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NIKOTININ EMBRiIYONAL KEMIiK GELiSiMi UZERINDEKI
TERATOJENIK ETKIiSINE KARSI MELATONININ KORUYUCU ROLU
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Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
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Damisman: Dog. Dr. Tolga ERTEKIN

OZET

Bu calismada, ikili boyama yontemi ile diisik (3mg/kg) ve yiiksek doz (6mg/kg)
nikotinin gebe ratlarin fetuslarinda ortaya c¢ikaracagi muhtemel iskelet sistemi
degisiklikleri ve bu degisikliklere karsi melatoninin (10 mg/kg) koruyucu rolii arastirildi.
Bu amagla ¢calismamizda 18 adet eriskin disi Wistar-albino tiirii rat kullanildi. 2 disi ve 1
erkek rat ayn1 kafese konuldu ve vajinal smear testi ile gebe olan ratlar tespit edildi. Gebe
ratlar her gruba 3 rat diisecek sekilde 6 gruba ayrildi. Gruplar kontrol, diisiik doz nikotin,
yiiksek doz nikotin, diisiik doz nikotin+melatonin, yiiksek doz nikotin+melatonin ve
melatonin olarak olusturuldu. Deney gruplarina gebeligin 1-20. giinleri arasinda nikotin
uygulanirken tedavi gruplarina nikotine ek olarak melatonin uygulandi.

Kontrol grubuna ise ayni giinlerde 1 ml/kg serum fizyolojik uygulandi. Gebeligin 20.
giiniinde fetuslar sezeryanla alinarak agirliklar1 ve bas-ki¢ uzunluklar1 6l¢iildii. Daha
sonra ikili iskelet boyama yontemi kullanilarak fetuslarin kemik yapilar1 Alizarin Red S
ile kirmiziya, kikirdak yapilar1 da Alcian Blue ile mavi renge boyandi. Fetuslara ait 6n ve
arka ekstremite kemikleri (scapula, humerus, ulna, radius, femur, tibia, fibula, el ve ayak
iskeletleri) oncelikle stereomikroskop altinda incelendi ve fotograflari ¢ekildi. Daha sonra
Image J programi kullanilarak total kemik uzunluklari, kemiklesme sergileyen bolgenin
uzunluklar1 ve kemiklesme oranlar1 hesaplandi. El ve ayak iskeletlerinde ise kemiklesme
dereceleri belirlendi. Elde edilen veriler SPSS programinda degerlendirildi.

Kemik total boy uzunlugu degerlendirildiginde; diisiik doz nikotin grubu ile kontrol grubu
arasinda bir fark olmadig1 (p<0.05), yiiksek dozda verilen nikotinin ise total kemik boy
uzunlugunu anlaml derecede kisalttig1 (p<<0.05), bu gruplara melatonin verildiginde ise
total kemik boy uzunlugunun kontrol grubuna yaklastigi (p<0.05) tespit edildi.
Kemiklesme gosteren bolgenin uzunlugu dlciildiiglinde ise bu degerin nikotin gruplarinda

kontrol grubuna gore anlamli derecede kisaldigi (p<0.05), nikotine ek melatonin
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verildiginde ise kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugunun arttig1 (p<0.05) ve kontrol
grubuna yaklastig1 belirlendi.

Bu verilere gore, gebelik sirasinda kullanilan nikotinin iskelet sistemi {izerinde
kemiklesmeyi geciktirdigi ve giiclii bir antioksidan olan melatoninin ise bu teratojenik

etkiyi ortadan kaldirdig: tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Rat, nikotin, melatonin, kemiklesme, ikili iskelet boyamas.
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THE PROTECTIVE ROLE OF MELATONIN AGAINST NICOTINE’S
TEROATOGENIC EFFECTS ON EMBRYONIC BONE DEVELOPMENT

Halil YILMAZ

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Anatomy
Post Graduate Thesis, October 2016
Consultant: Doc. Dr. Tolga ERTEKIN

ABSTRACT

This study aimed to demonstrate the effects of low (3 mg/kg) and high (6 mg/kg) doses
of nicotine on fetuses skeletal system and the protection of melatonin (10 mg/kg) against
to these effects via double staining method. For this purpose, we used 18 adult female
Wistar-albino rats. 2 female and 1 male rat were put in the same cage and pregnant rats
were identified with the vaginal smear test. Pregnant rats were divided into 6 groups (n:3
rats for each groups). Groups was established as control, low doses of nicotine, high doses
of nicotine, low doses of nicotine + melatonin, high doses of nicotine + melatonin and
melatonin groups. While nicotine was applied to the experimental group during 1-20 of
gestation days, melatonin was given to treatment groups as a preservative againt to
nicotine. Img/kg saline was enjected to the control group on the same days. Fetuses were
delivered by cesarean section on the 20th day of pregnancy and then their weights and
lengths were measured. After that fetal bone structures were painted in red with Alizairn
Red S, cartilage structures were painted in blue with Alcian Blue by using double staining
method. Firstly, fore and hindlimb of painted fetuses (scapula, humerus, ulna, radius,
femur, tibia, fibula, hand and foot skeleton) were invstigated under a stereo microscope
and than their photos were taken. After that, the length of total bone and ossifying’s area
and the rate of ossifying was calculated by using Image J program. The degree of
ossification was determined on hand and foot skeleton. Finally, the measured data were
analyzed with SPSS. Considering the length of the bones; no differences were determined
between the low doses of nicotine and the control groups, altough the total bone lengths
were significantly shorten in the high dose of nicotine group (p<0.05). When melatonin
was given to nicotine groups; we determined that the total bone lengths were closer to of
the control group. Considering the length of ossifying area; these measures were

significantly shorter in the nicotine groups than the control group (p<0.05). When



melatonin was added to nicotine groups; these values increased and close to the control
group (p<0.05). According to our data; we detected that the usage of nicotine during
pregnancy causes the delay of skeletal ossification and the melatonin as a powerful

antioxidant eliminates the teratogenic effects of nicotine.

Keywords: Rat, nicotine, melatonin, ossification, double skeletal staining
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1. GIRIS ve AMAC

Gebelik doneminde yasam sartlart nedeniyle anne aday1r bazi kimyasallara maruz
kalabilir. Bu kimyasallar fiziksel ve kimyasal 6zellikleri geregi embriyo iizerinde bir
takim teratojenik etkilere neden olabilir. Ayni1 zamanda bu teratojenler embriyonun
gelisim siirecinde genetik farkliliklara ve gen delesyonlarina sebebiyet verebilir.
Konjenital malformasyonlar; embriyogenezis doneminde ortaya c¢ikan gelisim
bozukluklarin dogumla birlikte goriilmesidir. Konjenital malformasyonlar yasam
boyunca ciddi saglik sorunlarina hatta 6liime neden olabilir. Embriyonun teratojenik
maddelerden etkilenmesinin ve fetusun zarar gormesinin temel sebepleri arasinda
bobreklerin teratojenik maddelerin atilimini saglayamamasi ve detoksifikasyon yapacak

enzimlerin bu siire¢te immatiir olmasi sayilabilir (1, 2).

Alkol, sigara, kafein gibi giinliik hayatta ¢ok sik kullanilan tiiketim {riinlerinin gebelik
siirecinde giiclii bir teratojenik etkiye sahip oldugu bircok bilimsel c¢alismada
kanitlanmistir. Sigara tiiketimi insan sagligi agisindan zararli sonuglar1 olan bir
bagimliliktir. Sigaradaki temel bagimlilik yapici madde nikotindir. Cinsiyet, nikotine ilk
maruz kalinma yasi, genetik yatkinlik, nikotin dozu ve kullanim paternleri gibi etkenler
nikotin bagimliliginda bireysel farkliliklarin ortaya ¢ikmasindan sorumludur (3). Nikotin
plasentay1 gegebilen ve fetal dolasima karisabilen bir bilesiktir (4). Gebelik doneminde
aktif olarak sigara kullanim1 ya da pasif sigara maruziyeti gobek kordonu ve plasenta
degisiklikleri, plasenta dekolmani, dis gebelik, bebekte gelisme geriligi, abortus ve erken
dogum, diisiik dogum agirligi, bebekte dogum Oncesi ve sonrasi ani Sliim gibi dnemli
hastalik ve durumlarin riskini artirmaktadir (5). Gebelik esnasinda alinan nikotinin
fetusun kemik gelisiminde gerilemelere yol actifi, eksik veya tam ossifikiye olmamis

kemik sayisinda da artislara neden oldugu daha 6nceki ¢aligsmalarda bildirilmistir (6).



Nikotinin oksidan-antioksidan dengesini bozarak fetusta gelisim geriligine yol ac¢tigina
dair kanitlar her gecen giin artmaktadir. Deneysel calismalarda, ratlara nikotin
uygulamasinin; oksidatif stres belirteclerinde yiikselmeye, serbest radikal siipiiriicii
enzimlerin aktivitesinde diisiise neden oldugu gosterilmistir. Bu yiizden deneysel
calismalarda nikotinin teratojenik etkilerine kars1 antioksidanlardan faydalanilmaktadir
(5,7). Giglii bir antioksidan olan melatonin epifiz bezinin pinealosit adi verilen
hiicrelerinden salgilanir. Literatiirde degisik teratojenlere kars1 melatoninin koruyucu ya

da tedavi edici etkileri alabilecegi gosterilmistir (8-10).

Ikili iskelet boyamasi; kemigin ve kikirdak sahalarin farkli renklerde boyanarak
belirlendigi bir yontemdir. Teratojenlerin iskelet sistemi iizerinde etkisi belirlemede iki
iskelet boyamasi siklikla tercih edilen bir yontem olup, elde edilen bulgular gelisimsel

bozukluklarin tanisinda kullanilmaktadir (11, 12).

Inceledigimiz kadariyla literatiirde nikotinin kemik gelisimi iizerine yapacag teratojenik
etkiye kars1 melatoninin koruyucu etkisi aragtirilmamistir. Bu ¢alismanin amaci; gebelik
doneminde degisik dozlarda nikotin kullanimina bagli olarak olusabilecek kemik hasarini
ve nikotine karsi melatoninin koruyucu etkilerini ikili boyama metodu kullanarak

incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. NiKOTIN

Sigara kullanimi diinyada yiiksek oranda 6liime ve kalici hastaliklara yol agmaktadir (13).
Sigarada polonyum, radon, metanol, toluen, kadmiyum, biitan, dikloro difenil
trikloroethan, hidrojen siyaniir, aseton, naftalin, arsenik, amonyak, karbon monoksit gibi
4000’den fazla toksik madde bulunmaktadir. Bunlarin en Onemlilerinden biri de

nikotindir (14).

Tiitiin bitkisinin Fransa’nin Lizbon elgisi Jean Nicot tarafindan Fransiz kraliyet ailesine
diigiin hediyesi olarak goétiiriilmesinden sonra 1570’11 yillarda tiitiin bitkisi Nicotiana
tabacum seklinde isimlendirmeye baglanmistir (Sekil 2.1). Nicotiana tabacum,
Solanaceae ailesinin bir liyesi olup, bu ailenin diger {iyeleri olan patates, domates, patlican
ve biber gibi sebzeler de diisiik miktarda nikotin igcermektedir. Bu ailenin iiyesi olamayan

karnabahar ve ¢ay gibi bitkilerde de nikotin tespit edilmistir (15).

Sekil 2.1. Nicotiana Tobacum Bitkisi (16)



Nikotin bir alkaloid olup birincil ticari kaynagi kurutulmus tiitiin bitkisi (Nicotinia
tabacum ve Nicotinia rustica) yapraklaridir (14). Kurutulmus tiitiin yapraginda %0.5-8
oraninda nikotin bulunur ve toplam alkaloidlerin %95’ini olusturur; diger alkaloidler ise
nornikotin, anabazin, kotinin, nikotin N-oksid’dir (Sekil 2.2), (16). Bir adet sigara
genellikle 0.6-2 mg nikotin igerir. Kimyasal yapisi Pinner tarafindan ortaya ¢ikarilmisg
olan nikotin, bir piridin halkasi ile N-metil pirolidin halkasinin kombinasyonundan olusan

bir tersiyer amindir (17,18).
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Sekil 2.2. Tiitliinde bulunan alkoloidlerin yapisi (16)
Nikotinin kimyasal formiilii C1oH14N> ve molekiil agirligi 162.23 mol/gr’dir (14). Nikotin
hipogroskopik renksiz eter, alkol gibi yagi ¢ézen sivilarda kolayca ¢oziiniir. Temel
formunda 60°C ve 210°C arasinda suyla karistirilabilir. Erime noktas1 -79°C, parlama
noktas1 95°C, tutusma noktas1 240°C, kaynama noktas1 247°C’dir. Nikotin zay1f bir bazdir
ve pH’ya bagli olarak biyolojik membranlar1 gegebilir (19). Suda fazla ¢dzlinmesine

ragmen lipofilik oldugu i¢in kan beyin bariyerini ¢ok hizli gecebilir (18).



2.1.1. Nikotinin Etki Mekanizmasi

Nikotin; agiz, deri, akciger, farink mukozasindan emilir. Emilimi alkali ortamlarda kolay
olurken asidik ortamda zorlasir. Bronsiol ve alveollerde fizyolojik pH ve toplam yiizey

alan1 biiytikliiglinden dolay1 kolayca emilimi gergeklesir (16).

Sigara iciminde fizyolojik bagimliligin en 6nemli sorumlulart Monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorleri ile nikotin arasindaki kuvvetli etkilesimdir. MAO mitokondri dis zarinda
bulunur. Monoamin oksidaz A geni tarafindan sentezlenir. Bu protein dopamin,
norepinefrin ve serotonin gibi amin ndrotransmitterlerini sentezler. MAO enzimleri MAO
inhibitorleri tarafindan kontrol altinda tutulur. Nikotin kullanimi MAO inhibitorlerini
sayica anlamli derecede azaltir ve MAO enzimlerini ise yiikseltir. Bdylece serotonin,
dopamin ve ndroepinefrin gibi monoaminerjik norotransmitterlerin diizeyi nikotin

alimindan kisa siire sonra hizli bir sekilde artig gosterir (20).

Nikotinin ikinci etki mekanizmasi viicutta bulunan bazi endojen maddeleri taklit veya
viicutta devam eden bazi fizyolojik olaylar1 bloke etmesidir Bu siireglerden en 6nemlisi
Fizyolog John Newport Langley tarafindan kesfedilmis olup nikotinin, viicutta
norotransmitter bir madde olan asetilkolini (ACh) taklit ederek etki gostermesidir.
Nikotin, ACh’e kimyasal benzerligi sayesinde otonom sinir sistemine ait ganglionlarinda
once uyarim sonrasinda da blokaj etkisi yapar. Nikotin, ACh salgisin1 artirarak
konsantrasyon ve hafiza iizerinde; ACh ve noroepinefrin salgisinmi artirarak da uyaniklik
tizerinde pozitif yonde etki gosterir. Nikotine bagli olarak ACh ve beta-endorfinin artmasi
agrida azalmaya, sadece Beta-endorfinin artmasi ise anksiyetede azalmaya sebep olur.
Yiiksek dozlarda nikotin, serotonin ve opioid aktivitesini artirir ve bu sayede sakinlik
saglayarak agr1 kesici etki goOsterir. Nikotin ayn1 zamanda dopaminin pozitif etkisini
uzatir. Tiim bu etkiler beyin 6diil sisteminde bir duyarlilik olusturarak merkezi sinir

sisteminde siirekli bir nikotin ihtiyaci olusturur (16, 21-26).

Santral sinir sistemindeki kolinerjik etkiler hem nikotinik hemde muskarinik
mekanizmalar1 igermektedir (27). Nikotinin viicuttaki etki yerleri kas-sinir kavsagi,
otonomik ganglionlar ve merkezi kolinerjik sinapslardir (3). Nikotinin baglica metabolize

oldugu yer karacigerdir. Metabolit {iriinii

kadardir (28, 29).

’cotinine’’ olup yarillanma omrii 14-20 saat



2.1.2. Nikotinin Genel EtKkileri
2.1.2.1. Nikotinin Psikoaktif Etkileri

Nikotinin ruh halini degistiren rahatlatic1 ve uyarici 6zelliklere sahip oldugu literatiirde
rapor edilmistir (30). Hizli bir sekilde nikotinle etkilesime giren reseptorler (dopamin,
serotonin, ACh, gamma-amino butirik asit, glutamat) noradrenalin ve opioid peptileri
uyarir (16,31). Nikotinin psikoaktif etkilerinin bir¢ogunun ortaya c¢ikmasinda bu

norotransmitter ve hormonlarin salgilanmasi sorumludur.

Her uyarici gibi nikotinde ¢ok diisiik oranda néropsikiyatrik bir rahatsizlik olan akatizi’ye
(huzursuzluk, yerinde duramama), ayrica istah azalmasi ve metabolizma hizinin

artmasina bagl olarak kilo kaybina yol acabilir (32).

2.1.2.2. Nikotinin Merkezi Sinir Sistemine Etkileri

Nikotin, nikotinik ACh reseptorlerine baglanarak bazi ndrotransmitterlerin miktarinda
artisa sebep olur. Beyin 6diil sisteminin en biiyiik istirak¢isi olan dopamin seviyesinin
artmasi, 6fori ve rahatlama hissi vermesi nikotin tiiketiminde bagimliliga neden olur.

Yapilan ¢aligmalarda nikotin yliklenen ratlarda hassaslasma, ve hiperaktivite olusmustur.

Beyinde nikotin ve nikotine duyarl reseptorler striatum nucleus accumbens, substantia

nigra pars compacta, area ventralis tegmentalis bolgelerinde etkilesime girer (16, 33-36).

Sigara i¢cimi nedenli kronik nikotine maruz kalindiginda beyin sapt ve beyincik
alanlarindaki nAchr (alphadbeta?) reseptorlerin  oraninda artma  goriiliirken

habenulopeduncular yapidaki reseptorlerde artis goriilmez (37-39).

2.1.2.3. Nikotinin Sempatik Sinir Sistemine Etkileri

Nikotin splanknik sinirde uyarima yol agar, bunun sonucu adrenal medullada epinefrin
salinimi artar ve bu yolla nikotin sempatik sinir sistemi tizerinde etki gosterir. Nikotin
epinefrin artig1 iizerindeki diger etkisini ise preganglionik sempatik liflerdeki nikotinik
ACh reseptorlerini aktive ederek ve sonucta ACh saliniminda artisa yol agarak saglar.
Nikotinik ACh reseptorleri periferde noromuskuler kavsak, otonomik gangliyonlar,
adrenal medullanin kromafin hiicreleri ve duyusal sinir uc¢larinda etkilesime girer. Bu
etkilesimlerin sigaray1 birakmadaki diisiik oranin agiklayicist oldugu diigiiniilmektedir

(16, 40-42).



2.1.2.4. Nikotinin Kanserojen Etkisi

Sigara icilmesi ile kanser arasinda baglant1 oldugu 18. yiizyildan itibaren aragtirmacilarin
dikkatini ¢ekmis ve 1761 de Ingiliz doktor John Hill, "Cautions Against the Immodetrate
Use of Snuff" (Asir1 Enfiye Kullanimina Dikkat) isimli raporu ile tiitiin-kanser arasindaki
iliskiyi agiklamistir. Daha sonraki yillarda sigara kullanim ile 6zofagus, larinks, mesane,
meme, mide ve akciger kanserleri arasindaki iligkiler istatistiksel olarak ortaya konmustur
(14, 43). N-Nitrosonornicotine (NNN) Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi

tarafindan Grup 1 Karsinojen olarak siniflandirilmaktadir (44).

Nikotinin karsinogenezisde dogrudan veya dolayli bir seklide rol aldigi hayvan
modellerinde ve in vitro hiicre kiiltiirli caligmalarinda gosterilmistir. Nikotin kolinerjik ve
adrenerjik sinyalleri artirir (45). Boylece apoptozu engelleyen, timor gelisimini tesvik
eden biiyiime faktorlerini aktive eder. Nikotin ayrica anjiyogenezisi uyararak kanser
olusumunu tesvik eder (46). In vivo bir calismada nikotin uygulanan kanserli farelerde
timor bilylikligiiniin 2 kat, metatazin 9 kat ve timor yenilenmesinin ise 3 kat arttig1

belirtilmistir (47, 48).

2.1.3. Nikotinin Fetal Etkileri
2.1.3.1. Nikotinin Fetal Gelisim Uzerindeki Genel Etkileri

Nikotin sigara kullanan annelerin maruz kaldigi bir¢ok bilesikten sadece biridir. Bu
bilesiklerden 30 tanesinin olumsuz saglik sonuglarina sebep oldugu tespit edilmistir. 1
Nisan 1990°da California Cevre Koruma Kurumu Bagkanligi Cevre Sagligi Tehlike
Degerlendirme Ofisi gelisimsel toksisiteye neden oldugu bilinen kimyasallarin listesine
nikotini eklemistir. Gebelik sirasinda nikotine maruz kalan ¢ocuklarda tip 2 diyabet,
obezite, hipertansiyon, norodavranigsal kusurlar, solunum fonksiyon bozuklugu ve
kisirlik oraninda artig goriildiigii bildirilmistir (48, 49). Pasif igicilikte dahi nikotin anne

stitline gecmektedir.

Nikotinin fetal gelisim iizerindeki olumsuz etki mekanizmalari tam olarak bilinmese de,
nikotin kullanimma baglh olarak olusan plasental ve umblikal damarlardaki
vazokonstriksiyon ve hipoksi fetusun yetersiz beslenmesine sebep olur. Nikotin
kullanimina bagli olarak fetus sinir sisteminde ndrotransmitter sistem bozulmakta ve
anormal beyin gelisimi goriilmektedir. Ayni1 zamanda yenidoganlarda sinirsel

davraniglardaki anormalliklerin (bozulmus oryantasyon, otomatik regiilasyon ve kas



tonusundaki anormalliklerin) nikotine maruz kalma sonucunda oldugu belirlenmistir
(50). Yapilan galismalarda hamilelikte sigara tiiketiminin perinatal ve fetal mortalite
riskini artirdigi gosterilmistir. Gebelik boyunca giinde 10’un {izerinde sigara igiliyorsa
postnatal dogum agirligini ortalama 170 gr, 15’in lizerinde sigara kullaniliyor ise ortalama
300 gr azaldig bildirilmistir. Sigara i¢imi premature insidansini artirmaktadir. Prematiire
dogumlarin %15’inden, diisiik dogum agirlikli bebeklerin ise %20-30’u kadarindan

sigaranin sorumlu oldugu bildirilmektedir (51).

2.1.3.2. Nikotinin Fetal Kemik Gelisimine Etkileri

Vazokonstriiktor bir madde olan nikotin trombosit adezyonunu ve mikrovaskiiler
tikanikligr artirir. Nikotinin kemik gelisimi lizerindeki etkileri osteoblast, osteoklast,
fibroblast ve makrofajlar {izerine tesir etmesi ile ger¢eklesmektedir. Nikotinin kemik

gelisimi tizerindeki etkileri doza bagl olup yliksek dozda verilen nikotin;

1- Osteoblast aktivitesini diisiiriip osteoklast aktivitesini artirarak kemik dokusu yikimina

neden olur (52).

2- Fibroblast ve makrofajlarin yenilenmesini ve doku gdoglerini azaltarak skar

olusumunun azalmasina sebep olur (53).

3- Trombosit adezyonunu artirarak mikropihti olusmasina ve mikroperfiizyonu

azalmasina neden olur. Bu durumda doku iskemisine yol agar.

4- Kanda B-endorfin gibi katekolaminlerin, adrenokortikotropik hormonun (ACTH) ve
kortizolun seviyelerini yiikseltir. Katekolamin salinimi, kalp hizini, kan basincini, O2
ithtiyacini artirir, akut donemde de orta ve biiyiik capli arterlerde kan akiminin azalmasina

yol acar. Bu durumda fetal iskelet sisteminin yeterince beslenememesine sebep olur.

5- Kemik gelisiminde 6nemli bir rol {istlenen D vitamininin viicutta depolanmasini

azaltmaktadir (54).

2.2. MELATONIN

Kimyasal ismi N-asetil 5-metoksi triptamin olarak da bilinen melatonin hormonu
ozellikle gece saatlerinde epifiz bezi (pineal bez) tarafindan salgilanir (Sekil 2.3.). 1958
yilinda Yale Universitesi’nden Prof. Aaron B. Lerner ve ark. tarafindan kesfedilmistir.

Lerner ve ark. melatoninin deri hastaliklarinda tedaviye yardimci oldugunu, 1970’11



yillarin ortasinda ise pineal bezden salindigini ve biyolojik saat ile iliskili oldugunu
gostermistir. Melatoninin kesfinden daha 6ncesinde 1917°de Carey Pratt McCord ve
Floyd P. Allen pineal bez 6zii ile besledikleri ineklerin deri altinda renk agilmalar
oldugunu gozlemlemistir. Daha sonraki yillarda melatoninin, amfibi ve siirlingenlerde

deride renk degistirme mekanizmasi ile baglantili oldugu tespit edilmistir (55-57).

/_.r'
O

A
Sekil 2.3. Melatoninin Kimyasal Yapisi (58)

Melatonin hayvanlarda, bitkilerde, bakterilerde ve mantarlarda bulunan bir maddedir
(59,60). Ana gorevi viicudun biyolojik saatini koruyup ritmini ayarlamak olan melatonin
hormonu son yillarda tiim diinyada gittikce artan bir ilgiyle arastirilmaktadir. Temel
gorevi olan biyolojik ritmi ayarlamanin disinda hiicre yenilenmesi, bagisiklik sisteminin
giiclenmesi, viicut 1sisinin diizenlenmesi gibi bagska Onemli gorevlerde de yer alir.
Melatonin lipofilik yapida olmasindan dolay1 bilinen en giiclii antioksidanlar birisidir.
1993 yilinda melatoninin antioksidan oldugu kesfedilmis olup (61) ilk patent 1995
yilinda Richard Wurtman tarafindan uyku rahatsizligi ¢eken hastalarda tedavi icin
alinmistir. Lipofilik olmasi tiim viicut alanlarina ulagabilmesine ve kan-beyin bariyerini
gecebilmesini saglamaktadir. Melatonin ayrica hiicre cekirdeginin ve mitokondrial

DNA’nin korunmasinda da kismen rol oynar (62). Bir¢ok arastirma yapilmasina ragmen

melatoninin biitiin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir (63).

Hayvanlarda uyku saati, kan basinci gibi fizyolojik fonksiyonlar melatoninin
sentezlenmesini etkiler (16). Melatonin bitkilerde fizyolojik olarak 151k periyodunun
diizenlenmesi, sert ¢cevre kosullarina kars1 savunma ve bitki biiylimesi gorevlerinde yer

alir. Melatonin musir, kiraz, piring, liziim, domates ve bir¢ok yenilebilir meyvede bulunur
(64-66).
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2.2.1. Melatoninin Biyosentezi

Melatonin hormonunun %480’lik kismi pineal bez yapisinda bulunan ve parankimal
hiicrelerin ¢cogunlugunu olusturan pinealositler tarafindan sentezlenir. Pineal bez diginda
harder bezi, lakrimal bez, retina, eritrositler, trombositler ve gastrointestinal sistemdeki
baz1 hiicrelerin de melatonin sentezledigi bildirilmistir. Ancak diger kaynaklardan
sentezlenen miktarin kan dolasimindaki melatonin diizeyine katkis1 ¢ok diistiktiir (67).
Bu hiicreler tarafindan gergeklestirilen melatonin sentezi i¢in triptofan aminoasitine
gereksinim vardir. Kan dolasimindan pinealosit hiicreleri icerisine alinan triptofan, ilk
once triptofan 5-hidroksilaz enzimi aracilifiyla 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 Nasetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz

(HIOMT) enzimi tarafindan melatonine doniistiiriiliir (68) (Sekil 2.4).

AsetilKoA KoA SAM SAH

U4 (O

Serotonin ——» N-asetilserotonin  ———» Melatonin

N-asetiltransferaz Hidroksi-indol
-0~ metil transferaz

| 9

Sekil 2.4. Melatoninin sentezi (SAM: S-adenozil metionin, SAH: S-adenozil homosistein) (58).

Melatonin salgilanmasini etkileyen temel faktor 1siktir. Retinadan 151k duyusu
impulslarin getiren lifler, hypotahalamus’un nucleus suprachiasmaticus’una gelir. Sonra
mesencephalondaki formatio reticularis uyarilir. Buradan impulslar iki yolla corpus
pinealeye ulasir. Birinci yol dogrudan corpus pineale’ye gider ve bezin salgisini stimiile
eder. Ikinci yol ise tractus reticulospinalisin lifleri ile birlikte medulla spinalise gelir ve
simpatik sistemin iist segmentlerini uyarir. Bu simpatik uyar1 preganglionik liflerle ggl.
cervicale superius’a gecer. Buradan da n. pinealis aracilif1 ile corpus pinealeye gelir.

Corpus pineale’deki pinealositlerde bol miktarda melatonin ve serotonin mevcuttur.
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Simpatik uyar1 pinealositlerin icerisindeki bu mediatorlerin salgilanmasini inhibe eder.
Simpatik etki ortadan kalktiginda sekresyon baglar (Sekil 2.5). Bu nedenledir ki

karanlikta bu inhibe edici etki olmayacagi i¢cin bezin salgis1 artar (69).

PINEAL BEZ

S50

MEDULLA SPINALIS

Sekil 2.5. Pineal Bezin Inervasyonu (58)

Aksam 21.00-22.00 saatlerinde melatonin salgilanmas1 artmaya baslar, 6zellikle gece saat
23:00-05:00 siralarinda melatonin zirve yapar ve kandaki konsantrasyonu 3-10 kat artar.
02.00-04.00 saatlerinde en {ist seviyeye ulagir. Sabah 05.00-07.00’de azalmaya baslar ve
07.00’den sonra bazal seviyelere diiser (63). Melatonin salgisinin seviyesi yeni dogan
bebeklerde dogumdan sonra yaklasik olarak 3. ayda diizenli bir hale gelir (70). Cocuklar
ergenlik cagina geldigi zaman gecelik melatonin salinimi1 uykuya daha ge¢ gidilmesi ve
gec saate kadar uyanik olmaktan dolay gecikir. Yas ilerledik¢e insanin melatonin iiretimi

azalir (71).

Sirkadiyen ritim bitkilerin, hayvanlarin, mantarlarin ve siyanobakterilerin 24 saatlik
periyot icerisindeki biyokimyasal ve psikolojik davraniglarinin biitiiniidiir. Melatonin
fotoperiyod ile ilgili bilgileri aktararak viicut fonksiyonlarmin ve sirkadyen ritmin

diizenlenmesinde gorev alir (72).

Norepinefrin pineal bezde bulunan en Onemli norotransmitterdir ve pinealosit
membranindaki postganglionik reseptdrlere (81 ve al adrenerjik reseptorler) baglanmasi
ile fonksiyon gosterir. Melatonin sentezinin yaklagik %851 Bl reseptOrlerinin

uyarilmasiyla , %15’ ise al reseptorlerinin uyarilmasiyla gerceklesir. Bu nedenle
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melatonin diizeyinin belirlenmesinde B-blokdr ila¢ kullanimi etki etmektedir. Melatonin

diizeyleri 1s1, med-cezir ve B-blokor ilaglar gibi birgcok faktorden etkilenebilmektedir (73).

2.2.2. Melatonin Metabolizmasi ve Fizyolojisi

Melatonin sentezlendikten sonra depolanmaz. Disiik molekiil agirlik ve lipofilik,
hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 pasif diffiizyonla disar1 atilir. Kanda bulunan melatonin
% 70 oraninda plazma albuminine baghdir. Dolasimdaki melatonin beyin omurilik s1vist
da dahil olmak tiizere tiim biyolojik sivilara dagilir. Melatonin anneden fetiise plasental
yol, yenidoganda ise siit ile gegmektedir. Melatoninin kandaki yarilanma siiresi 10-40

dakikadir. Esas olarak karacigerde metabolize olmaktadir (73).

Mevsimsel olarak gece-giindiiz siiresinin degisimi melatonin sekresyonunu etkiler.
Sekresyon siiresinin degismesi yiiziinden hayvanlarda iireme, davranig, bliylime,
kamuflaj renklendirme gibi davranislarinda mevsimsel farkliliklar gosterir. Melatonin
baz1 kuslar ve hamsterlarda hipofizin 6n lobundan salinan folikul uyarict hormon (FSH)
ve luteinlestirici hormonu (LH) salinimin1 engelleyerek cinsel duygular1 bastirir. Bu da

tireme mevsimlerinin bu tiir canlilarda yaz aylarina sarkmasina neden olur (74).

Insanlarda faz yanit egrisine gore uykudan bir kag saat &nce kiiciik miktarlarda melatonin
kullanildiginda (0.3 mg), sirkadiyen saati erkene kaydirmasindan dolay1 sabah erken
kalkmay1 ve giindiiz uyamk olmay: tesvik eder. Insanlarda oral yoldan uygulanan
melatonin %90°1 karacigerde tek bir geciste temizlenir, az miktar1 da idrar yolu ve

tiikkiirtikle atilir (75, 76).

Memelilerde melatonin reseptorleri G proteine (guanin niikleotid-baglayici proteinler)
baglidir ve iki farkli reseptor vardir. Bu reseptorler MT1 (Melatonin 1) ve MT2
(Melatonin 2) olarak tanimlanmis olup amfibi ve kuslarda ise ayrica MT3 reseptdrii tespit
edilmistir. MT1 reseptorleri, hipofizin pars tubaralis boliimiinde ve hipotalamusun
nucleus suprachiasmaticusunda bulunmaktadir. MT2 reseptorii ise retinada
bulunmaktadir. Bu temel bolgeler disinda MT1 ve MT?2 reseptdrleri cerebellum, retinal

yollar ve ganglion hiicrelerinde de bulunur (77).
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2.2.3. Melatoninin Fonksiyonlari
2.2.3.1. Antioksidan Etkisi

Biyolojik saati diizenlemesinin yani sira melatonin giiclii bir antioksidan ve serbest
radikal temizleyicisidir (78). Melatonin hiicre duvarini ve kan beyin bariyerini kolaylikla
gecebilir. Antioksidan olarak hidroksit (OH), oksijen (O2), nitrik oksit (NO) gibi serbest
oksijen ve nitrojen iceren radikallerin temizlenmesinde gorev alir (79). Melatoninin genel
antioksidan etkisi diger antioksidanlarla birlikte ¢calistiginda artis sergiler. Melatoninin E
vitamininden iki kat daha aktif oldugu kanitlanmis olup C vitamini ve E vitamini gibi
diger klasik antioksidanlardan melatonini ayiran o6zellik amfifilik olmasidir.
Mitokondriyal hedef antioksidanlar1 gibi diger sentetik antioksidanlarla (mito Q, mito E
) karsilastirildiginda melatoninin mitokondriyal oksidatif strese karsi koruyucu roliiniin

iki kat daha fazla oldugu kanitlanmistir (80-82).

2.2.3.2. Bagisikhik Sistemi Etkileri

Melatoninin bagisiklik sistemi ile etkilesimde oldugu bilinmesine ragmen etki
mekanizmasinin ayrintilari tam anlamiyla ortaya ¢ikarilamamistir. Antiinflamatuar etkisi
literatiirde en ¢ok calisilan konulardan birisidir. Preklinik ¢alismalarda melatonin sitokin
tretimini artirdig1 ve edinilmis immiin yetmezlige karsi reaksiyon gosterdigi tespit
edilmistir. Bazi caligsmalarda viral bakteri enfeksiyonu gibi bulasici hastaliklara karsi

faydal1 oldugu rapor edilmistir (83).

2.2.3.3. Melatoninin Tibbi Kullanimi

Melatonin son zamanlarda insomnia hastalarinda ve ge¢ uyuma aliskanlig1 olan, vardiyali
islerde calisan, hizli seyahat etmesi gereken kisilerde uyku bozuklugu nedeniyle

caligilmis olup olumlu sonuglar vermistir (84).

Sizofreni hastalarinda ve major depresif bozukluk bulunan hastalarda yapilan
calismalarda melatoninin uzun siireli salinmasi uyku kalitesini artirmistir (85). Uyku
dongiisti bozuklugu olan ¢ocuklarda (86) ve hipertansiyon hastalarinda melatoninin uzun
siireli salinim1 uykuda kan basinci kontroliinii artirmistir (87). Melatoninin 6zellikle
batidan doguya uguslarda goriilen jet lag etkisini azalttigl, uyku uyaniklik déngiisiiniin
yeniden diizenlenmesine yardimci oldugu, gecikmis adaptasyona uyumu artirdigi

bildirilmistir (88).
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Melatonin, ameliyat dncesi depresyonu azaltmada placebo ilaglara gore daha etkili
sonuglar vermekte ve ameliyat sonrasi anksiyeteyi de azaltmaktadir (89). Melatonin,
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu hastalarda metilfenidata ek olarak
verildiginde ilacin etkililigini artirmakta ve etki siiresini uzatmaktadir (90). Melatonin
kullanim1 migren ve kiime tipi bas agris1 olusumunu engellemekte ve ilerlemesini
azaltmaktadir (91). Melatonin, oksidatif stresi azaltarak safranin safra kesesi tasina

dontlismesini azaltmaktadir (92).

Melatonin, radyasyonun hiicre duvarinda olusturdugu yikimi ve zarar1 en az seviyeye
diisiiriir. Radyasyonun biyolojik zararin %70’1 serbest hidroksillerin DNA, protein ve
hiicre duvarina saldirmasindan kaynaklanmaktadir. Melatonin giiglii bir antioksidan
olarak bu serbest hidroksilleri ortadan kaldirarak ¢ok giiclii bir koruyucu etki
olusturmaktadir (93).

2.3. KEMIiK DOKUSU

Kemik dokusu bag dokusunun 6zellesmis bir seklidir. Diger bag dokusu tipleri gibi
hiicreler ve hiicreler aras1 maddeden olugsmaktadir. Kemik dokusunun en iyi ayirt edici
ozelligi dokunun sertligini saglayan hiicreler arasi maddenin kalsifikasyonudur. Bu
0zelligi kemik dokusunu insan viicudunun en sert yapilarindan biri haline getirir. Kemik
dokusu yumusak dokular1 destekler ve hayati 6nem tasiyan organlar1 korur (kafatasi ve
gbgis kafesi gibi). Kemik dokusu ayrica kan hiicrelerini yapan kemik iligi hiicrelerini
bulundurur. Kalsiyum fosfat ve diger bazi iyonlar i¢in depo olarak iglev goriir ve bu
minerallerin derisiminin sabit tutulmasini saglar. Hormonal, metabolik ve besinsel
kosullara duyarli olan aktif bir dokudur. Iskelet kaslarin hareketi sirasinda kemik dokusu

bir manivela gorevi yaparak viicut hareketlerine katkida bulunur (94-96).

Kemik dokusu; kemik matriksi ve kemik matriksi i¢inde lakiina adi verilen bosluklarda

bulunan 3 tiir hiicreden (osteosit, osteoblast ve osteoklast) olusur (94).

Kemik dokusunun kompakt ve spongioz kemik olmak iizere iki ayr1 formu vardir.
Kompakt kemik sik1 tertiplenmis, bosluk icermeyen bir dokudur (Sekil 2.6). Spongioz
kemik dokusunun ise gevsek, labirent veya bol bosluklu tarzda bir goriiniimii vardir. Bu
bosluklar kemik iligi ile doludur. Uzun kemiklerin ug tarafindaki bélgeye epifiz, bunlarin
arasinda yer alan uzun bolgeye ise diyafiz adi verilir. Epifiz bolgesi ayn1 zamanda

kemigin biiyiimesinde rol oynar (epifiz plagi). Epifiz kism1 ince kompakt kemikle kapl
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olup spongiy6z kemik dokusundan yapilmistir. Diyafiz boliimii ise sadece kompakt
kemik dokusundan yapilmistir. Diyafizin ortasinda da kemik iligi bulunur. Kafatas1 gibi
yass1 kemiklerin her iki tarafi kompakt, i¢i veya ortasi ise spongioz kemik olarak
tertiplenmistir. Kafatas1 kemiklerinin iki laminas1 arasinda kalan bolgeye diploe denir

(94).

Havers sistem

veyn ostean i doiresel lameller

Interstisiyvel lameller
Perosteum

I daivesel —
. - T,
lameller sistemi b5

Sungerimsi - ! = _
kemik ‘---"‘:.‘ e & ] Sharpey lifleri

S s Volkmann kanalmda
T N, kan domar

Oteasit " Havers kanalinda
Endostcum kan damon

Sekil 2.6. Kompakt kemigin yapisini gosteren sematik ¢izim (95).

Kemikler genellikle periosteum adi verilen ve osteojenik (kemik olusturabilme) aktivitesi
olan bir bag dokusuyla ¢evrilidir. Periosteum eklem kikirdaginin bulundugu bélgede yer
almaz. Diyafizdeki kemik iligi kavitesi ve spongioz kemikteki bosluklarin etrafi ince bir
bag dokusuyla ¢evrilidir. Bu yap1 endosteum adin1 alir ve osteojenik aktiviteye sahiptir.
Kemik dokusu kikirdak dokusunun aksine bol damarlidir. Ancak martiksinin sert olmasi
difiizyon i¢in elverisli degildir. Dolayisiyla dokunun beslenmesi kanalikiillerle
olmaktadir. Bu kanalikiillerin i¢inde kemik hiicreleri yerlesiktir. Hiicreler sitoplazmik
uzantilartyla birbirleri ve komsu damarlarla iligki kurarak metabolizma gerceklestirilir

(96).

2.3.1. Kemik Matriksi

Kemik matriksi organik ve inorganik maddelerden olusur.
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Organik maddeler:

Kemik organik matriksi osteoid ad1 verilen, osteoblastlar tarafindan salgilanan mineralize
olmamis organik yapidan olusur ve inorganik tuzlarin depolanip kristallesmesi igin
kemige formunu verir. Matriksin %90’1 Tip I kollajen, geri kalani proteindir. En sik
rastlanilan proteinler; osteonektin, osteokalsin, osteopontin ve kemik siyaloproteindir. Bu
proteinlerin islevleri tam olarak bilinmemekle birlikte mineralizasyonda rol oynadiklari
diisiiniilmektedir. Gelismis bir kemik dokuda lifler birbirlerine paralel ve porlar birakacak
sekilde dizilmis olup, aralarinda hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir. Minerallerin
kollajen liflerle iligkisi, kemik dokusunun sertligi ve direncinden sorumlu olmalarindan
kaynaklanir. Kemik, dekalsifiye edildiginde seklini korur ancak bir tendon kadar esnek
hale gelir. Cogunlugunu kollajenin olusturdugu organik matriks kemikten

uzaklastirildiginda ise yine seklini korur ancak kirilgan hale gelir (94, 97).

inorganik madde: Inorganik maddeler kemigin kuru agirligmin  yarisim
olusturmaktadir. Kalsiyum ve fosfat en fazla bulunan maddelerdir. Bunun yani sira
bikarbonat, potasyum, sodyum, magnezyum ve sitrat da matriks i¢inde bulunmaktadir.
Hidroksiapatit kristalleri [Cai0(PO4)s(OH)2] kalsiyum ve fosfatin birlesmesi ile olusur.
Hidroksiapatit kristalleri plakalar seklinde dizilerek amorf madde ve fibriller tarafindan
sarilmis hidrolsiapatit kabugu adi verilen tabakay1 olusturur. Olusan bu tabaka ile iyon
aligverisi saglanir. Hidroksiapatit kristalleri kollagen lif segmentlerine sikica baglidir ve
bu sayede kristal ve kollajenin yerlerinden ayrilmasini engeller. Boylelikle kemik yapist

gerilme ve sikigmaya karsi direng kazanmis olur (97, 98).

2.3.2. Periosteum ve Endosteum

Periosteum; Eklem yiizeyleri disinda, tiim kemikler periost ile ¢evrelenmistir.
Periosteum iki tabakadan olusur. Dis tabakada fibroblastlar ve fibriller bol miktarda
bulunur. Periosteumun i¢ tabakasinda farklilasarak osteoblastlart olusturan
osteoprogenitdr hiicreler yer alir. Osteoprogenitdr hiicreler kemik biiyiime ve onariminda
onemli rol oynarlar. Periost kemige sharpey lifleri aracilifiyla yapisir. Sharpey lileri dis

esas lamellere uzanan ve matriks i¢ine giren fibril demetleridir (94, 97, 99).

Endosteum; Kemik iligi kavitesi ile spongioz kemigin trabekiillerini orten yapiya

endosteum denir. Endosteum ¢ok az bag dokusu ve tek tabakali osteoprogenitor
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hiicrelerden olusmustur. Periosteum ve endosteum kemik dokusu beslenmesi, biiyliimesi

ve tamiri i¢in gerekli olan hiicreleri saglamaktadir (94, 97, 99).

2.3.3. Kemik Hiicreleri

2.3.3.1. Osteoprogenitor Hiicreler: Mezenkimal kokenli bu hiicreler, biiyiime-gelisme
doneminde aktivitelerini korurken, erigkin donemde yaralanma sonrasi iyilesme fazinda
aktive olurlar. Osteoklast ve osteoblastlarin olusumuna onciiliik ederler. Osteoprogenitdr
hiicrelerin ¢ekirdekleri oval ve soluk boyanan, stoplazmalar ise asidofilik karakterlidir.

Periosteumun derin tabakasinda, havers kanallarinda ve endosteumda bulunurlar (100).

2.3.3.2. Osteoblastlar: Osteoblastlar kemik yapimindan sorumlu hiicrelerdir.
Osteoblastlar Tip 1 kollajen, proteoglikan ve glikoprotein sentezi yaparak kemik
matriksin organik kisimlarinin tiretiminden sorumludurlar. Mineralize olmayan kemik
matriksini olusturmak i¢in kollajen sentezler ve bu yapinin kalsifiye olmasina aracilik
ederler. Osteoprogenitor hiicreler tarafindan olusturulurlar (Sekil 2.7). Biliyiime ve

tamirde gorev alirlar (100).

Isik mikroskobunda incelendiginde sekillenmekte olan kemik yiizeyinde tek sira halinde
dizildikleri goriilmektedir. Prizmatik veya kuboidal sekildedirler. Uretim islevleri

azaldiginda yassilasir ve stoplazmalarindaki bazofil 6zellik azalmaya baglar (94).

2.3.3.3. Osteositler: Boliinme 6zelligi olmayan ileri derecede farklilasmis olgun kemik
hiicreleridir. Kemik matriksi igerisinde lakiina isimli bosluklarda bulunurlar ve her
lakiinada bir osteosit bulunacak sekilde yerlesmislerdir (Sekil 2.7). Osteositler uzantilari
sayesinde hem birbirleriyle hem de havers kanallar1 ile baglant1 kurarlar. Bu baglantilar
yoluyla besinlerin hiicreden hiicreye ge¢mesini, oksijen ve karbondioksitin de kan

yoluyla uzaklastirilmasini saglarlar (97).
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Ostaozitier

Sekil 2.7. Osteoblast ve osteositlerin goriiniimii. H-E. Biiyiitme x 150 (95).

2.3.3.4. Osteoklast: Kemik iligi graniilosit-makrofaj dnciil hiicrelerinden kdken alan ve
kemik rezorbsiyonundan sorumlu olan, c¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Kemik
rezorbsiyonundan sonra apopitozise ugrarlar. Kemik yikiminin gerceklestigi bolgelerde
enzimatik aktivite ile acilmis Hawship lakiinast adi verilen oyuklar bulunur ve
osteoklastalar bu oyuklara yerlesmis olarak bulunurlar (Sekil 2.8). Kollajenaz ve diger
enzimleri salgilayarak protonlar1 hiicre alt1 cebe gonderir, boylece kolajen sindirimini ve
kalsiyum tuz kristallerinin eritilerek emilmesini saglayarak kollajen kemik yikimini
gerceklestirirler. Kemigin yeniden sekillenme asamasinda osteoklast ile osteoblastin
uyumlu ¢alismasi kemik malformasyonunun olugsmamasi i¢in 6nem teskil etmektedir (94,

97, 102).
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Sekil 2.8. Kopek fetusii ¢gene kemiginde, osteoklastlarin ve osteoblastlarin yerlesimi. H-E.

Biiyiitme x 95 (95).

2.3.4. Kemiklesme (Ossifikasyon)

Kemiklesme intramembrandz ve intrakartilagindz olmak iizere iki bicimde
gerceklesmektedir. Intrakartilaginoz kemiklesme endokondral ve perikondral olmak

iizere iki bi¢imdedir.

2.3.4.1. intramembranéz Kemiklesme: Embriyonal mezensimal bag dokusu yapisinin
dogrudan kemik dokusuna doniisiimii seklinde gerceklesen kemiklesmedir. Bu
kemiklesme modelinde bagdokusu hiicreleri dogrudan osteoblastlarla yer degistirir.
Osteoblast hiicreleri osteoid salgilarlar. Osteoblastlar da zamanla osteositlere doniisiir.
Intramembrandz kemiklesme sonucunda siingerimsi yapida kemikler olusur. Klavikula,
frontal kemik, nazal kemik, temporal kemigin squamosasi, oksipital kemigin squamosasi,

parietal kemik, mandibula bu kemiklesme modeli ile kemiklesir (Sekil 2.9).
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hezenkim Kemik olastemasi Osteablast  Birincit kemik
dokusu

Sekil 2.9. Intramembran6z kemiklesmenin baslangici (95).

2.3.4.2. Intrakartilogin6z Kemiklesme: Bu kemiklesme modelinde bag dokusu &nce
kikirdak dokusuna sonra kemik dokusuna doniisiir. Sekonder kemiklesmede Once
gelisecek kemigin hiyalin kikirdaktan bir taslagi olusur. Uzun ve kisa kemikler bu sekilde

kemiklesmektedir.

Bu sekilde kemiklesen kafa kemikleri chondrocranium’u olusturur. Intrakartilagindz
kemiklesmede 2 farkli yol izlenir ve bu yiizden endrokondral kemiklesme ve perikondral

kemiklesme olmak iizere iki alt modeli vardir.

2.3.4.3. Endokondral Kemiklesme: Bu modelde kemiklesme kemigin i¢ kismindan
baslar ve diger kisimlara yayilir. Kisa kemiklerde goriilen bir kemiklesme modelidir

(Sekil 2.10).

Engadosdral
ATk T

#
Eomk Kenk

Zar ignde Airag aitic hdrduk
Rarrudogmsa iratils

Sekil 2.10. Kikirdak model {izerine endokondral kemiklesmenin olusumu (95).
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2.3.4.4. Perikondral Kemiklesme: Kemik taslagmin dis kismindan baslayan bir
kemiklesme modelidir. Perikondriumun i¢ kisminda bulunan osteoblastlarin aktivitesi ile
kemik dokusu diafiz bolgesinde kemigin her tarafini sarar. Bu tabaka giderek kalinlagarak
kemiklesme tamamlanir. Bu kemiklesme modeli uzun kemiklerin kemiklesmesinde

goriiliir (94, 97).
2.3.5. Kemigin Beslenmesi

Kemik beslenmesini saglayan damar sistemi ¢ok iyi organize olmus olup kemiklerde
olusan bir hasarin onarimi daha kolay olmaktadir. Kemiklerin beslenmesi 3 yoldan

gerceklesir.

1) Kemiklerin dis yiizeyinde foramen nutricium denilen delikler bulunur ve bu
deliklerden vasa nutricia denilen damarlar girerek spongioz tabakaya ulasir ve
kemigin beslenmesini saglar

2) Kompakt kemiklerin beslenmesini a. periotales denilen arterler besler.

3) Eklem kikirdaginin beslenmesi metafiziyel ve epifiziyel dallar tarafindan saglanir
(94-101).

2.4. RATLARDA iSKELET SiSTEMI GELISIMI

2.4.1. Rat iskelet Sistemi

Ratlarda embriyonal hayatin 9. giinii sonunda veya 10. giliniin baginda somit gelisimi
baslar. 11. giiniin sonunda 25, 13. giinde 45 somit ve 16. giiniin sonunda ise 65 somit
gelisir. 16. giinden itibaren ilk kemiklesme merkezleri ortaya cikar. Ilk kemiklesme
merkezleri clavicula’da, kaburgalarda ve kafatasinin bazi kemiklerinde goriliir. 16.
giinde kalc¢a, diz, omuz ve dirsek eklemlerine ait bosluklar belirginlesmeye baslar. 17.
giinde kemiklesme ekstremite tomurcuklarina ve kafatasinin diger kemiklerine yayilirken
el bilegi ve ayak bilegi eklemlerine ait bosluklar belirginlesir. 18. glinde kafa hizla biiyiir
ve damak taslaklar1 kaynasir. 19. ve 20. giinlerde 6n ve arka ekstremitelerin parmak
eklemlerine ait bosluklar ortaya ¢ikar. Ratlarda 22. giinde dogum gerceklesir. Yenidogan
bir ratda uzun kemiklerin gévde ve diyafizleri biiyilk oranda kemiklesmistir fakat
epifizleri hala kikirdak yapidadir. Sekonder kemiklesme merkezlerinin ¢ogu dogumdan

sonraki giinlerde de varligin1 devam ettirir (94, 103, 104 ).

Rat iskelet sistemi; Iskelet sistemi skeleton axiale ve skeleton appendiculare olmak iizere

iki kisma ayrilarak incelenir (94, 103).
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2.4.1.1. Skeleton axiale: Viicudun eksenini olusturan columna vertebralis, gogiis kafesi

ve kafatas1 kemiklerinden meydana gelir.

Kafatas1 kemikleri: Bir kismi tek (os ethmoidale, os occipitale, os hyoideum, os
interparietale, os vomer, os palatinum), bir kism ¢ift (os parietale, os sphenoidale, os
temporale, os lacrimale, os incisivum, os nasale, 0os zygomaticum, os pterygoideum, os

frontale, maxilla, mandibula) olmak {izere toplam 28 kemikten meydana gelmistir.

Kulak kemikgikleri ise stapes, incus, os lenticulare, malleus olmak tizere 4 ¢ifttir (103-

105).

Omurga: Rat omurgasi1 57-61 vertebradan meydana gelir. Bu vertebralarin 7’si servikal,
13’1 torakal, 6’s1 lumbal, 4’1 sakral ve 27-31°1 kaudal bolgede bulunur. Servikal
vertebralarin en biiyligii atlas ve axis’tir. Axis’in spinal ¢ikintis1 kisa ve sivridir. Torakal
vertebradan kuyruk kismina kadar vertebralarin boyu 2mm’den 7mm’ye kadar dogrusal
olarak artar. Torakal vertebralarin govdelerinde ve transvers c¢ikintilar1 {izerinde
kaburgalarla eklem yapmaya yarayan eklem yiizleri bulunur. Lumbal vertebralar iyi

gelismis ve ayn1 uzunlukta olup basik, genis, biiylik govdeli ve belirgin ¢ikintilar1 vardir.

Sakrumun toplam uzunlugu 20-23 mm olup transvers ¢ikintilar1 ve eklem c¢ikintilar
oldukca belirgindir. Sakral vertebralar arka ayaklara destek saglar. Kaudal bolgede
bulunan ilk dort vertebra sacral vertebraya benzer ve bu vertebralardan sadece ilk ikisinde
arcus vertebralis tam olarak gelismistir. Sakral vertebralarin digerlerinde arcus vertebralis
tam olarak kapanmaz ve arka kisimlar1 “U” seklinde agik kalir. Bu kisim o&zellikle

kuyrugun sonuna dogru yassilasarak uzamistir (103-105).

Gogiis kafesi kemikleri: Rat gogiis kafesinde 13 ¢ift costae ve 1 adet sternum olmak
tizere toplam 27 adet kemik bulunur. Kaburgalar dorsalde gogiis omurlari ile ventralde de
sternum ile eklem yaparlar. 13 ¢ift kaburganin ilk 7 ¢ifti sternum ile direkt eklem yapar
ve bu kaburgalara costae verae ad1 verilir. Son 6 ¢iftine de costae spuriae denir. Bunlarin
ilk 3 cifti 7. kaburgaya tutunarak sternumla baglant1 kurarken, kalan son 3 ¢ifti (costae
fluctuantes) ise serbest olarak sonlanir. Sternum gogiis kafesinin oniinde ve orta hatta

bulunan bir kemiktir (103-105).
2.4.1.2. Skeleton appendiculare: On taraf ve arka taraf kemiklerinden olusur.

On taraf kemikleri: On taraf kemikleri sag ve sol taraf olmak iizere toplam 64 kemikten

olusur. Bu kemikler; clavicula, scapula, humerus, radius, ulna ve 6n ayak kemikleridir.
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Clavicula: Clavicula proksimalde sternum ile distalde omuz ekleminin kranial tarafi ile

eklem yapar. Clavicula’nin proksimal kismi kalin distal kismi ise yassidir (103-105).

Scapula: Ucgen seklinde yassi bir kemik olan scapula, thoraxin dis yiiziiniin 6n tarafina
yerlesmistir. Ug¢ kenar, ii¢ kosesi ve iki yiizii vardir. Scapulanin dis yiiziinde bulunan
spina scapulae orta hatta dogru gittikce kalinlasir. Spina scapulae’nin u¢ kismina

acromion denir ve burasi yassilagmistir (103-105).

Humerus: Humerus, scapula’dan sonra gelen uzun bir kemiktir. Iki ucu ve bir govdesi
vardir. Proksimal ucu scapula ile distal ucu da 6nkol kemikleri ile eklem yapar. Proksimal
ucta caput humeri, tuberculum majus ve tuberculum minus bulunur. Humerus’un distal
kisminda da iki ayr1 epikondil bulunur ve her ikisi de gelismistir. Humerus’un
proksimalinde yer alan epifiz plagi 2. yilin sonuna kadar kaybolmaz ve varligin1 siirdiiriir

(103-105).

Radius ve Ulna: Radius ve ulna benzer ¢aplarda kemiklerdir. Ulna, olecranon’un
gelisiminin daha iyi olmasindan dolayr radius’tan 1/6 oraninda daha uzundur. Bu iki
kemik arasinda dar bir aralik bulunur. Radius ve ulna’nin distal kismindaki epifizyal

kikirdaklar1 2 y1l sonra kemiklesmeye baglar.

On ayak iskeletinde 27 adet kemik bulunur. Bunlar; ossa carpi (8 adet), ossa metacarpi (5

adet) ve ossa digitorum manus (14 adet)’dur (103-105).

Carpal kemikler: On ayak bilegi (el bilegi) kemikleri iki sira halinde dizilmistir.
Proksimal sirada ii¢ adet kemik bulunur. Bu kemikler; intermediolateral, ulnar ve
aksesuar kemikler olarak adlandirilir. Distal sirada 1°den 4’¢ kadar isimlendirilen (os
carpale primum, secundum, tertinum ve quartum) 4 adet karpal kemik bulunur. Ikinci ve
ticlincii karpal kemikler arasina giren merkezi bir kemik (os centralis) vardir. Ayrica
bunlarin disinda kanca seklinde sesamoid kemikler vardir. Bu kemiklerden medialdekine

os falciforme (os marginale), lateraldekine de phalanx postminimi denir (103-105).

Metakarpal kemikler: Ossa metakarpale; 5 adet metakarpal kemik vardir. Bunlarin en

kisas1 I. metakarpal kemik en uzunu ise III. metakarpal kemiktir.

Parmak kemikleri (Ossa digitorum phalangis): 5 parmaktan olusur ve ilk (bas) parmak

iki falankstan diger parmaklar da ii¢ falankstan olusur (103-105).
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Arka taraf kemikleri: Arka taraf kemikleri sag ve sol tarafta olmak tizere toplam 64
kemikten olusur. Bu kemikler; os coxae, femur, tibia, fibula, patella ve arka ayak

kemikleridir (103-105).

Os coxae: Os coxae, kaudal kisimda sakral vertebralarin sag ve sol tarafinda bulunur.
Arka tarafta sakral vertebralar on tarafta da symphysis pubis araciligi ile pelvis boslugunu

olusturur. Os coxae ilium, ischium, pubis ve acetabular kemiklerden olusur (103-105).

Femur: Proksimal ve distal olmak {izere iki ucu ve bir govdesi olan uzun bir kemiktir.
Proksimal tarafta caput femoris ve caput femorisi destekleyen boynu vardir. Femur
tizerinde {i¢ trochanter vardir. Bunlar; trochanter major, trochanter minor ve trochanter

tertius. Distal ugda i¢ ve dis iki kondili vardir (103-105).

Tibia ve Fibula: Ratlarda tibia ve fibula kemiklerinin anatomik yapis1 insandakinden
biraz farklidir. Anatomik olarak tibia ve fibulay1 ratda tek bir kemik olarak ele almak
miimkiindiir. Ciinkii; tibia ve fibula, distalde ve proksimalde birlesen tek bir kemiktir.
Cok geng hayvanlarda bile kismi bir kemiklesme ile birlesen bu kemikler, yas ilerledik¢e
daha iyi kaynasirlar. Ancak dikkatle incelenecek olursa iki kemik arasindaki ayrim yash
hayvanlarda bile goriilebilir. Birlesme, kraniyalde fibroz eklemlesme bi¢imindeyken

kaudalde tam birlesme mevcuttur (103-105).

Arka ayak iskeletinde 27 adet kemik bulunur. Bunlar; ossa tarsi (8 adet), ossa metatarsi

(5 adet) ve ossa digitorum pedis (14 adet)’dir.

Ossa tarsi: 8 adet kemikten olusan ossa tarsi, iki sira halinde dizilmistir. Proksimal sirada
talus, calcaneus, os tibiale mediale tarsi ve talus ile distal sira arasinda da os naviculare
(os tarsi centrale) yer alir. Distal sira ise medialden laterale dogru os cuneiforme mediale,
intermedium, laterale ve cuboideum (os tarsale I, os tarsale I, os tarsale III, os tarsale IV)

seklinde dizilmistir (103-105).

Ossa metatarsi: 5 adet metatarsal kemik vardir. En kisasi birinci metatars, en uzunu ise

liclincli metatars’tir.

Ossa digitorum pedis: Birinci parmakta iki falanks, diger dort parmakta tiger falanks

olmak tizere toplam 14 adet falanks vardir (Sekil 2.11) (103-105).
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Sekil 2.11 Rat iskelet sistemi goriiniimii (104).

2.5. Fetal Iskelet Sisteminin Boyanmasi

Ikili iskelet boyamast; iskeleti olusturan kemik ve kikirdaklarin farkli boyalar ile farkli
renklerde veya ayni rengin farkli tonlarinda boyanmasi islemidir. Teratojenik ve

gelisimsel ¢aligmalarda ikili iskelet boyamasi kullanilir.

Teratojenik ¢alismalarda ¢esitli kimyasal maddelerin iskelet sistemi tizerindeki etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir. Deneysel ¢alismalarda gebe deney hayvanlarinin yavru veya
fetuslar1 kimyasal maddeye maruz birakildiktan sonra iskelet sistemi boyanir ve iskelet
gelisimlerinin farkli agsamalarinda olusan malformasyon veya varyasyonlar belirlenir.
Boylelikle verilen kimyasal ajanin iskelet sistemindeki teratojenik etkileri ortaya

konmaya c¢aligilir (106-108).

Belchier, kemigi biitiin sekilde ilk kez boyayan ve bu sayede kemigin gelisimi ve
anatomisi hakkindaki ilk bilgileri 1735-1736 yillar1 arasinda ortaya koyan arastirmaci
olarak bilinir. Belchier arastirmalarinda, bitki koklerini toz haline getirip hayvanlarin
yemlerine katmis ve bu hayvanlarin kemiklerinin kirmizi boyandigin1 gézlemlemistir.
Kemik gelisimi ile ilgili bu metod daha sonra baska arastirmacilar tarafindan kullanilmig
ve gelistirilmistir. Komiir katranindan elde edilen alizarin redin ikili boyama yonteminde
kullanilmasiyla kemik boyama calismalar1 ivme kazanmistir. 1830 yilina gelindiginde
John Hunter kemik biiylimesi c¢alismalarinda Belchier’in belirledigi bu metodu

kullanmigtir. Literatiirde en giivenilir sonucu veren c¢aligmalar 1926 yilinda Dawson
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tarafindan yayimlanmistir. Dawson calismalarinda alizarin redin oranini artirarak

yontemin basari oranini ylkseltmistir (106-108).

Fakat sadece kemigin boyandigi bu yontemlerde kikirdakta olusan hasarlart ve
anomalileri gdzden kagmakta ve kemigin yaninda kikirdagin boyanmasinin da gerekliligi
ortaya ¢ikmistir. Bu ¢aligmalara ilk olarak Wijhe methylen blue soliisyonu ile kikirdag:
maviye bayamak icin kullanmistir. Lundval ise Wiche’ nin metoduna sadik kalarak
sadece methylen blue yerine Methyl Green ve Toluidin Blue’yu ¢alismalarinda tercih
etmistir. Kemik ve kikirdagin ayr1 ayr1 boyandigi bu ¢alismalarda Williams (1941) ve
Burdi (1965) kemik dokuyu Alizarin Red-S kikirdak dokuyu Toluidin Blue ile
boyamiglardir. Fakat ilerleyen donemde Toluidin Blue c¢aligmalarinda boyamanin
soldugu etkisini kisa siirede kaybettigi goriilmiis kikirdak dokusunu boyamak i¢in Alcian
Blue tercih edilmeye baslanmistir. Ojeda ve arkadaglar1 1970 yilinda kikirdak dokunun

boyanmasinda Alcian Blue’nun kullanildig1 yontemi yaymlamislardir (106-108).

1971 de Simons ve Van Horn tarafindan ilk defa yaymlanan kemik dokunun Alizarin
Red-S, kikirdak dokunun Alcian Blue ile boyanmasi kabul gérmiis ikili iskelet boyamasi

metodu giinlimiizde siklikla tercih edilir olmustur (104,106-108).

Inouye 1976 yilinda tek bir solusyon icerine Alizarin Red-S ve Alcian Blue’yu katarak
kemik ve kikirdak dokular1 ayn1 anda boyamstir. Inouye tarafindan belirlenen bu method
etkin ve hizli olmasi nedeniyle ikili iskelet boyama caligmalarinda altin standarti

olusturmustur (104, 106-108).

Ikili iskelet sistemi boyamast teratojenik ve gelisimsel calismalarda ge¢miste oldugu gibi

giintimiizde de kullanilan etkin bir metoddur.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 15/97 nolu karari
alindiktan sonra baglatildi ve c¢alisma siiresince yapilan tim islemler etik kurul
yonergesinde belirtilen kurallara uygun olarak gercgeklestirildi. Calismamiz Erciyes
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TYL-2015-6188 nolu projesi

ile desteklendi.

3.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

Absolit Etil Alkol (%99.5) Merck (Almanya)

Acetic Acid (Glacial) 100 % Anhydrous Gr Emsure Merck (Almanya)
Alcian Blue 8 Gx (C.1.74240) For Microscopy Certis Merck (Almanya)
Alizarin Red S Sigma-Aldrich (Almanya)

Diethylether For Analysis Emsure Merck (Almanya)

Etil Alkol %96

Glycerol Gr For Analysis Merck (Almanya)

Melatonin powder, 98% (TLC) Sigma-Aldrich (Almanya)

Nikotin Sigma-Aldrich (Almanya)

Potassium Hydroxide Gr For Analysis Merck (Almanya)

Xylene For Analysis Emsure Xylene For Analysis Emsure
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3.2. DENEY HAYVANLARININ SECILMESI VE CIFTLESTIRILMESI

Calismamizda kullanilan 180-220 gr agirliginda 18 adet 5-7 aylik Wistar-Albino 1rki
ratlar Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari ve Klinik Arastrma Merkezinden
(DEKAM) temin edildi. Disi ratlar 21 giin siireyle erkek ratlardan ayr1 kafeslerde tutuldu
ve bu siire zarfinda gebe olmadiklar1 kesin olarak belirlenen disi ratlar ¢aligmamiza dahil
edildi. Ratlar eslesmenin gerceklestirilecegi glin saat 17.00 de iki dis bir erkek olacak
sekilde kafeslere alind1 (Sekil 3.1). Ertesi sabah 07.00°de disi ratlar erkeklerden ayrilarak
vaginal smear testine tabi tutuldu. Smear testinde sperm goriilen disiler 0.5 giinliik gebe

kabul edildi ve ayr1 kafeslere alindi.

Sekil 3.1. ikiye Bir Ratlarin Ciftlestirilmesi

Ratlar arastirma siiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik
donemlerin bulundugu 6zel hazirlanmis, otomatik olarak klimatize edilen odalarda

korundu. Ratlar normal pellet cinsi yem ile beslendi.

3.3. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Vaginal smear testinde pozitif kabul edilen gebe ratlar 0.5 giinliik hamile kabul edilerek
agirliklan 6l¢iildi (Sekil 3.2). Gebe ratlar rastgele 6 gruba (n=3) dagitildi. Her gruptaki
gebe rat sayisi; gruplarda en az 15 fetusta 6l¢ltim yapilmak istenmesi, diseksiyon ve ikili

iskelet boyamasi asamalarinda olusabilecek hasarlar g6z Oniine alinarak belirlendi.
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Yeterli fetus sayisina ulasildiktan sonra sakrifiye edilmeyen anneler DEKAM’a teslim

edildi.

Sekil 3.2. Gebe Kabul Edilen Disi Ratlarin Agirlilarinin Olgiilmesi

Gruplar;

Kontrol Grubu: Bu grupta bulunan Ratlara gebeliklerin 1. ile 20. giinleri arasinda her
gin serum fizyoloji (SF) (1ml/kg/giin) uygulamasi giinde bir kez saat 17.00’da
intraperioteneal (i.p.) olarak yapildi. Gebe ratlar 20. giin sakrifiye edildi. iki annede
yeterli fetus sayisina ulasildigi i¢in kalan anne DEKAM’a teslim edildi. Bu grupta 2 fetus
i¢lerinin bosaltilmasi, 1 fetus seffaflandirma asamasinda 2 denek ise ekstremitelerin

ayrilmasi asamasinda zarar gordiigii i¢in elendi.

Diisiik Doz Nikotin Grubu: Bu grupta bulunan ratlara 1. giinden itibaren 20 giin
stiresince her gilin saat 16:30°da 3mg/kg/giin nikotin uygulamasi subkutan (sc.) olarak
yapild1 (Sekil 3.3). Gebe ratlar 20. giin sakrifiye edildi. Bu grupta 2 fetus igleri

bosaltilmasi, 3 fetus boyama, 2 fetus ise seffaflandirma agsamasinda elendi.

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Bu grupta bulunan ratlara gebeliklerinin 1.
giinii ile 20. giinleri arasinda her giin saat 16:30°da 3mg/kg/giin nikotin uygulamasi sc.
ve bu uygulamay: takiben yarim saat sonra 10 mg/kg/giin melatonin uygulamasi i.p.

olarak yapild1 (Sekil 3.4). Gebe ratlar 20. giin sakrifiye edildi. Bu grupta 3 denek i¢lerinin
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temizlenmesi 2 denek boyama, 2 denek seffaflandirma, 2 denek ise ekstremiteleri ayirma

islemleri sonrasinda ¢alismadan diskalifiye edildi.

Yiiksek Doz Nikotin: Bu grupta bulunan ratlara 1. giinden itibaren 20 giin siiresince
nikotin uygulamas1 yapildi. Nikotin uygulamasi ikiye boliinmiis olarak sabah 07:00 ve
aksam 16:30 saatlerinde 3mg/kg dozunda sc. olarak uygulandi. Gebe ratlar 20. giin
sakrifiye edildi. Bu grupta 4 fetus i¢lerinin temizlenmesi, 3 fetus seffaflandirma, 1 fetus

da ekstremitelerinin ayrilmasi agamasinda ¢aligmanin disinda birakildi.

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Bu grupta bulunan ratlara 1. giinden itibaren
20 giin siiresince nikotin uygulamasi ikiye boliinmiis olarak sabah 07:00 ve aksam 16:30
saatlerinde 3 mg/kg dozunda sc. olarak yapildi. Melatonin uygulamasi ise sirkadyen ritm
dikkate almarak aksamki nikotin uygulamasindan yarim saat sonra 10 mg/kg/giin
dozunda i.p. olarak uygulandi. Gebe ratlar 20. giin sakrifiye edildi. 2 fetus i¢lerinin
cikarilmasi, 2 fetus boyama, 2 fetus seffaflandirma ve 1 fetus ekstremitelerin ayrilmasi

asamasinda zarar gordiigii i¢in calismanin diginda birakildi.

Melatonin Grubu: Bu grupta bulunan ratlara sirkadiyen ritm gézoniinde bulundurularak
gebeliklerin 1. gilinii ile 20. giinleri arasinda her giin saat 17:00’da 10 mg/kg/giin
melatonin uygulamasi i.p. olarak yapildi. Gebe ratlar 20. giin sakrifiye edildi. Bu grupta
2 denek i¢lerinin bosaltilmasi, 1 denek seffaflandirma, 3 denek ise ekstremitelerin

ayrilmasi asamasinda zara gordiigii i¢cin ¢calismadan elendi.



Sekil 3.3. Maternal Ratlara Subkutan Nikotin Uygulamasi

Sekil 3.4. Maternal Ratlara Intraperitoneal Melatonin Uygulamasi
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Ratlara verilecek nikotin miktarinin ayarlanmasinda ¢o6ziicii soliisyon olarak SF
kullanildi. Toz halinde olan melatoninin ¢6zme isleminde ise etil alkol (%1 oraninda) ve

PBS kullanildi. Her iki madde de giinliik olarak hazirland1 ve stok soliisyon yapilmadi.

Gebe Ratlar, gebeligin 20. giiniinde ketamin (75 mg/kg)+ ksilazin (10 mg/kg) anestezisi
altina alindi. Anestezi edilen ratlarin karin bolgesi %70’lik alkol ile temizlendikten sonra

transvers bir kesi ile karin 6n duvarlar1 kaldirildi (Sekil 3.5). Uterus ve igerisindeki

fetuslar plasentalari ile tek tek diseke edildi (Sekil 3.6).

Seki 3.5. Fetuslarin Gebe Rat Karnindan Explantasyonu

A. Karin On Duvariim Temizlenmesi, B. Karin On Duvarinin Kaldirilmasi

C. Uterusun Cikartilmasi, D. Plasentanin Uterus Icerisinde Gosterimi
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Sekil 3.6. Fetusun Plasenta ile GOsterimi
Plasentalarindan ayrilan fetuslarin agirliklar tartilip, bas-ki¢ uzunlugu dijital kumpas ile
Olgiilerek kayit altina alindi (Sekil 3.7). Fetuslar makroskopik olarak incelenip yiiksek

doz eter inhalasyonu ile 6ldiirtildi.

#" =i

Sekil 3.7. Fetuslarin Bas-Ki¢ Uzunluklarinin Olgiilmesi

3.4. BOYAMA SURECI

Fetuslari iskelet sisteminin ikili iskelet boyama yontemiyle boyanmasi i¢in; tiim fetuslar
%70 lik etil alkol i¢inde 4-7 giin bekletilerek icerdigi suyun ¢ekilmesi saglandi. Bu islemi
takiben saf asetonda 1-3 giin siireyle bekletilerek yaglarindan arindirildi. Sonrasinda
derileri soyulup, i¢ organlar1 ve gozleri ¢gikarildi (Sekil 3.8). Biitiin bu iglemler sirasinda
baz1 zarar goren fetuslar calismaya dahil edilmedi. Fetuslarin iskeletinin boyama islemi

asagida belirtilen protokol gercevesinde gerceklestirildi (Tablo 3.1).



Sekil 3.8. Derileri Soyulup Gozleri ve i¢ Organlar1 Cikarilan Fetuslar
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Tablo 3.1. Ikili iskelet Sistemi Boyama Yontemi

Teknik Soliisyonlar Siire
Asamalar

Tespit % 70’lik etil alkol 4-7 giin
Yagdan saf aseton 1-3 giin
arindirma

Boyama Boyanin hazirlanisi 7 gun

1. soliisyon: 300mg Alcian Blue + 100ml %70°lik etil alkol | SUreY1®

38-40 C°
2. soliisyon: 100mg Alizarin Red S + 100ml %95°1ik etil alkol .
de etlivde

3. soliisyon: 1. soliisyon + 2. Soliisyon + 100ml Glacial asetik | pekletildi

asit

4. soliisyon: Hazirlanan ilk {i¢ sollisyonun igerisine 1700 ml

%70’1ik etil alkol ilave edilerek hazirlanir.

Seffaflan- | 1) %1’lik KOH 1-3 giin
dirma 2) %1’lik KOH (80 ml)+%?20’lik gliserin (20 ml) 5-7 giin
3) %1’ ’lik KOH (50 ml)+%50’lik gliserin (50 ml) 5-7 giin
4) %!1’lik KOH (20 ml)+%80’lik gliserin (80 ml) 5-7 giin

Saklama | %100’liik gliserin

Boya soliisyonunun hazirlanmasi: Boya soliisyonu ayr1 ayr1 hazirlanan soliisyonlarin

belirli yontemlerle birlestirilmesi ile elde edildi.

Bu soliisyonlarin hazirlanmasi:

1. soliisyon: 100 ml %70’lik etil alkol icerisinde 300 mg Alcian Blue’nun siirekli

karigtirilarak eritilmesi ile elde edildi.

2. soliisyon: 100 ml %95’lik etil alkol igerisinde 100 mg Alizarin Red-S siirekli

karistirilarak eritilmesi ile hazirlandi.
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3. soliisyon: Daha 6nce hazirlanmis olan birinci soliisyonun i¢ine ikinci soliisyon azar
azar katilarak elde edildi. Bu iki solusyonun tamamen karistirilmasi beklendi sonrasinda

karisima 100 ml Glacial Asetik Asit eklendi.

4. soliisyon: Uciincii solusyon hazirlandiktan sonra karistma 1700 ml %70’lik etil alkol

ilave edildi.

Boyama siireci: Asetondan c¢ikarilan fetuslar, cam kaplar igerisinde bulunan boya
solusyonunun igerisine alindi. Solusyonun bulundugu cam kaplar hava almamasi i¢in
saklama kaplari ile sarild1 ve sicaklign 38-40° C’ye ayarlanmus etiive alindi. Etiivde 7 giin
siireyle bekletilerek dokularin boyanmasi saglandi. 7. giiniin sonunda fetuslar, akan
musluk suyu altinda 2 saat siire ile yikanarak su ile tepkimeye girmesi saglandi.

Sonrasinda seffaflagtirma asamasina gegildi.
Seffaflastirma asamasi: Toplam 4 asamadan olusmaktadir.
1. asama: Boyanmis olan fetuslar 1 giin siireyle %1’lik KOH icerisinde bekletildi.

2. asama: 5 giin siireyle 80 ml %1°lik KOH ve 20 ml %20’lik gliserinden olusan karigim
icinde bekletildi.

3. asama: 5 giin siireyle 50 ml %1’lik KOH ve 50 ml %50’lik gliserinden olusan
karigimda bekletildi.

4.asama: 20 cc %1’lik KOH ve 80 ml %80’lik gliserinden olusan soliisyon i¢inde 5-7
giin stireyle bekletildi.

Seffaflandirma isleminin tamamlanmasindan sonra fetuslar %100’liikk gliserin igerisine

alinarak saklandi.
3.5. MORFOMETRIK OLCUMLER

Morfometrik dlglimler icin fetus ektremitelerinin Nikon E5700 fotograf makinasi ile
stereomikroskopta fotograflari ¢ekildi. Fotograf cekme islemi milimetrik kagit {izerinde
gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen fotograflar bilgisayar ortamina aktarildi.

Aktarilan fotograflarda incelenecek olan kemige ait uzunluk ve alan 6l¢iimleri Image J
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(http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/index.htlm) programi kullanilarak &lgiildii. Oncelikle
resimlerin orijinal goriintli ile es olmasi i¢in resimler iizerindeki milimetrik kagittaki
degerler baz alinip Image J programinin analyze-set scala boliimii kullanilarak uygun
esikleme (kalibrasyon) yapildi (Sekil 3.9). Yapilan esikleme sonucu Image J programinin
wand tool Ozelligi ile Ol¢iim yapilacak alan ve mesafe manuel olarak belirlendi ve
sonuglar mm degerinde elde edildi. Kemiklesme yiizey alaninin tiim kemik ylizey alanina
oranini bulmak i¢in; (Kemiklesme Alani/ Tiim Kemik Alan1 x 100) formiilii kullanildi

(Sekil 3.10).

Sekil 3.9. Boyama Siireci Tamamlanan Fetuslarin Saf Gliserinde Saklanmast
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Sekil 3.10. Image J Prograninda Olgiimler

A. Kemik Total Boy Uzunlugu Ol¢iimii, B. Kemiklesme sergileyen Bolgenin Ol¢iimii

C. Total Yiizey Alan1 Ol¢iimii, D. Kemiklesme Gosteren Bolgenin Yiize Alan Ol¢iimii

3.6. SPSS ANALIZI

Ikili iskelet boyamasi1 protokolu uygulanan kemiklerin Image J programu ile tiim kemik

uzunlugu, kemiklesme uzunlugu, tim kemik yiizey alan1 ve kemiklesme yiizey alani

Olclildii. Elde edilen veriler Windows 64 bit isletim sistemi uyumlu IBM SPSS
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(Statistical Package for the Social Sciences) Statistics 22 programinda analiz edildi.
Verilerin yerlestirilmesinden sonra verilere One-Way ANOVA testi uygulandi. Normal
dagilimin oldugu belirlendikten sonra ‘Post Hoc Multiple Comparation’ komutu ile
yiizde 95 giiven araliginda (p<0.05) ‘Tukey Testi’ uygulandi. El ve ayak iskeletlerinde
kemiklesme derecelerini analiz etmek i¢in Pearson Ki-kare testi yapildi. Analiz sonucuna

gore p degeri p<0.05 olan gruplar arasinda anlamli fark oldugu kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. MORFOLOJIK BULGULAR

Calismamizda 6 grup vardi. Bunlar kontrol, melatonin, diisiik doz nikotin, yiiksek doz

nikotin, diisiik doz nikotin+melatonin, yiiksek doz nikotin+melatonin gruplaridir.

Makroskobik olarak bakildiginda ilk bulgu nikotin verilen ratlarda sok etkisinin
goriilmesidir. Soka giren ratlarda ilk once 1 dakika kadar siddetli konviilsiyon (iskelet

kaslarinda goriilen kasilma ve gevseme), govdede hiperekstansiyon kasilmalari, ardindan

2-3 dakika siiren sedasyon durumu gozlendi. Ilerleyen giinlerde bu etkilerde azalma

goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Nikotine Bagli Sok Etkisi

A. Siddetli Konvulsiyonlar, B. Sedasyon Durumu, C. Gebeligin Ilerleyen Déneminde Azalan
Konvulsiyonlar



41

Tiim gruplarda boyama islemine baslamadan Once fetuslarin boy uzunluklar1 ve
agirliklan tespit edildi. Tiim gruplardan elde edilen boy (Bas-Ki¢ uzunluklari) verileri
Tablo 4.1°de, agirlik verileri ise Tablo 4.2°de gosterildi. Boy dlgiimlerinde kontrol ve
deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p<0.05). Fetus bas-
ki¢ uzunluklarinin nikotin verilen gruplarda azaldigi, melatonin verilen gruplarda ise

kontrol grubuna yaklastig1 belirlendi.

Tablo 4.1. Fetus gruplarina ait boy (bas-ki¢c uzunlugu) verileri.

BOY (mm)
FETUS
RAT NO
Kontrol Diisiik Doz Diisiik Doz | Yiiksek Doz Yiiksek Doz | Melatonin
Nikotin Nikotin Nikotin Nikotin+
+Melatonin Melatonin
1 27.75 27.48 28.17 23.43 27.02 29.39
2 28.94 27.73 29.93 27.95 25.44 29.81
3 28.08 24.59 30.20 26.48 26.37 30.16
4 30.02 26.63 28.51 22.79 27.73 28.27
5 27.50 28.25 30.30 22.16 25.11 27.90
6 29.71 27.67 30.07 25.02 27.31 27.98
7 29.60 27.62 27.96 24.29 28.56 28.89
8 31.08 28.88 28.05 26.42 26.99 27.40
9 30.48 27.00 28.82 23.54 27.54 29.54
10 28.93 26.04 29.01 25.60 26.29 30.85
11 31.98 29.03 28.03 27.33 25.80 28.64
12 29.26 27.68 28.20 23.80 26.80 30.25
13 30.95 28.95 28.52 25.74 28.60 31.25
14 29.42 28.84 27.85 24.58 25.62 28.86
15 29.97 29.28 27.78 24.06 27.10 28.64
ORT#SS | 29.57£1.25 | 27.71£1.28%4 | 28.76£0.91 | 24.87x1.6%%%¢ | 26.81£1.05%4 | 29.18+1.12
ANOVA testi  (p<0.05)

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

b; Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.
¢; Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.
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Kontrol grubunda ortalama agirlik 2.40+0.13 gr olarak olgiiliirken, nikotin verilen

gruplarda agirliklarin azaldig (p<0.05), melatonin verilen gruplarda ise sadece nikotin

verilen gruplara gore agirligin arttig1 (p<0.05) kontrol grubuna yaklastig: tespit edildi.

Tablo 4.2. Fetus gruplarina ait agirlik (gr) verileri

Agirhik (gr)
FETUS
RAT
NO
Kontrol Diisiik Doz | DiisiikDoz | Yiiksek Doz Yiiksek Melatonin
Nikotin Nikotin Nikotin Doz
+Melatonin Nikotin+
Melatonin
1 2.14 2.15 2.60 2.00 2.28 2.16
2 2.33 2.12 2.19 2.12 2.28 2.28
3 2.34 1.94 2.67 2.16 1.89 2.50
4 2.43 2.35 2.15 1.53 2.09 247
5 2.29 2.26 2.37 1.90 2.31 2.56
6 2.67 2.14 2.38 1.96 2.29 2.30
7 2.52 2.35 2.46 2.03 2.32 2.55
8 2.30 2.08 2.31 1.83 1.99 2.52
9 2.35 2.16 2.25 1.96 2.14 2.30
10 2.53 2.21 2.16 2.03 2.23 2.44
11 2.37 2.25 2.15 2.01 2.20 2.48
12 2.44 2.52 2.18 2.09 2.12 2.56
13 2.58 2.09 2.21 2.17 2.13 2.48
14 2.37 2.26 2.14 2.12 2.32 2.35
15 2.44 2.26 2.29 1.99 2.03 242
ORT=SS | 2.40+0.13 | 2.20+0.13%4 | 2.30+0.16 1.9940.15%¢4< | 2 17+0.13%4 | 2.42+0.12
ANOVA testi (p<0.05)

a, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamhdir.

b, Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

¢, Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e, Diisiik Doz Nikotin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
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Calismamizda tiim gruplardaki fetuslarin 6n ekstremitelerinde scapula, humerus, radius
ve ulna kemiklerinde arka ekstremitelerinde ise femur, tibia ve fibulada kemiklerinde
Olctimler yapildi. Bu dlgiimler; kemik total uzunlugu, kemiklesme sergileyen bolgenin
uzunlugu, kemik total alan1 ve kemiklesme sergileyen bdlgenin alan hesaplamalaridir. El
ve ayak iskeletlerinde ise kemiklerin kemiklesme derecelerine gore sayimlar yapildi. Her
fetusa ait sag ve sol iki tarafli inceleme yapildigi i¢in toplamda her kemikten 30 adet

incelemeye dahil edildi.

Ortalama 30-40 giinliik bir boyama siirecinden sonra 6ncelikle fetuslarin stereomikroskop
altinda fotograflar1 alindi. Inceleyecegimiz kemiklerin morfometrik &lgiimlerinde
fotograf cekimi esnasinda milimetrik kagit klavuz olarak kullanildi. Morfometrik
Ol¢timler sonucunda elde edilen veriler deney gruplari, kendi tedavi gruplari ve kontrol

grubu ile karsilastirildi.

Kontrol Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta 15 fetusa ait 30
adet scapula incelendi. Scapulalarin uzunluklar1 3.82 ile 3.27 mm arasinda degigsmekte ve
ortalama uzunluk 3.45+0.12 mm olarak belirlendi. Scapula’lar incelendiginde
kemiklesmenin spina scapuladan baslayip cavitas glenoidalise dogru ilerledigi ve bu
alanlarin kirmiziya boyandigir goriildii. Acromion, margo dorsalis scapula ve cavitas
glenoidalis kikirdak yapida olup mavi renk ile boyanmis durumdaydi. Scapulalarin
kemiklesme sergileyen bolgesinin uzunlugu ortalama 1.75+0.09 mm ve scapulalarin

ortalama %39.30+1.77sinin kemiklesmis oldugu tespit edildi (Sekil 4.2), (Tablo 4.3).

Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta 15
fetusa ait 30 adet scapula incelendi. Incelenen scapulalarin en uzunu 3.67 mm, en
kisasinin ise 3.01 mm oldugu, ortalama uzunlugun 3.36+0.15 mm oldugu belirlendi.
Incelenen scapulalarin uzunluklari kontrol grubundan diisiik olmasina ragmen aralarinda
anlaml1 bir fark bulunmadi. Incelemeye alinan tiim scapulalarda kemiklesme goriildii.
Kemiklesmenin spina scapuladan baslayip scapula orta hattina ilerledigi tespit edildi.
Cavitas glenoidalis, margo dorsalis scapula ve acromionda kemiklesme goriilmedi.
Ortalama kemiklesme uzunlugu 1.314£0.22 mm iken kemiklerin %33.35+3.45’inin
kemiklestigi belirlendi. Bu gruptaki kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve
kemiklesme alan1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki rakamsal farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05), (Sekil 4.2), (Tablo 4.3).



44

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgulari: Bu
grupta scapulalarin uzunlugu 3.19-4.24 mm arasinda olup ortalama 3.56+0.23 mm’dir.
Scapula uzunluklar1 kontrol ve diislik doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda aralarinda

anlaml bir fark bulunmadi.

Bu grupta incelenen scapulalarin hepsinde kemiklesme goriildii. Hem spina scapulada
hemde scapula govdesinde kemiklesme vardi. Kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama
uzunlugunun 1.71+£0.27 mm ve scapulalarin %37.95+5.15’inin kemiklestigi belirlendi.
Kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve ylizey alani diisiik doz nikotin grubu ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Nikotine karsi verilen melatoninin kemiklesme oranini arttirdigt ve kontrol grubuna

yaklastirdigi, melatoninin koruyucu bir rol iistlendigi belirlendi (Sekil 4.2) (Tablo 4.3).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta
stereomikroskop altinda incelen goriintiilerde total kemik uzunlugunun ortalama
3.09+0.35 mm oldugu goriildii. Scapulalarin total boy uzunlugu hem kontrol grubundan
hemde diisiik doz nikotin grubundan anlamli olarak kisaydi (p<0.05). Genel olarak
kemiklesme spina scapulanin gdvdeye tutundugu yerde, govdede ise ince bir serit
halindeydi. Kemiklesme sergileyen bdlgenin uzunlugu ortalama 1.21+0.36 mm olarak
hesaplandi. 2 kemikte ise hi¢ kemiklesmenin olmadig1 gozlendi. Kemiklerde yapilan alan
hesaplamalarinda %29.31+8.54’linlin kemiklestigi tespit edildi. Kemiklesme sergileyen
bolgenin uzunlugu ve kemiklesme alaninin kontrol ve diisiik doz nikotin gruplarindan
anlamli derecede kiiciik oldugu tespit edildi (p<0.05). Nikotinin fetus iskelet sisteminde
olusturdugu zararin ve kemik gelisimindeki gerilemenin doza bagh olarak arttig1 tespit

edildi (Sekil 4.2), (Tablo 4.3).

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgular:
Scapulalar makroskobik olarak incelendiginde yiiksek doz nikotin grubuna gore daha
uzun ve kirmizi bolgenin daha yogun oldugu gozlendi. Stereomikroskop altinda yapilan
Olctimlerde ortalama kemik uzunlugu ise 3.49+0.18 mm olarak belirlendi. Kemik
uzunlugu yiiksek doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede artig gosterdi (p<0.05). Makroskobik olarak incelendiginde kemiklesmeyi
gosteren kirmizi boyama spina scapulanin angulus acromiye kadar olan parcasinda,
govdede ise margo dorsalis scapula yakinlarina kadar bir alani simirlamaktaydi.

Kemiklesme gosteren alanin uzunlugu ortalama 1.584+0.09 mm olarak tespit edildi. Alan
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hesabina bagli olarak belirlenen kemiklesme ytizdesi ise %36.09+3.10 olarak hesaplandi.
Bu grupta kemiklesme goriilmeyen scapula yoktu. Kemiklesme uzunlugu ve kemiklesme
yiizdesi yiiksek doz nikotin grubundan anlamli derecede fazlaydi (p<0.05) ve kontrol
grubuna yaklagmaktaydi (Sekil 4.2), (Tablo 4.3).

Melatonin Grubuna Ait Scapulalarin Morfolojik Bulgulari: Calismamizda bu grupta
incelenen scapulalar 3.17-3.84 mm arasinda uzunluga sahipti. Bu kemiklerin ortalama
uzunlugu ise 3.50+0.15 mm olarak hesaplandi. Kemiklesme sergileyen bolgelerin
boyutlar1 dikkate alindiginda kirmizi bolgenin uzunlugu 1.53-1.98 mm arasinda olup
ortalama uzunluk 1.724+0.09 mm olarak hesaplandi. Kemiklesme orant ise %36.90+2.75
olarak tespit edildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak bir
fark belirlenmedi. Tek basina melatonin verilmesinin kemik gelismesinde herhangi bir

toksititeye yol agmadigi goriildii (Sekil 4.2), (Tablo 4.3).

Sekil 4.2. Scapulalara ait goriintiiler

A: Kontrol Grubu B:Diisiik Doz Nikotin Grubu C: Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu
D: Melatonin Grubu E:Yiiksek Doz Nikotin Grubu F: Yiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu
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Tablo 4.3. Scapulaya ait istatistiksel veriler

SCAPULA KEMIGINE AiT VERILER

Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizde Oram
N
Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama Min Max Ortalama
Kontrol
30 | 3.27 | 3.82 3.54+0.12 1.55 | 1.98 1.75+0.09 34.39 | 42.35 39.30+1.77
DDN
30 | 3.01 | 3.67 3.36+0.15 0.71 | 1.79 1.31£0.22204 | 23,15 | 42.00 | 33.35+3.472bd
DDN+ MEL
30 | 3.19 | 4.24 3,56+0.23 1.23 | 2.40 1.71+0.27 28.62 | 51.35 37.95+5.14
YDN
30 | 1.44 | 3.57 | 3.09+0.352¢de 0 1.57 | 1.21£0.362de 0 37.35 | 29.31+8.54»cde
YDN+ MEL
30 | 3.14 | 3.96 3.49+0.17 1.33 | 1.95 1.58+0.09 29.59 | 44.55 36.09+3.10
MEL
30 | 3.17 | 3.84 3.50+0.15 1.53 | 1.98 1.72+0.09 33.39 | 4497 36.90+2.75

ANOVA testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)

a, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b, Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidr.
¢, Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e; Diisiik Doz Nikotin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

Kontrol Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgular: Deneyimizde kontrol
grubuna ait humeruslar incelendiginde kemik uzunluklar1 4.11 ile 4.32 mm arasinda ve

ortalama kemik uzunlugu 4.19+0.04 mm olarak bulundu.

Kemigin govdesinden baslayan kemiklesme merkezinin proksimal ve distal uglara dogru
yayildig1 ve proksimalde tuberositas deltoidea’y1 i¢ine alacak sekilde genisledigi gorildii.
Kemiklesmenin gergeklestigi bu kisimlar kirmizi renkte iken, proksimalde caput ve
collum humeri, distalde ise trochlea humeri kikirdak yapida ve mavi renk ile boyanmis
durumdaydi. Humeruslarda kemiklesme gosteren bolgenin ortalama uzunlugu 1.93+0.20
mm olarak hesaplanirken kemiklesme oranin %43.71+2.33 oldugu belirlendi (Sekil 4.3),
(Tablo 4.4).
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Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta
incelenen humeruslar ortalama 4.11+0.08 mm uzunluguna sahipti. Total kemik uzunlugu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda elde edilen fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi. Kemiklesme govdede tuberositas deltoidea’ya kadar devam etmekteydi.
Kemiklesme gosteren bolgenin ortalama uzunlugunun 1.68+0.18 mm ve kemigin
%38.7945.74 1iniin kemiklestigi tespit edildi. Kemiklesme gosteren bolgenin uzunluklar
ve kemiklesme oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha azdi ve bu fark
istatistiksel olarak anlamliydir (p<0.05). Diisiik dozda verilen nikotinin kemik total

uzunlugunu degistirmese de kemiklesmeyi azalttig1 goriildii (Sekil 4.3), (Tablo 4.4).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgulari:
Bu grupta incelenen humeruslarin ortalama total kemik uzunluklar1 4.17+0.19 mm
Olclildii. Kemik uzunluklari kontrol grubu ve diisik doz nikotin grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi (Sekil 4.3), (Tablo
4.4).

Kemik govdesinden baslayan kemiklesmenin tuberositas deltoideayr igerisine aldigi
proksimal ve distal yonde ilerledigi goriildii. Kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama
uzunlugu 1.94+0.20 mm ve kemiklesme oram1 %42.93+3.98 olarak hesaplandi.
Kemiklesme gosteren bolgenin uzunluklarindaki ve kemiklesme oranlarindaki artisin
diisiik doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda anlamli oldugu (p<0.05) ve degerlerin
kontrol grubuna yaklastig1 tespit edildi. Diisiik doz nikotine kars1 verilen melatonin fetus
humerusundaki kemiklesme geriligini ortadan kaldirdig1 belirlendi (Sekil 4.3), (Tablo
4.4).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgulari: Makroskopik
olarak bakildiginda incelenen humeruslarin diger gruplardakine oranla daha kiigiik
oldugu, kemiklesme gosteren bdolgenin daha kisa oldugu goriildii. Bu gruba ait
humeruslarin ortalama kemik uzunlugu 3.87+0.14 mm Olgiildii. Humeruslarin boy
uzunluklari hem kontrol hem de diisiik doz nikotin grubundan istatistiksel olarak anlaml

derecede kisa bulundu (p<0.05).

Kemiklesme alanlar incelendiginde 2 kemikte tam kemiklesmenin olmadigi goriildii.
Corpus humeri ortasindan baglayan kemiklesme sinirli ve kiiciik bir alan1 kaplamaktaydi.

Tuberositas deltoidea’nin mavi renkte ve kikirdak yapida oldugu goriildii. Humeruslarda
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kemiklesme sergileyen bolgenin uzunluklar ortalama 1.28+0.38 mm, ylizey alaninin ise
%31.424+10.33linlin kemiklestigi hesaplandi. Kemiklesme gosteren bolgenin uzunlugu
ve kemiklesme ylizdesinin hem kontrol grubundan hem de diisiik doz nikotin grubundan
anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). Elde etmis oldugumuz verilerden
fetus humerusunda nikotinin kemik gelisimindeki geriletici etkisinin doza bagli oldugu

tespit edildi (Sekil 4.3), (Tablo 4.4).

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgular::
Calismamiza bu grupta dahil edilen humeruslar ¢iplak gézle incelendiginde yiiksek doz
nikotin grubuna gére boyunun daha uzun oldugu, kirmizi rengin daha belirgin ve daha
genis bir alanda boyandigi farkedildi. Stereomikroskop goriintiisii altinda kemik uzunlugu
ortalama 4.1440.09 mm olarak belirlendi. Kemik boylar1 degerlendirildiginde yiiksek doz
nikotin grubundaki humeruslara gore daha uzundu ve bu rakamasal fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark belirlenmedi.

Humeruslarin kemiklesme gosteren bolgelerinin ortalama uzunlugunun 1.58+0.09 mm
oldugu tespit edildi. Yapilan alan dl¢iimlerinde ise kemiklesme sergileyen bolgelerin total
kemige oranin ortalama %38.52+8.65 oldugu hesaplandi. Yiiksek doz nikotin grubu ile
karsilastirildiginda daha fazla alan kemiklesmisti ve bu rakamsal fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05). Yiiksek doz nikotine kars1 verilen melatoninin, humerus kemiginde

kemiklesmeyi pozitif yonde etkiledigi tespit edildi (Sekil 4.3), (Tablo 4.4).

Melatonin Grubuna Ait Humeruslarin Morfolojik Bulgulari: Bu gruptaki
humeruslarin makroskopik incelenmesinde herhangi bir anomali veya humeruslarda
anormal kemik geligimleri goriilmedi. Stereomikroskop incelemesinde kemik boylarinin
3.99-4.45 mm arasinda ve ortalama total kemik boyunun ise 4.20+0.11 mm oldugu
Olciildii. Corpus humeriden baslayan kemiklesme proksimalde tuberositas deltoideay1
icine alacak sekilde yukariya, distal ugta ise suprakondiler bolgeye kadar uzanmaktaydi.
Kemigin %42.94+2.35’nin kirmiziya boyandig1 ve kemiklesme sergiledigi belirlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda higbir parametrede istatistiksel bir fark bulunmadi

(Sekil 4.3), (Tablo 4.4).



Sekil 4.3. Humeruslara ait goriintiiler

A: Kontrol Grubu  B:Diisiik Doz Nikotin Grubu C:Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu
D: Melatonin Grubu E: Yiiksek Doz Nikotin Grubu F: Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu
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Tablo 4.4. Humerus kemigine ait istatistiksel veriler

HUMERUS KEMIGINE AiT VERILER

N Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam
Min | Max Ortalama Min | Max | Ortalama Min Max | Ortalama

Kontrol 30 | 432 | 4.11 | 4.19+0.04 0.97 | 2.13 | 1.93+0.20 40.25 | 48.56 | 43.71£2.33
DDN 30 | 3.93 | 433 | 4.11+0.08 0.92 | 1.92 | 1.68+0.18%>4 | 20.11 | 49.03 | 38.79+5.74%bd
DDN+ 30 | 3.71 | 4.66 | 4.17+0.19 1.71 | 2.60 | 1.94+0.19 3534 | 51.05 | 42.93+3.98
MEL
YDN 30 | 3.38 | 4.32 | 3.87+0.14%<d< | Q 1.71 | 1.28+0.372¢de | 47.47 | 31.42+£10.332cde
YDN+ 30 | 3.90 | 4.36 | 4.14+0.09 1.63 | 2.04 | 1.81+0.09 36.26 | 48.61 | 40.83+3.06
MEL
MEL 30 | 3.99 | 445 | 4.20+0.11 1.62 | 2.14 | 1.89£0.11 32.68 | 47.71 | 42.94+2.35

ANOVA testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)

a, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b, Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

¢, Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidr.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilastirddiginda anlamblidir.

Kontrol Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta 15 fetusa ait 30
kemik {izerinde inceleme yapildi. Yapilan incelemeler sonucu ulnalarin en biiyiigii 4.36
mm, en kii¢ligii ise 3.95 mm olarak 6l¢tildii. Bu gruptaki ulnalarin ortalama total uzunlugu

4.12+0.08 mm olarak hesaplandi.

Bu gruptaki ulnalarin gdvdesinin biiyiilk oranda kemiklestigi goriildii. Extramitas
proximaliste tuberositas ulna’nin kemiklestigi goriiliirken, olecranon, processus
coronodeus ve incisura torchlearis’in kemiklesmedigi tespit edildi. Extramitas distalis ise
kikirdak yapisin1 korumaktaydi. Kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu
1.94+£0.13 mm olarak 06l¢iildii. Alan Olgiimleri sonucu ulnalarin %46.08+2.82’sinin

kemiklestigi hesapland1 (Sekil 4.4), (Tablo 4.5).

Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Bulgulari: Yapilan
incelemelerde ulnalarin ortalama 4.06+0.15 mm total kemik uzunluguna sahip oldugu
hesaplandi. Ulnalarin boylar1 3.81-4.46 mm arasinda degismekteydi. Total kemik
uzunluklar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (Sekil 4.4), (Tablo 4.5).
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Ulnalarda kemiklesme sergileyen bolgelerin uzunluklari ortalama 1.62+0.21 mm ve alan
Olciimlerinde kemiklesme ylizdesi %35.77+4.72 olarak hesaplandi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kemiklesme gosteren bolgenin uzunlugunun anlamli olarak daha kisa
(p<0.05) ve ylizey alaninin daha az kemiklestigi goriildii (p<0.05). Diisiik dozda verilen
nikotinin ulna kemiginde total kemik uzunlugunu azaltmadig1 ama kemiklesmeyi azalttig

tespit edildi (Sekil 4.4), (Tablo 4.5).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Bulgular::
Incelenen ulnalarda kemiklesmenin corpus ulnadan baslayip proksimal ve distal yonde
ilerledigi goriildii. Kemiklerin total boy uzunlugunun tist sinir1 4.68 mm, alt sinir1 ise 3.57
mm Ol¢iildii. Ortalama total kemik boy uzunlugu 4.12+0.28 mm olarak hesaplandi. Bu
gruptaki veriler kontrol ve diisiik doz nikotin gruplari ile karsilagtirildiginda her iki grup

ile de total kemik boylarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Ulnalarin kemiklesme sergileyen bdlgelerinin ortalama uzunlugu 1.89+0.18 mm olarak
hesaplandi. Alan Ol¢limleri sonucu ulnalarda kemiklesme oranit %42.86+8.33 olarak
Olciildii. Kemiklesme uzunluklar1 ve kemiklesme alanlari, diisitk doz nikotin grubu ile
karsilastirildiginda aradaki pozitif fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli bir fark belirlenmedi. Diisiik doz
nikotine karsi verilen melatoninin ulna kemiginde kemiklesmeyi artirdigi ve kontrol

grubuna yaklagtirdigi tespit edildi (Sekil 4.4), (Tablo 4.5).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Olgiimleri: Ulnalar
makroskopik olarak incelendiginde diger gruplardan kemik boylarinin daha kisa oldugu
gozlendi. Kemiklesme alaninin daha mat bir kirmiziyla boyandigi ve sadece corpus
ulna’da kemiklesme oldugu goriildii. 2 kemigin ise govdelerinin tam kemiklesmedigi

tespit edildi.

Stereomikroskop altinda yapilan incelemelerde ulnalarin total kemik boyunun ortalama
3.74+0.2 mm oldugu belirlendi. Bu grupta incelenen ulnalarin kemiklesme sergileyen
bolgelerinin ortalama uzunlugu 1.23+0.4 mm ve alan dl¢iimlerinde kemiklesme orani
%30.32+11.14 olarak hesaplandi. Kirmiz1 alanlarin sadece corpus ulna’nin merkezinde
oldugu goriildii. Istatistiksel degerlendirmede tiim verilerin kontrol grubu ve diisiik doz

nikotin grubundan anlamli derecede daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Nikotinin
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dozu arttirildikca ulna kemiginde kemiklesmenin azaldig tespit edildi (Sekil 4.4), (Tablo
4.5).

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu
grupta ulnalarin stereomikroskop altinda yapilan degerlendirilmesinde ortalama total
kemik uzunlugu 4.07+£0.14 mm o6l¢iildii. Total kemik uzunluklar yiiksek doz nikotin
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede daha uzundu (p<0.05),

kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise aralarinda anlamli bir fark yoktu.

Bu gruptaki ulnalarda kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu 1.83+0.14 mm
ve kemiklesme oran1 %42.14+4.82 olarak hesaplandi. Bu gruptaki ulnalarin kemiklesme
uzunlugu ve yiizey alan kemiklesmesi orami yiliksek doz nikotin grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli pozitif yonde bir fark belirlendi. Kontrol
grubundan ortalama kemiklesme uzunlugu daha kisa olmasina ragmen aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Yiiksek doz nikotine karsi melatonin tedavisi ulna
kemiginde kemiklesmeyi kontrol grubu verilerine yaklastirdig: tespit edildi (Sekil 4.4),
(Tablo 4.5).

Melatonin Grubuna Ait Ulnalarin Morfolojik Ol¢iimleri: Annelerine sadece
melatonin verilen fetuslarin oldugu bu grupta ulnalarin total uzunlugu en kiigiik 3.73 mm,
en biiyiik ise 4.68 mm, ortalama uzunluk ise 4.03+0.22 mm olarak 6l¢tildii. Makroskopik
incelemede corpus ulna kemiklesmis, olecranon, proccessus coronoideus, incisura
trochlearis ve extramitas distalis’in kikirdak yapida oldugu goriildii. Kemiklesmenin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda benzerlik gosterdigi belirlendi. Kemiklesme
gosteren bolgenin ortalama uzunlugu 1.89+0.15 mm, alan hesaplamalar1 sonucu
kemiklesme ylizdesi %47.60+4.83 olarak hesaplandi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmelerde higbir parametrede kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark
bulunmadi. Melatonin tedavisinin ulnalarda bir yan etki olusturmadig: tespit edildi (Sekil

4.4), (Tablo 4.5).
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A. Kontrol Grubu
D. Melatonin Grubu
(U: Ulna, R: Radius)

Sekil 4.4. Radius ve ulnalara ait goriintiiler

B. Diisiik Doz Nikotin Grubu
E.Yiiksek Doz Nikotin Grubu

C. Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu
F.Yiksek Doz NikotintMelatonin Grubu
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Tablo 4.5. Ulna kemigine ait istatistiksel veriler

ULNA KEMIGINE AIT VERILER

Kemik B
emik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam

Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama Min Max Ortalama

Kontrol | 30 [ 3.95 | 4.36 4.12+0.08 1.74 | 2.20 1.94+0.13 41.28 | 52.31 46.08+2.82

DDN 30 | 3.81 | 4.46 4.06£0.15 | 0.89 | 1.93 | 1.62+021*™ | 25.00 [ 46.19 | 35.77+4.72*

DDN+

MEL 30 [ 3.57 | 4.68 4.12+0.28 1.50 | 2.19 1.89+0.17 29.32 | 68.29 42.86+8.33

YDN | 30333 | 403 |374£0.19% | 0 | 171 | 1232040*% | 0 | 46.79 | 30.32+11.14*%%

YDN+

MEL 30 | 3.72 | 4.32 4.07+0.14 145 | 2.03 1.83+£0.13 33.77 | 54.89 42.14+4.82

MEL 30 [ 3.73 | 4.39 4.09+0.15 1.57 | 2.17 1.89+0.15 38.67 | 56.50 47.60+4.83

ANOVA testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)

a, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlambidir.

b, Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
¢, Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamiidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlambidr.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilastirddiginda anlamhidir.

Kontrol Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Olciimleri: Bu grupta 15 fetusa ait 30
radius ile c¢alisildi. Makroskopik olarak bakildiginda kemiklesmenin corpus radii’nin
merkezinden basladigi, proksimal ve distal yonde uzandigi goriildi. Proksimalde
tubrositas radii hizasinda kemiklesme oldugu, bu seviyenin iizerinde caput radii’nin
kikirdak yapida ve mavi renkte boyali oldugu goriildii. Extramitas distalis seviyesindeki
yapilarin tamamen kikirdak yapida ve mavi boyandig: tespit edildi. Radiuslarin ortalama
total boy uzunlugu 3.244+0.1 mm ve kemiklesme sergileyen alaninin ortalama uzunlugu
ise 1.58+0.13 mm olarak hesaplandi. Radiuslarda yapilan alan hesaplamalari sonucu
kemiklesme sergileyen bolgelerin tiim kemige oran1 %40.80+3.73 olarak belirlendi (Sekil
4.4), (Tablo 4.6).

Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Ol¢iimleri: Radiuslarin

makroskopik incelemesinde kontrol grubuna gore, mavi renkli alanin kirmizi renkten
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daha baskin oldugu goriildii. Stereolomikroskoptaki dl¢limlerde ise radiuslarin ortalama
total kemik uzunlugu 3.184+0.11 mm olarak belirlendi. Ortalama boy uzunlugu kontrol
grubundan daha kisa olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi.
Bu grupta radiuslarda kemiklesme sergileyen bolgelerin ortalama uzunlugu 1.24+0.14
mm olarak ve kemiklesme oranin ise %35.54+5.68’ olarak hesaplandi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diisiik doz nikotin grubunda kemiklesen bolge uzunlugu ve oraninin

istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.4), (Tablo 4.6).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu
gruptaki radiuslarin makroskopik incelemesinde kemik boylarinda farkedilebilir bir
degisiklik olmadigi, kemiklesme uzunluguna bakildiginda kirmiz1 boyali alanin diisiik
doz nikotin grubuna gore daha distal seviyelere indigi goriildii. Radiuslarin ortalama total
uzunlugu 3.20+0.22 mm olarak belirlendi. Kontrol ve diisiik doz nikotin grubu ile

karsilastirildiginda kemik total boy uzunlugu bakimindan anlamli bir fark belirlenmedi

(p<0.05).

Kemiklesme sergileyen alanlarin ortalama uzunlugu 1.47+0.18 mm ve bu alanin tiim
kemige orani ortalama %39.58+5.95 olarak hesaplandi. Kemiklesme uzunlugu ve orani
bu grupta diisiik doz nikotin grubundan daha fazlaydi ve bu pozitif fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05). Diisiik doz nikotine karsi melatonin uygulamasinin kemiklesmedeki

gerilemeyi azalttig tespit edildi (Sekil 4.4), (Tablo 4.6).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Bulgulari: Bu grupta
radiularin total uzunlugunun 2.36-3.53 mm arasinda degistigi ve ortalama uzunlugun
2.93+0.23 mm oldugu belirlendi. Bu kemik uzunlugu tiim gruplar arasinda en diisiik
oland1. Total kemik uzunlugu diisiik doz nikotin grubundan ve kontrol grubundan kisa ve

bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).

Ortalama kemiklesen alan uzunlugu 1.05+0.36 mm ve radiuslarda kemiklesme orani
%31.36+9.98 olarak belirlendi. Bu grupta iki kemikte kemiklesme goriilmedi. Bu grupta
elde edilen kemiklesme gosteren bolgenin alan uzunlugu ve kemiklesme orani verilerinin
kontrol ve diisiik doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Uygulanan nikotin dozu arttirildikca
radiustaki kemiklesmenin azaldigi tespit edildi (Sekil 4.4), (Tablo 4.6).
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Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Bulgulari: Bu
grupta radiuslarin ortalama uzunlugu 3.16+£0.16 mm olarak o&lgiildii. Istatistiksel
analizlere gore kemik uzunlugu bakimindan bu grupta elde edilen verilerin yiiksek doz
nikotin grubundan anlamli derecede fazla oldugu (p<0.05), kontrol grubu ile aralarinda
bir farkin olmadigi belirlendi. Radiuslarda kemiklesme gosteren bdlgenin ortalama
uzunlugu 1.37£0.09 mm olarak hesaplandi. Alan hesaplamalar1 sonucunda ise

kemiklesme ylizdesi %40.02+4.73 olarak belirlendi (Sekil 4.4), (Tablo 4.6).

Kemiklesme yiizdesinin yiiksek doz nikotin grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede
daha fazla oldugu belirlendi (p<0.05). Bu deger kontrol grubuna yaklasmasina ragmen
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha azd1 (p<0.05), (Sekil 4.4),
(Tablo 4.6) .

Melatonin Grubuna Ait Radiuslarin Morfolojik Bulgular:

Bu gruptaki radiuslarda corpus radii kemiklesmis, tuberositas radii seviyesi lstli ve
extramitas distalis kikirdak yapidaydi. Bu yoni ile kontrol grubuna benzerlik
gostermekteydi. Stereomikroskop altinda yapilan dlgiimlerde radiuslarin ortalama total
kemik uzunlugu 3.31+0.14 mm, ortalama kemiklesme uzunlugu 1.50£0.13 mm ve
kemiklesme yiizdesi %39.44+4.54 olarak hesaplandi. Kontrol grubu ile istatistiksel
karsilastirilmasinda aralarinda anlamli bir fark belirlenmedi (p<0.05), (Sekil 4.4), (Tablo
4.6).
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Tablo 4.6. Radiusa ait istatistiksel veriler

RADIUS KEMIiGINE AIT VERILER

Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam
N

Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama

Kontrol
30 | 3.02 | 3.38 3.244+0.10 1.34 | 1.84 1.54+0.12 32.94 | 50.00 40.80+3.73

DDN
30 | 2.90 | 3.37 3.18+0.10 0.73 | 1.59 | 1.24+0.142>d | 1438 | 45.25 | 35.54+5.682bd

DDN+
MEL 30 | 2.87 | 3.76 3.20+0.21 1.08 | 1.97 1.47+0.18 29.87 | 54.86 39.58+5.95

YDN
30 | 2.36 | 3.53 | 2.93+0.25%¢de 0 1.69 | 1.05+0.352¢de 0 42.72 | 31.36+9.98de

+
K/[]El:, 30 | 2.76 | 3.41 3.16+0.16 1.14 | 1.62 1.37+£0.09%4 | 30.20 | 49.68 40.02+4.73

MEL
30 | 2.94 | 3.48 3.21+0.15 1.17 | 1.74 1.50+0.13 31.78 | 47.71 39.44+4.54

ANOVA testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)
a; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

b; Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlambidir.

¢; Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilagtirildiginda anlamidir.

El iskeleti Kemik Gelisimi

El iskeletinde tiim gruplarda karpal kemiklerde ve falankslarda kemiklesme goriilmedi.
Metakarpal kemiklerde ise degisik derecelerde kemiklesme tespit edildi. Bu yiizden el
kemiklerinde sadece metakarpal kemiklerde gruplar arasi istatistiksel karsilastirma
yapildi. Metakarpal kemikler tam, kismi ve hi¢ kemiklesme gostermeyenler seklinde

siiflandirildi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubunu inceledigimizde 3. ve 4. metakarpal kemiklerde tam
kemiklesme goriirken, 2. metakarpal kemikte ise bazen tam bazen kismi kemiklesme
oldugu tespit edildi. 1. ve 5. metakarpal kemiklerde ise heniliz kemiklesmenin
baslamadig: tespit edildi. Bu grupta topam 150 metakarpal kemikte yapilan incelemede;
76 kemikte tam, 14 kemikte kismi kemiklesme goriildii. 60 metakarpal kemik ise
tamamen kikirdak yapidaydi (Sekil 4.5), (Tablo 4.7).
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Diisiik Doz Nikotin Grubu: Bu grupta inceledigimiz el iskeletlerinde 1. ve 5.
metakarpaller tamamen kikirdak yapidaydi. Genellikle 2. ve 4. metakarpaller kismi
kemiklesme sergilerken, 3. metakarpallerin tam kemiklestigi goriildii. 30 metakarpalde
tam kemiklesme, 54 metakarpalde kismi kemiklesme goriiliirken ve 66 metakarpalde hig
kemiklesme belirlenmedi. Bu grup tam kemiklesme yoniinden kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tam kemiklesen kemik sayisinda anlamli derecede azalmanin oldugu
(p<0.05) ve kemiklesme derecesinin kismi kemiklesme yoOniinde degisim sergiledigi

tespit edildi (Sekil 4.5), (Tablo 4.7).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Diisiik doz nikotin grubunun tedavi grubu olan
bu grupta 1. ve 5. metakarpaller kikirdak, 3. ve 4. metakarpaller tam kemiklesmis, 2.
metakarpaller ise kismi kemiklesmis durumdaydi. Bu grupta 66 metakarpal kemikte tam
kemiklesme, 24 metakarpalde kismi kemiklesme goriiliirken, 60 kemikte hi¢ kemiklesme
gorilmedi. Tam kemiklesmenin diisiik doz nikotin grubuna gore anlamli derecede arttigi
tespit edildi (p<0.05). Bu gruptaki veriler kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi
(Sekil 4.5), (Tablo 4.7).

Yiiksek Doz Nikotin Grubu: Bu grupta inceledigimiz metakarpallerde kemiklesme son
derece dustiktii. Hi¢ bir kemikte tam kemiklesme goriilmemisken 18 metakarpalde kismi
kemiklesme belirlendi. Bu grup kemiklesme derecesi yoniinden kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kemiklesme derecesinin tam kemiklesmeden kemiklesmeme yoniinde
degisim gosterdigi ve bu sayisal farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0.05), (Sekil 4.5), (Tablo 4.7). Bu grupta bradidaktililer tespit edildi.

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Yiiksek doz nikotin grubunun tedavi grubu
olan bu grupta kemiklesen ve kismi kemiklesen kemik sayisinda artis gozlemlendi. Bu
grupta 3. ve 4. metakarpallerde tam kemiklesme goriiliirken, 2. metakarpallerde kismi
kemiklesme tespit edildi. 1. ve 5. metakarpaller ise kikirdak yapidaydi. Incelenen
kemiklerde 58 metakarpal tam, 32 metakarpal kismi kemiklesme sergilerken, 60
metakarpalin ise kikirdak yapida oldugu belirlendi. Yiiksek doz nikotin grubuna gére tam
kemiklesme sergileyen kemik sayisindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05) ve kemiklesme yoniinden sonuglarin kontrol grubuna yakin oldugu tespit edildi

(Sekil 4.5), (Tablo 4.7).
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Melatonin Grubu: Bu grupta 1. ve 5. metakarpaller kikirdak yapidaydi. 3. ve 4.
metakarpaller tam kemiklesme sergilerken, 2. metakarpallerin bazilarinin kismi
bazilarinin ise tam kemiklesme sergiledigi belirlendi. 78 metakarpalde tam kemiklesme,
12 metakarpal kemikte kismi kemiklesme belirlenirken 60 metakarpal ise higbir
kemiklesme tespit edilmedi. Bu gruptaki kemiklerin kemiklesme dereceleri
incelendiginde; tam kemiklesme sergileyen kemik sayisiin kontrol grubuna yakin
oldugu, diisiik doz ve yiik doz nikotin grubundan ise istatistiksel olarak anlaml1 derecede
fazla oldugu belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.5), (Tablo 4.7).

Sekil 4.5. El Iskeletine ait goriintiiler

A. Kontrol Grubu B. Diisiik Doz Nikotin Grubu C. Diistik Doz Nikotint+Melatonin Grubu
D. Melatonin Grubu E. Yiksek Doz Nikotin Grubu F. Yiiksek Doz Nikotint+Melatonin Grubu
(T; Tam Kemiklesme, K; Kismi Kemiklesme)
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Tablo 4.7. Metakarpal kemiklerde kemiklesme dereceleri

Metakarpal Kemiklerde Kemiklesme Dereceleri
Veri Sayisi (n) Tam Kemiklesme Kismi Kemiklesme Hi¢ Kemiklesmemis
Kontrol 150 76 14 60
DDN 150 30%%e 54 66
DDN+ MEL 150 66 24 60
YDN 150 Qabde 18 132
YDN+ MEL 150 58 32 60
MEL 150 78 12 60

Ki-kare testi p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi

(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)

a; Kontrol Grubu ile karsilastiriddiginda anlamhidir

b; Diisiik Doz Nikotin Grubu ile karsilastildiginda anlamlidir.

¢; Diistik doz nikotin+melatonin grubu ile karsilastiridiginda anlamiidir.

d; Yiiksek doz nikotin+melatonin grubu ile karsilastirtiginda anlamlidir.

e; Melatonin grubu ile karsuastirildiginda anlamlidir.

Kontrol Grubuna Ait Femurlarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu gruba toplam 30 adet sag
ve sol femur dahil edildi. Ikili boyama islemine tutulan femurlar islem sonrasinda
makroskobik olarak incelendi. Incelenen femurlarin gévde kisimlarr kemiklesmis olup
kirmiz1 renkte goriilmekteydi. Kemiklesmenin corpus femoris’in orta hattindan baslayip
proksimal ve distal yonde ilerleme gosterdigi belirlendi. Kemiklesme proksimal kisimda
trochanter major’un tam altina kadar ilerlemis ve bu seviyenin iizerindeki trochanter
minor, collum femoris ve caput femoris’in kikirdak yapida oldugu ve mavi ile boyandigi
tespit edildi. Extremitas distalis’de ise femur kondilleri mavi renkle boyanmis olup ve
kikirdak yapidaydi. Proksimal kisimdaki kikirdak uzunlugu distal kisimdakine gore daha
fazlaydu.

Stereomikroskop altinda yapilan Ol¢limlerde bu gruptaki femurlarin ortalama
uzunlugunun 3.85+0.21 mm oldugu, en diisiik ve en yiiksek degerlerin sirastyla 3.07-4.21
mm oldugu belirlendi. Femurlarda kemiklesme sergileyen alanin ortalama uzunlugu
1.2840.1 mm olarak ve kemiklesme orani1 ise %31.08+3.14 olarak hesaplandi (Sekil 4.6),
(Tablo 4.8).
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Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Femurun Morfolojik Ol¢iimleri: inceleme yapilan
femurlarin boy uzunlugunun 3.37-4.01 mm arasinda farklilik gosterdigi ve ortalama
degerin 3.76+0.16 mm oldugu belirlendi. Bu gruptaki femurlarin total boy uzunlugu
kontrol grubundan daha kisa olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi.

Bu grupta femurlar incelendiginde kemiklesme gosteren alanin ortalama uzunlugu
0.91+0.15 mm olarak ve kemiklesme oranlar1 ise %23.10+3.17 olarak hesaplandi.
Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu grupta kemiklesme gosteren bolge uzunlugu
ve kemiklesme yiizdesinin kontrol grubundan anlamli derecede daha diisiik oldugu

belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.6), (Tablo 4.8).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Calismamizda bu gruptaki femurlarin total
kemik uzunlugu 2.79-4.62 mm arasinda olup ortalama uzunluk 3.83+0.36 mm olarak
Olclildii. Femur boy uzunluklari kontrol ve diisiik doz nikotin gruplar ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Kemiklesme
gosteren bolgenin uzunlugu ortalama 1.27+0.43 mm olarak ve kemiklesme orani ise
%30.614+8.09 olarak hesaplandi. Diisiik doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda
kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve kemiklesme yiizdesi daha fazla oldugu ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi (Sekil 4.6), (Tablo
4.8).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Femurun Morfolojik Olgiimleri: Bu gruptaki
femurlar makroskobik olarak incelendiginde; hem kemik boyunda hem de kemiklesme
gosteren bolgenin uzunlugunda azalma fark edildi. Stereomikroskopta dlgiilen femurlarin
ortalama total boy uzunlugu 3.51+0.15 mm olarak kaydedildi. Yapilan isatistiksel
analizlerde femur total boy uzunlugu hem kontrol hem de diisiik doz nikotin grubundan

anlamli derecede kisa bulundu (p<0.05).

Yapilan makroskopik gozlemlerde corpus femoriste baglayan kemiklesmenin ¢ok kiigiik
bir alanda oldugu ve 4 kemikte ise kemiklesmenin baglamadig tespit edildi. Femurlarda
kemiklesme gosteren bolgenin ortalama uzunlugu 0.78+0.35 mm olarak 6l¢iildii. Yapilan

alan ol¢iimlerinde femurlarin kemiklesme orani %19.34+9.94 olarak hesaplandi.
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Bu gruptaki femurlarin boy uzunluklari, kemiklesme sergileyen bolgelerinin uzunluklari
ve kemiklesme oranlar1 kontrol ve diisiik doz nikotin gruplan ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05), (Sekil 4.6), (Tablo 4.8).
Nikotin uygulamasinin femur gelisiminde gerilemeye yol agtig1 ve bu teratojenik etkinin

doza bagli oldugu tespit edildi.

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Femurun Morfolojik Ol¢iimleri:
Yiiksek doz nikotin grubunun tedavi grubu olan bu grupta femur boylar1 ortalama
3.76+0.1 mm olarak hesaplandi. Yiiksek doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda femur
boyu bu grupta istatistiksel olarak daha uzun bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda ise aralarinda anlamli bir fark goriilmedi.

Bu grupta kemiklesmeye bagli olarak corpus femoris’in kirmizi renkte oldugu, proksimal
ve distal uglarin ise heniiz kemiklesmemis olup kikirdak yapida ve mavi renkte oldugu
tespit edildi. Kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu 0.98-1.46 mm arasinda olup
ortalama uzunluk 1.19+0.11 mm olarak hesaplandi. Femurlarda kemiklesme orani
ortalama %26.99+4.0 olarak hesaplandi. Bu gruptaki femurlarin hepsinin kemiklestigi
tespit edildi. Bu gruptaki femurlar, yiiksek doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla kemiklestigi ve kemiklesme sergileyen
bolgenin uzunlugunun arttig belirlendi (p<<0.05). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
ise aralarinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.6), (Tablo 4.8). Nikotine karsi
melatonin  uygulamasinin femurlarda kemiklesmeyi artirarak kontrol grubuna

yaklastirdigi tespit edildi.

Melatonin Grubuna Ait Femurun Morfolojik Ol¢iimleri: Bu gruptaki femurlarin
makroskobik incelemesinde kontrol grubu ile benzerlikler gosterdigi tespit edildi.
Femurlarin govde kisimlarinin kemiklestigi ve kirmizi renkle boyandigi belirlendi.
Proksimal ve distal uglarin ise heniiz kikirdak yapida oldugu tespit edildi. Ortalama femur
boyunun 3.88+0.15 mm oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olmadig1 belirlendi. Bu grupta kemiklesme sergileyen bdolgenin
ortalama uzunlugu 1.27+0.11 mm olarak ve kemiklesme orani 30.79+2.72 hesaplandi. Bu
verilere gore kontrol ve melatonin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (Sekil 4.6), (Tablo 4.8). Tek basina melatonin uygulamasinin femur

gelisiminde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlendi.
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Sekil 4.6. Femurlara ait gortintiiler

A. Kontrol Grubu, B. Diisiik Doz Nikotin Grubu, C. Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu
D. Melatonin Grubu, E. Yiiksek Doz Nikotin Grubu, F. Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu
—> Kemik Yikimina Bagli Stingerimsi Doku
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Tablo 4.8. Femur’a ait istatistiksel veriler

FEMUR ‘A AIT VERILER
Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam
N Mi Ma Mi Ma
Ortalama Ortalama Min | Max Ortalama
n X n X
;("“"0 (3) 3.07 | 421 | 3.85:021 | 112 | 1.52 | 1.280.10 255'8 4(())'6 31.0843.14
. +0. a,b,d, . . . +3. a,b,d,
DDN (3) 327 | 3.91 3.66+0.16 0.61 | 1.22 091 OeIS lil 3%5 23.10 ':’ 17
DDN+ 3 18.7 | 55.8
. . 87£0. . . 34+ U167,
MEL 0 3.39 | 4.62 3.87+0.29 0.88 | 1.99 1.34+0,36 5 7 29.76+7.41
51+0. a,c,d, 78+0. a,c,d, . 3449, a,c,d,
YDN (3) 307 | 3.85 3.51 Oel9 0 117 0.78 0635 0 3164 19.34 e994
YDN+ 3 20.5 36.3
. . .76=x0. . . .19+0. 994,
MEL 0 322 | 4.05 3.76+0.18 098 | 1.46 1.19+0.11 9 6 26.99+4.00
MEL (3) 3.54 | 4.19 3.88+0.15 1.01 | 1.46 1.27+0.11 21'4 359'5 30.79+£2.72

ANOVA testi (p<0.05)

(DDN; diistik doz nikotin, YDN; yliksek doz nikotin, MEL; melatonin)
a; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

b; Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

¢; Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamiidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlambidr.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

Kontrol Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Olciimleri: Bu grupta 15 fetusa ait 30
tibia iizerinde inceleme yapildi. Makroskobik incelemede kemiklerin corpus tibia
kisminin ortasindan kemiklesmenin basladig1 ve bu bolgenin kirmizi renkte oldugu tespit
edildi. Corpus tibia’nin merkezinden proksimal ve distal u¢lara dogru kemiklesmenin
devam ettigi goriildii. Kemiklesme extremitas proximalis’de tuberositas tibia seviyesine
kadar ilerlemis olup tibia kondilleri kikirdak yapidaydi. Extramitas distalisin ise
tamaminin kikirdak yapida oldugu, malleolus medialis ve facies articularis inferior’in

mavi renkte boyandigi belirlendi.



65

Bu gruptaki tibialarin ortalama total boy uzunlugu 3.79+0.14 mm, kemiklesme sergileyen
bolgenin uzunlugu 1.42+0.13 mm ve kemiklesme orani1 %35.06+4.88 olarak hesaplandi
(Sekil 4.7), (Tablo 4.9).

Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu grupta yapilan
makroskobik incelemelerde tibialarda extremitas proximalis yoniinde kemiklesmenin
daha az oldugu farkedildi. Stereomikroskop altinda yapilan Ol¢iimlerde total boy
uzunlugunun ortalama 3.6340.17 mm oldugu belirlendi. Bu grupta total boy uzunluklar

kontrol grubundan daha kisa olmasina ragmen bu fark istatiksel olarak anlamli degildi.

Yaptigimiz Olglimlerde tibialarda kemiklesme gosteren bolgenin ortalama uzunlugu
1.04+0.14 mm ve kemiklesme orani %26.04+4.96 olarak hesaplandi. Bu gruptaki
tibilarda kemiklesme gosteren bdolgenin uzunlugu ve kemiklesme orani kontrol
grubundan az olup, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05), (Sekil 4.7),
(Tablo 4.9).

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Olciimleri:
Diisiik doz nikotin grubunun tedavi grubu olan bu grupta ilk olarak makroskobik inceleme
yapildi. Yapilan incelemelere gore bu kemiklerde herhangi bir anomali goriilmeyip

kemiklesme uzunlugu kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi.

Steromikroskop ile yapilan tibia boy uzunlugu 6l¢timlerine gore en kisa tibia 3.35 mm,
en uzun tibia ise 4.56 mm olarak 06l¢iildii. Ortalama tibia boy uzunlugu ise 3.784+0.38 mm
olarak hesaplandi. Total boy uzunlugu verileri kontrol grubu, diisiik doz nikotin grubu ve
diisiik doz nikotin+melatonin gruplar1 arasinda karsilastirildi ve aralarinda anlamli bir

fark bulunmadai.

Tibialarda kirmizi ile boyanan alanin uzunlugu 0.98 mm ile 2.23 mm arasinda olup
ortalama uzunluk 1.40+0.34 mm olarak hesaplandi. Tibialarda kemiklesme orani
%34.85+6.62 seklinde belirlendi. Kemiklesme sergileyen bdlgenin uzunlugu ve
kemiklesme orani verileri diisilk doz nikotin ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
diisiik doz nikotin grubu ile aralarinda belirlenen sayisal fark istatistiksel olarak anlamli

iken (p<0.05), kontrol grubu ile anlaml1 bir fark belirlenmedi (Sekil 4.7), (Tablo 4.9).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu grupta

inceleme yapilan tibialar makroskobik olarak gézlendiginde en kiigiik tibialarin bu grupta
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oldugu goriildii. Kemiklesme mesafelerine bakildiginda ise yine en kiiciik kemiklesme

bolgelerinin bu grupta oldugu ve 4 kemikte hi¢ kemiklesme olmadig belirlendi.

Image J programi ile yapilan dl¢limlerde ortalama total tibia boyunun 3.25+0.24 mm
oldugu hesaplandi. Kemiklesme sergileyen bolgenin ortalama uzunlugu 0.84+0.37 mm
olarak, kemiklesme orani ise % 23.40+10.55 olarak tespit edildi. Bu grupta her ii¢
parametrede kontrol ve diisiik doz nikotin gruplarindan kiiciiktii ve bu farklar istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0.05), (Sekil 4.7), (Tablo 4.9). Nikotinin tibia kemiginde

kemiklesmeyi azalttig1 ve nikotinin dozu arttik¢a bu etkinin arttig1 tespit edildi.

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu
grup yiiksek doz nikotin grubunun tedavi grubudur. Makroskobik gézlemde tibialarda
kirmizi alanin kemik gdovdesinde belirgin oldugu ve tim kemiklerde kemiklesmenin

oldugu goriildii.

Bu grupta tibia total boy uzunluklar1 2.97 ile 3.78 mm arasinda olup ortalama uzunluk
3.50+0.19 mm olarak hesaplandi. Bu gruptaki tibialarin total boy uzunluklari yiiksek doz
nikotin grubu ile karsilastirildiginda daha fazlaydi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05).

Bu grup tibialarda kemiklesme gosteren alanin ortalama uzunlugu 1.42+0.14 mm olarak,
kemiklesme orani ise %34.47+3.62 olarak tespit edildi. Bu grupta kemiklesme sergileyen
alanin uzunlugu ve kemiklesme orani yiliksek doz nikotin grubu ile karsilagtirildiginda
daha fazlaydi ve olusan sayisal fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05), (Sekil 4.7),
(Tablo 4.9). Nikotine ek melatonin tedavisinin; tibialarda azalan kemiklesmeyi artirdigi

ve kontrol grubuna yaklastirdig: tespit edildi.

Melatonin Grubuna Ait Tibialarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu gruptaki tibialarin
makroskobik incelemesinde kontrol grubuna benzerlik gosterdigi tespit edildi.
Makroskobik incelemede kemiklesmenin corpus tibiadan bagladigi ve extremitas
proximal ve distalis’e dogru devam ettigi belirlendi. Kemiklesmenin proksimalde
tuberositas tibia seviyesine kadar ilerledigi, buranin {ist kisminda kalan tibia kondillerinin
kikirdak yapida oldugu tespit edildi. Extramitas distalis’in ise tamamen kikirdak yapida
oldugu goriildii. Tibia total boy uzunlugu 3.44-4.26 mm arasinda de§ismekte olup
ortalama 3.85+0.18 mm olarak 6l¢iildii. Bu grupta kemiklesme sergileyen alanin ortalama

uzunlugu 1.42+0.14 mm ve kemiklesme oraninin %34.49+2.42 oldugu hesaplandi.
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Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda higbir parametrede anlamli fark bulunmadi (Sekil
4.7), (Tablo 4.9). Uygulanan dozda melatoninin tek basina verilmesinin tibiada

kemiklesmeye etkisinin olmadigi tespit edildi.

=

.. —
c &l

Sekil 4.7. Tibia ve fibulalara ait goriintiiler

A. Kontrol Grubu, B. Diisiik Doz Nikotin Grubu, C. Diisiik Doz NikotintMelatonin Grubu

D: Melatonin Grubu, E. Yiiksek Doz Nikotin Grubu, F. Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu
( Ti; tibia, Fi; fibula)
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Tablo 4.9. Tibia’ya ait istatistiksel veriler
TIBIA’YA AIT VERILER
Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam
" Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama Min | Max Ortalama

Kontrol 30 | 3.55 | 4.11 3.79+0.14 1.17 | 1.78 1.42+0.13 26.04 | 47.05 35.06+4.88
DDN 30 | 3.26 | 3.94 3.63+0.17 0.83 | 1.37 | 1.04+0.14%>4 | 18.43 | 37.28 | 26.04+4.96%>4
DDN+MEL | 30 | 3.35 | 4.56 3.78+0.32 098 | 2.23 1.40+0.33 19.63 | 47.79 34.85+6.62
YDN 30 | 2.65 | 3.72 | 3.25+0.23%¢d 0 1.16 | 0.84+0.37%4 0 42.42 | 23.40£10.55%4
YDN+MEL | 30 | 2.97 | 3.78 3.50+0.18 0.99 | 1.50 1.2740.11 28.15 | 42.24 34.47£3.62
MEL 30 | 3.44 | 4.26 3.85+0.18 1.12 | 1.64 1.42+0.13 27.71 | 38.32 34.49+2.42

ANOVA testi  (p<0.05)

(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)
a; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

b; Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlambidir.

¢; Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e; Diisiik Doz Nikotin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

Kontrol Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Olciimleri: Bu grupta 15 fetusa ait 30
adet fibula incelendi. Fibulalarda kemiklesmenin kemik gévdesinde basladig1; proksimal
ve distal yonde ilerledigi goriildii. Govdede kemiklesen kismin kirmizi renkte; extremitas
proximalis’de caput fibulae, extremitas distalis’de ise malleolus lateralis’in heniiz
kikirdak yapida oldugu i¢in mavi renk ile boyandigi goriildii. Yapilan kemik boyu
Ol¢timlerinde fibula ortalama total boy uzunlugu 3.45+0.10 mm, kemiklesme sergileyen
alanin ortalama uzunlugu 1.39+0.14 mm olarak hesaplandi. Bu grup fibulalarin

kemiklesme oraninin % 38.80+4.88 oldugu tespit edildi (Sekil 4.7), (Tablo 4.10).

Diisiik Doz Nikotin Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Ol¢iimleri: Annelerine
3mg/kg/glin nikotin verilen fetuslarin bulundugu bu grupta, fibulalarin ortalama total boy
uzunlugu 3.44+0.16 mm olarak hesaplandi. Bu gruptaki fibulalarin total boy uzunluklar
kontrol grubundan kisa olmasina ragmen istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark
bulunmadi. Inceleme yapilan 30 fibulaya ait kemiklesme bolgeleri 6lciildii. Ortalama

kemiklesme uzunlugu 0.94+0.2 mm ve kemiklesme gdsteren alanin tiim alana oraninin
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ortalama %24.16+5.53 oldugu hesaplandi. Yapilan istatistiksel analize gore; diisiik doz
nikotin grubunun kemiklesme sergileyen bolge uzunlugu ve kemiklesme orani kontrol
grubundan anlamli derecede azdi ve bu sayisal farklar istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0.05), (Sekil 4.7), (Tablo 4.10) .

Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Ol¢iimleri: Bu
grup diisiik doz nikotin grubunun tedavi grubu olarak planlandi ve elde edilen verilen
diisiik doz nikotin grubu ile kiyaslandi. Bu grupta ortalama fibula total boy uzunlugu
3.42+0.30 mm olarak hesaplandi. Elde ettigimiz verilere gore fibula total boy
uzunluklarinda, kontrol grubu, diisiik doz nikotin ve diisiik doz nikotin+melatonin
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi. Kirmizi ile boyanan kemiklesme alani
Olciildiigiinde bu grupta ortalama uzunluk 1.29+0.35 mm ve kemiklesme orani
%38.9149.08 olarak hesaplandi. Bu grupta kemiklesen bolgenin uzunlugu ve kemiklesme
orant diisiik doz nikotin grubundan daha fazlaydi ve bu farklar istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0.05), (Sekil 4.7), (Tablo 4.10).

Yiiksek Doz Nikotin Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Ol¢iimleri: Annelerine
6 mg/kg/giin nikotin verilen fetuslarin bulundugu bu gruptaki fibulalar makroskobik
olarak incelendiginde; en kisa kemiklerin bu grupta oldugu goriildi. Kemiklesme
sergileyen bolge dikkate alindiginda ise kemigin gévdesinde kiigiik bir alanin kirmizi ile

boyandigi ve 4 kemikte hi¢ kemiklesmenin olmadigi tespit edildi.

Yapilan 6lgiimler sonucunda fibula ortalama total boy uzunlugu 3.01+£0.2 mm olarak
hesaplandi. ~ Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu grup fibula total boy
uzunlugunun hem diisiik doz nikotin grubundan hem de kontrol grubundan anlamli
derecede kisa oldugu tespit edildi (p<0.05). Kemiklesme sergileyen bdlgenin ortalama
uzunlugu 0.76+0.4 mm ve kemiklesme gosteren bdlgenin tiim alana orani ortalama
%20.92+9.89 olarak hesaplandi. Fibulalarin kemiklesme sergileyen bolge uzunluklart ve
kemiklesme oranlart hem kontrol hem de diisiik doz nikotin gruplar ile karsilastirildi.
Yapilan istatistiksel testler sonucunda yiiksek doz nikotin grubunun kemiklesme
verilerinin diger iki gruptan daha az oldugu belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.7), (Tablo 4.10).
Nikotin dozu arttik¢a fibulada kemiklesmenin azaldigi tespit edildi.

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Olciimleri:
Yapilan Sl¢timlerde bu grupta fibula total kemik boyu 2.75-3.53 mm arasinda olup
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ortalama uzunluk 3.23+0.20 mm olarak kaydedildi. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda bu gruptaki fibulalarin total kemik boyu yiiksek doz nikotin grubundan

anlamli derecede uzun bulundu (p<0.05).

Fibulalarda kemiklesme gosteren bolgenin uzunlugu ve kemiklesme alanmi 6lciildii.
Ortalama uzunluk 1.2540.18 mm ve kemiklesme oran1 % 29.26+6.18 olarak hesaplandi.
Bu gruptaki iki parametreye ait veriler yiiksek doz nikotin grubu ile karsilastirildiginda
aradaki pozitif yondeki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05), (Sekil 4.7), (Tablo
4.10). Nikotine kars1 verilen melatonin fibula da kemiklesmeyi artirarak kontrol grubuna

yaklastirdig: tespit edildi.

Melatonin Grubuna Ait Fibulalarin Morfolojik Olgiimleri: Bu gruptaki fibulalar
makroskobik olarak incelendiginde kontrol grubu ile benzerlik goriildii. Olgiim yapilan
fibula boylar1 2.96-3.69 mm arasinda olup, ortalama total uzunluk 3.41+0.15 mm olarak
hesaplandi. Corpus fibulae’da goriilen kemiklesme alan1 6l¢iildiigiinde ortalama uzunluk
1.3240.12 mm ve kemiklesme orant %38.34+6.19 olarak hesaplandi. Kemik uzunlugu,
kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve kemiklesme orami kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.7), (Tablo 4.10).
Melatoninin belirlenen dozda tek basina verildiginde fibula kemiklesmesinde bir etki

gostermedigi belirlendi.
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Tablo 4.10. Fibula’ya ait istatistiksel veriler

FIBULA’YA AIT VERILER
Kemik Boyu Kemiklesme Uzunlugu Kemiklesme Yiizey Alam
N . -
1\:1 Max Ortalama 1\:1 N)[‘a Ortalama Min Max Ortalama
f("“t"’ (3) 327 | 3.64 | 3.45£0.09 | 121 | 1.69 | 1.39+0.14 266'6 465'1 38.80+4.88
a,b,d, a,b,d,
DDN (3) 319 | 3.95 | 3.44x0.15 | 044 | 1.41 | 094020 1‘;'8 3‘;6 24.16£5.53
DDN+ | 3 258 | 60.1
MEL 0 | 290 409 | 3425029 | 08 | 209 | 129035 3 ; 38.9149.08
a,c,d, a,c,d,
YDN (3) 244 | 3.44 | 301019 0 | 123 | 0.76£039de | ¢ 3(;'5 20929.89
YDN+ | 3 190 | 426
MEL o | 275353 3235019 073 | 153 | 12580.17 . . 29.26+6.18
MEL (3) 296 | 3.69 | 3.41£0.15 | 1.00 | 1.51 | 1.32+0.12 225'8 > 11'2 38.3446.19

ANOVA testi (p<0.05)

(DDN; diisiik doz nikotin, YDN; yiiksek doz nikotin, MEL; melatonin)

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

b; Diisiik Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.
¢; Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.
d; Melatonin grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir.

e; Diistik Doz Nikotin grubu ile karsilagtirildiginda anlamlidir.

Ayak Iskeletinde Kemiklesme: Ayak iskeletinde kemiklesme gosteren kemikler sayildi.
Tarsal kemiklerde ve phalanxlarda kemiklesme gézlenmemisken metatarsal kemiklerde

kemiklesme tespit edildi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubunda inceledigimiz 3. ve 4. metatarsal kemiklerde tam
kemiklesme goriiliirken, 2. ve 5. metatarsal kemiklerde genelikle kismi kemiklesme
gorildii. Bu grupta 150 metatarsal kemik tarafimizca incelenmis olup 90 kemikte tam, 30
kemikte kismi kemiklesme goriilmiisken, 30 tanesi ise tamamen kikirdak yapidaydi (Sekil

4.8), (Tablo 4.11).

Diisiik Doz Nikotin Grubu: Bu grupta inceledigimiz ayak iskeletlerinde genellikle kismi
kemiklesme goriildii. incelenen tiim ayak iskeletlerinde 1. metatarsal kikirdak yapida
iken, 2., 3., 4. metatarsallar genelikle kismi kemiklesme sergilemekteydi. 30 metatarsalda
tam kemiklesme, 76 metatarsalda kismi kemiklesme goriiliirken ve 44 metatarsalda hig
kemiklesme goriilmedi. Bu grup tam kemiklesme yoniinden kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tam kemiklesen kemik sayisinda anlamli derecede azalmanin oldugu
(p<0.05) ve kemiklesme derecesinin kismi kemiklesme yoniinde degisim sergiledigi

tespit edildi (Sekil 4.8), (Tablo 4.11).
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Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Diisiik doz nikotin grubunun tedavi grubu olan
bu grupta 1. metatarsallar kikirdak, 2., 3. ve 4. metatarsallar genellikle tam
kemiklesmisken, 5. metatarsallar kismi kemiklesme sergilemekteydi. 90 metatarsalda tam
kemiklesme, 30 metatarsalda kismi kemiklesme goriiliirken, 30 metatarsal ise kikirdak
yapidaydi. Bu gruptaki veriler kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi. Tam
kemiklesmenin diisiik doz nikotin grubuna goére anlamli derecede arttig1 tespit edildi
(p<0.05). Bu gruptaki veriler kontrol grubu ile benzerlik gostermekteydi (Sekil 4.8),
(Tablo 4.11).

Yiiksek Doz Nikotin Grubu: Bu grupta inceledigimiz metatarsallarda kemiklesme son
derece diisiiktii. Hi¢ bir kemikte tam kemiklesme goriilmemisken, 24 tanesinde kismi
kemiklesme tespit edildi. 126 kemik ise tamamen kikirdak yapitaydi. Bu grupta
bradidaktili goriildi. Bu grup kemiklesme derecesi yoOniinden kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kemiklesme derecesinin tam kemiklesmeden hi¢ kemiklesme
yoniinde degisim gosterdigi ve bu sayisal farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.8), (Tablo 4.11).

Yiiksek Doz Nikotin+Melatonin Grubu: Yiiksek doz nikotin grubunun tedavi grubu
olan bu grupta kemiklesen ve kismi kemiklesen kemik sayisinda artis gozlemlendi. Bu
grupta 3. ve 4. metatarsallerde tam kemiklesme goriiliirken 2. ve 5. metatarsallerde kismi
kemiklesme tespit edildi. 1. metatarsaller ise tamamen kikirdak yapidaydi. 62 metatarsal
tam, 28 metatarsal kismi kemiklesirken, 60 metatarsal ise kikirdak yapidaydi. Yiiksek doz
nikotin grubuna gore tam kemiklesme sergileyen kemik sayisindaki artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) ve kemiklesme yoniinden sonuglarin kontrol grubuna
yakin oldugu tespit edildi (Sekil 4.8), (Tablo 4.11). Nikotine ek melatonin verildiginde
metatarsal kemiklerde tam kemiklesme gosteeren metatarsal sayisinin arttigi ve kontrol

grubuna yaklastig1 tespit edildi.

Melatonin Grubu: Bu grupta kemiklesme gosteren kemikler kontrol grubuna
benzemekteydi. 1. metatarsallar kikirdak, 5. metatarsallar yarim kemiklesirken 2.,3. ve 4.
metatarsallarin tam kemiklestigini gozlemledik. Bu gruptaki kemiklerin kemiklesme
dereceleri incelendiginde; tam kemiklesme sergileyen kemik sayisinin kontrol grubuna
yakin oldugu, diisiik doz ve ylik doz nikotin grubundan ise istatistiksel olarak anlamli

derecede fazla oldugu belirlendi (p<0.05), (Sekil 4.8), (Tablo 4.11).
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Sekil 4.8. Ayak iskeletlerine ait goriintiiler

A. Kontrol Grubu, B.Diislik Doz Nikotin Grubu, C. Diisiik Doz Nikotin+Melatonin Grubu
D. Melatonin Grubu, E.Yiksek Doz Nikotin Grubu, F.Yiiksek Doz Nikotin+tMelatonin Grubu
(T; tam kemiklesme, K; kismi kemiklesme)
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Tablo 4.11. Ayak iskeletleri kemiklesme dereceleri

Ayak Iskeleti Kemiklesme Dereceleri

Veri Sayis1 (n) | Tam Kemiklesme Kellrfill::;me Hi¢ Kemiklesmemis
Kontrol 150 90 30 30
DDN 150 30%e¢ 76 44
DDN+ MEL 150 82 38 60
YDN 150 Qabde 24 126
YDN+ MEL 150 62 28 60
MEL 150 90 30 60

Ki-kare testi p<0.05
(DDN; diistik doz nikotin, YDN; yliksek doz nikotin, MEL; melatonin)
a; Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda anlamlidir
b; Diisiik Doz Nikotin Grubu ile karsilastildiginda anlamlidir.
¢; Diisiik doz nikotin+melatonin grubu ile karsilastiridiginda anlamhidr.
d; Yiiksek doz nikotin+melatonin grubu ile karsilastiriliginda anlamlidir.

e; Melatonin grubu ile karsilastiridiginda anlamhidir



5. TARTISMA VE SONUC

Sigara tiiketimi insan saglig1 acisindan zararli sonuglar1 olan bir bagimliliktir. Sigara
dumanindaki temel bagimlilik yapici madde nikotindir. Cinsiyet, nikotine ilk maruz
kalinma yasi, genetik yatkinlik, nikotin dozu ve kullanim paternleri gibi etkenler nikotin
bagimliliginda bireysel farkliliklarin ortaya ¢ikmasindan sorumludur (3).

Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olusan ve tobacco bitkisinin yapraklarindan izole
edilen alkaloid bir bilesiktir. Endojen ndrotransmitter ACh gibi davranir ve beyinde
birden ¢ok reseptdr subtipiyle etkilesime girer. Nikotinik Sistem, kognitif fonksiyonun
noral temelinde hayati rol oynar (16). Literatiirde nikotinin oksidan-antioksidan dengesini
bozarak hasar yaptigiyla ilgili kanitlar giderek artmaktadir. Deneysel caligmalarda, ratlara
nikotin uygulamasinin; oksidatif stres belirteclerinde yiikselmeye, serbest radikal
sliptiriicli enzimlerin aktivitesinde diislise neden oldugu gosterilmistir. Klinikte nikotin ile
meme kanseri, akciger kanseri, bobrek ve karaciger hasar1 arasinda giiclii bir iliskinin
oldugu belirlenmistir (5, 109).

Nikotin %88 oraninda plasentadan gegebilen ve fetal dolasima karisabilen bir bilesiktir.
Anne siitline de gecen nikotin, anne siitiiyle beslenen bebegin direkt olarak etkilenmesine
neden olur (4). Gebelik doneminde aktif olarak sigara kullanimi ya da pasif sigara
maruziyeti; gobek kordonu ve plasentada degisiklikleri, plasenta dekolmanini, dis
gebeligi, abortus ve erken dogumu, diisik dogum agirligini, fetusun anatomik
sistemlerinde geligsme geriligi ve anomalilerini (iiriner, solunum ve sinir sistemi yapisinda
gerilemeler ve anomaliler gibi), bebekte dogum Oncesi ve sonrasi ani dliim gibi dnemli
hastalik ve durumlarin riskini artirmaktadir. Dogum Oncesi sigaraya maruz kalan
bebeklerde hiperaktivite, dikkat eksikligi, heceleme, okuma ve matematik problemlerinin
ogrenilmesinde zorluklar gibi entellektiiel gelisimlerinde yetersizlikler goriiliir. Nikotinin

kemik mineral yogunlugu (KMY) iizerindeki teratojenik etkisinin degerlendirildigi bir
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calismada erkeklerin femur {ist ug¢ bolgesinde KMY nun azaldig1 ve alinan nikotinden
anlamli olarak etkilendigi sonucuna varilmistir (4, 5, 110).

Saglik orgiitleri tarafindan savas agilan sigara bagimlilig: ile iligkili olarak, gebelikte
nikotin kullanim1 bir¢ok aragtirmacinin dikkatini ¢ekmis olup, ¢aligmalarinda nikotine
bagli fetuslarda olusan teratojenik etkiler ¢esitli yontemlerle arastirilmistir.

Literatiirde degisik dozlarda nikotin kullanilmis olup; Oru¢ ve ark. (1996) neonatal
donemde molar disler {izerine nikotinin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 1.67 mg/kg
nikotini i.p. yolla gebeligin 6-21.giinleri aras1 vermislerdir. Akkoyun ve ark. (2012)
nikotinin fetus bobreginde olusturdugu hasari inceledikleri c¢alismalarinda 5 mg/kg
nikotini i.p. yolla gebelik boyunca ve laktasyonun ilk 15 giinii stiresince uygulamislardir.
Giines ve ark. (2007) ile Yavascan ve ark. (2005) diisiik doz ve yiiksek doz nikotin
uygulamalarinda 3mg/ kg ve 6 mg/ kg nikotin dozlarin1 tercih etmislerdir (111, 112).
Ratlarda 3 mg/kg nikotin uygulamasinin yarim pakete, 6 mg/kg nikotin uygulamasinin
ise bir paket sigara kullanimina karsilik geldigi ¢alismalarda bildirilmistir (113). Bizde
yaptigimiz literatiir taramasinin 1s18inda ¢alismamizda diistik doz i¢in 3 mg/kg, yiiksek
doz i¢in 6 mg/kg subkutan nikotin uygulamasini tercih ettik. Literatlirde nikotin
kullaniminda doza ve siireye bagli olarak tolerans gelistigi ve ilk kullanimda viicudun
nikotine kars1 reaksiyon gosterdigini belirten ¢aligmalar vardir. Orug ve ark. (1996)
yaptiklar1 calismalarinda gebe ratlara nikotin verdiklerinde ratlarda sok etkisini
gormiislerdir. Bu etkinin 6nce 1-2 dakika stiren siddetli konviilsiyonlar ve sonrasinda ise
3-4 dakika siiren sedasyon seklinde oldugunu ve bu sok sonucunda gebe ratlarindan bir
tanesinin 6ldiiglinli belirtmislerdir (111). Calismamizda; bu sok etkisini azaltmak igin
nikotin uygulamasi subkutan seklinde ve yiiksek doz gruplarinda ise uygulama sabah ve
aksam ikiye bdliinerek yapildi. Bunun sonucunda calismamizda sok siiresi daha kisa
stirdii ve hig bir denek bu agmada kaybedilmedi.

Nikotinin fetusta konjenital malformasyonlara neden olduguyla ilgili literatiirde bir¢ok
caligma vardir. Konjenital malformasyonlar; embriyogenezis doneminde ortaya ¢ikan
gelisim bozukluklarin dogumla goriilmesidir. Bu malformasyonlar canlinin yasam
boyunca ciddi saglik sorunlarina hatta 6liime neden olabilir.

Kurtoglu ve ark. (2011) hamilelik ve laktasyoperiyodu boyunca (dogumdan sonra 21.
giine kadar) uygulanan nikotinin (6 mg/kg ve 3 mg/kg) fetuslardaki aorta abdominalis’in

intima kalinligini arttigini rapor etmislerdir (112).
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Akkoyun ve ark. (2012) gebelik boyunca ve dogumu izleyen 15. giine kadar nikotine (i.p.
Smg/kg) maruz biraktiklar1 ratlarin yavrularinda bdbrek dokularindaki hasari hem
biyokimyasal olarak hemde imminohistokimyasal olarak rapor etmislerdir. Biyokimyasal
olarak nikotin uygulanan gruplarda oksidan ve antioksidan dengenin bozuldugunu,
kontrol grubuna goére malondialdehit (MDA) ve NO diizeylerinde artis1, glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiproksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim
diizeylerinde ise diisiisii tespit etmislerdir (114).

Banderali ve ark. (2015) insanlar iizerinde yaptiklar1 klinik bir takip ¢alismasinda
hamilelik ve laktasyon donemindeki kisa ve uzun siireli nikotin kullaniminin ¢ocuklarda
teratojenik etkilerini arastirmislardir. Hamilelikte kisa siire nikotin kullaniminin erken
dogum, diisiik dogum agirlig, fetal biiyiime geriligi, yenidoganda degismis beyin yap1 ve
fonksiyonlari, fetal kalp gelisim sorunlari, alveolarasyon diistikliigline sebep oldugunu
rapor etmislerdir. Uzun donem kullanimin ise; obezite, yiiksek kan basinci, hiriltili
solunum, astim, bozulmus akciger fonksiyon, bronsit, hava yolu asir1 duyarlilig: riskini
arttigin1  bildirmislerdir. Laktasyon siiresince kisa donem nikotin kullaniminin
norogelisimsel ve davranigsal bozukluklara, uyku bozukluguna, ani bebek Oliimii
sendromu riskinde artmaya, uzun dénem kullaniminin ise bunlara ek olarak obezite, astim
ve rhinitise sebep oldugu rapor edilmistir (115).

Khaldoyanidi ve ark. (2001) nikotinin in vitro olarak kemik iligi endotelyal hiicreleri ve
akciger endotelyal hiicreleri iizerinde etkisini inceledikleri ¢caligmalarinda hiicreler arasi
etkilesimde ve hiicre goclinde etkili olan CD44 antijenin ekspresyon diizeylerini
arastirmiglardir. Caligmalarinda nikotinin her iki endotelyal hiicre grubunda CD44 hiicre
yiizey antijenini diislirdiigiinii ve bu durumun hematopoez tizerinde etkili oldugunu rapor
etmislerdir (116).

Ataibis ve ark. (2012) prenatal nikotin uygulamasinin yavru ratlarda dis slirmesi ve ¢ene
gelisimi {izerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarin da; gebelik siiresince 0.15 mg/kg
(Grup 1), 0.3 mg/kg (Grup 2), 0.6 mg/kg (Grup 3) dozlarda nikotini i.p. olarak
vermislerdir. Calismada nikotine maruz birakilan anne ratlarin erken dogum yaptigi
(Kontrol: 20.9 giin, Grup 1: 20.3, Grup 2: 20.4, Grup 3: 20.1), yavrularinin dogum
agirhiginin (Kontrol:12.07 gr, Grup 1: 10.7, Grup 2: 10.5 Grup 3: 10.6) kemik mineral
igceriginin (Kontrol: 0,128 gr, Grup 1: 0.113, Grup 2: 0.108, Grup 3: 0.108) ve kemik
mineral yogunlugunun (Kontrol: 0.142gr/cm? Grup 1: 0.134 gr/cm?, Grup 2: 0.131

gr/em?, Grup 3: 0.128 gr/cm?), azaldig1 rapor edilmistir. Prenatal dénemde nikotin
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aliminin dogan yavrularin gelisiminde olumsuz bir rol oynadigi, bir biitiin olarak tiim
viicut sistemini etkiledigi, buna gore dis siirmesi ve c¢ene gelisiminde de eksiklikler
meydana getirdigi sonucuna varilmistir (117).

Bizde ¢alismamizda nikotin alan gruplarda fetuslarin bas-ki¢ uzunluklarinin kontrol
grubuna goére anlamli derecede azaldigini (bas-ki¢ uzunluklart diisiik doz nikotin alan
grupta ortalama %7, yiliksek doz nikotin alan grupta %16 azaldi) belirledik. Dogum
agirliklar ise kontrol grubunda ortalama 2.40 gr, diisiik doz nikotin grubunda 2.20 gr,
yiiksek doz nikotin grubunda ise 1.99 gr olarak hesaplandi ve gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Calismamizda nikotin uygulamasi literatiir
benzer sekilde fetuslara ait demografik bulgularda azalamaya sebep olmustur.
Teratolojik c¢alismalarda en Onemli bagliklardan biri iskelet sisteminde olusabilen
anomalilerdir. ikili iskelet boyamasi teratojenik calismalarda uzunca bir siiredir
kullanilan giivenilir ve objektif bir ydntemdir. ilk ikili iskelet sistemi boyamasi 1971
yilinda Simons ve Van Horns tarafindan yapilmis gliniimiize gelene kadar cesitli
farkliliklar gostermistir (107,108). Bizde ¢alismamizda bu ekolden gelerek ilerleyen
kemigin alizarin red, kikirdagin Alcian Blue ile boyandig1 Inouye metodunu kullandik.
Literatiirde bu yontemle teratojenik madenin iskelet sistemi iizerinde olusturdugu
muhtemel hasarlar; total kemik uzunlugu, kemiklesme sergileyen bolgenin uzunlugu ve
kemik kikirdak oranlar dl¢iilerek degerlendirilmistir ( 95, 104, 107).

Oztiirk ve ark. (2014) saglikl1 rat fetuslarinin 6n ekstremite kemik gelisimini inceledikleri
calismalarinda gebeliklerinin 20. giiniinde ortalama kemik uzunluklarini scapulada
4.94+0.27 mm, humerusta 5.4+.16, ulnada 5.2+0.2 mm ve radiusta 4+0.16 mm olarak
bulmuglardir (104). Calismamizda ise kontrol grubundaki 20 giinliik fetuslarda ortalama
kemik uzunluklar1 scapulada 3.45+0.12 mm, humerusda 4.194+0.04, ulnada 4.12+0.08,
radiusda 3.24+0.1 mm olarak belirlendi. iki calisma arasinda ¢ikan sayisal farkliliklarin
gebelik siiresini hesaplama yonteminin farkliligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.
Ciinkii Oztiirk ve ark. ¢alismalarinda vajinal smear da sperm pozitif bulunan ratlar1 0
giinliik gebe kabul ederken, biz ise ayn1 durumdaki ratlar1 0.5 giinliik gebe olarak
hesapladik.

Sigaranin endokondral kemiklesme {iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle iskelet
sisteminin gelisimindeki gerilemeden sorumlu oldugu ve sigara i¢cindeki kimyasaldan bir
olan nikotinin bu gecikmede bas aktér oldugu calismalarda bildirilmistir. Bununla

beraber nikotinin bu gerilemede nasil bir etki gosterdigi tam olarak agiklanmamustir.



79

Feltes ve ark. (2013) ¢aligmalarinda iskelet gelisimine etki eden genler belirleyerek
nikotinin bu genlerden hangilerine {izerinde teratojenik etki gosterdigini ortaya koymayi
amaclamistir. Nikotinin HOX genine etki ederek embriyoda iskelet sisteminin gelisimini
geciktirdigini ortaya koymuslardir. Ayrica nikotinin ERRB2, ERRB3, ERRB4 gibi
tirozinkinaz ailesi iiyelerine ait yapilar1 da etkileyerek iskelet gelisiminde hasara yol

actigini bildirmislerdir (118).

Kawakita ve ark. (2008) c¢alismalarinda gebe ratlarin igme suyuna nikotin katmis ve 20
giinliik fetuslarda iskelet sisteminin gelisimini incelemislerdir. Caligmalarinda nikotinin
biliylime plaklarindaki kondrositlere direkt etki ederek matriks sentezini azalttigini ve
alpha7 nAChR (nikotinin spesifik reseptorii) reseptorii araciligi ile hipertrofik
farklilasmay1 baskiladigi ve bu sayede kemik gelisiminde gecikmeye sebep oldugunu
bildirmislerdir (119). Literatiirde nikotinin kemik gelisimi tizerindeki etkileri doza bagh
olup yiiksek dozda verilen nikotinin osteoblast aktivitesini diisiirlip osteoklast aktivitesini

artirarak kemik dokusu yikimina neden oldugu bildirilmistir (52).

Kurtoglu ve ark. (2005) nikotinin kemik gelisimine olumsuz etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda 3 mg/kg nikotini i.p. yolla gebelik ve laktasyon boyunca maternal ratlara
vermislerdir. Deney sonunda 21 giinliik yavrularda kemik dansitesi, kemik mineral i¢erigi
ve femur uzunluklarin1 degerlendirmislerdir. Nikotin uygulanan annelerin yavrularinin
dogum agirliklarinin 5.47+0.39 gr ve kontrol grubundan diisiikk oldugunu tespit
etmiglerdir. 21 gilinliik yavrularin femur boylarinin ise kontrol grubundan istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik oldugunu (kontrol: 21.1+0.3, deney grubu 19.1+1.6 mm)
bildirmislerdir. ~ Ayrica nikotin uygulanan gruptaki 21 giinliik yavrularin kemik
dansititelerinin, epifiz ve hipertrofik zon kalinliklarinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede diisiik oldugunu rapor etmislerdir (112).

Carmines ve ark. (2003) ciftlesmeden 6nce 4 hafta siiresince sigara dumanima maruz
birakilan erkek ratlar ile gebelik dncesi (2 hafta) ve gebelik siiresince (20 giin) sigara
dumanina maruz birakilan disi ratlarin fetuslarinda nikotinin teratojenik etkisini
incelemislerdir. Calismalarinda ise 150 mg (total partikuler madde) TPM/m® sigara
dumani uygulamasinin fetal viicut agirliklari izerinde etkisinin olmadigi, 300 ve 600 mg
TPM/m?® dozlarmin negatif yonde etkili oldugu bildirmislerdir. 20. giin sezaryen ile
cikarilan fetiisler iskelet gelisimi acisindan degerlendirildiginde 150 mg TPM/m?
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(11.2+1.09 mg/mg® Nikotin) dozunun teratojenik etki gdstermedigi fakat doza bagh
olarak 300 mg TPM/m? (18.6+2.07 mg/m> Nikotin) ve 600 mg TPM/m>’e (41.8+3.71
mg/m?® Nikotin) maruz kalan gruplarda eksik veya osifike olmamis kemiklerin sayisinda
(suptaoccipital, sternebrae) dnemli bir artigin oldugu rapor edilmistir (6).

Bizde deneyimizde Bastug ve ark. gibi nikotin uygulanan annelerin fetuslarinda 6n ve
arka ekstremiteye ait uzun kemiklerin total boy uzunluklarinin, kemiklesme sergileyen
bolgelerin uzunluklariin ve bu kemiklerin kemiklesme oranlarinin kontrol grubuna gére
anlamli derecede daha az oldugunu belirledik. Yiiksek doz nikotin verilen grupta 4
fetusun 6n ve arka ekstremitelerindeki uzun kemiklerde kemiklesme goriilmedi.
Calismamizda el ve ayak iskeletine ait kemiklerde kemiklesme dereceleri incelendiginde;
diisiik doz nikotin grubunda kontrol grubuna gore tam ossifikasyon sergileyen metakarp
ve metatarsallarin sayisinin azaldigi, yiiksek doz nikotin grubunda ise tam kemiklesmenin
el ve ayak iskeletinde goriilmedigi tespit edildi. Caligmamizda belirlemis oldugumuz
kemiklesme derecesi ve nikotin dozu arasindaki zit yondeki iligki Carmines ve ark. (2003)

bulgular ile benzerlik sergilemekteydi.

Nikotinin canlilarda oksidan-antioksidan dengesini bozarak teratojenik etki gosterdigi bir
cok calismada belirtilmistir. Mizrak ve ark (2010) caligmalarinda nikotinin (diisiik doz
0.4 mg/kg ve yiiksek doz 6 mg/kg) prenatal ve postnatal donemde kullaniminin yavru
ratlarin anatomik ve fizyolojik gelisimine zarar verdigini gostermislerdir. Dogumdan
sonraki 12. ayda ratlarda diisiik doz nikotinin herhangi bir fizyolojik zarara yol agmadig1
fakat bagimliliga neden oldugunu belirlemislerdir. Yiiksek doz nikotin gruplarinda ise
kontrol grubuna gore karaciger MDA diizeylerinde anlamli bir yiikseklik, bobrek SOD
aktivitelerinde ise anlamli bir diisiis saptanmiglardir. Nikotinin oksidan-antioksidan
dengesini bozarak fizyolojik gelisim parametrelerinde ciddi degisimlere yol agtigini tespit

etmislerdir (5).

Son yillarda nikotine karst dogal veya sentetik antioksidanlarin koruyucu etkisi
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir, bu antioksidanlaran en giigliilerinden biri de
melatonindir. Yavascan ve ark. (2005), Sener ve ark. (2004) ve Baykan ve ark. (2008)
fetal gelisimde nikotinin teratojenik etkilerine kars1 matenal ratlara i.p. olarak melatonin
uygulamiglardir. Bu ¢alismalarda 10 mg/kg melatoninin dozu, uygulama sekli olarak da

1.p. enjeksiyon tipi tercih edilmistir. Calismalarda ayrica sirkadiyen ritm gdézoniine
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alinarak enjeksiyonlar1 saat 17:00°de yapilmistir. Bizde ¢alismamizda literatiire benzer
sekilde melatonin dozunu 10 mg/kg olarak belirledik ve enjeksiyonlar1 gebeligin ilk
giintinden 20. giliniine kadar saat 17:00°de i.p. olarak uyguladik.

Yavascan ve ark. (2005) maternal nikotin kullanim1 (yliksek doz 6 mg/kg/giin, diisiik doz
3 mg/kg/ giin) sonucu yavrularda olusan miyokardiyal hasara kars1 antioksidan ajanlar
olan melatonin (10 mg/kg/giin) ve ginkgo bilobanin (150 mg/kg/giin oral) olas1 koruyucu
etkilerini biyokimyasal ve patolojik parametreler kullanarak degerlendirmistir. Ratlara
gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon siiresi boyunca toplam 11 hafta nikotin uygulamasi,
gebelik ve ii¢ haftalik laktasyon boyuncada melatonin uygulamasi yapilmistir. Caligma
sonucunda nikotine bagli miyokardiyal hasarin patogenezinde miyokardiyal antioksidan
enzimlerde azalmanin (miyokardiyal GSH-Px ve SOD degerlerinde azalma) serbest
radikallerde ve lipid peroksidasyon iiriinlerinde artisin rol oynadigi tespit etmislerdir.
Melatoninin ise belirtilen dozda miyokardiyal MDA ve NO diizeylerinde anlamli diisiisii
ve miyokardiyal GSH-Px ve SOD diizeylerinde ise anlaml1 artig1 saglayarak antioksidan
Ozellik sergilemistir. Calismalarinda melatoninin nikotine bagh agir kardiyak hasari
Onleyebilecegi sonucuna varmiglardir (8).

Kapucu ve ark. (2004) kronik nikotin uygulamasimin (0.6 mg/kg nikotin bitartarat)
lirogenital sistem ve aorta neden olabilecegi oksidan hasara kars1 melatoninin (10 mg/kg)
koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda Wistar Albino tiirii gebe ratlara 21 giin
stiresince hem nikotin hem de melatonin uygulamasi yapmislardir. Sonug olarak nikotinin
yeni dogan ratlarda urogenital sistemde ve aortada oksidan hasara neden oldugu ve buna
bagli olarak doku fonksiyonlarini bozdugunu belirlemislerdir. Giiglii bir antioksidan olan
melatoninin ise lipid peroksidasyon ve glutatyon diizeylerinde artisa sebep olarak
belirlenen bu oksidan hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir (9) .
Baykan ve ark. (2008) hamilelik ve emzirme doneminde nikotin uygulanmig gebe ratlarin
yeni dogan yavrularinda melatoninin nikotine bagli miyokardiyal hasar1 dnlemedeki
roliiniin arastirmislardir. Bu ¢alismada Sprague-Dawley ratlara yiiksek doz (6 mg /kg) ve
diisiik doz (1 mg/kg) nikotin uygulamasi (gebeligin basindan laktasyon periyodu bitene
kadar 11 hafta) yapilmis tedavi grubuna ise ek olarak melatonin (10 mg/kg) verilmistir.
Calismalar1 sonucunda melatoninin serbest radikaller olan NO ve MDA diizeylerini
disiirdiigli, plasma GSHPx ve SOD diizeylerini yiikselttigi boylelikle nikotinin

olusturdugu myokard hasarina kars1 koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir (10).



82

Birgok teratojenik maddenin iskelet sistemi tizerinde olusturabilecegi muhtemel hasarlara
kars1 antioksidan etkileri nedeniyle melatoninin koruyucu rolii literatiirde degisik
yontemlerle ¢aligilmistir

Mahabady ve ark. (2011) sodyum valproat uygulanmis maternal ratlarin yavrularinda
muhtemel olusabilecek iskelet sistemi hasarlarina kars1 melatoninin koruyucu etkisini
arastirmiglardir. Sadece 300 mg sodyum valproat uygulanan gebe ratlarin fetuslarinin
%17.70’inde yarik damak, %?20’sinde spida bifida ve %?20’sinde ise eksensefali
gorildiigilinii rapor etmislerdir. Tedavi gruplarindan 5 mg/kg melatonin uygulanan grupta
ise sirastyla bu anomalilerin %4.16, %8.33, %8.33 seklinde, 10 mg/kg melatonin
uygulanan grupta ise %5.2 , %0, %0 seklinde oldugunu belirlemislerdir. (120).
Calismamizda 3 mg/kg nikotin ve 6 mg/kg nikotin verilen gebe ratlarin fetuslarinda
ekstremite kemiklerinde olusan kemiklesmedeki gecikmeye karst melatoninin koruyucu
etkisi arastirildi. Scapulalarda kemiklesme oranlar1 kontrol grubunda 39.30+1.7, diisiik
doz nikotin grubunda %33.35+3.45, yiiksek doz nikotin grubunda ise 29.31+8.54 olarak
belirlendi. 10 mg/kg melatonin verilen diisiik doz nikotintmelatonin grubunda
kemikleseme derecesi %37.9545.14, yiiksek doz nikotin+melatonin grubunda ise
%36.09+3.10 olarak hesaplandi.  Ust ve alt ekstremitedeki diger kemikleri
inceledigimizde (humerus, radius, ulna, femur, tibia, fibula) tedavi gruplarindaki nikotine
karst 10mg/kg melatonin uygulamasinin sadece 3mg/kg nikotin uygulanan gruba gore
kemiklesme oranin1 %10, 6 mg/kg nikotine kars1 ise %22 oraninda artirdi1 sonucuna
ulasildi. Melatonin uygulamasi sonucu elde etmis oldugumuz bulgular literatiir ile
uyumluluk gostermekte olup 10 mg/kg melatoninin doz uygulamasinin nikotinin iskelet
sistemindeki olusturdugu teratojenik hasara karsi koruyucu rol oynadig: belirlendi.
Calismamiz sonucunda nikotine maruz kalan gebe ratlarin fetuslarinda nikotin dozu ile
orantili olarak; disik dogum agirliginda artma, bas-ki¢ uzunlugunda kisalma, tam
ossifikiye olmus kemik sayisinda azalma, kemik gelisiminde gecikme ve buna baglh
olarak kemiklesme oraninda azalma tespit edildi. Nikotine kars1 melatonin veriliginde ise;
dogum agirligi ve boy uzunluklarinin artig gostererek kontrol grubuna yaklastigi,
ossifikiye olmayan kemiklerin saysinin azaldig1 ve kemik gelisiminde normal gelisimin
yakalandig1 belirlendi. Melatoninin antioksidan 6zellikleri nedeniyle kemik gelisiminde
nikotine kars1 giliclii bir koruyucu rolii oldugunu ve sonuglarimizin melatonin ile ilgili

gelecekte yapilacak caligmalara fayda saglayacagini diisiinmekteyiz.
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