DiSi SICANLARDA KRONIK
TCDD (2,3,7,8 TETRACHLORODIBENZO-P-DIOXIN)
UYGULAMASININ OLUSTURDUGU OVARYUM HASARI
UZERINE MELATONININ KORUYUCU ETKIiLERIi
Semir GUL
HiSTOLOJi ve EMBRiIYOLOJi ANABILIiM DALI

Tez Damismani
Doc. Dr. Mehmet GUL

Yiiksek Lisans Tezi - 2015



T.C.
INONU UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DiSI SICANLARDA KRONIK
TCDD (2,3,7,8 TETRACHLORODIBENZO-P-DIOXIN)
UYGULAMASININ OLUSTURDUGU OVARYUM HASARI
UZERINE MELATONININ KORUYUCU ETKIiLERIi

Semir GUL

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani
Do¢. Dr. Mehmet GUL

Bu Arastirma inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan 2014/13 proje numarasi ile desteklenmistir.

MALATYA

2015



KABUL VE ONAY SAYFASI

Inénit Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Yiiksck Lisans Programi
cercevesinde yiiriitiilmiis olan; Semir GUL'iin “Disi Sicanlarda Kronik TCDD (2,3,7,8
Tetrachlorodibenzo-p-dioksin) Uygulamasimin Olusturdugu Ovaryum Hasar1 Uzerine
Melatoninin Koruyucu Etkileri ” konulu bu calismasi, asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek
Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 05/08/2015

//'{’ ?w< K
Prof. Dr. Nigar VARDI
[nonii Universitesi
Jiiri Baskan

,. i } % A
t 7 | \ i } A S Lo S )
14 N\ G AL AN < 3 »j \

p

N T~ )
Prof. Dr. Neriman COLAKOGLU Dog. Dr. Mehmet GUL
Firat Universitesi Inonii Universitesi
Uye Tez Danigman
Uye
ONAY

Bu tez. Indnii Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim Yonetmeligi'nin ilgili maddeleri
uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmis ve Enstitii Yonetim Kurulu'nun |
ol sesa B0 LS tarih W& 2005/ sinnscaninimssnass saylli Karariyla da uygun goriilmiistiir.

Prof. Dr. Yusuf TURKOZ
Enstitli Middiiri




ICINDEKILER

Sayfa No
(074235 AT Vi
ABSTRACT ..ottt sttt sttt st et e e besbe e ene e vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccoooviiiiniinieiieseeeseeeies viii
SEKILLER DIZINT.....ocooiiiiiieicecccee et X
TABLOLAR DIZINI ...ovioiiiieeeeeeeeeee e, Xiii
1. GERIS vttt ettt ettt ettt ettt ettt 1
2. GENEL BILGILER .......cccoosiiiiiiiiriieicisiesse et 3
2.1, Digi TreME SISEEIMI . .veevviiiieiiiietiesiieestie st et st sbee et e e sbe e esbe et enreeennas 3
8 B R O 1V T Y1 TP 4
2.1.1.1. OVaryum aNatOmMIISI. .. .ueeettenteente et et eette et eateeereeaneeaneeanneanes 4
2.1.1.1. OVaryum NiStOlOjiSi. . ..uerint ettt e e 4
2.1.1.3. Ovaryum folKGIETT. . ...ovueet e 5
2.1.2. Ovaryum embriyOl0JiSi......c.ccviiiieeiiiieir e 7
2.2. DIOKSINIEr V& TCDD ..ottt 9
2.2.1. Cevreye yayllma ve MarUZIYEL ........ccoooiiriiiiiiiiieiee e 11
2.2.2. EMIIM it nne s 12
2.2.3. Dioksinin metabolizmasi ve atilimi.........ccccovvveriiiiiiiiiinniiie e 13
2.2.4. TCDD’nin etki MeKaNIZMaST.......cuvreiieeiiiiieiiieesiieesieessieessseesssieessseesseeas 14
2.2.5. TCDD Ve OKSIAALIT SIrES .....eeivieieeiiesieeie e 14
2.2.6. TCDD’nin iireme sistemi tizerine etkileri ..........ccccevvviveeeiiiiieee v, 15
2.2.8. Toksisite durumunda tedaVi ...........cccvereiieiieie e 16
2.3 MBIALONIN. ...t 17
2.3.1. FONKSTYONIAIT....viiiiiiiiiiiiiiicicei s 17
2.3.1.1. SIrKadyan Mt . ..ot 18
2.3.1.2. ANHOKSIAAN. ...ttt e 18
2.3.1.3 IMmun SIStem. . ...... oot 18
2.3.1.4 Tibbi Kullanimi.........ooviuiini i e, 18
2.4. Oksidatif stres ve serbest radikaller............cccccovveiiiieiiii e 19
2.4.1. Serbest oksijen radikal kaynaklart............ccooovviiiiiinincineeee, 20

2.4.2. Serbest radikallerin hiicrelerdeki etKIHEr .......ovvveeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeee 20



2.4.3. Serbest radikallerle olusan lipid peroksidasyonu ...........ccccoocevveiieenciennnnn, 20

2.4.4. Serbest radikallerle protein ve niikleik asitlerde olusan degisiklikler......... 21
2.5. ANLIOKSTAAN SISTEM ..o 21
2.5.1. Nonenzimatik antioksSidanlar............cccocviiiiiininene e, 21
2.5.2. Enzimatik antioksidanlar ..., 22
3. MATERYAL METOT ...t e 23
3.1. Deney dlizeni Ve Plant .......c.eeoivieiiiieiiiieiiiie s 23
3.1.1. TCDD ve Melatonin hazirlanisi .........ccccceveeieeiireciie e 23
3.1.2. Deney uygulama SUTECT ......coivveiiiieiiieiiiiie e 24
3.2. Isik MiKroskobik teKNiKIEr...........cccoveiiiiiie e 24
3.2.1. Mayers’in hematoxylen- e0zin Metodu ..........ccccevverereniiene s, 25
3.3. Transmisyon elektron MiKroSKOpPi..........ccccovvevieviiic i 25
3.3.1. % 2,5 Gluteraldenit SOIGSYONU ....ccevvveeeeieiiieiesie e 26
3.3.2. % 1 Osmium tetroksit SOIUSYONU.......cc.evvirviriiiiiiiiieiee e 26
3.3.3. FOSTat tAMPONU ......ecviiiicie e 26
3.3, ATAIIT....eeeicceee e 26
3.3.5. Uranil asetat DOYast ........cccoiiiiiieiiice e 27
3.3.6. Kursun SItrat DOYast.........ccoovviiiiiiieic e, 27
3.4. BiyOKIMYa YONTEM ....veevieeieiiieiieeie e sie et stesee s sre e sraesre e sraesre e ens 27
3.4.1. Ovaryum dokularinin analizlere hazirlanmasi ...........cccccceoiieiiiiininee 27
3.4.2. Ovaryum dokusunda yapilan analizler............ccccoonviiiiniiiiicnic e 28
A, BULGULAR ..ttt ettt e et e et e e s e e annee e 32
4.1. TCDD’nin si¢an viicut agirliklarina etkisi ...........cccoovviiiiiiiiiic 32
4.2. HIistolOJik BUIQUIAT ... 34
4.3. Ovaryum dokular folikiil ve korpus luteum sayilart ..........cccoevvviiiiiiinnnne. 70
4.4. Biyokimyasal bulgular ve istatiksel analiz...............cccooeviiiniiiniccen, 71
5. TARTISMA ..ot e e e e e s st e e e e e e e e e nnrneeeeaas 75
6. SONUC VE ONERILER ......cocitititiicteteieiceete ettt 86
KAYNAKLAR. ..ottt sa sttt neens 87
ER LR . . e 100
EK 15 OZOOMIS. .. ..e ittt 100
Ek 2: Etik kurul Karart 1. 101

EK 3: BIK KUrUL KArars 2. ... e e 102



TESEKKUR

Yogun tez donemimde yaptigim deneysel ¢alismalarimda ve bu tezin hazirlanis
asamalarinda bana biiyiik bir titizlikle ve sabirla yol gosteren tez danismanim sayin Dog.
Dr. Mehmet GUL’e, yine her konuda fikirleri ile bana destek olan Anabilim Dali
Baskanimiz Prof. Dr. Nigar VARDI hocama, benden desteklerini esirgemeyen degerli
hocalarim Prof. Dr. Ali OTLU, Dog. Dr. Meltem KURUS ve Yard. Dog. Dr. Asli CETIN
hocama, her konuda yardime1 olan Ar. Gér. Azibe YILDIZ, Birgiil YIGITCAN, Hilal
SAHIN ve Feride KARAHAN’a, ¢alismamin istatiksel analizinde bana yardimec1 olan Ar.
Gor. Ahmet Kadir ARSLAN’a, biyokimya ¢alismalarimda yardimci olan Ar. Gor. Kevser
TANBEK ’e ve deney hayvanlari merkezi ¢alisanlarina sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica 2014/13 nolu projeme maddi yonden katkilarindan dolayr Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.



OZET

Disi Sicanlarda Kronik TCDD (2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-dioxin)
Uygulamasimin Olusturdugu Ovaryum Hasar1 Uzerine

Melatoninin Koruyucu Etkileri

Amag: TCDD ve benzeri toksik maddeler insan sagligint 6nemli derecede tehdit
eden ¢evresel faktorlerdir. TCDD’nin kadinlarda tireme sistemi organlari {izerinde toksik
etki gostererek infertiliteye, meme ve endometriyum kanserlerine sebep oldugu
belirtilmektedir. Bu calismanin amact kronik TCDD uygulamasmin disi si¢anlarin
ovaryumlarinda olusturdugu histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikler {izerine
melatoninin koruyucu etkilerinin arastirtlmasidir.

Materyal ve Metot: 72 adet Wistar Albino cinsi disi sican kullanilan
calismamizda siganlar asagidaki gibi gruplandirilmistir.

1. Kontrol grubu
Yag grubu (0,5 ml/kg/hafta x 16, g.g.)

Alkol grubu (0,5 ml/kg/giin x 115 i.p.)

Mel (melatonin) grubu (10 mg/kg/giin x 115 i.p.)

TCDD grubu (g.9. 1pg/kg/hafta x 16 hafta TCDD)

TCDD + Mel grubu ((g.9. 1ng/kg/haftaTCDD + i.p. 10mg/kg/giin mel) x 16).

Calisma sonunda elde edilen ovaryum dokulari, rutin histolojik doku takip

o Uk~ wDbN

prosediirlerinden gecirildikten sonra hazirlanan kesitler boyama islemleri ardindan 11k
miktoskobik ve elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. Doku biyokimya
parametreleri spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6l¢tildii.

Bulgular: Elde edilen biyokimyasal bulgulara gore, TCDD grubundaki siganlarin
ovaryum dokusunda oksidatif stres gozlenirken, TCDD + mel grubunda oksidatif stresin
baskilandig1 gozlenmistir. Histolojik olarak, TCDD grubunda primordiyal sonrasi
asamalarda folikiil ve korpus luteum sayisinda belirgin bir azalma saptanmistir. TCDD +
mel grubunda ise folikiil ve korpus luteum sayilar1 kontrol grubuna yakin bulunmustur.
Ayrica, TCDD grubunda morfolojisi ve biitiinliigii bozulmus hiicreler, apoptoz ve nekroz
gozlenirken, TCDD + mel grubunda normal hiicre yapilarinin korundugu tespit edilmistir.

Sonu¢: Kronik TCDD uygulamasinin disi siganlarin ovaryum dokularinda
olusturdugu biyokimyasal ve histopatolojik hasara karsi melatonin belirgin bir sekilde
koruma ve iyilestirme sagladig1 gézlenmstir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, ovaryum, TCDD.
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ABSTRACT

Protective effects of melatonin
on ovarium damage in female rats exposed to chronic
TCDD (2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-p-dioksin)

Aim: TCDD and congeners are very dangereous and threating environmental
agents for human health. Additionally, in women, TCDD causes toxic effects on
reperoductive tissues and causes to infertility, breast and endometrium cancers. The
purpose of this study was to determine the protective effects of melatonin on
histopathological and biochemical changes in female rat ovary exposed to chronic TCDD.

Material and Method: 72 Wistar Albino female rats were used in the study and
they were grouped as follow:

1. Control group

2. QOil group (0,5 ml/kg/week x 16, g.g.)

3. Alcohol group (0,5 ml/kg/day x 115 i.p.)

4. Mel group (10 mg/kg/day x 115 i.p.)

5. TCDD group (g.g. 1pg/kg/week x 16 TCDD)

6. TCDD + Mel group ((g.g.1ng/kg/week TCDD + i.p. 10 mg/kg/day mel) x 16)

The tissues that were taken at the end of the experimental application were
examined by light microscopy and electron microscopy after routine tissue processing
and staining procedures. Biochemical parameters were measured by spectrophotometric
methods.

Results: According to the biochemical results, oxidative stress was observed in
the ovary of TCDD group rats. However, oxidative stress was repressed in TCDD + mel
group. Histologically, there was a significant decrease in the number of follicle after the
primordial phase and corpus luteum in TCDD group, whereas this number was similar to
control group in TCDD + mel group. While monitoring morpfologically and structurelly
disturbed, apoptotic and necrotic cells in the ovarian tissues of TCDD group, normal
cellular structures was observed in TCDD + mel group.

Conclusion: All in all, it is concluded that melatonine has a significant protective
and ameliorative effect on biochemical and histopathological damage of female rat
ovaries exposed to chronic TCDD.

Key Words: Melatonin, ovary, TCDD
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1. GIRIS

Insanlar, besin zincirinin en iistiinde bulunmalar1 nedeniyle, biyolojik olarak
biriken toksik maddelere en ¢ok maruz kalan canlilardir. Bu nedenle kuvvetli bir toksik
ajan olan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksin (TCDD) ve benzeri dioksinler, bir¢ok
hastaligin yani sira, kadinlarda tireme sistemini de etkileyerek dokularda defektlere ve
ayrica kisirliga sebep olmaktadir.

Poli-klorlii bifeniller (PCB) igerisinde en ¢ok toksik etkiye sahip bilesik olan
TCDD, arazi ve orman yanginlari, kagit vb. maddelerde kullanilan klorin beyazlatma gibi
baz1 kimyasal islemler ve endiistriyel uygulamalar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (1). Ayrica,
evsel atiklarin kontrolsiizce yakilmasinin ¢evresel dioksin emiliminin en genis kaynagini
olusturdugu disiiniilmektedir (2). Poli-klorlii bifeniller, lipofilik dzellikleri ve kimyasal
kararliliklar1 nedeniyle ¢evresel kontaminasyon olusturmakta ve besin zincirinde
birikerek insan sagligini tehdit etmektedirler (3). Degredasyona dayanikli lipofilik bir
bilesik olan TCDD, besin zinciri yoluyla insan ve hayvan dokularinda biyolojik olarak
birikmektedir (4). PCB’ler basta sindirim olmak {iizere deri yoluyla da organizmaya
girebilmektedirler. PCB’lerin %90'na oral yolla maruz kalinirken, %10'una ise diger
yollarla maruz kalimmaktadir (5). Sindirim yoluyla maruziyet, besin zincirinin st
siralarinda bulunan ve bu toksinlerin en ¢ok biriktigi baliklarin (6) ve kiimes
hayvanlarinin tiikketimiyle olmaktadir. Yiiksek klorlanmis PCB bilesiklerine mesleki
aktiviteler sirasinda siirekli maruz kalinmasi ise dermal absorbsiyon riskini
artirabilmektedir (7). PCB’lerin plasenta yoluyla fetiise ve siit yoluyla yeni dogana
transfer oldugu tespit edilmistir (3). Besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak {izere
yeryiiziindeki her canliya tagindig bilinen (8) bu ¢evre kirletici ajanlarin, immiin sistemi
baskilayici, endokrin sistemi bozucu (9), norotoksik (10), kanserojenik (11), teratojenik
(12) etkilerinin oldugu ve ayrica davranis bozukluklarina sebep oldugu (13) saptanmustir.
Ayni zamanda kadinlarda infertilitenin yanisira, ozellikle meme ve endometriyum
kanserlerinin ortaya ¢ikmasinda onemli gevresel faktorlerden birisi de bu gevresel
kirleticilere maruz kalmmasidir (14,15). Ozet olarak, PCB cesitlerinin en toksigi olan
TCDD cevresel faktorlerle ve gidalarla dogrudan veya dolayli olarak alinmasi sonucu
viicutta birikerek cesitli doku ve organlarda ¢ok sayida patolojik durumun ortaya
cikmasina sebep olmaktadir. TCDD ve dioksin benzeri toksik maddelerin 6zellikle
endokrin sistemi ve ovaryum steroidogenezini etkileyerek hem erkek hem de disilerde

tireme sistemi organlarinda ciddi hasarlar olusturdugu gosterilmistir (16,17).



Yapilan ¢caligmalarda TCDD’nin serum melatonin konsantrasyonunu hizli ve etkin
bir sekilde azalttigi gosterilmistir (18). Melatonin, kimyasal olarak N-acetyl-5-
methoxytryptamine (19) diye bilinen, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda
bulunan bir hormondur (20,21). Melatonin, memelilerde primer olarak pineal bezden
salgilanan ve kan dolagimina ge¢ip endokrin hormon olarak fonksiyon gosteren bir
molekiildiir (22). Tibbi alanda melatonin, kanser, immun hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, depresyon ve lireme bozukluklar1 gibi birgok hastaligin tedavisinde potansiyel
terOpatik ajan olarak iizerinde calisilan bir molekiildiir (23). Melatonin, tedavi ve
arastirma amagli insan ve hayvanlarda kullanilmaktadir, ancak melatoninin TCDD’ye
maruz kalan disi sicanlarin lireme sistemi dokularindaki bozukluklarinda koruyucu ve
tyilestirici rolil lizerine deneysel bir ¢alisma bulunmamaktadir.

TCDD’nin kan serumdaki melatonin konsantrasyonunu etkin bir sekilde
disiirdiigii géz oniine alindiginda (19), yaptigimiz c¢alismayla melatonin takviyesinin
TCDD’ye bagli tireme dokular1 hasarlarinda koruyucu rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.
Yapilacak ileriki ¢alismalarla ve insan iizerinde yapilacak caligmalardan sonra, TCDD
maruziyeti nedeniyle iireme sistemi lizerinde olusabilecek hastaliklar ve kisirlik {izerine
dioksinin etkileri ortaya konarak, bu sorunlarla ilgili etkin bir korunma ve tedavi
alternatifi olusturulabilir. Yaptigimiz bu ¢alismada, disi siganlarda TCDD’nin ovaryumda
olusturdugu histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikler iizerine melatoninin koruyucu

ve iyilestirici etkisinin arastirilmast amaglanmastir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Acetyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Methoxy
http://en.wikipedia.org/wiki/Methoxy
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-Caniato2003-2

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi genital sistemi, i¢ ve dis genital organlardan olusur. I¢ (internal) {ireme
organlart pelvikste yer alirken, dis (eksternal) genital yapilar perineumun vulva adi
verilen anteriyor bolgede yer alirlar. I¢ iireme organlari, ovaryumlar, tuba uterinalar,
uterus ve javinadir (Sekil 1). Bunlar, pelviks kavitenin i¢inde ve perineumda yer
almaktadirlar. D1s genital organlar ise, mons pubis, labiyum majuslar ve minuslar,

klitoris, vestibiil ve vajina agikligi, himen ve dis tiretra agzidir (24).
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Sekil 2.1:Disi iireme sisteminin sematik ¢izimi (25).

Ovaryum ve tuba uterina biri sagda digeri solda olmak iizere ¢ifttir, diger organlar
ise tektirler. Ovaryumlarda disi cinsiyet hiicreleri olan gametler (oositler) ile iireme
sisteminin organlarini kontrol eden ve viicudun diger organlari {lizerinde etkileri olan
cinsiyet hormonlar1 (Ostrojen ve progesteron) diretilir. Ovaryumda ayrica oositin
atilmasini saglayan ekzokrin salgi da tiretilir. Bu 6zelligi ile ovaryum hem endokrin hem
ekzokrin salgi yapan bir bezdir (26). Disi iireme organlar1 puberteden menopoza kadar

diizenli siklik degisikliklere ugramaktadir. Cinsel olarak yetigkin disilerde ovaryumlar,



tuba uterinalar ve uterus belirgin yapisal ve fonksiyonel degisiklikler gosterir. Bu
degisiklikler noral aktivite ve hormon seviyelerinin her menstrual siklusta ve gebelik
sirasinda degisimleriyle iliskilidir. Bu mekanizmalar ayn1 zamanda disi iireme sisteminin
erken gelisimini de diizenlemektedirler. Menstrual siklusun menars denen ilk baslangici,
9-14 yas araliginda baglar. Menars, pubertenin bitisini ve reprodiiktif yasamin
baslangicini isaret eder. Menstrual siklusun uzunlugu ortolama 28-30 giindiir. 45 ile 55
yas arasinda menstrual siklus seyreklesir ve durur. Ureme fonksiyonundaki bu degisim
‘menapoz’ olarak adlandirilir. Bu donemden sonra ovaryumlar, iireme fonksiyonlari olan
oosit iiretimini ve endokrin fonksiyonlari olan iireme aktivitesini diizenleyen hormonlarin
tiretimini durdurur. Diger organlar (vajina ve meme bezleri) 6zellikle salgi aktivitelerinde

degisen derecelerde fonksiyonlarinda azalma gdsterirler (26).

2.1.1. Ovaryum

2.1.1.1 Ovaryum Anatomisi

Diside pelvis duvarmna yaslanmis olarak bulunan iki ¢ift ovaryum vardir.
Ovaryumlar, pembemsi beyaz renkli, boyu yaklasik 3 c¢cm, eni 1,5 cm ve kalinligi 1 cm
olan, 4-8 gram agirliginda badem bigiminde yapilardir (24). Hilus bdlgesinden bir periton
katlantis1 olan mezovaryum ile uterusun genis ligamentinin arkasma tutunurlar. Ustten
ligamentum suspensory ovary araciligi ile pelvik duvarina, alttan ligamentum ovary ile
uterusa baglanmiglardir (27). Ovulasyonun basladigi ergenlik donemine kadar {izeri
diizdiir, bundan sonra, yani yumurtlama basladiktan sonra, iizerinde girinti ve ¢ikintilar
olusur. Menstrual siklusun sonlanmasindan sonra {izeri yine diizlesir (28).

Siganlarda bobregin gerisinde lokalize olan ovaryumlar bursa ovarika ile
sartlmistir ve uterus kornulart ile baglantilidir (29). Organa damar ve sinirlerin girip
¢iktig1 bolge olan hilus, mezovaryum olarak adlandirilan bir bag dokusu ile uterusun yan

kenarlarinda uzanan ligamentum latuma asilidir (28).

2.1.1.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum ylizeyi tek kath kiibik epitel ile doselidir. Bu hiicre tabakas1 germinal
epitelyum olarak adlandirilir ve mezovaryumu kaplayan mezotelyumla devam eder.
Hilusta mezovaryum, ovaryum yiizeyini kaplayan tek katl kiibik, yer yer tek katli yassi
bir epitel olan germinal epitel ile devam eder (27). Genglerde kiibik, yaslilarda yassi olan
bu epiteller kuvvetli bir bazal membran iizerine oturmuslardir. Germinal epitelyumun
altinda bulunan, yaklasik 100 mikron kalinliginda, kollagen ipliklerden zengin siki bag

doku tabakasina tunika albuginea ad1 verilir (24).



Ovaryum kesitlerinde igte medulla (substantia medullaris), dista korteks
(substantia corticalis) olmak iizere iki bolge gdzlenir. Tunika albugineanin altinda korteks
tabakas1 baglar. Korteks, ovaryumun periferal kisminda, merkezdeki medullanin
cevresinde bulunur. Korteks puberteye kadar sadece primordiyal folikiiller igerirken,
puberteden sonra farkli gelisim asamalarindaki overyan folikiilleri igerir. Folikiiller
etrafinda stroma i¢inde daginik diiz kas fibrilleri bulunur (27). Dogumda saglikli bir
bireyin her iki ovaryumda yaklasik toplam 600000 ila 800000 primer oosit bulunur, ancak
bunlardan yaklasik sadece 400 tanesi ovulasyon safhasina ulasir (25). Geriye kalanlar
atreziye ugrayip dejenere olurlar. Korteks tabakasindan sonra, organin merkezinde
medulla tabakasi1 bulunur. Medulla, gevsek bag dokusu, kan damarlari, lenfatik damarlar
ve sinirler icerir. Ara ara diiz kas telleri bulunur. Bu tabakaya, kan damarlarindan zengin
olmasi nedeniyle zona vaskuloza da denir. Medulla ile korteks aras1 ise ayirt edilebilir bir

yapiya sahip degildir (27).

2.1.1.3. Ovaryum folikiilleri

Bir ovaryum folikiilii, bir oosit ve bu oositi ¢evreleyen folikiil hiicresi ya da
graniiloza hiicresi katmanindan olusur. Primordial folikiil, primer folikiil, sekonder
folikiil ve graaf folikiilii olarak adlandirilan dort farkli asamada gozlenirler (Sekil 2).

sekonder folikal

atretik folikdl
geg primer folikill olguniuga yakin folikdl
erken primer atretik folikul
folikul
primord!ygl e
folikal F
:' A/ ‘\ ) (

£
3
Pl >
2 \ olgun
S / Graaf
£ ¥ \follkulu
oosit
kan f ——
damarlari =/ 7 “«
4 ! v
korpus A : : /
albikans -! . -
4 / ’.
\ A &
N » - .
T— ; atilan oosit
korpus luteum »
ripture olmusg
korpus hemorajikum folikal

Sekil 2.2: Ovaryum kesitinin sematik ¢izimi (25)



Primordial Folikiil

Primordial folikiiller en basit folikiil yapilaridir. Tunika albugineanin altinda,
korteksin stroma kismi i¢ginde bulunurlar. Primordial folikiiller, tek sirali yassilagmis
folikiil hiicreleri ile ¢evrelenmis bir primer oositten meydana gelir. Folikiil hiicrelerinin
dis ylizeyi bazal lamina ile ¢evrilidir. Primer oosit, germinal vezikiil olarak isimlendirilen
eksantrik yerlesmis bir niikleusa sahip, yuvarlak bir hiicredir. Oosit sitoplazmasinda,
golgi kompleksi, endoplazmik retikulum, mitokondri ve lizozomlarin kiimelenmesi ile
olusan Balbiani cisimcigi bulunur. Az miktarda da ribozom ve niikleer membran yapisina
0zdes bir ince yap1 gosteren seyrek lameller bulunur. Primer oositi ¢evreleyen folikiil

hiicreleri birbirlerine desmozomlar araciligiyla baglanir (26, 30).

Primer Folikiil

Primordial folikiillerin gelismesiyle birlikte, oosit, folikiil hiicreleri ve komsu
stromada bazi degisiklikler meydana gelir. Ilk olarak, oosit hacmi artar ve oositi
cevreleyen folikiil hiicrelerinin sayisinda artis olur ve tek katl kiibik halinin alir. Bu
asamadaki folikiile unilaminer primer folikiil denir. Bu evrede primer oosit, zona
pelusiday1 olusturmaya baglar. Folikiil hiicreleri ¢ogalir ve oosit etrafi cok tabakali bir
sekil alir. Bu folikiile multilaminer primer folikiil denir ve bu asamadan sonraki folikiil
hiicreleri, graniiloza hiicreleri olarak isimlendirilir. Olgunlagmakta olan primer oositin
boyutu 100-150 pum’ye kadar gelisir ve Balbiani cisimciginden Golgi elemanlari
sitoplazmaya salinir. Folikiiler gelisim sirasinda graniiloza hiicreleri ile oolemma arasinda
“gap juction” baglantilar1 kurulur. Multilaminer primer folikiil etrafinda stroma hiicreleri

de organize olarak, ‘teka folikiili tabakasi’n1 olusturur (26, 31).

Sekonder Folikiil

Multilaminer primer folikiillerde graniiloza hiicreleri arasinda i¢i folikiil sivist ile
dolu bosluklar goriilmeye basladiginda artik nu folikiiller ‘sekonder folikiil’ adin1 alir.
Folikiil duvarindaki kii¢iik bosluklar giderek birlesirler ve antrum adi verilen tek bir
biiyiik bosluk olusur (26, 31). Folikiil i¢inde eksantrik yerlesim gdsteren oosit, yaklasik
125 pm boyutuna ulastiktan sonra, graniiloza hiicreleri tarafindan folikiil sivisi igine
salgilan oosit maturasyon inhibitdriiniin (OMI) ile biiyiimesi durdurulur. Graniiloza
hiicreleri, oosit ile baglantili oldugu bolgede kumulus ooforus adi verilen kiigiik bir
tiimsek olustururlar. Oositi saran ve zona pelusidaya komsu olan graniiloza hiicreleri ise

korona radiatay1 olusturur. Korono radiata kumulus hiicrelerinden gelisir. Bu asamada
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teka tabakasi ise i¢ kistmda zengin damarlanmaya sahip teka internay1 ve dis kisimda da

stromaya benzer teka eksterna tabakalarini olusturur (26, 32).

Graaf Folikiili

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve folikiil sivisinin artmasi ile ¢ap1 10 mm
ve daha fazla hacme ulagan folikiile Graaf folikiilii denir. Graaf folikiili ovaryum
korteksini boyunca uzanir ve ovaryum yiizeyinde ¢ikintilar olusturur. Folikiiller
maksimum boyuta ulasinca, graniiloza hiicrelerinin proliferasyon yetenekleri azalir.
Graniiloza tabakasinda yer alan antrum boslugu genislerken, kumulus ooforus ile folikiil
duvar arasindaki baglant1 gittikge zayiflar ve zamanla oosit, etrafindaki korona radiata

hiicreleri ile birlikte antral bosluga birakilir (26).

Folikiil Atrezisi

Ovaryum folikiillerinin dogumda ortalama sayis1 400.000 iken, iireme hayati
boyunca yalniz ortalama 400 tanesi olgunlasip ovulasyonla sonuglanir. (32). Biiyiik
orandaki bu sayisal azalma, fetal gelisim sirasinda baslayip, pubertede, eriskin donemde
ve menapozda devam eden folikiil atrezisinden kaynaklanmaktadir. Folikiiler atrezi,
folikiil gelisiminin herhangi bir asamasinda (primordiyal, primer, preantral ve antral)
meydana gelebilir (26). Atrezi durumunda, ilk olarak oosit biiziiliir, folikiiler hiicreler
piknotiklesir, birbirlerinden ayrilir ve otolize ugrarlar. Zona pellusida siser ve uzun siire
bu sekilde kalabilir. Teka hiicreleri vaskiiler kordonlar seklinde diizenlenip, dejenere
olurlar. Atretik folikiillerde genel olarak graniiloza hiicreleri ile teka interna arasinda
bazal lamina kalintilar1 goriiliir (32). Hiicre olimiinden sonra ise, kalintilar1 fagosite
etmek iizere makrofajlar folikiilii istila eder. (26). Ureme periyodunun sona erdigi
menapozdan sonra ovaryumlar artik oosit atamaz ve menapozdan sonraki zamanda
ovaryumlarin hacmi kii¢iiliir. Yagsla birlikte stroma daha da yogunlasir, tunika albuginea
kalinlagir ve ovaryum yiizey epiteli ¢cok incelir. Yash ovaryumlarda biiytik, anormal,

stviyla dolu kistik folikiiller yaygin olarak goriiliir (32).

2.1.2.0varyum Embriyolojisi
Embriyonun cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon ile belirlenmesine ragmen 7.
haftadan once her iki cinste de genital sistem benzerdir. Genital sistem gelisiminin bu

baslangi¢ periyoduna ‘farklilasmamis donem’ denir (33).



2.1.2.1. Farkhilasmams Gonadlar

Gonadlar, mezodermal sélom epiteli (mezotel), mezenkim, ve primordial germ
hiicreleri olamak iizere ii¢ farkli yapidan olusmaktadir. Gonadal gelisme mezonefrozun
medial kenarindaki s6lom epitelinin ¢ogalarak kalinlagsmasi ile baglar. Bu epitel altindaki
mezengimde ¢ogalir, siklagir ve mezenkimal blastemi olusturur. Boylelikle mezonefroz
ve dorsal mezenter arasinda, orta ¢izginin herbir kenarinda, longitudinal bir ¢ift kabarti
olusur ki bunlara gonadal (genital) kabartilar denir (33, 34).

Primordial germ hiicreleri embriyonik yasamin 21. giiniinden itibaren allantois
orijinine yakin vitelliis kesesinin kaudal duvarindaki endodermal hiicreler arasinda ortaya
cikar. 5. haftada bu hiicreler arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca embriyonun
lumbar bolgesindeki gonadal kabartiya go¢ ederler 6. Hafta sirasinda primordiyal germ
hiicreleri altindaki mezensim igine girerler ve bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1
denilen diizensiz kordonlari olustururlar. Hem erkek hem disi embriyoda bu kordonlar
yiizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarin birbirinden ayirt
edilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle bu evredeki gonada ‘farklilasmamis gonad’ denir.
(33, 34) Boylelikle olusan farklilagmamis gonadda bir korteks ve bir medulla ayirtedilir.
Gonadal seks, Y kromozomundaki Testis Determinig (Belirliyen) Faktor (TBF)

tarafindan belirlenir ve TDF testikiiler farklilasmay1 yonlendirir. (34)

2.1.2.2. Ovaryumlarin Gelismesi

Y kromozomu ihtiva etmiyen embriyoda gelisme olduk¢a yavas olur ve
farklilasmamis gonaddan gelisimin 10. haftasinda ancak belirgin bir ovaryum gelisir.
Primer germ kordonlari medullaya uzanirlar ve mezensim vasitasiyla koparilarak kordon
karakterini kaybeder ve diizensiz hiicre kiimeleri haline gegerek korelmis bir rete ovariyi
olustururlar. Primordial germ hiicrelerini ihtiva eden bu kiimeler medulla kisminda belli
bir siire yerlestikten sonra dejenere olup kaybolurlar. Kortikol kordonlar, erken fetal
donemde overin yiizey epitelinden kdken alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru
girerler. Bu epitel, mezotelden gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlar: arttiginda,
primordiyal germ hiicreleri onlarin iglerine girerler. 16. haftada kortikal kordonlar
mezensimle bir ya da bircok primordial germ hiicrelerini saran izole olmus hiicre
kiimelerine boliiniirler. Primordial germ hiicrelerinden oogoniumlar, kortikal germ
kordonlarindan da tek tabakal1 yassi1 folikiil hiicreleri olusur. Boylelikle primordial folikiil
olusur. Oogoniumlar fetal yasam siliresince devamli mitozlarla ¢ogalirlar. 3. ayda bir

kism1 1. mayoz boliinmeye girerek primer oosit olusur. 8. ayda oogoniumlarin tamami,



primer oositlerin bir kismi dejenere olur. Kalan primer oositler kortikal germ
kordonlarindan olugan tek katli yassi epitelle birlikte primordial folikiilleri olusturur.
Postnatal yagsamda higbir oogonia olusmaz. Primer oositler doguma yakin 1. mayoz
boliinmenin profazini bitirirler, metafaza gireceklerine istirahat durumuna (dikotene)
gecerler. 1. mayoz boliinmeyi pubertadan biraz Once bitirirler. Primordial folikiil
hiicreleri oosit olgunlasmasini baskilayici bir madde (oosit maturation inhibitor — OMI)
salgilayarak primer oositlerin 1. mayoz bdliinmeyi puberteden Once bitirmesini
engellerler. (27, 33, 34)

Postnatal donemde oogonium meydana gelmez. Her ne kadar dogumdan 6nce pek
¢ogu dejenere olsa da iki milyon civarinda hiicre, dogum 6ncesi primer oosit haline gelir.
Dogumdan sonra ovaryumun yiizey epiteli diizlesir ve tek tabakali hale gecen hiicreler,
over hilumunda periton mezoteli ile devamlilik kazanirlar. Yiizey epiteli, korteksteki
folikiillerden, tunika albuginea adi verilen, ince bir fibroz kapsiille ayrilir. Overler,
gerileyen mezonefrozdan ayrildiktan sonra, mezenteri olan, mezovaryum ile baglanirlar
(33)

Ovaryumlarin gogii

Tuba uterinalar baslangicta vertikaldir. Uterus gelisirken abdominal boslugun
interioruna dogru hareket eder ve horizontal durum alirlar. Ovaryumlar kisitli olarak yer
degistirirler. Korelmis mezonefrosun posterior kenarinda, tuba uterina kranialinde
bulunur ve tuba uterinaya posterior olan bir durumda hareket ederek pelvis i¢indeki esas
yerlerini alirlar. Gubernakulum, tuba uterinalarin uterusa baglanma yerleri yakininda
organa yapisir. Gubernakulumun kranial pargasi overyal ligament, kavdal parcast da
uterusun yuvarlak ligamentini yapar. Yuvarlak ligament inguinal kanallardan gecer ve
labia majora i¢inde sonlanir. Disilerde daha kiiclik bir prokesus vajinalis olusur ve
oblitere olarak dogumdan 6nce kaybolur. Eger kalic1 olursa ‘Nuck kanali” adini alir (33,

34).

2.2. Dioksinler ve TCDD

Cesitli tiirevleri bulunan ‘poliklorlu dibenzo -p- dioksin’ (PCDD) bilesikleri,
yapilarinda karbon, hidrojen, oksijen atomlarini bulunduran ve karbon atomlarinin
klorlanmasiyla olusan kalict bir organik maddedir. Benzer kimyasal yapiya ve canlilar
tizerinde benzer etkilere sahip olduklarindan bu bilesikler dioksinli veya dioksin ve
benzeri bilesikler olarak isimlendirilirler. PCDD, poliklorlu dibenzo furanlar (PCDF) ve

poliklorlu bifeniller (PCB) ve bunlarin tiirevleri suda ¢ok az ¢oziindiiklerinden metabolik
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ve cevresel yikimlara dayanikli olup, dogada kararli durumda bulunan yiiksek derecede
zehirli, genis yayilim alanina sahip ¢evresel kirleticilerdir (35).

Gegmiste yasanan endiistriyel kazalar ¢cevresel TCDD kontaminasyonunun ana
kaynagini olusturmustur. Bununla beraber, TCDD ve benzeri bilesikler 1978 yilina kadar
herbisit olarak kullanilmustir. Insanlar icin TCDD’nin en énemli direkt maruziyet kaynagi
giinliik yiyecekler, et, ve balik olmak iizere besinlerdir (36). TCDD’nin besin zincirindeki
birikme potansiyeli diisiiniildiigiinde bu durumun normal oldugu belirtilmektedir (37).
Ileri diizey etkilerinden ve yaygin ¢evresel kontaminasyonundan dolayr TCDD nin iireme
sistemi lizerine etkileri merak konusu olmustur.

TCDD kimyasal olarak iki benzen halkasi igerir ve bu benzen halkalar1 bir ¢ift
oksijen atomu ile birbirlerine baglanmistir (Sekil 2.4) (38, 39). Dogada 75 farkli PCDD
bulunmaktadir ve bu bilesiklerden 17 tanesi en fazla toksik etkiye sahip dioksin grubudur.
Dioksinler arasinda ise en fazla toksik etkiye sahip olan1 2,3,7,8 tetrakloro dibenzo —p-
dioksindir (2,3,7,8 TCDD) (Sekil 2.4) (38, 39). Dioksinler atmosferik kosullar altinda kati
halde bulunurlar (33). Giiniimiize kadar 75 ¢esit PCDD, 135 ¢esit PCDF ve 209 ¢esit PCB
tirevi tanimlanmistir ve bu bilesikler toprak, su, hava ve canlilarin 6zellikle yag

dokularinda birikim gosterirler (38, 39).

9 1
@)
8 2
7 3
O
6 4
Sekil 2.3: Poliklorlu dibenzo -p- dioksinin (PCDD) kimyasal yapis1 (38).
Clmomm
Cl 0 Cl
Sekil 2.4:2,3,7,8 TCDD’ nin kimyasal yapis1 (38).
2,3,7,8 TCDD’nin molekiiler formiilii: C12H4Cl4O2 olup, molekiiler agirlig:
321,97 gr/mol’diir. Erime noktasi: 305-306 °C ve buhar basinci: 1,50 x 10-9 mmHg, 25

°Cdir. 2,3,7,8 TCDD, hidrofobik yapida bir bilesik oldugundan fiziksel, kimyasal ve
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biyolojik bozunmalara kars1 direngli bir molekiildiir. Bu nedenle ¢evrede birgok alanda

bulunup, ekosistem iizerinden hayvan ve insan dokularinda birikim gosterebilir (42).

2.2.1. Cevreye Yayllma ve Maruziyet

1920’li yillarda yapilan c¢alismalar insan doku Orneklerinde dioksin
konsantrasyonunun oldukca diisilk miktarda oldugunu gosterirken, 1970’li yillardan
sonra yapilan ¢aligmalar bu oranda hizli ve yiiksek bir artis oldugunu gdstermektedir.
Ortaya c¢ikan bu bulgularin, endiistriyel faaliyetlerde klorofenol igeren {iriinlerin
tiretilmesinden kaynaklandigi sdylenebilir (43).

Genel  olarak  dioksin  bilesiklerinin ~ kaynaklar1  asagidaki  gibi
smiflandirilabilir(43);

o Atik yakilmasi
Tibbi atiklar

e Demirli ve demirsiz metal Uretimi

o Elektrik Gretimi ve 1sinma

e Mineral (kireg, cimento, seramik, cam ve asfalt karisimi) Gretimi

e Motorlu tasitlar

e Kontrolsliz yanma prosesleri

e Kagit, tekstil, deri ve kimyasal enddstrisi

e Diizenli depolama ve biriktirme (camur aritimi, kompostlama, atik yaglarin birikimi)
e Sigara dumani

e Orman yanginlari, volkanik patlama gibi doga olaylari

e Hayvan yemleri

Dioksin c¢ogunlukla insan viicuduna et, siit ve balik iirlinlerinin tiiketimiyle
alinmaktadir (44). Gilinde 30g siit tiriinii tiiketildiginde viicuda yaklasik 6 pg diizeyinde
2,3,7,8-TCDD alim1 s6z konusu olmaktadir. Baliklarin TCDD'yi memelilere gore ¢ok
daha yavas metabolize etmeleri nedeniyle deniz iiriinlerinde daha fazla oranda dioksin
birikimi olmaktadir. Tavuk, sigir ve domuz iirlinlerinde yapilan ¢alismalar, tavuklara ait
orneklerin diger tlirlere gore daha c¢ok dioksin icerdigini ve bunu domuz ve sigir
orneklerinin izledigini gostermistir. (45). Ulkemizde Kocaeli yoresinde yapilan bir
calismada da Kocaeli'deki atik yakma tesisi ¢evresinde beslenen hayvanlarin yumurta ve
stitlerinde oldukga yiiksek miktarlarda dioksin oldugu tespit edilmistir (46).

Ekosistemde dioksinlerin canlilar aras1 gegisi ve insana ulagmasi asagidaki gibi

sematize edilebilir.
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-Atiklarin kontrolsiiz -Yanma emisyonu
islenmesi -Herbisit endiistrisi Kagit agartma islemi
-Partikiil birikimi -Sigara dumani yapilan fabrika atiklar:
-Egzoz gaz1
Toprak S Hava ‘ Su | | Ambalaj ‘
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l l Solunum v v
Baliklar Gunlik Grinler

Et ve giinliik Meyve ve F
tiriinler sebze Uretimi

v

iNSAN

Sekil 2.5: Dioksinin insana maruziyet yollar1 (47)

2.2.2. Emilim

Dioksinler viicuda sindirim, solunum ve deri yolu olmak iizere 3 farkl yol ile
alinirlar. Dioksinlerin viicuttaki emilim oranlari, kimyasal bilesenin yapisi, emilim yolu,
ve ortam kosullarina bagli olmak iizere farklilik gosterebilir. TCDD bilesiginde klor
atomu molekiillerinin 2,3,7 ve 8. karbon atomlarina bagli olmas: bu bilesigin yagda
¢cozlinlirliiglini arttirir. Yagda ¢oziiniirliigiin artmasi ile emilim arasinda dogru oranti
bulunmasi nedeniyle 2,3,7,8 TCDD bilesiginin yagla emilim orami oldukca yiiksektir
(48,49). Dioksin zehirlenmelerinde maruziyet %90 oraninda agiz yoluyla olmakla
birlikte; fabrika patlamalari, orman yanginlari gibi durumlarda her li¢ yoldan da bulasma
olabilir. TCDD agiz yolu ile bitkisel yagda ¢ozdiiriilerek verildiginde %90 oraninda
emilirken diyetle karistirildiginda bu oran %50-60’a kadar diismektedir. Hayvan tiirleri
arasinda sindirim kanalindaki emilim oranlar1 acisindan ¢ok biiylik farkliliklar yoktur
(50). Dioksinler viicuda alindiktan sonra temel olarak kan, kaslar, karaciger ve yag
dokuda dagilirlar. Ancak, bu bilesikler 6zellikle karaciger ve yag dokuda birikme 6zelligi
gosterirler (51).
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2.2.3. Dioksinin metabolizmasi ve atilimi

Dioksinlerin viicuttan atilimi 3 farkli yolla gergeklesmektedir: disk: ile atilim,
idrar ile atilim ve sebum ile atilim. Digki ile atilim diger atilim yontemlerine gore daha
fazla gozlenmektedir. Dioksinlerin viicuttan atilimi siiresi ortalama yarilanma omiirlerine
denk gelmekte ya da daha uzun siirmektedir. Ozellikle sebum ile atilim genellikle
yarilanma omriinden daha fazla siirede gergeklesmektedir (52). Dioksinlerin bir baska
atilim yolu da anne siitii ile olmasina ragmen bu yolla atilim anneden yavruya nakil
oldugu icin atilim olarak degerlendirilmemektedir. Siit ile atilimda yavrunun dioksine
maruz kalma oraninin anneden daha yiiksek oldugu bulgusuna rastlanilmamasina
ragmen; yeni doganlarda anne siitiinden kaynakli zehirlenmelerin oldugu bildirilmektedir
(46).

Bu bilesiklerin metabolizmalari da emilim ve dagilimlarinda oldugu gibi bilesik
ve canlinin tiiriine gore olduk¢a dnemli farkliliklar gosterir. Dioksinli bilesikler karaciger
mikrozomlarinda bulunan ve ilaglarin metabolizmasinda goérevli sitokrom p-450
enzimleri tarafindan oldukga yavas bir sekilde polar maddelere metabolize edilirler (53).
Metabolizma sirasinda hidroksil metabolitler ile siilfiir tasiyan metabolitler tespit edilmis
ve agiga ¢ikan metabolitlerin konjuge edilerek idrar veya safrayla atildigi bildirilmistir
(54). Yapilan bir ¢alismada (55) 2,3,7,8-TCDD veya metabolitleri ile proteinler veya
niikleik asitler arasinda kirilmasi oldukga gii¢ olan ve yiiksek enerji gerektiren kovalent
bagla baglanmanin hemen hemen hi¢ olmadigi tespit edilmistir. Dioksinlerin temel atilimi
disk1 yoluyla olup, idrarla atilan oran diskidakine gore oldukga diisiiktiir. Klorlanmanin
artmast ile diski ile atilim artarken siit ve yag dokuda depolanma azalir (46).

Dioksinli bilesiklerin yar1 dmiirleri bilesik ¢esidine ve canli tiirline gore farklilik
gosterir. Ornegin; TCDD’ nin yetiskin insanlardaki yar1 émrii, ortalama 2840 giin iken
sicanlarda 19 giin civarindadir. Ayrica, obezite ve tip 2 diyabet gibi ¢esitli hastaliklar,
dioksinin yarilanma Omriinii arttirarak viicutta kalis siirelerini ve zehirliliklerini
arttirmaktadir. Genel olarak bu bilesiklerin sicanlardaki yari dmrii 12-24, maymunlarda
365 giin ve insanlarda 5.8-9.8 yil oldugu belirlenmistir (56). Insanlarda bazi dioksin
tiirevlerinin yarilanma 6miirleri ise, 1,2,3,7,8-PeCDD i¢in 12.6 yil, 1,2,3,4,7,8-HXCDD
icin 26-45 yil, 1,2,3,4,6,7,8- HpCDD igin 80-102 yildir (46).

2.2.4. TCDD’nin etki mekanizmasi
Hiicre icerisine giren dioksin ve benzeri bilesikler DNA transkripsiyon

faktorlerinden steroid yapili aril hidrokarbon reseptorleri (AhR) aracilign ile etkilesim

13



gosterirler. AhR reseptorleri, yiiksek afinite ve hiicre i¢i baglama 6zelligine sahip bir
protein grubudur. Insan lenfosit kiiltiirlerinde bulunan AhR reseptorleri timus ve
bademciklerde iiretilir (57). Hiicre igerisine niifuz eden TCDD bilesikleri, sitoplazmaya
girdiklerinde Hsp90 geni araciligi ile, aktif olmayan AhR reseptorlerine baglanarak bir
AhR-TCDD kompleksi olustururlar ve boylece reseptorler aktif forma gecer. Bu sekilde
hiicre ¢ekirdegine giren kompleks, aril niikleer translokaz (Arnt) ile baglanarak TCDD-
AhR-Arnt ti¢lii kompleksini olusturur. Hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen bu metabolik
yolak bazi gen bolgelerinin sentezinde baskilanmaya sebep olurken, karacigerde bulunan
CYP1A1,CYP1A2, CYPIBI ve diger CYP genlerinin sentezinde artisa sebep olmaktadir
(57).

Dioksin maruziyeti sonucunda meydana gelen en 6dnemli biyolojik cevaplardan
birisi AhR reseptor mekanizmasi iken, ikinci onemli mekanizma buna bagli olarak
hiicrede P450 enzimlerinin indiiksiyonudur. Dioksin toksisitesi ile meydana gelen P450
enzim indiiklenmesi, letalite, wasting sendromu, karaciger hasari, bagisiklik yetmezligi,
gelisme bozukluklari ve kanser gibi sebeplere yol agmaktadir (58). Dioksinlerin
metabolize edilmeleri oldukca yavastir. Karaciger mikrozomlarinda bulunan P450 enzimi

ile polar maddelere metabolize edilirler (38).

2.2.5. TCDD ve oksidatif stres

Reaktif oksijen tiirevleri cevresel toksinlere yanit olarak {iretilir. Yapilan
caligmalar TCDD’nin baz1 hedef organlar {izerinde oksidatif stres iizerinden ve serbest
oksijen radikalleri iireterek hasara neden oldugunu 6ngérmektedir.

Hiicresel redoks dengesinde oksidatif sigrama, genellikle hiicresel antioksidan
savunmasina oranla reaktif oksijen tiirlerindeki artisin daha fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu agidan, TCDD aracili AHR aktivasyonu, hiicresel redoks
dengesini bozarak oksidatif stres yaniti olusturur (59) ve TCDD’nin toksisitesinde
oksidatif stresin 6nemli bir yeri oldugu genis bir kabul gérmektedir ve bu durum birkag
laboratuvar tarafindan gosterilmistir (60).

Oksidatif stres, TCDD ve tiirevlerinin toksisiteleri i¢in belirleyici bir etmen olarak
kullanilmaktadir (61) TCDD’ye karsi toksik yanitlar farkli hayvan tiirlerinde genis
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar, molekiillerin sayisi, doku spesifitesi,
biyokimyasal ve fizyolojik karakteristik degisikliklere dayandirilabilir (61).

Cok yiiksek oranda TCDD maruziyeti dolayli olarak kansere neden olur ki,

ongiiriilen mekanizmalardan birisi TCDD’nin oksidatif strese sebep olmasiyla ortaya
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cikan oksijenin DNA hasarina sebep olmasidir (62). Diger mekanizmalar ise, endokrin
sistemi veya sinyal yolaklarini bozmasidir (63).

TCDD ve benzeri poliklorlii bifenillerin 30 haftalik kronik maruziyete ugrayan
siganlarin hepatik ve beyin dokularinda siiperoksit anyon oraninda énemli 6l¢iide artisa
neden oldugu gozlenmistir. Kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda, 26 ila 46 ng/kg/d ve
3 ila 46 ng/kg/d dozluk maruziyette hepatik ve beyin dokularinda yaklasik olarak 1,5
katlik artis gozlenmistir. Hepatik ve beyin dokularinda bu dozda 1,5 katlik bir artis
gozlenirken, 100 ng TCDD/kg/d oranindaki uygulamada hepatik ve beyin dokularinda
sirasiyla 8 ve 3.8 katlik bir artig gozlenmistir (64).

Yapilan ¢aligmalar ve litaratiir bilgileri gozoniine alindiginda, TCDD’nin 6nemli
Olciide oksidatif strese neden oldugu ve oksitatif stres tizerinden toksisiteye neden oldugu

anlasilmaktadir.

2.2.6. TCDD’nin iireme sistemi iizerine etkileri

Uteral ve laktasyonel TCDD maruziyetinin disi lireme sistemi lizerine etkileri
erkek tireme sistemi iizerine olan etkileri kadar detayl arastirilmamistir. Bununla birlikte
yapilan ¢aligmalar gestasyonel TCDD maruziyeti etkilerinin sadece erkek iireme sistemi
lizerine 6zgii olmadigin1 gdstermistir.

TCDD’ye maruz kalan bireylerin lireme organlarinda olumsuz etkiler ortaya
cikmaktadir. Yapilan ¢aligmalar hem disi hem de erkek bireyler {izerinde farkli etkilerin
ortaya ciktigin1i gostermistir. Erkek bireylerde sperm sayisinda azalma, prostat
biiyiikliigiinde kiigiilme, disilestirilmis davranmiglar, disi bireylerde ise rahim ve
yumurtaliklarda bazi morfolojik degisimlerin oldugu gézlenmistir (65).

Uterus tizerinden veya laktasyonel TCDD maruziyetinde si¢anlarda ovaryum
agirh@inda azalma gozlenir (66). Yapilan baska bir ¢alismada siganlarda gestasyonun 4.
ginii ila 15. giinleri arast Ipg/kg/glin dozunda maruziyette estradiol sirkiilasyon
seviyelerinde degisim gozlenmemistir (67). Benzer sekilde, gestasyonun 15. giliniinde
lug TCDD/kg dozunda maternal olarak uygulanan Long Evant siganlarinin serum
estradiol seviyesinde etki bulunmamistir (66). Histolojik incelemede maternal olarak
uteral yoldan tek doz (1pg TCDD/kg) uygulanan ve laktasyonel olarak maruz olan 21-22
giinlik siganlarin ovaryumlarinda, tastyict bir sivi araciligiyla maruz kalan sicanlarla
kiyaslandiginda folikiil sayisinda azalma gozlenirken, ovaryum hacminde ve etkilelenen
folikiil bolgelerindeki apoptotik hiicre sayisinda degisim gozlenmemistir (68). Benzer
sekilde, gestasyonun 1. giiniinde tek doz 0.6 mg/kg of 3,3'4,4',5,5'-HCB (PCB 169) ve
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devaminda 2.-18. giinler aras1 hergiin 1 mg/kg dozunda 3,3',4,4'-TCB (PCB 77) maternal
olarak uygulandiginda, ovaryan folikiillerde kistik genislemede istatistiksel olarak

anlamli derecede artis gbzlenmistir (69).

2.2.8. Toksisite durumunda tedavi

Dioksinlerin viicutta birikme 6zelligi géstermesinden dioksin zehirlenmelerinde
daha ¢ok viicutta birikiminin dnlenmesi ve atilimini hizlandirarak uzun olan yar1 dmriinii
diisiirmeye yonelik yaklasimlar denenmistir. Dioksin zehirlenmeleri sonucu olusan klor
akne i¢in normal akne tedavisi uygulanmaktadir (70). Dioksinlerin atilimini hizlandirmak
icin daha ¢ok hayvan g¢alismalarinda bitkisel gidalar denenmistir. Yapilan ¢aligmalar
piring kepegi (71), chitosan (72), deniz yosunu (73) gibi bitkisel diyet maddelerinin
dioksin atilimini artirdigini géstermistir. Ayrica, klorella gibi klorofil bakimindan zengin
gida maddelerinin de bdyle bir etkisi oldugu bildirilmistir (73). Bunlara ilave olarak
alifatik doymus bir hidrokarbon olan skualan (70) ve yag yerine kullanilan sindirimi gii¢
bir madde olan olestra’nin (74) da TCDD’lerin atilmimi hizlandirdigi ortaya
konulmustur. Kolesterol diisiiriicii bir ajan olan kolesitraminin dioksinlerin viicut yiikiinii
azaltic1 etkileri ispatlanmistir. Aktif komiirle rodentlerde yapilan g¢alismalarda ise
PCB’lerin bagirsaklarda emilimini azalttigi bildirilmistir (70). Antioksidan tedavisi
TCDD’nin toksik etkilerinin goguna Kars1 koruyucu etki yapmaktadir (73). Ornegin, suda
¢ozilinebilir bir antioksidan olan butillenmis hidroksiaanisol’iin si¢anlara uygulanmasi
TCDD’nin lethal bir dozundan kismi koruma sagladigi ve lipid peroksidasyonu
baskiladig1 tespit edilmistir (59,60). Vitamin A, karatenoidler ve dogal bitkisel bir fenolik
bilesik olan ellagik asitin de TCDD’nin oksidatif etkilerine karsi koruyucu oldugu
bildirilmistir (75).

2.3. Melatonin

Melatonin (N-acetyl-5-methoxy tryptamine) (76), hayvanlarda, bitkilerde, mantar
ve bakterilerde karanlikta salgilanan bir hormondur (77). Hayvan hiicreleri tarafindan

dogrudan triptofan amino asitinden sentezlenir (78).
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Sekil 2.6: Melatoninin kimyasal yapist (76)

Hayvanlarda melatonin, uyku zamanlamasinin belirlenmesi, kan basincinin
ayarlanmasi, mevsimsel iireme ve daha bir¢ok fizyolojik olaylarin sirkadyal ritimlerinin
diizenlenmesinde gorev alir (76). Melatoninin bir¢ok biyolojik etkisi melatonin
reseptorlerinin aktivasyonu ile gerceklesirken, diger 6zellikleri kuvvetli anti oksidant
ozelliginden kaynaklanmaktadir (79). Bu 6zelligi ile mitokondriyal ve niikleer DNA’nin
korunmasinda 6nemli rol oynar(80). Melatonin oral yolla kapsiil, tablet veya sivi olarak
alinabildigi gibi, dilaln ve transdermal olarak da kullanilabilir. Insanlarda bazi
durumlarda uzun dénemli terapotik amacli olarak kullanilmaktadir.

Omurgalilarda melatonin, beynin merkezinde yerlesik ama kan-beyin bariyerinin
disinda kalan, kiigiik bir endokrin bez olan pineal bezden genellikle geceleri salgilanan
bir hormondur. Insanlar da dahil olmak iizere bircok hayvan mevsimsel olarak giinliik,
farkli farkli siirelerde ve miktarlarda melatonin tiretimi yaparlar (81). Bu nedenle
salgilama siiresinin farklilig1, giin uzunluguna gore degisen iireme, davranis, deri/kabuk
bliylimesi, ve kamuflaj gibi foto-periyodik olaylar i¢in bir sinyal olarak fonksiyon gosterir
(82).

2.3.1. Fonksiyonlar:

2.3.1.1. Sirkadyan Ritim

Hayvanlarda melatonininm birncil fonksiyonu gece-giindiiz siklusunun
regiilasyonudur. Yeni dogan bebeklerin melatonin seviyesi ii¢lincii aydan itibaren normal
seviyesine ulasir ve gece yarist ile sabah 08.00 arast en yiiksek dilizeye ulasir
(83). Insanlarda melatonin miktar1 yasla birikte azalmaktadir (84). Ayrica cocukluktan

genclige gectikge melatoninin gecelik salininim siiresi gecikir ve daha ge¢ uyumaya
neden olur (85).
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2.3.1.2. Antioksidan

Biyolojik saatin diizenlenmesi islevinin yaninda, melatonin giiclii bir serbest
radikal siiptiriicii ve genis spektrumlu bir antioksidandir (86). Melatonin, hiicre zarlar1 ve
kan-beyin bariyerini kolayca gegebilen bir antioksidandir (87). Bu antioksidant, OH,
02—, ve NO gibi molekiilleri iceren radiakal oksijen ve nitrojen tiirlerinin dogrudan
temizleyicisidir (88). Melatonin diger biitiin antioksidanlarla beraber her bir antioksidanin
etkisini arttirma yoniinde fonksiyom gosterir (88). Melatoninin vitamin E’nin iki kati
kadar etkili oldugu ve en etkili lipofilik antioksidan oldugu ispatlanmistir (89). Melatonini
diger antioksidanlardan ayiran en onemli 6zelliklerden birisi de, metabolitlerinin de
radikal siipiiriicti/uzaklastirici olmasidir (90). Ayrica, vitamin C ve vitamin E gibi klasik
antioksidanlardan farkli olarak amfifilik 6zellige sahiptir. Sentetik ve mitokondriyal
hedefli MitoQ ve MitoE antioksidanlari ile kiyaslandiginda, mitokondriyal oksidatif
strese kars1 daha iyi bir koruyucu oldugu ispatlanmistir (91).

2.3.1.3. immun Sistem

Melatoninin immun sistemle reaksiyona girdigi bilinmektedir ancak bu
reaksiyonlarin detaylar1 heniiz net degildir (92). Anti-inflammator etkisi literatiirde
belirtilen en belrgin o6zelligidir (93). Melatoninin immiinolojik pozitif etkisinin
immunokompatent hiicreler tarafindan sentezlenen yiiksek afiniteli MT1 ve MT2
reseptorleri lizerindeki fonksiyonundan diisiiniilmektedir. Preklinik c¢aligmalarda,
melatonin sitokin iiretimini arttirmaktadir ve bu nedenle kazanilmis immun yetmezlikleri
etkisizlestirebilir (94). Ayrica bazi c¢aligmalarda mrelatoninin, viral (HIV gibi), ve
bakteriyel enfeksiyonlara kars1 miicadelede ve kanser tedavisinde kullanilabilecegi ileri

stirilmektedir (95).

2.3.1.4. Tibbi Kullanimi

Melatonin yashlarda uykusuzluk ig¢in kullanilmaktadir (96). Uzun siireli
melatonin saliniminin yaslilarda uykusuzlugun tedavisinde olumlu sonuglar verdigi
gosterilmistir (96). Bazi c¢alismalar kokain gibi bazi ilaglarin etkilerini kirmada
melatoninin rol aldigin1 gostermektedir (97). Genel olarak tibbi alanda melatonin, kanser,
immun hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, depresyon ve iireme bozukluklar1 gibi
birgok hastaligin tedavisinde potansiyel bir terOpatik ajan olarak tizerinde ¢alisilan bir
molekiildiir (98).

Birkac klinik calismada melatoninin migren ve diger birtakim bas agrilarinda

etkili bir tedavi olabilecegi gosterilmistir (99).
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Melatoninin safradaki konsantrasyonu geceleyin giindiize gore 2-3 kat daha
fazladir (100). Safra kesesinde melatonin varligi, kolesteroliin safraya cevrilmesi,
oksidatif stresi onleme ve safra kesesinden safra tagi hareketliligini arttirma birgok
koruyucu oOzelliklere sahiptir (101). Melatonin ayrica, intestinal duvardan gegen
kolestrolii diizenleyerek safra kesesinde tiretilen kolestrol miktarinin azalmasini saglar
(100).

Hem insan hem de hayvan ¢alismalari melatoninin potansiyel bir radyoprotektif
oldugunu gostermistir (102). Dahasi, bu amagla yaygin olarak kullanilan bir ajan olan
amifostinden daha etkilidir. Biyolojik hasarlarin yaklasik %70’nin nedenini, iyonize
radikallerin olusturdugu ve DNA, protein ve hiicre membranlarina kars1 afinitesi olan
ozellikle hidroksil gibi serbest radikallerdir. Melatoninin iyonize radyasyondan koruma
mekanizmasi serbest radikallerin uzaklastirlmasi ile gerceklesir (103).

Melatonin, akut nikotin yoksunlugu nedeniyle ortaya ¢ikan anksiyete,
huzursuzluk, gerginlik, depresyon ve 6tke gibi semptomlart anlamli derecede ortadan

kaldirmaktadir (104).

2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis
elektron iceren yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Aerobik hiicrelerin tiim
fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya patolojik durumlarda birer yan iiriin olarak
meydana gelebilirler (105,106).

Ciftlenmemis elektron, serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak
protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar
vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaslanmayi tesvik ettigi, kalp-damar
hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi
dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (105, 107).

Biyolojik sistemler igin serbest radikallerin kaynagi molekiiler oksijendir (O2).
Reaktif ara iiriinlerinin hepsi radikal olmadig: i¢in; serbest radikal terimi yerine “oksidan
molekiiller” veya “reaktif oksijen partikiilleri” (ROP) terimleri de kullanilabilir (105,
108).

Reaktif oksijen partikiilleri iki sekilde siniflandirilir (109). Birinci simif radikal
olan ROP’ler; siiperoksit radikal (O2°), hidroksil radikal (OH"), peroksil radikal (ROQ.),
alkoksil radikal (RO.), semikinon radikal (HQ), hemoproteine bagli serbest radikallerdir.
Ikinci siif radikal olmayan ROP’ler; hidrojen peroksit (H202), lipid hidroperoksit

19


http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-pmid10622237-94
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-pmid18338264-93
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-pmid10622237-94
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-pmid10082913-95
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-pmid18979313-98
http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin#cite_note-ZhdanovaPiotrovskaya2000-111

(LOOH), hipohaloz asit (HOX), N-halojenli aminler (R-NH-X), singlet oksijen (102),
ozon (03) ve azotdioksit (NO2)’dir (109).

Artmis reaktif oksijen partikiilleri zararli etkilerini; hiicre organelleri ve
membranindaki lipid ve protein yapisim1 bozarak, hiicre i¢i yararli enzimleri
etkisizlestirerek, DNA'y1 tahrip ederek, mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarak,
elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz, indolamin
dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederek,
hiicrenin potasyum kaybini artirarak, trombosit agregasyonunu artirarak, dokulara fagosit
toplanmasini kolaylastirarak, hiicre digindaki kollagen doku komponentlerini, savunma

enzimlerini ve transmitterleri yikarak gosterirler (105, 107, 108).

2.4.1. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklan

Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, hava kirliligi,
pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara ve
antineoplastikler eksojen radikal kaynaklari olarak sayilabilir. Mitokondrial elektron
transport sistemi, iskemi, travma, intoksikasyona bagli oksidatif stres durumlari,
peroksizom enzimleri, tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus membranindaki elektron
transport sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi hiicre ici

enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (110).

2.4.2. Serbest Radikallerin Hiicrelerdeki Etkileri
Fizyolojik sartlarda olusan reaktif oksijen tiirleri; sinyal proteinleri, fagositozdaki
savunma mekanizmalari, notrofil fonksiyonlar1 gibi olaylara miidahil olur. Asir1 olusan

oksidatif stres ise proteinler, lipidler ve DNA tizerinde zararli etkiler yapar (111).

2.4.3. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipidler, biyolojik yapilar i¢inde reaktif oksijen iriinlerinin toksik etkilerine en
duyarli yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri
serbest oksijen {lirtinleri ile yiiksek oranda tepkimeye girer ve peroksidasyon meydana
gelir. Membran akiskanligim1 saglayan bu doymamis yag asitlerinin hasar1 sonucu
akiskanlikta azalma olur. Lipid peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan kolayca
tespit edilebilen ve peroksidatif hasarin belirteci olan malondialdehit (MDA) olusur
(112).
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2.4.4. Serbest Radikallerle Protein ve Niikleik Asitlerde Olusan

Degisiklikler

Protein oksidasyonu; reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stresin ikincil ara
trlinlerinin ~ proteinlerin  kovalent modifikasyonuna neden olmas1 ile olusur.
Proteinlerdeki bu degisiklikler sonrasinda gesitli hiicre fonksiyonlar: (sinyal iletimi
mekanizmalari, transport ve enzim sistemleri) etkilenir (113). Ayrica DNA tamir
enzimleri ve DNA polimerazlar da serbest oksijen tiirlerinden etkilenirler (114). DNA
molekiiliiniin hasar1 kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, Kkarsinogenez,

norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (115).

2.5. Antioksidan Sistem

Antioksidan sistemde gorev yapan molekiiller; organizmada sentezlenen
(endojen) veya disaridan alinan (eksojen), oksidan molekiilerin hiicreye zarar vermesini

onleyen, enzimatik veya nonenzimatik yapilardir (116).

2.5.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Vitamin C, Nitrik oksit sentaz tetrahidrofolati stabilize ederek nitrik oksit (NO)
tiretimini arttirir. Vitamin E, yagda ¢oziinen bir vitamin olup lipid peroksidasyonunu
onler (111). Karoten, serbest radikalleri temizler, peroksitleri inaktif hale getirir (117).
Koenzim Q10, yagda ¢oziinen bir antioksidan olup 0271 temizleyerek endotelyal
disfonksiyonu azaltir (111).

Seriiloplazmin, iki degerlikli demirin ii¢ degerlikli demire yiikseltgenmesini,
boylece fenton reaksiyonunu inhibe eder. Serbest radikal olusumu da inhibe edilmis olur
(118). Transferrin, dolasimdaki serbest demiri baglayarak fenton reaksiyonunu onler
(119). Melatonin, triptofandan sentezlenir, lipofiliktir, OH radikalini temizler (120).

Glutatyon (GSH), tiyol grubu igeren bir tripeptiddir. Hiicredeki Onemli
fonksiyonlarinin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi regiilasyonu gibi) yani sira
antioksidan olarak da gorev yapar (121). Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona girip
oksidatif hasara karsi koruma yapar. Karaciger viicuttaki glutatyonun en onemli
kaynagidir (122). Oksidatif stresin 6l¢iimiinde kullanilan bir antioksidan olup, rediikte
glutatyon/okside glutatyon orani oksidatif streste azalir (123). Diger nonenzimatik
antioksidanlar lipoik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi elementler, folik asit, trik asit,
albiimin gibi kofaktorler, B1, B2, B6, B12 gibi vitaminlerdir (111).
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2.5.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

02" anyonunun H202’ye dismutasyonunu gergeklestiren enzimdir (124).

SOD
20," 4+ 2H" => H,0; + O,
Bu tepkime sonucunda olusan iiriinler ya lizozomlardaki CAT tarafindan ya da

mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H.O’ye detoksifiye edilir (111).

2.5.2.2. Katalaz (CAT)
Glikoprotein yapida bir hemoprotein olup, H202’nin yiiksek yogunlukta oldugu
durumlarda yiiksek aktivite gosterir (125). H202"yi suya doniistiirtir (111).

2.5.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GR):

GSH-Px, yapisinda selenyum metali bulunan bir metalloenzimdir. Rediikte
glutatyonu okside glutatyona doniistiiriirken ayn1 zamanda H20.’yi de suya cevirir.
Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz (GR) enzimi araciligi ile NADPH kullanilarak
yeniden rediikte glutatyona doniistiiriiliir (126). Ortamda H20» diisiik yogunlukta ise
GSH-Px, CAT’a gore daha aktiftir (127).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Deney diizeni ve plam

Yapilan bu calismada, inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 72 adet, 75 giinliik geng, 150-180 g agirliginda Wistar albino
cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar deney hayvanlart merkezinde, havalandirmasi olan, 22
+ 2 °C’ lik 181 ve mevsimsel giin 15181 ritmindeki aydinlatmali odalarda 6zel kafeslerde
beserli gruplar halinde konuldu. Biitiin siganlar standart pelet sigan yemi ve ¢esme suyu
ile beslendi.

Sicanlar asagidaki sekilde 6 gruba ayrildi ve tartilarak deney baslangicindaki
agirliklan kaydedildi.

Gruplar;

1. Grup: Kontrol grubu,

2. Grup: Yag grubu (0,5 ml/kg, gg)

3. Grup : TCDD grubu (gastrik gavajla 1pug/kg/hafta x 16 hafta TCDD)

4. Grup: %5 Alkol grubu (0,5 ml/kg- 115 giin i.p.)

5. Grup: Mel grubu (10 mg/kg melatonin - 115 giin i.p.)

6. Grup: TCDD + Mel grubu ((gg 1pg/kg/hafta TCDD + 10mg/kg/giin

Melatonin) x 16 hafta).

3.1.1. TCDD ve Melatonin Hazirlanisi

Deneyde kullanilan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin / TCDD (%98 saflik
orani) (Wellington Laboratories, Canada) kullanildi. Ortalama hayvan agirligi 160 gr
olarak olg¢iiliip, hayvan agirliklarina gére uygulanacak TCDD doz orani 1pg/kg olacak
sekilde hesaplanilarak, 16ul TCDD almip (stok: 60pg/1.2 ml), 100ml musir yagi
igerisinde ¢oziilerek ii¢ haftalik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stoktan her bir
hayvana 0,5 ml gavajla haftada bir kez verildi. Stok ¢6zeltisi bittikge ayn1 prosediirle yeni
TCDD stok soliisyonlar1 hazirlandi.

Calismada kullanilan melatonin ise enjeksiyon asamasinda seyreltilmis hali 10
mg/kg doz oraninda olacak sekilde (336 mg), 6nce %100’liikk 3,15ml alkolde ¢6ziindii.
Bu ¢ozelti daha sonra ependorf tiiplerine (450 pl) boliinerek stoklandi. Hayvanlara
uygulama esnasinda bir epondorf tiiplindeki ¢ozelti, son alkol oran1 %5 olacak sekilde
serum fizyolojik sivisiyla seyreltilip (9 ml) her bir hayvana 30ul olarak i.p. yolla enjekte
edildi.
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3.1.2. Deney uygulama siireci

Calisma baslangicindan itibaren kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi.
Yag grubuna haftada bir giin gastik gavajla (gg) 0,5 ml/kgmisir yagi verildi. TCDD
grubuna haftada bir kez gg. 1ug/kg TCDD uygulandi. Alkol grubuna giinliik i.p. olarak
0,5 ml/kg olacak sekilde %5°lik alkol verildi. Mel grubuna giinliik i.p. olarak 10 mg/kg
melatonin uygulandi. TCDD + mel grubuna haftada bir kez gg ile 1ug/kg TCDD ve
giinliik olarak i.p. 10 mg/kg melatonin uygulandi. Tiim deney gruplarindaki uygulama
stiresi 115 giin olup 116. giinden sonra tiim deney gruplarindaki si¢anlarin,
ketamin/ksilazin anestezi altinda histolojik ve biyokimyasal incelemeler igin her iki
ovaryumlart alindi. Alinan ovaryum doku ornekleri histolojik inceleme igin %10’luk
formaldehit ve elektron mikroskobik incelemeler ig¢in %2,5 gluteraldehit igerisine

konuldu. Biyokimyasal incelemeler i¢in alinan doku 6rnekleri -80 °C de donduruldu.

3.2. Isik Mikroskobik Teknikler

Formaldehit ile tespit edilen ovaryum, doku Ornekleri 48 saatlik tespit siiresi
sonunda Tissue-Tek VIP / SAKURA otomatik doku takip cihazinda asagidaki protokole

gore doku takip basamaklarindan gecirildi.

1.%10 Formalin 40 dk
2. %10 Formalin 40 dk
3. %80 alkol 1 saat
4. %96 alkol 1 saat
5. %96 alkol 1 saat
6. Absolii alkol 1 saat
7. Absolii alkol 1 saat
8. Ksilen 1 saat
9. Ksilen 1 saat
10. Ksilen 1 saat
11. Parafin | 1 saat
12. Parafin Il 1 saat
13. Parafin 111 1 saat
14. Parafin IV 1 saat
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Doku takip islemleri tamamlanan doku Ornekleri parafin bloklara gomiildii.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotomla 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan

kesitlere Hematoksilen-eosin (H&E) boyama yontemi uygulandi.

3.2.1. Mayers’in Hematoxylen- Eozin Metodu
Doku 6rneklerinden alinan kesitlere otomatik boya cihazi (Leica Autostainer XL)

ile asagidaki prosediirdekisekilde H&E boyamasi uygulandi.

1. Inkiibasyon

(60°C, 1 saat)

2. Ksilen 5 dakika x 3 defa
3. %96 alkol 3 dakika

4. %96 alkol 3 dakika x 2 defa
5. Absolii alkol 3 dakika x 2 defa
6. Cesme suyunda yikama 5 dakika

7. Mayer’s Hematoxylen 10 dakika
8.Cesme suyunda yikama 5 dakika x 3 defa
9. Eosin 2 dakika

10. %96 alkol 3 dakika x 2 defa
11. Absolii alkol 3 dakika x 2 defa
12. Ksilen 5 dakika x 3 defa

Uygulanan bu islemlerin ardindan lamlar entellan kullanilarak lamel ile
kapatildi.Boyanan ovaryum kesitleri Nikon Optik Hot 1s1k mikroskobu ve DS L3 goriintii
analiz sisteminde, DS F2 Nikon Kamera (Nikon, Tokyo, Japan) ile incelenerek fotograflar
alindi. Ayrica her bir sigana ait ti¢ farkli ovaryum kesitinde tiim kesit alaninda primordial

sonrast asamalardaki ovaryum folikiilleri ve korpus luteum yapilar1 sayildi.

3.3. Transmisyon Elektron Mikroskopi
Sicanlarin ovaryumlarindan alinan yaklasik 1 mm? hacmindeki doku drnekleri ilk

olarak %2,5’luk gluteraldehit (Glutardialdehyde solution 25% for electron microscopy
250 ml, MERCK, Germany) ve ikincil olarak da %21 Osmium tetraoksit (Osmium (VII1)
oxide for microscopy 500 mg, MERCK, Germany) (OsOa ) ile tespit edildi. Aseton ile
dehidratasyonu takiben araldit (CY212, TAAB, E006, England) i¢ine gomiildii.

Elektron mikroskobik takip basamaklarinda kullanilan soliisyonlar:
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3.3.1. % 2,5 Gluteraldehit Soliisyonu

0,2 M fosfat tamponu 50 ml
%25 Gluteraldehit 12 mi
Distile su 38 ml

3.3.2. % 1 Osmium Tetroksit soliisyonu
5 ml %4’lik Osmium tetraoksit soliisyonu 151k almamasi i¢in kahverengi cam

sisede kirilir. Uzerine 5ml distile su ve 0.2 M fosfat tamponu eklenir.

3.3.3. Fosfat tamponu

Na2HPO4(0.2 M) 38 ml (0,2 M Na2HPOusigin: 3,56 g NaHPO4 100
ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii.)

NaH2P04(0.2 M)12 ml (0,2 M NaH2POuigin: 3,56 g NaH2PO4 100 ml deiyonize
su i¢inde ¢oziildii.)

Deiyonize Su 50 ml

3.3.4. Araldit

DDSA 20 ml

Araldit CY212 20 ml
BDMA 1 ml

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra asagidaki EM takip prosediirii uygulandi:

1. Gluteraldehit 2 saat (+40C)
2. Fosfat tampon 0.1 M 15 dk x 4 defa
3. Osmium tetroksit 1,5 saat (+40C)
4. Fosfat tampon 0.1 M 15 dk x 4 defa
5. Aseton % 30 2 dk

6. Aseton % 50 20 dk

7. Aseton % 70 20 dk

8. Aseton % 90 20 dk x 2 defa
9. Aseton % 100 20 dk x 2 defa

10. Propilenoksit % 100 20 dk x 2 defa
11. Araldit 1 gece (rotatorda)
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Jelatin kapsiillerde araldit igine gobmme islemini takiben, 45 ° C etiivde 4 saat, 60 °

C etlivde 24 saat polimerizasyon uygulandi.
Jelatin kapsiiller icinde hazirlanan araldit bloklar trimer (Leica EM trim) cihazinda
trimlendikten sonra ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile 80 nm kalinliginda ovaryum
kesitleri bakir gridler iizerine alindi. Kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile

kontrastlandiktan sonra Zeiss Libra 120 TEM ile incelenerek fotograflar alindu.

3.3.5. Uranil Asetat Boyasi

80 ml Metil Alkol

2 g Uranil Asetat

20 ml Distile Su

Gridler bu karisimda 10 dakika boyandi.

3.3.6. Kursun Sitrat Boyasi

0,266 g kursun sitrat

0,352 g trisotyum sitrat

1,6 ml (1 M) sodyum h,droksit

8,4 ml distile su

Gridler bu karisimda 5 dakika boyandi.

3.4. Biyokimya Yontemi

3.4.1. OvaryumDokularimin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Deneylerin yapilacagi giin derin dondurucudan c¢ikarilan ovaryum dokular1 (+4
°C) bekletilerk buzlarinin ¢oziilmesi saglandive sonrasinda tartilarak her bir 6rnegin yas
doku agirligr kayit edildi. Homojenizasyon oncesi doku ornekleri, i¢i buz dolu tasima
kaplarina yerlestirilmis cam tiiplere aktarilarak soguklugu muhafaza edildi. Daha once
ikiye ayrilmig olan dokularin bir boliimiiniin {izerine soguk 2 ml Tris-HCI tamponu (pH
7,4, 0.2 mM) eklenerek homojenizatorde 16000 devir/dakika hizda 2 dakika siireyle
homojenize edildi. Homojenat {izerine 1 ml daha tampon ilave edildi ve 1 dakika siireyle
tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat vortekslendikten
sonra eppendorf tiiplere aktarildi ve bu homojenatlarda MDA ve protein tayinleri yapildi.
Homojenatlarin bir boliimii, 1 saat silireyle 2200xg’de +6 °C sogutmali santrifiijde
santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlar TAS, TOS, SOD, GSH

ve protein tayinlerinde kullanildi.
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3.4.2. Ovaryum dokusunda yapilan analizler

3.4.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu (0,3 mmol/L ksantin, 0,6 mmol/L.
Na,EDTA, 150 umol/L NBT, 400 mmol/L NaCOg, 1 g/L sigir serum albiimini (BSA),
ksantin oksidaz (X0:167 u/L), 2M (NH.)2S0a, 0,8 mmol/L CuClo.

Deneyin prensibi: Siiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve arkadaslar1 tarafindan
tamimlanan, (128) NBT indirgeme yontemiyle galisildi. Bu metotta, ksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli formazon
olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi
ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak
acik renk olugmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Bir SOD fnitesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

SOD aktivitesinin hesaplanmas:

% Inhibisyon= (Ax-An)/Akx100

Ax: Kor absorbansi

An: Numune absorbansi

%50’lik inhibisyona 1 u denildigi i¢in

Aktivite (u/ml)= ((% inhibisyon/50) x (1/0.1))ml

Spesifik aktivite (u/mg protein)= (u/ml/mg/ml protein). Sonuglar, U/mg protein
olarak ifade edildi.

Deneyin yapihis

Daha 6nce elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi iginde vortekslenip 1 saat siireyle 2200xg’de

sogutmal santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan SOD enzim aktivite

tayini yapildi.
Kor Numune
Substrat soliisyonu 2.85 ml 2.85 ml
Kloroform-Etanol Extrakti - 0.100 ml
Bidistile su 0.100 ml -
X0 (167 U/) 0.050 ml 0.050 ml

25 C°’de 20 dakika inkiibasyon siiresi baslatildu.
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CuCl3 1ml 1ml

Distile suya kars1 kérden baslanarak numuneler 560 nm’de okundu.

3.4.2.2. Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbitiirik asit (TBA) c¢ozeltisi, %10
triklorasetikasit (TCA) ¢ozeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3- tetrametoksipropan (standart).

Prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢aligildi. (129). En ¢ok
kullanilan lipit peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
90-95 C° de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli
kromojen meydana getirir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan

numunelerin absorbanslar1 532 nm de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapihisi
NUMUNE KOR
Homojenat 0.5ml -
TCA %10 2.5 ml 2.5 ml
Deiyonize su - 0.5ml

90 C° 15 dakika bekletildikten sonra 3000xg ‘de 10 dakika santrifiij

Siipernatant 2mi 2ml
TBA %675 1ml 1ml

90 C° 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore kars1 532 nm ‘de okunur.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle ayni sartlarda ¢alisils1 ve elde edilen sonuglar ile
standart grafigi c¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak

MDA miktar1 yas gram doku basina nanomol olarak hesaplandi.

3.4.2.3. Ovaryum Doku Siipernetantindan TAS -TOS ve OSI Analizi

TAS (toplam antioksidan durum) 6l¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimh
immino plate reader ve TAS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit ile asidik bir ortamda (asetat buffer 30 mmol/L; pH 3.6) sadece
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hidrojen peroksidi kullanarak rediikte ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate)) molekiilii, ABTS " okside forma doniisiir. Asetat buffer soliisyonundaki
konsantre (koyu yesil) ABTS' " molekiilleri uzun bir siire daha kararli kalir. Yiiksek pH
daha yogun bir asetat buffer (asetat buffer 0,4 mol/L; pH 5,8) ile diliie edildigi zaman,
rengi yavas yavas kendiliginden daha agik hale doniisiir. Analiz yapilan 6rnekteki mevcut
antioksidanlar konsantrasyonlariyla orantili olarak bu renkteki azalmay: bir dereceye
kadar arttirir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve renkteki agilma orani
ornekteki toplam antioksidan kapasitesi ile (TAC) orantilidir. Mikroplate reader da 660
nm de okunan absorbans degisimindeki deney sonuglari TAC o6lgiim testleri igin
kullanilan standart antioksidan ve bir vitamin E anologu olan trolox soliisyonunuyla
kalibre edilir. sonuglarmmol Trolox Equivalent /M biriminde ifade edilir (130).

TOS (toplam oksidan durum) ol¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimh
immino plate reader ve TOS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit ile 6rnek mevcut oksidanlar ferr6z iyon-o-dianisidine kompleksi
ferrik iyona oksitler. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon mediumunda bulunan gliserol
molekiiller tarafindan gergeklestirilir. asidik ortamda ferrik iyonlar xylenol orange ile
renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak Olgiilebilen, renk yogunlugu
ornekteki toplam oksidan molekiil miktari ile orantilidir. Deney, hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuglar, litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden
(umol H202 equivalent/L) ifade edilir.(131)

Oksidatif stres indeksi (OSI) oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi
olup, hesaplanmasi formiildeki gibidir. Total Antioxidant Status ve Total Oxidant Status

Kitlerini kullanarak OSI hesaplanabilmektedir.

TOS, umol H202 equivalent/L

OSl= ,
TAS, pmolTrolox Equivalent/L

3.4.2.4. Doku Homojenat ve Siipernatant Ekstraktlarinda Protein Tayini

Kullanilan reaktifler: A reaktifi: 20 mmol CuSOs, 34 mmol NasSitrat, B reaktifi:
0.19 mmol Na2COs, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifleri kullanildi

Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi. (132). Bu
yontemde, alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat
reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk olusur. Burada
rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin reaktifinin

ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir: Bu reaktif sadece asit ortamda
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dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10°da olusmaktadir. Bu yiizden folin
reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu
uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi parcalanmadan Once
rediiklenme olay1 gergeklesir.

Deneyin yapilisi: Standart grafigi ¢izmek icin konsantrasyonu bilinen sigir serum
alblimininden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi. “OD-mg/ml protein konsantrasyonu”
grafigi cizilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve numuneler kore karsi

700 nm’de okundu.

Numune Kor
Numune 10 pl -
Deiyonize su 490 ul 500 pl
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5 ml 2.5 ml
Karistirilir, 5-10 dakika beklenir.
D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25 ml 0.25 ml

30 dakika oda 1s1sinda bekletilir ve 700 nm’de kore karst OD okunur.
Hesaplama: Protein (mg/ml) = (Ks/Ast) X An

Kst: Standardin konsantrasyonu

Agt: Standardin absorpsiyonu

An: Numunenin absorpsiyonu
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4. BULGULAR

4.1. TCDD’nin Sican Viicut Agirhklarma Etkisi

Deney baslangicindan itibaren her hafta tiim hayvanlar diizenli olarak tartilip,

tim gruplardaki siganlarin agirhik degisimleri kaydedilmistir (Tablo 4.1). Agirlik

Olctimlerine gore, kontrol, yag, mel, ve alkol gruplarinda 15. haftaya kadar diizenli

agirhik artist gozlenirken, dioksint+yag ve dioksintmel gruplarinda 10. haftadan

itibaren sabitlenme ve sonrasinda siganlarin agirliklarinda azalma gozlenmistir (Sekil

4.1). Gruplar aras1 haftalik agirlik artis1 istatiksel olarak incelendiginde, tiim gruplar

arasinda yiiksek oranda korrelasyon izlenmektedir. Bununla birlikte, TCDD ve TCDD

+mel gruplarinin diger gruplarla olan korelasyon katsayisi, son bes haftadaki agirlik

azalisina bagli olarak diismektedir (Tablo 4.2). Her bir grupta, deney baslangig ve bitis

agirlart arasindaki agirlik farklarina bakildiginda, kontrol, yag, mel, ve alkol

gruplarindaki artisin, TCDD ve TCDD + melgruplarindan onemli dlclide ytliksek

oldugu saptanmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.2).

Tablo 4.1: Gruplar ici haftahik hayvan agirhklari ortalamalari

Hafta Kontrol (g) | Yag(g) | TCDD (g) | Alkol (g) | Mel (g) | TCDD + Mel (g)
1. Hafta 151,1 159,8 169,8 147,6 148,9 161,7
2. Hafta 159,1 168,2 173,7 154,3 153,7 162,2
3. Hafta 168,1 179,5 181,3 164,7 160 168,5
4. Hafta 170,4 181,4 180,9 168,4 165,8 170
5. Hafta 165,5 184,7 184,3 165,7 166,6 169,4
6. Hafta 176,4 187,9 185,5 170,8 169,7 172,2
7. Hafta 177,4 184,2 184,6 173,6 170,7 169,7
8. Hafta 179,9 192,5 187,9 178,1 177,5 179,5
9. Hafta 180,8 191,1 186,6 182,1 181,3 184,2
10. Hafta 187 195 188,7 182,5 185,2 186,2
11. Hafta 189,1 197,3 187,2 182,7 186,2 185,5
12. Hafta 190,3 197,6 188,2 182,8 187,4 185,1
13. Hafta 190 198,5 188 182,1 188,3 183,7
14. Hafta 190,5 199,7 187,9 182,3 189,5 182,5
15. Hafta 191,1 201,8 187,5 182,5 191,1 181,3
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Sekil 4.1: Haftalik ortalama sican agirhklar: degisimi

205
195 Kontrol
=
)
— —I—Ya"
£’ 185 g
=
= ~=s—TCDD
< 175
g === Alkol
e
S 165 —¥=Mel
155 o=—TCDD +
Mel
145 T T T T T T T T T T 1
1. 2. 3. 4 5 6 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15.
Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta
Tarih
Tablo 4.2: Haftalik agirhik degisiminin gruplar arasi korrelasyonu
Correlations
TCDD +
Kontrol Yag TCDD Allzol Mel el
Kontrel Comelation 1.000 064** BaT7* 923** 0g6* 214*
Coefficient (1)
P 000 000 000 000 000
N 135 15 15 15 5 135
Yag Cormrelation . . .- . .
Cocfhicient (1) 564 1.000 867 B84 086 793
R 000 000 000 000 000
N 15 15 15 15 5 15
TCDD Comelation 847" 867" 1,000 868" 834°" 2697
Coefficient (1)
= p 000 000 000 000 000
e N 15 15 15 15 15 15
E Alkol Cnnelat_mn 923* 884** 268° 1.000 903 932**
2 Coefficient (1)
e P 000 000 000 000 000
N 15 15 13 15 5 15
Iiel Cormrelation . . . . .
Coefficient (r) D6 086 854 503 1.000 804
P 000 000 000 000 000
N 135 15 15 15 5 135
TCDD + Cormrelation . . . . -
M Cocfhicient (1) B14 ,793 869 032 804 1,000
R 000 000 000 000 000
N 15 15 15 15 15 15
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Tablo 4.3: Deney baslangig ile deney sonu agirhik karsilastirmasi

Gruplar 1. Hafta Agirhk | 15. Hafta Agirhk | Ortalama Agirhk
Ortalamasi (g) | Ortalamasi (g) Artiglarn (g)
Kontrol 151,1 191,1 40
Yag 159,8 201,8 51
TCDD 169,8 187,5 17,7
Alkol 147,6 182,5 34,9
Mel 148,9 191,1 42,2
TCDD + Mel 161,7 181,3 19,6

Sekil 4.2: Sican agirhiklari artis miktarlarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Ortalama Hayvan Agirhiklar1 Artis Miktar:

0

Kontrol TCDD Alkol TCDD + Mel
Grup

S
[

IS
o

w
w

w
o

N N
o un

Artis Miktari (gr)

=
o wn

4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol grubundaki sigan ovaryumlarinin 1gik mikroskobik incelenmesinde
ovaryum dokusunun c¢ok sayida korpus luteum ve farkli gelisim evrelerinde ovaryum
folikiilleri icerdigi goriildii. Bu yapilar nedeniyle ovaryum konturlar1 oldukg¢a girintili
cikintili goriinmekteydi. Ovaryum kesitlerinde korteks medulla bolgeleri genellikle ayirt
edilmekle birlikte korteks alanlart medulla alanlarina goére ¢ok daha genis yer
tutmaktaydi. Ovayum yiizeyi genellikle tek katli kiibik sekilli germinatif epitel ile doseli
olarak izlendi. Yer yer germinatif epitelin dokillmiis oldugu alanlara de rastlandi.
Ovaryum korteks dokusunun biiyilk kismimi korpus Iluteum ve degisik gelisim
asamalarindaki ovaryum folikiilleri iggal etmisti, ancak bu yapilar arasinda kalan

alanlarin yogun sekilde primordial folikiiller i¢erdigi goriildii. Ovaryum parankimi i¢inde
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izlenen farkli gelisim asamalarindaki folikiillerde granuloza hiicreleri, teka yapilar
normal histolojik yapida degerlendirildi. Folikiiller i¢inde izlenen antrumlar agik, hafif
eozinofilik boyanmus, partikiiler yap1 icermeyen alanlar seklinde goriildii. Korpusluteum
yapilar1 parankima i¢inde medullar bolgeye ve ovaryum yiizeyine dogru ¢ikint1 yapmis,
genis oval, sinirlar1 belirgin olarak izlendi (Sekil4.3, 4). Korpus luteum yapist i¢inde
granuloza lutein hiicreleri iri, poligonal sekilli, 6kromatik, iri hiicreler olarak izlenidi.
Teka lutein hiicreleri ise, 0zellikle korpus luteumun periferinde ve yer yer de granuloza
lutein hiicrelerinin arasinda, daha heterokromatik, daha kiiciik ve diizensiz sekilli hiicreler
seklinde goriildii. Korpus luteum yapisi iginde hiicreler arasinda ¢ok sayida kapiller yapisi
mevcuttu (Sekil4.5).

Transmission elektron mikroskobik incelemede korpus luteum hiicrelerinden
granuloza lutein hiicrelerinin sitoplazmasinnda ¢ok sayida, diisiikk elektron yogunluga
sahip vakuoller icermekteydi. Nukleus oval sekilli ve 6kromatik yapida izlendi (Sekil4.6,
7). Teka lutein hiicreleri genellikle yassi-mekik sekilli, granuloza lutein hiicrelere gore
daha heterokromatik nukleuslu hiicreler seklinde goriildii (Sekil4.6). Korpus luteum
periferinde izlenen teka hiicreleri yass1 mekik sekilli, heterokromatik nukleus yapisina
sahipti (Sekil4.7). Her ii¢ hiicre grubu da sitoplazmik yogunluk ve organel igerigi
acisindan hormal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.

Kontrol grubunda granuloza hiicreleri genellikle poligonal sekilli, orta derecede
okromatik nukleuslu hiicrelerdi. Yer yer bazi hiicrelerin sitoplazmasinda kii¢iik vakuoller
ve lizozomal yapilar goriildii. Bu hiicrelerde ultrastriiktiirel olarak normal goriiniimde
degerlendirildi (Sekil4.8).

Ovaryum stroma dokusu i¢inde ve damar duvarlarinda mekik seklinde diiz kas
hiicreleri tespit edildi. Diiz kas hiicreleri sitoplasmasinda diizenli, yogun miyofibril
demetleri dikkati c¢ekti. Nukleuslar genellikle diizgiin konturlu, yassi sekilli ve
heterokromatik o6zellikte goriiliip, normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi
(Sekil4.9).

Kontrol grubundaki ovaryum doku kesitlerindeki kan damarlar1 kesitlerinde
endotel ve diger damar duvarina ait hiicre yapilar normal ultrastriiktiirel yapida gézlendi.
Damar limenlerinde yer yer eritrositler mevcuttu (Sekil4.10).

Ovaryum dokusu stromal hiicreleri orta derecede elektron yogunluga sahip olup,
oval-elipsoid sekilli nukleuslara sahipti. Sitoplazma yogunlugu ve organel ultrastriiktiirii
normal yapida saptandi. Hiicrelerin periferinde diizenli kollajen lif demetleri sapatndi

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.3: Kontrol Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta yildiz). (HE),
Olgii cetveli = 1000pm

Sekil 4.4: Kontrol: Over fo.l.ikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta yildiz),
germinatif epitel (0k). (HE), Olgii cetveli = 100pm
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Sekil 4.5: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (HE), Olgii cetveli =
100pm

Sekil 4.6: (TEM), Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok).Ol¢ii
cetveli =2pm
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Sekil 4.8: Granuloza hiicresi (y1ldiz), sekonder lizozozm (ok). (TEM), Olgii cetveli = 2um

38



- .&ﬁ\.‘a K,
P - ) Vg
YR =

? e S T R B A -'.\ 3 7% R b b ‘)l‘("

Sekil 4.10: Endotel hiicresi (bes nokta yildiz), eritrosit (dort nokta yildiz). (TEM), Olcii
cetveli =2pm
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Sekil 4.11: Stromal hiicre (yildiz). (TEM), Ol¢ii cetveli = 2pm

Yag grubundaki sican ovaryumlarinin 11k mikroskobik incelenmesinde kontrol
grubu ile benzer sekilde kesitlerde ¢ok sayida korpus luteum ve farkli gelisim evrelerinde
ovaryum folikiilleri saptandi. Ovaryum konturlari oldukg¢a girintili ¢ikintili oldugu
goriildii. Ovaryum kesitlerinde korteks bolgesinin medulla bolgesine oranla ¢ok daha
genis oldugu saptandi (Sekil 4.12). Ovayum yiizeyinin tek katl kiibik sekilli germinatif
epitel ile doseli oldugu ancak epitelde yer yer dokiilmeler tespit edildi(Sekil 4.13).
Ovaryum Korteks alanlari igerisinde korpus luteumyapilari, farkli gelisim agamalarindaki
ovaryum folikiilleri, primordial folikiil gruplar1 ve kan damarlar1 gézlendi. Ovaryum
folikdiilleri granuloza hiicreleri, antrum yapilar1 ve ¢evre teka yapilari normal histolojik
yapida degerlendirildi. (Sekil 4.12, 13). Korpus luteum yapisi kontrol grubu ile benzer
sekilde nornal yapida izlenidi (Sekil4.14).

Transmission elektron mikroskobik incelemede korpus luteumun granuloza lutein
hiicreleri oval sekilli ve 6kromatik nukleusa sahipti. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida, diisiik
elektron yogunluga sahip vakuoller mevcuttu (Sekili 15). Teka lutein hiicreleri, granuloza
lutein hiicreleri arsinda, yassi-mekik sekilli, heterokromatik nukleuslu hiicreler seklinde
goriildii (Sekild.15, 16). Her iki hiicre grubu da sitoplazmik yogunluk ve organel igerigi

acisindan hormal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.
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Yag grubuna ait ovaryum kesitlerinde gozlenen granuloza hiicreleri poligonal
sekilli, orta derecede 6kromatik nukleuslu hiicrelerdi. Bazi granuloza hiicreleri arasindaki
interselliiler alanlardaminimal diizeyde dilatasyon saptandi. Granuloza hiicreleri genel
olarak normal ultrastriitiirel yapiya sahipti (Sekil 4.17).

Ovaryum stromal doku ve kan damarlar1 duvarlarindaki diiz kas hiicreleri (Sekil
4.18), ovaryum stromal hiicreleri (Sekil 4.19) ve damar endotel hiicreleri (Sekil 4.20)

kontrol grubu ile benzer sekilde normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.

Sekil 4...12: Yag grubu; Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta yildiz).
(HE), Olgii cetveli =1000pm
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Sekil 4.13: Yag: Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta yildiz),
germinatif epitel (0k). (HE), Olcii cetveli = 100pum

Sekil 4.14: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (HE), Ol¢ii cetveli
=100pm
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Sekil 4.16: Granuloza lutein hiicre (yildiz). (TEM), Olgii cetveli = 2um
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Sekil 4.18: Diiz kas hiicresi (yildiz). (TEM), Ol¢ii cetveli = 2pm
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Sekil 4.20: Kapiller endotel hiicresi (bes nokta yildiz), eritrosit (dért nokta yildiz).(TEM),
Olgii cetveli =2pm
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TCDD grubundaki sicanlarin  ovaryum kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde primordial folikiil sonras1 gelisim asamalarindaki ovaryum folikiillerinin
kontrol, yag ve melatonin gruplarindakine gére daha az oldugu oldugu dikkati ¢ekti (Sekil
421,63 ). Ovaryum germinatif epitelinin bazi alanlarda dokiilmiis oldugu, ancak
izlenebildigi alanlarin biiyiik kisminda yassilagsmis oldugu tespit edildi. Korpus luteum
hiicrelerinde diffiiz ve belirgin diizeyde heterokromazi ve piknozis gozlendi (Sekil 4.22,
23). Birg¢ok korpus luteum yapisinda heterokromazi artisi ve piknozise bagli olarak hiicre
tipleri ayirt edilemedi. Bazi korpus luteum yapilar1 i¢inde inflamatuvar infilrasyon
odaklar1 ve 6dem saptandi (Sekil 4.24, 25). Yer yer korpus luteum hiicrelerinde
heterokromazi, piknotik nukleus yapisi ile birlikte vakuoler dejenerasyon gozlendi (Sekil
4.26).

Dioksin grubundaki siganlarin ovaryum Kkesitlerinin transmission electron
mikroskobik incelenmesinde, granuloza hiicrelerinde dejenerasyon ve granuloza
hiicreleri arasinda ¢ok sayida apoptotik cisimcikler tespit edildi (Sekil 4.27, 28). Ayrica
granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda yaygin olarak otofagozomlar saptandi (Sekil
4.29). Baz1 kesitlerde granuloza hiicre nekrozu ve granuloza hiicreleri arasinda
eritrositlere rastlandi (Sekil 4.30).

Korpus luteum hiicrelerinde yaygin olarak piknotik nukleus, kromatin
yogunlagsmasi, nukleus sinirlarinda diizensizlesme ve perinukleer alanda dilatasyon
goriildii. Teka hiicrelerinde genis hidropik vakuoller saptand1 (Sekil4.31). Ayrica korpus
luteum hiicrelerinde otofagozomlar ve lizozomal artis tespit edildi. Yer yer korpus luteum
hiicreleri arasinda eozinofiller tespit edildi (Sekil 4.32).

Ovaryum stromal hiicrelerinde piknotik nukleus ve nukleus smirlarinda
ondulasyon izlendi. Stromal iicreler arasinda genis ve diizensiz sinirl hidropik vakuoller
mevcuttu (Sekil 4.33). Ovaryum stromal diiz kas hiicrelerinde ileri derecede piknotik
nukleuslar, nukleus sinirlarinda diizensizlik, periferik kromatin yogunlasmasi ve ve

myofibril organizasyonunda bozulma izlendi (Sekil 4.34).
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1000pm

i

(yildiz). (HE), Olgii cetvel

i

kiiller

Sekil 4.21: TCDD grubu; Over foli

Sekil 4.22: TCDD grubu over parankimi (yildiz). (HE), Olg¢ii cetveli = 100pm
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Sekil 4.23: Over folikiilii granuloza hiicreleri. (HE), Olgii cetveli = 100um

Sekil 4.24: Granuloza lutein hiicre (ok), inflamatuvar infiltrasyon (yildiz). (HE), Olcii cetveli
=100pm
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Sekil 4.25: Ovaryum parankiminde diffiiz inflamatuvar infiltrasyon ve parankimal hiicre
dejenerasyonu (yildiz). (HE), Olgii cetveli = 100pm

Sekil 4.26: Korpus luteum granuloza lutein hiicrelerde piknozis ve kromatolizis (ok),
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu. (HE), Olgii cetveli = 100pm
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Sekil 4.29: Korpus luteumda hiicre sitoplazmasinda biiyiik otofagozom (siyah ok), hiicre
nukleus sinirinda diizensizlik (ok basi) ve piknotik nukleus (ok). (TEM), Olgii cetveli = 2pm

Sekil 4.30: Granuloza hiicrelerinde nekroz (0k), eritroit (ok basi). (T), Olcii cétveli =2pm
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Sekil 4.31: Granuloza lutein hiicrelerde piknotik, diizensiz sinirh nukleus ve perinuklear
alanda dilatasyon (ok). (TEM), Olgii cetveli = 2pm

Sekil 4.32: Korpus luteum parankimal hiicreleri arasinda eozinofil (siyah ok), piknotik
nukleus (beyaz ok). (TEM), Olgii cetveli = 2pum
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Sekil 4.33: Stromal hiicrelerde piknotik ve diizensiz sinirh nukleus (ok), vakuolizasyon (ok
basi). (TEM), Olgii cetveli =2pm

Sekil 4.34: Diiz kas hiicre nukleus sinirlarinda diizensizlik, periferal kromatin yogunlasmasi
(ok). (TEM), Olgii cetveli =2pm
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Alkol grubuna ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskobik incelenmesinde,
ovaryum germinatif epitelinin kontrol, yag ve melatonin gruplarindakine benzer sekilde
normal yapida olup over dis yiizeyini ortiiyordu. Ovaryum korteks bdlgesinde korpus
luteum yapilar1 ve farkli gelisim asamalarinda over folikiilleri ile bunlarin disindaki
alanlarda primordial folikiil gruplar1 normal histolojik goriinlimde izlendi. Medulla
bolgesi stromal doku icerisinde yerlesik ¢cok sayida vaskiiler yapi ile karakterize olup
normal histolojik yapida goriildi (Sekil 4.35, 36). Korpus luteum yapilarinda granuloza
lutein ve teka lutein hiicreleri normal yap1 ve dagilimda izlendi (Sekil 4.37).Bu gruba ait
ovaryum kesitleri izlenen kontrol, yag ve melatonin gruplart ile benzer sekilde normal
histolojik goriiniimdeydi.

Alkol grubuna ait ovaryum Kkesitlerinin transmission elektron mikroskobik
incelemesinde teka kilifi hiicreleri, teka lutein (Sekil 4.38),granuloza lutein (Sekil 4.39)
ve granuloza hiicreleri (Sekil 4.40) kontrol, yag ve melatonin gruplarinda oldugu gibi
normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.

Ovaryum dokusuna ait kan damarlar1 endotel hiicreleri (Sekil 4.41), diiz kas
hiicreleri (Sekil 4.42), ovaryum stromal hiicreleri (Sekil 4.43) kontrol, yag ve melatonin
gruplarindaki ultrastriiktiirel goriiniim ile benzer olup, normal ultrastriiktiirel yapida

degerlendirildi.

Sekil 4.35: Alkol grubu; Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta yildiz).
(HE), Olgii cetveli = 1000pm
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Sekil 4.36: Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dért nokta yildiz), germinatif
epitel (0k). (HE), Ol¢ii cetveli = 100pm

Sekil 4.37: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (HE), Ol¢ii cetveli
=100pm
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Sekil 4.39: Granuloza lutein hiicre (bes nokta yildiz), teka lutein hiicre (dort nokta yildiz)
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Sekil 4.41: Endotel hiicresi (bes nokta yildiz), eritrosit (dort nokta yildiz). (TEM), Olcii
cetveli =2um
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Sekil 4.43: Stromal hiicre (yildiz). (TEM), Ol¢ii cetveli = 2pm
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Melatonin grubuna ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskobik incelenmesinde,
ovaryum yiizeyinin germinatif epitel ile Ortiilii oldugu goriildii. Ovaryum kesitlerinde
korteks ve medulla bolgeleri agikca ayirt edilebiliyordu. Korteks iginde farkli gelisim
asamalarinda over folikiilleri, korpus luteum yapilari ile kan damarlar1 ve primordial
folikiil gruplar1 izlendi. Medulla bolgesi kan damarlar1 ve g¢evre stromal dokudan
olusmaktaydi (Sekil 4.44, 45). Korpus luteum yapilari i¢inde granuloza lutein ve teka
lutein hiicreleri normal yap1 ve dagilimda goriildii (Sekil 4.46). Isik mikroskobik diizeyde
ovaryum kesitlerinde izlenen yapilarin kontrol ve yag gruplari ile benzer sekilde normal
histolojik yapida oldugu goriildii.

Transmission elektron mikroskobik incelemede korpus luteumteka lutein hiicreleri
(Sekil 4.47, 48) granuloza lutein hiicreleri (Sekil 4.47, 48, 49) ve teka hiicreleri (Sekil
4.48) granuloza hiicreleri (Sekil 4.50), kontrol ve yag gruplarindakine benzer sekilde
normal ultrastriiktiirel yapida goriildii.

Kan damarlari endotel hiicreleri (Sekil 4.49), diiz kas hiicreleri (Sekil 4.51)
ovaryum stromal hiicreleri (Sekil 4.52) kontrol grubu ile benzer sekilde normal

ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.

Sekil 4.44: Melatonin grubu; Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dért nokta
yildiz). (HE), Olgii cetveli = 1000pm
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Sekil 4.46: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (HE), Ol¢ii cetveli
=100pm
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Sekil 4.47: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (TEM), Olgii
cetveli =2pum

Sekil 4.48: Granuloza lutein hiicresi (bes nokta yildiz), teka hiicresi (dort nokta yildiz).
(TEM), Olgii cetveli = 2pum
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Sekil 4.52: Stromal hiicre (yildiz). (TEM), Ol¢ii cetveli = 2um
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TCDD + Mel grubuna ait ovaryum dokularinin 151k mikroskobik incelenmesinde
dioksin grundaki ovaryumlarda goriilen hasar ve dejenerasyon bulgularina rastlanmadi.
Ovaryum yiizeyinde tek kath, kiibik sekilli germinatif epitel izlendi. Ovaryum
parankiminin biiyiikk oranda kontrol, yag, melatonin ve alkol gruplarindakine benzer
sekilde farkli gelisim asamalarindaki over folikiilleri ve korpus luteum yapilari icerdigi
goriildii. Bu yapilar arasinda kalan korteks bolgelerinde primordial folikiil gruplar
izlendi. Ovaryum folikiillerinde granuloza hiicreleri genel olarak normal histolojik
goriiniimde olmakla birlikte yer yer minimal diizeyde heterokromatik nukleus yapisi
izlendi. Ayrica baz1 folikiillerde granuloza hiicreleri arasinda minimal diizeyde
interseliiler alanlarda dilatasyon mevcuttu (Sekil 4.53, 54, 55). Korpus luteumun
granuloza lutein hiicreleri iri, 6kromatik nukleuslu, acik renk sitoplazmali olup normal
yapida degerlendirildi. Bu hiicreler arasinda teka lutein hiicreleri de normal yapida izlendi
(Sekil 4.56). Ovaryum medulla bolgesinde stromal bag dokusu iginde ¢ok sayida kan
damarlar1 olagan yapisinda goriildii.

Transmission elektron mikroskobik incelemede korpus luteumun granuloza lutein
hiicreleri, diisiik elektron yogunluga sahip sitoplazmik vakuoller igermekteydi. Nukleus
oval sekilli ve 6kromatik yapida izlendi. Ancak yer yer piknotik nukleuslu korpus luteum
hiicrelerine rastlandi. Ayrica minimal diizeyde perinukleer alanda minimal dilatasyon ve
nukleus konturlarinda ondulasyon izlendi (Sekil 4.57, 58).Korpus luteum teka lutein
hiicreleri kontrol, yag, melatonin ve alkol gruplarindakine benzer olarak yassi-mekik
sekilli, granuloza lutein hiicrelere gore daha heterokromatik nukleuslu hiicreler seklinde
goriildii (Sekil 4.57).

Dioxin + Mel grubunda granuloza hiicreleri genellikle poligonal sekilli, 6kromatik
nukleuslu hiicrelerdi.Granuloza hiicreleri arasinda yer yer mitoz figiirlerine rastlandi.
Garanuloza hiicreleri periferinde teka kilifi iginde kapiller yapilar ve teka hiicreleri
normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi (Sekil 4.59, 60).

Ovaryum kesitlerinde izlenen diiz kas hiicreleri(Sekil 4.61), stromal hiicreler(Sekil

4.62) ve vaskiiler endotel hiicreleri(Sekil 4.63) normal ultrastriiktiirel yapida goriildii.
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Sekil 4.53: TCDD +Mel grubu; Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dort nokta
yildiz). (HE), Olg¢ii cetveli = 1000pum

Sekil 4.54: Korpus luteum (dort nokta yildiz), germinatif epitel (ok). (HE), Olgii cetveli =
100pm
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Sekil 4.55: TCDD + Mel grubu; Over folikiilii (bes nokta yildiz), korpus luteum (dért nokta
yildiz). (HE), Olgii cetveli = 100pum

Sekil 4.56: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicre (beyaz ok). (HE), Olcii cetveli
=100pm
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Sekil 4.57: Granuloza lutein hiicre (siyah ok), teka lutein hiicreleri (beyaz ok). (TEM), Olg¢ii
cetveli =2pum

Sekil 4.5816: Granuloza lutein hiicre (yildiz). (TEM), Olgii cetveli = 2um
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Sekil 4.62: Ovaryum stromal hiicre (yildiz). (TEM), Olgii cetveli = 2um
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Sekil 4.63: Endotel hiicresi (bes nokta yildiz), eritrosit (dort nokta yildiz). (TEM), Ol¢ii

cetveli =2pum

4.4, Ovaryum dokular folikiil ve korpus luteum sayilari

Tablo 4.5: Ovaryum dokular: gruplar arasi ortalama folikiil ve korpus luteum
sayilari

- Korpus
Gruplar Folikiil Lu teFl)Jm
Kontrol 5,9 53
Yag 5,6 5,3
TCDD 2,3 2,1
Alkol 5,8 5,2
Mel 6,0 5,2
TCDD+Mel| 5,1 5,0

Primordiyal folikiil evresi sonrasi folikiil sayisi agisindan, TCDD grubu
kontrol, yag, alkol, mel ve TCDD + mel gruplarina gore p<0,05 anlamlilik diizeyinde
istatistiksel olarakfarklilik gostermektedir (Tablo 4.5, Sekil 4.63).

Korpus luteum sayilar karsilastirildiginda da TCDD grubu kontrol, yag, alkol,
mel ve TCDD + mel gruplarina gére p<0,05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak

farkli bulunmustur.
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Sekil 4.64: Ovaryum dokular: primordiyal evresi sonrasi folikiil ve korpus
luteum sayis1 karsilastirmasi

8,0

7,0

6,0

5,0

H Folikdl

4,0
B Korpus Luteum
3,0

2,0

Ortalama folikiil ve korpus lutem sayilari

{[RII

TCDD Alkol Mel TCDD+Mel
Gruplar

Kontrol

Sekil 4.64: Gruplar arasi primordiyal evresi sonrasi folikill ve korpus luteum sayisi
karsilastirmasi.

4.5. Biyokimyasalbulgular ve istatiksel analiz

Tablo 4.6: istatistiksel Analiz

Grup SOD GSH MDA TAS TOS 0sI
1 0.209 1.890G= 1.991GEd 3225 51.010 122500
(0.047-1.023) (0.8-2.93) (1.149-2.987) (2.39-13.02) (27.85.214,05) (6.510-18.270)
2 0156 100509 2,638 4.090 41570 10.143©
(0.077- 0.873) (0.56-1.7) (2.024-6.128) 1.5-7.21) (19.12-252.32) (6.724-14.36)
3 0.181 2883002 3115@ 5.000 58.490 11.774
(0.053- 0.558) (1.524.7) (1.368-7.717) (2.53-11.031) (32.63-111.9) (9.568-15.068)
4 0.187 1.160 2519 7.100 61.355 8.570
(0.015- 0.478) (0.54-5.2) (0.925-4.832) (2.51-14.7) (22.58-130,06) (5.744-12.231)
5 0.208 1160 3.093@ 6.970 68.890 9,681
(0.101- 0.521) (0.39-4.23) (1.228-7.246) (3.8113.8) (34.97-127.83) (8.232-13.203)
6 0.339 1.430 1.781 4.750 59.140 9744
(0.081- 0.808) (0.74-5.6) (0.411-2.987) (1.73-20.02) (16.25-174.42) (8.021-14.177)
P degeri 0.192 0.001 0.003 0.103 0.453 0.031

Tablo 4.6: Grup 1; Kontrol, Grup 2; Yag, Grup 3; TCDD, Grup 4; Alkol, Grup 5; Mel,
Grup 6; TCDD + Mel.

a: 2’e gore farkhidir; b: 3’ ye gore farklidir; c: 4’e gore farklidir; d: 5°e gore farklidir;
e: 6’ya gore farklidir.
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Sekil 4.65: Ovaryum Dokular1 MDA Seviyesi
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Sekil 4.66: Ovaryum Dokular1 SOD Aktiviteleri
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Sekil 4.67: Ovaryum Dokular -5y zeyleri TCDD + Mel
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Sekil 4.68: Ovaryum Dokular1 TAS Degerleri

TAS

18

16

14

12

10

8 -[ B TAS

Kontrol Yag TCDD Alkol Mel TCDD + Mel
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TCDD
Sekil 4.69: Ovaryum Dokulan . Su wvgorleri
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Sekil 4.70: Ovaryum Dokular1 OSI Degerleri
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5. TARTISMA

Son yiiz yilda gelisen sanayi ile birlikte, ¢cevreye salinan ve ekosistemdebiriken
toksik maddelerde yiiksek oranlarda artis gézlenmektedir. Bu toksik maddelerin basinda
da dioksin tiirevleri gelmektedir. Canlilar iizerinde ciddi olumsuz etkileri olan bu
dioksinler igerisinde en fazla toksik etkiye sahip olan TCDD’dir (38,39). TCDD besin
zincirine girerek, insanlar da dahil olmak iizere yeryliziindeki hemen her canliy
etkilemektedir. TCDD’nin insanlar iizerinde bastaimmiin sistemi baskilayici, endokrin
sistemi bozucu, noérotoksik, kanserojenik, teratojenik etkilerinin yani sira tiim doku ve
organlarda hasarlayici etkiye sahip oldugu bilinmektedir (1, 9, 10, 11, 12).

TCDD ve dioksin benzeri toksik maddelerin 6zellikle endokrin sistemi ve
ovaryum steroidogenezini etkileyerek hem erkek hem de disilerde iireme sistemi
organlarinda ciddi hasarlar olusturdugu gosterilmistir. Kadinlarda 6zellikle infertilitenin
yant sira meme ve endometriyum kanserlerine sebep olduklari bilinmektedir (16, 17)

TCDD, hiicre igerisinde AhR reseptorii iizerinden etki gostererek bazi genlerin
ekspresyonunu baskilarken, bazi genlerin ekspresyonunu artirip, hiicrenin normal
fonksiyonlari etkiler. Ayrica hiicrelerde oksidatif strese neden oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir (57). Bunlarin yani sira TCDD’nin serum melatonin diizeyini
de onemli derecede diisiirdiigii tespit edilmistir (18). Memelilerde primer olarak pineal
bezden salgilanan ve hormonal fonksiyon gosteren melatonin tibbi olarak bir¢ok
hasataligin tedavisinde terépatik bir ajan olarak da galisilan, kuvvetli bir antioksidan ve
serbest radikal siipiiriicii bir molekiildiir (81,98).

Calismamizda kronik TCDD maruziyetinin digi sican oavaryum dokusunda
olusturdugu doku ve hiicre hasarina ile oksidatif strese karsi melatoninin koruyucu
etkileri incelenmistir.

Yapilan calismalarda TCDD veya diger dioksin grubu toksinlerin doz ve
maruziyet siiresine bagl olarak canlilarin viicut agirlilarinda 6nemli 6l¢iide azalmaya
neden olduklar1 gosterilmistir (133). Wasting Sendromu olarak tanimlanan bu durumda
kilo kayiplar1 6liime kadar ilerleyebilir ve 6liim aninda yaklasik %50 oraninda agirlik
kayiplar1 s6z konusu olabilir. Ancak bu kilo kayiplarinin ve dliimlerin nedeni olarak
sadece gida ve su alimiin azalmasi degil, ayn1 zamanda sindirim kanalindan gidalarin
emiliminin de bozulmasi ve diger bir¢ok faktoriin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(134).
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Xuelin Li ve ark. iireme evresindeki siganlara tek doz 10 pg/kg TCDD
uygulayarak yaptiklar1 ¢aligmada TCDD uygulanan gruptaki sigcanlarin agirliklar
artisinda kontrol gruplarina gore anlamli derecede azalma oldugunu gostermislerdir
(133). Wolf ve ark. tarafindan yapilan diger bir ¢alismada da, gebelik asamasindaki
hamstirlara tek doz olarak 2 pg/kg TCDD uygulanmis ve gebelik sonrasi yavru
hamstirlarin agirlik degisimleri haftalik olarak Ol¢lilmiistiir. Elde edilen verilere gore,
kontrol gruplarina gére TCDD uygulanan gruplardaki deneklerin agirlik artiglarinin %25-
30 daha az oldugu gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada deneklerin yaslari ilerledikce kontrol
grubu ile TCDD gruplar1 arasindaki agirlik farkinin giderek arttigi gosterilmistir (135).
Audrey M. ve ekibi tarafindan TCDD ve endometriozis iizerine yaptiklar1 ¢alismada, 3
ug/kg, ve 10 pg/kg TCDD uygulanan gruplarda sicanlarin agirliklarinin 2 ila 12 haftalik
agirlik olglimlerine gore, kontrol gruplarma gére TCDD uygulanan gruptaki deneklerin
agirhik artiglarinda istatiksel olarak anlamli derecede azalma kaydetmislerdir. Ayrica
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 10 pg/kg dozunda TCDD uygulanan grupta, 3 pg/kg
dozun