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Bu calismada, geng ve yash siganlarin dalak dokularina melatoninin etkisi incelenmistir.
Dalak dokularinin kesitleri, Hematoksilen-Eozin (H&E), Periyodik asit-Schiff (PAS) ve
giimiisleme (retikiilin) boyalar1 ile boyanarak 151k mikroskobunda analiz edilmistir. Yasa
bagli olarak dalak dokusundaki histolojik degisimler degerlendirilmistir. Geng siganlarda
dalak yapisinin doku biitiinliigiiniin korundugu goézlenmistir. Yasl siganlarda ise dalak
dokusunun parankimasini ve stromasmi olusturan yapisal elemanlarda bazi
dejenerasyonlar tespit edilmistir. Yash sicanlarin beyaz pulpasinda atrofiye giden lenf
folikiilleri gozlenmistir. Kirmiz1 pulpada, hemosiderin pigment artis1 ve bazi vendz
siniislerin liimeninde i¢i bos yuvarlak yapili, hasarlanmis eritrosit kiimeleri dikkati
cekmistir. Gerek beyaz pulpa gerekse kirmizi pulpadaki lenfosit hiicre popiilasyonunda
azalma oldugu gozlenmistir. Dalak kirmizi pulpasi ve beyaz pulpasini ayiran marjinal
bolge yaslt sicanlarda tam olarak izlenememistir. Dalak stromasini olusturan yogun
retikiiler fibril aginin 1y organize olamadigi tespit edilmistir. Melatonin uygulanan yash
sican gruplarinda ise beyaz pulpa oraninin arttigi, kirmizi pulpada hemosiderin
pigmentlerinin yogunlugunun azaldig1 belirlenmistir. Ayrica melatoninin hem beyaz
pulpada hem de kirmiz1 pulpadaki hiicre popiilasyonunu arttirdigi da gézlenmistir. Dalak
stromasint olusturan retikiiler lif agmin bitinligiiniin korundugu ve siniislerin
cevresindeki lif desteginin saglandigi  goriilmiistiir. Yapilan histolojik ve
histomorfometrik analizlerin sonuglarina goére melatonin uygulamasinin dalak dokusunda
yaslanma siirecine bagli olarak olusan doku hasarlanmasini kismen iyilestirdigi ifade
edilebilir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

AGE-RELATED EFFECTS OF MELATONIN ADMINISTRATION ON SPLEEN
HISTOLOGY IN RATS

Melike Nur KAYTAZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY ERDAS

In this study, the effects of melatonin on spleen tissues of young and old rats were
investigated. Sections of spleen tissues were stained with Hematoxylin-Eosin (H&E),
Periodic acid-Schiff (PAS) and silvering (reticulin) stains and analyzed under light
microscope. Age-related histologic changes in spleen tissue were evaluated. It was
observed that the tissue integrity of the spleen structure was preserved in young rats. In
old rats, some degenerations were detected in the structural elements forming the
parenchyma and stroma of the spleen tissue. Atrophied lymph follicles were observed in
the white pulp of old rats. In the red pulp, increased hemosiderin pigment and hollow
round clusters of damaged erythrocytes in the lumen of some venous sinuses were
observed. Reduced lymphocyte cell population was observed in both white and red pulp.
The marginal zone separating the red pulp and white pulp of the spleen could not be
completely observed in old rats. The dense reticular fibril network forming the splenic
stroma was not well organized. In melatonin-treated old rat groups, it was determined that
the white pulp ratio increased and the density of hemosiderin pigments decreased in the
red pulp. It was also observed that melatonin increased the cell population in both white
and red pulp. It was observed that the integrity of the reticular fiber network forming the
splenic stroma was preserved and fiber support around the sinuses was provided.
According to the results of histological and histomorphometric analyses, it can be stated
that melatonin application partially improves the tissue damage caused by the aging
process in the spleen tissue.

March 2023, 88 pages

Key Words: Spleen, aging, melatonin, light microscopy, histomorphometry



ONSOZ ve TESEKKUR

Calismalarim1 yonlendiren, aragtirmalarimin her asamasinda bilgi, 6neri ve yardimlarini
esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar beseri iliskilerde de engin fikirleriyle
yetisme ve gelismeme katkida bulunan danisman hocam sayin Prof. Dr. Nesrin OZSOY
ERDAS’a, ¢alismalarim siiresince yardimseverligi ve engin bilgisi ile bana destek olan,
Ankara Universitesi Genel Biyoloji Anabilim Dal1 6gretim gorevlilerinden degerli hocam
Ogr. Gor. Hakan ESKIZENGIN’e, calismamizda techizat konusunda yardimlarini
esirgemeyen Ankara Universitesi Zooloji Anabilim Dali dgretim iiyelerinden saym
hocam Prof. Dr. Suna CEBESOY’a ve Ars. Gor. Hatice MUTLU EYISON’a,
caligmalarim siiresince bir¢ok fedakarliklar gostererek beni destekleyen ailem ve
dostlarima en derin duygularla tesekkiir ederim.

Melike Nur KAYTAZ
Ankara, Mart 2023



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETEK .o i
OZET ..o ii
AB ST R A CT ettt ettt b et e e b e et e e b e e b e err e ne e ii
ONSOZ ve TESEKKUR..........coiiiieeeeeee ettt iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........c.cooooooiiiiiniiiece, vii
SEKILLER DIZINT ........cocoooiiiiiiieeeeeee et viii
CIZELGELER DIZINT .........cocooviiiiiieeeceeeeeeeeeee e Xiii
O €1 0 21 £ 1
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI .......cccocnviniiiininiiinns 2
2.1 Dalak ANatomisi V& HIStOIOJISI.....c.ooveiviiiiiiiiieieicie s 2
2.2 YaSIanma.........ooooiiiiiiiii e 4
2.2.1 Yaslanma teorileri...............ccooooiiiiiiiic e 4
2.2.2 Yaslanmada reaktif oksijen tiirleri.................ccoooiiiii 5
2.3 Reaktif Oksijen Tiirlerine Kars1 Antioksidan Savunma Mekanizmasi............... 7
2.4 IMBIATONIN ... bbb bbb 8
2.4.1 Melatonin biyosentezi ve antioksidan etkileri ...........c.ccoovvvnieiinnince 8
3. MATERYAL ve YONTEM........ooontiiiiiiiiiiininsissiesesssssssesse s 11
3.1 Deney Hayvanlari............ccoooiiiiiiiiii 11
3.2 Uygulanan YOntemler.............ocoooiiiiiiiiiiicc e 11
3.2.1 Arastirma PIANT ... 11
3.2.2 Doku kesitlerinin hazirlanmasi ve boyanmasi..............cc.cccoeviiiininiicnnine 12
3.2.2.1 Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama yontemi................cccocoooiiiiiinnnnn 12
3.2.2.2 Periyodik asit-Schiff (PAS) boyama yontemi ..............ccccooeveiineiinicninnnnns 13
3.2.2.3 Giimiisleme (retikiilin) boyama yontemi ...............ccocveveiieiniiniinene e 13
3.2.3 Preparatlardan goriintiilerin elde edilmesi ..................ccccooviii 14
3.2.4 Histomorfometrik analiz ..o 14
3.2.5 Istatistiksel ANANIZ.............ccoovuiviiiiiiic e 15
4. ARASTIRMA BULGULARI .......ccoiiiiiiiiiiiie e 16
4.1 Histokimyasal Sonuglar...............cccoooiiiiiii 16



4.1.1 Hematoksilen & E0ziN (H&E) .....coooiiiiiiiee e 16

4.1.2 Periyodik asit-SChiff (PAS) ....coooieiiee e 39
4.1.3 Giimiisleme (RetiKiilin).................ocoiiiiii e 47
4.2 Histomorfometrik ANALIZ .........ccccoiiiiiiiiceee e 72
4.3 TStatiSKSEl ANALIZ ..........cocvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ettt ettt e et eeeeeeeens 74
5. TARTISMA Ve SONUC ......cooooiiiiieieieeieeseeeseeses e eness st n s 75
KAYNAKLAR ..ottt sttt bt st e enesneneas 80
OZGECMIS ...ttt ettt ettt ettt et e e et 88

Vi



SIMGELER DiZIiNi

cm Santimetre

°C Santigrat

gr Gram

mg Miligram

um Mikrometre

ul Mikrolitre
Kisaltmalar

PBS Fosfat Tamponu

Vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Insanlarda melatonin SENEZi YOIATL .....cv.cvvvvreviireiseriireiiiesseiseses ettt 9
Sekil 4.1 Geng kontrol grubu (Grup 1) siganlarin dalak kesitinin genel goriniimii. .........c.cccocevvrirvnnene. 17
Sekil 4.2 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiilii (BP) gériinimii................. 17

Sekil 4.3 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP), periarteriolar lenfoid
KIIE (PALS) ¢ttt bbbt 18

Sekil 4.4 Geng kontrol grubu (Grup 1) si¢an dalaginda, beyaz pulpa folikiillerinde (BP) santral
arteriyolleri (SA) ¢evreleyen germinal merkezler (GM) ........cceoveviniiiiiiiniice s 18

Sekil 4.5 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, komsu folikiilleri (F) olan bir beyaz pulpa
FOLKTIT (BP) ..ttt ettt b bt b et e bt b e e s b e e s be e nbe e bt et e eaneenee e 19

Sekil 4.6 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, bir komsu folikiil (F) ve onu ¢evreleyen
MArfinal SINGS (IMS) ..vviiiiiieiiei e s 19

Sekil 4.7 Geng kontrol grubu (Grup 1) si¢an dalaginda, kirmiz1 pulpada (KP) gdzlenen trabekiil (T),
trabekiiler ven (TV), venoz siniis (VS) yapilar1 ve siniisler arasinda uzanan dalak kordonlari
Q. ... A A e .20

Sekil 4.8 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) vendz siniis (VS) ve
T Lo (51 W 0T () (3 ) PO PP OPRPP 20

Sekil 4.9 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, morfolojisi farklilagmis beyaz pulpa folikiilii

Sekil 4.10 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, morfolojisi farklilasmig bir beyaz pulpa
FOLKULI (BP) wvvvivieieciest e 22

Sekil 4.11 Yashi kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, atrofiye ugramis bir beyaz pulpa folikiilii

Sekil 4.12 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, marjinal siniisii (MS) belirsizlesmis beyaz
pulpa FOLIKTIT (BP)...viitiiiiiiieiie ettt nn e bt e sb e re e 23

Sekil 4.13 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) belirsizlesmis marjinal
bolge (MB) ve kirmizi pulpada (KP) gozlenen vendz siniisler (VS).....ccocovvoiviiiienieniniennns 23

Sekil 4.14 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) deforme olmus farkli
boyutlarda vendz SinTSIEr (VS) ...veiiiiiiiiiiieiieriese et 24

Sekil 4.15 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, anormal dagilim gosteren kalinlagmis
trabEKUL (T) YAPIIALT .ecuviiiiieiiiie ettt nb e e b nre e 24

Sekil 4.16 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmizi pulpaya (KP) dagilmis sekilde
hemosiderin pigmentleri (H) ve vendz siniiste (VS) hasarli eritrosit hiicreleri (Er)................. 25

Sekil 4.17 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) ve
kirmizi pulpada (KP) g0zlenen yapilar...........ccoveieeiiiiiiiiiicsieeneee e 26

Sekil 4.18 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigcan dalaginda, beyaz pulpada (BP)
periarteriolar lenfoid kilif (PALS), santral arteriyol (SA) .......cccveriiriniiiieneeseeies 26

Sekil 4.19 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP), marjinal siniis (IMS) ......cceeiiiiiiiiiiiiie e 27

viii



Sekil 4.20 Melatonin uygulanmis gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpanin
komsu folikiilii (F) ¢evresindeki marjinal sintis (MS) .....cccorveiiiiiiiiiniisenese e

Sekil 4.21 Melatonin uygulanmis gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, hiicreleri, siki
paketlenmis goriiniim sergileyen periarteriolar lenfoid kilif (PALS) ve marjinal bdlge
(IMB) @IANIATT ...t bbbttt bttt e

Sekil 4.22 Melatonin uygulanmis geng¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, hiicreleri, siki
paketlenmis goriiniim sergileyen periarteriolar lenfoid kilif (PALS) ve marjinal bdlge
(IMB) @IANTATT ...ttt b e bbbt bb e b e sbe e sb e e b e b et e reenae e

Sekil 4.23 Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiilii

Sekil 4.24 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa
FOLKUIIEI(BP) 1.ttt

Sekil 4.25 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) koyu boyanmus periarteriolar lenfoid kilif (PALS) alani..........cccccvvcvvrvennnne

Sekil 4.26 Melatonin uygulanmisg yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) periarteriolar lenfoid kilif (PALS) alant ........cccccooveviiiiniinneenececcce

Sekil 4.27 Melatonin uygulanmig yaslt deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) periarteriolar lenfoid kilif (PALS) alaninda dalak kordonlar1 (K).................

Sekil 4.28 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) santral arteriyolii (SA) ¢evreleyen germinal merkez (GM) ........cccoecvvrvennnne.

Sekil 4.29 Melatonin uygulanmig yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) santral arteriyolii (SA) g¢evreleyen germinal merkez (GM) ........cccoecvvrvennne

Sekil 4.30 Melatonin uygulanmig yaslt deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) belirgin marjinal siniis (MS) gOrinimil ..........ccceverieeriernienneeneee e

Sekil 4.31 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) belirgin marjinal siniis (MS) gOrinimil ..........cccoevereirierrienieeneeeee e

Sekil 4.32 Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) belirgin marjinal bdlge (MB) gOrintimii .........ccceevveriereeiinieenieneceeeei

Sekil 4.33 Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa
folikiiliinde (BP) belirgin marjinal bdlge (MB) gOrinimil ..........ccceceveerieienieenieneeeeeen

Sekil 4.34 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada
(BP) periarteriyolar lenfoid kilifta (PALS) hiicrelerin sik1 paketlenmis goriinimii ..................

Sekil 4.35 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada
(BP) periarteriyolar lenfoid kilifta (PALS) ve marjinal bolgede (MB) hiicrelerin siki
paketlenmis EOTTNTMI .......vevererriteii e

Sekil 4.36 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpa
alaninda (KP) trabekiil (T) yapilarinin daginik gorinimil..........cccooevireninieniniencne e

Sekil 4.37 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpa
alaninda (KP) farkli boyutlarda venoz siniisler (VS) ve dalak kordonlart (K) ........cccccevvvnene.

Sekil 4.38 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpa
alaninda (KP) farkli boyutlarda vendz siniisler (VS), dalak kordonlar1 (K) ve soluk
renkli hemosiderin PigMmentleri (H) .....co.oiviiiiie e



Sekil 4.39 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, iki beyaz pulpa
folikiilii (BP) arasinda kiimelenmis lenfosit (L) grinimii...........ccccovirininiinnniniicscsn 38

Sekil 4.40 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalagi kesitlerinde kirmizi pulpada PAS pozitif
reaksiyon gOSteren NUCTEIET .........cociiiiiiiiiiic s 40

Sekil 4.41 Yaslh kontrol grubu (Grup 2) sican dalag: kesitlerinde ok uglariyla belirtilmis, PAS
pozitif reaksiyon gOsteren MUCTELET ..........cucviieiiiiiiii s 41

Sekil 4.42Yasl kontrol grubu (Grup 1) sigan dalagi kesitlerinde kirmizi pulpada PAS pozitif
reaksiyon gosteren hasarlt hCreler ..........cvoviiiiiiiiii s 42

Sekil 4.43 Melatonin uygulanmig gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalag: kesitlerinde kirmizi

pulpada PAS pozitif reaksiyon gosteren hiicreler..........coovvvviiiriniiiiiiincc e 44
Sekil 4.44 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sigan dalagi kesitlerinde PAS pozitif

reaksiyon gOSteren NUCTEIET .........ciiiiiiiiicicc s 46
Sekil 4.45 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda beyaz pulpada (BP) retikiiler lifler (R) ............. 48

Sekil 4.46 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerde
(SA) retikiiler lif goriiniimii ve kirmizi pulpa alaninda (KP) trabekiil yapilarinin (T)
retikiler fibril gOTTNUMIETI........ccviiiieieie e 48

Sekil 4.47 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli goriiniim
sergileyen retikliler THIer (R) ......cocvoiiiiiiiiiiicee e 49

Sekil 4.48 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, iki farkli kii¢iik beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) diizenli goriiniim sergileyen retikiiler lifler (R) ........cccoceiiiiiniiniiiee e 49

Sekil 4.49 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde (BP) diizenli
goriiniim sergileyen retikiiler lifler (R) .....ccooooiiiiiiiiiii e 50

Sekil 4.50 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli goriiniim
sergileyen retikiiler lifler (R)......coooviiiiiiiiiieiee e s 50

Sekil 4.51 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) yapisi korunmus
TEHIKTIET TIIET (R) 1vviiiviiiiiii ittt e et e et a e e nbb e e sraeenbre e 51

Sekil 4.52 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde (BP) santral
arteriyol (SA) gevresinde gozlenen diizenli gdriiniime sahip retikiiler lifler (R)...........cce.ee. 51

Sekil 4.53 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, kirmizi pulpa alaninda (KP) ince bir ag
seklinde gozlenen retikiler LIfler (R)........coiieiieiiiiiiie e 52

Sekil 4.54 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve
kalinlagmug sekilde gozlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R) .......cccooveiiiiinnnns 53

Sekil 4.55 Yaslh kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve
kalinlagmus sekilde gozlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R) .......c.ccooveiiiiennnns 53

Sekil 4.56 Yaslh kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve
kalinlagmus sekilde gozlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R) .......c.ccooveiiiiennnns 54

Sekil 4.57 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve
kalinlagmis sekilde gozlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R) .......cccocoovviiiinnnnne. 54

Sekil 4.58 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlagarak agag
dal1 goriiniimii sergileyen retikiiler lifler (R).......cccceviiiiiiiiiiiice 55

Sekil 4.59 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlasarak, agag
dal1 goriiniimii sergileyen retikiiler lifler (R).......ccocoviiiiiiiniiiiice 55



Sekil 4.60 Yagh kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlagarak, aga¢ dali
goriiniimii sergileyen retikiiler Lfler (R).......cooiiiiiiiiiiiiiieee e 56

Sekil 4.61 Yaslhi kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin
(SA) gevresinde retikiiler liflerin gOrinimil .........coevviiiriiiiiiiee 56

Sekil 4.62 Yaslh kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin
(SA) gevresinde retikiiler liflerin gOrinimil .........cccoovviriiiiiiieie e 57

Sekil 4.63 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin
(SA) gevresinde retikiiler liflerin gOrinimil .........ccevviiiriiiniiie e 57

Sekil 4.64 Yaslh kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda
(T) retikiiler liflerin yogunlasmig gorinimIeri..........ccooveriiiriiiiiriiiii e 58

Sekil 4.65 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda
(T) retikiiler liflerin yogunlasmig gOrinimil .........cccoviiriiiiiiieiin e 58

Sekil 4.66 Yasl kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, kirmiz1 pulpada (KP) trabekiil yapilarinda
(T) yogun sekilde gozlenen kalinlagmus retikiiler fibriller (R) .......cccooviniiiiiiniiiies 59

Sekil 4.67 Melatonin uygulanmig gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, kapsiil (Ka), kirmizi
pulpa alani (KP) ve beyaz pulpa folikiiliiniin (BP) genel goriniimii..........cccvrvvervenienieniennns 60

Sekil 4.68 Melatonin uygulanmig gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda kapsiil (Ka), kirmizi
pulpa alani (KP) ve beyaz pulpa folikiiliiniin (BP) genel goriniimii..........cccvreverieniienieniennns 60

Sekil 4.69 Geng deney grubu (Grup 3) si¢an dalaginda, beyaz pulpada gdzlenen diizenli gériiniime
sahip, siireklilik gosteren, ince retikiiler lifler (R).........ccoovviieiiiiiniini e 61

Sekil 4.70 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli
goriiniime sahip, siireklilik gosteren, ince retikiiler lifler (R .........cccooveiiiiininnennicnccccee 61

Sekil 4.71 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli
goriiniime sahip, siireklilik gosteren, ince retikiiler lifler (R)........ccooovviiniinininnienccceee 62

Sekil 4.72 Geng deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli
goriiniime sahip, siireklilik gosteren, ince retikiiler lifler (R)........cccovveiiniiiniiniiinicniciccce 62

Sekil 4.73 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyol (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R)......ccoooveiiiiiiiiiii i 63

Sekil 4.74 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyol (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R) .......ccooveiiiiiiiiiici e .63

Sekil 4.75 Geng deney grubu (Grup 3) si¢an dalaginda, kirmizi pulpada (KP) ince bir sekilde
gozlenen retikiiler liflerin (R) a8 gOrUNUMIL.........cocveiieiieiiiiieiieseesee e 64

Sekil 4.76 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kapsiil (Ka) ve
kirmizi pulpa alaninin (KP) genel goriniimil ...........coceeiieiiiiiiiinienieese e 65

Sekil 4.77 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kapsiil (Ka) ve
kirmizi pulpa alaninin (KP) genel gorintimil...........ccceviiiiieieeiiineeieeiesecseesee s .65

Sekil 4.78 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa (BP)
genel GOTUNUIMIL.......oviiiiiiiii i 66

Sekil 4.79 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kirmizi pulpada
(KP) gozlenen trabekiil yapilarinin (T) genel goriniimii .........cccooveviiiiininiiiiieie s 66

Sekil 4.80 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP), santral arteriyoliin
(SA) gevresinde gozlenen retikiiler lifler (R) ......ccoovvvieiiiiiiiiiicc e .67

Xi



Sekil 4.81 Yaslhi deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP), santral arteriyoliin
(SA) gevresinde gozlenen retikiiler lifler (R) ......cooveviiiiiiiniiiiiee 67

Sekil 4.82 Yagli deney grubu (Grup 4) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlagmis-diizenli
goriiniime sahip retikiiler lfler (R).......ccoiiiiiiiiiic s 68

Sekil 4.83 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli goriiniime
sahip retikiler HEler (R) ... 68

Sekil 4.84 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kismen diizenli
goriiniime sahip retikiiler lfler (R)........coiiiiiiiiiiicc s 69

Sekil 4.85 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda
(T) gozlenen retikiiler liflerin (R) yogunlagmis gOrintiimil ...........cccoevirinirieniinrnncne e 69

Sekil 4.86 Yagli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kirmiz1 pulpada (KP) ince bir sekilde
gozlenen retikiiler liflerin (R) ag gOrUnUMIL.........ccevverviriiiiiiinice s 70

Sekil 4.87 Yash deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) ince ve ag seklinde
olan retikiiler lifler (R) ile trabekiil yapilarini (T) olusturan retikiiler liflerin gériinimii.......... 70

Sekil 4.88 Kontrol ve deney gruplarinda beyaz pulpa alanlarinin (BP) ve kirmizi pulpa alanlariin
(KP) AL ..t ane s 74

Xii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1 H&E boyal1 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde gbzlenen histolojik karakterlerin,

gozlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi........covvereeieriieniiiiie e

Cizelge 4.2 PAS boyal1 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde gézlenen histolojik karakterlerin,

gozlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi.........oveerveeieriieriiiie e

Cizelge 4.3 Retikiilin boyali 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde gézlenen histolojik

karakterlerin, gbzlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi...........ccooevivireiiincncienennae

Cizelge 4.4 Histomorfometrik analiz i¢in preparatlarda 6lgiilen toplam beyaz pulpa alanlari
(taBP pm2), toplam kirmizi pulpa alanlari (taKP pm2) ve toplam dalak alanlari

(BAD) LM 2) 1ot b b re e nes

Cizelge 4.5 Kontrol ve deney gruplarinda toplam beyaz pulpa alanlarinin (taBP) ve toplam kirmizi

pulpa alanlarinin (taKP) toplam dalak alanlarina (taD) yiizde oranlart............ccoceeverinenen.

Cizelge 4.6 Kontrol ve deney gruplarinda toplam beyaz ve kirmizi pulpa alanlarinin, toplam dalak

alanlarma yiizde oranlarimin toplamlarinin ortalamasi £SEM. Her grup i¢in n=3...............

Xiii



1. GIRIS

Olaganiistii histolojik bir yapiya sahip, sekonder lenfoid organ olan dalak, kanin
bagisiklik sistemi gozetiminde gorevlidir ve tim omurgali tiirlerinde bulunmaktadir
(Steiniger 2015). Dalak, farelerde ve si¢anlarda lenfosit dolasimi ig¢in en Onemli
organlardan biridir (Pabst 1988, Steiniger 2015). Fareler, si¢anlar ve insanlarda bulunan
dalagin ozellikleri s6z konusu oldugunda ise diger tiirlerden farkli olarak 3 ana 6zellik 6n
plana ¢ikmaktadir (Steiniger 2015). Bunlar; 1) Dalakta diger bir¢cok organin aksine, orta
bliytikliikteki dalak atardamarlar1 ve toplardamarlar1 paralel degildir, 2) splenik kirmizi
pulpa kilcal damarlar1 agik bir mikrosirkiilasyonu beslemektedir ve 3) dalak, diger
organlarda, vendz siniislerde bulunmayan, kendine 6zgii bir tiir mikrodamar yapisi

sergilemektedir (Steiniger 2015).

Organizmada bulunan diger sistemler gibi, bagisiklik sisteminde de yasa bagh
degisiklikler nedeniyle, oksidan-antioksidan homeostazin bozulmasi organizmanin
stresle etkili bir sekilde miicadele etme yetenegini olumsuz yonde etkilemektedir (Sadighi
Akha 2018). Blagosklonny (2008), yaslanma i¢in anahtar kelimelerin “serbest radikaller”
oldugunu belirtmistir (Blagosklonny 2008, Warraich vd. 2020). Yaslanma siirecinde,
organizmada oksidan-antioksidan homeostazin dengelenmesinde, serbest radikaller
grubundan olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) oksidan olarak gorev aldigi ve
melatoninin de etkili bir serbest radikal temizleyici olarak antioksidan olarak énemli rol
oynadigi ifade edilmektedir (Vishwas vd. 2013).

Yaslanma siirecinde, zayiflayan bagisiklik fonksiyonlar: organizmada bulunan dalakta
hem morfolojik hem de histolojik degisikliklere neden olmaktadir. Organizmada
meydana gelen bu degisikliklerin ve antioksidan tedavinin bu degisikliklerde olusturacagi
tyilestirmenin arastirilmasinda ve anlasilmasinda, histolojik incelemeler literatiire Snemli
katkilar saglayacaktir. Bu calismada, giicli bir antioksidan olan melatoninin
uygulanmasinin, gen¢ ve yash sicanlarda dalak dokusuna etkisinin histolojik olarak
incelenmesi amaglanmistir ve bu histolojik incelemelere ek olarak ¢alismadan elde edilen

veriler histomorfometrik analiz ile kantitatif sekilde analiz edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Dalak Anatomisi ve Histolojisi

Viicuttaki en biiyiik sekonder lenfoid organ olan dalak, diyaframin sol kubbesinde yer
alan intraperitoneal bir organdir ve dokuzuncu, onuncu, on birinci kaburgalarla temas
halinde bulunmaktadir (Varga vd. 2018, Mahadevan 2019, El-naseery vd. 2020). Oval
sekilde olan dalak, arkadan ve istten, dne ve alta egik olarak yerlesmistir ve en genis
kismi, uzunlamasina boyutuyla 6lgiildiigiinde, saglikli yetiskinlerde 7 ila 14 cm arasinda
degismektedir ve ortalama g¢evresi de 11 cm'dir (Varga vd. 2018). Ayrica, icerdigi kan
hacmine bagli olarak bir dalagm agirhig 150-200 gr araligindadir (Varga vd. 2018).
Dalagin 6ne ¢ikan 6nemli fonksiyonlari ise bagisiklik cevabi, kanin filtrelenmesi ve demir
geri dontisiimiidiir (Chadburn 2000, Mebius ve Kraal 2005, Zygmunt ve Veldhoen 2011,
Ogembo 2012, Liszewski vd. 2013, Yiannikourides ve Latunde-Dada 2019, El- Naseery
vd. 2020, Crane vd. 2021). Dalak stromasinda yer alan ve igerisinde ven, arter veya
sinirleri bulundurabilen trabekiil yapilari, diger bir stromal yapi olan kapsiilden dalak
parankimine uzanmaktadir (Cesta 2006). Ayrica retikiiler liflerden olusan dalak stromasi,
dalagin iki Onemli bileseni olan beyaz pulpa ve kirmizi pulpayr yapisal olarak

desteklemektedir (Rebelatto 2018).

Kapsiil: Histolojik kesitte belirgin bir sekilde gézlenemeyen mezotelyal hiicrelerden
olusan ve yogun fibroz doku, elastik lifler ile diiz kastan meydana gelen kapsiil yapisi

dalagin dis tabakasini gevrelemektedir (Cesta 2006).

Trabekiil: Diiz kas ve fibroelastik dokudan olusan trabekiil, arterler, venler, lenf
damarlar ile sinirleri igermektedir ve diizensiz-aralikli sekilde dalakta gozlenmektedir
(Cesta 2006). Kapsiilden parankime uzanan trabekiil yapilari, kapsiile siirekli bir yap1
kazandirarak kapsiille birlikte dalak icin destek yapisi gorevi gormektedir (Crane vd.
2021).



Beyaz pulpa: Genel olarak dalak hacminin %25’ini olusturan beyaz pulpa dalagin baskin
lenfoid bolmesidir (Crane vd. 2021). Retikiiler bir ¢erceve iginde lenfositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler, plazma hiicreleri, arteriyoller ve kilcal damarlardan olusan beyaz
pulpa, periarteriolar lenfoid kiliftan (PALS, T-hiicre alan1), komsu folikiillerden (B-hiicre
alani1) ve marjinal bolgeden (B-hiicre alani) olusmaktadir (Saito vd. 1988, Cesta 2006).
Segmental arterler dalak hilumuna girdikten sonra trabekiiler arterleri olusturmaktadir ve
bu trabekiiler arterler de kirmizi pulpaya girerek, beyaz pulpada bulunan PALS ile ¢evrili
olan merkezi arteriyolleri olusturmaktadir (Crane vd. 2021). PALS, i¢ ve dis PALS olmak
lizere ikiye ayrilmaktadir ve histolojik incelemelerde T hiicre bagimli olan i¢ PALS
alanmnin, dis PALS alanina gére daha koyu renkte boyandigi gézlenmektedir (Matsuno
vd. 1989, Dijkstra ve Veerman 1990, Nicander vd. 1993, Van Rees vd. 1996, Cesta 2006,
Haley 2017). Komsu folikiiller ise merkezi arteriyollerin gatallanma bdlgelerinde
bulunmaktadir ve daha az hiicrenin varligi nedeniyle daha az boyanan germinal merkezler

igerebilirler (Cesta 2006).

Marjinal bolge: Beyaz pulpa ile arasinda marjinal siniis sinir1 bulunan ve beyaz pulpa
ile kirmizi pulpa alanlarini birbirinden ayiran marjinal bolge, her zaman belirgin
olmamakla birlikte, lenf diiglimii folikiillerinin aksine dalakta yer alan marjinal bolgeler
daha belirgin bir goriiniime sahip olmaktadir (Cesta 2006, Crane vd. 2021). Ek olarak
marjinal bolge beyaz pulpaya daha yakin bir i¢ halka olusturan metalofilik makrofajlar
ve bir dis halka olusturan marjinal bolge makrofajlari olmak iizere iki farkli makrofaj seti

icermektedir (Crane vd. 2021).

Kirmizi pulpa: Kanin siiziilmesi ve antikor iiretimi gérevleri bulunan kirmiz1 pulpada
dalak kordonlar1 (Billroth’un kordonlar1) ve dalak siniizoidleri (kan damarlar)
bulunmaktadir (Mebius ve Kraal 2005, Crane vd. 2021). Dalak kordonlar retikiiler lifler,
retikiiler hiicreler ve iliskili makrofajlardan olusan genis bir ag yapisindadir. Retikiiler
lifler kollajen ve elastik lifler, mikrofibriller, retikiiler hiicre bazal laminalar1 ve
miyelinsiz adrenerjik sinir liflerinden olugmaktadir (Saito vd. 1988, Cesta 2006).
Retikiiler hiicreler ise miyofibroblastlar olarak kabul edilmektedir ve dalagin
kasilmasinda gorev almaktadir (Saito vd. 1988, Cesta 2006). Makrofajlar, oksidatif hasar1

onledigi i¢in demir metabolizmasinda onemli bir role sahip olan hemosiderinin esas



olarak bulundugu yerlerdir (Knutson ve Wessling-Resnick 2003, Munoz vd. 2011,
Yiannikourides ve Latunde-Dada 2019). Lizozomlarda, ferritinin kismi sindiriminden
kaynaklanan ¢oziinmeyen bir demir deposu olan hemosiderin, hiicrede artan demir
miktarinin depolanmis seklidir ve bu depolama sekli oksidatif hasar1 6nlemektedir
(Knutson ve Wessling-Resnick 2003, Munoz vd. 2011, Yiannikourides ve Latunde-Dada
2019). Ek olarak kordonlar arasindaki bosluklarda eritrositler, graniilositler ve
dolasimdaki mononiikleer hiicreler dahil olmak {izere kan hiicreleri bulunmaktadir (Cesta,
2006). Kirmiz1 pulpanin retikiiler lifleri ve bir bazal membran iizerinde oturan endotel
hiicrelerinin gevsek agi ile gevrelenmis olan dalak siniizoidleri ise kirmizi pulpa boyunca

gozlenmektedir. (Saito vd. 1988, Cesta 2006).

2.2 Yaslanma

2.2.1 Yaslanma teorileri

Biyolojik ve dejeneratif bir siire¢ olan yaslanma yavas ilerlemektedir ve yaslanma
stirecinde meydana gelen degisiklikler organizmalarin zamanla fizyolojik fonksiyonlar
gibi fonksiyonel diisiislere neden olarak yasam siiresi 80 yil olan saglikli bir insanda
oliime ve patofizyolojik durumlara yol agmaktadir (Lee ve Wei 2012, Labat-Robert ve
Robert 2015, Kauppila vd. 2017, Theurey ve Pizzo 2018, Warraich vd. 2020). Giintimiize
kadar yaslanmanin biyolojik temeline dair birgok soru cevaplanamamistir fakat
yaglanmanin arkasindaki itici giicii aciklamak icin bilim camiasi tarafindan birgok
mekanik ve evrimsel teoriyi igeren 300'den fazla teori dnerilmistir (Lopez Otin vd. 2013,

Jang vd. 2018, Pomatto ve Davies 2018, Warraich vd. 2020).

Somatik mutasyon ve artan DNA hasarinin yaslanmada biiylik 6lc¢lide rol aldigini ileri
siiren “somatik mutasyon teorisi” ve yasla birlikte somatik dokularda progresif telomer
kisalmasi ile iligkili hiicresel boliinme kapasitesinin azaldigini 6ne siiren “telemor kaybi
teorisi”, yaslanma biyolojisinin dl¢limlerini miimkiin duruma getirebilecek genomik
istikrarsizlik ve telomer uzunlugu parametrelerine 6nemli kaynaklar saglamaktadir

(Theurey ve Pizzo 2018, Ferrucci vd. 2020, Warraich vd. 2020).



Belirli faktorlerin, hiicresel islevi korumak i¢in vazgecilmez olan protein dongiisii ve
zamanla degistirilmis proteinler ile hasarli proteinlerin birikmesi gibi yasa bagli bazi
rahatsizliklarla iligskisini varsayan "degistirilmis proteinler ve atik birikimi teorisi” ise
diger yaslanma teorileri gibi serbest radikallerin veya serbest oksijen radikallerinin (ROS)
yas gelisiminden sorumlu olduguna isaret etmektedir (Theurey ve Pizzo 2018, Warraich
vd. 2020).

Gerschman ve arkadaslarinin (1954) yapmis olduklar1 ¢alismaya dayanan ve Harman’ 1n
(1956) ortaya koydugu “serbest radikal yaslanma teorisi” kapsaminda oksijen
toksisitesinin, ROS’un iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasindaki dengesizlikten dolayi
olusan oksidatif stresten kaynaklandigi gozlendikten sonra bag dokulari ve hiicre
bilesenleri ilizerinde zararli yan saldirilar lireten oksidatif hasarin yaslanmaya neden

oldugu varsayilmistir (Gerschman vd. 1954, Harman 1956, Warraich vd. 2020).

Daha sonra yapilan ¢alismalarda, “serbest radikal yaslanma teorisi” hakkinda, genel
olarak kabul edilebilir bir teori oldugu fakat eksik yonlerinin de oldugu 6ne siirtilmiis ve
hiicrenin metabolik organizasyonu, bireyin genotipi ile bireyin koruyucu sistemleri
yardimiyla ROS’un yaslanma stirecine katilarak hiicresel hasara neden oldugu gozlenmis
ve oksidasyona bagli hasarin hem sirali yaslanma hem de kirilganlik ile iliskilendirildigi
yeni bir teori olan "serbest radikal kirilganlik teorisi" tanimlanmistir (Carocho vd. 2018,
Viia 2019, Warraich vd. 2020). Serbest radikal kirilganlik teorisinin varsayimi,
radikallerin yalnizca zarar verici molekiiller olarak degil, aym1 zamanda hiicre
fonksiyonunu kontrol eden sinyaller olarak hareket ettigi ve bircok durumda oksidatif
hasarin kronolojik degil, yaslanmadaki basarisizlikla iliskili oldugu temellerine

dayanmaktadir (Vifia 2019).

2.2.2 Yaslanmada reaktif oksijen tiirleri

Oksijen belirli molekiillerle etkilesime girdiginde, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron(lar) bulunan oldukga reaktif atomlar veya molekiiller olan serbest
radikaller olugsmaktadir ve bu serbest radikaller hiicrelerde tek bir elektron kaybedilerek

veya kazandirilarak tiretilebilmektedir ve oksidan veya indirgeyici gibi davranmaktadirlar
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(Lobo vd. 2010, Chandrasekaran vd. 2017, Liguori vd. 2018). Oksijenin reaktif ve reaktif
olmayan radikal tiirlerini ifade eden reaktif oksijen tiirleri (ROS) ise tiim aerobik hiicreler
tarafindan iiretilerek yasa bagli hastaliklarin yani sira yaglanmada, organik molekiillerden
enerjinin ¢ikarilmasinda, bagisiklik savunmasinda ve sinyal verme siirecinde énemli rol
oynamaktadir (Genestra 2007, Powers vd. 2011, Venkataraman vd. 2013, Liguori vd.
2018). Yiiksek seviyede ROS iiretiminin bir sonucu olarak hiicrelerdeki oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengesizlik oksidatif strese neden olurken, enzimatik
temizleyiciler yiiksek seviyede ROS'u nétralize edemediginde, dokularda biriken ROS,
lipid, protein ve DNA hasar1 dahil olmak iizere oksidatif stres aracili doku
yaralanmalariin artmasina neden olabilmektedir (Venkataraman vd. 2013, Liu vd.
2014).

Serbest radikal yaslanma teorisi, yasa bagli fonksiyonel kayiplarin, ROS kaynakl
hasarlarin birikmesinden kaynaklandigi hipotezine dayanmaktadir ve oksidatif stres
kaynakli yaslanmanin kesin mekanizmasi hala net olmamakla birlikte muhtemelen artan
ROS seviyelerinin, replikasyon sirasinda meydana gelen hasarlara yanit olarak hiicresel
proliferasyonu durduran fizyolojik bir mekanizma olan hiicresel yaglanmaya yol actigi
diistiniilmektedir (Beckman ve Ames 1998, Liguori vd. 2018). Yaslanmanin, 6zellikle
sinir, endokrin ve bagisiklik sistemleri gibi diizenleyici sistemleri etkileyen kronik
oksidatif strese bagli homeostaz kaybi oldugu goéz oniine alindiginda oksidatif stres,
inflamasyon ve yaslanma arasindaki yakin iliski dikkat ¢gekmektedir (Liguori vd. 2018).
Bu iliskiye dikkat ¢eken “yaslanmanin oksidasyon-inflamatuvar teorisi”, bu durumu
bagisiklik sisteminin aktivasyonunun, kronik oksidatif stres ve inflamasyonun birbirini
besledigi bir kisir dongii olusturan inflamatuar durumu indiikleyerek yasa bagli morbidite
ve mortaliteyi artirdig1 seklinde agiklamaktadir (De la Fuente ve Miquel 2009, Liguori
vd. 2018). Oksidasyon-inflamatuar teorisinde yer alan “oksi-enflamasyon-yaslanma”
fikri ayn1 zamanda bagisiklik sisteminin, organizmanin yaslanma hizinda 6nemli bir rol

oynadigini da 6ne siirmektedir (Garrido vd. 2019).

Bagisiklik hiicreleri, farkli fonksiyonlarini yerine getirirken oksidan ve inflamatuar
bilesikler liretme kapasiteleri nedeniyle, yasa bagli oksidatif hasar sonucunda kendi

redoks ve inflamatuar dengelerini diizenleme kapasitelerini kaybettiklerinde



organizmanin oksidatif-inflamatuar stresi artmaktadir ve yaslanmada, farkli organ
sistemleri baglaminda, homeostaz1 siirdiirme ve bagisiklik sistemindeki, enfeksiyonla
savagsma yeteneginde yetersizlik gibi ortaya c¢ikabilen bir dizi fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler meydana gelmektedir (Bauer 2005, De La Fuente ve Miquel 2009, Bauer ve
De la Fuente 2016, Sadighi Akha 2018, Garrido vd. 2019). Bu degisikliklerin
olusmasinda oksidatif strese neden olan ROS, aktif rol oynamaktadir (Sadighi Akha
2018).

2.3 Reaktif Oksijen Tiirlerine Kars1 Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Gilintimiizde genis capta kabul goéren, biyolojik materyallerin serbest radikal iirettigi
gercegi ilk kez 1954 yilinda belirtilmistir (Commoner vd. 1954, Powers vd. 2011).
Yalnizca oksijen merkezli radikalleri ifade etmeyen, ayni zamanda oksijenin radikal
olmayan fakat reaktif tiirevlerini de (6rn. hidrojen peroksit) iceren genel bir terim olarak
reaktif oksijen tiirleri (ROS), insan viicudundaki normal, temel metabolik siire¢lerden
veya X-isinlarina maruz kalma, ozon, sigara icimi, hava kirleticiler ve endiistriyel

kimyasallar gibi dis kaynaklarla da olusmaktadir (Bagchi ve Puri 1998, Lobo vd. 2010).

Fagositlerin artan radikal f{iretici enzimlerini (6rnegin; ksantin oksidaz, lipogenaz,
siklooksijenaz) aktive etmesi ile serbest demirin ve bakir iyonlarinin salinmasi veya
oksidatif fosforilasyonun elektron tagima zincirlerinin bozulmasi gibi nedenlerle fazla
ROS dretimi gerceklesmektedir ve artan ROS fretimi ile antioksidan savunmalar
arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler, proteinler
ve niikleik asitler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli molekiiler tiirlerin hasar gérmesi ile
iliskilendirilmektedir (Mc Cord 2000, Lobo vd. 2010). Oksidatif stresin neden oldugu bu
hiicresel hasar1 geciktiren veya engelleyen kararli molekiiller mevcuttur ve bunlar, serbest

radikal stipiiriicii 6zellikleri ile antioksidanlardir (Halliwell 1995, Powers vd. 2011).

Antioksidanlarin, oksidanlar1 ndtralizasyonu i¢in one siiriilen iki temel etki mekanizmasi
vardir; 1) Birincil antioksidanin, sistemlerde bulunan serbest radikale bir elektron verdigi
bir zincir kirma mekanizmasidir ve 2) zincir baslatici katalizorii sondiirerek ROS/reaktif

nitrojen tiirleri baslaticilarinin  (ikincil antioksidanlar) uzaklastirilmasin1 iceren
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mekanizmadir (Rice-Evans ve Diplock 1993, Powers vd. 2011). Ek olarak, antioksidanlar
biyolojik sistemler tizerindeki etkilerini elektron verme, metal iyon selasyonu, yardimci

antioksidanlar veya gen ekspresyonu diizenlemesi gibi farkli mekanizmalarla

gosterebilmektedir (Krinsky 1992, Powers vd. 2011).

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda bulunan antioksidanlar enzimatik olan (endojen) ve
enzimatik olmayan (ekzojen) antioksidanlar olarak islev goriir ve birbirlerinin
tamamlayicisi olarak davranirlar (Frei vd. 1988, Lobo vd. 2010, Warraich vd. 2020).
Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
glutamil transpeptidaz (GT) baslica enzimatik antioksidanlara birer 6rnektir ve enzimatik
olmayan antioksidanlara da mineraller (selenyum, ¢inko), vitaminler (C, E) ve ayrica tirik
asit, ubikinol, tokoferol, retinol ve glutatyon igeren diyet bilesikleri 6rnek olarak

verilebilir (Mommtaz ve Abdollahi 2012, Warraich vd. 2020).

2.4 Melatonin

2.4.1 Melatonin biyosentezi ve antioksidan etkileri

Dogada yaygin olarak bulunan ve bir¢ok canli organizma tarafindan iiretilen bir molekiil
olan melatonin, insanlarda esas olarak epifiz bezinde iiretilirken daha az dlciide retina,
lenfositler, kemik iligi, gastrointestinal sistem ve timus tarafindan da tiretilmektedir
(Ahmad vd. 2023). Bir indoleamin olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), agirlikli
olarak epifiz bezi tarafindan, esansiyel amino asidin, triptofan hidroksilaz ile
hidroksilasyonu yoluyla 5-hidroksi-triptofan: olusturduktan sonra, 5-hidroksi-triptofanin
dekarboksilasyonu, arilalkilamin N-asetiltransferaz enzimi tarafindan asetilasyon {izerine
melatoninin hemen Onciisii olan N-asetil serotonini lireten anahtar bir ndrotransmiter olan
5-hidroksitriptamini (serotonin) vermektedir ve asetil-serotonin-metiltransferaz (ASMT)
enzimi, metilasyon siireci boyunca N-asetil serotonini melatonine doniistirmektedir

(Coon vd. 2001, Ahmad vd. 2023) (Sekil 2.1).



Tryptophan
Trytophan 5-hydroxylase

5- Hydroxy Tryptophan

Aromatic-L amino acid decarboxylase

Serotonin

Arylalkylamine N-acetyltransferase

Y

N-Acetyl Serotonin

Hydroxyindole-O-methyl transferase

A

Melatonin

Sekil 2.1 Insanlarda melatonin sentezi yolagi (Coon vd. 2001, Ahmad vd. 2023)

Oksidatif stresi azaltma konusunda oldukca etkili olan melatonin, bunu dogrudan reaktif
oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin detoksifikasyonu seklinde ve dolayli olarakta pro-
oksidan enzimlerin aktivitesini baskilarken antioksidan enzimleri uyararak veya Fenton/
Haber-Weiss reaksiyonlarinda yer alan gegis metallerini de selatlayarak
gerceklestirmektedir (Reiter vd. 2016). Ek olarak, klonlanan memeli melatonin
reseptOrlerinin iki alt tipi MT1 ve MT2 alt tipleridir ve hem MT1 hem de MT2, yedi
gecisli transmembran G proteinine bagli reseptor ailesinin liyeleridir (Claustrat vd. 2005).
MTT1 reseptorii, adenilil siklaz inhibisyonuna ve fosfolipaz CP aktivasyonuna aracilik
eden farkli G-proteinlerine baglanirken, MT2 reseptorii de adenilil siklaz inhibisyonuna
baglanir ve ek olarak ¢oziinilir guanilil siklaz yolunu inhibe etmektedir (Claustrat vd.
2005).

Giicli serbest radikal temizleyiciler i¢in referans olarak gosterilen E vitamininden daha
giiclii etkiye sahip olan melatonin, son derece toksik hidroksil radikalini ve diger oksijen
merkezli radikalleri dogrudan temizlemektedir (Claustrat vd. 2005). Literatiirde, septik
yenidoganlarla ve asfiktik yenidoganlarla yapilan iki farkli caligmada melatonin
uygulamasinin sagkalim oranimi artirdigi gézlenmistir (Fulia vd. 2001, Gitto vd. 2001,

Claustrat vd. 2005). Ayrica, kronik hemodiyaliz hastalar ile yapilan bir ¢aligmada da



anemi tedavisi i¢in verilen demir ve eritropoietinin neden oldugu oksidatif stresin, oral
melatonin (0,3 mg/kg) uygulamasi ile 6nlendigi belirtilmistir (Herrera vd. 2001, Claustrat
vd. 2005). Ek olarak, melatoninin antioksidan 6zelligi, beyin ve kalpte, sirasiyla inme ve
kalp krizine kars1 iyi bir sekilde gdzlemlenirken, antiradikal mekanizmalar1 araciligiyla,
zararli regeteli ilaglarin ve kotliye kullanilan bir ilag olan metamfetaminin toksisitesini de
azalttign ve tedaviye direngli kanserleri cesitli terapotik ajanlara karsi duyarli hale

getirdigi bildirilmistir (Reiter vd. 2016).

Melatonin, lenfoid organlardaki hiicrelerde spesifik membran baglanma bolgeleri ile
etkilesim olusturabilmektedir ve noroendokrin ile immiin-hematopoetik sistemler
arasinda iglevsel bir baglanti saglamaktadir (Claustrat vd. 2005). Buna ek olarak, epifiz
bezi ve bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimler ¢ift yonliidiir ¢iinkii interlokinler ve
sitokinler (interferon gama) melatonin sentezini ve salinimimi etkilemektedir
(Withyachumnarnkul vd. 1990, Claustrat vd. 2005). Gii¢li immiinomodiilatif bir
antioksidan olarak bilinen melatonin, bircok hayvan tiiriinde genel bir bagisiklik artirict
Ozellige sahiptir ve iltihaplanma, hiicresel apoptozla miicadele etme, doku fonksiyonunu
eski haline getirme amaciyla etkili bir sekilde kullanimi miimkiindiir (Nelson 2004,
Ahmad ve Haldar 2010, Vishwas vd. 2013, Reiter vd. 2016). Ek olarak, ¢oklu antioksidan
etkilerinden dolay1 6zellikle yasa bagli ¢esitli hastaliklar1 geciktirmede ve belki de tedavi
etmede faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Reiter vd. 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar

Bu calismada onceden laboratuvarda bloklanarak muhafaza edilmis olan, melatonin

uygulanmis geng ve yash siganlarin dalak dokular1 kullanilmistir.

3.2 Uygulanan Yontemler

3.2.1 Arastirma plam

Deney gruplari

Calismada toplam 16 adet Wistar albino erkek sican kullanilmistir. 6 geng sigan (3 aylik),
kontrol grubu (n=3) ve melatonin verilen deney grubu (n=3) olmak tiizere iki gruba
ayrilmistir. 10 yash sigan (24 aylik), kontrol grubu (n=5) ve melatonin verilen deney

grubu (n=5) olmak iizere iki gruba ayrilmistir.

1) Kontrol grubu (Melatonin verilmeyen geng si¢anlar) (n=3)
2) Kontrol grubu (Melatonin verilmeyen yasl siganlar) (n=3)
3) Deney grubu (Melatonin verilen geng si¢anlar) (n=5)
4) Deney grubu (Melatonin verilen yasl siganlar) (n=5)

Calismada tiim sicanlar standart kosullarda 22 + 2 °C' de 12 saatlik aydinlik/ karanlik
dongiistinde (1s1iklar 08:00-20:00 saatleri arasinda agik) tutularak ve ad libitum yiyecek
ve su saglanmistir. Melatonin 21 giin boyunca saat 18:00'de %1 etanol:fosfat tamponlu
salin (PBS) ¢ozeltisinde 10 mg/kg/giin dozunda subkutan (sc) olarak uygulanmistir.
Ayni1 yastaki kontrol grubundaki sicanlara ayn1 donem ig¢in esit miktarlarda %1 etanol:
PBS sc verilmistir. 3 haftanin sonunda hayvanlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda feda

edilerek derhal dalak dokular1 ¢ikarilmistir.
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3.2.2 Doku kesitlerinin hazirlanmasi ve boyanmasi

Doku ornekleri %10’luk formaldehit ¢ozeltisinde tespit edilmistir. Yaklasik bir gece
akarsu altinda kaldiktan sonra %70’lik alkole alinip bekletilmistir. Alkol ve parafin

serilerinden gecirilerek bloklama yapilmaistir.

Alkol serileri

1- %80 alkol 1 saat

2- %095 alkol 1 saat

3- Absolii alkol 1 saat

4-  Absolii alkol 1 saat

5- Ksilen 1,5 saat

6- Ksilen 1,5 saat

7- 45%lik parafin 1,5 saat (2 defa)
8- 557lik parafin 1,5 saat (2 defa)

9- 55°’lik parafin ile blok yapilmistir.
Bloklanan doku 6rneklerinden Thermo-Scientific marka mikrotom yardimi ile 4-5 um
kalinliginda kesitler histokimyasal inceleme icin normal lamlara alimistir.
Histopatolojik inceleme i¢in doku kesitleri Hematoksilen-Eozin (H&E), Periyodik asit-

Schiff (PAS) ve giimiisleme (retikiilin) ile boyanarak 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.2.1 Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama yontemi

1. Parafinin uzaklastirilmasi i¢in kesitler iki defa ksilenden gecirilmistir.
1. Minumum 30 dakika
2. Minumum 30 dakika

2. Ksilenin uzaklagtirilmas: ve doku suyunun g¢ekilmesi i¢in azalan alkol serilerinden

gecirilmistir.
Absolii etil alkol 5 dakika
Absolii etil alkol 5 dakika
%095 etil alkol 5 dakika
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3. Cesme suyundan gegirilmistir.

4. Harris hematoksileninde boyanmustir (10-15 dk.).

5. Cesme suyundan gegirilmistir.

6. Asit alkolde diferansiye edilmistir (batirilip ¢ikarilmistir).

7. Tekrar ¢gesme suyundan gegirilmistir.

8. Scott’un soliisyonunda 5-10 dk. mavilestirilmistir.

9. Birkag dakika suda yikanmustir.

10. 1-3 dk. kadar eozinle zit boyama yapilmistir.

11. Bir dakika kadar eozinin fazlas1 gidene kadar akarsuda yikanmuistir.

12. Kesitlerin suyunu almak i¢in yiikselen alkol serilerinden gegirilmistir.
%95 etil alkol 5 dakika
Absolii etil alkol 5 dakika
Absolii etil alkol 5 dakika

13. Alkolu uzaklagtirmak ve parlaklagtirmak i¢in ksilenden gegirilmistir
Ksilen 1-2 saat

14. Entellan ile kapatilmistir.

3.2.2.2 Periyodik asit-Schiff (PAS) boyama yontemi

1. Deparafinizasyon islemlerinden sonra kesitler distile su ile yikanmustir.

2. Periyodik asit soliisyonunda 5 dk. tutulmustur.

3. Cesme suyundan gecirildikten sonra distile su ile yikanmaistir.

4. Schiff soliisyonunda 15 dk. bekletilmistir.

5. Cesme suyundan gegcirildikten sonra distile su ile yikanmaistir.

6. Gill III Hematoksilen soliisyonunda 2 dk. tutulmustur.

7. Cesme suyundan gecirilmistir.

8. %95’lik alkol, saf alkol ve ksilolden (her birinden 2’ser kez ve 5 dk.) gegirilerek

seffaflastirilmistir ve entellan ile kapatilmistir.

3.2.2.3 Giimiisleme (retikiilin) boyama yontemi

1. Deparafinizasyon islemlerinden sonra kesitler distile su ile yikanmugtir.
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2. Asidifiye Potasyum Permanganat ile kesitler 5 dk. okside edilmistir.
3. Cesme suyu ile yikanmistir.

4. Oksalik asit soliisyonunda kesitler 1 dk. siire ile seffaflagtirilmistir.
5. Cesme suyu ile yikanmistir.

6. Ferrik amonyum siilfat soliisyonunda 15 dk. tutulmustur.

7. Distile su ile 2-3 kere yikanmustir.

8. Amonyak glimiis soliisyonunda 12-15 sn. tutulmustur.

9. Distile su ile 2-3 kere yikanmustir.

10. %10’luk formalin soliisyonunda 1-2 dk. tutulmustur.

11. Distile su ile yikanmaigtir.

12. Sodyum tiyosiilfat soliisyonunda 5 dk. tutulmustur.

13. Sirasiyla %90’lik etanol, %100’liik etanolde 5’er dk., ksilende ise 2’ser kere 30 dk.

stire ile bekletilmistir ve entellan ile kapatilmistir.

3.2.3 Preparatlardan goriintiilerin elde edilmesi

Calismada kullanilan preparatlardan, kamera entegreli “Olympus CS50” model 151k
mikroskobu kullanilarak farkli biiylitmelerde (4x, 10x, 20x, 40x) incelenmek {iizere

mikrograflar elde edilmistir.

3.2.4 Histomorfometrik analiz

H&E boyali ti¢ kesitin 4x biiyiitmede 151k mikrograflar1 elde edilmistir ve daha sonra bu
mikrograflar Adobe Photoshop 24.1.0 programi kullanilarak kesitlerin tam goriintiisii
olusturulacak sekilde isleme tabi tutularak morfometrik olarak degerlendirilmistir.
Kesitlerde beyaz pulpa (BP) ve kirmizi pulpa (KP) alanlarinin toplam dalak alanina orani
Olciilmiistiir. Her kesitteki dalak dokusunun toplam alanlari, BP alanlar1 ve KP alanlari,
ImageJ (siirim 1.53k) goriintli analiz yazilmindaki Fiji dagilimi kullanilarak
Olclilmiistiir. Daha sonra, toplam BP ve KP alanlarinin toplam dalak alanina oranlari

hesaplanmistir ve yiizde olarak gosterilmistir.
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3.2.5 istatistiksel analiz

Incelenen her parametre icin elde edilen verilerle R versiyon 4.1.2 (2021-11-01)
kullanilarak, Bonferroni diizeltmeli, Kruskal-Wallis testi yapilmistir ve farkliliklar p <
0.05’ te anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Histokimyasal Sonug¢lar

Farkli biiytitmelerde (4x, 10x, 20x, 40x) elde edilen mikrograflar kalitatif olarak analiz

edilmistir ve asagidaki sonuglar gozlenmistir.

4.1.1 Hematoksilen & Eozin (H&E)

Geng kontrol grubunda (Grup 1) Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanmis dalak
kesitlerinde, kirmizi pulpa ve beyaz pulpanin normal bir dagilim gosterdigi ve dalak
kesitinin dis tabakasinda yer alan kapsiiliin ince tabaka halinde dalak kesiti boyunca
stirekli bir yapi sergiledigi gozlenmistir (Sekil 4.1). Beyaz pulpa folikiillerinde igten disa
dogru, ilk olarak santral arteriyol ve onu ¢evreleyen periarteriolar lenfoid kilif (PALS),
ikinci olarak PALS’ 1n etrafinda siirekli bir sekilde devamli olan marjinal siniis ve son
olarak beyaz pulpa ve kirmizi pulpay: birbirinden ayiran ve yapida devamli ve belirgin
sekilde gozlenen marjinal bolge ayirt edilmistir (Sekil 4.2-4.3). PALS, kesitlerde kiigiik
T-lenfositleri igerdigi icin en koyu boyanan bolge olmustur. Bazi beyaz pulpa
folikiillerinde santral arteriyoliin ¢evresinde germinal merkezler de gozlenmistir (Sekil
4.4). Ayrica bazi beyaz pulpa folikiillerinde belirgin sekilde marjinal siniis ile
cevrelenmis ve PALS’a bitisik sekilde komsu folikiiller gézlenmistir (Sekil 4.5-4.6).
Kirmiz1 pulpada vendz siniis yapilar1 ve siniisler arasinda uzanan dalak kordonlari
1zlenmistir. Kirmiz1 pulpada trabekiil yapilari, kan damarlar ile birlikte veya damarsiz
sekilde gozlenmistir (Sekil 4.7). Baz1 kesitlerde kirmizi pulpada venéz siniisii doseyen

endotel hiicreleri de izlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.1 Geng kontrol grubu (Grup 1) siganlarm dalak kesitinin genel gériiniimii. Beyaz pulpa (BP),
kirmizi pulpa (KP), kapsiil (Ka). H&E, Bar: 200 pm

Sekil 4.2 Geng kontrol grubu (Grup 1) si¢an dalaginda, beyaz pulpa folikiilii (BP), santral arteriyol (SA),
marjinal siniis (MS), marjinal bolge (MB) ve kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm
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Sekil 4.3 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP), periarteriolar lenfoid kilif
(PALS). Santral arteriyol (SA), marjinal siniis (MS), marjinal bolge (MB). H&E, Bar: 20 pm

Sekil 4.4 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiillerinde (BP) santral arteriyolleri
(SA) gevreleyen germinal merkezler (GM). Periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal siniis
(MS), marjinal bolge (MB), kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 um
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Sekil 4.5 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda, komsu folikiilleri (F) olan bir beyaz pulpa folikiilii
(BP). Santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal siniis (MS), marjinal
bolge (MB), kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm

Sekil 4.6 Geng kontrol grubu (Grup 1) si¢an dalaginda, bir komsu folikiil (F) ve onu gevreleyen marjinal
siniis (MS). Marjinal bolge (MB). H&E, Bar: 20 pm
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Sekil 4.7 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) gézlenen trabekiil (T),
trabekiiler ven (TV), venoz siniis (VS) yapilar1 ve siniisler arasinda uzanan dalak kordonlari
(K). H&E, Bar: 100 pm

Sekil 4.8 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) vendz siniis (VS) ve endotel
hiicreleri (E). H&E, Bar: 20 um
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Yaslt kontrol grubu sicanlarin (Grup 2) H&E ile boyanmig dalak kesitleri, kontrol grubu
geng sicanlarin dalak kesitleriyle karsilastirildiginda beyaz pulpada santral arteriyol ve
PALS yapilarinin gézlenmesi ile birlikte beyaz pulpa morfolojilerinin, farklilagsan bir
goriiniim sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 4.9-4.10). Baz1 beyaz pulpa folikiillerinin
atrofiye ugradigi dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.11). Genel olarak beyaz pulpa folikiillerinde,
PALS ve marjinal bdlge arasinda geng kontrol grubu sicanlarda net bir sekilde gozlenen
marjinal siniis yapisi, yasl kontrol grubu sicanlarda, PALS ve marjinal bolge sinirinda
siirekli olmayan bir goriiniim sergilemis ve belirsizlesmistir (Sekil 4.12). Kesitlerde,
marjinal bolgelerin zayif bir sekilde gozlenmis olmasi nedeniyle beyaz pulpa ile kirmizi
pulpa arasindaki sinirlarin belirsizlestigi ve bu alanlar arasinda net olmayan sinirlarin
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13). Kirmiz1 pulpada, sismis endotel hiicreleri de bulunan
biiyiik ve kiiglik boyutlarda venoz siniisler gozlenmistir (Sekil 4.13-4.14). Ayrica, kirmizi
pulpada anormal dagilim gosteren kalinlagmis trabekiil yapilar da tespit edilmistir (Sekil
4.15). Ek olarak, kirmizi pulpada belirgin hemosiderin pigment artisi ve bazi venoz
siniislerin liimeninde i¢i bos yapilar seklinde gézlenen hasarli eritrositler dikkati ¢cekmistir

(Sekil 4.16).

Y
nification: 63x |
e SR

Sekil 4.9 Yagh kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, morfolojisi farklilasmis beyaz pulpa folikiilii (BP).
Santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal bolge (MB), kirmiz1 pulpa
(KP). H&E, Bar: 100 pm
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Sekil 4.10 Yasl kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, morfolojisi farklilasmis bir beyaz pulpa folikiilii
(BP). Santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal siniis (MS), marjinal
bolge (MB). H&E, Bar: 50 um

Sekil 4.11 Yagslh kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, atrofiye ugramis bir beyaz pulpa folikiili (BP).
Santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal bdlge (MB), kirmizi pulpa
(KP). H&E, Bar: 50 pm
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Sekil 4.12 Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, marjinal siniisii (MS) belirsizlesmis beyaz pulpa
folikilii (BP). Santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal siniis (MS),
marjinal bolge (MB), kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm

Sekil 4.13 Yasl kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) belirsizlesmis marjinal bolge
(MB) ve kirmizi pulpada (KP) gozlenen vendz siniisler (VS). Santral arteriyoller (SA),
periarteriyol lenfoid kilif (PALS). H&E, Bar: 50 um
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Sekil 4.14 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigcan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) deforme olmus farkli
boyutlarda venéz siniisler (VS). H&E, Bar: 50 pm

Sekil 4.15 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, anormal dagilim gdsteren kalinlagmig trabekiil
(T) yapilar.. H&E, Bar: 50 um
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Sekil 4.16 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmizi pulpaya (KP) dagilmig sekilde
hemosiderin pigmentleri (H) ve venoz siniiste (VS) hasarli eritrosit hiicreleri (Er). Beyaz
pulpa (BP). H&E, Bar: 100 pm

Melatonin uygulanmis gen¢ deney grubu (Grup 3) H&E ile boyanmis sigan dalak
kesitleri, gen¢ kontrol grubu (Grup 1) sican dalak kesitleri ile karsilastirildiginda beyaz
pulpada, santral arteriyollerin ¢evresinde PALS alanlar1 gozlenirken bazi beyaz pulpa
folikiillerinde bulunan germinal merkezlerin, santral arteriyolleri ¢evreledigi ve santral
arteriyollerin, germinal merkezin kenarinda bulundugu gozlenmistir (Sekil 4.17). Ayrica,
genel olarak kirmizi pulpada, venoz siniislerin diizenli gériiniim sergiledigi gézlenirken,
trabekiil yapilarinin da saglikli ve kirmizi pulpada daginik sekilde goriiniim sergiledigi
gbzlenmistir. Venoz siniislerin aralarinda dalak kordonlar1 da ayirt edilmistir (Sekil 4.17).
Kesitlerde, PALS bolgesinde giiclii boyama da gézlenmistir (Sekil 4.18). Kontrol grubu
geng sicanlarin dalak kesitleriyle benzer 6zellikler gozlenmistir ve geng kontrol grubu
(Grup 1) kesitlerine gore gen¢ deney grubunun kesitlerinde, beyaz pulpada bulunan
marjinal sinlislerin hem PALS cevresinde hem de kesitlerde gézlenen komsu folikiillerin
cevresinde daha fazla belirginlestigi gozlenmistir (Sekil 4.19-4.20). Ek olarak, T-lenfosit
alan1 (PALS) ve B-lenfosit alanlarinin (marjinal bolge) geng kontrol grubunda (Grup 1)
gbzlenenlere gore daha siki paketlenmis bir goriiniim sergilemesi dikkati ¢gekmistir (Sekil
4.21-4.22).
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Sekil 4.17 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) ve
kirmiz1 pulpada (KP) gbzlenen yapilar. Venoz siniis (VS), trabekiil (T), dalak kordonlar1 (K),
marjinal bolge (MB), marjinal siniis (MS), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), germinal merkez

(GM), santral arteriyoller (SA). H&E, Bar: 100 um

Sekil 4.18 Melatonin uygulanmis geng¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP)

periarteriolar lenfoid kilif (PALS), santral arteriyol (SA). H&E, Bar: 20 pm
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Sekil 4.19 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda beyaz pulpa folikiiliinde
(BP), marjinal siniis (MS). Periarteriolar lenfoid kilif (PALS), santral arteriyol (SA), marjinal
bolge (MB). H&E, Bar: 20 um

Sekil 4.20 Melatonin uygulanmis gen¢ deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpanin komsu
folikiilii (F) ¢evresindeki marjinal siniis (MS). Periarteriolar lenfoid kilif (PALS), marjinal
bolge (MB). H&E, Bar: 20 pm
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Sekil 4.21 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, hiicreleri, siki paketlenmis
gOriiniim sergileyen periarteriolar lenfoid kilif (PALS) ve marjinal bolge (MB) alanlar1. Beyaz
pulpa (BP), marjinal siniis (MS), santral arteriyol (SA) ve kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 50
pum

Sekil 4.22 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, hiicreleri, sik1 paketlenmis
goriiniim sergileyen periarteriolar lenfoid kilif (PALS) ve marjinal bolge (MB) alanlari.
Marjinal siniis (MS). H&E, Bar: 20 um
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H&E ile boyanmis son grup olan melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sigan
dalagi kesitlerinde, beyaz pulpa ve kirmizi pulpa alanlarinin yagh kontrol gruplarina
(Grup 2) gore simrlarinin daha net oldugu goézlenmistir (Sekil 4.23-4.24). PALS
bolgelerinde giiglii boyamalar gozlenmistir (Sekil 4.25-4.27). Ayrica, saglikli goriinlime
sahip bazi beyaz pulpa folikiillerinde santral arteriyolleri ¢evreleyen germinal merkezler
de dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.28-4.29). Geng kontrol grubu (Grup 1) ve geng deney grubu
(Grup 3) sican dalak kesitleriyle benzer olarak, melatonin uygulanmis yasli sigcan dalak
kesitlerinde, marjinal siniisler, PALS ¢evresinde bir¢ok beyaz pulpada diizgiin ve belirgin
sekilde gozlenmistir (Sekil 4.30-4.31). Kesitlerde, kirmizi pulpa ve beyaz pulpa alanlarini
ayiran marjinal bdlgeler de bir¢ok beyaz pulpada da diizgiin ve belirgin sekilde
gozlenmistir (Sekil 4.32-4.33). Ayrica, B lenfosit alanlar1 (marjinal bolge) ve T lenfosit
alanlarmin (PALS) siki bir sekilde paketlenmis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.34-4.35).
Kirmizi pulpada bulunan trabekiill yapilar1 yashh kontrol grubu (Grup 2) ile
karsilastirildiginda yogunlasmamis sekilde, geng kontrol grubu (Grup 1) ile benzer olarak
kirmiz1 pulpada daginik sekilde gozlenmistir (Sekil 4.36). Yasl kontrol grubu (Grup 2)
sicanlarin dalak kesitleriyle karsilastirildiginda, melatonin uygulanmis yaslh si¢anlarin
doku kesitlerinde vendz siniislerin girintili ¢ikintili kivrimli ag olusturan yapisal
biitiinligli ve aralarinda dalak kordonlar1 izlenebilmistir (Sekil 4.37-4.38). Kirmizi
pulpada hemosiderin pigmentlerinin soluk renge boyanmis oldugu kesitlerde,
hemosiderin pigmentlerinin dokuda azalmis bir goriintii sergiledigi tespit edilmistir (Sekil
4.38). Ayrica hem beyaz pulpada hem de kirmizi pulpada lenfosit alanlarindaki artig
nedeniyle, lenfosit yogunlugunun yaslh kontrol grubuna (Grup 2) gore arttig1 da dikkati
cekmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.23 Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) si¢an dalaginda, beyaz pulpa folikiilii (BP).
Marjinal bolge (MB), marjinal siniis (MS), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), santral arteriyol
(SA), kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm

Sekil 4.24 Melatonin uygulanmis yaslit deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiilleri (BP).
Marjinal bolge (MB), marjinal siniis (MS), periarteriolar lenfoid kilif (PALS), santral arteriyol
(SA), kirmiz1 pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm
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Sekil 4.25 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) koyu boyanmus periarteriolar lenfoid kilif (PALS) alani. Marjinal bolge (MB), marjinal
siniis (MS), santral arteriyol (SA). H&E, Bar: 50 um

Sekil 4.26 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP)
periarteriolar lenfoid kilif (PALS) alani. Marjinal bolge (MB), marjinal siniis (MS), santral
arteriyol (SA). H&E, Bar: 50 um
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Sekil 4.27 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) periarteriolar lenfoid kilif (PALS). Marjinal bolge (MB), marjinal siniis (MS), santral
arteriyol (SA). H&E, Bar: 50 pm

Sekil 4.28 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) santral arteriyolii (SA) ¢evreleyen germinal merkez (GM). Periarteriolar lenfoid kilif
(PALS), kirmiz1 pulpa (KP). H&E, Bar: 100 pm
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Sekil 4.29 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) santral arteriyolil (SA) ¢evreleyen germinal merkez (GM). Periarteriolar lenfoid kilif

(PALS), kirmiz1 pulpa (KP), venoz siniis (VS). H&E, Bar: 100 pm

Sekil 4.30 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) belirgin marjinal siniis (MS). Marjinal bolge (MB), santral arteriyol (SA), Periarteriolar

lenfoid kilif (PALS). H&E, Bar: 50 um
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beyaz pulpa folikiiliinde (BP)

santral arteriyol (SA), periarteriolar lenfoid kilif

9

Sekil 4.31 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda

belirgin marjinal siniis (MS). Marjinal bolge (MB),

(PALS). H&E, Bar: 50 pm

Sinda, beyaz pulpa folikiilinde
periarteriolar lenfoid kilif (PALS),

santral arteriyol (SA) ve kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 um

Sekil 4.32 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dala

>

(BP) belirgin marjinal bolge (MB). Marjinal siniis (MS)
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Sekil 4.33 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde
(BP) belirgin marjinal bolge (MB). Marjinal siniis (MS), periarteriolar lenfoid kilif (PALS),
santral arteriyol (SA) ve kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 50 pm

Sekil 4.34 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP)
periarteriolar lenfoid kilifta (PALS) sik1 paketlenmis hiicreler. H&E, Bar: 20 um
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Sekil 4.35 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP)
periarteriolar lenfoid kilifta (PALS) ve marjinal bdlgede (MB) hiicrelerin siki paketlenmis
goriiniimii. Marjinal siniis (MS). H&E, Bar: 20 pm
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Sekil 4.36 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpa alaninda (KP)
trabekiil (T) yapilari. H&E, Bar: 100 pm
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Sekil 4.37 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpa alaninda (KP)
venoz siniisler (VS) ve dalak kordonlar1 (K). H&E, Bar: 50 pm

Sekil 4.38 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sigcan dalaginda, kirmizi pulpa alaninda (KP)
farklt boyutlarda vendz siniisler (VS), dalak kordonlart (K) ve soluk renkli hemosiderin
pigmentleri (H). H&E, Bar: 50 pm
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Sekil 4.39 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, iki beyaz pulpa folikiilii
(BP) arasinda kiimelenmis lenfositler (L). Kirmizi pulpa (KP). H&E, Bar: 100 um

Mikrograf verilerinden elde ettigimiz yukarida yer alan bu sonuglar kalitatif olarak
asagidaki cizelgede Ozetle listelenmistir. Gruplara gore degerlendirdigimiz histolojik
karakterler, inceledigimiz kesitlerdeki gozlenme seviyelerine gére asagidaki cizelgede
derecelendirilmistir. Derecelendirdigimiz  kesitlerdeki gozlenme seviyeleri hig
gozlenmeyen (-) seviyeden baglayarak, yiiksek seviyede (+++++) gozlenen histolojik

karakterler ile 5 farkli degerde yapilmistir.
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Cizelge 4.1 H&E boyali 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde gbzlenen histolojik karakterlerin,
gozlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi

HISTOLOJIK
KARAKTERLER GRUPLAR
Melatonin Melatonin
Geng Uygulanm Yash Uygulanm
Kontrol e 4 Kontrol ye 3
Geng¢ Deney Yash Deney
Grubu Grubu
(Grup 1) Grubu (Grup 2) Grubu
(Grup 3) (Grup 4)
Beyaz Pulpa
Yogun boyanan ++++ +++++ + +++
PALS* alani
Germinal +++ ++++ + ++
merkezler
Komsu folikiiller iy T 4 +t
Marjinal siniis ++++ +++++ ++ +++
biitiinliigii
Marjinal bolge ++++ +++++ + ++++
biitiinliigii
Kirmizi Pulpa
Trabekiil + + +++++ 4+
yogunlugu
Hemosiderin** - - FH+++ FH++
yogunlugu
Vendz siniislerin ++++ +4+++ ++ 4+
yapisal biitlinliigii

-, gozlenmedi; +, ¢ok az seviyede; ++, az seviyede; +++ , orta seviyede; ++++, yiiksek
seviyede; +++++ , cok yiiksek seviyede.

*PALS: Periarteriolar lenfoid kilif

**Hemosiderin: Hemosiderin pigmentleri

4.1.2 Periyodik asit-Schiff (PAS)

Geng ve yash kontrol gruplari1 (Grup 1 ve Grup 2) ve melatonin uygulanmis geng ve yash
deney gruplarinin (Grup 3 ve Grup 4) sican dalak kesitlerinde, sitoplazmasinda
polisakkarit graniilleri olan hiicrelerin periyodik asit reaksiyonlar1 pozitif olmustur.
Gruplarin hepsinde PAS pozitif reaksiyon sonucunda sitoplazmasi magenda renginde

olan hiicreler kalitatif olarak gézlenmistir (Sekil 4.40-4.44).
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Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalag: kesitlerinde PAS pozitif reaksiyon gosteren

hiicreler, diger kesitlere oranla daha az gézlenmistir (Sekil 4.40).

Sekil 4.40 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalag: kesitlerinde kirmizi pulpada PAS pozitif reaksiyon
gosteren hiicreler (A-F) (ok baglari). PAS, Bar: 20 um

Yasli kontrol grubu (Grup 2) sican dalagi kesitlerinde diger gruplarla karsilastirildiginda
PAS pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin bu grupta, daha yogun oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.41). Ayrica bu grupta, PAS pozitif reaksiyon gosteren hasarli hiicrelerin de
olmasi dikkati cekmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.41 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalagi kirmizi pulpasinda PAS pozitif reaksiyon gosteren
hiicreler (A-F) (ok baslar1). PAS, Bar: 20 um
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Sekil 4.42 Yasli kontrol grubu (Grup 1) sigan dalag: kesitlerinde kirmizi pulpada PAS pozitif reaksiyon
gosteren hasarlt hiicreler (A-H) (ok baslar1). PAS, Bar: 20 pm



Melatonin uygulanmis geng¢ deney grubu (Grup 3) sican dalagi kesitlerinde PAS pozitif
reaksiyon gosteren hiicreler tespit edilmistir ve geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalagi
kesitleri ile karsilastirildiginda PAS pozitif reaksiyon gdsteren hiicrelerin geng kontrol

grubu ile benzer 6zellikler gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sican dalagi kesitlerinde kirmizi pulpada
PAS pozitif reaksiyon gosteren hiicreler (A-H) (ok baslar1). PAS, Bar: 20 um
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Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sican dalagi kesitlerinde PAS pozitif
reaksiyon gosteren hiicreler tespit edilmistir ve yasl kontrol grubu (Grup 2) sigan dalagi
kesitleri ile karsilastirildiginda daha az PAS pozitif reaksiyon gosteren hasarli hiicre

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44 Melatonin uygulanmis yash deney grubu (Grup 4) sican dalagi kesitlerinde PAS pozitif
reaksiyon gdsteren hiicreler. Kirmizi pulpada genis bir vendz siniisiin yaninda, PAS pozitif
reaksiyon gosteren hiicre (A). Kirmizi pulpada PAS pozitif reaksiyon gésteren hiicreler (B-H)
(ok baglar1). PAS, Bar: 20 pm
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Mikrograf verilerinden elde ettigimiz yukarida yer alan bu sonuglar kalitatif olarak
asagidaki cizelgede Ozetle listelenmistir. Gruplara gore degerlendirdigimiz histolojik
karakterler, inceledigimiz kesitlerdeki gézlenme seviyelerine gore asagidaki ¢izelgede
derecelendirilmistir. Derecelendirilen kesitlerdeki gézlenme seviyeleri, hi¢ gdzlenmeyen
(-) seviyeden baslayarak, yiiksek seviyede (+++++) gbzlenen histolojik karakterler ile 5

farkli degerde yapilmuistir.

Cizelge 4.2 PAS boyali 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde goézlenen histolojik karakterlerin,
gbzlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi

HISTOLOJIK GRUPLAR
KARAKTERLER
Melatonin Melatonin
Geng U lanm i U lanm
Kontrol ygu s Kontrol yau 19
Geng¢ Deney Yash Deney
Grubu Grubu
(Grup 1) Grubu (Grup 2) Grubu
(Grup 3) (Grup 4)
PAS* pozitif
. r + + ++++ +++
reaksiyon gdsteren
hiicreler
PAS pozitif N i i it

reaksiyon gdsteren
hasarl1 hiicreler
-, gozlenmedi; + , ¢ok az seviyede; ++ , az seviyede; +++ , orta seviyede; ++++ |
yiiksek seviyede; +++++, cok yliksek seviyede.
*PAS: Periyodik asit-Schiff

4.1.3 Giimiisleme (Retikiilin)

Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalak kesitlerinde, doku biitiinliigiiniin korundugu,
hem stroma hem de parankimada retikiiler lif dagilimmin diizgiin ve normal sekilde
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.45-4.46). Retikiiler liflerin beyaz pulpa genelinde diizenli
sekilde siirekli bir goriinlime sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 4.47-4.51). Ayrica, beyaz
pulpada retikiiler liflerin santral arteriyoller ¢evresinde de diizenli bir goriiniim sergiledigi
gozlenmistir (Sekil 4.52). Kirmiz1 pulpada ise retikiiler lifler ince bir ag yapisi seklinde
ve trabekiil yapilarinda da ince fibriller seklinde gozlenmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.45 Geng kontrol grubu (Grup 1) sican dalaginda beyaz pulpada (BP) retikiiler lifler (R). Kapsiil
(Ka), kirmizi pulpa (KP). Retikiilin, Bar: 100 pm

Sekil 4.46 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerde (SA)
retikiiler lif goriiniimii ve kirmizi pulpa alaninda (KP) trabekiil yapilarinin (T) retikiiler fibril
goriiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm
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Sekil 4.47 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli goriiniim sergileyen
retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.48 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, iki farkli kiigiik beyaz pulpa folikiiliinde (BP)
diizenli goriiniim sergileyen retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 um
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Sekil 4.49 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde (BP) diizenli gériiniim
sergileyen retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 um

Sekil 4.50 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli goriiniim sergileyen
retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.51 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) yapisi korunmus retikiiler
lifler (R). Retikiilin, Bar: 50 pm

Sekil 4.52 Geng kontrol grubu (Grup 1) sigan dalaginda, beyaz pulpa folikiiliinde (BP) santral arteriyol
(SA) gevresinde gozlenen diizenli goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 20 um
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Sekil 4.53 Geng kontrol grubu (Grup 1) si¢can dalaginda, kirmizi pulpa alaninda (KP) ince bir ag seklinde
gozlenen retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 50 um

Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalagi kesitlerinde, 6zellikle beyaz pulpay: yapisal
olarak destekleyen stromada ve kirmizi pulpada trabekiil yapilarinin retikulum
stromasinda, retikiiler lif artis1 ve retikiiler liflerde kalinlagsma gézlenmistir. Geng kontrol
grubu sicanlarin dalak kesitleriyle karsilagtirildiginda retikiiler liflerin 6zellikle beyaz
pulpanin retikiiler aginda kesik-kesik goriiniim sergilemesi, iyi organize olamamis
retikiiler ag yapisint gostermistir (Sekil 4.54-4.57). Bazi beyaz pulpalarin retikiiler
aglarinda ise agac dalina benzer seklinde kalinlagmis retikiiler lifler gézlenmistir (Sekil
4.58-4.60). Ek olarak, beyaz pulpada yer alan santral arteriyollerin ¢evresinde endotele
yapisal olarak destek saglayan retikiiler liflerin yogunlagtigi gozlenmistir (Sekil 4.61-
4.63). Kirmiz1 pulpada ise trabekiil yapilarinda retikiiler liflerin kalinlasarak, koyu
boyanan yogunlagmus retikiiler lif kiimeleri olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.64-4.66).
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Sekil 4.54 Yagh kontrol grubu (Grup 2) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve kalinlagmis
sekilde gozlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin,
Bar: 50 pm

Sekil 4.55 Yagh kontrol grubu (Grup 2) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve kalinlagmis
sekilde gdzlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin,
Bar: 50 pm
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Sekil 4.56 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve kalinlagmig
sekilde gbzlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin,
Bar: 50 um

Sekil 4.57 Yash kontrol grubu (Grup 2) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) kesik-kesik ve kalinlagmis
sekilde gdzlenen diizensiz goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin,
Bar: 20 um
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Sekil 4.58 Yash kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlasarak, aga¢ dali
goriiniimii sergileyen retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 um

Sekil 4.59 Yash kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlasarak, agac dali
goriiniimii sergileyen retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.60 Yash kontrol grubu (Grup 2) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) kalinlasarak, agac dali
goriinlimii sergileyen retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.61 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin (SA)
cevresinde retikiiler liflerin goriiniimi. Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.62 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin (SA)
cevresinde retikiiler liflerin goriiniimii. Retikiilin, Bar: 50 pm

Sekil 4.63 Yasl kontrol grubu (Grup 2) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyollerin (SA)
cevresinde retikiiler liflerin goriiniimii. Retikiilin, Bar: 20 um
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Sekil 4.64 Yaslt kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda (T)
retikiiler liflerin yogunlagsmis goriiniimi. Retikiilin, Bar: 50 pm

Sekil 4.65 Yash kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmiz1 pulpada (KP) trabekiil yapilarinda (T)
retikiiler liflerin yogunlagmis gériiniimii. Retikiilin, Bar: 50 um
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Sekil 4.66 Yaslt kontrol grubu (Grup 2) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda (T)
retikiiler liflerin yogunlagmis goriiniimil. Retikiilin, Bar: 50 pm

Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigcan dalagi kesitlerinde, geng kontrol
grubu dalak kesitleriyle benzer olarak doku biitiinliigiiniin korundugu gézlenmistir (Sekil
4.67-4.68). Stromada bulunduklari alanlarda retikiiler lifler devamli bir yap1 sergiledigi
icin beyaz pulpada da diizenli bir goriiniim gozlenmistir (Sekil 4.69-4.72). Ayrica beyaz
pulpada santral arteriyoller ¢evresinde retikiiler lifler gbzlenmistir (Sekil 4.73-4.74). EK

olarak, kirmizi pulpada retikiiler lifler ince ve ag seklinde gozlenmistir (Sekil 4.75).
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Sekil 4.67 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigcan dalaginda, kapsiil (Ka), kirmizi pulpa
alan1 (KP) ve beyaz pulpa folikiiliiniin (BP) genel goriiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm

Sekil 4.68 Melatonin uygulanmis geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, kapsiil (Ka), kirmizi pulpa
alan1 (KP) ve beyaz pulpa folikiiliiniin (BP) genel goriiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm
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beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli goriiniime

ince retikdiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm

]

ginda

Sekil 4.69 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dala

>

siireklilik gosteren

sahip,

beyaz pulpada (BP) gdzlenen diizenli goriiniime

ince retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm

>

stireklilik gosteren

Sekil 4.70 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda,
sahip,
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Sekil 4.71 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli goriiniime

sahip, stireklilik gosteren, ince retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm

ince retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm

stireklilik gosteren,

Sekil 4.72 Geng deney grubu (Grup 3) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) gozlenen diizenli gériiniime
sahip,
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Sekil 4.73 Geng¢ deney grubu (Grup 3) si¢an dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyol (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 20 um

Sekil 4.74 Geng deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP) santral arteriyol (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 20 um
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Sekil 4.75 Geng deney grubu (Grup 3) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP) ince bir sekilde gézlenen
retikiiler liflerin (R) ag goriiniimii. Retikiilin, Bar: 50 pm

Yaslh deney grubu si¢anlarin (Grup 4) dalak dokusu kesitlerinde kontrol grubu yaslh
sicanlarla karsilagtirildiginda doku biitiinliigliniin korunmus oldugu gozlenmistir (Sekil
4.76-4.79). Geng gruplarda (Grup 1 ve Grup 3) beyaz pulpada, santral arteriyoller
cevresinde gozlenen retikiiler lifler bu grupta da gozlenmistir (Sekil 4.80-4.82).
Kesitlerde, beyaz pulpada bir kisim retikiiler liflerde kalinlasma gozlenmis olsa da liflerin
dagilimi siireklilik gosterdigi icin kismen diizenli goriinim gozlenmistir (Sekil 4.82-
4.84). Yash deney grubunun kirmiz1 pulpasinda bulunan retikiiler lif agi, siirekli ve ince
bir goriiniim sergiledigi i¢in yash kontrol grubuna gore kismen daha diizenli goriiniim
sergilemistir ve kalinlasarak yogunlasmis retikiiler lifler kismen daha az gozlenirken
kirmizi pulpa alanina yayilmis olan retikiiler lifler ince ve ag seklinde gozlenmistir (Sekil
4.85-4.87).
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Sekil 4.76 Melatonin uygulanmis yasl deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kapsiil (Ka) ve kirmizi pulpa
alaninin (KP) genel gériiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm

Sekil 4.77 Melatonin uygulanmis yaslt deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kapsiil (Ka) ve kirmizi pulpa
alaninin (KP) genel goriiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm
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Sekil 4.78 Melatonin uygulanmig yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpa (BP) genel
goriiniimi. Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 100 pm

Sekil 4.79 Melatonin uygulanmis yasli deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP)
trabekdil yapilarinin (T) genel goriiniimii. Retikiilin, Bar: 100 pm
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Sekil 4.80 Yashi deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP), santral arteriyoliin (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 50 um

Sekil 4.81 Yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, beyaz pulpada (BP), santral arteriyoliin (SA)
cevresinde gozlenen retikiiler lifler (R). Retikiilin, Bar: 20 um
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Sekil 4.82 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kismen kalinlagmis-diizenli
goriiniime sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 20 pm

Sekil 4.83 Yasli deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) diizenli gdriiniime sahip
retikdiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm
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Sekil 4.84 Yashi deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, beyaz pulpada (BP) kismen diizenli gériiniime
sahip retikiiler lifler (R). Santral arteriyol (SA). Retikiilin, Bar: 50 pm

Sekil 4.85 Yash deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP) trabekiil yapilarinda (T)
retikiiler liflerin yogunlagmis gériiniimii. Retikiilin, Bar: 50 um
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Sekil 4.86 Yaslh deney grubu (Grup 4) sican dalaginda, kirmizi pulpada (KP) ince bir sekilde gozlenen
retikdiler liflerin (R) ag goriiniimii. Retikiilin, Bar: 50 um
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Sekil 4.87 Yasl deney grubu (Grup 4) sigan dalaginda, kirmizi pulpada (KP) ince ve ag seklinde olan
retikiiler lifler (R) ile trabekiil yapilarimi (T) olusturan retikiiler liflerin goriinimii. Retikiilin,

Bar: 50 um

70



Mikrograf verilerinden elde ettigimiz yukarida yer alan bu sonuglar kalitatif olarak
asagidaki cizelgede Ozetle listelenmistir. Gruplara gore degerlendirdigimiz histolojik
karakterler, inceledigimiz kesitlerdeki gozlenme seviyelerine veya sayilarina gore
asagidaki cizelgede derecelendirilmistir. Derecelendirdigimiz kesitlerdeki gdézlenme
seviyeleri, hi¢ gdzlenmeyen (-) seviyeden baslayarak, yiiksek seviyede (+++++) gdzlenen

histolojik karakterler ile 5 farkli degerde yapilmistir.
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Cizelge 4.3 Retikiilin boyal1 4 farkli gruba ait sican dalak kesitlerinde gozlenen histolojik karakterlerin,
gbzlenme seviyelerine gore derecelendirilmesi

HISTOLOJIK GRUPLAR
KARAKTERLER
Melatonin Melatonin
Geng Yash
Uygulanmis Uygulanmis
Kontrol Kontrol
Geng¢ Deney Yash Deney
Grubu Grubu
(Grup 1) Grubu (Grup 2) Grubu
(Grup 3) (Grup 4)
Beyaz Pulpa
Diizensiz
goriinlime sahip + + ++++ +++
(kesik-kesik)
retikiiler fibriller
Kalinlagmais + + +++++ +++
retikiiler fibriller
Kirmzi Pulpa
Trabekiil
yapilarinda + ++ +++++ ++++
yogunlagmis
retikiiler fibriller
Trabekiil
yapilarinda + + +++++ +++
kalinlagmis
retikiiler fibriller
R_e tlkuhzr liflerin ++++ ++++ ++ +++
Ince-ag yapisi
dagilimi

-, gozlenmedi; + , ¢ok az seviyede; ++ , az seviyede; +++ , orta seviyede; ++++ ,
yiiksek seviyede; +++++ , cok yliksek seviyede.

4.2 Histomorfometrik Analiz

Kontrol gruplarinin (Grup 1 ve 2) ve melatonin uygulanmis deney gruplarinin (Grup 3 ve
4) beyaz pulpa alani, kirmizi pulpa alan1 ve toplam dalak alan1 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.4).
Her veri i¢in, beyaz ve kirmizi pulpa alanlarinin, toplam dalak alanina oran1 yiizde olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Sonuglar, Ortalama = SEM olarak 6zetlenmistir (Cizelge
4.6 ve Sekil 4.88). Elde edilen verilere gore, melatonin uygulanmis gruplarda (Grup 3 ve
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4) beyaz pulpa oraninin kontrol gruplar1 (Grup 1 ve 2) ile karsilastirildiginda arttig1

gbzlenmistir; ancak bu artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Cizelge 4.4 Histomorfometrik analiz i¢in preparatlarda 6lgiilen toplam beyaz pulpa alanlari (taBP pm?),
kirmizi pulpa alanlar1 (taKP um?) ve toplam dalak alanlari (taD pum?)

taBP (um?) taKP (um?) taD (um?)
G ) 1A-10110893,121 pm? 1A- 11737008.114 pm? 1A- 21847901.235 pm?
ru
P 2B- 9867368,846 um? 2B- 23934340,259 pm? 2B- 33801709,105 pm?
(Geng Kontrol)
3B- 4529756,952 pm? 3B- 10361909,715 pm? 3B- 14891666.667 pum?
Grup 2 19B- 4912372,794 um? 19B- 10158773,787 um? | 19B- 15071146.581 pum?
ru
P 20B- 3956894,487 um? 20B- 12064367,881 um? | 20B- 16021262.368 um?
(Yasli Kontrol)
21B- 4145922,396 um? 21B- 12228224,75 um? 21B- 16374147.146 um?
Grup 3
(Melaton 9B- 6536448,704 um? 9B- 10521323,93 pm? 9B- 17057772.634 pm?
elatonin
10B- 5663158,694 um? 10B- 8971757,04 pm? 10B- 14634915.734 um?
Uygulanmis
12A- 3306178,08 um? 12A- 6364248,494 pm? 12A- 9670426.574 um?
Geng Deney)
Grup 4
(Melatoni 15B- 6029328,69 um? 15B- 13236620,384 um? | 15B- 19265949.074 um?
elatonin
16B- 6568761,76 pm? 16B- 14424504,058 um? | 16B- 20993265.818 pum?
Uygulanmig
17B- 4408196,095 pm? 17B- 11089581,266 um? | 17B- 15497777.361 um?
Yagli Deney)

Cizelge 4.5 Kontrol ve deney gruplarinda toplam beyaz pulpa alanlarinin (taBP) ve toplam kirmizi pulpa
alanlarinin (taKP) toplam dalak alanlarina (taD) ylizde oranlari

Deney Gruplari Preparatlar taBP/taD (%) taKP/taD (%)
1A 46,2785 53,7214
Grup 1 (Geng Kontrol) 2B 29,1919 70,8080
3B 30,4180 69,5819
19B 32,5945 67,4054
Grup 2 (Yash Kontrol) 20B 24,6977 75,3022
21B 25,3199 74,6800
Grup 3 (Melatonin 9B 38,3194 61,6805
Uygulanmis Geng 10B 38,6962 61,3037
Deney) 12A 34,1885 65,8114
Grup 4 (Melatonin 15B 31,2952 68,7047
Uygulanmis Yash 16B 31,2898 68,7101
Deney) 178 28,4440 71,5559
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Cizelge 4.6 Kontrol ve deney gruplarinda toplam beyaz ve kirmizi pulpa alanlarinin, toplam dalak
alanlaria yiizde oranlariin toplamlarinin ortalamas: +SEM. Her grup i¢in n=3

Deney Gruplari Ttasp/Ttap (%) Ttaxp/Ttap (%)
Grup 1 (Geng Kontrol) 35,30 +5,50 64.70 £5,50
Grup 2 (Yaslh Kontrol) 27,54 £2,53 72.46 £2,53

Grup 3 (Melatonin
Uygulants Gong Dency) 37,07 £1.44 62,93 £1,44
Grup 4 (Melatonin 30,34 40,95 69,66 0,95

Uygulanmis Yash Deney)

Beyaz ve Kirmizi Pulpa Alanlarinin Toplam Dalak Alanina Orani

80.00

o

H

70.00 T

—
HH

60.00

50.00

O Beyaz Pulpa

40.00 O Kirmizi Pulpa

Yuzde

o
HH

H

30.00 T

20.00

10.00

Geng Kontrol Yash Kontrol Geng Deney Yasgl Deney

Sekil 4.88 Kontrol ve deney gruplarinda beyaz pulpa alanlarinin (BP) ve kirmizi pulpa alanlarinin (KP)
dagilimi. Toplam beyaz pulpa (taBP) ve toplam kirmizi pulpa (taKP) alanlarinin toplam dalak
alanina (taD) oranlarini yilizde olarak gosteren gubuk grafik. Veriler ortalama = SEM. Her
grup icinn =3

4.3 istatistiksel Analiz

R versiyon 4.1.2 (2021-11-01) kullanilarak, Bonferroni diizeltmeli, Kruskal-Wallis testi
yapilmistir. Beyaz pulpa ve kirmizi pulpa alanlarinin toplam dalak alanlarma oranlari
arasinda kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmemistir (p > 0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Yaslanma, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hasarlara kars1 organizmay1
savunan cesitli koruyucu mekanizmalarin basarisizliginin veya yavaslamasinin bir
sonucu olarak gelisen bir siirectir (Vishwas vd. 2013). Ayrica, ROS kaynakli oksidatif
stresin neden oldugu homeostaz kaybi, bagisiklik sisteminde inflamasyonla birlikte
dokularda, yaslanma siirecindeki hasar1 derinlestirmektedir. Iyi bilinen ekzojen
antioksidanlardan biri olan melatonininin ise oldukc¢a fazla kosulda oksidatif stresi
azaltmada alisilmadik derecede etkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada
yaslanmaya kars1 bir etki olarak melatonin uygulamasinin, geng ve yash siganlarda dalak

dokusuna etkisi histolojik olarak incelenmistir.

Dalagin histolojik yapisi, tiirler arasinda bazi belirgin farkliliklar gésterse de tiirlerin
¢ogunda hemen hemen benzer oldugu bildirilmistir (EImore 2006, El-naseery vd. 2020).
Genel gorlinlimlerde sigan dalaginin beyaz pulpasi, diger tiirlere gore daha belirgin bir
sekilde gozlenmistir (Cesta 2006). Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanmis sican
dalaginin normal mimarisinde, gen¢ kontrol sicanlarda beyaz pulpa alaninin soluk
germinal merkezleri olan lenfatik folikiillerden olustugu ve bir santral arteriyoliin,
lenfatik folikiiliin ¢evresinde periarteriolar lenfatik kilif (PALS) i¢ine alindig:
belirtilmistir (El-naseery vd. 2020). Ayrica, geng si¢anlarda beyaz pulpada bulunan
folikiillerin, PALS alanindan belirgin bir sekilde marjinal siniis ile ayrildig1 gosterilmistir
(Cesta 2006). Ilave olarak, sicanlarda hemisferik lenfoid folikiillerin (komsu folikiil),
manto bdlgesi olarak adlandirilan siki paketlenmis B lenfositlerinden olusan bir alanla
cevrili oldugu, biiylik ve aktif olarak boliinen lenfositler iceren soluk renkli bir germinal
merkeze sahip oldugu ve PALS alaninin dis kisminda bitisik sekilde bulundugu da
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Kohn vd. 1999, Gruver vd. 2007). Kirmiz1 pulpada
kapsiilden dalak parankimine uzanan ve igerisinde ven, arter ve sinirleri bulundurabilen
trabekiil yapilari, dalak kordonlar1 ve oOzellikle marjinal bolgenin g¢evresinde dalak
sinlizoidlerinin yer aldig1 dalagin normal histolojik yapisinda izlenmistir (Cesta 2006).
H&E ile boyanan dalak kesitinde PALS bdlgesinin agirlikli olarak kiiglik lenfositlerin
varligindan dolayr beyaz pulpanin en koyu boyanan bolgesi olarak gorildigi

bildirilmistir (EImore 2006). Bizim ¢alismamizda geng kontrol grubu (Grup 1) si¢anlarin
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dalak kesitlerinde, kirmizi pulpa alanina dagilmis sekilde damar iceren veya damar
icermeyen sekilde trabekiil yapilari ve biitiinliigii korunmus ven6z sintisler gézlenmistir.
Beyaz pulpada ise santral arteriyolden kirmizi pulpaya dogru sirasiyla santral arteriyolii
cevreleyen PALS yapisi, marjinal siniis ve marjinal bolge sinirlar1 belirgin sekilde
folikiillerde gozlenmistir. Ayrica, kesitlerde H&E ile boyanan en koyu alanlar, PALS
alanlar1 olmustur. Ek olarak, bazi beyaz pulpalarda santral arteriyol ¢evresinde germinal

merkezler ve PALS alanina bitisik olan komsu folikiiller de gézlenmistir.

Yash siganlarda, H&E boyali kesitler incelendiginde beyaz pulpa ve kirmizi pulpa
arasindaki siirin belirsizlestigi tespit edilmistir (El-naseery vd. 2020). Sican dalaginda,
lenfoid boliim olan beyaz pulpada yasla birlikte atrofi gézlenmesinin yaygin bir degisiklik
oldugu ve yapilan calismalarda, 151k mikroskobu incelemesinde belirgin bir etiyoloji
olmaksizin azalmis lenfosit yogunlugunun gozlenebilecegi belirtilmistir (Losco 1992,
Cesta 2006, El-naseery vd. 2020). Bizim calismamizda da, bu bulgularla uyumlu olarak
yaptigimiz histomorfometrik analiz sonucunda yasl sicanlarin beyaz pulpa alaninin geng
sicanlarin beyaz pulpa alanina gére daha azaldig1 ve yasli sicanlarin dalak kesitlerinin 151k
mikroskobu incelemesinde kalitatif olarak lenfosit yogunlugunda da azalma oldugu
gozlenmistir. Beyaz pulpada atrofiye giden lenf folikiilleri de dikkati ¢ekmistir. Beyaz
pulpa ve kirmiz1 pulpa arasindaki marjinal bolgenin yasli sicanlarda net bir sekilde
1zlenemedigi tespit edilmistir. Melatonin uygulanmis gruplarda ise geng kontrollere yakin

goriintiiler elde edilmistir.

Dalakta cesitli pigmentlerin gozlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda yash sigcanlarin
kirmiz1 pulpasinda ve bazen de beyaz pulpasinda makrofajlarin sitoplazmasindaki
hemosiderin pigmentlerinin tipik bir bulgu oldugu tespit edilmis ve ayni bolgelerde
retikiiler hiicre ve makrofaj sayisinda da artis oldugu gosterilmistir (Losco 1992, Cesta
2006). Yaptigimiz ¢alismada bu bulgularla uyumlu olarak, yasl siganlarin kirmizi
pulpasinda belirgin bir sekilde hemosiderin pigmentleri gézlenmistir. Ayrica, melatonin
uygulanan yaglh deney grubu sicanlarda hemosiderin pigmentlerinin kontrol grubundaki

yasli sicanlara gore daha soluk renge boyandig1 ve azaldigi tespit edilmistir.
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El-Sokkary ve arkadaglart (2003) calismalarinda yasli siganlarin dalak dokularinda
histopatolojik olarak hem beyaz pulpa hem de kirmizi pulpalarda lenfoid elemanlarin
azaldigini, hemosiderin pigment birikimi oldugunu ortaya koymuslardir ve melatonin
desteginin hiicrelerde proliferatif aktiviteyi restore ettigini ifade etmislerdir (El1-Sokkary
vd. 2003). Bizim ¢aligmamizda da benzer sekilde yash sicanlarin dalak dokularindaki
lenfoid yapilarda hiicre azalmasi ve hemosiderin pigment artisi tespit edilmistir. Bizim
calismamizda melatoninin dozu ve verilis sekli ile ilgili olarak EI-Sokkary ve
arkadaslarinin (2003) yapmis olduklar1 uygulamalardan farklt metot kullanilmistir.
Calismamizda uygulanan melatonin dozunun yash si¢anlarin dalak dokusundaki hasarlari

kismen telafi edebildigi gézlenmistir.

Yaslanma ile ilgili yapilan c¢alismalarda kullanilan metabolik yaslanmis deney
hayvanlarinin yaninda, kimyasallar kullanilarak ¢esitli organ sistemlerindeki degisimler
indiiklenmis ve bu sekilde deneysel yaslandirilmis hayvanlar da kullanilmaktadir (Cebe
vd. 2014). Yapilan caligmalarda kronik D-galaktoz maruziyetinin siganlarda dogal
yaslanmaya benzer sekilde erken yaslanmaya neden oldugu dogrulanmistir (Ho vd. 2003,
Aydm vd. 2012, Cebe vd. 2014, Liu vd. 2017). Deney hayvanlarinda, D-galaktoz ile
deneysel yaslanma modeli kullanilarak farkli antioksidanlarin, yaglanmada ortaya ¢ikan
degisikliklere olan etkisi arastirildigi caligmalar literatiirde mevcuttur ve ayrica bu
caligmalarda yasl sigan dalagi da incelenmistir (Li vd. 2014, Chen vd. 2017, Zheng
2020). Bu uygulama, kolay olmasi, modelin olusturulmasi i¢in kisa siire, nadir timor
insidansi, diisiik maliyet ve deneysel yaglanma donemi boyunca yiiksek sagkalim oran
gibi avantajlara sahip olmasina karsin D-galaktozun organizmada olusturacagi fizyolojik
degisiklikler i¢in optimal etkisinin dozaj, yas grubu ve zaman araligina bagl olarak
degisip degismedigi konusunda farkli goriisler bildirilmistir (Cebe vd. 2014, Yanar vd.
2011). Dogal yaslanmada ise dogal yaslanma siirecinin zaman, maliyet, 6lim riski ve
hastaliklar gibi sinirlayici yonleri bulunmaktadir (Cebe vd. 2014). Bizim ¢alismamizda

dogal olarak yaslanmis sicanlarin dalak dokular1 incelenmistir.

Periyodik asit-Schiff (PAS) ile boyanmis geng ve yaslh sican dalak kesitlerinde PAS
pozitif reaksiyon gosteren hiicreler yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (El-naseery vd.

2020). Geng sicanlarin dalak dokularinda daginik sekilde PAS pozitif hiicreler
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gozlenirken, yaslh sicanlarin dalak dokularinda dejenerasyona ugrayan hiicrelerin PAS
pozitif kiimelesmis yiginlar olusturdugu gosterilmistir. Bu ¢alismada da geng ve yash
sigan kesitlerinde PAS pozitif boyamalar gozlenmistir. Ozellikle yaslh kontrol grubu
(Grup 2) kesitlerinde geng kontrollere gére PAS pozitif reaksiyon gosteren hiicreler daha
yogun gdzlenmistir. Melatonin uygulanmis yasli deney gruplarinda ise daha az PAS

pozitif reaktiviteye rastlanmigtir.

Retikiiler lif histopatolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar elde edilmistir.
Bazi patolojik siireclerde retikiiler liflerde proliferasyon ve dolayisiyla retikiiler lif artisi
oldugu goriilmiistiir (Vardr vd. 2005, Mizuno vd. 2018). Bazi patolojik durumlarda da
retikiiler liflerin azaldig1, diizensiz dagilim gosterdigi ve kisaldig bildirilmistir (Chyatte
vd. 1990). Bizim c¢aligmamizda da yash si¢anlarin dalak dokularinda iyi organize
olamamis retikiiler liflere rastlanilmistir. Retikiilin boyamasi sonuglari melatonin
uygulamasinin retikiiler 1lif organizasyonu {izerinde onarict gorev gordiigiini

distindlirmiistiir.

Melatoninin ¢esitli antijenlere kars1 antikor yanitlarini artirdig1 ve yaslanma ile ilgili olan
siirecte antikor iiretimini geri kazandirdig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Caroleo
vd. 1992, Akbulut vd. 2001). Ayrica melatoninin spesifik bir antijene karsi, hafiza immiin
reaktivitesini spesifik ve kalic1 olarak artirabilecegi de tespit edilmistir (Caroleo vd.
1994). Rassmussen ve arkadaslar1 (2001), geng¢ ve orta yash si¢anlarda yasa bagh
melatonin diizeyinde azalma tespit etmislerdir ve yaslanma siirecinde melatonin
sentezinin azaldigini belirtmislerdir (Rassmussen vd. 2001). Bir bagka rodent olan
farelerde melatonin sentezinin baskilanmasinin primer antikor yanitinda, dalak ve timusta
immiin hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu ve eksojen melatoninin immiin hasari
telafi edebildigi Maestroni ve arkadaslar1 (1988) tarafindan bildirilmistir (Maestroni vd.
1988). Yapilan bagka bir ¢alismada ise eksojen melatonin, yaslh sicanlarda IgM ve IgG1
seviyelerini 6nemli 6lgiide arttirdig1 tespit edilmistir ve bu ¢alismada eksojen melatoninin
yash hayvanlarda baskilanmis humoral immiin yanitlar1 artirabildigi ifade edilmistir
(Akbulut vd. 2001). Bizim yaptigimiz histolojik ¢alismada da yash siganlarda kalitatif
hiicre sayisinin azaldigi, melatonin uygulanan gruplarda ise bunun telafi edilebildigi

ortaya konmustur.
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Yapilan ¢alismalarda yaglanma ve bazi patolojik siire¢lerde melatonin uygulanmasinin beyin,
karaciger, pankreas ve akcigerde oksidatif hasar1 tedavi edici etki gosterdigi ifade edilmistir
(Melchiorri vd. 1994, Reiter 1995a, b, Yiiziiak 2014). Etkili bir immiinomodiilator ve
antioksidan olan melatoninin radikal siipiiriicii etkisini, yasli gruplarda genglere kiyasla daha
belirgin olarak gosterdigi belirtilmistir (Kedziora-Kornatowska vd. 2007, Yiiziiak vd. 2014).
Rassmussen ve arkadaglari (2001) ¢alismalarinda geng ve orta yash erkek Sprague-Dawley
sicanlarinda gilinliik melatonin tedavisinin enerji diizenlemesi iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir (Rassmussen vd. 2001). Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, melatonin
uygulamasinin yenilige tepki testinde orta yash si¢anlarin davranigsal yanit verebilirligini
uyardigini ve genglik seviyelerini geri getirdigini fakat gen¢ si¢anlarin davranigsal yanit
verebilirligini onemli 6l¢iide degistirmedigini belirtmiglerdir (Rassmussen vd. 2001). Bizim
yaptigimiz ¢alismada da, geng kontrol ve melatonin uygulanmis gen¢ deney gruplarinda
(Grup 1 ve Grup 3) belirgin degisiklikler gozlenmezken, yasli kontrol ve melatonin

uygulanmis yash deney gruplarinda (Grup 2 ve Grup 4) belirgin degisiklikler gozlenmistir.

Sonug olarak; yaslanma ile gelisen siirecte dalak doku parankimasinin hem beyaz pulpa hem
de kirmiz1 pulpasinda bazi hasarlanmalar tespit edilmistir. Beyaz pulpada lenf folikiillerinin
bir kismimin atrofiye ugradigi ve geng¢ kontrollere gore beyaz pulpa oraninin azaldigi
goriilmistiir. Kirmiz1 pulpada belirgin hemosiderin pigment artisi, bazi vendz siniislerin
liimeninde hasarli eritrosit kiimeleri gozlenmistir. Hem beyaz pulpada hem de kirmizi
pulpada lenfosit yogunlugunda azalma oldugu da dikkati ¢ekmistir. Beyaz pulpa ve kirmizi
pulpa arasindaki marjinal bolge yash sicanlarda net olarak izlenememistir ve dalak
stromasinda retikiiler liflerin iyi organize olamadigi ve kalinlastigi tespit edilmistir.
Melatoninin, yapilan histolojik incelemelerin sonuglarina gore kirmizi pulpa sintizoidleri ve
retikiiler lif organizasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugu ve kirmizi1 pulpadaki hemosiderin
pigmentlerini azalttig1 tespit edilmistir. Melatonin uygulanan yash deney gruplarinda hiicre
yogunlugunun geng¢ kontrollere benzer goriintii vermesi melatoninin hiicrelerde hiperplaziyi
tetikledigini diistindiirmistiir. Yapilan ¢calismada geng kontrollerle melatonin uygulanan geng
deney gruplar1 arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Bu gruplarda doku biitlinligiiniin
korundugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gére melatonin uygulamasinin yaslanma ile
ilgili siirecte ortaya c¢ikan doku hasarlanmasini kismen telafi edebildigi histolojik
incelemelerle gosterilmistir. Yapilan ¢alismada kullanilan melatonin dozunun uygun oldugu

diistiniilmiistir.
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