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1. GIRIS

Giliniimiizde dogal dengeyi, insan, bitki ve havan sagligini tehdit eden
sebeplerin basinda ¢evre sorunlar1 gelmektedir. Bilimsel ve teknolojik gelismeler, bir
taraftan cok sayida kimyasal maddenin faydali amaglar i¢cin kullanilmasina olanak
saglarken, diger yandan da bir¢ok problemin ortaya ¢ikmasimna neden olur.
Sanayilesme ve dolayisiyla daha modern bir yasam olusturma amaciyla devam eden
tim calismalar, gerekli Onlemler alinmadigi takdirde c¢evre kirliligine neden
olabilmektedir. Cevre kirliligine sebep olan kimyasal kirleticiler arasinda; cesitli
kaynaklardan ortaya ¢ikabilmeleri agisindan, ¢evre kosullarina dayanikli olmalar1 ve
daima biyolojik sistemlere yonelik genelde zararli etki gostermeleri nedeniyle agir
metaller ayr1 bir 6nem tasimaktadir. Bu metaller kolaylikla besin zincirine girerek
canlilarda artan yogunluklarda birikerek toksik etki olusturmaktadir (1). Agir
metallerin toksisitesi hemen hemen biitiin fizyolojik mekanizmalar tizerine dogrudan
ve dolayli olarak etkilere sahiptir ve toksisitenin patofizyolojisi genel olarak
benzerdir (2). Toksisite olusumunda doz, etkilenme yolu, etkilenme siiresi ve sikligi
onemlidir. Diger taraftan etkilenilen maddenin kimyasal sekli, diger kimyasallarla
etkilesimi, yasam bicimi ve bagisiklik sistemi agir metallerin olusturacag toksisiteyi
degistirebilmektedir (3). Endiistriyel ve ¢evresel kirletici olarak énemi son yillarda

daha da belirginlesen, ¢evredeki en toksik agir metallerden biri kadmiyumdur (4).

Kadmiyum, 1817 yilinda Friedrich STROMEYER tarafindan kesfedilmis
toksik agir bir metaldir (5). Birinci diinya savasi sirasinda kalay metalinin yoklugu
nedeniyle kadmiyum kalaym yerini almis ve besin kaplarinin kaplanmasinda
kullanilmistir (6-8). Ancak asit 6zellikteki besinlere gecen kadmiyumun insan ve
hayvanlarda zehirlenmeye yol agmas1 nedeniyle kullanimi birakilmistir. ikinci diinya
savasinda da ayni birinci diinya savasindaki nedenlerden dolay1 bu kez konserve
kaplarda kalay yerine kadmiyum kullanilmistir. Ancak tekrar zehirlenme olaylarinin
niiksetmesi sebebiyle kullanimi yasaklanmigtir. 1946’da Japonya’da ‘itai itai’
hastaligt adi1 verilen epidemik olaymm kadmiyum =zehirlenmesi ile ilgili oldugu
saptanmigtir (6,9). Bu duruma Japonya’da kursun ve kadmiyum filizlerinin
¢ikarildigi maden ocaklarinin olusturdugu atiklar1 Jinthzu nehrine bosaltmalar1 neden

olmustur. Kadmiyum ve kursun karigan nehri halkin igme ve tarlalarini sulamak igin



kullandigindan bu agir elementler besin zinciriyle halka ulasmis ve bu hastaliga
sebep olmustur. Yillar sonra buradaki halkta siddetli romatizmal agrilarla bu olay
hastalik seklinde kendini gdstermistir (6,7,10). Kadmiyum zehirlenmesinin sebep
oldugu bu epidemik olay bu konuda bir¢ok ¢alisma ve arastirilmalarin yapilmasina

sebep olmustur.

Kadmiyum (Cd) periyodik tablonun 2B grubunda yer alan hava, su ve
toprakta belirli diizeyde bulunan agir metaldir (11, 12). Endiistriyel kullanim1 50-60
y1l dncesine dayanmakta olan kadmiyum, nonkorroziv 6zelligi sebebiyle genellikle
kaplama ve galvanizasyon ile ugak sanayinde, niikleer santrallerde notron
absorblayici olarak, insektisit formiilasyonlarinda, plastik yapiminda stabilizator
olarak, boya ve nikel kadmiyumlu pil sanayisinde yaygmn bir sekilde

kullanilmaktadir. Kursun tiretiminde ise yan {iriin olarak ortaya ¢ikmaktadir (5).

Bunun diginda fosfatli giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde
bulunur ve bunlarin yaygin kullanimindan dolayr biiylik bir kadmiyum kirliligi
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica kadmiyum sigaranin major bilesenlerinden biridir (14).
Kadmiyumun yaygin kullanim alanlarinin ¢ok olmasi ve sigarada da bulunmasi, bu
agir metalin toksik etkilerinin detayli bir sekilde ¢alisiimasina sebep olmustur (13).
Bir paket sigarada yaklagsik olarak 16 pg kadar kadmiyum bulundugu tespit edilmistir
(15).

Kadmiyumun kiimiilatif bir toksin olmasinin ve buna bagli olarak kronik
kadmiyum zehirlenmeleri igin etkili bir tedavinin olmamasinin nedeni asir1 uzun bir
biyolojik yar1 ¢mre sahip olmasidir (16). Kadmiyumun insandaki yarilanma omrii
15-20 yil arasinda degiskenlik gosterir (11). Kadmiyumun viicuttaki emilme orani
viicuda giris yoluna baghdir. Solunumla yaklagik olarak %50 kadmiyum
emilmektedir. Viicuttaki farkli organlara kan yoluyla hizli bir sekilde kadmiyuma
yiiksek derecede baglanma afinitesi gosteren metallotiyonin sayesinde ¢esitli organ
ve dokularda birikir (17). Kadmiyum toksisitesine duyarli ovaryum ve testis gibi
tireme organlariyla embriyolar iizerinde kadmiyum olduk¢a agir hasara neden

olmaktadir (18).



Kadmiyumun ¢ok diisiik ortam derisimleri bile canlilar {izerinde toksik etkiler
meydana getirdiginden, besin zincirinin ¢esitli basamaklarindaki dagilimini

belirlemek biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kadmiyum, Uluslararasi Kanser Arastirma Merkezi tarafindan bir insan
karsinogeni olarak smiflandirilir. Giliglii bir mitojen olmamakla beraber gen
ekspresyonu {iizerindeki etkilerinden dolayr bir promotdr (baslatic1) olarak rol
oynamaktadir. Kadmiyum, bir¢cok mekanizmayla kansere neden olmaktadir.
Bunlardan en dnemlileri; anormal gen ekspresyonu, DNA onaric1 enzimleri inhibe
ederek DNA onarim siirecinin inhibisyonu, oksidatif stresin indiiklenmesi ve E-

kaderin fonksiyon bozuklugudur (17).

Viicuttaki serbest radikal seviyeleri biitiin hiicrelerin biiylime ve gelisimleri
icin Onemlidir. Serbest radikal tiirleri hiicrelerin biitiin hiicre komponentlerini
(lipitler, proteinler, karbonhidratlar,) etkiler. Serbest radikallerin etkilerinden biri, az
doymus yag asitlerinin oksidasyonudur. Ozellikle hidroksil (OH"), peroksil (RO") ve
alkol (ROO") radikalleri az doymus yag asitlerinin oksidasyonunda 6nemli rol oynar.
Serbest radikallerin bu artisina bagh olarak meydana gelen lipitler okside olur ve o

andan itibaren membranlar zarar gérmeye baslarlar (19).

Kadmiyumla olusturulmus bdbrekteki proksimal tiibiil hasarlarinin erken

evrelerinde oksidatif stresin de etkilerinin olduguna inanilmaktadir (20).

Yukarida bahsetmis oldugumuz organlarda (iireme organlari, bobrek)
kadmiyumun bu dokularin membranlarinda farkli yollarla lipid peroksidasyonunu

arttirdig1 rapor edilmistir (19).

Lipid peroksidasyonu uzun siireden beri kadmiyum toksisitesi i¢in primer
mekanizma olarak degerlendirilmektedir. Bu yiizden kadmiyumun olusturdugu
oksidatif strese karsi koruyucu ve tedavi amaciyla antioksidan etkili ajanlarin

verilmesi gerektigi arastirtlmaktadir (21).

Selenyum, selenite, selenate, selenomethionine ve selenocysteine gibi farkli
formlarda bulunur (22). Selenyumun yarilanma Omrii verilen doza gore
degismektedir. Selenyum ayni zamanda thioredoxin reductase’in bir bilesenidir. Bu
enzim DNA sentezinde, oksidatif strese karsi savunmada rol oynayan ve protein

onariminda gerekli olan onemli bir enzimdir (23). Selenyum serbest radikallerin



iiretimini azaltmak ve onlemek i¢in gerekli olan, doymamis yag asitlerinden tiireyen
ve peroksitleri yok ettigi diisiiniilen bir elementtir. Glutatyon peroksidaz enziminin
aktivitesinin saglanmasi i¢in gerekli olan ¢ok 6nemli bir kofaktordiir (24). Bazi
metabolik hastaliklarin ve kanser tiirlerinin 6nlenmesinde rol oynayan selenyumun
biyolojik 6nemi, antioksidan 6zellikteki glutatyon peroksidaz (GSH-PX) enziminin
kofaktorii olmasindan kaynaklanmaktadir. Her alt iinitesinde selenosistein seklinde
bir adet selenyum atomu igeren glutatyon peroksidaz, hiicre igerisinde hidrojen
peroksitin suya indirgenmesinde rol oynar (25). Son yillarda c¢evredeki ve
besinlerdeki seviyelerine bagli olarak insanda bulunmasindan dolayr selenyum ile
ilgili caligmalar artmistir. Bu elementin siroz, kanser, diabet veya kalp damar
rahatsizliklarin1 6nlemek veya tedavi etmek i¢in uygun deger giinlilk alinimin ne
kadar olacagi hakkinda cesitli farkli goriisler vardir. Bir¢ok hayvanda ve
epidemiyolojik calismalardan elde edilen sonuglar birka¢ dejeneratif hastaliga karsi
selenyumun besinsel bir faktor olarak koruyucu etkisinin olabilecegi belirlenmistir
(26). Selenyum bagimli enzimlerin reaktif oksijen radikallerini yikarak oksidatif
hasar1 onleyici etkiye sahip olduguna dair ¢ok sayida ¢aligma vardir. insanlarda
bircok biyolojik fonksiyona sahip olan selenyumun en 6nemli ve bilinen fonksiyonu

antioksidan etkisidir (27).

Melatonin, pineal bezin major hormonudur. Melatonin salgilanma hizim
belirleyen en 6nemli faktor, cevrenin aydinlik veya karanlik olmasidir.Genel olarak,
151k melatonin yapimim azaltir, karanlik ise artirir. Melatonin sentezinde baslangic
maddesi, pineal bez tarafindan plazmadan alinan ve bir indol aminoasit olan
“triptofan” dir.Triptofan esansiyel bir aminoasit olup, besinlerle disaridan alinmasi
gerekir. Triptofan,  pinealositlerde  triptofan  hidroksilaz ~ enzimi ile  5-
hidroksitriptofan’a  hidroksillenir.  5-hidroksitriptofan  aromatik  L-aminoasit
dekarboksilaz ile 5-hidroksitriptamin (serotonin)’e dekarboksillenir. Serotonin, N-
asetiltransferaz (NAT) enzimi ile N-asetil serotonin’e ve bu da, hidroksiindol-0-metil
transferaz etkisi ile melatonin (N-asetil-5 metoksitriptamin)’e doniisiir. Melatonin,
pineal bezde depolanmadan hizli bir sekilde komsu kapiller damarlara geger
(28).Melatonin, MSS'de etkilerini G proteinlerine bagli membran reseptorleri olan
MT1 ve MT2 reseptorleri iizerinden olusturur (29). Melatonin yiiksek diizeyde

lipofilik ve hidrofilik 6zellige sahiptir, viicutta depolanmadan hizla kan ve viicut



stvilarina karigir. Kanda melatoninin % 70’1 albumine bagli olarak bulunur (30).
Organizma, serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarini 6nlemek igin bir
antioksidan savunma sistemi gelistirir. Antioksidan savunma sistemi; serbest
radikaller ve ilgili iirlinlere dolayli yoldan etki eden ‘“antioksidan enzimler” ve
dogrudan etki eden “melatonin gibi diisiik agirlikli molekiillerden” olugmaktadir
(31). Melatoninin yarilanma omrii 30 dakikadir (32). Viicutta, serbest radikaller
(oksidan maddeler) ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge vardir ve bu
dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi durumuna, ‘oksidatif stres’ denir. Pineal
bezden salgilanan ana {iriin olan melatoninin; sirkadiyen ve mevsimsel ritim, retinal

fizyoloji, immiin ve tireme fonksiyonlari tizerinde etkileri vardir (30, 33).

Bu literatiir bilgileri 1s181nda ¢calismamizda, en 6nemli endiistriyel ve ¢evresel
kirletici agir metallerden biri olan kadmiyum gavaj yoluyla ratlara verilmistir.Serbest
radikal stipiiriiciisii olarak dogada 6nemli bir antioksidan olan selenyum ve melatonin
intraperitonal olarak verilmistir. Kadmiyuma bagli olarak disi iireme sistemi
tizerindeki toksik etkilerini antioksidan ajanlar olan selenyum ve melatoninin birlikte
ve ayrt ayri olarak uygulanmasi yoluyla koruyup koruyamayacagini arastirmayi

planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kadmiyumun Apoptotik Etkileri

Cd birgok somatik (CEM-C12 insan T lenfositlerinde, CL-3 insan karsinoma
hiicrelerinde ve insan HelLa hiicrelerinde, fare karacigerinde, sigan akciger
hiicrelerinde ve fibroblast hiicrelerinde, domuz bobrek hiicrelerinde) ve lireme (Sigan
testisinde) hiicrelerinde in vitro ve in vivo olarak apoptoza neden olmustur (34).

Kadmiyum, apoptoza iki ana yol ile gotiirmektedir: 1-Digsal yolak, 2-Igsel yolak.

Sican bobrek epitelyum hiicrelerinde, kadmiyum transkripsiyon faktorii olan
niiklear faktor kapa B (NF-kB; nuclear factor kapa-light-chain-enhancer of activated
B cells) aktivasyonunun baskilanmasi ile apoptoza neden oldugu tespit edilmistir
(12).Sican fibroblast hiicrelerinde ise kadmiyumun, doza ve zamana bagli olarak
kaspaz-3’tin aktivasyonu vasitasiyla apoptoza neden oldugu saptanmustir.
Kadmiyumun toksisitesi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve lipid peroksidasyonuyla

alakalidir (35).
2.2. Kadmiyumun Antiapoptotik Etkisi

Kadmiyumun apoptoza sebep olmasiyla birlikte apoptoz olusumunu
engelledigi de tespit edilmistir. Cd’nin Cin hamster ovaryum hiicrelerinde,
kromiumum neden oldugu apoptozu oOnledigi saptanmistir. Bu caligmada
kadmiyumun engelleyici etkisinin kaspaz 3’1 6nlemesine bagl oldugu agiklanmistir.
Kadmiyum, apoptotik etki gosteren kromiyum ile karsilastiginda apoptozu onledigi
gosterilmistir (36). Ayrica renal mesengial hiicrelerde hem tiimor nekroz faktori alfa
(TNF-a) ile tetiklenen digsal yolagi hem de kampotetkin ile tetiklenen igsel yolagi
engelleyerek antiapoptotik etki gostermektedir (7). Kadmiyum, g¢esitli hiicresel
protoonkogenler c-jun ve c- myc igeren gesitli genlerin ekspresyonunu tesvik eder,

niikleer translokasyonu ve protein kinaz C’nin aktivitesini uyarir (34).
2.3. Kadmiyumun Antianjiogenik Etkileri

Kadmiyum, kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonunu bozar ve angiogenez i¢in

gerekli bir adezyon molekiilii olan vaskiiler endotelyal kaderin adezyon molekiiltiniin



yapisint  degistirerek angiogenezi inhibe etmektedir. Endotelyal hiicrelerin
¢ogalmasini, goc¢iinii ve tiip seklinin olusmasini engeller (37). Buna ek olarak
vaskiiler yatak olusumunu, 5 uM kadmiyum etkili olarak anjiogenezi ve endotelyal
hiicrelerdeki nitrik oksit iiretimini engelledigi yapilan deneyler sonucu tespit
edilmistir (15). Kadmiyum vaskiilarizasyonun kurulmasi igin gerekli hipoksik
sartlarda, hipoksi uyaran faktor-alfa (Hypoxia-inducible factor; HIF-a) proteinin
miktarini azaltir. Fakat HIF-a mRNA diizeylerini etkilemez (38).

2.4, Kadmiyumun Ovaryum Uzerine Etkileri

Kadmiyum, ovaryum morfogenezini degistirebilir. Ovaryum folikiillerinin
normal gelisimini 6nleyebilir. CdCl2’nin farkli konsantrasyonlar1 seks hormonlarinin
salinimi iizerine farkli etkiler gostermektedir. Diisiik doz CdClz bu tarz bir etki
gostermez (39). Disi siganlar lizerinde yapilan deneysel c¢alismalarda, ovulasyona
yakin zamanda kadmiyum verilmesinin ovulasyonu durdurdugu saptanmistir.
Bununla birlikte kadmiyumun, ovaryumun graniiloza hiicrelerinde, folikiil uyarici
hormon (FSH) ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) ile uyarilan progesteron
birikimini engelelledigi bildirilmistir (40,41). Kadmiyum graniiloza hiicre morfolojisi
ve steroid biyosentezi iizerine direkt etki ederek progesteron lretimini azaltir ve

hiicre baglantilarin1 engeller (42).
2.5. Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak déllenme sirasinda belirlenmis olmasina
karsin, gelisimin 7. Haftasina kadar gonadlar, erkek ya da disi yapisal 6zelliklere
sahip degildir. Gonadlar baslangigta solom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki
mezensgimin yogunlasmasiyla olusmus, bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis genital ya
da gonadal kabartilar halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina degin genital kabartilar

icinde germ hiicreleri goriillmez (43).

Epiblastin posteriyor bolgesindeki yaklasik olarak 6 hiicresi yliksek miktarda
kemik morfogenetik protein (Bone Morphogenetic Protein 4, BMP-4) alirlar ve
transkripsiyon faktor BLIMP-1 eksprese ederek primordiyal germ hiicresi Onciilleri
olurlar. Onciiller germ ¢izgisini meydana getirirler. Memelilerde germ ¢izgisinin

gelisiminin baslamas1 Onciiller igindeki pluripotensiyi devam ettiren genlerin



aktivasyonun gerektirir. 3. haftada primordiyal germ hiicreleri yolk kesesine ameboid
hareketle gé¢ etmektedirler. Pluripotensi genleri olan Oct-4, Nanog ve SOX-2 yolk
kesesinin ekstraembriyonik mezoderm duvarindaki germ hiicrelerinde tekrar aktive
olur ve boylece germ hiicreleri son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid
hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda ilkel gonadlara ulasir, 6. haftada da
genital kabartilar1 isgal etmektedirler (44).

[lkel cins hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen &nce ve ulagmasi
sirasinda, genital kabartilarin epiteli ¢ogalir ve epitelyum hiicreleri altlarindaki
mezensimin i¢ine gomiilmektedirler. Bunlar burada ilkel cinsiyet kordonlari adi

verilen diizensiz sekilli kolonlar meydana getirmektedir.

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavastir. X kromozomlari
ovaryumun gelisimi i¢in gerekli olan genler igerir; ovaryumun meydana gelmesinde
otozomal bir genin rol oynadig: tespit edilmistir. ilkel seks kordonlar1 disi
embriyolarda erkekteki kadar belirgin degildir. Gonad taslaginin medullasina kadar
uzanirlar. Normalde rete ovari ve ilkel seks kordonlar1 dejenere olarak ortadan kalkar
ve yerlerini ovaryum medullasint olusturan damarli stromay1 birakir. Erken fetal
donemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, gelismekte olan
gonadin yiizey solom epitelinden baslayarak, alttaki mezensime dogru gelismeye
baslar. Kortikal kordonlar sdlom epitelinin ¢ogalmasiyla kalinlagirken, ilkel cins
hiicreleri kordonlarin icine karisirlar. Yaklasik 16. haftada bu kordonlar primordiyal

folikiil denilen ayr1 hiicre gruplarina boliiniirler.

Her grupta ortada ilkel cins hiicrelerinden koken alan bir oogonyum
(oogonium) ve onun cevresinde, kortikal kordon epitelyum kokenli tek sira yassi
folikiil hiicrelerinden meydana gelir. Fetal donemde milyonlarca oogonium aktif
olarak mitozla ¢ogalir. Dogum Oncesi, oogonyumlarin bir kismi dejenere olurken,
geri kalani biiyliyerek primer oositleri olustururlar. Dogumdan sonra oogonyum

olusmaz.

Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit hala canliligin1 korumaktadir.
Ovaryum hilusunda, periton mezoteli ile devam eder. Ovaryum folikiilleri
bicimlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarin1 kaybetmeye baslarlar. Yiizey

epiteli ile ovaryum korteksi arasinda tunika albuginea (tunica albuginea) denilen ince



fibroz bir kapsiil meydana gelmektedir. Mezonefroz yapisal olarak gerilemeye
baslarken, ovaryum mezonefrozdan ayrilir ve mezovaryum adi verilen kendi

mezoteriyle viicut duvarina asilir (45).
2.6. Ovaryum Anatomisi

Ovaryumlar, erkekteki testislerin karsiligi olan, iri badem biiyiikliigiinde,
3x2x1 boyutlarinda pelvis minor’dafossa ovarica’da yerlesmisbir ¢ift organdir.
Ovaryum’un extremitas tubaria ve uterina olmak iizere iki ucu vardir. Extremitas
tubaria’ya lig. suspensorium ovarii tutunur ve arteriavena ovarica bu ligamentin
iginde yer alir. Extremitas uterina’ya ise lig. ovarii proprium tutunur ve bu ligament
araciligiyla ovaryum uterus’a tutunur (46). Bu ligament, gubernakulum kalintisidir.
Gubernakulum, gelisen gonadlart pelvis zeminine baglayan embriyonik fibréz bir

kordondur(47).
2.7. Ovaryumun Fizyolojisi

Dongiiniin  i1lk  yarisinda primer folikkiilerin  olusumu gonadotrop
hormonlardan bagimsizdir ancak daha sonraki gelisme FSH gereklidir. Folikiiler
evrenin baginda artan FSH salinimi primer folikiillerin biiylimesini uyarir, graniiloza
hiicrelerinde FSH reseptorlerinin sayisint artirmaktadir. FSH’1n etkisiyle graniiloza
hiicreleri ¢ogalir ve bu hiicrelerde aromataz enzimi yapilir. Yiiksek Ostrojen seviyesi
FSH’1 azaltirken, LH’1 artirmaktadir. LH hormonunun reseptorleri teka interna
hiicrelerinde bulunur. Bu hiicrelerde kolesterolden androjenler sentezlenerek
salgilanir ve difiizyonla graniiloza hiicrelerine geger, aromataz androjenleri

Ostrojenlere doniistiiriir.

Ostrojen teka internaya gecer ve burada bulunan kilcal damarlarla genel
dolasima ge¢cmektedirler. Artan Ostrojenler direkt olarak hipofizi etkiler ve dolayli
olarak da, GnRHsentezini baskilayarak FSH salgilanmasini kisitlar. Ostrojenler
ovulasyon Oncesi LH salgisinin artmasini ve ovulasyon gerceklesmesini saglar. FSH
ve Ostrojenlerin etkisiyle graniiloza ve teka hiicrelerinde LH reseptdrleri artinca
LH’1n etkisi gozlenir. Bu da luteal evrede progesteron olusumunu artirken dstrojen
yapimin1 azaltmaktadir. Progesteron endometriyumu olas1 gebelige hazirlar, LH’1

baskilar ve folikiil gelismesine engel olur. FSH azalmas: folikiilleri olumsuz etkiler.



En biiyiik folikiil gelismeyi siirdiirse de digerleri gerileyerek atreziye ugramaktadirlar

(48).
2.8. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlar yaklasik 3 cm uzunluk, 1,5 cm genislik ve 1em kalinlikta badem
bi¢iminde yapilardir(49) (Sekil 1).

Ovaryumda ii¢ katman gozlenir:
Epitelyum (Epitel Kati)

Ovaryum yiizeyini Orter. Bu kat tek sira kiibik epitelden yapilmistir.
Germinatif epitelyum olarak adlandirilir. Epitelin peritona bakan yiiziinde
mikrovilluslar az sayida kinosilyalar izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve

pinositoz vezikiillerden olusur.
Tunika albuginea

Bag dokusundan yapili kattir. Yas ilerledikce kalinlasir ve sertlesir. Az
damarli, diizensiz bag doku yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye kosut demetler

olustururlar.
Ovaryum stromasi

Ovaryumun temel ve destek dokusudur. Ovaryumlar dista korteks, icte
medulla olmak {izere iki bolgedir (46).

I) Korteks (cortex ovarii): Organin dis ve islevsel bolimiidiir. Cesitli
gelisim asamalarindaki ovaryum folikiilleri ve korpus luteum yapilarini igerir.
Korteks stromasinda kollajen, elastik lifler ve lif aglar ile ince uzun mekik seklinde
stroma hiicreleri bulunur. Stroma hiicreleri fibroblastlardan ayricali olarak hormon

salgilayan teka interna hiicrelerine dontigebilen hiicrelerdir.

I1) Medulla (medulla ovarii): Kan ve lenf damarlari ile sinirlerden zengin,
bulundugu acik renk i¢ bolgedir. Korteks ve medullay1 yapisal olarak kesin sinirla
ayirmak olas1 degildir. Medulla stromasi kortekse benzer. Elastik liflerden zengin,
diiz kas hiicreleri igeren fibroelastik gevsek bag dokusundan olugsmustur. Medullada
ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger enzimleri igeren hiicreler bulunur. Bunlarin

sayilar1 yasla artar, menapozda %80 oraninda bulunurlar.
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Intertisyel hiicreler ¢ok koseli sekle sahip, ortada yuvarlak nukleusu ve
belirgin nukleolusu olan epiteloid hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda kiiclik yag
damlaciklar1 bulunur. Luteinize hiicrelere benzedikleri i¢in atreziye giden folikiillerin
teka internalarindan olustuklar1 diistiniilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda tek
tek ya da gruplar halinde bulunurlar ve 6strojen salgilarlar. Hilus hiicreleri, bagka bir
diger iri epiteloid hiicre grubudur; kiigiik adaciklar seklinde hilusta bulunurlar.
Testisin  Leydig  hiicrelerine  (endocrinocytus interstitialis)  benzer ve
sitoplazmalarinda yag damlaciklari, lipofiiksin pigmenti, Reinke kristallerini igerir;
androjen salgilar. Kortikomeduller stroma gecisinde argirofili gosteren néroendokrin

(APUD) hiicreler, kadinlarda %6 oraninda tespit edilmistir (48).
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Sekil 1. Ovaryumun histolojik goriintiisii
Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum folikiilleri (folliculi ovari) ortada bir oosit ve bunun etrafinda tek ya
da ¢ok siral1 folikiil (graniiloza) hiicreleriyle c¢evrili yuvarlak ya da oval yapilardir.
Fetal yasam sirasinda olusan folikiiller (primordiyal folikiiller, folliculus ovaricus
primordialis) tek sirali yassi folikiil hiicreleriyle g¢evrilidirler ve ortada bir primer
oosit igerir. Bu folikiiller, kortikal bolgenin en iist katmaninda yer alir (51). Bu
kortikal alanda birkag kan damar1 mevcuttur. Folikiilleri tek bir kapiller
halkakusatmaktadir (50). Primordiyal folikiiliin i¢indeki oosit yaklasik 25um ¢apinda
ve yuvarlak bi¢cimdedir. Biiyilik bir nukleus ve oldukga biiyiik bir nukleolus vardir.

Bu hiicreler, I. Mayoz béliinmenin profaz evresindedir.
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Sitoplazmadaki organeller ¢ekirdege yakin yerlesiktirler. Sitoplazmada ¢ok
sayida mitokondriyon, golgi kompleksi ve endoplazmik retikulum tubuluslar
bulunur. Folikiil hiicrelerinin altindaki bazal lamina, folikiilleri, stromadan ayiran

sinir1 olusturur.

Ergenlikte birlikte bir grup primordiyal folikiil, folikiiler biiyiime olarak
adlandirilan bir siirece baslar. Bu siire¢ oositler, graniiloza hiicreleri ve folikiilleri

cevreleyen stromadaki hiicresel degisimleri kapsar.
Folikiiler Biiyiime

Folikiillerin biiytimesi, hipofizden salgilanan FSH tarafindan uyarilir. Oosit
bliytimesinin en hizli oldugu donem folikiiler biiylimenin birinci evresidir; bu sirada
oositin ¢ap1 en st diizeye (125-150 pm) ulasir. Nukleus biiyiir, mitokondriyonlarin
sayisl artar ve sitoplazmada esit olarak dagilirlar; endoplazmik retikulum tubuluslar

genisler. Golgi kompleksleri hiicre yiizeyinin hemen altina go¢ eder (51).
Histolojik olarak, ovaryum folikiilleri 3 tipte siniflandirilir.
Primordiyal folikiiller
Gelisen folikiiller (Primer ve Sekonder (Antral) folikiiller)
Olgun ya da Graaf folikiiller

Primordiyal Folikiiller: Ovaryumlarda fetal gelisimin 3.ayinda ilk olarak
goriilen folikiillerdir. Primordiyal folikiillerin erken gelisimi gonadotropin
uyarimindan bagimsizdir. Olgun ovaryumda, tunika albugineanin hemen altindaki
kortekste bulunurlar. Oosit etrafinda tek tabakali folikiil hiicreleri bulunur. Folikiil
hiicrelerinin dis yilizeyi bazal lamina ile sinirlidir. Oosit, bir ya da daha fazla
nukleolusa sahip, ince dagmik kromatine sahip biiyilk ve merkezi olmayan bir
nukleusa sahiptir. Oosit sitoplazmasi bir balbiani cismi icermektedir. Balbiani cismi,
golgi membrani, vesikiil, endoplazmik retikulum, ¢ok sayida mitokondri ve lizozom
birikintisini ifade eder. Buna ek olarak insan oositi halkali lameller igermektedir.
Primordiyal folikiil gelisen bir folikiil halini alirken oositte, folikiiler hiicrelerinde ve

komsu stromada degisiklikler meydana gelir (47).

Stromal hiicreler, folikiiliin etkinlesmesini ve canliligini diizenleyen kemik

morfojenik protein 4-7 (Bone Morphogenetic protein; BMP-4 ve BMP-7) salgilarlar.
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Etkinlesmis folikiiliin oositinden salinan biiylime ve farklilasma faktorii-9 (Growth
and Differentiation Factor; GDF-9) ve BMP-15 graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini

ve tekanin olusmasini diizenlemektedir (52).

Primer folikiiller: Ik olarak, oosit genisler ve oositin etrafin1 cevreleyen
yassi folikiil hiicreleri ¢ogalirlar ve kiibik olurlar. Oosit ve komsu folikiiler hiicreler
arasinda zona pellusida denilen ekstrasellular manto olusur. Zona pellusida ZP-1,
ZP-2 ve Zp-3 olarak adlandirilan 3 siilfath asidik zona pellusida glikoproteinlerinden
olugmaktadir. Hizli mitotik ¢ogalma ile tek tabakali folikiil hiiceleri ¢ok tabakali
epiteli yani membrana graniilozay1 (stratum granulozum) olusturmaktadir. Folikiil

hiicreleri bu asamada graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir.

Folikiiler gelisim sirasinda graniiloza hiicreleri arasinda gap junctionlar
gelisir. Graniiloza hiicreleri ¢ogalirken folikiilleri ¢evreleyen stromal hiicreler teka
folikiilii olarak bilinen bir bag doku kilifi olustururlar. Teka folikiilii 2 tabakaya
farklilagir. Teka interna, yliksek derecede vaskiilarize olmus kiibik, salgilayici
hiicrelerin olusturdugu icteki tabakadir. Teka internanin tamamen farklilagsmis
hiicreleri steroid iireten hiicrelerin ultrastriiktiirel karakteristik 6zelliklerine sahiptir.
LH uyarimina cevap olarak, dstrojen dnciilleri olan androjenleri sentezlemektedirler.
Teka eksterna, bag dokusu hiicrelerinin dis tabakasidir. Diiz kas hiicreleri ve kollajen
fibril demetlerini igermektedir. Teka tabakalar1 arasindaki sinir ¢ok net olarak ayirt
edilemez. Fakat bazal lamina teka interna ve graniiloza hiicre tabakas1 arasinda belli
bir sinir olusturmaktadir. Bazal lamina, teka internanin zangin kapiller agin1 vaskiiler
olmayan graniiloza tabasindan ayirmaktadir. Oosit olgunlasirken, organellerin
dagiliminda degisiklikler meydana gelmektedir. Memelileri iceren birgok tiiriin
oositlerinde kortikal graniiller olarak bilinen 6zellesmis salgilayici vesikiiller ortaya
¢ikarlar. Oolemmanm hemen altinda yerlesmislerdir.Bu graniiller, ovum spermle

aktive oldugu zaman ekzositozla salinan proteazlari igerirler (Sekil 2).
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Primordial Foliikiil — Primer Folikiil

Geligen diger folikillerden

AMH (—ve)
Pre-Graniiloza Hiicresi

BMP-4
BMP-7
(+ve)

Teka Hiicreleri
Q Katllma
Stmmal Hiicreler

Sekil 2. Primordiyal folikiilden primer folikiile gegis (41)

Graniiloza Hiicreleri

Sekonder Folikiiller: Primerfolikiiliinkortikal —stromasinin  biiyiikligi
oldukca artar, granuloza hiicrelerinin proliferasyonu hizlanir ve primer oositin
etrafindaki olusturduklar1 hiicre katman1 sayis1 ¢ogalir. Grantiloza hiicrelerinin hizla
cogalmasiyla folikiiler hiicreler stratum graniilozum denilen ¢ok katli epiteli verirler
(47). Stratum graniilozum damarlanmadan kalir (50).Folikiil hiicreleri arasinda sivi
(liquor follicularis) toplanmaya baslar. Siviy1 iceren ufak bosluklar birleserek daha
biiyiik bir bosluk (antrum folliculare) olustururlar. Bu yapidaki folikiiller sekonder
folikiil (folliculus ovaricus secundarius) olarak adlandirilirlar. Folikiil sivisi plazma
bilesenlerini ve folikiil hiicrelerince tarafindan salgilanan iirlinleri igerir; sivida
glikozaminoglikanlar, steroid-baglayici proteinler de olmak iizere, bazi proteinler ve

yiiksek yogunlukta steroidler (progesteron, androjenler ve dstrojenler) bulunur.

Graniiloza hiicrelerinin tepe halini alan olusumuna kumulus ooforus (cumulus
ooforus) denir. Oosit bu tepenin lizerine oturur. Bir grup graniiloza hiicresi oositin
cevresinde katman yapar. Oositi saran bu kata korona radiyata (corona radiata) denir.

Bu graniiloza hiicreleri, ovulasyon sirasinda oosite eslik ederler (51).

Olgun folikiil (Graaf folikiilii): Olgun folikiil (folliculus ovaricus maturus)
ya da graaf (kisa yasam) folikiilii olarak adlandirilan ovulasyon 6ncesi folikiil son

derece biiyliktiir (yaklasik 2,5 cm ¢apinda). Bu folikiil ovaryum yiizeyinden disari
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dogru siskinlik yapar. Sivi toplanmasinin bir sonucu olarak, folikiil boslugunun
hacmindebir artis olur ve oosit, graniiloza hiicrelerinden olusan bir sap (pedikiil) ile
folikiill duvarmna baglanir (51). Insanda, LH &strojen onciilleri gib is gdren
androjenleri sentezlemek i¢in teka internanin hiicrelerini uyarmaktadir. Bazi
androjenler graniiloza hiicrelerindeki diiz yiizlii endoplazmik retikuluma tasinirlar.
FSH’ya cevap olarak graniiloza hiicreleri androjenleri Ostrojenlere doniistiirmeyi

kolaylagtirmaktadir(47) (Sekil 3).

LH | FSH

Tipe-I & Type-II recepiors
(various combinations)

Inhibin

Activin

BMP-2,-5,-6

BMP-2-5-6 ¥

Androjen Ostroien

Sekil 3. Teka ve graniiloza hiicreleri ile 0osit arasindaki iletigim (52)

2.9. Tuba Uterina’min (Fallop Tiipleri) Anatomik Yapis1

Yaklagik 10 cm uzunlugunda 3 mm capinda olan bu yapilar ovarium’dan
¢ikan yumurtayr uterus’a iletir. Tuba uterinanin uterusa acilan deligine ostium
uterinum tuba uterina, karin bosluguna acilan deligine ise ostium abdominale tuba

uterinadenir.

Tuba uterina; isthmusampulla, infundibulum olmak iizere ii¢ boliimde
incelenir. Uterus duvarinda uzanan kisa béliimiine ise pars uterina denir(53). Isthmus
tuba uterina ortalama uzunlugu 2-2,5 cm. kalinligi ise 3-4 mm olup liimeni en dar
olan bolgedir (56). Ampulla tuba uterina yaklasik 7 ¢cm uzunlugunda 5-10 mm
capindadir ve S seklinde kivrimlidir. Duvar kalinlig1 ince, i¢ boslugu ise genis bir
yapiya sahiptir. Isthmusa dogru liimeninin ¢apt daralmaktadir. Spermium ovum’u

genellikle burada doller(53, 56). Infundibulum tuba uterina ovariuma en yakin

15



kisimdir. Periton bosuguna ostium abdominale tuba uterina ile agilir. Huni bi¢iminde
olan bu bolge tuba uterinanin en genis kismidir. Yaklagik 1-2 cm uzunlugunda olan
bu bolgenin, ucunda fimbriae tubae uterinae adi verilen 20-25 adet hareketli sagak
seklinde uzantilar yer alir. Bu sagaklardan birisi digerlerinden daha uzundur
(vaklasik 2-3 cm) ve fimbria ovarica olarak isimlendirilir, ovaryumun iist ucuna
tutunur. Olgunlasarak ovaryumdan disar1 atilan ovumun tutularak tuba uterinanin
igine alinmasin1 fimbria ovarica gergeklestirir (54, 55). Pars uterina, yaklasik 1 cm
uzunlugundadir. Tuba uterina’nin intramural pargasi diginda kalan kisimlar1 periton

ile kaplidir (55, 57, 58).
2.10. Tuba Uterina’nin Histolojisi

Fallop tiipleri (tuba uterina), yaklasik 12 cm uzunlugunda, ¢ok hareketli
kaslarda olusan bir kanaldir. Infundibulum olarak adlandirilan ucu ovaryum
yakininda periton bosluguna agilir ve fimbriya adi verilen ¢ok sayida parmaksi
uzantilardan olusan bir sagaklanma gosterir; intramural boliim olarak betimlenen

diger ucu uterus duvarini gecer ve bu organin i¢ bosluguna acilir.

Tuba uterina’nin duvart igten disa dogru ii¢ katmandan olusur. Bunlar igten

disa dogru sirasiyla;
-Tunika mukoza (Tunica mucosa)
-Tunika muskularis ( Tunica muscularis

-Tunika seroza (Tunica serosa)’dir (61-63).
2.10.1. Tunica Mukoza

Mukoza tek katli prizmatik epitelyum ve gevsek bag dokusundan olusan
lamina propria adi verilen tabakadan meydana gelir. Enine kesitlerde ampulla
bolgesindeki limen kivrimlarla dolu labirenti andirir ancak bunlarin sayilari ve

yiikseklikleri uterusa dogru azalma gostermektedir (64-67).
2.10.1.1. Epitel

Epitel tek katli prizmatiktir ve iki tip hiicreden olusur. Bu hiicreler silyali ve

salg1 yapici olarak ikiye ayrilir (68). Silyali hiicrelerde ¢ekirdek yuvarlak sekillidir.
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Apikal yiizlerinde silyalar bulunur. Bunlar tuba uterina’nin yiizeyini kaplarlar.
Silyalarin hareketleri uterusa dogrudur. Salgi yapici hiicrelerin iirettikleri salgi
epitelyum ylizeyinde ince bir sivi tabakasi meydana getirir. Bu sivi ve silyalarin
hareketi ovulasyonla atilan oositin ayni yonde uterusa dogru ilerlemesini saglar.
Silyasiz salgt yapici hiicrelerin apikal yiizlerinde mikrovilluslar yer alir. Bu hiicreler
silyal1 olanlara karsin daha az sayida olurlar. Aktif salgilama yapan bu hiicreler ¢ok
fazla GER, belirgin Golgi kompleksi, ¢ok sayida salgi vezikiilleri ve birkag tane
lizozom igerirler. Bu hiicreler tuba uterinada ilerleyen oositin zona pellusidasina
baglanan bir glikoprotein salgilar. Bu glikoprotein ddllenme Oncesi spermiyum
kapasitasyonu’nu ve zona reaksiyonu’nu diizenler. Ayrica bu salgi, tuba uterina
liimeninde toplanarak, tuba uterinayr ge¢mekte olan ovumun korunma ve

beslenmesini saglar (67, 68, 71-73).

Tuba uterinanin degisik kisimlarinda silyali hiicrelerin salgi hiicrelerine
oraninin degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bu infundibulumda %350-80,
ampullada %33, isthmusta %25, intramural parcada ise %10’dur (61, 68-70).

2.10.1.2. Lamina Propriya

Gevsek bag dokusu yapisina sahiptir. ince bag dokusu lifleri ve bol ig sekilli
hiicreler barindirir yapisinda. Histosit, mastosit ve lenfositler buna dahil degildir.
Yapisinda bezler bulunmaz. Tuba uterina mukozasi, genital dongiiye kosut olarak,
uterus ile birlikte dongiisel degisimler gosterir. Ostrojen hormon etkisiyle silli yiizey
artar ve silyalarin boyu uzar. Progesteron hormonu ise silyalarin hareketini uyarir,

boylarini kisaltir ve salgiy1 arttirir (72-75).
2.10.1.3. Tunika Muskularis

Diiz kas dokusundan olusan tabakadir. Kas lifleri iki katman halinde
stralanmustir. I¢ katman enlemesine ya da birbirleriyle dar agilar yaparak ¢aprazlasan,
cok yatik spiral kas demetlerinden meydana gelmistir. D1s katmanda ise kas lifleri
uzunlamasina bir olusum sergilerler. Kas katmanlar1 peristaltik hareketlerin
olugmasiyla sorumludur. Bu hareketler ile oosit ya da fertilize zigotun uterusa dogru

ilerlemesini saglar (64, 68, 69, 71). Tunika muskularisin kas demetleri arasinda,
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yogun miktarda gevsek bag dokusu yer alir. Bol miktarda elastik lif igeren bu doku,

ligamentum latum ve tunika seroza ig¢ine dogru uzanir (71).
2.10.1.4. Tunika Seroza

Mezotel ve altinda ince bir tabaka seklinde goriinen gevsek bag dokusundan
olusan tunika seroza tabakasinda ayni zamanda biiyiik kan damarlarida

goriinmektedir (68, 69, 71).
2.11. Tuba Uterina’nin Fizyolojisi

Disi tireme sisteminde, erkekten farkli olarak diizenli dongiisel degisiklikler
meydana gelir. Bunlar, dollenme ve gebelik icin belli araliklarla cerayan eden
hazirliklar1 kapsar (76).

Bu dongiisel olaylar esnasinda tuba uterinalarin duvarindaki diiz kaslar
peristaltik hareketler yaparlar. Tuba uterinalar yalnizca ovumun gegis gilizergahi
degildir, ayn1 zamanda ovum bu bélgede dollenir ve embriyo blastosit haline kadarki

asamalarini bu bolgede gegirir (77, 78).

Tuba uterina epitelyum hiicrelerinin iist yiizlerinde bulunan silyalar uterusa
dogru vurma hareketi yaparlar. Silyalar devamli vurumlarla hareket ederek tuba
uterinalarin limenini agarlar. Liimene dogru yavas sivi akimini ve ovumun tuba

uterina limenine alinimi ve uterusa dogru ilerlemesi bu hareketlerle saglanir (76-78).

Ovumun dollenmesi tuba uterinanin ampulla bdlgesinde meydana gelir.
Kapasitasyonunu tamamlamis olan spermiyumun oositi dolleyebilmesi icin ilk olarak
korona radiata engelini asmasi, bundan sonra oositi ¢evreleyen zona pellusidaya
baglanarak penetre olmasi gerekir. Oosite giren spermiyumun bas kismi biiyiir ve 23
tek kromozom bulunan erkek pronukeusunu olusturur. Oositin ¢ekirdegide disi
proniikelusuna dontislir. Her iki proniikleus bir araya gelir, ¢ekirdek zarlart erir,
kromozomlar kaynasir ve 46 kromozomlu zigot sekillenir. Zigot bir yandan boliiniir
bir yandan da uterusa dogru tasinmaya devam eder. Yaklasik yiiz hiicreden olusan

blastosist uterusa ulasir (77, 78).

Adrenerjik innervasyonlar, tuba uterinada hareketliligin diizenlenmesinde

onemli olmakla birlikte isthmus bdlgesinde belirgindir. Menstrual dongiiniin
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proliferatif ve menstruasyon evrelerinde tuba uterinanin norepinefrin gibi alfa
adrenerjik bilesiklere duyarlilig1 fazladir. Luteal evrede ise progesteronun artmasi ile

isthmus bolgesinin liimen ¢ap1 genisler. Bdylece ovumun isthmustan gegisi

kolaylagir (76-78).

Damardan zengin olan tuba uterinanin duvari ovulasyon aninda siserek

organin sert ve gergin olmasini saglayip tuba uterinalarin ovaryuma yakinlagmasini

saglar (77, 78).
2.12. Uterus Anatomisi

Uterus, kiigiik pelvisin ortasinda, kalin duvarli, i¢ci bos kasli yapida bir
organdir. Uterus rectumun Oniinde, vesika urinarya’nin arkasinda ve vaginanin
iistiinde bulunur. Ustten ise ince bagirsak kivrimlari ile komsudur. Uterusun iist

boliimii tuba uterina, pelvis igindeki boliimii vagina ile devam eder (79, 80).

Gebelikte uterusun sekli ve konumu faklilik gosterir. Dogumdan sonra ise

normal haline geri doner (81, 82).

Uterus yapi, islev ve anatomik olarak corpus, fundus vecervix uteriden
meydana gelir. Corpus ve cervix uteri arasinda, yaklagik 1 cm uzunlugunda isthmus
uteri yer alir. Corpus uteri, uterusun daha genis tist boliimiidiir. Cervix uteri ise ince

ve dar kisim olup vaginaya agilir (79).

Fundus Uteri, corpus uterinin tuba uterinalarla birlestigi baglanti kisminin
istiinde kalan kalin ve konveks boliimiine fundus uteri adi verilir. Tiim agilardan
konveks olmasi sebebiyle fundus uteri kubbe bicimindedir ve yiizeyi peritonla

kaplanmustir (79, 84).

Cervix Uteri, uterusun daha dar olan 1/3 alt bolgesidir. Isthmus uteri ile
vagina arasinda bulunur. Uzunlugu yaklasik 2,5 cm kadardir. Uterusun hi¢ farklilik

arz etmeyen kismidir (79, 83, 85).

Uterus ile vagina arasinda acikligi 6ne bakan 90 derecelik bir ag1 bulunur.
Buna anteversiyon agisi denir. Corpus uterinin uzun ekseni ile cervix uteri’ninuzun

ekseni arasinda da 170 derecelikbir ag1 bulunur. Buna daantefleksiyonagisi denir.
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Bundan dolay1 ayakta duran ve mesanesi bos olan kadinlarda uterus neredeyse yatay

pozisyondadir (80).
2.13. Uterus Histolojisi

Uterus duvar histolojik olarak ii¢ katmandan meydana gelir. Bunlar distan

ice dogru;
e Perimetriyum (Tunika seroza)
e  Miyometriyum (Tunika muskularis)

e Endometriyum (Tunika mukoza) (79, 86).
2.13.1. Perimetriyum

Perimetriyum, ince gevsek bir bag dokusu ile desteklenmis tek katli yassi
epitelyum hiicrelerinden meydana gelmistir. Peritonun visseral yapragidir. Subserdz
gevsek bag dokusu uterusun bazi bolgelerinde (fundus uteri gibi) bulunmayabilir. Bu
bolgelerde perimetriyum siki bir sekilde uterus duvarma tutunmustur. Serviks ve
isthmus diizeyinde ise iyi gelismis subserdz bag dokusu ile perimetriyum rahatga

uterus duvarindan ayrilabilir (68, 87).
2.13.2. Miyometriyum

Uterusun en kalin tabakasidir. Bag dokusu bdlmeleriyle ayrilmis diiz kas
demetlerinden meydana gelmistir. Bu demetler uterusun islevine kosut olarak
sinirlar1 fazla belirgin olmayan dort kat olustururlar. I¢ kas katmani, ¢ok ince
uzunlamasina diizenlenmis kas demetlerinden meydana gelir. Dogumdan sonra
plasentanin ayrilmasi ile agilan damarlarin kapanmasini saglar. Orta kas tabakasi,
enlemesine diizenlenmis kas demetleri ile bunlar arasindaki bag dokusunda, biiyiik
arteler, venoz pleksuslar ve lenf damarlarindan olusur. Bu kat endometriyumun
beslenmesinden sorumludur. Orta dis kas tabakasi, uzunlamasina ve enlemesine bir
araya gelmis diiz kas demetlerinden olusmustur. Dis kas tabakasi ise uzunlamasina

bir araya gelmis kas demetlerinden yapilidir (68, 87-89).

Miyometriyumun Ozellikle dis kas demetleri arasindaki gevsek bag

dokusunda, bol kollajen ve elastik lifler bulunur (68).
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Miyometriyumdaki kas hiicreleri gebelik esnasinda Gstrojen hormonunun
etkisiyle hiperplazi (hiicrelerin sayica artig1) ve hipertrofi (hiicrenin biiytikliiglindeki
artig) sonucu biiyiir, bu esnada bag dokusununda arttig1 gozlenmistir. Diiz kas
hiicrelerinin  biiylik bir kismi, protein salgilayan hiicrelerin genel yapisal
karakterlerini barindirirlar. Gebelikte miyometriyumun kollajen igerigi miktar
olduk¢a artar. Ostrojen sentezinin azaldigi menstruasyon evresinde diiz kas
hiicrelerinin ¢ap1 ¢ok kiigiiliir. Ostrojen hormununun sentezinin olmadig sartlarda
ise, bazi hiicrelrin apopitozise ugramasi ile miyometriyal kas atrofileri meydana

gelir.

Gebelikten sonra miyometriyum eski boyutunu tekrar kazanir. Uterus diiz
kaslarindaki bu degisimin baglica sebebi hormonlarda meydana gelen salgidaki
farkliliklardir. Dogum sirasinda norohipofizden salgilanan bir peptit hormon olan
oksitosin ve bununla birlikte prostoglandinler miyometriyal kasilmalari kontrol
altinda tutarlar (68, 88-90,92).

2.13.3. Endometriyum

Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum, liimeni ¢evreleyen epitelyum ve
lamina propriadan meydana gelir. Endometriyumun epiteli tek katli prizmatik
yapidadir. Uterusun epiteli silyali prizmatik hiicreler ve salgi yapan mikrovilluslu
prizmatik hiicreler seklinde olusur. Yiizey epitelyum hiicreleri, altindaki
endometriyal stroma denilen lamina proprianin derinligine degin uzanarak dall1 basit
tubiiler tipte uterus bezlerini (gl.uterina) meydana getirir. Ovaryal dengeye bagh
olarak, bezler sekillerini ve biiyiikliiklerini degistirir, birbirine ¢cok yakin ya da biraz
mesafeli dururlar. Uterus bezlerini olusturan epitelyum, yiizey epiteline benzer fakat,

silyali prizmatik hiicreler ¢ok az sayidadir (68, 88, 89).

Lamina propriya hiicreden zengin tipik bag dokusu 6zelligindedir. Cok sayida
igsibicimli bag dokusu hiicreleri gebelikte biiyiiyerek desidual hiicrelere farklanirlar.
Desidual hiicreler bir ya da iki ¢ekirdek barindirir. Sitoplazmalarinda glikojen, lipid
damlaciklar1 ve vakuoller bulunur. Bag dokusunda bunlarla birlikte lenfosit, graniiler
l6kosit ve makrofajlar bulunur. Elastik 1if yapilar1 sadece arteriollerin etrafinda

gortliir (68, 87).
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Endometriyum  fonksiyonel olarak iki tabakadan meydana gelir.
Endometriyumun miyometriuma komsu 1/3 derin bolgesini olusturan, siki fibroz bag
dokusundan olugmus ve uterus bezlerinin son boliimlerini iceren tabakaya
endometriyum bazalis (str.basale endometriale)’tir. Bu tabaka menstruasyon
esnasinda dokiilmeyen kismidir. Endometriyumun 2/3’liik yiizey kisminada, sekstiel
olgunluk doneminde 28 giinde bir periyodik degisiklikler gosterdigi igin,
endometriyum fonksiyonalis (str.functionale endometriale) ismi verilir. Burada
bezlerin boyun ve gdvde kisimlar1 yerlesiktir. Her menstrual dongiide dokiiliir.
Buranin yeniden yapilandirilmasi dongii esnasinda degisiklige ugramayan

endometriyum bazalisten olur (68, 89, 92).

Fonksiyonel kisim bezleri dort tip epitelyum kdkenli hiicreden olusur. Bunlar;
proliferatif hiicreler, silyali hiicreler, salgi hiicreleri ve bazal hiicrelerdir (93).
Proliferasyon esnasinda hiicre sayisi artar ve cekirdeklerin fazlaligi bez epiteline
yalanci ¢ok katli prizmatik epitelyum gibi goriinmesine sebep olur. Salgi hiicreleri
miisindz salg1 yapar. Vakuollii, vakuolsiiz ve tuba uterinadaki hiicrelere benzeyen
hiicreler olmak tiizere ti¢ tip hiicre igerirler (87). Silyali hiicreler proliferasyon
evresinde daha belirgindirler. Salgt evresinde ince yap1 diizeyinde dev

mitokondriyonlar ve ¢ekirdeklerinde kanal sistemi goriilmiistiir (94).

Kadinlarda puberteden menapoza kadar, endometriumda ovarial dongiiye
yanit olarak periyodik degisiklikler meydana gelir. Bu dongliyle birlikte ovaryumdan
salgilanan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin da etkisiyle endometriyum
dongiisel farkliliklar gdstererek embriyonun implantasyonuna en uygun ortami
meydana getirir. Gebeligin olusmamasi halinde uterusun tunika mukozasi ovariyal
dongiiye yanit olarak ortalama 28 giinde bir degisir. Bu periyodik endometrial
farklanmalarin hepsine endometrial ya da uterinal (menstriiel) dongii adi verilir.
Ovaryum hormonlarindaki diizensizlik endometriyum dongiisiinii  bozabilir.
Menstriiel dongli 12-15 yaslarinda baslar, yaklasik 45-50 yasa kadar devam eder.
Dongii sirasinda meydana gelen yapisal degisiklikler kalic1 degildir (68, 79, 87).

Menstriiel dongii ti¢ evreden olusur: (17).

1)Proliferasyon (folikiiler) evresi: Menstruasyon ile ovulasyon arasindaki

evredir. Menstruasyondan sonra 5. ile 14. giinler arasinda meydana gelir. Bu evrede
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ovaryum folikiilleri olgunlasir ve Ostrojen salgilarlar. Ostrojen endometriyumu
etkiler ve bazal tabakada hizla epitelyum, endotel ve stromal hiicre ¢ogalmalarina
neden olur ve menstruasyon ile kaybedilen endometriyum bezleri ve yiizey epiteli
tekrar yenilenir. Lamina propriada ki bag dokusu hiicreleri ¢ogalarak kollajen lif ve

esas madde salgilamaya baglarlar.

Salg1 bezleri dar, diiz ve tiibiiller sekildedir. Salgi hiicreleri glikojen tiretip
depolamaya baglar. Menstruasyon esnasinda boylar1 kisalmis olan spiral arterler
ylizeye dogru biiyiimeye baslarlar. Fakat epitelin altina kadar ulasmazlar. Bezle ¢ok
kivrimli degillerdir. Yenilenen endometriyum 2-3 mm kalinliga ulasir. Menstruel
dongiinliin  proliferatif evresi, bir Onceki menstruasyonla ddkeln epitelin

yenilenmesini gosterir (68, 88, 89, 91).

2)Sekresyon (luteal) evresi: Ovulasyondan sonra, korpus luteumdan
salgilanan progesteron hormonunun etkisiyle baslar. Dongiiniin 28. giiniine kadar
devam eder. Proliferasyon evresinde biliyiimeye baslayan bezler bu evrede
progesteron hormon etkisiyle daha da genisleyerek, gdvdeleri son derece kivrimli bir
sekil alir. Spiral arterler 22. Giinde yiizeye kadar uzanarak kivrintili bir hal alirlar.
Epitelyum hiicreleri ¢ekirdegin altinda glikojen depolamaya baslarlar. Glikoprotein
salgi, dollenme olursa embriyonun beslenmesi i¢in dnemli bir kaynak olusturur.
Endometriyum, salginin birikmesine yanit olarak kalinlasmaya devam eder (5 mm).
Mitoz boliinmenin nadir oldugu bu evre; uterusun zigotun tutunmasina kendini

hazirladig1 evredir (68, 89).

Gebelik meydana gelmezse sekresyon evresinin sonunda menstruasyon
baglar. Dollenme durumunda ise, endometriyumun lamina propriasindaki stromal
hiicreler Ostrojen ve progesterona yanit olarak glikojen ve lipid depolayan desidua
hiicrelerine doniismeye baglarlar. Embriyonun beslenmesi i¢in 1iyi bir zemin
hazirlayan desidua hiicreleri, gebelik sonlanirken uterus duvarindan plesantanin
ayrilmasini kolaylastiran bir katman meydana getirirler. Bu meydana gelen olaya
desidual tepkime ad1 verilir (68, 88, 89, 91).

3) Menstruasyon (kanama) evresi: Oositin dollenmesi ve embriyonun
tutunmasi gergeklesmezse, korpus luteumun islevi 14 giin sonunda sona erer. Bunun

sonucu olarak kandaki ostrojen ve progesteron hormon diizeyleri hizla diiser ve
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menstruasyon evresi baglar. Bu evre dongiiniin 1.-4. giinleri arasinda olaylanir. Spiral
arterler kasilip gevsemeye baglar, bezlerin salgilar1 azalir. Stroma daha yogunlasir.
Lokositler kapsami artar. Spiral arterler stirekli olarak kasilirlar ve fonksiyonel
katmanin oksijenlenmesi kesilir. Fonksiyonel katmanda nekroz odaklari belirir ve
bunlar birbirleriyle birlesir. Spiral arterlerin duvarinda 6nce spazm, daha sonra
nekroz gelismesi, leke bicimindeki kanamalarin bir araya gelerek kanamayi
baslatmasina neden olur. Kanamanin baslangici, menstruasyonun birinci giiniidiir.
Kan ile birlikte, uterustaki sivi ve fonksiyonel katmandan ayrilan epitel ve stromal
hiicreler de dokiiliir. Bu dokiilme sadece bazal katman kalincaya degin siirer.

Menstruasyon evresinde kanin pihtilasmasi engellenir (90,91).

Endometriyumun fonksiyonel tabakasi kismen dokiiliir. Menstruasyon
evresinin sonunda endometriyumdan geriye, bezlerinin bazal bdliimlerini iceren
bazal kat kalir. Bazal kat diiz arterlerce kanlanmay1 siirdiirdiigiinden, bu evrede
canliligmi korur. Ince bir katmana doniisen endometriyumda bazal hiicreler,
mukozay1 yeniden olusturmak i¢in boéliinmeye baslar. Bezlerin dip kisimlar1 kisa
stirede ¢ogalarak bezleri olusturur. Bag dokusu da artarak bezlerin arasin1 doldurur.
Yenilenme (rejenerasyon) evresi denilen bu evre, endometriyumun fonksiyonel

katmaninin yenilenmesi ile endometriyumu yeni bir dongiiye hazirlar (68, 89).

Menstruasyon siiresince yaklasgik 35-50 ml kan kaybi olur. Dokiilen
endometriyum miktari ile yitirilen kan miktar1 kadindan kadina, hatta ayn1 kadinda
bile degisik zamanlarda farklilik gosterir (68, 88-90).

2.14. Uterus Fizyolojisi

Disi de iireme islevi i hormonun karsilikli etkilesimi ile diizenlenir: Bunlar;

a)Hipotalamustan sentezlenen hipotalamik serbestleyicisi hormon ya da

gonadotropik serbestlestirici hormon (GnRH).

b)GnRH etkisi altindaki hipofiz bezi 6n lobunda yer alan hiicrelerden

salgilanan folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH).

¢)Ovaryumdan salgilanan 0storojen ve progestron hormonlari. Bunlar hipofiz
bezi 6n lobundan salinan FSH ve LH’a yanit olarak salgilanirlar ve salgilanma

miktarlari ile salinim hizlar1 genital dongiiniin farkli evrelerinde degiskendir (95, 96).
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Puberteden menapoza degin siiren menstruel dongiide, ovaryum hormonlarmin

etkisiyle, endometriyumda fizyolojik degisimler olaylanir (80).

Endometriyal dongii, ovaryum dongiisiine kosut olarak gerceklesir. Her
menstruel evrede, endometriyum dokiiliir (adet kanamasi). Menstruel endometriyal
dokiilme sonlaninca elismekte olan follikiillerden kaynaklanan Ostrojenlerin
etkisiyle, menstruel dongiiniin 5. ve 14. giinleri arasinda endometriyumun kalinlig
hizla artar. Bu kalinlagma hiicrelerin biiylimesi ve damarlarin artmasiyla olur. Bezler
ve stroma hiicrelerde mitoz bolinme olaylanir, bezler kivrintili bir hal alir ve
endometriyumu besleyen arterlerin boylar1 uzar. Bu evreye proliferatif evre denir.
Ostrojen hormonu, proliferasyon evresinde telomerazin yiiksek diizeyde eksprese

edilmesini uyarir ve bu yolla endometriyumda apoptozis 6nlenir (68, 97, 98).

Ovulasyondan kisa siire sonra, plazmada artan progesteron hormon diizeyi
endometriyumda belirgin degisikliklere neden olur. Proliferasyon yavaslar, mitotik
erkve endometriyum kalmligi azalir. Ostrojenin aksine progesteron telomerazi
baskilar. Telomerler yitirilir ve endometriyal hiicrelerin apoptozisi uyarilir. Uterus
bezleri ¢ok daha kivrintili bir hal alir ve bez hiicrelerinde glikojen birikmeye baglar.
Dongiiniin sekresyon evresi ilerlerken bez hiicrelerinde salgi birikir ve progesteron
hormon etkisiyle salgi, bez liimenine atilir. Bu salgilar, embriyonun yasamasini,
uterus endometriyumuna adhezyonunu ve implantasyonunu kolaylastiran glikojen,
glikoproteinler ve glikolipidler icerir. Endometriyum stromasi 6demli bir hal alir ve
baslangigtaki diiz spiral arterler daha da uzayarak spiral sekilde kivrilirlar. Sekresyon
evresinin ge¢ doneminde, endometriyum hipofiz bezi lobu gibi prolaktin iiretir.
Sekresyon evresinde dollenme gergeklesmezse, endometrial dokiilme gerceklesir ve

yeni bir dongii baslar (97, 98).

Serviks, uterus govdesinin devami olmakla birlikte, bazi 06zellikleriyle
farkliliklar gosterir. Serviks mukozasinda aralikli dokiilme olmaz, ancak serviksin
mukus salgisinda diizenli degisiklikler olaylanir. Ostrojen, mukusa daha ince ve daha
alkali bir yap1 kazandirarak spermiyumun yasamasi ve taginmasi i¢in uygun ortami
hazirlar. Ovulasyon sirasinda mukus en ince yapisindadir. Ovulasyondan sonra
progesteron, servikal mukusun miktarim1 azaltir ve yeniden kalin esnek olmayan

sekle geri donmesini saglar (97, 98).
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Gebelik olaylanmaz ve korpus luteum gerilerse, endometriyumun hormon
destegi ortadan kalkar ve incelir. Bu durum, spiral arterlerin kivrimlarini arttirir.
Endometriyumda nekroz odaklar1 belirir ve bunlar birbiriyle birlesir. Spiral arterlerin
duvarlarinda once spazm, daha sonra ise nekroz gelismesi, leke tarzindaki

kanamalarin bir araya gelerek menstruel kanamay1 baslatmasina neden olur (97, 98).

Gebelik sirasinda uterusun asir1 biiylimesi, dstrojen ve progesteron hormon
salgilanmasimin artmasi sonucudur. Onceleri korpus luteumda salgilanan bu

hormonlar, daha sonra plasenta tarafindan tiretilirler (80).

Relaksin, kadinlarda korpus luteum, uterus, plasenta ve meme bezlerinde
yapilan bir polipeptid hormondur. Gebelik sirasinda, simfizis pubisi ve pelvisin diger
eklemlerini gevsetir, uterus serviksini yumusatir ve genisletir. Dolayisiyla dogumu
kolaylagtirir. Ayn1 zamanda uterus kasilmalarin1 baskilar. Gebe olmayan kadinlarda,
menstruel dongiiniin sekresyon evresinde korpus luteum ve endometriyumda relaksin

bulunur. Gebe olmayan kadinlardaki islevi bilinmemektedir (98).
2.15. Adezyon Molekiilleri

Biyolojik yapilarda hiicre birlikteligini saglayan molekiiller yapistiricilar
“Hiicre Adezyon Molekiilleri (Cell Adhesion Molecules; CAM)” olarak adlandirilir
(99) (Sekil 4).

Yapilan ¢aligmalarla bu molekiillerin sadece adeziv fonksiyonlarla sinirh
kalmayip, baska hiicre etkilesimlerine de katildig1 saptanmistir. Giiniimiizde genel
olarak 4 tip hiicre adezyon molekiilii vardir. Bunlar; Kaderinler, Selektinler,

Immiinoglobulin siiper ailesi ve Integrinler

Adezyon molekiillerinin  fonksiyonlar1 su sekilde siralanmaktadir;
Embriyonik gelisme, farklilagma, hiicre gogii, inflamasyon, kanser metastazi ve yara
iyilesmesi. Adezyon molekiilleri, epitelyal hiicreler arasinda temasi saglamaktadir.
Bu hiicre temaslar1 hiicredeki baglanti birimleriyle (tikayici, tutturucu ve oluklu)

daha da saglamlastirilir (100).
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Sekil 4. Hiicre-Hiicre adezyon molekiilii tipleri (101).

2.15.1. Kaderinler

Kaderinler, molekiil agirliklart 120.000-140.000 kDA arasinda degisen yap1
ve fonksiyonlar1 agisindan Ca?’a bagimli transmembran proteinleridir. Hiicre
yapismasinda ve farklilagmasinda rolleri olan ve bir¢ok dokuda sekillenebilen
hiicreadezyon reseptorleridirler (102). Kaderinler, tutturucu baglanti (zonula
adherens), siki baglant1 (zonula okludens) bolgeleri ve desmozomlarda meydana
gelen homotipik baglantilar1 diizenlerler (100). Klasik bir kaderin, birgok tekrarlayan

ilmikten (domain) olusan ve Ca?"’

a baglanmasini saglayan hiicre dis1 bir N-ucu ile
hiicre iskeleti, baglantiy1 saglayan, bir transmembran bolge ve bir sitoplazmik bolge
igceren C-ucu’ndan olusur. Hiicre disindaki tekrarlayan bolgeler B-zincirlerinden
olusmaktadir ve bu B-zincirleri karsit hiicredeki B-zincirleri ile homofilik iliski
kurarlar. Sitoplazmik kisim ii¢ sitoplazmik protein ile iligki icerisindedir.Bunlar a, 8

ve v katenindir (103).
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2.15.1.1. Kaderin Kompleksinin Bilesenleri

Kaderin kompleksinin bilesenleri su sekilde siralanmaktadir:
1.Kaderinler ile iligkili hiicre i¢i bilesenleri (kateninler)
2.Hiicre iskeleti (aktin gibi)

Kateninler, kaderinlerin hiicre i¢i sitoplazmik bolge ile baglantisini saglayan
sitoplazmik protein grubudurlar. Bu sekilde, kaderinlerin mikrofilament yapisindaki
hiicre iskeletine baglanmasini saglar ve kaderinlerin fonksiyonunu diizenlerler. SDS-
PAGE yiiriime hizina gore tanimlanan kateninler sunlardir; a-katenin, 3-katenin ve y-

katenin.

a-kateninler, aktin baglayict proteinler olan vinkulin ile kismen benzer
yapiyasahip oldugu icin, aktin hiicre iskeletine direkt baglantiy1 saglar. Ayrica,
p120cas olarak tanimlanan katenin ailesine ait yeni bir tip protein de tanimlanmistir.

p120cas, B-katenin ile plakaglobin arasinda baglantiy1 saglar (100) (Sekil 5).
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Sekil 5. Kaderln— katenin ve p120cas iligkisi (104)

Kaderinler temel olarak dort gruba ayrilmaktadir; Tip 1 kaderinler, Tip 2
kaderinler, Desmozomal kaderinlerve Protokaderinler'dir.

2.15.1.2. Tip 1 Kaderinler

E-kaderin: Bir¢ok epitelyal dokuda ve epitelyal morfogenezisde rol oynar.

Yan hiicre yiizeylerinde bulunur. E-kaderin molekiilleri, komsu hiicrenin zarindaki
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ayn1 sinif kaderinlerle homofilik baglanti kurar. Bu tip baglanti Ca®" varligina

baglidir ve hiicreler arasinda fermuar benzeri bir yapisma modeli olusturur (102).

N-kaderin: Endotelyal hiicrelerde, noral hiicrelerde ve bazi kas dokusu

hiicrelerinde bulunur ve sinir hiicresi bliylimesinde etkilidir.

P-kaderin: Embriyonik dokuda ve plasentada eksprese edilirler (100)
2.15.1.3. Tip 2 Kaderinler

Kaderin-5 ve kaderin-12 olarak tamimlanirlar. Ekspresyonlar1 endotel
hiicreleri ile smirlidir. Bu kaderinler angiogenezde damar gecirgenliginin

kontroliinde rol oynamaktadir (100).
2.15.1.4. Desmozomal Kaderinler

Desmoglein ve desmokolinlerde desmozom ile hiicre baglantisinin
saglanmasindan gorevli kaderinlerdir. Bu kaderin tiirleri, desmoplakin ve
plakoglobin (g-katenin) igeren sitoplazmik plak ile etkilesime girerler. Ayrica bu

yapilar da keratin intermediyet filamentlerine tutunurlar (100).
2.15.1.5. Protokaderinler

Kaderinlerin en genis grubudur. Bu gruptaki kaderinler, siklikla besten fazla
tekrarlayan hiicre dis1 bolge ve diger kaderinlerden farkli yapida bir sitoplazmik
bolge icerirler. Protokaderinlerin Ca?* bagl kisimlar1 zayif hiicre ici etkilesimleri

diizenlemektedir (100).
2.15.2. Selektinler

Kaderinler gibi Ca?* bagimli hiicre adezyon molekiilleridirler. Fakat

kaderinlerin tersine selektinler karbonhidratlara baglandiklar1 igin lektinler grubuna
dahil edilmektedir (102) (Sekil 6).

Selektinlerin ti¢ hiicre dis1 boliimii vardir:

1. Seker (mannoz, galaktoz gibi) molekiiliine 6zgii karbonhidrat taniyici

bolge (CRD): Bu kisim ligand ile baglanan kisimdir.
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2. Epidermal biiyliime faktoriinde bulunan tekrarlara benzer bolge (EGF): Bu
boliimiin molekiiliin genel yapisinin saglanmasinda katkisi vardir. Bu boliimiin

cikarilmasi selektinlerin adezyon fonksiyonunu ortadan kaldirir.

3. Kompleman diizenleyici proteinlerde bulunan bir dizi tekrarlar (SRC): Bu
boliimiin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber, delesyonu durumunda

fonksiyon kayb1 meydana gelmektedir (106).

Glikoprotein
molelkﬁlfl

KH taniyici bolge

Ca** baglanma
bolgesi

————— EGF-benzeri bolge

Kisa tekrarlar

Hucre zan

PPPPTTT TS
L

Sekil 6. Selektinlerin genel yapis1 (101)
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Sitoplazma uzantisi

Selektinler, bulunduklar1 dokuya ve hiicre ylizey molekiilleri ile iligkilerine
gore lige ayrilmaktadir; L-Selektin (CD62L), P-Selektin (CD62P) ve E-Selektin
(CD62E). Bu ii¢ tip selektininde yapis1 yukaridaki resimde gosterilmis olan klasik
selektine benzer (100) .

2.15.2.1. Selektinlerin Fonksiyonlar1 ve Lokosit Gocii
Selektinlerin temel fonksiyonu, lokositlerin 6zelliklede nétrofillerin

inflamasyon bolgesine hareketini saglamaktir.Lokosit gogii;

1.Yuvarlanma: Selektinler, 16kositlerin damar duvarimi olusturan endotele

zayi1f bir sekilde tutunmalarini diizenlerler.

2. Tutunma: Integrinler, 1kositlerin endotele giiclii bir sekilde tutunmasini

saglayan intraselliiler adezyon molekiillerine (ICAM) baglanr.
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3.Transendotelyal Go¢: Lokositler, kemoatraktan maddelerin derisimindeki
degisikliklere cevap olarak diyapedez ile endotel hiicre membranindan disar1 ¢ikar

(100).
Her selektin farkh hizlarda yuvarlanmaya aracilik eder:
1. L-selektin, akim halindeki hiicrelerin yakalanmasinda en etkili rolii oynar.
2. E-selektin, duragan yuvarlanmada etkilidir.

3. P-selektin, her ikisini de baglatir. Ayrica yuvarlanmayi devam ettirir (107).
2.15.3. immiinoglobulin Siiper Ailesi

Immiinogloblin (Ig) siiper ailesi, Ig benzeri bolgeler igeren hiicre yiizey
molekiillerinin oldugu bir gruptur (100). Kaderin ve selektinlerden farkli olarak Ig
siiper ailesi iiyeleri, Ca?*'dan bagimsiz hiicre yapisma molekiilleri olup, tek bir gen
tarafindan kodlanirlar. Ig siiper ailesinin tiim iiyelerinde bulunan ortak 6zellik Ig’ler
igin tipik olan bir veya daha fazla kez katlanmis hiicre dis1 segmentidir (102) (Sekil
7).1g siiper ailesi iiyeleri sunlardir; ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, LFA-2 (CD2), LFA-
3 (CD58), NCAM (CD56), PECAM-1 (CD31) ve VCAM-1 (CD106).

Ig-loops |;bind? to p2-integrins| | bind to NCAM's l binds to PECAM

or aVB3 or aVf3 integrin

Sekil 7. Ig stiper ailesi tiyeleri (108)

2.15.3.1. ICAM-1

Intraselliiler hiicre adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), tek bir protein zinciridir

ve 5 adet Ig benzeri bolge, bir tek transmembran protein ve kisa bir sitoplazmik
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bolge igerir. ICAM-1, LFA-1, Hyaluronan, Mac-1, CD43 ve Fibrinojen gibi yapilara
baglanabilir.

Dinlenme halindeki endotelyal hiicrelerde ICAM-1, IFN-y, TNF-a, IL-1P ve
LPS gibi dis uyaranlar tarafindan aktive olarak, epitelyal ve mezensimal hiicrelerde
ekspresyonu artar. ICAM-1’in temel fonksiyonu, inflamasyonda hiicre-hiicre

adezyonunu saglamaktadir (100).
2.15.3.2. ICAM-2

Intraselliiler hiicre adezyon molekiilii-2 (ICAM-2), ikitane Ig benzeri bolge
igerir(100). ICAM-2’nin endotel hiicrelerindeki ekspresyonu ICAM-1’e gore daha
fazladir. Ayrica sitokin ve LPS ile uyarilmasindan sonra ekspresyon miktari
degismez (109). ICAM-2, endotelde ve lenf nodiillerinin germinal merkezindeki
dendritik hiicrelerde yiiksek miktarlarda eksprese edilir. ICAM-2, LFA-1 ve Mac-1'e
baglanabilir. ICAM-2, inflamasyonun ger¢eklesmedigi doku endotelinde 16kositlerin

tekrar sirkiilasyonunda rol oynar (100).
2.15.3.3. ICAM-3

Intraselliiler hiicre adezyon molekiilii-3 (ICAM-3), ICAM-1 gibi bes tane Ig
benzeri bolge icerir. Lokositlerde yiliksek diizeyde eksprese edilir ve ICAM-1 ve
ICAM-2’nin aksine, bir¢ok endotel hiicresinde bulunmaz. ICAM-3’iin LFA-1 ile
etkilesiminin, T hiicrelerinin antijen sunucu hiicrelere baglanmasinin baslangic

asamasini olusturur (100).
2.15.3.4. LFA-2 (CD2)

Lokosit fonksiyonu iliskili molekiil-2 (LFA-2), iki tane Ig benzeri bolge
icerir. Insanlarda ve ratlarda timositlerde, T-hiicrelerinde ve NK hiicrelerinde simirli
miktarlarda eksprese edilir. Ratlarda, B-hiicrelerinde de ecksprese edildikleri
bulunmustur. insanlarda LFA-2, LFA-3’¢ baglanir ve temel ligandi CD48’dir. LFA-
2’nin bu liganda baglanmasi, T-hiicresi ve antijen sunucu hiicreler ya da hedef
hiicreler arasindaki adezyonu diizenler. LFA-2, ayrica lenfositlere sinyaller gonderir

ve bu sinyaller hiicrenin aktivasyonunda rol almaktadir (100).
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2.15.3.5. LFA-3 (CD 58)

LFA-3’1lin yapis1 LFA-2’ye benzer ve ayni sekilde iki tane Ig benzeri bolge
icerir. LFA-3 lokosit, eritrosit, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar {izerinde eksprese
edilirler. LFA-2’ye baglanarak T-hiicrenin hedef hiicre ve antijen sunan hiicreler ile

iliskisine, eritrositler ile adezyonuna (rozet olusumuna) aracilik eder (110).
2.15.3.6. NCAM (CD 56)

Sinir hiicre adezyon molekiilli (NCAM), transmembran formda ve
glukozilfosfotidilinozitolla birlikte bulunabilmektedir. Farkli izoformlar post-
translasyonel mekanizmalarla belirlenir. NCAM, homotipik baglanma gosterir ve
kollajen, heparin, heparan siilfat ve kondroitin siilfat proteoglikanlari ile etkilesime
girer (100). NCAM noral dokularda ve kas hiicrelerinde bulunur. Embriyogenez
sirasinda normal doku mimarisinin gelisimi ve hiicre biliylimesi sirasinda

izlenenkontakt inhibisyona katilir (110).
2.15.3.7. PECAM-1 (CD 31)

Platelet ve endotel hiicre yapigma molekiilii-1, alt1 tane Ig benzeri bolge
igerir. Polimorfoniikleer hiicreler, monosit, trombosit, nétrofil ve endotel
hiicrelerinde bulunurlar. PECAM-1 homotipik baglanma ile CD38 ve a5p3
integrinlerle  baglanti  kurmaktadir. PECAM-1, noétrofil ve monositlerin

transendotelyal gociinde de rol almaktadir (111).
2.15.3.8. VCAM-1 (CD106)

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1), yedi tane Ig benzeri bolge
icerir. Endotelyal hiicrelerde IL-1 ve TNF-a gibi birtakim inflamatuar diizenleyiciler
tarafindan uyarilmas: sonucu eksprese edilir. VCAM-1 ayrica bazi makrofajlarda,
dendritik hiicrelerde, kemik iligi stromal hiicrelerinde, enfekte eklemlerdeki
sinoviyal hiicrelerde ve kas hiicrelerinde eksprese edilir. VCAM-1 damarlanma
bolgesinin disinda lenfositlerin, dendritik hiicrelere ve kemik iligi stromal

hiicrelerine tutunmasini saglar (100).
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2.15.4. integrinler

Integrinler, farkli genler tarafindan kodlanan iki a ve iki B alt birimlerinden
olusur. Heterodimer yapida olmalariyla kaderin, selektin ve Ig siiper ailesinden
ayrilirlar. Yaklasik olarak 17 farkli o ve 8 farkli B alt biriminin cesitli
kombinasyonlarindan olusan 25 integrin tiirii bilinmektedir. a ve B alt iiniteleri
birbirlerine kovalent olmayan baglarla baglidir. Integrinlerin fonksiyonel aktivitesi
icin her iki alt iinitede gereklidir, ancak baglanma O6zgiilliigiiniin o alt iinitesi ile

iliskili oldugu diistiniilmektedir (102) (Sekil 8).

/\‘ HUCRE ICI
TrT T T T T P T T T T T
B G o g G 9 LA A A G G 198

sadece beta alt lnitesi
hucre iskeletine baglanir

Sistein’den zengin bélge /

bl

5-4— Disulfid képrist  Hgere zan

~+— Alfa alt Gnitesi

Fibronectin

Laminin

Sekil 8. integrinlerin temel yapisi (101).

Hemen her hiicre bir veya cok sayida integrin sentezler. Kaderinler gibi f3-
integrinlerin sitoplazmada bulunan pargasi baglayici proteinler olan talin, vinkiilin ve
o-aktinin {izerinde aktine bagldir. Integrinlerin hiicre disinda kalan parcasi bazal
membranin 6nemli iki bileseni olan laminin ve fibronektinde bulunan ii¢ peptidli
RGD (arginin-glisin-aspartik asid) dizisine baglidir. Laminin ve fibronektin ise
bircok kollajen tipiyle (tip IV kollajen dahil), heparan siilfat, proteoglikanlar ve
entaktin (nidojen) ile iliski icindedir (102). Integrinler, B alt {initelerinin birlesme
durumuna gore; Pl integrinler (Cok ge¢ aktivasyon antijenleri (VLA) ), B2
integrinler (Lokosit CAM) ve B3 integrinler (Sitoadezinler) olarak ii¢ alt iiniteye

ayrilir.
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2.15.4.1. p1 Integrinler

Integrin ailesinin en genis iiyesidirler. Dinlenme halindeki 18kositlerde tespit
edilebilir diizeyde eksprese edilirler (100). Bl yapisinda olan integrinlere, ¢ok gec
aktivasyon antijenleri (VLA) denir. Bu isim aktive olmus T-lenfositlerin yiizeyinde
iki-dort hafta gibi uzun bir siire sonunda eksprese olmalar1 nedeniyle almislardir. 1
integrinler 6zellikle 16kositlerin endotel hiicrelerine ve hiicre dis1 matrikse
baglanmasinda gorev alirlar (112). B1 integrinlerin ekspresyonuna ornek olarak,
hiicre ylizeyindeki o4f1’in timositlerdeki diizeyi hiicre yaglaninca diigmesi
verilebilir. B1 integrinlerin hiicre dis1 matrikse baglanmasina ornek olarak; a4fB1’in
VCAM-1 ve fibronektine baglanmasi verilebilir. a4p1’in VCAM-1 ile etkilesimi,
lenfositlerin aktive olmus endotel hiicrelerine baglanmasin1 diizenler. Lokosit
adezyonuna ek olarak B1 integrinler embriyonik gelismede de kritik role sahiptirler
(100).

2.15.4.2. 2 integrinler

Bu grupta yer alan integrinler iic homologtan olusur;

1- Lokosit fonksiyonlari ile iliskili molekiil-1 (LFA-1) (113).

2- Kompleman reseptor-tip 3 (CR3) = (CD11b) = Mac-1 (amf2)
3- CR4 = (CD11c) = (P150,95)

LFA-1; ICAM-1, ICAM-2 ve ICAM-3’e baglanabilir. LFA-1’in bu
ligandlarla olan iliskisi, T ve B-hiicrelerinin cevab1 ve ldkositlerin endotel hiicre

yiizeyine adezyonu ile sonuglanir (100).

Mac-1 (ampP2); Monositlerde ve graniilositlerde yiiksek diizeyde ve
Thiicrelerinde ise diisiik miktarlarda eksprese edilir. Graniilositlerin ve monositlerin
enfeksiyon sonucu aktivasyonu, hiicre i¢i depo Mac-1’in hiicre yiizeyinde mobilize
olmasini ve hiicre yiizeyinde molekiiliin hizli ekspresyonu saglanir. Mac-1’in 1C3b
komplement sistemi bileseni ile etkilesimi, fagositoz i¢in gerekli olan opsonizasyonu
saglar. Mac-1 ayrica, monosit ve nétrofillerin transendotelyal gdciinde de rol oynar

(100).
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P150,95; Ozellikle dendritik hiicreler, monositler, makrofajlar ve
graniilositler tarafindan eksprese edilir. NK (Natural killer) hiicrelerinde ve T-
hiicrelerinde diisiik miktarda bulunur. P150,95 ayrica, IC3s, ICAM-1, fibrinojen ve
bakteriyel lipopolisakkaridlere baglanabilir. Bu baglanmayla birlikte, enfekte olmus
endotele monosit ve nétrofil adezyonunda 6nemli oldugu, sitotoksik T hiicrelerinin

aktivasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir (100).

adp2; Yakin zamanda tanimlanmis bir integrin tipidir. Dalakta kirmizi
pulpada, makrofajlarda ve aorta da yer alan kopiik hiicrelerinde sentezlenmektedir.
Lokositlerde sentezi disiiktiir. adpf2 ICAM-3’e baglanabilir, ancak bu baglanti
ICAM-1 ve VCAM-1 ile gerc¢eklesmez (100).

2.15.4.3. B3 Integrinler

3’1 olusturan alt Giniteler (3) CD61, a2p3 (CD41) ve a5 (CD51)'dir.

B3 integrin heterodimerik bir yapiya sahiptir. CD61 tiimor hiicrelerinde
sekresyonu artan bir Dbelirtectir. 02p3 reseptOriiniin  ekspresyonu ozellikle
plateletlerde gerceklesir. a2f3 aktive olmamis plateletlerde yalnizca fibronojene
baglanirken, aktive olmus plateletlerde ise fibrinojen, von Willebrand faktor,
fibronektin, vitronektin ve trombospondine baglanmaktadir. a2B3 ve a5B3

integrinlerde bu grupta yer alir (100).

02p3 tarafindan diizenlenen adezyon, platelet agregasyonunda ve
aktivasyonunda onemli rol oynar. Platelet aktivasyonu a2fB3’ilin ligand baglanmasi

sonucu gecirdigi degisiklik sonucu meydana gelir (100).

aSP3 reseptorleri ise, hematopoietik hiicreler ve endotel hiicreleri, bazi
lenfositler, diiz kas hiicreleri, osteoklastlar ve tiimor hiicreleri gibi hematopoietik
olmayan hiicreler tarafindan da eksprese edilir. Bu integrinde, vitronektin, fibrinojen,
von Willebrand faktor, fibronektin ve trombospondine baglanabilir. a5B3 ayrica

platelet ve 16kosit endotelyumunda da bulunur (100).
2.15.4.4. Integrinlerin Fonksiyonlar

Integrinler, dolasimdaki 16kositlerin damar endoteline tutunup, yapistiktan

sonra, inflamatuar alana gog¢ etmelerinde rol alirlar (109). Hiicre dis1 sinyaller
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aracilign ile haberlesmeyi saglarlar (112). Embriyolojik gelisim, hemostazis,
trombozis, yara iyilesmesi, immiin ve immiin olmayan savunma mekanizmalar1 gibi
bircok fizyolojik olayda hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonuna katilirlar.
Kardiyovaskiiler sistemde hiicre-hiicre iliskisi dinamik bir olgudur ve ince ayarl bir
diizenleme gerektirir. Fibrinojen varligina ragmen trombositler agrege olmaz, kan
akimina ragmen lokositler inflamasyon alanina gidebilir. Biitiin bu olaylar dizisinde

integrinler anahtar rolii islenmektedir (113).

Integrinlerin, 16kositlerin inflamasyon bdlgesine go¢ii sirasinda diger adezyon
molekiilleri ile koordinatli bir sekilde fonksiyon goriir. Lokosit gogii esnasinda,
baslangicta olan yuvarlanma asamasi selektinler tarafindan kontrol edilir. Bunu
takiben lokositlerin yavas gerceklesen akis hareketi, aktive olmus integrinler

tarafindan kontrol edilir (100).
2.16. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve bunlarin olusturdugu hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar
geligsmistir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir tepkimesini engelleyerek ya da
reaktif oksijenleri toplayarak lipid peroksidasyonunu baskilarlar. Antioksidanlarin

islevleri genelde koruma, durdurma ve onarim olarak gruplandirilabilir (114).
Antioksidanlar etkilerine gore dort gruba ayrilir (115):
1. Toplayici etki
2. Baskilayicr etki
3. Zincir kiricr etki
4. Onaric1 etki

Antioksidanlarin, serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutmasi ya da
¢ok daha zayif yeni bir molekiile doniistiirmesine “toplayict etki”, serbest oksijen
radikalleriyle etkilesime girip, onlara bir hidrojen vererek aktivitelerini azaltma ya da
inaktif sekle doniistiirmesine “baskilayict etki”, serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak tepkime zincirini kiran etkiye “zincir kirict etki” ve tamir

islevine de “onarici etki” denir. Antioksidan 6zelligi bulunan bir¢cok farkli madde

37



vardir. Bu maddelerin bir kismi besinlerle disaridan alinirken, bir boliimiinii viicut

kendisi, serbest radikallere kars1 bir savunma sistemi olarak tiretir (116).
2.16.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Kokenlerine gore;

e ¢ kokenli olanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz, bilirubin, trik asit, sistein, histidin, albiimin, safra

asitleridir.

e Dis kokenli olanlar: Ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz
baskilayicilari, DMSO, lokal anestezikler, rekombinant siiperoksit

dismutazdir.

Coziintirliiklerine gore;

e Suda ¢oziinenler: Glutatyon, C vitamini, tirik asit

e Yagda ¢ozilinenler: A vitamini, E vitamini, ubikinonlar
Yerlesimlerine gore;

e Hiicre i¢inde bulunanlar

e Plazma ve diger hiicre dis1 sivida bulunanlar
Yapilarina gore;

e Enzimatik olanlar: Sitokrom oksidaz, SOD, Kkatalaz, glutatyon

peroksidaz, glutatyon S transferaz, hidroperoksidaz

e Enzimatik olmayanlar: Glutatyon, askorbik asit, E vitamini, A
vitamini, keratinoidler, ubikinonlar, flavanoidler, melatonin, iirik asit,
alblimin (117)

2.17. Melatonin

Epifiz bezi, yaklasik ii¢ yliz yil 6nce Fransiz filozof Deskartes tarafindan
“ruhun taht1” olarak tanimlamistir. Bu bezde melatonin’ in varlig1 ise 1958 yilinda

dermatolog Lerner tarafindan belirlenmistir. Sigir epifiz bezi ekstrelerinin, kurbaga
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deri rengini actigin1 gézleyen Lerner, melanin graniillerinin agregasyona ugradigini

belirlemis ve ekstrelerden izole ettigi bu maddeye melatonin adini vermistir (118).
2.17.1. Melatonin’in Sentez ve Metabolizmasi

Melatonin’in, dncii aminoasiti triptofandir. Triptofan 5-hidroksilaz enzimince
5-hidroksitriptofana  (5HTP), 5-hidroksitriptofan da aromatik amino asit
dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) araciligiyla 5-hidroksitriptamin  (5-HT,
serotonin)’e dondstiiriiliir. Serotonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ile
N-asetilserotonine (NAS) ve son olarak Nasetilserotonin hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) enzimince melatonin’e (5-metoksi-N-asetiltriptamin)
doniistiiriiliir. Melatonin, esas olarak epifiz bezindeki pinealositlerde sentez edilir.
Ayn1 zamanda mide-bagirsak sistemi, lens, retina ve diger pek ¢ok organda sentez

edildigi gosterilmistir (119).

Epifiz bezi, kollikulus siiperiorlar, pulvinar talami ve korpokoris kallosi

arasinda bulunan néroendokrin 6zellik gésteren bir organdir (120).

Melatonin sentezlendikten sonra depolanmaz. Diisiik molekiil agirlik ve
lipofilik, hidrofilik 6zellikleri nedeniyle pasif difiizyonla digar1 atilir. Kanda bulunan
melatonin %70 oraninda plazma albuminine baglidir. Dolasimdaki melatonin beyin
omurilik sivisini da igererek tiim biyolojik sivilara dagilir. Melatonin anneden fetusa
plasental yol ve yenidoganda siit ile ge¢gmektedir. Melatonin’ in kandaki yarilanma
stiresi 10-40 dakikadir. Esas olarak karacigerde metabolize edilir. Karacigerden ilk
geciste %90°1 mikrozomal enzimlerce 6-hidroksimelatonin’ e doniisiir. Idrardaki

baslica metaboliti 6-siilfatoksi-melatonindir (121).
2.17.2. Melatonin Sentezinin Diizenlenmesi

Melatonin sentezinde rol alan baslica faktor, aydinlik-karanlik dongiisiidiir.
Epifiz bezi, gérme sisteminin bir u¢ organi olarak ritmik 151k mesajinin canlidaki her
organa iletilmesini saglamaktadir. Retinadan baglayan bu yola “Retinohipotalamik

yol” ad1 verilmektedir.

Retinal 151k reseptorleri 15181 elektriksel uyariya ¢evirerek suprakiazmatik

cekirdege iletir. Suprakiazmatik c¢ekirdekten c¢ikan lifler epifiz bezi ve omuriligin
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intermediolateral kolonuna gider ve buradan siiperior servikal gangliona (SSG)
ulasir. Sempatik bir ganglion olan SSG’dan ¢ikan postganglionik lifler nevri conarii

araciligryla epifiz bezine ulasarak kapiller boyunca bez i¢inde dagilirlar (122).

Endojen melatonin salgilanma ritmi, retinohipotalamik yol araciligryla
cevresel 1s1k-karanlik ile diizenlenmektedir. Suprakiazmatik ¢ekirdek elektriksel erki,
giinliik stirecin karanlik evresinde baskilanir. Bunun sonucunda, epifiz bezi sempatik
sinirleri uyarir. Epifiz bezini sinirsel yapisini olusturan postganglionik sempatik sinir
liflerinden noradrenalin salinir ve 3-5 siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve adenil
siklaz aktivite olur. Ayrica pinealositlerde B adrenerjik ve alfa-1 reseptor
aktivasyonu gosterilmistir. Alfa-1 reseptorler, protein kinaz C (PKC) ve kalsiyum
(Ca) miktarindaki artis ile uyarilir. Alfa-1 reseptér ve cAMP aktivasyonu ile

melatonin sentezi baglar (123).

Melatonin sentezlenmesi ve saliverilmesi karanlik ile uyarilirken, 151k ile
baskilanir. Melatonin sentezinde 6nemli rol oynayan AANAT ve HIOMT enzimlerin
aktiviteleri gece daha yiiksektir. Giin 151g¢1mnin bulundugu saatlerde retina fotoreseptor
hiicreleri hiperpolarizedir ve retinahipotalamik-pineal sistem sessizdir, bu donemde

¢ok az melatonin salgilanir (124).
2.17.3. Melatonin’in Antioksidan Etkisi

Melatonin’in bir antioksidan oldugu, kaynaklarda ilk kez 1991 yilinda {anas
ve arkadaslarinca 6ne siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarla

desteklenmistir (125).
Melatonin antioksidan etkisini ii¢ sekilde gosterir:

1. Dogrudan antioksidan etki: Hidroksil radikalini, hidrojen peroksidi,
stiperoksit radikalini detoksifiye eder. Melatonin en fazla hidroksil radikaline etki
etmekle birlikte melatonin® in  antioksidan etkisi pirol  halkasindan
kaynaklanmaktadir. Serbest radikallerin varliginda melatonin’in pirol halkasindan
N1- Asetil- N2 formil, 5 metoksiniiramin olusumuyla serbest radikalleri tuttugu
gosterilmigtir. Melatonin’ in lipit peroksidasyonunu peroksil radikalini yakalayarak

engelledigi de bilinmektedir (126, 127).

40



2. Dogrudan olmayan antioksidan etki: SOD, GSH-Px, Glutatyon rediiktaz,
Glukoz -6- Fosfat Dehidrogenaz enzimlerinin gen ekspresyonlar1 ya da aktivitelerini
artirmakta ve bu yolla oksidatif stresi baskilamaktadir (126, 127).

3. Prooksidan enzim aracih@ ile etki: Melatonin’in bazi prooksidan
enzimleri baskilayarak serbest radikal olusumunu azalttigi ve bu yolla antioksidan

sistemi destekledigi Beyer ve Reiter’ in ¢alismalarinda 6ne stirtilmistiir (129).

In vitro ve in vivo kosullarda, nitrik oksit (NO) ve daha ileri asamada
peroksinitrit olusumuna neden olan NO sentaz erkinin, fizyolojik melatonin
yogunluklarinda baskiladig: bildirilmektedir (126, 127, 129).

Melatonin, elektrondan zengin bir molekiildiir ve dogrudan antioksidan, yag
ve suda ¢oziiniir 6zellige sahip olmasi nedeniyle, viicudun her hiicresine, sitozole ve
hiicre igindeki diger yapilara kolaylikla girer. Bu nedenle vitamin ve mineral
antioksidanlara gore ¢ok daha etkilidir. Dogrudan cekirdege girebilme 0Ozelligi
nedeniyle DNA’da hasar yapma sansi yiiksek oldugundan giiglii antioksidandir.
Melatonin’in E vitaminine karsin en az iki kat, glutatyona gore bes kat daha etkili bir
antioksidan oldugu gosterilmistir (127, 129, 131). Yapilan ¢aligmalarda melatonin’in
vitamin E ve vitamin C’nin antioksidan etkilerine sinerjik etki yaptigi ve
mitokondriyonlardaki elektron tasinimi sirasinda olusan serbest radikallerin

olusumunu baskilayici etkisi oldugu da bilinmektedir (129).

Melatonin’in  toksik ilaglara, bakteriyel toksinlere, siztosomiaya,agir
metallerle etkin kalmaya karsi koruyucu etkileri bulunmakla birlikte Alzheimer,
tardive diskinezisi, demir ve eritropoetin alimi, ultraviole (UV) radyasyonun neden

oldugu deri eriteminekars1 koruyucu etkileri gosterilmistir (131).
2.18. Selenyum

Selenyum (Se) ilk olarak 1817 yilinda Jons Jacob Berzelius tarafindan
kesfedilmistir. Atom numarasi 34, kiitle numarasi 78.96 olan, insan sagligi i¢in temel
olan esansiyel bir elementtir. Ayn1 grupta yer aldig: siilfiir ve telliryum ile kimyasal

olarak benzerlik gostermektedir (132).

Bagta bobrek ve karaciger olmak iizere insanin tiim dokularinda bulunan

selenyumun bir¢ok organik ve inorganik formu mevcuttur. Dimetil selenit,
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selenometiyonin ve selenosistein organik sekli; saf selenyum, selenid, selenat ve
selenit ise selenyumun inorganik sekilleridir. Yiyeceklerde organik bilesikler halinde
bulunan selenyumun disaridan alindigi durumlarda kullanilan bilesigi sodyum
selenittir (Na2SeOs). Bu nedenle deneysel selenyum calismalart 6zellikle selenit

mebolizmasi iizerinde yogunlagmustir (132-135).

Selenyum yiiksek dozlarda toksik olmasina ragmen ¢ok az miktarlar1 da belli
enzimlerin aktif merkezlerini sekillendirir ve tiim hiicrelerin fonksiyonlar1 igin
gereklidirler. Insanlarda glutatyon peroksidaz ve trioredoksin rediiktaz gibi
antioksidan enzimlerin yapisina kofaktdr olarak katilmaktadir. Glutatyon
peroksidazin biyokimyasal fonksiyonu bir¢ok doku ve hiicredeki hemen hemen
biitiin organik ve inorganik hidroperoksidazlar1 indirgemektir. Glutatyon peroksidaz
enzimi hidrojen peroksiti indirger ve siliperoksit dismutaz ve katalaz ile birlikte
organizmada hiicresel antioksidan savunma sistemini olusturur. Reaktif oksijen
tiirlerinin  lipid peroksidasyona yol agan ve intraselliler makromolekiillerle
reaksiyona girebilme Ozellikleri antioksidan savunma mekanizmalar1 ile dengede

tutulmaktadir (132, 136-140).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda selenyumun kanser, inflamatuar hastaliklar,
tiroid fonksiyonu, karaciger nekrozu, kardiyovaskiiler hastalik, nérolojik hastaliklar,
yaslanma, infertilite ve enfeksiyon olusan dokularda meydana gelen dejenerasyonlara
kars1 koruyucu oldugu deneysel ¢alismalarla, klinik arastirmalarla ve epidemiyolojik
verilerle saptanmistir. Bu durumlardaki bir¢cok etkisi selenyumun antioksidan
sistemlerdeki fonksiyonlarla ilgilidir. Eksikliginde ¢esitli hastaliklar gelismektedir.
Bunlar arasinda Cin’in selenyum eksik bolgelerinde gelisen endemik kardiomiyopati,

kanser, muskiiler distirofi, sitma ve kardiyovaskiiler hastaliklar bulunmaktadir (135).

Deney verileri sonuglarina gore selenyum bilesikleri hem spesifik kanser
tirlerinin 6nlenmesinde ve hem de kanserin baslangi¢ fazinda antitumorik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Ozellikle kemoterapi uygulanan hastalarda selenyum
eksikliginin tamamlandigi durumlarda immun uyarici etkilerin varligi bildirilmistir

(141).

Selenyum in vivo ve in vitroda insuline benzer 6zellikler gostermektedir. Bu

etkiye muhtemelen insulin sinyal yolundaki tirozin kinazin uyarilmasi sonucunda
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neden olabilmektedir. Bununla birlikte diyabetik sicanlarda Se sadece glisemik
kontrolii degistirmez, ayrica diyabetin kardiyak, renal, karaciger ve plateletler
tizerinde neden oldugu yan etkileri Onler ya da hafifletir. Bu arastiricilar
Streptozotosin (STZ) ile uyarilmis diyabetik farelerde sodyum selenit uygulamasinin
kan glukoz, lipid peroksidayon, glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon S
transferaz ve kan selenyum seviyelerine etkisine bakmuslar ve bu parametrelerin
kontrol seviyelerine yakin oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglar, selenyumun

diyabetle iliskili oksidatif stresi azaltmada rol oynadigini 6ngérmektedir (141).

Bazi ¢alismalarda yiiksek selenyumun oksidatif stres ve inflamasyonda
yararli oldugu bulunmus ve hiicre bliylimesi, apoptoz, hiicre sinyal sistemleri ile

transkripsiyon faktorlerinin de etkilerini diizenleyebilecegi belirtilmistir (141).
2.19. Metallotiyoninler

Metallotiyoninler (MT), kiigiik molekil agirlikli (6000-7000 Da), 18-23
sisteinli 61-68 aminoasitli siilfiirden zengin, asidik pH’da metal baglama yetenekleri
artabilen, enzimatik olmayan, Zn, Cu ve Cd gibi agir metallere karsi baglanma
kapasitesi olan hiicre i¢i metal baglayici proteinlerdir (145). MT’lerin hayvanlarda,
bitkilerde, bakterilerde ve mantarlarda degisik formlar1 vardir. Bu molekiillerin temel
roli Cd ve Hg gibi toksik ve agir metallerle, Cu ve Zn gibi iz elementleri
baglamasidir. Cinkodan yoksun beslenmelerde, enfeksiyonlarda, yangida, toksik
metal aliminda, oksijen radikalleri ve stres durumlarinda, Cu ve Zn gibi iz element
homeostazisi ile Cd ve Hg gibi agir metallerin detoksifikasyonunda MT’lerin 6nemli

rolleri oldugu tespit edilmistir (142).
2.19.1. Metallotiyoninlerin Cesitleri ve Dokulardaki Dagilim

MT’lerin memelilerde 15 farkli tipi bulunmaktadir. Bu farklilik sistein
molekiillerinin biyokimyasal yerlesimine bagli olarak olusur ve her bir tip MT
degisik metalleri baglama yetenegine sahiptir. MT lerin 15 farkli metale karsi
affiniteleri olmakla birlikte Cu, Cd, Pb, Ag, Bi ve Zn’yi daha fazla
baglayabilmektedirler (43, 47). MT’ler 4 divalent baglayabilen a (c-terminal)
zincirler ile 3 divalent metal baglayan B (N-terminal) zincirlerine sahiptir (3). P

zincirler Cd, Zn ve Cu gibi elementleri daha hizli baglayabilirken, a zincirler diger
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elementlerin baglanmalarinda goérev almaktadirlar. Memelilerde MT’ler genel olarak
MT-1, 2, 3 ve 4 proteinleri olarak isimlendirilirken, insanlarda 10-17 MT geninin
varligindan da bahsedilmektedir. Insanlardaki MT’ler, hMT-1, hMT-2, hMT-3 ve
hMT-4 formlar1 olarak adlandirilmaktadir. Metallotiyoninler viicutta pankreas,
barsak, bobrek ve karacigerde cok yogun olarak bulunmaktadir. Genel olarak
MT’lerin fizikokimyasal Ozellikleri aynm1 olmakla birlikte biyolojik fonksiyonlari
farklilik gostermektedir. MT-1 metallerin detoksifikasyonunda etkili iken, MT-2
daha ¢ok hiicre metabolizmasi iizerinde etkilidir. MT-1’in MT-2’ye gore bircok
organda daha fazla bulundugu da bildirilmektedir. Baslica beyinde yer alan ve sinir
sistemi i¢in Ozellesmis olan MT-3; testis, prostat, epididimis, dil, ovaryum, mide ve

kalp gibi dokularda az da olsa bulunmaktadir.

MT-3; MT-1 ve 2’den 7 aminoasit daha fazladir, ancak agir metallere karst
baglanma hizi daha yavastir. MT-4; dil ve deri gibi organlarda, ¢ok katli yassi
epitelin stratum korneum katmaninda ve maternal desidualarda bulunmaktadir. MT-
3’lin beyin dokusunda growth inhibitory factor (GIF) olarak adlandirildigi ve bu
proteinin ndral bozukluklarda (Alzheimer hastaligi gibi) %30 azalarak ndronal

biiylimeyi inhibe ettigi bildirilmektedir (142).
2.19.2. Dokularda Metallotiyonin’lerin Tespit Yontemleri

Metallotiyoninlerin histolojik olarak tespitinde bilinen immiinohistokimyasal
yontemler kullanilarak bu proteini igeren hiicreler belirlenebilir. Ayrica MT’ler
dokularda glimiis doyurma ve kadmiyum-hemoglobin affinite 6l¢iim metodlar ile
tespit edilebilmektedir. MT-1 ve MT-2 iyon degistirme kromotografi, yiiksek
performansh likid kromotografi (HPCL), kapillar zone -elektroforez (CZE)
yontemleriyle ayrildiktan sonra atomik absorbsiyon spektrometre (MS) ya da UV
absorbsiyon yontemleriyle de isimlendirilebilmektedir. Ayrica ELISA yontemiyle de
belirlenebilirler (142).

2.19.3. Metallotiyoninlerin Gorevleri ve Baz1 Organlardaki Dagilimi

Bakir, molibden, ¢inko gibi esansiyel metaller ile kadmiyum, civa, kursun
gibi esansiyel olmayan elementlerin organ, doku ve hiicrelerde asir1 miktarda

birikmesi toksikasyona sebep olmaktadir. Bu toksikasyonun énlenmesinde enzimatik
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diizeyde, translokasyon ve transkripsiyon asamalarinda metal baglayici protein olan
MT’lerin devreye girmeleri ile Zn ve Cu diizenlenmekte Cd, Hg ve Pb gibi agir

metaller zararsiz hale getirilmektedir (142).

Cinko canlilar i¢in esansiyel iz elementlerin basinda gelir. Protein sentezi,
karbonhidrat ve enerji metabolizmasi, DNA ve RNA sentezi gibi Onemli
fonksiyonlara katilan ¢inko; bir¢ok enzimin, metallotiyoninlerin, interlokinlerin ve
bazi hormonlarm biyolojik fonksiyonlar1 igin esansiyel niteliktedir. Ozelliklede Cd
gibi agir metallerin toksik etkilerine karst koruyucu etkileri bulunan ¢inko,
metallotiyoninler i¢inde primer indiikleyici bir elementtir. Cinko depolayan MT’ler
ille ¢ok siki iligskili olan intraselliler vezikiiller —zincosome olarak
isimlendirilmektedir. Bu vezikiillerin hiicrelerde tasinmasini saglayan ¢inko transport
(ZnT-1, 2, 3 ve 4)olarak adlandirilan proteinlerden 6zellikle ZnT-3 noéronlarda, ZnT-
4 ise meme bezlerinde bulunur. T-hiicre fonksiyonlarinda, dogal Oldiiriicti hiicre
(natural killer cell-NK) aktivitesinde, interlokin-2 (IL-2) iiretiminde ¢inkonun
kullanilabilirligine bagli olarak MT’lerin rolii artmaktadir (142).

Gastrointestinal kanaldan ve akcigerlerden emilebilen Cd, baslica bobreklerde
ve karacigerde birikir. Bu metalin thiol gruplarina kars:1 affinitesi oldukc¢a fazla olup
detoksifikasyonunda ve tasinmasinda Mt ve glutathione gibi proteinler 6nemli rol
oynamaktadir. Diyetlerde Ca azalmasi ve Zn’nun artmasi, Cd emilimini arttirir. Bu
emilimde Cd’un ¢ogu yiiksek molekiil agirlikli proteinlere baglanarak, az bir miktari
da kiiciik molekiil agirlikli olan MT ve diger proteinlere baglanarak taginmaktadir.
Cd’un c¢ok az miktar1 karaciger ve bobreklerden MT gibi proteinlere baglanarak
atilabilir. Geriye kalan Onemli miktar ise yaklagik 10 yil kadar viicutta
kalabilmektedir. Organizmada Zn’nun yetersizligi Cd toksikasyonu riskinin
artmasmma neden olmaktadir. Barsaklardaki Cd konsantrasyonu karaciger ve
bobreklerdekinden daha fazladir. Barsaklarda genellikle proksimal kisimlarda,
bobreklerde ise medulladan daha c¢ok kortekste birikim olmaktadir. Cd
gastrointestinal kanaldaki Ca emilimini azaltarak kemiklerde dekalsifikasyon,
kemiklerde ise Cd birikmesi ise kalsifikasyonu engelleyici etkiler olusturmaktadir.
Cd’a kars1 antagonist etkili elementlerden olan Cu, Zn ve Fe karaciger ve bobrekte

MT sentezinin artmasina neden olarak Cd toksisisitesini azaltmaktadir (142).
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Agir metalleri baglayan bir protein olarak bilinen metallotiyoninin testislerde
de bulundugu ve sahip oldugu sistein rezidiilleri ile ¢inko, bakir ve kadmiyum gibi

agir metallere baglanarak detoksifikasyonda gorev aldigi rapor edilmektedir (143).

Hizli tireyen hiicrelerin hem c¢ekirdeklerinde hem de sitoplazmasinda MT
artis1 olmaktadir. M T lerin ¢ekirdekte artmasinin sebebi heniiz bilinmemekle birlikte
oksidatif zararlardan DNA’y1 koruyor olabilecegi ya da baglayici Zn molekiilleriyle
transkripsiyon faktorlerini ve kritik Oneme sahip enzimleri diizenleyebilecegi
bildirilmektedir. Hiicre siklusuna 6nemli katkilar1 bulunan MT’ler, Go (G:growth-
biiylime fazi1) fazinda bazal miktarda, G1 ge¢ donemlerinde ve G1/S (Synthesis-sentez
faz1) gecis doneminde bol miktarda bulunur. Ayrica maksimum c¢ekirdek biiylimesi
sirasinda bazal miktarin 2-3 katina kadar ¢ikarken, S ve G2 fazinda ise
bulunmamaktadir. Hiicre proliferasyonunu kolaylastirdigi, go6giis kanserlerinde
arttig1 ve apopitozisin kontroliinde gorev aldigr bazi kaynaklarda yer almaktadir.
MT-1 ve 2 geni ¢ikartilmis (MT negatif) canlilarda hiicre 6liimiinii etkileyen Bax ve
timor baskilayic1 protein olan p53 diizeyleri MT pozitif canlilardaki hiicrelerden
daha yiiksek smirlardadir. Ldsemili c¢ocuklarin periferal kaninda, insanlarda
karaciger timorlerinde ve laringeal hiperplastik lezyonlarda MT miktarinin artist
apopitotik hiicrelerde azalmaya neden olurken, MT nin miktarinin azalmasiyla
hiicrelerdeki apopitozisin artis1 arasinda bir korelasyonun bulundugu tespit edilmistir.
Enfeksiyonlarda, yaralanmalarda ve yangisal olaylarda uyarilan MT’ler sitokrom C
araciligiyla caspas 3 aktivasyonunu inhibe ederek apopitozisi azaltmaktadir (40).
Farelerde CCL4, parasetamol, kemoterapi, U.V 1sinlarin zararlarina karst MT nin
antioksidan ozellige sahip oldugu, bu protein artisinin gégiis kanserinin prognostik

teshisinde 6nemli kriterlerden biri oldugu da tespit edilmistir (142 ).

MT sentezini uyaran metaller organlarda farkli reaksiyon olusturmaktadir.
Kadmiyum karacigerde, ¢inko ise pankreasta MT sentezinin artmasina neden
olmaktadir. Interlokinler, hidrojen peroksit, glukokortikoidler, glukagon,
katesolaminler, TNF-a, gamma interferonlar ve yangisal faktorler MT sentezinin
artmasina dogrudan etki ederlerken, Fe ve dektran tlirevleri dolayli yoldan MT nin

artmasina neden olmaktadirlar (142).
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Metallotiyoninler; endojen antioksidatif bir protein olmasi, proteinlerle

redoks yapabilmesi ve metal baglayici 6zellikleri sayesinde biyosistemde 6nemli

fonksiyonlarin yerine getirilmesini saglamaktadir. Bu hiicre i¢i proteinler;

MT’ler viicutta Zn ve Cu gibiiz elementlerin homeostazisi, Cd, Pb ve Hg

gibi agir metallerin detoksifikasyonunda aktif gérev almaktadirlar.

Cesitli nedenlerle ortaya c¢ikan hidroksil radikaller ve oksijen serbest
radikallerin oksidatif etkilerine karst hiicre yaralanmalarin1 Onlemesi

nedeniyle dogal anti-oksidatif proteinler olarak devreye girmektedirler.

Merkezi sinir sisteminde bol miktarda bulunan MT’ler; viicutta meydana
gelecek iz element yetersizliklerinde ve agir metal toksikasyonlarinda, bu

metallerle kompleks olusturarak beyinde bir bariyer goérevi yaparlar.

Gebelik donemlerinde; annede ve yavruda iz element kullanilabilirliginin
artmasini ve agir metallerin tutulmasimi saglayarak yavrunun normal
gelisimini tamamlamas1 ve meydana gelecek teratojenik etkilerin en aza

indirilmesini saglamaktadirlar.

Hiicre boliinmelerinde etkili olan Zn ve Cu gibi iz elementlerle kompleks

yaparak hiicre proliferasyonuna direkt etkileri bulunmaktadir.

Histolojik ve patolojik dokularda programlanmis hiicre Sliimii olan

apopitozisi kontrol altinda tutmaya yardimci1 olmaktadirlar.

Beyin, pankreas, barsak, karaciger ve bobrekte meydana gelen yapisal
hastaliklarin (Alzeimer, epilepsi, sclerozis, diyabet, Wilson hastaligi
gibi.) birgogunun Onlenmesinde ve tedavisinde bu proteinin Onemli
derecede etkilerinin oldugu, bu nedenlerle birgok hastalikla miicadelede

ve metabolik faaliyetlerin devam etmesinde bu proteinlerin kullaniminin

faydali olacagi bildirilmektedir (142).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismanin deneysel kismi Siileyman Demirel Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Aragtirma Laboratuarlarinda gergeklestirildi.
3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney Hayvanlar:

Calismada agirliklart 180-230 gr arasinda degisen, toplam 64 adet Wistar
Albino cinsi Disi sican (rat) kullanildi. Deney siiresince sigcanlarin su ve yeme (Yem

Kurumu Standart Fare Yemi) smirsiz erisimine (ad libitum) izin verildi.
3.1.2. Kullamilan Kimyasallar

Deney hayvanlarina uygulanan kimyasallar asagida belirtilmistir.
-Kadmiyum Kloriir (Kadmiyum) (Alfaeaser Cat: 13677 Russia)
-Melatonin (Sigma Cat: M5250 Chinna)

-Sodyum Selenat (Selenyum) (Alfaeaser Cat: 12613 USA)

-Serum Fizyolojik
3.2. Yontem
3.2.1. Deney Plam

Calismada, her grupta 8 sican (n=8) olmak iizere 7 ayr1 deney grubu ve bir
kontrol grubu olusturuldu ve toplam 64 sican (n=64) kullanildi. Deneyimiz 30 giin
siirdii ve melatoninin gece aktif olmasindan dolay1 biitiin ajanlarimiz ratlara gece

verildi. Deney plani tablo I’de verilmistir.

Grup | (Kontrol grubu): Serum fizyolojik, 30 giin boyunca her giin 0,2 ml
intraperitonal olarak verildi.

Grup Il (Kadmiyum (CdCl;) grubu): Kadmiyum kloriir, 30 giin boyunca
her giin 2 mg/kggavaj yoluyla verildi.
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Grup 111 (Melatonin grubu): Melatonin, 30 giin boyunca her giin 3 mg/kg

intraperitoneal olarak uygulandi.

Grup IV (Selenyum (NASe) grubu): Sodyum selenat, 30 giinde 6 defa
beser giin arayla 1 mg/kgintraperitoneal (i.p) olarak uygulandi.

Grup V (Cd + melatonin grubu): Kadmiyum kloriir ve melatonin, 30 giin

boyunca 2 mg/kg Cd gavajla, 3 mg/kg melatonin i.p. olarak uygulandi.

Grup VI (Cd + selenyum grubu): Kadmiyum kloriir ve sodyum selenat, 30
giin boyunca2 mg/kg Cd gavajla her giin, Selenyum isel mg/kg i.p. olarak 6 kez
uygulandi.

Grup VII (melatonin + selenyum grubu: Melatonin ve selenyum birlikte 30
giin boyunca 1.p. olarak uygulandi. Ancak melatonin her giin uygulanirken selenyum

6 kez uygulandi.

Grup VIII (Cd + melatonin + selenyum grubu): Kadmiyum 30 giin
boyunca gavajla verildi. Melatonin ve selenyum ise birlikte 30 giin boyunca i.p.

olarak uygulandi. Ancak melatonin her giin uygulanirken selenyum 6 kez uygulandi.
Serum fizyolojik (sf) her giin kontrol grubuna gavaj ve i.p. olarak uygulandi.

2mg kadmiyum, 1ml sf i¢inde ¢oziilerek hazirland1 ve gavaj yoluyla ratlara

uygulandi.

3mg melatonin, Iml %100 saf alkol icerisinde ¢oziiliip tlizerine 9 ml Sf
(pH=7.4) eklendi. Elde edilen ¢dziinmiis melatoninden 3 mg/kg dozunda olacak
sekilde i.p. uygulama yapildi.

Img sodyum selenat, 1ml sf i¢inde ¢dziilerek i.p. olarak uygulandi.

Deneyimizin bagladig1 tarihte, 15 giin sonrasinda ve deney bitiminde

(30.giinde) ratlarin agirliklar: 6l¢iildii.
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Tablo 1. Deney gruplari, verilen kimyasallarin dozlar1 ve giinleri

GEE;?;I |_|S§13;\1/:1n Verilen Kimyasal Tiiri Verilen Doz Miktari Siire
I 8 Serum fizyolojik 2mg/ml 30
1 8 Kadmiyum 2mg/ml 30
Il 8 Melatonin 3mg/ml 30
VI 8 Selenyum Img/ml 6
\Y 8 Kadmiyum+melatonin 2mg/ml+3mg/ml 30, 30
VI 8 Kadmiyum-+selenyum 2mg/ml+1mg/ml 30,6
Vil 8 Melatonin+selenyum 3mg/mi+1mg/ml 30,6
VIl 8 Kadmiyum+melatonin+selenyum | 2mg/ml+3mg/ml+1mg/ml | 30, 30, 6

30 giinliik deney sonunda sigcanlara 90 mg/kg ketamin-HCI ve 10 mg/kg
ksilazin i.p. anestezi uygulanarak sakrifiye edildi. Ratlarin Disi genital sistem
organlart (Over, tuba uterina ve uterus) alindi. Alinan dokular histolojik ve
immiinohistokimyasal ¢alismalar icin %10’luk tamponlu (sodyum fosfat monobazik

ve dibazik) notral formaldehitte tespit edildi.
3.2.2. Histolojik Doku Takip Calismalari

%10’luk tamponlu nétral formaldehit soliisyonunda, immersiyon-fiksasyon
yontemi uygulanarak tespit edilen dokular yikama isleminden sonra asagida

gosterilen islemlerden gecirildi.
A) Dehidratasyon
Dokular dereceli alkollerde asagidaki siirelerde bekletildi.
Alkol derecesi Siire
%50 1 saat
%70 1 saat
%80 1 saat
%90 1 saat

%096 1’er saat arayla 3 kez alkol degistirilerek bekletildi.
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B) Seffaflastirma

Ksilolde 15-30 dk

C) Emdirme

Ksilol+parafin (65° C etiivde) 15 dakika
S1v1 parafin (65° C etiivde) 1 saat

Sert parafin 1 gece oda 1sisnda tutuldu.

Ertesi giin sabahtan sert parafinde bulunan dokular etiivde (65° C) eriyinceye
kadar bekletildi.

D) Gomme

Sert parafin kullanilarak dokular bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan,

Leica marka kizakli mikrotom kullanilarak 4-5 mikron kalinliginda kesitler alind1.
E) Hematoksilen-Eozin Boyama

Preaparatlar etiivde 1 saat bekletildi ve parafinin erimesi saglandi. Preparatlar
Ksilol 1 ve ksilol 2’de 20’ser dk bekletildi. Sonra %96, 90, 80, 70’lik alkol
serilerinde 5’er dk bekletildi. Daha sonra distile su’da 5 dk bekletildi. Hematoksilen
(DDT hemalum)’de 4 dk bekletildi. 5dk ¢esme suyunda yikandi. Asit alkol (%80°1ik
alkol 2/3, HCL 1/3 oraninda karistirilarak hazirlandi) soliisyonuna 2 kez batir ¢ikar
yapildi. Eozin (DDT eozin) ile 2 dk boyandi ve 1dk g¢esme suyunda yikandi.
Boyanmis preparatlarimizi %70, 80, 90’lik alkol serilerinden 1’er kez batir ¢ikar
yapilarak ksilol salesine 1 giinliigiine birakildi.

F) Kapama

Isik mikroskobunda preparatlar incelendi ve goriintii netligi kazanilinca
entellan ile preparatlarimizin kapama iglemi yapildi.

Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan kimyasallarin hazirlams::

Primer antikorlar:

Kullanilan primer antikorlar

e Rabbit Anti-CD171/NCAM L-1 (BiOSS Cat: bs-1996R USA).
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¢ Rabbit Anti-Metallothionein-3 (GenetexCat: GTX60188 USA)
e E-cadherin/CDH1 (Thermo Cat: PA5-29252 Taiwan)

NCAM antikoru 1:500 oraninda, Metallothionein-3 1:500 ve E-cadherin

1:500 oraninda Antibody diluent (Labvision) soliisyonu ile sulandirildi.
Sekonder antikor:

Sekonder antikor olarak kullanilan goat-anti rabbit 1gG (Santa Cruz) 1:200

oraninda diliie edildi.
Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solutaion):

Hazir PBS tabletlerin her biri 100 ml distile suda ¢6ziilerek hazirland: ve taze

olarak kullanildi.
Sodyum Sitrat Soliisyonu:

16,5 gr sodyum sitrat, 500 gr distile su ile karistirilarak pH=6 olacak sekilde

ayarlandi. Her boyama i¢in taze soliisyon hazirland.
%3’liik Hidrojen Peroksit Soliisyonu:

90 ml metanol {izerine 10 ml %30’luk hidrojen peroksit eklenerek karistirilir.

Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandu.
Kromojen:

DAB (diaminobenzidin), Horseradish-peroksidaz enziminin substrati olarak
kullanildi. Uretici firmanin (Labvision) dnerisine gore 2 ml substrat i¢in 1 damla
kromojen igerecek sekilde karistirildi. Her karisim kullaninmindan yaklasik 20 dk

Once taze olarak hazirlandi.
Zat Boyama:

Zit boyamada ama¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarim

boyamaktir. Zit boyama i¢in Mayer hematoksilen (J.T. Baker) kullanildi.
Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

* 4 pm kalinliginda ede edilen parafin kesitler etiivde 37C’ de etiivde bir saat
bekletildi.
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* Deparafinizasyon islemi i¢in Ksilol-1’de 10 dk

* Deparafinizasyon isleminin devami Ksilol-2’de 10 dk

* Dehidratasyon islemi i¢in sirastyla %100’liik alkolde 5 dk
* %96’ lik alkolde 5 dk

* %9011k alkolde 5 dk

* %80’lik alkolde 5 dk

* %70’lik alkolde 5 dk bekletildi.

* PBS soliisyonunda 5 dk bekletildi.

* Kesitler sodyum sitrat tamponunda 600W’a ayarli mikrodalga firinda 1 dk
1s1tild1 ve 20 dk oda sicakliginda dokularla birlikte sogumaya birakildi.

* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

* PAP Pen kalem ile polilizinli lamlarin iizerindeki doku kesitlerinin etrafini

c¢izildi. Bu islem ileriki sathalarda da gerektikge tekrarlandi.

*Dokularin ~ tizerini  kaplayacak  sekilde @ ve  diger  dokularla
karismamasinadikkat edilerek 9%3’liik H202 soliisyonu damlatildi. 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

* Kesitler ti¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

* Dokunun iizerini kapatacak sekilde Ultra V Block (Labvision) damlatildi ve
10 dk bekletildi.

» Lamlardaki son kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor, diger kesitlerin
iizerine de primer antikor damlatildi. Lamlar nemli kabin icerisinde **C°de bir gece

bekletildi.
* Ertesi giin kesitler PBS-1, PBS-2 ve PBS-3’te 3’er dk bekletildi.

* Sekonder antikor, dokularin iizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 10dk
beklendi.

* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.
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* Dokunun {izerini tamamen kaplayacak sekilde Streptavidin Horseradish

Peroksidaz (Labvision) damlatildi ve 10 dk beklendi.
* Kesitler ii¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

* DAB soliisyonu (Labvision), dokularin iizerine damlatildi ve reaksiyon

vermesi i¢in 10dk karanlikta bekletildi.
* Kesitler ti¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.
* Z1t boyama Hematoksilen (Mayer) ile 10 sn siiresince yapildi.
* Cesme suyunda 5 dk yikandi.

* Sirastyla %70, %80, %90 ve %100°lik alkol serilerinden batir ¢ikar
yapilarak gecirildi.

* Kesitler seffaflagana kadar ksilolde bekletildi.
* Entellan kullanilarak kapama yapildu.

Boyanan ornekler Olympus BX50 tipi binokiiler mikroskopta incelendi ve

fotograflar elde edilerek degerlendirildi.

3.2.3. Apopitotik DNA Analizi

Elution Buffer su banyosunda 70C’ye 1sitild1

e 200 uL tam kan 6rnegini {lizerine 200 uL Binding/Lysis Buffer eklendi
(son hacim 400 uL)

e (Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi

e Pozitif kontroliin iizerine direkt 400 uL Binding/Lysis Buffer eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi

e Orneklerin ve pozitif kontroliin iizerine 100 uL isopropanol ilave edilerek

vorteksle karistirildi
e Temiz filtreli tiipe drnekler pipet yardimiyla akatarildi
e 1 dakika 8000 rpm’de santrifiijlendi

e Supernatant dokiildi
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e Filtreli tiipe 500 uL Washing Buffer eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de
santrifiijlendi

e Tekrar supernatant dokiildii

o Tekrar 500 uL. Washing Buffer eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de

santrifiijlendi
e Son olarak 13000 rpm’de 10 saniye santrifiijlendi
e Supernatant dokiildii
e Filtreki boliimiin altina yeni temiz 1,5 mL’lik ependorf yerlestirildi

e Su banyosunda 70C°’de 1sinmis hazir bekleyen Elution Buffer’dan 200
uL alinarak filtreli tiipe eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiijlendi

e Ependorficinde DNA 6rnekleri elde edildi.
DNA o6rnekleri %1°lik etidium bromidli agaroz jelde 90V elektrik akimi ile
yiiriitiildii. Bant paternleri UV translimiinator altinda degerlendirildi.

3.2.4. Biyokimyasal Analiz

MALONDIALDEHIT (MDA)

MDA standartlar1 hazirlanir, benmari 100°C’ye getirilir, soguk su ve blank

icin 2 tiip hazirlanir.
Standart Hazirlamisi:
%40’l1ik etanol hazirlanir; (40ml etanol+60ml distile su)

50 ul TEP (1,1,3,3-Tetraethoxypropane)- %40°lik etanol karigimi ile 25 ml’ye

tamamlanuir;
Bu durumda 8360 pmol/Lstok olusturulmus olur.

Stok solusyondan 0.1 ml alinir, %40’lik etanol ile 20 ml’ye tamamlanir.

Boylece 41.8 pmol/Llik Standart 1.konsantrasyon olusturulur.
Standart 2: 1ml distile su + 1ml standart 1 (20.9umol/L)

Standart 3: 1ml distile su + 1ml standart 2 (10.47umol/L)

55



Standart 4: 1ml distile su + 1ml standart 3 (5.22pmol/L)

Standart 5: 600ul standart 1+ 4400ul distile su (D.su ile 5ml’ye
tamamlanir) (4.86pumol/L)

Standart 6: 300ul standart 1+ 4700ul distile su (D.su ile 5ml’ye
tamamlanir) (2,43umol/L)

Standart 7: 150ul standart 1+ 4850ul distile su (D.su ile 5ml’ye
tamamlanir) (1.22pmol/L)

Standart 8: 75ul standart 1+ 4925ul distile su (D.su ile Sml’ye tamamlanir)
(0.62pmol/L)

Manuel MDA Calisma Prensibi:

0.5 ml numune+2.5 ml % 10’luk TCA, (kor i¢in numune yerine 0.5 ml distile

su kullanilir)
Vortexle, 15 dakika kaynar suda bekletilir, siire dolunca hemen sogutulur,
5000 devir/dakika, 10 dakika santrifiij edilir.
2 ml siipernatan al + 1 ml % 0.67’lik TBA eklenir,
Vortexle, 15 dakika kaynar suda bekletilir, siire dolunca hemen sogutulur.
532 nm’de (numune yerine distile su koyarak hazirlanan) kore kars1 okutulur.

* Drapper HH, Hadley M (1990) Malondialdehyde determination as index of
lipid peroxidation. Methods Enzymol 186:421-431

Tablo 2. Iki calismanin absorbans 6rnekleri

MDA standart Abs.
Standart 1 0,835 /1,414
Standart 2 0,405 /0,679
Standart 3 0,199 /0,347
Standart 4 0,096 /0,178
Standart 5 0,089 /0,172
Standart 6 0,045 /0,083
Standart 7 0,017 /0,040
Standart 8 0,007 /0,018

56



Doku igin:

(umol/L)/ (mgr/dL) — pmol / mgr protein
Hemolizat i¢in:

(umol/L)/ (gr/dL) — pmol/ gr Hg
Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii

KAT aktivitesi Aebi yontemine gore ¢alisilmistir. Yontem, hidrojen
peroksidin (H202) katalaz varliginda su ve molekiiler oksijene doniismesi sirasinda
harcanan H202’nin absorbansinin 240 nm’de spektrofotometrik olarak oOlgiilmesi
prensibine dayanir (27).Disi genital dokusuna ait KAT aktivite degerleri, U/mg

protein olarak verildi.
Katalaz Aktivitesi Olciimii
Kullanilan Reaktifler
1. pH 7,0 50 mM fosfat tamponu
2. %30’luk Hidrojen peroksit
GSH-PX Aktivitesi Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi, spektrofotometrik yontem ile Ol¢lilmiistiir. YOntem,
kiimen hidroperoksit varliginda GSH-Px’in  glutatyonun  oksidasyonunu
katalizlemesi sonucunda okside olan glutatyonun tekrar rediikte forma doniismesi
icin harcanan NADPH’in absorbansinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak
Olgiilmesi prensibine dayanir (28). Karaciger dokusuna ait GSH-Px aktivite

degerleri, U/mg protein cinsinden ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuc¢lar1

4.1.1. MDA Sonuclari

MDA standart grafigi ve numuneler c¢alisildi ve MDA standart grafigi elde
edildi (Tablo 3, Grafikl).

Tablo 3. MDA standart sonuglari

Standartlar (umol/L) Abs
1,220 0,040
2,430 0,053
4,860 0,073
5,220 0,095
10,470 0,190
20,900 0,346
41,800 0,690

Absorbans

MDA Standart Grafigi

y=0,0162x+0,0113
R? =0,9986

Standart (umol/L)

Grafik 1. MDA standart grafigi
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Kadmiyum verilen grupta MDA diizeyleri kontrol grubuna gore istatiksel

olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi goézlenmistir (p<0,001). Bu durum

kadmiyumun lipid peroksidasyonunu arttirdigini gdstermektedir. Ancak melatonin ve

selenyum uygulanan gruplarda da MDA diizeylerinde bir artig oldugu goriilmektedir.

Yine Cd+melatonin, Cd+selenyum ve Cd+mel+se gruplarinda da MDA diizeylerinde

artis goriilmiistiir. Bu sonuglar, melatonin ve selenyumun lipid peroksidasyonunu

azaltmadigin1 géstermektedir. (Tablo4, Grafik 2).

Tablo 4. MDA sonuglari

Grafik 2. Gruplara gore MDA diizeyleri

Gruplar Ortalama SEM
Kontrol 1,402 0,710
Kadmiyum 1,840 0,550
Melatonin 2,280 0,630
Selenyum 1,970 0,650
Kadmiyum-Melatonin 2,350 0,450
Kadmiyum-Selenyum 1,660 0,680
Melatonin-Selenyum 1,570 0,770
Kadmiyum-Melatonin-Selenyum 2,260 0,520
MDA Diizeyvleri
éﬁ 15 A
g
: 05 -
0 - T T T T T T
Kontrol Kadmiywn Melatonin =~ Selenywumn Kad+Mel Kad+Sel Mel+Sel Kad+Mel+Sel
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4.1.2. Protein Analizi Sonuglari

Protein standart grafigi ve numuneler calisildi. Protein Sl¢iimii neticesinde
standart grafigi edildi (Grafik 3).

Protein Standart Grafigi

1,2 -

y = 0,6538x - 0,0017
0,8 - Rz = 0,9851

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Konsantrasyon (mg/mlL)

Grafik 3. Protein standart grafigi
4.1.3. Katalaz Enzimi Sonuglari
CAT enzimi bulgulann 1s18inda, kontrol grubuna kiyasla tiim deney
gruplarinda katalaz enzim aktivitesinde diislis gézlenmistir.Cd verilen gruba kiyasla

Cd + Melatonin + Selenyum grubu haricindeki tim deney gruplarinda CAT enzim

aktivite degerlerinde artig goriilmiistiir (Tablo 5, Grafik 6).

Asagidaki degerler gruplar1 igerisinde aykiri degerler oldugu igin
degerlendirme dis1 birakildi.

Melatonin 4, selenyum 1 ve 4, kadmiyum+melatonin+selenyum 1,2 ve 8

degerlendirme dis1 birakildi.
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Tablo 5. Katalaz enziminin sonuglari

Gruplar Ortalama SEM

Kontrol 5,95 0,70

Kadmiyum 3,13 0,32
Melatonin 3,77 0,41

Selenyum 4,73 0,47
Kadmiyum-Melatonin 4,32 0,63
Kadmiyum-Selenyum 5,35 0,87
Melatonin-Selenyum 5,48 0,60
Kadmiyum-Melatonin-Selenyum 1,70 0,90

Katalaz Aktivitesi

:
.
.
.
)
0 T T T T T T T

Kontrol Kadmiyum  Melatonin  Selenyum Kad-Mel Kad-Sel Mel-Sel  Kad-Mel-Sel

Katalaz Aktivitesi (k/g prt)

Grafik 4. Katalaz aktivitesi

4.1.4. GSPx Sonuclar

GSPx degerleri kadmiyum grubunda kontrol grubuna kiyasla diismiistiir.
Diger tiim deney gruplarinda ise GSPx enzim aktivitesinde artis gorilmiistiir.
Kadmiyumdan dolay1 oksidatif stresin arttig1 grafikte goriilmekte. Bunun sebebi ise
kadmiyumun olusturdugu lipid peroksidasyonu kompanse etmek igin hiicrelerde
enzim sentezi artmistir. Melatonin ve selenyumu tek basina verdigimiz gruplarda
GSPx seviyesi kadmiyuma kiyasla daha fazla artmistir. Ancak Cd+melatonin ve
Cd+selenyum verilen gruplarda sadece kadmiyum verilen gruba kiyasla bir GSPX

degerlerinde diistis gozlenmektedir. Bu diisme Cd+selenyum grubunda daha
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belirgindir. Ancak cd+mel+se verilen grupta Cd grubuna gore enzim degeri artis

gostermistir (Tablo 6, Grafik 5).

Tablo 6. GSPx sonuglar1

Gruplar Ortalama SEM

Kontrol 2,52 0,48

Kadmiyum 3,33 0,59

Melatonin 4,14 0,61

Selenyum 4,44 0,63
Kadmiyum-Melatonin 2,96 0,55
Kadmiyum-Selenyum 2,66 0,51
Melatonin-Selenyum 4,65 0,77
Kadmiyum-Melatonin-Selenyum 4,66 0,84

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

=

GPx Aktivitesi {IU/g prt)
[=1 = (&) ot

Grafik 5. Gruplara gore GSPx aktivitesi

4.2. Apopitotik DNA izolasyonu Sonuclar
Apopitotik DNA izolasyon bulgularimiza gore; kontrol grubunda herhangi
DNA hiicre hasar1 gériinmemektedir. Ancak kadmiyum verilen disi si¢anlarin kan

orneklerinden elde edilen sonuglar ve goriintiiler apopitotik hiicre hasar1 oldugunu

gostermektedir. Melatonin, selenyum, kadmiyum+melatonin, kadmiyum+selenyum,
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melatonin+selenyum ve kadmiyum+melatonin+selenyum verilen gruplarda ise
apopitotik DNA hiicre hasar1 goriinmemektedir (Resim 1).

Kont: Kontrol, Cd: Kadmiyum, M-pk: Marker pozitif kontrol, Mel: Melatonin, Se: Selenyum.

Resim 1. DNA elektroforezde yiiriitiilmesi sonucu olusan goriintii. Sadece kadmiyum
grubunda apopitotik DNA hiicre hasar1 goriinmekte.

4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarinin disi siganlarina ait iireme sistemiorganlarinin

kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler Refaiy ve arkadaslarinin yapmis olduklari

€6 _ 9

skorlamaya gore degerlendirildi (146). Gruplar arasinda gozlenen degisikliklerin “p

degerleri agagida verilmistir.
Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi skorlandi.

(-) skor (negatif skor): higbir yapisal degisikligin olmamasi,
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(+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
(++) skor (2 pozitif skor): orta derecede,

(+++) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade
etmektedir.

Kontrol grubu disi siganlarminiireme sistemiorganlarina ait Kesitlerinin
histolojik incelenmesinde, bu organlara ait normal histolojik yapilar disinda herhangi

bir bulguya rastlanmadi (Resim 2, 3, 4).

Kadmiyum grubuna ait disi lireme sistemi over kesitleri incelendiginde
kontrol ~ grubuna  gdre  mononiikleer  hiicre  infiltrasyonunda  (MHI),
folikiilerdejenerasyon, hemorajik alanlar ve bag dokusunda artisgdzlendi (p<0,05)
(Resim 5). Tuba uterina preparatlari incelendiginde tubiillerde dejenerasyon, tuba
uterina epitelinde dejenerasyon ve genel olarak yapisal bir bozulma goriildii (Resim
6). Uterus dokusu incelendiginde ise endometriyum epitelinde dejenerasyon, bag

dokusunda dilate alanlar ve endometrial bezlerde dejenerasyon saptandi (Resim?7).

Melatonin  grubundaki disi sicanlarin  over organina ait kesitleri
inceledigimizde ise kadmiyum grubundakine benzer patolojik bulgular gozlendi
(Resim 8). Melatonin grubuna ait uterus ve tuba uterina organlarinda ise kadmiyum
grubundakine kiyasla biraz daha az olmakla birlikte yine benzer histopatolojik

bulgular gézlendi (Resim 9, 10).

Selenyum grubuna ait over, tuba uterina ve uterus dokular1 incelendiginde
kontrol grubuna benzer yapisal bulgular gézendi. Sadece diisiik diizeyde ovaryum
dokusunda folikiiler dejenerasyon goriildii (Resim 11, 12, 13).

Kadmiyum-melatonin verdigimiz disi siganlarin ovaryum dokusunda
melatoninin herhangi bir koruyucu etkisi gozlenmedi. Hemorajik alanlarda ve bag
dokusu artisinda az bir miktar iyilesme saptandi ancak anlamli degildi (Resim 14).
Tuba uterina dokusunda epitelde biraz diizelme gozlendi ancak anlamli bir diizeyde
degildi (Resim 15). Uterus dokusunda endometriyal bezlerdeki dejenerasyon

neredeyse ayni sekilde devam ettigi gézlendi (Resim 16).

Kadmiyum-selenyum verilen disi siganlarin over dokularinda selenyumun

koruyucu etkisi gozlemlendi. Over dokusunun mononiikleer hiicre infltrasyonlari
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(MHI), folikiiler dejenerasyon, hemorajik alanlar ve bag dokusu artisinda anlamli bir
azalma saptandi (Resim 17). Selenyumun koruyucu etkisi tuba uterina dokusunda da
goriildii. Tuba uterina’nin epitelinde diizelme gozlemlendi (Resim 18). Uterus
dokusuna baktigimizda da over ve tuba uterina’daki diizelmenin bu dokuda da
oldugu tespit edildi. Epitelde diizelme, bag dokusundaki dilate alanlarda azalma ve

endometriyal bezlerde diizelme saptandi (Resim 19).

Melatonin-selenyum antioksidanlarinin beraber verildigi disi sicanlarin over
dokularinda MHI, folikiiler dejenerasyon, hemorajik alanlar ve bag dokusu artisinin
kadmiyum grubuna benzer sekilde devam ettigi gézlendi (Resim 20). Bu grubun tuba
uterina dokularinda da epitelyum dejenerasyonu, tubiillerde dejenerasyon ve genel
bir doku dejenerasyonu saptandi (Resim 21). Kadmiyum verilen disi siganin uterus
dokusunda meyadana gelen epitelyum dejenerasyonu, bag doku alanlarinda
dilatasyon ve endometriyal bezlerdeki dejenerasyon bulgularinin melatonin-

selenyum grubunda da oldugu gézlemlendi (Resim 22).

Kadmiyum-melatonin-selenyum verilen disi sicanlarin over dokusunda
anlamlt bir diizelme gozlendi (Resim 23). Ayni diizelme bu grupta tuba uterina ve

uterus dokularinda da saptnadi (Resim 24, 25).
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Tablo 7. Over dokusu histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirme (Mann-Whitney U testine gore)

Bag dokusu

Deney Gruplari/parametreler MHi Folikiiler dejenrasyon Hemorajik Alanlar artist E-cadherin NCAM MT-3
Grup I-11 0,001 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000
Grup I-111 0,000 0,001 0,001 0,000 0,004 0,001 0,001
Grup I-1V 0,001 0,001 0,003 0,000 A.D A.D A.D
Grup I-V 0,000 0,000 0,001 0,000 0,004 0,004 0,001
Grup I-VI 0,001 0,001 0,003 0,000 A.D A.D A.D
Grup I-VII 0,000 0,000 0,001 0,000 A.D A.D A.D
Grup I-VIII 0,001 0,001 0,002 0,000 0,001 0,001 0,003
Grup II-111 A.D A.D A.D A.D A.D A.D A.D
Grup lI-1V 0,001 0,004 0,001 0,004 0,002 0,001 0,001
Grup lI-V A.D A.D A.D A.D A.D A.D A.D
Grup II-VI 0,004 0,003 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001
Grup II-VII A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup I1-VIII 0,004 0,003 0,003 0,004 0,001 0,002 0,001
Grup -1V 0,002 0,003 0,001 0,004 0,004 0,003 0,003
Grup II-V A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup H-VI 0,005 0,002 0,004 0,001 0,002 0,003 0,001
Grup HI-VII A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup I1-VIII 0,005 0,005 0,004 0,005 0,003 0,004 0,002
Grup IV-V 0,002 0,005 00,3 0,001 0,002 0,001 0,003
Grup IV-VI A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup IV-VII 0,001 0,003 0,002 0,005 0,002 0,004 0,005
Grup IV-VIII A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup V-VI 0,001 0,002 0,003 0,005 0,001 0,002 0,001
Grup V-VII A.D A.D A.D A.D A.D A.D AD
Grup V-VIII 0,005 0,004 0,005 0,004 0,002 0,001 0,001
Grup VI-VII 0,001 0,003 0,014 0,025 0,001 0,005 0,004
Grup VI-VIII A.D A.D AD A.D A.D A.D A.D
Grup VII-VII 0,015 0,003 0,001 0,025 0,003 0,001 0,005

AD: Anlaml Degil, MHI: Mononiikleer Hiicre Infiltrasyonu, NCAM: Néral Hiicre Adezyon Molekiilii, MT-3: Metallotiyoneyinin-3
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Tablo 8. Tuba uterina dokusu histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirme (Mann-Whitney U testine gore)

Deney Gruplari/parametreler Epitelde dejenerasyon Tubiillerde dejenerasyon Genel doku hasari E-cadherin NCAM | MT-3
Grup I-11 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000
Grup I-111 0,001 0,001 0,000 0,004 0,001 0,001
Grup I-1V 0,001 0,003 0,000 AD A.D AD
Grup I-V 0,000 0,001 0,000 0,004 0,004 0,001
Grup I-VI 0,001 0,003 0,000 AD A.D AD
Grup I-VII 0,000 0,001 0,000 AD A.D AD
Grup I-VIII 0,001 0,002 0,000 0,001 0,001 0,003
Grup II-111 A.D A.D A.D AD A.D AD
Grup II-1V 0,004 0,001 0,004 0,002 0,001 0,001
Grup II-V A.D A.D A.D AD A.D AD
Grup 11-VI 0,003 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001
Grup 1I-VII A.D A.D A.D AD A.D AD
Grup I1-VII 0,003 0,003 0,004 0,001 0,002 0,001
Grup -1V 0,003 0,001 0,004 0,004 0,003 0,003
Grup II-V A.D A.D A.D AD A.D AD
Grup HI-VI 0,002 0,004 0,001 0,002 0,003 0,001
Grup H1I-VII AD AD AD AD A.D A.D
Grup HI-VII 0,005 0,004 0,005 0,003 0,004 0,002
Grup IV-V 0,005 00,3 0,001 0,002 0,001 0,003
Grup IV-VI AD AD AD AD A.D A.D
Grup IV-VII 0,003 0,002 0,005 0,002 0,004 0,005
Grup IV-VIII AD AD AD AD A.D A.D
Grup V-VI 0,002 0,003 0,005 0,001 0,002 0,001
Grup V-VII AD AD AD AD A.D A.D
Grup V-VIII 0,004 0,005 0,004 0,002 0,001 0,001
Grup VI-VII 0,003 0,014 0,025 0,001 0,005 0,004
Grup VI-VIII AD AD AD AD A.D A.D
Grup VII-VII 0,003 0,001 0,025 0,003 0,001 0,005

AD: Anlamli Degil, NCAM: Noral Hiicre Adezyon Molekiilii, MT-3: Metallotiyoneyinin-3
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Tablo 9. Uterus dokusu histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirme (Mann-Whitney U testine gore)

Deney Gruplari/parametreler Uterus e.d. BDDA EBD E-cadherin NCAM MT-3
Grup I-11 0,001 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001
Grup I-111 0,000 0,001 0,001 0,000 0,004 0,001
Grup I-1V 0,001 0,001 0,003 0,000 AD A.D
Grup I-V 0,000 0,000 0,001 0,000 0,004 0,004
Grup 1-VI 0,001 0,001 0,003 0,000 AD A.D
Grup I-VII 0,000 0,000 0,001 0,000 AD A.D
Grup I-VIII 0,001 0,001 0,002 0,000 0,001 0,001
Grup 1I-111 A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup II-1V 0,001 0,004 0,001 0,004 0,002 0,001
Grup 11-V A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup 11-VI 0,004 0,003 0,002 0,001 0,001 0,002
Grup 11-VII A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup I1-VIII 0,004 0,003 0,003 0,004 0,001 0,002
Grup I1I-1V 0,002 0,003 0,001 0,004 0,004 0,003
Grup I11-V A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup I11-VI 0,005 0,002 0,004 0,001 0,002 0,003
Grup HI-VII A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup I11-VIII 0,005 0,005 0,004 0,005 0,003 0,004
Grup IV-V 0,002 0,005 00,3 0,001 0,002 0,001
Grup IV-VI A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup IV-VII 0,001 0,003 0,002 0,005 0,002 0,004
Grup IV-VIII A.D A.D A.D A.D AD A.D
Grup V-VI 0,001 0,002 0,003 0,005 0,001 0,002
Grup V-VII A.D A.D A.D AD AD A.D
Grup V-VIII 0,005 0,004 0,005 0,004 0,002 0,001
Grup VI-VII 0,001 0,003 0,014 0,025 0,001 0,005
Grup VI-VIII A.D A.D A.D A.D AD A.D
Grup VII-VII 0,015 0,003 0,001 0,025 0,003 0,001

AD: Anlaml Degil, Uterus ED: Uterus epitelinde dejenerasyon, BDDA: Bag dokusunda dilate alanlar, EBD: Endometrial bezlerde dejenerasyon, NCAM: Noral
Metallotiyoneyinin-3

Hiicre

Adezyon

Molekili,

MT-3:
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Resim 3. Kontrol grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu (Hematoksilen-Eozin) (10X100)
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Resim 5. Kadmiyum grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu (Mavi ok hemorajik alanlari,
siyah ok MHI, Yesil ok bag dokusu artigini ve sar1 ok folikiiler dejenerasyonu gostermekte
(Hematoksilen-Eozin) (10X100)

70



Resim 6. Kadmiyum grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu (Sar1 ok epiteldeki
dejenerasyonu gostermekte) (Hematoksilen-Eozin) (4X100)

Resim 7. Kadmiyum grubuna ait siganlarin uterus dokusu (Sar1 ok epiteldeki dejenerasyonu,
kirmiz1 ok bag dokusundaki dilate alanlar1 ve siyah ok endometrial bezlerdeki dejenerasyonu
gostermekte)(Hematoksilen-Eozin) (4X100)

71



Resim 8. Melatonin grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu (Mavi ok hemorajik alanlari,
siyah ok MHI, Yesil ok bag dokusu artigin1 ve sar1 ok folikiiler dejenerasyonu gostermekte)
(Hematoksilen-Eozin) (10X100)

Resim 9. Melatonin grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu (Sar1 ok epiteldeki
dejenerasyonu gostermekte) (Hematoksilen-Eozin) (4X100)
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Resim10. Melatonin grubuna ait siganlarin uterus dokusu (Sar1 ok epiteldeki dejenerasyonu,
kirmiz1 ok bag dokusundaki dilate alanlar1 ve siyah ok endometrial bezlerdeki dejenerasyonu
gostermekte) (Hematoksilen-Eozin) (4X100).

Resim 11. Selenyum grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu(Hematoksilen-Eozin) (4X100)
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Resim 12. Selenyum grubuna ait si¢anlarin tuba uterina dokusu (Hematoksilen-Eozin)
(4X100)

Resim 13. Selenyum grubuna ait uterus dokusu (Hematoksilen-Eozin) (4X100)
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Resim 14. Kadmiyum-+melatonin grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu (Siyah ok MHI,
Yesil ok bag dokusu artigin1 ve Sar1 ok folikiiler dejenerasyonu géstermekte) (Hematoksilen-
Eozin) (4X100).

Resim 15. Kadmiyum+melatonin grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu (Sar1 ok
epiteldeki dejenerasyonun azaldigini gostermekte)(Hematoksilen-Eozin) (4X100).
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Resim 16. Kadmiyum-+melatonin verilen gruba ait siganlarin uterus dokusu (Sar1 ok
epiteldeki dejenerasyonu, Kirmizi ok bag dokusundaki dilate alanlar1 ve Siyah ok
endometrial bezlerdeki dejenerasyonu gostermekte) (Hematoksilen-Eozin) (10X100).
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Resim 17. Kadmiyum+Selenyum grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu (Hematoksilen-
Eozin) (4X100)
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Resim 18. Kadmiyum-+selenyum grubuna ait si¢anlarin tuba uterina dokusu (Hematoksilen-
Eozin) (4X100)

~ _ e
Resim 19. Kadmiyum-+selenyum grubuna ait uterus dokusu(Hematoksilen-Eozin)(4X100)
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Resim 20. Melatonin+Selenyum grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu (Siyah ok MHI,
Yesil ok bag dokusu artigini ve Sar1 ok folikiiler dejenerasyonu gostermekte) (Hematoksilen-
Eozin) (4X100)

Resim 21. Melatonin+selenyum grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu (Sar1 ok
epiteldeki dejenerasyonun azaldigini gostermekte)(Hematoksilen-Eozin) (4X100).
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Resim 22. Melatonin+selenyum grubuna ait uterus dokusu (Sar1 ok epiteldeki
dejenerasyonu, Kirmizi ok bag dokusundaki dilate alanlar1 ve siyah ok endometrial
bezlerdeki dejenerasyonu gostermekte). (Hematoksilen-Eozin)(4X100)

Resim 23. Kadmiyum+Melatonin+Selenyum grubuna ait siganlarin ovaryum dokusu
(Hematoksilen-Eozin) (4X100)
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Resim 24. Kadmiyum+melatonin+selenyum grubuna ait siganlarin tuba uterina dokusu
(Hematoksilen-Eozin) (4X100)

Resim 25. Kadmiyum+Melatonin+selenyum grubuna ait uterus dokusu. (Hematoksilen-
Eozin)(4X100)
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4.4. immiinohistokimyasal Bulgular

Doku kesitlerinin immiinohistokimyasal incelemesinde, kontrol grubuna ait
over dokusunun granuloza hiicreleri ile tuba uterina ve uterus dokusunun epitelinde
E-cadherin boyamasinin olmadig1 gézlendi (Resim 26,27). Kadmiyum verilen grupta
ise E-cadherin sentezinin epitelyum hiicrelerinde arttigi gorildi (Resim 28,29).
Kadmiyumdan koruma amagli verilen cd+melatonin grubunda ise kadmiyum
grubundakine benzer goriitiller elde edildi (Resim 34,35). Cd+selenyum verilen
gruptaki E-kaderin goriintiileri ise kontrol grubundaki goriintillere benzer
gozlemlendi (Resim 36,37). Melatonint+selenyum verilen grupta ise E-kaderin
sentezinin Cd ve Cd+melatonin gruplarina benzer goriintiiler elde edildi (Resim
38,39). Cd+melatonin+selenyum grubu incelendiginde E-kaderin sentezinin

kadmiyum grubuna gdre biraz daha azaldigi tespit edildi (Resim 40,41).

Kontrol grubunun ovaryum dokusu incelendiginde, granuloza hiicrelerinde
NCAM ile boyanmadigi gozlendi (Resim 26). Aym sekilde tuba uterina’nin
epitelyumu ve uterusun epiteli ile endometriyal bezlerinde NCAM ile boyanmanin
olmadig1 goriildii. Toksik ajan olarak kadmiyumun verildigi grupta ise granuloza
hiicrelerinde ve ozellikle ¢evresindeki bag dokusu yapisindaki teka interna ve externa
yapilarindan NCAM sentezinin arttig1 saptandi (Resim 28). Kadmiyum grubunda
uterusun endometriyal bezlerinde ve endometriyum tabakasinda NCAM sentezinin
arttig tespit edildi (Resim 29).Cd+Melatonin verilen grupta ise sadece kadmiyum
verilen gruptaki goriintiilere kiyasla NCAM sentezinin biraz azaldig1 saptandi (Resim
34,35). Cd+selenyum verilen grubumuzun ise NCAM sentezinin dokularda oldukga
azaldigt ve kontrol grubuna yakin goriintiler goézlendi (Resim 36, 37).
Melatonin+selenyum verilen grupta ise overin granuloza hiicreleri ve teka
tabakalarinda, tuba uterina epitelinde ve uterusun endometriyum tabakasiyla
endometrial bezlerinde herhangi bir NCAM sentezi artis1 olmadigi gozlendi (Resim
38,39). Cd+melatonin+selenyum verilen gruptada selenyum, cd+selenyum ve
melatonin+selenyum grubundaki goriintiiler oldugu gibi NCAM sentezinin normal

oldugu saptandi (Resim 40,41).

Kontrol grubuna ait disi sicanlarin  genital sistem organlarinda

metallotiyoninin-3 (MT-3) proteini birikiminin olmadigi gézlemlendi (Resim 26,27).
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Kadmiyum verilen grupta ise ovaryumun granuloza hiicrelerinde ve etrafinm
cevreleyen teka interna ve teka eksterna tabakalarinda yogun bi¢cimde MT-3
boyanmasi gozlendi (Resim 28). Tuba uterina’nin epiteli ve bag dokusunda da MT-3
boyamalar1 saptandi (Resim 28). Uterus’un epitelinde MT-3 boyanmas1 gozlendi
ancak endometriyum tabakasi ve endometriyal bezlerdeki MT-3 boyanmasi daha
yogundu (Resim 29). Melatonin verilen grubun over dokusunun granuloza
hiicrelerinde boyama goriinmezken teka interna ve eksterna tabakalarinda hafif MT-3
boyanmalar1 gozlendi (Resim 30). Tuba uterina’da MT-3 boyanmasi gdézlenmedi
(Resim 30). Ancak uterusun endometriyal bezlerinde MT-3 boyamalar1 saptandi
(Resim 31). Selenyum verilen grubun over ve tuba dokularinda MT-3 proteini
birikimine bagli bir boyamaya rastlanmadi (Resim32). Ancak uterus’un endometriyal
bezlerinde hafif MT-3 boyamalar1 gézlendi (Resim 33). Cd+melatonin verilen grupta
over dokusunda yogun MT-3 boyamalar1 goézlendi. Bu boyanmalar o6zellikle
folikiillerin etrafim1 ¢evreleyen teka interna ve eksterna tabakalarinda yogunlasmisti
(Resim 34). Tuba uterina dokusunun epitelinde boyanma gozlenmezken, lamina
propriya ve tunika adventisya tabakalarinda MT-3 boyanmalari saptandi (Resim 34).
Uterus dokusunda ise epitelde hafif MT-3 boyamalar1 gozlenirken, endometriyal
bezlerde yogun MT-3 boyamalar tespit edildi (Resim 35). Cd+selenyum grubunun
over, tuba uterina ve uterus dokularinda MT-3 boyanmalar1 gozlenmedi (Resim
36,37). Melatonin+selenyum verilen grubun over dokusunda MT-3 boyanmasi
gbzlenmezken, tuba ve uterus dokularinda cok az MT-3 boyamalar1 saptandi
(Resim38,39). Cd+melatonin+selenyum verilen grubun over dokusundaki
folikiillerin etrafim1 ¢evreleyen teka interna ve eksterna tabakalarinda hafif
boyanmalar gozlenirken tuba uterina’da MT-3 boyanmasina rastlanmadi (Resim 40).

Uterus dokusunda ise MT-3 boyanmasi gézlenmedi (Resim 41).
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Resim 26. Kontrol grubundaki disi siganlarin ovaryum ve tuba uterina IHK boyamalar1 (A
40X100, A-1 40X100 E-cadherin),(B 10X100, B-1 40X100MT-3), (C 10X100, C-1
10X100NCAM) ve (D 10X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 27. Kontrol grubundaki disi sicanlarin uterus IHK boyamalar1 (A 10X100 E-
cadherin), ( B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100 Negatif boyama).
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Resim 28. Kadmiyum grubundaki disi siganlarm ovaryum ve tuba uterina IHK boyamalar
(A 10X100, A-1 40X100 E-cadherin),(B 10X100, B-1 40X100MT-3), (C 10X100, C-1
10X100NCAM) ve (D 10X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 29. Kadmiyum grubundaki disi si¢anlarin uterus {HK boyamalar1 (A 10X100, A-1
40X100 E-cadherin),( B 10X100, B-1 40X100 MT-3), (C 10X100, C-1 40X100 NCAM) ve
(D 10X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 30. Melatonin grubundaki disi siganlarin ovaryum ve tuba uterina IHK boyamalar
(A 10X100, A-1 40X100 E-cadherin),(B 10X100, B-1 40X100 MT-3), (C 10X100, C-1
10X100 NCAM) ve (D 4X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 31. Melatonin grubundaki disi sicanlarin uterus IHK boyamalar1 (A 10X100 E-
cadherin), ( B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100, D-1 40X100 ve D-2
40X100 Negatif boyama).
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Resim 32. Selenyum grubundaki disi siganlarin ovaryum ve tuba uterina IHK boyamalar1
(A 10X100, A-1 40X100 E-cadherin),(B 10X100, B-1 40X100 MT-3), (C 10X100, C-1
40X100 NCAM) ve (D 4X100, D-1 40X100 Negatif boyama).
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Resim 33. Selenyum grubundaki disi siganlarin uterus IHK boyamalar1 (A 10X100 E-
cadherin), (B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100, D-1 10X100 ve D-2
40X100 Negatif boyama).
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Resim 34. Kadmiyum-+melatonin grubundaki disi siganlarin ovaryum ve tuba uterina IHK
boyamalar1 (A 40X100, A-1 40X100 E-cadherin), (B 10X100, B-1 40X100 MT-3), (C
10X100, C-1 10X100 NCAM) ve (D 4X100, D-1 40X100 Negatif boyama).
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Resim 35. Kadmiyum+melatonin grubundaki disi sicanlarin uterus IHK boyamalar1 (A
10X100 E-cadherin), (B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100 Negatif
boyama).
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Resim 36. Kadmiyum-+selenyum grubundaki disi sicanlarin ovaryum ve tuba uterina IHK
boyamalar1 (A 10X100, A-1 40X100 E-cadherin),(B 4X100, B-140X100 MT-3), (C
10X100, C-1 40X100 NCAM) ve (D 4X100, D-1 40X100 Negatif boyama).
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Resim 37. Kadmiyum-+selenyum grubundaki disi sicanlarin uterus IHK boyamalar1 (A
10X100 E-cadherin),(B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100 Negatif
boyama).
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Resim 38. Melatonin+selenyum grubundaki disi sicanlarin ovaryum ve tuba uterina IHK
boyamalar1 (A 10X100, A-1 10X100 E-cadherin),( B 10X100, B-1 10X100 MT-3), (C
10X100, C-1 10X100 NCAM) ve (D 10X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 39. Melatonin+selenyum grubundaki disi siganlarmn uterus IHK boyamalar1 (A
10X100 E-cadherin),( B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100 Negatif
boyama).
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Resim 40. Kadmiyum+Melatonin+selenyum grubundaki disi sicanlarin ovaryum ve tuba
uterina IHK boyamalar1 (A 10X100, A-1 10X100 E-cadherin), (B 10X100, B-1 40X100
MT-3), (C 10X100, C-1 40X100 NCAM) ve (D 10X100, D-1 10X100 Negatif boyama).
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Resim 41. Kadmiyum+Melatonin+selenyum grubundaki disi siganlarin uterus IHK
boyamalar1 (A 10X100 E-cadherin), (B 10X100 MT-3), (C 10X100 NCAM) ve (D 10X100
Negatif boyama).
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5. TARTISMA

Agir bir metal olan kadmiyum major cevresel toksik ajanlardan biridir.
Dogada kadmiyum siilfat, kadmiyum oksit ve kadmiyum kloriir seklinde ve genelde
cinko, bakir ve kursun madenleriyle birlikte ince partikiiller seklinde bulunur.
Fizyolojik olarak non-esansiyel bir metaldir. Insan ekolojisi agisindan kadmiyum
havadan solunumla alinir. Besinlerle, sigara ve hava yolu ile glinde yaklasik olarak
18-200 pg Cd alindigr tespit edilmistir. Asitli topraklar (asit yagmurlari) besin
icerigindeki kadmiyum derigimini artirir. Solunan havada alinan miktar 0,1-0,5 pg
Cd/m® diizeyinde bulunmasi durumunda akcigerler i¢in onemli tehlike arz eder.
Giinde 20 adet sigara i¢en bir insan 2-4 ug Cd almaktadir. Sigara i¢en bireyler
nikotin, kadmiyum, kursun ve civa gibi bir g¢ok kimyasal bilesige maruz
kalmaktadirlar (139).

Kadmiyum otomotiv ve metal endiistrisinde kullanilmaktadir. Kadmiyum
Ozellikle deniz ve alkali ortam koronozyonuna karst mukavemeti nedeniyle demir,
celik, piring ve aliminyum kaplamasinda kullanilmaktadir. Plastiklerde kadmiyum
kullanimi, ¢evresel nedenlerden dolay: Isve¢’de yasaklanmis, Isvigre’de ve Avrupa
Birliginde smirlandirilmistir. Kadmiyumlu toza maruz kalma, aerosol iiretilen yerde
calisanlarda, maden cevheri rafinesinde, elektrot kaplama, kaynak ve pigment
tiretimi, plastic stabilazator ve batarya yapiminda calisanlarda kadmiyuma bagh

akciger hastaliklar1 goriildiigii saptanmistir (139).

Kadmiyumun ana kaynagi yiyeceklerdir. Buna ek olarak diger en Onemli
viicuda alinma kaynaklarindan biri de sigaradir. Cd viicuda gastrointestinal,
respiratuar ve dermal yol ile alinir (138). Kadmiyum, proteinlerde tercihen siilfidril
gruplarina ve DNA fosfatlarindan ¢ok DNA bazlaria baglanir. Cd-DNA baglanma
araciligr ile siilfidril ihtiva eden antiosidan enzimlerin inhibisyonuna ve reaktif
oksijen gesitlerinin indiiklenmesine neden olur. Ayrica cd indirekt olarak da
antioksidan diizeyini azaltmakta ve intraselliiler H202 artis1 gosterilmistir. Serbest
radikaller DNA ¢apraz bagi yapmakta ve lipid peroksidasyonunu tetiklemektedir.
Kadmiyum ayni zamanda transkripsiyon faktorlerinden Zn parmak motifi i¢inde
Zn’nin yerini alir. Clinkii kadmiyum fizyolojik kosullar altinda redoks aktif degildir.
(139).
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Kadmiyumun etkilerini siralayacak olursak; membran yapi/fonksiyon
degisimi, antioksidan enzimlere karigsma, tiol proteinlerde degisim, enerji
metabolizmasinda inhibisyon, DNA yapisinda degisim, stress genlerinin

ekspresyonunun indiiklenmesi ve bazi enzimatik aktivite etkilerinde dnemli rol oynar

(139).

Calismamizda  kadmiyumun DNA’da fragmantasyon olusturup
olusturmadigini inceledik. DNA ladder Kit kullanarak yaptigimiz testler neticesinde
kadmiyum grubunda DNA fragmantasyonu meydana getirdigini gordiik. Daha once
yapilan g¢aligmalarda kadmiyumun DNA yapisinda degisim meydana getirdigini
gostermislerdir (139). Biz de kadmiyumun DNA kiriklarina sebep oldugunu buna

bagli olarak da apopitozu artirdigini diistinmekteyiz.

Kadmiyum’un insanda karsinojen etki yaptig1 1976 yilinda gosterilmis ve
1993 yilinda, IARC (International Agency for Cancer Research) tarafindan Tip 1
karsinojen olarak siniflandirilmistir(140). Kadmiyumun bobrek, prostat, karaciger ve
pankreas1 igeren bir¢ok organda kanserojenik etki gosterdigi bildirilmektedir. Ayrica
yapilan bir calismada kadmiyumun teratojenik oldugu ve doza bagl barsak anomalisi

ve okiiler anomali gibi malformasyonlar olusturdugu gézlenmistir (139).

Endiistri alaninda ¢alisan ve sigaranin bilesenlerinden olan kadmiyuma maruz

kalan kadinlarda meme kanseri insidansinin yiiksek oldugu arastirilmistir (141).

Kadmiyum insan viicudunda olduk¢a uzun siiren bir yarilanma Omriine
sahiptir. Basta karaciger ve bobrek olmak iizere biitiin viicutta birikme egilimi
gostermektedir. Kadmiyumun hizli komponenti viicutta 75-128 giinliik yarilanma
Omriine sahipken, yavas kompanenti 7,4-26 yil gibi uzun bir yarilanma Omriine

sahiptir (137).

Yapilan bir calismada memeli testis ve ovaryumunda kadmiyum birikimi
oldugu goriilmiistiir (139).Bizde deneyimizde kadmiyum verdigimiz gruplarda
ovaryum, tuba uterina ve uterus dokularimizda kadmiyum birikimi oldugunu gordiik.

Viicudumuzun antioksidan savunma sistemi serbest radikallere ve ilgili
tirlinlerine dolayli yoldan etki eden antioksidan enzimler ve dogrudan etki eden

melatonin gibi diisiik agirlikli molekiillerden destek almaktadir (31). Viicutta, serbest

radikaller (oksidan maddeler) ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir
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dengevardir ve bu dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi durumuna, ‘oksidatif

stres’ denir (30).

Selenyum (Se), bir c¢ok enzimin yapisinda bulunmasi nedeniyle canli
organizmalar ic¢in gerekli bir iz elementtir (22). Selenyum canlilarda diisiik
derisimlerde antioksidan role sahipken, yiliksek derisimlerde ise toksik oldugu
belirtilmistir. Selenyum antioksidan savunmayla ilgili enzimlerde gerekli bir
kofaktordiir (141). Selenyum bagimli enzimlerin reaktif oksijen radikallerini yikarak
oksidatif hasar1 Onleyici etkiye sahip olduguna dair ¢ok sayida g¢aligma vardir.
Insanlarda birgok biyolojik fonksiyona sahip olan selenyumun en dnemli ve bilinen

fonksiyonu antioksidan etkisidir (27).

Siki1 baglantilar, yapistirici baglantilar, desmosomlar ve gap junctionlar
insanlar ve ratlarda peridermden gelisirler ve bu baglanti komplekslerinin hepsi
kadmiyum i¢in hedef olmaktadirlar. Kadmiyumun oksidatif stresi indiikledigi, buna
bagl olarak GSPx ve CAT aktivitesini es zamanl diisirdiigii, metallotiyoninler ve
MDAy1 ise arttirdig1 tespit edilmistir. Kadmiyumdan sonra mutasyonal degisiklikler
artar ve buna bagl olarak antioksidan enzimler olan GSPx ve CAT sentezi azalir
(145).

Yaptigimiz biyokimyasal analizler ve ortaya ¢ikan bulgular neticesinde
kadmiyum verdigimiz hayvanlarda oksidatif stress faktorlerinin artmasimna bagh
olarak antioksidan enzimler olan GSPx ve CAT i sentezinin arttigin1 gordiik. Bu
artisin olusan lipid peroksidatif hasar1 kompanse edebilmek i¢in antioksidan
enzimlerin sentezinin atmasma bagli oldugunu diisinmekteyiz. Kadmiyumun
olusturdugu bu toksik etkiden dokularimizi korumak i¢in melatonin ve selenyum
verdik. Melatoninin kadmiyumun olusturdugu toksik etkileri korumada yeterli etkiyi
gostermezken selenyum verdigimiz ratlarda GSPx ve CAT enzim seviyelerinin
diistiiglinii biyokimyasal analizler sonucu tespit ettik. Buradan yola c¢ikarak
kadmiyuma bagl disi genital sistem hasarinda selenyumun koruyucu etkisinin daha

fazla oldugunu diistinmekteyiz.

Colakoglu ve ark.’1inin yaptig1 bir calismada, normal sartlarda organizmada
sentezlenen ve agir metalleri baglayip detoksifikasyonunda énemli bir goreve sahip

olan metallotiyoneyinin ekzojen olarak uygulanmasinin herhangi bir koruyucu ya

101



datedavi edici etkisinin olmadigi sonucuna varmiglardir. Bunun sebebinin ise
disaridan verilen MT’nin dozunun yetersiz oldugunu veya in vivo olarak
organizmanin sentezledigi MT’ nin sentetik olarak uygulanandan daha gii¢lii bir

terapotik etkiye sahip oldugu fikrini ortaya koymuslardir (137).

Immiinohistokimyasal boyamalar neticesinde kadmiyum verilen ratlarin
ovaryum, tuba uterina ve uterus dokularinda MT-3 birikiminin yogun oldugunu
gordiik. Koruma amagli verdigimiz antioksidan ajanlarimizdan melatoninin herhangi
bir etkisini gérmezken, selenyum verdigimiz gruplarda MT-3 birikiminin anlamli bir
sekilde azaldigm1 gozlemledik. Kadmiyum+melatonin+selenyum verdigimiz
gruptada dokularda MT-3 birikiminin azaldigin1 saptadik. Ancak bu azalma

cd+selenyum verilen gruplarda daha fazlaydi.

Jia ve arkadaslari, ovaryum folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde
kadmiyumun hiicre i¢i hasar1 indiikledigini ve buna bagli olarak DNA
fragmantasyonuna neden oldugunu ve bu olaymn hiicreyi oliime gotiirdiglni

bulmuslardir (142).

Bizde kadmiyum verdigimiz si¢anlarda yaptigimiz histopatolojik incelemeler
sonucunda ovaryum dokusundaki folikiillerde dejenerasyon ve immiinohistokimyasal

incelemelerde de granuloza hiicrelerinde hasar olustugunu gozlemledik.

Massany1 ve arkadaslari, uzun siireli kadmiyuma maruz kalan over granuloza
hiicrelerinde morfolojik degisiklikler, sitoplazmalarinda vakuoller, nadir olarak
bozulmadan kalan golgi kompleksi ve sayisi1 artmis lizozomlar tespit etmisler. Bu
veriler 151¢1nda da granuloza hiicrelerinin steroid sentezini etkiledigini saptamislardir.
Kadmiyumdan en fazla etkilenen disi genital organin ovaryum daha sonrada uterus
oldugu bildirilmistir. Kadmiyumun uterustaki mikrosirkiiler kan akimini1 bozdugu
tespit edilmistir. Kadmiyuma maruziyetinde ovaryumun granuloza hiicrelerinin ve
uterusun endometriyum tabakasinin disi genital sistem organlarinda en fazla

etkilenen bolgeler oldugunu belirtmislerdir (143).

Rehm ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada, tek doz subkutan kadmiyum
uygulanmasi1 sonrasinda ratlarin ovaryumunda hemorajik alanlar ve folikiillerde
nekrozlar goriilmiistiir. Gelismekte olan folikiillerin etrafini ¢evreleyen damarlarinin

ve insitisyel stromasinin hasara kars1 duyarli oldugu saptanmistir (145).
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Geng hamsterlara yiiksek doz kadmiyum uygulamasindan sonra uterusta
kanamalara neden oldugu gosterilmistir. Ratlarda da doza ve yasa bagli olarak
kadmiyumun toksitesinin ovaryum, uterus ve cervikste benzer toksik etkiler

gosterdigi bulunmustur (145).

Sigara igen disi bireylerin in vitro fertilizasyonunda folikiiler sivilarinda
kadmiyum oraninin sigara igmeyenlere oranla daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.
Tekrarlayan diisiik ve miyomlarda disilerdeki idrar analizleri sonucu kadmiyum

miktarinin artmig oldugunu bulmuslardir (145).

Calismamizda histokimyasal incelemeler neticesinde kadmiyum grubundaki
ratlarin ovaryum dokularinda hemorajik alanlar, bag dokusu artisi, folikiiler
dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 gibi yapisal degisiklikler
olustugunu gordiik. Uterus dokusunda ise epitelde dejenerasyon, endometriyum
tabakasinda dilate alanlar ve endometriyal bezlerde dejenerasyon bulgular1 elde
edildi. Yine kadmiyum verdgimiz ratlarin tuba uterina epitelinde dejenerasyon ve
genel olarakta bir hasar meydana getirdigini gozlemledik. Histokimyasal ve
immiinohistokimyasal bulgularimiz da biyokimyasal ve DNA fragmantasyon

bulgularimizi destekler nitelikteydi.

Ovaryumda yasla birlikte kadmiyum birikimi artar ve bu durum ovulasyonun
ilerlemesinde hataya neden olmaktadir. Bagka bir etkisininde ovulasyonun hig
olmamasi, tuba uterinanin silyalarinin oositi tutamasina veya iletememesine, oosit-
kumulus ooforius kompleksinde ve bu kompleksten adezyon molekiillerinin
ekspresyonunda defektlere neden olmaktadir. Oksidatif stress ve hiicreler arasi
mekanizmada sorunlar ortaya ¢ikarmistir. Folikiiler arterlerin endoteline ve overin

interstisyal stromasina hasar verir (145).

Kumulus hiicrelerinin genislemesinin baskilanmasi, oositlerin metafaz 1I’ye
ulagsmasinda azalma, oositlerin fertilizasyonunda azalma ve oosit dejenerasyonunda

artis olmustur (145).

Yapilan son ¢aligmalarda kadmiyum ve diger toksik metallerin, kaderinlerin
Ca*? tutunma bandlarinda defektler meydana getirdigi bulunmustur. Kadmiyum igin
hedef bolge kaderinlerin sinyal yolaklarindan bir veya birden fazlasini bozarak etki

ettigi diisliniilmektedir. Kadmiyum ATP ve glutatyon seviyelerini degistirerek E-
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kaderinlerin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum ozellikle
kaderin/B katenin (Ca*? bandlar1) bozulmasma neden olarak gelismektedir.
Kadmiyumun kaderin/f katenin baglantisini bozmasiyla kanser olusumlar1 meydana

gelmektedir (4).

Selenyumun ise hiicre ve dokular1 kadmiyumun zararli etkisinden kurtardigi

ya da korudugu sanilmaktadir (145).

Kadmiyumun NCAM’m hiicre disi domainleriyle etkilesime gecerek
fonksiyonunu bozdugu ve hiicre dis1 baglantilarina hasar verdigini gostermislerdir
(4).

Yaptigimiz immiinohistokimyasal boyamalar neticesinde kadmiyum
verdigimiz ratlarin granuloza hiicrelerinde, tuba uterinaepitelinde ve uterus epitelinde
E-kaderin sentezinin arttigim gordiik. Bu durum kadmiyumun Ca*? bagimli adezyon
mokekiilii E-kaderinin fonksiyonunu bozdugunu gostermektedir. Ayn1 sekilde diger
bir adezyon molekiiliimiiz NCAM’1n sentezinin 6zellikle uterusta oldukca arttigini
tespit ettik. Kadmiyum adezyon molekiilleri tistiindeki bu zararli etksinden korumak
icin verdigimiz antioksidan ajanlardan melatonin herhangi bir koruyucu etki
gostermedi. Ancak cd+selenyum, cd+selenyum+melatonin beraber verdigimiz
gruplarda E-kaderin ve NCAM sentez diizeylerinin azaldigini tespit ettik. Bu azalma

cd+selenyum grubunda daha fazla idi.

Kadmiyumun zararli etkilerinden koruma amagli verdigimiz antioksidan
ajanimiz melatoninden istedigimiz sonucu alamamizin disi ratlardaki hormonal
degisimlerin degiskenligine bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Hormonal etkilesimler
olduk¢a hassas dengeler iginde devam eder. Bu nedenle calismamizda uzun siireli
koruma amagli melatonin kullanimi dokularimizi korumaktan =ziyade hasar
olusturmaya bagladigin1  gozlemledik. Buradan yola ¢ikarak kullanilan
antioksidanlarin koruyucu etki gostermesinin doza, kulanilan siireye ve hormonal

etkilesime (6zellikler disilerde) bagl olarak degistigini sdyleyebiliriz.

104



6. SONUC ve ONERILER

Insanlarin bilerek veya bilmeyerek maruz kaldigi kadmiyum agir metalinin
ovaryum, tuba uterina ve uterus dokularinda ciddi hasarlar olusturabildigini
histokimyasal, immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve DNA Ladder Kit yontemi

kullanarak elde ettigimiz parametrelerlede destekleyerek ortaya koyduk.

Koruma amagli verdigimiz antioksidan ajanlarimizdan melatoninin yetersiz
oldugunu ve wuzun siireli kullaniminda ise kendisininde dokularda hasar
olusturabilecegini tespit ettik. Bunun sebeblerinden birisininde disi ratlardaki

hormonal denge olma olasiliginin yiiksek oldugunu diisiiniiyoruz.

Diger antioksidan ajanimiz  selenyumun ise bekledigimiz sekilde
kadmiyumun dokularda olutsturdugu toksik etkiden korudugunu histolojik,

biyokimysal ve DNA Ladder Kit yontemleriylede destekleyerek ortaya koyduk.

Cd+selenyum+melatonini beraber verdigimiz grubumuzda kadmiyumun

toksik etkilerinin azaldigini elde ettigimiz bulgular neticesinde gézlemledik.

Sonu¢ olarak kadmiymun disi genital sistem organlarinda hasar meydana
getirdigini, selenyumun dokular1 bu hasardan korurken melatoninin herhangi bir

koruyucu ya da tedavi edici etkisi olmadigini1 gordiik.
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OZET

Kadmiyum (Cd) Verilen Disi Sicanlar’da Ureme Sistemi Uzerine Melatonin ve

Selenyumun (Se) Etkisi

Endiistride yaygin kullanilan kontamine i¢me sulari, yiyecekler ve sigara
tilketimiyle viicuda alinan kadmiyumun (Cd) dokularda birikerek olusturdugu
toksisite iizerine Selenyum (Se) ve Melatoninin antioksidan etkisini ve
Metallotiyoninin (MT) dokulardaki kadmiyuma bagl artisini disi lireme sisteminde
gostermeyi amagladik.

Deneyimizi 64 disi siganin bulundugu 8 gruptan olusturduk. Gruplar1 Grup |
(kontrol) serum fizyolojik, Grup Il kadmiyum, Grup Il melatonin, Grup IV
selenyum, Grup V kadmiyum+melatonin, Grup VI kadmiyum+selenyum, Grup VII
melatonin+selenyum ve Grup VIII kadmiyum+melatonint+selenyum seklinde
diizenlendik. Serum fizyolojik ve kadmiyum gavajla, melatonin ve selenyum
intraperitoneal (i.p) olarak 30 giin uygulandi. Deney sonunda siganlara i.p. anestezi
uygulanarak over, tuba uterina ve uterus dokular1 alindi. Alinan dokularin bir kismi
histopatolojik degerlendirme igin %10’luk formaldehite, kalanlarda biyokimyasal
analiz i¢in fosfat tamponuna ve kanlar da apopitotik hiicre ve DNA fragmantasyonu
tayini icin EDTA’l1 tiiplere alindu.

Deneyimizin sonunda MDA, CAT ve GSPx diizeylerinde en fazla artis Grup
II’'nin dokularinda olurken, Grup III, Grup VII ve Grup VIII’in dokularinda bu
parametrelerin kontrol grubuna gore arttigi gézlendi. Grup V ve Grup VI'da ise bu
parametre diizeylerinin Grup II’ye gore diistiigii tespit edildi. DNA ladder Kit ile
yapilan analizler sonucunda Grup II de DNA fragmantasyonu ve apopitotik hiicre
artis1 gozlendi. Histopatolojik bulgularimizla biyokimyasal analizler ve DNA Ladder
Kit sonuglar1 birbirine benzerdi. Kadmiyum grubunun biitiin dokularinda E-kaderin
ve NCAM sentezinde artis ve dokularda yiiksek MT-3 birikimi gézlendi. Grup VI ve
Grup VIII de anlamli diizelmeler gézlemlenirken, melatoninin herhangi bir koruyucu
etkisi saptanmadi.

Sonu¢ olarak kadmiyumun over, tuba ve uterusta hasar olusturdugunu,
selenyumun dokulari bu hasardan korurken melatoninin koruyucu bir etkisi
olmadigint gordiik. Calismamizin kadmiyum tedavisine ya da korunmasina katki
saglamasini ve yeni tedavi yollarina basamak teskil edecegini umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Metallotiyoneyin, Sigara, Melatonin, Selenyum
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ABSTRACT

Effect of Melatonine and Selenium on Reproductive System of Cadmium Given
Female Rats

Widely used in the industry, taken to the body with contaminated drinking
water, food and cigarette consumption;we aimed to show antioxidan effects of
selenium on cadmium toxicity by accumulating in the tissues and cadmium-
dependant increase of metallothionein in female reproductive system.

We formed the experiment groups as of 8 groups consisted of 64 female rats.
Groups are formed as Group | control (saline), Group Il cadmium (Cd), Group IlI
melatonin, Group IV selenium, group V cadmium+melatonin, group VI
cadmium+selenium, group VIl melatonin+selenium and group VIII
cadmium+melatonin+selenium. With saline solution and cadmium gavaj, melatonin
and selenium intraperitoneal (i.p) was administered for 30 days. At the end of the
experiment, tuba uterina, uterus, and the ovarium were extracted under anesthesia.
Tissues for histochemical and immunohistochemical evaluation were taken to 10%
formaldehyde, rest of the tissues were taken to phosphate buffer, bloods were taken
to EDTA tubes for apoptotic cells and DNA fragmentation study.

At the end of our study, most increase in MDA, CAT and GSPx leves were
seen in Group | (Control) and these parameters were increased in Group Ill, VII and
VIl compared to control group. In group V and VI, these parameters decreased
compared to Group Il. After DNA Ladder Kit analyses, DNA fragmentation and
apoptotic cell increased were observed in Group Il. Histopathologic and biochemical
findings were similar with DNA Ladder Kit findings. E-caderin and N-CAM
synthesis increase and high MT-3 accumulation were seen in all cadmium group
tissues. No protective effect of melatonin were seen.

As a result, cadmium damage in ovarium, tuba uterina and uterus were seen.
Selenium protected tissues against these damage but melatonin had no protective
effects. We hope that our study will contribute to cadmium protection and therapy
and be step to new therapeutic approaches.

Keywords: Cadmium, Methallothionein, Cigarette, Melatonin, Selenium
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