kemik iliginde bulunan hemapoietik hiicrelerin
olumsuz etkilenmesine bagli olarak anemi, l6kopeni, trombositopeni, saglarda
dokiilme, mukozit, cilt problemleri, uykususuzluk, psikolojik problemler ve iireme
boyulukluklar1 seklinde belirtilebilir [13].

Kemoterapide yaygin olarak kullanila ilaglar asagida verilmistir [3, 4]:

1. Alkilleyici ajanlar: Altretamine, Bendamustine, Busulfan, Carmustine,
Chlorambucil, Cyclophosphamide, Dacarbazine, Ifosfamide, Lomustine,
Mechlorethamine, Melphalan, Procarbazine, Streptozocin, Temozolomide.

2. Antibiyotikler ~ve  Sitotoksik Ilaglar:  Bleomycin,  Dactinomycin,
Daunorubicin,  Doxorubicin,  Epirubicin,  Idarubicin,  Mitomycin,
Mitoxantrone, Plicamycin, Valrubicin.

3. Antimetabolitler: Antifolatlar (Methotrexate, Pemetrexed, Pralatrexate,
Trimetrexate), Piirin analoglar1 (Azathioprine, Cladribine, Fludarabine,

Mercaptopurine, Thioguanine), Pirimidine Analoglar1  (Azacitidine,



Capecitabine, Cytarabine, Decitabine, Floxuridine,
Fluorouracil, Gemcitabine, Trifluridine/Tipracil.

4. Biyolojik cevab1 modifiye edenler: Aldesleukin (IL-2), Denileukin Diftitox,
Interferon Gamma.

5. Histon deasetilaz inhibitorleri: Belinostat, Panobinostat, Romidepsin,
\orinostat.

6. Hormonal ajanlar:  Anti-androjenler  (Abiraterone,  Apalutamide,
Bicalutamide, Cyproterone, Enzalutamide, Flutamide, Nilutamide), Anti-
ostrojenler (Anastrozole, Exemestane, Fulvestrant, Letrozole, Raloxifene,
Tamoxifen, Toremifene), Gonadotropin Releasing Hormon Analoglari
(Degarelix, Goserelin, Histrelin, Leuprolide, Triptorelin).

7. Peptid Hormonlar: Lanreotide, Octreotide, Pasireotide.

8. Monoklonal Antikorlar: Alemtuzumab, Atezolizumab, Avelumab, vd.

9. Protein Kinaz Inhibitérleri: Abemaciclib, Acalabrutinib, Afatinib, vd.

10. Taxanlar: Cabazitaxel, Docetaxel, Paclitaxel.

11. Topoisomeraz inhibitérleri: Etoposide, Irinotecan, Teniposide, Topotecan.

12. Vinca Alkaloidleri: Vinblastine, Vincristine, Vinorelbine.

13. Diger: Asparaginaz (Pegaspargase), Bexarotene, Eribulin, Everolimus.

2.1.1. Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar, DNA ve protein gibi biyolojik molekiillere baglanarak yapilarinin
ve fonksiyonlarmin bozulmasma neden olan kimyasallardir. Ozellikle bu ajanlar
DNA'ya kovalent olarak baglandiklarinda DNA'y1 metilleyerek replikasyon
hatalarina neden olurlar. Ayrica hiicre boliinmesinin 6nlenmesinde ve kanser
tedavilerinde diisiik dozlarda kullanilmaktadir. Bu maddelerin kullanilmas1 mitozda

anormalliklere, kromozom kirilmalarina ve mutasyonlara neden oldugu bildirilmistir

[4]

2.1.2. Alkilleyici Ajanlarin Etki Mekanizmalari

Alkilleyici ajanlar niikleik asitler ve proteinlerdeki amin, karboksil, siilfidril veya

imidazol yapilar1 gibi niikleofilik gruplara kovalent olarak baglanarak yapilarinda



degisikliklere neden olurlar. Alkilleyici ilaglarin biiyiik bir kismi temozolomid, N-
metil-N -nitro-N-nitrosoguanidine ve dakarbazin gibi tek fonksiyonlu metilleyici
ajanlarken, bazilar1 nitrojen mustardlar (6rnegin chlorambucil ve SK gibi) ve
kloroetilasyon ajanlar gibi (6rnegin nimustin, carmustin, lomustin, ve fotemustin) iki
fonksiyonlu alkilleyicilerdir. Tekli metilleyici ajanlar DNA’daki bazlarin N- ve O-
atomlarina baglanirlar. Metilasyona ugrayan bazlarin %80'i azot (N) atomunun
metilasyonu ile ortaya ¢ikar. Metillenen DNA’daki bazlarin stabilitesi birbirinden
farklilik gosterir. Genel olarak oksijen atomunun metillenmesi ile olusan DNA
hasarlar1 (6rnegin OPalkylG ve O%alkylT) yiiksek oranda mutajenik ve toksiktir. Oysa
N atomunun alkillenmesi ile olusan hasarlar daha ¢ok sitotoksik ve daha az

mutajeniktir [14].

2.1.3. Siklofosfamid

SK, hardal alkilleyici ajanlar ailesi olan oksazafosforin'in bir iiyesidir (Sekil 2.1.).
1958 yilinda kesfedildiginden beri malignant tiimorlerin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Molekiil agirhigi 261.08 g/mol olan SK basta 16semi, lenfoma ve

meme kanseri olmak iizere giiniimiizde bir¢ok kanserin tedavisinde kullanilmaktadir

[5].

SK yiiksek dozlarda kullanildig1 zaman alkilleyici 6zelliginden dolayr DNA hasarina
neden olarak sitotoksik etki gosterir. Ancak diisiik dozlarda immiinomodiilatér
etkileri vardir. Klinik calismalarda yiiksek ve diisiik doz standardize olmamasina
ragmen diisiik dozlarda tek doz olarak SK 1-3mg/kg olarak uygulanirken, yiiksek
dozlarda 120 mg/kg’dan 1-2 g/kg olarak uygulanir [5].

2.1.4. Siklofosfamidin Metabolize Edilmesi

Siklofosfamidin kendisi ilag onciilidiir ve karacigerde P450 enzim sistemleri
tarafindan 4-hidroksisiklofosfamide ve onun tautomeri olan aldofosfamide
metabolize edilir ki bu metabolitler pasif tasima ile veya P-glikoproteinler araciligi
ile aktif olarak hiicre icine alinir. Sitoplazmada aktif iriinler olan akrolein ve

fosfamide doniitiriilir. Akrolein ve fosfamid DNA'ya kovalent olarak baglanarak



DNA kiriklarina neden olur. Fosfamid mustarlar1 hiicreyi apoptoz ve nekroza
yonlendiren DNA c¢apraz baglanmalarina da neden olur. Aldehit dehidrogenaz
enzimi aldofosfamidi toksik olmayan karboksifosfamide doniistiirken 4-OH-
siklofosfoamit enzimatik olarak 4-ketosiklofosfamide doniistiir. Karboksifosfamid
antioksidan molekiil olan glutatyon ile stabilize edilir [4, 5, 15]. Campagne ve
arkadaslarinin (2020) yaptig1 bir ¢alismaya gore SK ile tedavi edilen hastalarin kan
plazmalarinda 4-hidroksisiklofosfamid ve karboksietilfosfamid miktarinin arttig1

gozlemlenmistir [16].

2.1.5. Siklofosfamidin Etki Mekanizmalari

SK’nin metabolize edilmesi ile olusan fosfamid ve akrolein aktif metabolitler olup
DNA’nin alkillenmesine neden olur. Alkillenmis DNA hemen onarilir; bu miimkiin
degilse, hiicre dongiisiinii durduran ve DNA onarimi i¢in zaman saglayan p53 tiimor

baskilayic1 protein etkinlestirilir. Eger DNA’nin tamiri miimkiin olmazsa anti-
apoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-XI, ayrica NFKB proteinin aktivasyonu inhibe

edeilerek hiicre apoptoza neden olabilir. Ayrica aldofosfamit mitojen ile aktiflesen
protein kinaz (MAPK), JNK ve p38 fosforilasyonunu artirarak hiicre oliimiinii
hizlandirir [17].

2.1.6. Siklofosfamidin Yan Etkileri

SK'nin kanser tedavisinde kullanilmasinin yani1 sira birgok yan etkisi de
gozlemlenmistir. SK tedavisinin DNA hasarina neden olmasinin yani sira birgok
bagisiklik sisteminde onemli rol oynayan dendritik hiicreler, efektor T hiicreleri ve
NK hiicrelerinin fonksiyonlarini da etkiledigi tesbit edilmistir [5]. Ayrica hastalara
SK  uygulamasinmin  kemik iligi hiicrelerini  baskiladigi ve bdbreklerin
iltihaplanmasinin yani sira siniis biyokardisi, perikard ve miyokard gibi kalp

rahatsizliklarina neden oldugu gosterilmistir [18, 19, 20].

Caligmalar, SK'nin teratojenik etkileri oldugunu ve uzun siireli uygulamasinin
mesane, yemek borusu ve akciger kanserine neden oldugunu bildirmislerdir [18].

SK'nin bilinen en 6nemli etkisi DNA'da c¢apraz baglar olusturarak DNA'ya zarar



vermesidir. Tedavi sirasinda sadece kanserli hiicreleri degil saglikli hiicreleri de

etkiledigi i¢in birgok organda hasarlara neden olabilir [5].

SK, beyinde lipid peroksidasyonunun iiriinii olan Malondialdehid seviyesini arttirir
[21, 22, 23]. SK, yalnizca TNF alfa ve IL6 salgisini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
COX2, iNOS, NfkB ve p38-MAPK iiretimini de arttirir [24]. Ozellikle COX2 ve
INOS aktivitesinin artmasi oksidatif streste artisa neden olarak DNA'da oksidatif
hasara neden olur. Ayrica SK’nin beyin, kalp ve akcigerlerde katalaz ve siiperoksit
dismutaz aktivitesini ve plazmanin antioksidan kapasitesini azalttig1 belirlenmistir.
Buna ek olarak, SK uygulanmasinin glutatyon seviyesinde de azalmaya neden
oldugu bildirilmistir [22, 25].

2.2. BEYINCIK YAPISI

Serebellum, arka beynin en biiylk pargast olup, 4. ventrikiil,
medulla oblongata ve pons’un arkasinda bulunur. Beyincik,
lobus anterior, lobus medius ve lobus flocculonodularis olmak tizere 3 ana loba
ayrilir. Lobus anterior, serebellumun tist ylizeyinden goriilebilir ve lobus medius’tan
fissura prima denilen “V” seklinde bir yarik ile ayrilmistir. Lobus flocculonodularis,
fissura uvulonodularis’in arkasinda bulunur. Beyincik kenar1 boyunca uzanan fissura
horizontalis isimli derin yarik, organimn alt ve iist yiiziinii birbirinden ayirir. Insan

serebellum’inda yaklasik 50 milyar néron bulunur [26, 27].

2.2.1. Beyincigin Embriyolojisi

Serebellum’in metensefalonun lamina alarislerinin dorsal bdlimlerinden beyin
gelisiminin 40-45. giinlerinde gelismeye baslar. Lamina alarislerinin dorsal kisimlar1
iceri dogru kivrilarak  labium  rombensefalikumlari  olusturur.  Labium
rombensefalikumlar ise lamina cereballisleri meydana getirirler. Embriyonik

gelisimin 5. ayina dogru beyincikte fissuraeler ve folialar ortaya ¢ikar [28, 29].

Stratum ependymole, stratum palliale ve stratum marginale tabakalar1 primordium

cerebellare yapisini olusturur. Embriyonik gelisimin ileri dénemlerinde serebral



plagn istiinde corticalis superficialis tabakasint meydana getirirler. Bu sirada olusan
baz1 epitel hiicreler Purkinje hiicrelerine doniisiir. Embriyonik gelisimin 6. ayinda
lamina  corticalis superficialis'te  granuler, basket, stellat ve golgi
hiicreleri ortaya ¢ikar. Olusan bu hiicreler daha sonra Purkinje tabakasinda disari
dogru hareket ederek beyincigin korteks kismini meydana getriler. Bu olusum

dogumdan sonar devam eder ve yaklasik 1.5 yasinda tamamlanir [28, 29].

2.2.2. Beyincigin Anatomisi

Beyincik cortex cerebelli adi verilen bir dis kisim Ortiisii ile i¢te yer alan beyaz
cevher kisimlarindan meydana gelir. Korteksin gri cevheri {i¢ tabakaya ayrilabilir: 1)
molekiiler tabaka (dis tabaka), 2) Purkinje tabaka (orta tabaka), 3) graniiler tabaka (i¢
tabaka). Beyaz cevher kismi ise kiigiik boyutludur ve agacin dallarina benzer. Bu
ylzden arbor vitae olarak adlandirilir. Beyaz cevherde ii¢ farkli liften bulunmaktadir:

1) instrinsik 2) afferent, 3) efferent [26].

Beyincik korteks, kaslar, tendonlar ve eklemlerden istemli hareketlerle ilgili bilgileri
alir. Ayrica vestibiiler sinirden denge ve traktus tectocerebellaris'ten gérme hakkinda
bilgileri alir. Ozetle beyincik istemli hareketler ve postiiriin kontroliinde ¢ok énemli
rol oynar. Bilincimiz diginda istemli kaslarin kasilmalar1 {izerinde etkili oldugu

saptanmistir [26].

2.2.3. Beyincigin Histolojisi

Beyincigin dig kismu1 (korteks) gri maddeden ve i¢ kismi beyaz maddeden meydana
gelir. Korteks, disarida molekiiler tabaka, ortada Purkinjhe hiicrelerinin bulundugu
kisim ve igeride graniiler tabakadan olusmaktadir. Molekiiler ve graniiler tabaka
arasinda Purkinje hiicreleri bulunur ve her Purkinje hiicresinin dendtritleri molekiiler
tabakaya dogru dallanma gosterir. Purkinje hiicrelerinin aksonlar1 ise bilgileri
cerebellum'dan disariya dogru ¢ikarir. Molekiiler tabakanin dis kismi yogun norofil
networku ve kiigiik noronlar1 barindirmaktadir. Graniiler tabaka, aksonlarini
molekiiler katmana gonderen graniiler hiicreler icermektedir. Graniiler hiicre aksonlar

Purkinje ve Basket hiicreleri ile sinaps yaparlar [30].



2.3. OKSIDATIF STRES ve ANTIOKSIDAN SiSTEM

Serbest radikaller son yoriingelerinde paylasiimamis elektron bulundururlar. Bu
ylizden kararsiz molekiillerdir ve diger molekiillere baglanarak kararli hale gegmeye
calisirlar. Hiicrelerde 6zellikle baglandiklart DNA, protein, yag ve karbonhidratlarin
yapilarinda degisiklik ve hasara neden olurlar. Hiicrelerde en yaygin iiretilen
radikaller reaktif oksijen tiirleridir. Hiicrelerdeki ROT’lerin kaynagi mitokondrideki
elektron tagima zinciri, doymamis yag asitlerinin ve katekolaminlerin oksidasyonu
ile NADPH bagimli oksidazlardir. Bunlarin disinda zararli gazlar, radyasyon, ilaglar,

alkol ve patojenler de ROT iiretimini arttirirlar [31, 32, 33].

Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen, peroksil ve
alkoksil radikalleri en 6nemli ROT’lardir [31, 34, 35].

2.3.1. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar serbest radikal olusumunu engelleyen veya onlari nétralize eden
molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre

dis1 olmak iizere ikiye ayrilir.

Hiicre i¢i antioksidan sistem, enzimatik (SOD, CAT, GST, TRX, PRX ve GPx) ve
enzimatik olmayan elemanlara (GSH, o- tokoferol ve B-karoten, askorbat, transferin,
seruloplazmin ve bilirubindir) sahiptir. Hiicrelerde ayrica antioksidan sisteminin
onemli elemanlar1 olarak metallotionin gibi serbest radikal yok ediciler ile Zn gibi iz
elementlerde sayilabilir [31, 32, 36].

DNA, protein, lipit ve karbonhidrat gibi hiicrelerde oksitlenebilecek maddeler canli
yasami i¢in hayati 6neme sahiptir ve bu molekiillerin oksidasyonu hiicrede mutasyon
ve hasarlara neden olur. Antioksidan sistem bu molekiilleri oksidatif stresin yikici
etkisine karsi korur. Antioksidan enzimlerin ekspresyon seviyeleri ve hiicrelerde
bulunduklar1 kisimlar birbirinden farklidir. Ayrica enzimatik olmayan antioksidanlar
ya enzimler ile birlikte ¢aligarak yada dogrudan ROT ile tepkimeye girerek oksidatif

stresi azaltir [36]. Enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz, glutatyon
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peroksidaz, ve katalaz enzimleri ayirt edilebilir. Bunlarin yaninda enzimatik olmayan

antioksidanlara glutatyon ve thioredoksin 6rnek gosterilebilir [32, 35].

2.4. GINKGO BIiLOBA’NIN FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI

GB’nin yapraklarinin tedavide kullanilmasi hakkinda ilk yazili metin 16. ylizyil da
cinli yazar Liu Wen Tai tarafindan kaleme alinmistir. Bu yapraklarin ekstraktlari,
sinirsel hastaliklar i¢in kullanilan en popiiler bitki ekstraktlarindan biridir. Ancak bu

ekstraktlarin etki mekanizmalar1 kismen anlagilmistir [37].

GB’nin ekstraktlari hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmigtir. Bu ¢aligmalar
Yoshikava ve arkadaslar1 (1999) tarafindan 6zetlenmistir. Yapilan arastirmalar, GB
ekstrelerinin  unutkanlik ve demansa karsi olumlu etkilerinin  oldugunu,
kardiyopulmoner baypas ameliyatlar1 sonrasi hastalarda oksidatif stresi ve
miyoglobin sizintisin1 azalttigini gostermistir. Bununla birlikte periferik damar
hastaliklari, Alzheimer ve serebral ve okuler kan akisinin azalmasi gibi kronik
vaskiiler yetmezlikleri olan hastaliklarin tedavisinde de olumlu etkileri oldugu
gosterilmistir  [10]. Ayrica noroprotektif etkilerinin oldugu bir¢ok ¢alismada
gosterilis olmasma ragmen mekanizmasi tam olarak aciklanmamistir. GB’nin
koryucu etkileri muhtemelen oksidatif stresin azaltmasindan kaynaklanmaktadir [11].
GB flavonoidler, terpen trilacktonlar, proantosiyanidinler, ginkgolik asitler,
biflavonlar, poliflavonlar ve ginkgotoksinler gibi bircok bilesen icerir. Igerik
analizlerindeki farkliliklar bitkinin toplandigi déneme, ortamin kurak veya nemli
olmasina bagli olarak degisiklik gostermektedir. GB’nin standartlastirilmg iki tiriini
(EGb761 ve LI 1370) biiyiik oranda iki dnemli molekiiliin varligini géstermektedir:
terpen trilaktonlar (ginkgolide A (GKA), B (GKB), C (GKC), J (GKJ) ve bilobalide
[38]. Ude ve ark. (2013) yazmis olduklar1 derleme g¢alismalarinda GB’nin igerik

analizleri ile ilgili bir¢ok farkli arastirmalarin sonuglari karsilagtirilmistir [38].

2.4.1. Ginkgo Biloba’nmin Noroprotektif Etkileri

GB verilen hayvanlarda GB’nin norotoksisite ve parkinson hastaligina karsi 6nleyici

etkisi oldugu belirlenmistir [39]. Diger bir ¢alismada, monoamin oksidazlarin stresle
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inhibe edilmesine karsi kotuyucu rol oynadigi saptlanmistir. GB’nin Alzheimer
hastaligina kars1 koruyucu etkisinin yanmi sira hafizay1 gii¢lendirdigi ve zihinsel
problemlere karsi positif etkileri oldugu rapor edilmistir. GB'nin anti-anksiyete ve
orta diizeyde anti-depresyon oOzelliklerinin monoamin oksidaz-A ve monoamin
oksidaz-B  enzimlerinin geri  donilisimlii  inhibisyonundan kaynaklandigi

distintilmektedir [8, 40].

Ayrica GB’nin beyinde meydana gelen hasarlarin tedavisnde kullanilan ilaglarin
etkilerini gii¢lendirildigi gosterilmistir. GB’nin igerisinde bulunan alkoloid ketonlar,
aminoasitler, siyanojenik glikosidler ve fenollerin beyinde kan dolasimini artirarark
anksiyete, sizofreni ve depresyonun neden oldugu problemlerin azalmasina sebep

olmustur [8].

Bir¢ok klinik calismada, GB hafiza kayiplari, Alzheimer, periferal damar
rahatsizliklari, kulak c¢inlamasi, bas donmesi, beyin kanamasinin neden oldugu
norolojik semptomlarin tedavisinde kullanilmistir. Bu maddenin klinik kullanimlari
ve problemleri Yoshikava ve arkadaslari (1999) ile Ponto ve Schultz (2003)
tarafindan detayl olarak tartisilmistir [10, 11].

2.4.2. Ginkgo Biloba’nmin Antioksidan Etkileri

GB, temizleyici etkisi ile H202 kaynakli ve demir iyonlarina bagl lipid
peroksidasyonunu, hidroksil ve siiperoksit radikallerini azaltir. Ayrica bu antioksidan
H202 nin neden oldugu apoptozisi inhibe ettigini Ve oksidatif strese bagli yaslanmay1
geciktirdigini gosterilmistir. H2O2 miktarindaki artisa baglh olarak sinir hiicrelerinde
apoptozis artar. GB igerdikleri antioksidant molekiiller nedeniyle H202’nin bu
olumsuz etkisine karsi sinir hiicrelerini korudugu ve bu nedenle ndroprotektif

ozellige sahip oldugu belirtilmistir [41, 42].
GB ekstraktinin serbest radikal temizleyici etkisinden dolay1 Na-K-ATPaz hasar1 ve

lipid peroksidasyonunun neden oldugu beyin felcine karst koruyucu bir etkiye sahip

oldugu gosterilmistir [11, 42].
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2.4.3. Ginkgo Biloba’min Anti-inflamatuar Etkileri

Yapilan calismalara gére GB’nin anti-inflamatuar etkileri aciklanmistir. Cheng ve
ark. RAW264.7 murine makrofaj hiicre hatlarinda GB’den izole ettikleri ve nadir
olarak bulunan interlokin (IL)-6, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
siklooksigenazin mRNA seviyelerini azaltarak anti-inflamatuar etkiler gosterdiklerini
bildirmiglerdir [43]. Ayrica arsenik zehirlenmesine maruz kalan 81 hasta iizerinde
yapilan bir ¢calismada GB grubunda bu zehirlenmeye bagl artan IL-17A ve IL-6
diizeylerinin azaldig1 belirlendi [44].

2.4.4. Ginkgo Biloba’nin Ostrojenik and Anti-Ostrojenik Etkileri

Ostrojenin karaciger, kemikler, beyin, kan damarlar1 ve yag doku gibi bir¢ok doku ve
organ iizerinde etkileri vardir. Ostrojen fazlalig1 insanlarda meme, endometrium,
yumurtalik ve prostat kanserlerine neden olmaktadir. Ostrojenin yetersiz diizeyde
bulunmas1 ise menopozal septomlar ile osteoporoz ve kalp damar hastaliklarina
neden olur. GB ekstraklari ¢ok sayida quersetin, kaemferol ve isorhamnetin gibi
flvonoidleri igerir. Bu ylizden alternatif hormon tedavilerinde kullanilabilecegi
diisiiniilmiis ve Seung-Min ve arkadaslar tarafindan (2004) arastirilmistir. Yapilan
calisgmaya gore GB ekstraklarinin ve igerisindeki Onemli bilesenlerinin zayif

Ostrojenik aktiviteye neden olduklar1 belirlenmistir [45].

Ayrica ayni arastirma grubu tarafindan yapilan diger bir caligmaya gore ise, GB
ekstraklarmin Ostrojen reseptorlerinin aktivitesini ve sentezini engelleyerek anti-

ostrojenik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir [46].

2.4.5. Ginkgo Biloba’min Anti-Kanserojenik Etkileri

GB, cesitli kanser hiicreleri tizerinde engelleyici etkilere sahiptir. Meme kanseri
hiicreleri iizerinde yapilan bir caligmada GB ekstraktinin insan meme kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve biiyiimesini engelledigi belirlenmistir [47]. Ayrica GB
den izole edilen Bilobetin ve isoginkgetin molekiilleri, HeLa hiicrelerinde G2/m

fazinda hiicre boliinmesini inhibe ettigi ve pro-apoptotik protein Bax ve kaspas 3’1
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active ederek apoptoza neden olabilir. Aristirmalar bilobetinin antiapoptotik protein
Bcl-2’yi inhibe ederek apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir [48]. GB ekstraktindan
elde edilen glikozidik flavonoidlerin, antioksidan Ozelliklerinden dolayr tiimor
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Sarkoma 108 tasiyan farelerde ve lokemi-
1210 hiicre hatlar iizerinde yapilan ¢alismada, bu hiicrelerde sitotoksik etkilerinin

oldugu belirlenmistir [49].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. DENEY HAYVANLARI

Selguk Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan 30.04.2021 tarihinde
2021/13 sayilt Etik Kurul onayr alindiktan sonra calismamiz baglatilmis olup tiim
calisma siireci deney hayvanlari ¢alisma etigine uygun sekilde yiiriitiildi. Calismanin
stereolojik ve histolojik uygulamalar1 Karabiik Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismamizda
12 haftalik, ortalama 230-280 gram 20 gebe Wistar Albino sigan (Selguk Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma merkezi) kullanildi. Siganlar altlar1 plastik,
st tel olan Ozel kafeslere yerlestirildi. Calisma boyunca siganlar oda isisinda
(23+£2°C), %20-30 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan
ortamda takip edildi. Siganlara yeteri kadar ¢esme suyu ve standart sigan pelet yemi

verildi.

Sekil 3.1. Mevcut ¢alismanin wistar albino siganlari.
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3.2. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Sicanlar, rastgele 6rnekleme yontemi ile segilerek ve her grupta ii¢ adet erkek sican,
dort disi sigandan olusan her bir ¢alisma grubunun kafesine konuldu. Bir gece uygun
sartlar altinda bekleyen sicanlarda ertesi giin vajinal plak gozlenenler gebe kabul
edildi ve o giin 0. giin olarak kaydedildi. Si¢anlar bunu takiben denecy asamasina

alinarak gebelikleri siiresince deney islemlerine tabi tutuldular.

Her grupta 4 gebe sigan olacak sekilde asagida belirtildigi gibi 5 gruba ayrildilar:

I. grup: Kontrol grubu (n:4)

I1. grup: Sham grubu (sham) (n:4)

I11. grup: Siklofosfamid (SK) grup (n: 4)

IV. grup: Ginkgo biloba (GB) (n: 4)

V. grup: Siklofosfamid + Ginkgo biloba (SK+GB) (n: 4)

Deneye baslamadan 6nce agirliklar1 230-280 g arasinda degisen her gruptaki siganlar
ayri ayr1 ¢alisma grubu kafeslerine konuldu ve deneme islemleri i¢in hazir tutuldular.
Dogumdan sonra yavrulara herhangi bir islem yapilmadan 32 giin siiresince uygun
kosullarda yasamalar1 saglandi. Bu calismanin sonunda bir gruptaki her bir anne
siganin iki disi yavrusu alinarak sekiz hayvandan olusan deney sonrasi gruplar
olusturuldu. Daha sonra 32 giinliik disi si¢anlara anestezi altinda kardiyak perfiizyon

yapildiktan sonra beyincikleri ¢ikarildi.

I. Grup: Kontrol Grubu

Bu gruptaki saglikli deneylerden olusan gebe siganlar iizerinde herhangi bir islem
yapilmadi. Dogum sonrasi yavru siganlar anne siitli ve standart diyet (pelet yem) ile
ortalama 32 giin boyunca beslendi. Diyet kisitlamasi yapilmadi ve igme suyu olarak
musluk suyu verildi. Yavrular iizerinde herhangi bir islem yapilmadi. Bu gruptaki
yavru disi siganlar 32 giin bekleme siiresinden sonra kardiyak perflizyon yapilip

beyincik dokulari ¢ikarildu.
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Il. Grup: Sham Grubu

Sterse maruz kalan deneylerden olusan siganlar standart pelet diyet ile gebelikleri
stiresince ortalama 21 giin boyunca beslenendi. Siganlarin diger gruplarda stres
yasayacaklari1 disilintilerek, bu grup olusturuldu. Siganlara gebeligin 13. giiniinden
itibaren agizdan fizyolojik salin verildi. Bu gruptaki yavru disi siganlar iizerinde
herhangi bir iglem yapilmadi ve 32 giiniin sonunda kardiyak perfiizyon islemleri

yapilip beyincik dokulari ¢ikartildi.

Sekil 3.2. Fizyolojik salin deney diizenegi.

I11. Grup: Siklofosfamid (SK)

Standart sican pelet yem ile gebelikleri siiresince ortalama 21 giin beslendi ve igme
suyu olarak musluk suyu verildi. Bu gruptaki her bir gebe si¢ana 13. giinden itibaren
20 mg/kg tek bir doz SK intraperitoneal olarak uygulandi. Bu grubun yavru disi
siganlar1 iizerinde herhangi bir islem yapilmadi ve 32 giinlin sonunda kardiyak

perfiizyon islemleri yapilip beyin dokular: ¢ikarildi.
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Sekil 3.3. Siklofosfamide maruz kalma deney diizenegi.

IV. Grup: Ginkgo Biloba (GB)

Bu gruptaki denekler standart sican pelet yem ile deney siiresince ortalama 21 giin
beslendi ve igme suyu olarak musluk suyu verildi. Her bir sigcana 13. giin itibari ile
gebelikleri siiresince her giin oral olarak 80 mg/kg GB verilmistir. Bu gruptaki yavru
disi sicanlar iizerinde herhangi bir islem yapilmadi ve 32 giinlin sonunda her bir
hayvana pasif sakinma testi uygulandi ve 2 giinliik test siiresinin ardindan kardiyak

perfiizyon islemleri yapilip beyin dokulari ¢ikartildi.
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Sekil 3.4. Ginkgo biloba maruz kalma deney diizenegi.

V. Grup: Siklofosfamid + Ginkgo biloba (SK+GB)

Bu gruptaki denekler standart sican pelet yem ile deney siiresince ortalama 21 giin
beslendi ve igme suyu olarak musluk suyu verildi. her bir gebe sigana, 13. giinde tek
doz intraperitoneal olarak 20 mg/kg SK yani sira 13. giin itibari ile gebelikleri
stiresince oral olarak 80 mg/kg/giin GB verildi. Dogumdan sonra yavru disi siganlar
iizerinde herhangi bir islem yapilmadi ve 32 giiniin sonunda kardiyak perfiizyon

islemleri yapilip beyincik dokular1 ¢ikartildi.
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Cizelge 3.1. Gebe siganlarin ¢alisma ve kontrol gruplarinin tanimlanmas.

l. grup 4 adet disi sigan + 3 adet | Kontrol grup, siganlar iizerinde herhangi

erkek sicandan olusur bir islem yapilmadi

Il.grup |4 adet disi sigan + 3 adet | Sham grup, siganlara fizyolojik salin

erkek sigandan olusur verildi
Il.grup | 4 adet disi sigan + 3 adet | Siklofosfamid grup, siganlar
erkek sicandan olusur siklofosfamide maruz birakildi

IV.grup |4 adet disi sigan + 3 adet | Ginkgo biloba grup, siganlara ginkgo

erkek sigandan olusur biloba uygulandi

V.grup |4 adet disi sigan + 3 adet | Siklofosfamid + ginkgo biloba grup,
erkek sicandan olusur siganlar  siklofosfamid ve  ginkgo

bilobaya maruz birakildi

Cizelge 3.2. Yavru sicanlarin ¢alisma ve kontrol gruplarinin tanimlanmasi.

I. grup 8 disi yavrudan olugsur | Kontrol grubu, sigcanlar herhangi bir

uygulamaya tabi tutulmadi

Il. grup 8 disi yavrudan olusur | Sham  grubu, si¢anlar herhangi bir

uygulamaya tabi tutulmadi

Il. grup | 8 disi yavrudan olusur | Siklofosfamid grup, si¢anlar herhangi bir

uygulamaya tabi tutulmadi

IV.grup | 8disi yavrudan olusur | Ginkgo biloba grup, sicanlar herhangi bir

uygulamaya tabi tutulmadi

V.grup | 8 disi yavrudan olusur | Siklofosfamid + ginkgo biloba grup, siganlar

herhangi bir uygulamaya tabi tutulmadi

3.3. DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

3.3.1. Perfiizyon

Hayvanlar perfiizyon islemine alinmadan 6nce tartildi. Deney suresinin sonunda (32.
giin), perfiize edilerek beyincik dokular ¢ikarildi. Hayvanlar, perfiizyona alinmadan

12 saat Once a¢ tutuldu ve perflizyon islemi icin gerekli olan tiim soliisyonlar ve
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maddeler bir giin O6nceden hazirlandi. Deney siiresi sonunda tiim siganlara
intramuscular (IM) ketamin (80-100 mg/kg viicut agirhigina) ve xylazin (7-10 mg/kg
viicut agirligina) uygulamasi ile genel anestezi saglandi. Derin anestezi altina alinan
sicanlar (alt ekstremite refleksi ile kontrol edildi) sirt Gstii bir 1zgara {izerine tespit
edildikten sonra pens ve makas yardimiyla diyaframin altindan, yukari-saga ve sola

dogru ilerleyerek gogiis kafesi agildi, kalp ortaya ¢ikarildi.

Kalp calisir vaziyetteyken perfiizyon setinin dokuya saplanacak olan plastik kaniilii
sol ventrikiil apeksine yakin bir yerdan girilerek kalbe yerlestirildi. Bu islem ile ortak
zamanli olarak bir mikromakas yardimiyla sag atriyumda kiiciik bir kesi yapildi.
Venoz kanin geldigi izlendi. Sag atriumdan akan kanin rengi yaklagik 1-1,5 dakika
stiresince berraklasincaya kadar plastik kaniil aracilifi ile intrakardiyak yoldan
%0,9’luk serum fizyolojik wuygulandi. Serum fizyolojik ile wviicuttaki kan
damarlarinin limenleri kandan temizlendikten sonra yine ayni yol kullanilarak
yaklasik 3-4 dakika zamanla tamponlanmis %10’luk nétral formalin verilerek tespit
dogrulandi. Perflizyon islemi siiresince siganlar izlendi ve formalin fiksasyonunun
belirtisi olan ekstremitelerdeki tetanik kasilmalar gozlendi. Beyincikler perfiizyonun

bitiminden hemen sonra ¢ikarildi.

Kafatasinin beyincik ve kas kismi uzaklastirildiktan sonra beyincigin ¢ikartilmasi
icin kafatas1 kemikleri kemik makasiyla titizli bir sekilde kirildi. Beyincigin hasar

gormemesine azami derecede dikkat edildi, beyincikleri tamamen ¢ikarildi.

Disekte edilen beyincik dokular1 %10'luk formol iceren 6zel siselere konuldu ve bir
hafta tespit soliisyonu igerisinde post fiksasyona tabi tutuldular. Bu arada tespit
sollisyonu birka¢ kez degistirildi. Bir hafta fiksatif icerisinde birakilan beyincikler
histolojik takip islemine alind1 (Cizelge 3).

21



Cizelge 3.3. Beyinciklerin doku takibinde kullanilan kimyasallar ve siireleri.

Kimyasal Soliisyon Siire
%70’lik alkol 1 gece
%80’lik alkol 1 saat
%96’1l1k alkol | saat
%100’ltk alkol | saat
%100’lik alkol 1 saat
%100’ltk alkol | saat
Ksilen + %100’liik alkol 25 dakika
Ksilen 35 dakika
Paraplast 1 saat (60 °C lik etiivde)
Paraplast 1 saat
Paraplast 1 saat

3.3.2. Rutin Histolojik Doku Takip Islemi

Beyincikler %10’luk formol tespit soliisyonundan ¢ikarildi ve bir gece akar suda
yikandi. Yikama isleminin ardindan ¢izelge
prosediirlerine gecildi. Siganlarin beyincikleri histolojik doku takip islemlerinden

sonra 58°C sicakligindaki paraplast i¢ine metal ‘L’ demiri destek ile gomiildiiler

(Cizelge 3, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Doku takibi sonrasinda L demirine gomiilmiis beyincik dokulari.

3.3.3. Kesit Alma Yontemi

Calisma i¢in secilen beyincik dokularindan kesitlerin elde edilme asamasina
gecmeden once bir 6n calisma yiiriitiilerek ¢alismanin stratejisi belirlendi. On
calisma ardinda calismamiz i¢in sagittal diizlemde kesitlerin alinmasinin uyumlu
olduguna karar verildi. Ardisik ilk disektor ¢ift kesitinin rastgele se¢ilmesinden sonra
kesitlere 1/50 oraninda sistematik rasgele &rnekleme (SRO) kurali uyguland.
Hazirlanan bloklar, sagittal diizlemde, tek kullanimlik metal bigaklar kullanilarak
rotary mikrotomu ile 7 um kalinliginda alind1 (Sekil 3.6). Her 1/50 oraninda 7 um’lik
ince kesitler alindi. Ayrica histopatolojik inceleme icin 5 pm kalinliginda doku
kesitleri alindi. Her bloktaki beyincik horizontal diizlemde tiimiiyle kesildi. Kesit
almaya baslamadan Once benmari icindeki su 45 °C’ye kadar isitildi. Alinan
kesitlerin bu havuzda tamamen ag¢ilmasi saglandi. Boyama islemine baslamadan dnce
bir gece etiivde bekletilen kesitlerin paraplasttan uzaklastirilarak lama yapigmasi
saglanmis oldu. Bu 6rnekleme sonucunda her bir hayvandan ortalama 18 kesit elde
edildi.
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Sekil 3.6. Rotary mikrotom.

3.3.4. Boyama Islemi

Doku kesitleri kresil viyole ile boyandi. Kresil viyole boyama ¢ozeltisi, 0.1 g kresil
viyole 100 ml distile su i¢inde ¢dziilerek hazirlandi. Kesitlerin boyanmasi sirasinda
kullanilan boya ve soliisyonlar Cizelge 3.3’te belirtildigi gibi hazirlandi. Standart
kresil viole boyama islemleri yapilirken, doku 6zelliklerine gore boyada bekleme
stiresi, boyanin sican beyincik dokusuna penetrasyon siiresi dikkate alinarak {i¢
dakika olarak belirlendi. Boyama islemi oncesinde, kresil viyole ¢ozeltisi etiive
konularak yaklasik 58°C sicakliga kadar 1sitildi. Daha sonra kesitlerinin boyanmasi

i¢in sirastyla asagidaki islemler yapildi (Cizelge 3.4).
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Sekil 3.7. Kresil viyole boyamasi sonrasi kesitlerin gériiniimii.

Cizelge 3.4. Kesitlerin boyanmasinda kullanilan kimyasallar ve siireleri.

Kullanilan Soliisyonlar Siireleri
Ksilen (x3) 30 dakika
%100°1iik alkol 10 dakika
%96’11k alkol 10 dakika
%80’lik alkol 10 dakika
%70’lik alkol 10 dakika
Distile su 10 dakika
Kresil viyole 2 dakika
Distile su 5 dakika
%70’lik alkol 3 dakika
%80’lik alkol 3 dakika
%96’1ik alkol 3 dakika
%100’1iik alkol 10 dakika
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
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3.4. STEREOLOJIK ANALIZLER

3.4.1. Purkinje Hiicrelerinin Sayisal Yogunlugu

Toplam Purkinje hiicre sayisinin tahmini, tarafsiz bir stereolojik yontemi olan
fiziksel disektor teknigi kullanilarak yapildi [50]. Fiziksel disektor, "t" mesafesi ile
ayrilmis iki fiziksel ardisik kesit tarafindan olusturulan sanal bir {i¢ boyutlu hacimde
mikroskobik parcaciklari tarafsiz bir sekilde saymamiza izin veren bir yontemdir. Bu
metodun uygulanmasi icin fiziksel olarak ayri iki ardisik kesit gerekir. Bu iki kesit
diizleminden biri “referans kesit”, digeri ise “gozlem kesit” olarak secilmelidir.
Ayiricr ilkesinin temel kurali, referans kesitinde goriinen ancak gozlem kesitinde
goriinmeyen parcacik profillerini saymaktir. Boyle bir yaklagim, 6rneklenen disektor
ciftleri arasinda yer alan parcacik uglarminin bulunmasini saglar. Ayiricr ¢iftleri
olusturan kesit diizlemleri birbirine paralel olmalidir. Bu hizalama dogru bir sekilde
saglanmazsa, elde edilen disektdr hacim tahmini ve dolayisiyla pargacik tahmininin

sayisal yogunlugu yanlis olacaktir.

Uygun kesit araligin1 ve orneklenen kesit sayisini belirlemek icin bir pilot ¢alisma
yapilmustir. Pilot ¢alismada her sicandan SRO yoluyla elde edilen on sekiz cift kesit
Purkinje hiicrelerinin sayisal yogunlugunu tahmin etmek icin kullanildi. Calismamiz
icin kesit aralik orani1 1/50 idi. Her bir sigan i¢in 18 disektor ¢ifti elde etmek i¢in her

doku blogundan 7 um kalinliginda ardisik iki kesit alindu.

Her ardisik disektor c¢iftinin dort farkli sayma alani, bir ekranli mikroskobu
kullanilarak x20 biiyiitmede fotograflandi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Beyincik kesitlerinin goriintiilii mikroskop altinda incelenmesi.

Gortintiiler lizerinde tarafsiz bir sayim ¢ergevesi kullanarak hiicre sayimi yapilmistir
[51]. Tamamen sayim cercevesi i¢inde bulunan ve dahil kenarlar (yesil) tizerine
isabet eden Purkinje hiicre profilleri sayildi; yasak (kirmizi) kenarlarina isabet eden
izdiismeler sayimdan c¢ikarildi. Referans ve gozlem kesitlerinden elde edilen
goriintiiler Image] programi kullanilarak karsilastirildi (Sekil.3.10). Sayim cercevesi
kurallarina gore, referans kesitlerinde bulunan ancak gozlem kesitlerde bulunmayan
her Purkinje hiicre profili sayildi. Noronlarin sayisal yogunlugu su sekilde hesaplandi

[52]:

_¥Q-

N
A% v

(3.1)

"¥Q", disektor noron sayisidir ve "Xv", sayim ¢er¢ivesinin toplam hacimleridir. Son
olarak, toplam beyincik ndron sayis1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi
[52, 53]:

N (toplam Purkinje hiicre sayis1) = Ny, X V¢ (32)

"Nv", Purkinje hiicrelerin saysal yogunlugu ve " Vref ", ortalama beyincik hacmidir.
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Sekil 3.9. Fiziksel disektor (a ve b) yonteminin stereolojik prosediirii izlenmektedir.
Kirmiz1 gizgiler; yasak kenarlar, yesil ¢izgiler; dahil kenarlar, a; referans
kesit goriintiisii, b; gézlem kesit goriintiisiinii gostermektedir.

3.4.2. Beyincik Hacmi

Her siganin beyinciginin referans hacmi, Cavalieri metodu kullanilarak tahmin edildi
[51, 52, 54]. Beyincik kesitlerinden fotograflanan goriintiilere rastgele noktali alan
Olglim cetveli yerlestirildi, ardindan ilgili bolgelere isabet eden noktalar sayildi. Bu
islem dokulardan orneklenen tiim kesitlerin ilgili bolgesinin alan1 hesaplanirken
yapilir. Sonrasinda, beyincik kesitlerinin ilgili bolgesine isabet eden toplam nokta
sayist, nokta ile iligkili alan ile ¢arpilmasi sonucunda yiizey alani asagidaki su sekilde

hesaplandi:
Alan (A7) = a(p) ¥ ), p (33)

“a(p)”, kesit lizer isabet eden her bir noktanin alanin1 ve “XP”, ilgilenilen bolgelere
isabet eden toplam nokta sayisin1 belirmektedir. Tiim kesitlerin toplam alan degeri

asagidaki formiil kullanilarak elde edildi:

Alan (A)=A1+A2+As+ ... (3.4)

Son olarak, beyinciklerin ilgi bolgelerinin hacimleri su sekilde hesaplandi:

Volume (v) =) A xt (3.5)
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"t", her Kkesitin ve kesit araligin toplam kalinligidir ve "XA", ilgili bolgelerin toplam

alanmidir.

Sekil 3.10. Cavalieri yonteminin stereolojik prosediirii izlenmektedir.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz, IBM siiriim 25.0 SPSS yazilimi (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
kullanilarak yapildi. Veriler normal olarak dagilmistir, bu nedenle analiz i¢in One-
Way ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
(SD) olarak ifade edildi. 0,05'ten kiigiik P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. STEREOLOJIK BULGULAR

4.1.1. Toplam Purkinje Hiicre Sayis1

Verilerin istatistiksel analizi, SK grubunda toplam Purkinje hiicre sayilarinin kontrol
grubuna gore anlaml olarak azalttigini gostermistir (p<0,01). Sham, GB ve SK+GB
ile kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. SK+GB
grubundaki siganlara GB uygulanmasinin SK grubuna gore toplam Purkinje hiicre
sayisinda anlamli bir artis saptlandi (p<0,05). Ayrica SK (p<0,01) ve SK+GB
(p<0,01) gruplarinda toplam Purkinje hiicre sayis1t GB grubuna gore anlamli olarak
azalmistir (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. Toplam purkinje hiicre say1 degerleri (x10?) (Ortalama + SD).

Gruplar Purkinje Hiicre Sayilari
Kontrol 2536+ 115
Sham 2527+ 98
SK 1736 + 86
GB 2899 + 44
SK+GB 2285+ 12
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Sekil 4.1. Toplam purkinje hiicre say1 degerleri. *; SK ile kontrol gruplari arasinda
(p<0,01), **; SK ile sham gruplar arasinda (p<0,01), + SK ile GB
gruplar arasinda (p<0,01), #; SK ile SK+GB gruplari arasinda (p<0,05).
&; GB ile SK+GB gruplar1 arasinda (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli
farkilar1 gostermektedir

4.1.2. Ortalama Molekiiler Tabaka Hacmi

Bulgularimiz, SK’nin ortalama molekiiler tabaka hacmi {izerine olumsuz bir etkisi
oldugunu gosterdi. SK grubunda ortalama molekiiler tabaka hacmi kontrol grubuna
gore istatistiksel olark anlamli azaltmistir (p<0,01). Aksine GB'nin SK+GB grubuna
uygulanmasi, SK grubuna gore ortalama molekiiler tabaka hacminde anlamli bir
artisla sonugland1 (p<0,01). Sham, GB ve SK+GB ile kontrol gruplar arasinda
anlamli fark bulunmadi. Buna ek olarak, SK (p<0,01) ve SK+GB (p<0,05)
gruplarinda GB grubuna gore anlamli olarak azalmistir (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.2. Ortalama molekiiler tabaka hacmim degerleri (Ortlama = (SD).

Gruplar Ortalama Molekiiler Tabaka Hacmi
Kontrol 77,57 £ 3,72
Sham 75,26 £ 2,43
SK 57,55+2,43
GB 83,21+ 1,29
SK+GB 71,10 + 3,46

Ortlama Molekiiler Tabaka Hacmi
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Sekil 4.2. Ortalama molekiiler tabaka hacim degerleri. *; SK ile kontrol gruplar
arasinda (p<0,01), **; SK ile sham gruplar1 arasinda (p<0,01), + SK ile
GB gruplar arasinda (p<0,01), #, SK ile SK+GB gruplari arasinda
(p<0,05). &; GB ile SK+GB gruplar1 arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak
anlaml farkilar1 gostermektedir.

4.1.3. Ortalama Graniiler Tabaka Hacmi

Verilerin istatistiksel analizi sonucunda, SK grubunda ortalama graniiler tabaka
hacmi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi saptlandi
(p<0,01). Ayrica SK+GB gruplarinda SK grubuna gore anlamli bir artis bulundu
(p<0,05). Sham, GB ve SK+GB gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmadi. Bulgularimiza goére SK (p<0,01) ve SK+GB (p<0,05)
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gruplarinda GB grubuna goére anlamli bir azalma tespit edildi (Cizelge 4.3. ve Sekil
4.3.).

Cizelge 4.3. Ortalama graniiler tabaka hacim degerleri (Ortlama + SD).

Gruplar Ortalama Graniiler Tabaka Hacmi
Kontrol 59,16 + 1,40
Sham 57,59 + 1,68
SK 40,18 £2,89
GB 64,55+ 2,71
SK+GB 52,19 + 3,98
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Sekil 4.3. Ortalama graniiler tabaka hacim degerleri. *; SK ile kontrol gruplar
arasinda (p<0,01), **; SK ile sham gruplar arasinda (p<0,01), + SK ile
GB gruplan arasinda (p<0,01), #; SK ile SK+GB gruplar1 arasinda
(p<0,05). &; GB ile SK+GB gruplar1 arasinda (p<0,05) istatistiksel
olarak anlamli farkilar1 gostermektedir.

4.1.4. Ortalama Ak Madde Hacmi

SK grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ak madde hacmi istatistiksel olarak
anlaml azalmistir (p<0,01). Yanisira SK+GB gruplarindaki ak madde hacmi SK
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grubuna gore artirmistir ve bu fark ististiksel olark anlamli bulundu (p<0,05). Buna
ek olarak, SK (p<0,01) grubunda GB grubuna gore anlamli azalmistir. Sham, GB ve
SK+GB ile kontrol gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.3. ve Sekil
4.3).

Cizelge 4.4. Ortalama ak madde hacim degerleri (Ortlama &+ SD).

Gruplar Ortalama Ak Madde Hacmi
Kontrol 25,56 + 0,63
Sham 30,01 £4,58
SK 11,66 + 2,42
GB 26,91 + 0,00
SK+GB 23,17 +£2,36

Ortalama Ak Madde Hacmi

o

o

il %

Sekil 4.4. Ortalama ak madde hacim degerleri. *; SK ile kontrol gruplari arasinda
(p<0,01), **; SK ile sham gruplar1 arasinda (p<0,01), + SK ile GB
gruplar1 arasinda (p<0,01), #; SK ile SK+GB gruplar1 arasinda (p<0,05)
istatistiksel olarak anlaml farkilar1 géstermektedir.
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4.1.5. Ortalama Beyincik Hacmi

Stereolojik sonuglar SK grubunda ortalama beyincik hacimde kontrol grubuna gore
anlaml1 bir azalma gosterdi (p<0,01). SK+GB grubundaki siganlara GB uygulanmasi,
SK grubuna kiyasla ortalama beyin hacmini anlamli olarak artmistir (p<0,05). Buna
ek olarak, sham (p<0,01) ve GB (p<0,01) gruplarinda SK gruba gore anlaml1 bir artis

gozlemlendi. SK+GB, GB ve sham gruplan ile kontrol grubu arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli degildi (Cizelge 4.5. ve Sekil 4.5.).

Cizelge 4.5. Ortalama beyincik hacim degerleri (Ortlama + SD).

KN I I
N B ECTE BN
FIn

T e

Sekil 4.5. Ortalama beyincik hacmi degerleri. *; SK ile kontrol gruplar1 arasinda (p <
0,01), **; SK ile sham gruplar1 arasinda (p < 0,01), + SK ile GB gruplari
arasinda (p < 0,01), #; SK ile SK+GB gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkilar1 géstermektedir.
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4.1.6. Ortalama Viicut Agirhgi

Verilerin istatistiksel analizi sonucunda, SK grubunda ortalama viicut agirlig1 kontrol
grubuna goére azaldi ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi. SK grubunda ortalama viicut agirligt GB grubuna goére anlamli bir

azalma tespit edildi (p<0,01) (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6.).

Cizelge 4.6. Ortalama viicut agirlik degerleri.

Agnlik Degeri(gr)
= [ [¥8) I [¥y] [=)]
= = = = = = =

LT

Kontrol Sham SK
Gruplar

Gruplar Ortalama Viicut Agirhg:
Kontrol 62,500 + 2,53
Sham 60,83 + 1,99
SK 48,33 + 5,85
GB 69,16 = 3,58
SK+GB 61,00 + 4,32
Ortalama Viicut Agirhg
80
70

L
L

GB SK+GB

Sekil 4.6. Ortalama viicut agirlik degerleri. +; SK ile GB gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p<0,01).
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4.2. HISTOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve diger deney gruplarina ait beyincik doku orneklerinin kresil vioyle ile
boyanmig kesitlerinin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucunda elde edilen

histolojik ve histopatolojik sonuglar asagidadir.

4.2.1. Kontrol Grubunun Histolojik Bulgulari

Kontrol grupuna ait deneklerin beyincik yapisinda bulunan graniiler tabaka,
molekiiler tabaka, ak madde ve Purkinje hiicrelerinin histololojik olarak normal
goriinlimde olduklar tespit edildi (Sekil 4.7). Histopatolojik incelemede ndronlarin
siirlari diizgiin ve néronlar piramidal goriiniimdeydi. Ayrica bu gruba ait hiicrelerin
cekirdekgikleri belirgin ve saglikli bir sekilde goriindii. Miyelinli sinir lifleri iceren
beyaz madde beyaz, noronlarin hiicre govdelerini igeren gri madde lacivert olarak

gbzlemlendi.

Sekil 4.7. Kontrol gruplarindaki beyincik dokularinin 151k mikrograflar
izlenmektedir. Siyah oklar; saglikli Purkinje hiicreleri, iki baslt ok; gri
madde, daire; ak madde alan1 géstermektedir. Olgek cubuklari: 50 um.
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4.2.2. Sham Grubunun Histolojik Bulgular:

Fizyolojik salimm verilen grupunun beyinciklerindeki yapisinda bulunan graniiler

tabaka, molekiiler tabaka, ak madde ve Purkinje hiicrelerinin histololojik olarak

kontrol grubuna gore benzer oldugu tespit edildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Sham gruplarindaki beyincik dokularmin 151k mikrograflari izlenmektedir.
Siyah oklar; saglikli Purkinje hiicreleri, iki basli ok; gri madde, daire; ak
madde alan1 gdstermektedir. Olgek cubuklari: 50 pm.

4.2.3. SK Grubunun Histolojik Bulgulari

SK’ya maruz birakilan grubun beyinciklerinde bulunan graniiler tabaka, molekiiler
tabaka, ak madde ve Purkinje hiicrelerinin histololojik olarak kontrol veya GB
gruplarina gore yapisal degisikleri ayirt edildi. Beyincik Purkinje néron dizilimin
diger gruplara kiyasla dagmik oldugu dikkat g¢ekti. Beyinciklerin Purkinje néron
hiicrelerinin diizensiz dizilimi izlendi. Yani sira, Purkinje hiicrelerinin bazi
bolgelerdeki biiziilme, dejenerasyon ve kaybi diger gruplara gore daha fazla dikkat
cekti (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Siklofosfamide gruplarindaki beyincik dokularinin 1sik mikrograflar
izlenmektedir. Siyah oklar; saglikli Purkinje hiicreleri, beyaz ok; Purkinje
hiicrelerinin bulunmadig1 bolgeleri, beyaz ok ucu; dejenere olan Purkinje
hiicreleri, ¢ift siyah ok basi; Purkinje hiicrelerinde biiziilmeyi
gostermektedir. Olgek gubuklart: 50 pm.

4.2.4. GB Grubunun Histolojik Bulgulari
Bu gruba ait Purkinje hiicrelerinin diizenli dizilis ve belirgin ¢ekirdekgiklere sahip

oldugu ve daha saglam oldugu go6zlendi. Beyincik yapisinda bulunan graniiler

tabaka, molekiiler tabaka ve ak madde histololojik olarak normal izlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Ginkgo biloba gruplarindaki beyincik dokularinin 151k mikrograflart
izlenmektedir. Siyah oklar; saglikli Purkinje hiicreleri gdstermektedir.
Olgek gubuklart: 50 pm.

4.2.5. SK+GB Grubunun Histolojik Bulgulari

SK+GB grubuna ait beyinciklerin yapisinda SK grubuna gore histololojik olarak fark
oldugu gozlendi. SK+GB grubunun serebellum yapisinda SK grubuna gore histolojik
farklilik oldugu gozlendi. Bu grupta SK grubuna goére Purkinje hiicrelerinin
biiziilmesi, dejenerasyonu ve kaybi daha az gozlenmis, dizilimlerinin daha diizenli

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil

4.11.

beyincik dokularinin 151k mikrograflar

SK+GB gruplarindaki
izlenmektedir. Siyah oklar; saglikli Purkinje hiicreleri, beyaz ok ucu;

dejenere olan Purkinje hiicreleri, ¢ift siyah ok basi; Purkinje
hiicrelerinde biiziilmeyi gostermektedir. Olgek ¢ubuklari: 50 um.
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BOLUM 5

TARTISMA

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra insanlarin Gliimiine neden olan en
onemli hastaliktir. Giiniimiizde yaklasik her dort kisiden bir kisi kansere yakalanma
riski ile kars1 karsiyadir [55]. Kanserler, kanserli dokunun cerrahi olarak
uzaklastirilmasi, kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi edilebilirler. Cok nadir de olsa
kendiliginden ortadan kaybolurlar. Bu tedaviler igerisinde yaygin olarak kullanilan
yontem kemoterapik ajanlarla kanserli hiicrelerin tiim viicutta azaltilmasi veya yok
edilmesidir. Kemoterapide kullanilan ilaglardan bir grup olan alkilleyici ajanlar,
DNA'ya baglanarak replikasyonu ve ardindan kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
engellerler. Bu ajanlardan birisi olarak SK, kanser ve timor hiicrelerinin ¢ocuk ve
yetigkinlerde ortadan kaldirilmasinda yaygin olarak kullanilir. Ancak bu alkilleyici
ajanlar kanserli hiicreleri secici olarak 6ldiirmedikleri i¢in yan etkilere ve diger doku

ve organlarin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olurlar [12].

Insanlarda beyincik, beynin diger béliimlerinden farkli olarak, hamileligin iigiincii
trimesterinde embriyonun beyninin en geligme gosteren kismuidir. Beyincik,
cocuklarda hasar gérmeye en yatkin beyin boliimlerinden birisidir. Bu organin
korteksi basit bir tabakadir ve dogumdan sonra, graniil ndron progenitorleri
gelismekte olan dis graniil tabakasinda hizla ¢agilir. Bu graniiler hiicreler, gelisim
doneminde c¢evresel faktorlere karsi ¢ok hassas olurlar. Bu nedenle, SK bir
kemoterapétik ilag olarak, prenatal donemde beyincik iizerinde toksik bir etkiye

sahip olabilir [56].

Ayrica SK, oksidatif stresi arttirarak toksik etkiye de neden olabilir. Bu antikanser
ilag, lipid peroksidasyonu artirir ve antioksidan sistemi baskilayark oksidatif stresin
artmasma neden olur. SK'nin beyin ve beyincikte lipid peroksidasyonuna bagh

olarak MDA (malon dialdehit) ve hidrojen peroksit seviyesini artirdigi belirlenmistir
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[6, 21, 57]. Ayrica katalaz, SOD ve glutatyon S-transferaz enzim seviyelerini anlamli
derecede azalttigi da bildirilistir. Oyagbemi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 100 mg/kg
dozunda SK kullaniminin merkezi sinir sistemi tiizerindeki olumsuz etkilerini
arastirmistir [58]. Bulgulari, SK uygulamasinin sigan beyninde hem beyincikte hem
de beyincikte norotoksisitelere katkida bulundugunu gostermistir. Bitkilerden elde
edilen antioksidan ozelliklere sahip molekiiller, oksidatif stresi azaltarak SK'nin

toksik etkisine kars1 hiicreleri korur [59].

Gruplara ait siganlarin beyinciklerindeki hiicre sayis1 ve katman hacimlerini 6lgmek
icin tarafsiz bir sekilde stereolojik yontemler kullanildi. Stereolojik presipler,
kesitlerdeki doku yapisinin nicel parametrelerinin belirlenmesi ig¢in verimli ve
giivenilir araglar saglar. Calismada, fiziksel disektor ve cavalieri yontemleri 1s1ginda,
siganlarin Purkinje ndronlarinin sayis1 ve beyinciklerin molekiiler tabaka, graniiler
tabaka ve ak madde tabakasi yani1 sira beyincik hacimleri tarafsiz bir sekilde elde

edilmesi saglanmustir.

Bu calisma, 32 giinliik Wistar albino sicanlarda dogum 6ncesi SK'ya maruz kalmanin
neden oldugu yapisal beyincik degisiklik iizerinde GB'nin koruyucu etkisini
stereolojik yontemlerle arastirdi. Elde ettigimiz sonuglara goére; SK grubundaki
sicanlara intraperitoneal olarak uygulanan SK, beyinciklerde molekiiler tabaka,
graniiler tabaka ve ak maddenin ortalama hacmini kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azaltmistir. Ayrica SK grubunda ortalama beyincik hacmi de
kontrol grubuna goére anlamli olarak azalmigtir. Bu arastirma sonuglar, SK
uygulamasinin sigan beyincik ilizerinde zararli etkiye neden oldugunu gostermistir.
Stereolojik bulgularimiz, SK uygulamas: ile purkinje hiicresi sayisi1 arasinda bir iligki
oldugunu gdostermistir. SK grubundaki si¢anlarda toplam purkinje hiicre sayisi

kontrol ya da GB grubuna gore anlamli derecede azalmustir.

SK’nin hayvanlarda beyin ve beyincik iizerine olan etkilerini inceleyen ¢ok sayida
calisma yapilmistir [21]. Aynmi arastirmacilarin yapmis olduklar1 ayri bir ¢aligmada
ise yine intraperitonal olarak verilen SK’nin ratlarin beyninde MDA seviyesini
artirdig1 belirlenmistir [21, 57]. Sprague-Dawley siganlari ile yapilan ¢alismada ise,
28 haftalik sicanlara SK (100 mg/kg) ve Edaravone (10 mg/kg) verilmis. Yapilan bir
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calismada, 28 haftalik Sprague-Dawley siganlara 100 mg/kg SK verilmesi, CAT,
SOD ve GPX antioksidan enzimlerinin aktivitelerinde anlamli derecede azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir. MDA’nin artist ve hiicrelerde antioksidan enzim
aktivitelerinde meydana gelen azalma, hiicrelerde oksidatif hasarin artmasina ve
DNA’da kirilmalara neden olmustur. Artan DNA kirilmalari, hiicrelerin apoptoza
neden olarak organlardaki hiicre sayisinda azalmaya neden olur [21, 57]. SK’nin
farelerin beyinlerinde oksidatif strese neden oldugunu gosteren diger bir ¢alismada
ise tek doz SK verilen farelerin beyinlerinde malon dialdehit, dienler ve hidrojen

peroksitin arttigi belirlenmistir [60].

Tavuk embriyolart ile yapilan diger bir caligmada 6-19 giinliik civcivlere 0,05 mg SK
verilmesine bagli olarak beyincikteki Purkinje hiicrelerinde hasarlar ve beyincigin
toplam biiyiikligiinde azalma belirlenmisti [61]. Ayrica dis graniiler tabakanin
inceliginde de bir artis oldugunu rapor etmislerdir. Flanigan ve ark. (2018), yaptiklari
calismada C57BL/6J farelere 4 hafta boyunca SK (CYP) ve doxorubicin (DOX)+SK
uygulamiglardir. Onuncu haftanin sonunda farelerin dentat girus morfolojisini ve
hippokampiis ¢ikintilarinin =~ yogunlugu {izerindeki etkilerini  arastirmislardir.
Sonuglar, SK ve DOX+SK wverilen farelerin dentate gyrustaki ¢ikintilarin

yogunlugunun 6nemli derecede azaldig1 gostermistir [62].

Tavuk embriyolari ile yapilan baska bir ¢alismada, 0,5 mg SK enjekte edilen tavuk
yumurtalarindan elde edilen embriyolarin beyinciklerindeki hiicre sayisinda ciddi
azalma oldugu belirlendi. Hiicre dongiliniin ve ¢ogalmasinin engellenmesine bagh
olarak yapisal bozulmalar ve Olimler meydana gelmistir. Histolojik
degerlendirmelere bakildiginda ise beyincigin biitiin tabakalarindaki hiicre sayisinda
¢ok yiiksek oranda hiicre hasarlar1 ve kaybi izlenmistir. Bunun nedeni olarak SK’nin

hiicre proliferasyonunu azalttigini ve apoptozu arttirdigini gostermislerdir [63].
Lyons ve ark’min baska bir ¢aligmada ratlara uygulanan SK'nin (30 mg/kg) 7. giiniin

sonunda hipokampustaki sinir néron hiicrelerinde azalmaya neden oldugunu

belirlemislerdir [64].
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Hippokampus iizerine SK’nin etkilerinin arastirildigi baska bir c¢alismada ise 40
mg/kg verilen farelerde hippokampustaki noéron hiicrelerinin - olusumunu
etkilendiginden dolayr hippokampusun fonksiyonlari, O6grenme ve hafizanin
etkilendigi gosterilmistir SK'nin hipokampus iizerindeki etkilerini arastiran bagka bir
calismada, 40 mg/kg verilen farelerde hipokampustaki néron hiicrelerinin olusumunu
etkiledigi i¢in hipokampusun fonksiyonlari, 6grenme ve hafizanin etkilendigi
gosterilmistir. Ayrica immiinokimyasal markerlar kullanilarak yapilan analizlerde 12.

saatte hiicre sayilarinda azalma kanitlanmistir [65].

SK'nin sinir sistemi tizerindeki etkilerini arastiran baska bir ¢alismada, 200-600
mg/kg SK'nin siganlara interperitoneal uygulanmasi, 8 giinliik sicanlarda serebral
korteks, hipokampus dentat girustaki sinir Thiicrelerinin dendritlerinde ve
aksonlarinda degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Uzun siireli maruziyet
nedeniyle sinir hiicrelerinde dejenerasyon ve hiicre 6liimiinde artislar gézlenmistir.
Immiinokimyasal ¢aligmalar ile bu etkilerin kaspaz-3'iin artan aktivasyonuna bagl

olarak ortaya ¢iktig1 belirlenmistir [66].

Farelerin beyincik gelisimi iizerine SK uygulamasi, graniiler tabakadaki hiicre
sayisinin azalmasina ve apoptozisinin artmasina neden olmustur. Dogumdan 6 giin
sonra farelere 50 mg/kg SK uygulanmistir ve daha sonra beyin ve beyincikleri
cikarilarak beyincikteki graniiler néron progenitor hiicreleri iizerine etkileri
incelenmistir. Sonuglar, hiicre sayis1 ve beyincik hacminin azaldigin1 ve apoptozun
arttirdigin1 gostermistir. Diger bir ¢alismada ise 50 mg/kg/glin SK verilen siganlarin
beyinciklerinin perivaskiiler bolgelerindeki glia ve astroglia hiicrelerde biyiik
lezyonlar ortaya konulmustur. Purkinje hiicrelerinin néronlara goére daha fazla

etkilendigi belirlenmistir [67].

Stereolojik sonuglarimiz, SK+GB gruptaki ortalama molekiiler tabaka, graniiler
tabaka, ak maddenin ve beyincik hacimleri SK grubuna gore anlamli olarak
arttidigin1 gostermistir. Ayrica SK+GB grubunda GB uygulamasi, SK grubuna gore
toplam Purkinje hiicre sayisinda anlamli bir artisa neden olmustur. Bu bulgulara
gore, normal beyincik hacminde ve Purkinje hiicre sayisinda SK'nin neden oldugu

azalmanin zararl etkilerine karsi GB'nin giiclii bir antioksidan oldugu sdylenebilir.
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SK’nin olumsuz etkilerini gidermek i¢in c¢ok sayida bitkisel ekstraklar
kullanilmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi GB igeriginde yer alan quercetindir. Sprague-
Dawley sicanlariyla yapilan bir ¢alismada, intraperiotal 200 mg/kg uygulanan SK
verilmesi akciger dokularinda oksidatif stres parametrelerinde artisa neden olurken,
quercetin oksidatif stresi azaltarak SK’nin olumsuz etkisine karsi hiicreleri korudugu

bildirilmistir [68].

GB'nin en 6nemli bilesenlerinden biri olan ve bir¢ok koruyucu etkisinde rol oynayan
isorhamnetinin, insanlarda amiloid f’nin neden oldugu sitotoksik etkisine karsi
koruyucu oldugu bildirilmistir [69]. Ayrica bu bilesen Alzheimer ve depresyon gibi

norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [70].

GB’nin hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine karsi korudugunu gosteren ¢ok sayida
calisma mevcuttur. GB’nin H202 kaynakli ve demir iyonlarina bagli lipid
peroksidasyonunu, hidroksil ve siiperoksit radikallerini azalttigi, boylece apoptozu
Onledigi ve oksidatif strese bagli yaslanmayi geciktirdigini gosterilmistir. Bu
maddenin igerdigi antioksidan molekiillerin néroprotektif dzellikleri arastirmacilarin
birgok ¢alismasinda gosterilmistir [41, 42]. Ayrica GB ekstraktinin lipid
peroksidasyonunun artmasi sonucunda ortaya ¢ikan beyin felcine kars1 koruyucu bir

etkiye sahip oldugu ileri stiriilmistiir [11, 42].

Ayrica GB elde edilen glikozidik flavonoidlerin antioksidan 6zelliklere sahip
olduklar1 tespit edilmistir. S180-bearing farelerin serumlarinda, GB uygulanmasi
GST, enzim aktivitelerinde artisa ve aksine lipit peroksidasyon seviyelerinde
azalmaya neden olur. Bu etkiler GB’nin sahip oldugu molekiillerin antioksidan

Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir [49].

Oyama ve ark. hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif stresin DNA kirilmalarini
ve apoptotik hiicre sayisimi  arttirdigini - bildirmiglerdir  [71]. Literatiirler
incelendiginde, GB uygulamasinin sigan beyincik hiicrelerinde DNA kirilmasin ve
apoptozu azaltmistir. Bu etkilerin ortaya c¢ikmasinda, GB bilesenlerinden
flavonoidler ve terpenlerin etkisi oldugu ifade edilmistir [72]. Bilobalid, GB'nin anti-

apoptotik etkilerinin en 6énemli nedenlerinden biridir. Bu molekiil, DNA kirilmalarini
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ve p53 ilzerinden hiicre Olimiinii azaltir [73]. Baska bir c¢alismada, GB
ekstraktlarinin insan beyni néron hiicrelerinin hidrojen peroksitin neden oldugu
oksidatif strese karsi canliligini arttirdign tesbit edilmistir [71]. Ayrica GB
ekstraktlarinin siganlarda nitrik oksidin olusturdugu toksik etkiye karst hipokampus

hiicrelerini korudugu belirlendi [74].

Histolojik ve histopatolojik bulgularimiz, kontrol, sham ve ginkgo biloba gruplarinin
serebellum yapilarinda saglikli molekiiler tabaka, graniiler tabaka, beyaz cevher ve
Purkinje hiicreleri sergiledi. SK grubunda beyinciklerin Purkinje néron hiicrelerinin
diizensiz dizilimi gozlemlendi. Ayrica beyinciklerin bazi1 bolgelerindeki Purkinje
hiicrelerinin biiziismesi, dejenerasyonu ve kaybinin diger gruplara gore daha fazla
oldugu dikkat ¢cekmistir. SK+GB grubunda ise beyincik yapilarinda histopatolojik
degisiklikleri tespit edildi ancak SK grubuna goére azalmistir. Diger sonuglarimizla
uyumlu olarak, bu bulgular GB'nin SK'nin olumsuz etkilerine kars1 gili¢lii bir

antioksidan oldugunu kanitladu.

Rapin ve ark., GB’nin sigcan hippokampiisiindeki sinir hiicreleri tizerindeki etkilerini
incelemisglerdir. Oral olarak verilen GB'min (50 mg/kg/gilin) hiicre canliligim
arttirdigin1 ve apoptozu anlamli 6lgiide azalttigini bildirmislerdir [75]. Zuo ve ark.
Tarafindan GB ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada mitokondri aracili kaspaz
aktivitesini baskilayarak apoptozu engelledigi belirtilmistir [76]. Ayrica SK’nin
farelerin beyinciklerinin dig graniiler tabakasi iizerine etkileri, histopatolojik olarak
analiz edilmistir. Sinir sisteminin 6nciil hiicrelerinde yiiksek oranda ekpresse olan bir
transkripsiyon faktorii olan Math1+ hiicrelerde 6nemli derecede azalmalar meydana

geldigi belirlenmistir [56].

Bildigimiz kadariyla bu c¢alisma, GB'nin prenatal olarak Sk'ya maruz kalan sican
serebellalar1 iizerindeki koruyucu etkisini stereolojik ydntemle arastiran ilk
calismadir. Ayrica sunulan sonuglar, SK'nin yan etklerini gosteren 6nceki raporlarla
uyumludur. Buna ek olarak, siganlarin beyincik yapilarinin iyilesmesi muhtemelen

GB ile iliskilidir.
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BOLUM 6

SONUCLAR VE ONERILER

1. Siganlara tek doz 20 mg/kg SK'nin intraperitoneal uygulanmasi, beyincikteki
ortalama molekiiler tabaka, graniiler tabaka, ak madde ve beyincik
hacimlerinin yanisira toplam Purkinje hiicrelerinin sayisini kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaltmistir.

2. SK+GB grubuna gebelik sirasinda 80 mg/kg GB'nin oral yoldan verilmesi,
siganlar1 SK'nin olumsuz etkilerine karsi korumustur SK+GB grubunda SK
grubuna gore ortalama molekiiler tabaka, graniiler tabaka, beyincik ve ak
madde hacimlerinin yani sira toplam Purkinje hiicre sayisinda anlamli bir artig
gozlemlenmistir.

3. Histopatolojik bulgular kontrol grubuna goére SK grubunun serebellumunda
yapisal degisiklikler gostermistir. Bu histolojik degisiklikler SK+GB grubunda
SK grubuna gore anlamli Ol¢iide azaldigindan, GB bir onarict olarak
diigiiniilmektedir. Kemoterapide SK kullanimina bagli olusan yan etkileri

azaltmak i¢in GB maddesinin kullaniminin faydali olacgni diisiiniiyoruz.
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1.6:
SELCUK UNIVERSITESI DENEYSEL TIP UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZI
HAYVAN DENEYLERI ETIK KURUL KARARI

Karar Sayisi: 2021-13 | Toplant: Tarihi: 30.04.2021 :

Karabiik Universitesi Tip Fakuitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali'ndan Dr. Ogr. Uyesi Ahma
YAHYAZADEH ve Sarmad Hayder Weli WELI tarafindan sunulan “Prenatal Dénemde Siklofosfamide
Maruz Birakilan Sican Beyinciginde Ginkgo Bilobanin Koruyucu Etkisinin Stereolcjik Yéntemlerle
Arastinlmasi” baslikli yiksek lisans tez projesi kurul tarafindan degerlendirildi.

Projede belirtilen anestezik maddenin (Ketamin 80-100 mg/kg ve Xylazine 7-10 mg/kg) kullaniimasi
uygun gérulmistur. Projede belirtilen ve istatistiksel olarak en glvenilir sonug elde edilebilecek asgari
sayida kullanilacak olan (20 adet sigan) hayvan sayisi uygun gérilmustar.

Projenin hayvan deneylerine iliskin y&nlerinin Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve
Aragtirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesinde belittilen “Etik Kurallar” dikkate
alinarak hazirlandigi belirlenmistir.

Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Aragtirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Yénergesinde yer alan kurallar ve belirtilen "Hayvan Deneyleri lle Iigili Etik Ilkeler” sakli kalmak kosulu
ile projenin hazirianmasinda “Etik Kurul Ydnergesi likelerine Uyulduguna”, galismanin deneysel kismini
yapacak galismacinin “Deney Hayvanlan Kullamm Sertifikasina” sahip oldugu dikkate alinarak projenin
hayvan kullanim etigi agisindan “uygun” olduguna oybirligi ile karar veriimistir.

Dog. Dr. Bahadir OZTURK

Baskan (Katiidi)
Dog. Dr. Hasan KARA Prof. Dr. Nimet UNLU Prof. Dr. Kamil UNEY
Baskan vN(Katildi) Uye (Katilmadi) Uye (Katild1)

Prof. Dr. ul BAYIR Dog. Dr. ZafefAYlN o&p,_ lhan ECE
Uye (Ratilq1) Uye (Katild en&nug

Dog. Dr. Mehmet SARGIN Dr. Ogr. Uyesi Nejat UNLUKAL  Dr. Ogr. i Ayl ORHAN
8] 1)

Uye (Katildi) 3 (pa (Kaldy), ve

Vet. He;zn S. Metig GOKYAPRAK Burhan YILMAZ lihag AL
Uy¢/{Kapfidi) UvedKatilli) &(K ldi)
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OZGECMIS

Sarmad Hayder Weli WELLI ilk ve orta dgretimini Kerkiik’te tamamladi. Kerkiik Ibn
Haldun Lisesi’nden mezun olduktan sonra Tikrit Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne
girdi ve 2016°da mezun oldu. 2019 yilinda Karabiik Universitesi Tip Fakiiltesi

Anatomi Anabilim Dalin’da yiiksek lisans programina 6grenci olarak kabul edildi.
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