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1. OZET

2,3,7,8- tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) ¢evrede uzun siire kaliciligi
olan, yapisal olarak ayni mekanizmayla toksisite olusturup, canlilarda biyolojik
olarak benzer etkiler gosterebilen 75 farkli bilesik iceren dioksin ailesinin
prototipidir. Bu bilesikler i¢inde en zehirli yapida olmasi nedeniyle TCDD toksisite
calismalarinda standart olarak kullanilmaktadir. Araba egzozlarinda ve sigara
dumaninda bulunan TCDD, insektisitlerin liretiminde, belediyelere ait kati atiklarin
yakilmasi esnasinda bir yan iirlin olarak ortaya ¢ikan ¢evresel bir kirleticidir.
Insanlar TCDD’ yi cogunlukla beslenme yoluyla almakta ve yikilabilir 6zelliginin
diisiik olmasi nedeniyle kanda ve yag dokusunda birikme egilimi gostermektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurulusu TCDD’yi grup 1 kanserojen olarak
tanimlamigtir. TCDD, membran fosfolipitlerinden arasidonik asidin salinimini
artirarak enflamasyona ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin iiretimine yol agarak
oksidatif strese dolayisiyla hiicre hasarina neden olur.

Dogal bir flavon olan Chrysin (CH) antioksidan, antiinflamatuar,
antiapoptotik, antiviral 6zelliklere sahiptir. CH’ nin damar koruyucu ve spasmolitik

etkilere sahip oldugu bilinmektedir.



Bu calismada TCDD’nin testis dokusunda meydana getirmesi muhtemel
oksidatif hasara karsi, giiclii bir antioksidan olan CH’nin etkilerinin incelenmesi

amaglanmistir.

Bu deneysel ¢alismada 4 haftalik, ortalama 105-130 g agirliklarindaki 28
adet Wistar-Albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Sicanlar grup I (Kontrol), grup
IT (TCDD uygulanan), grup III (TCDD + CH uygulanan) ve grup IV (sadece CH

uygulanan ) olmak iizere rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup II ve grup III’e haftada bir kez 25 pg/kg TCDD intraperitonal (ip.)
olarak uygulandi. Ayrica grup III ve grup IV’e giinliik 50 mg/kg zeytinyaginda CH

cOzdiirtilerek oral gavaj yolu ile verildi.

5 haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki sicanlar tartildiktan sonra
anestezi altinda dekapite edildi. Testis dokular1 alinip hizlica tartildi ve Bouin’s
solisyonunda tespit edildi. Biyokimyasal incelemeler icin kan oOrnekleri
santrifiijlenip, elde edilen serumlar daha sonra yapilacak olan testosteron tayini i¢in
-20 °C de saklandi. Testis dokularindan histolojik inceleme icin parafin bloklar
hazirlandi. Parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler

histokimyasal ve TUNEL teknikleri kullanilarak boyandi.

TCDD ve TCDD+CH gruplarindaki siganlarin ortalama viicut agirlik

degisim ylizdesinde ve rolatif testis agirliklarinda, kontrol grubu ile



karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir diislis gozlendi. CH grubu ile

kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu.

Isik mikroskop incelemesinde, kontrol grubuna ait testis dokularinda

seminifer tiiblil germinal epitelini olusturan spermatogenik seriye ait hiicreler ve

Sertoli hiicreleri, interstisyel alan ve bu alanda yer alan Leydig hiicreleri normal

yapida izlenirken TCDD uygulanan deneklere ait dokularda, germinal epitelde

atrofi, vakuolar dejenerasyon, germ hiicreleri arasinda ayrilma, spermatid dev

hiicreleri ve baz tiibiillerde mayoz boliinmenin belli asamalarinda duraksama ayirt

edildi. TCDD toksisitesine karsi koruyucu amagla CH uygulanan gruba ait

testikiiler dokuda nispeten koruyucu etki saglandi. Sadece CH uygulanan gruba ait

kesitlerde testis dokusu kontrol grubu gibi normal goériiniimlii olarak ayirt edildi.

Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesi icin TUNEL teknigi kullanilarak

yapilan boyamanin 151k mikroskopta incelenmesinde, kontrol grubu kesitlerinde

TUNEL (+), TCDD grubunda TUNEL (+++) , TCDD + CH grubunda TUNEL (+),

sadece CH uygulanan grupta ise TUNEL (+) yayginliginda isaretlenme gozlendi.

TCDD ve TCDD+CH uygulanan gruplardaki siganlarin serum testosteron

seviyelerinde, kontrol ve CH grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma gozlendi.

CH grubu ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel acidan 6nemsiz bulundu.

Sonug olarak yapilan bu deneysel ¢alismada TCDD toksisitesinin serum

testosteron diizeyini azalttig1 spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigi saptandi.



Ayrica seminifer tiibiil germinal epitelinde atrofi ve apoptotik hiicre dliimiine yol
acarak son derece dnemli hasara yol actig1 gozlendi. Antioksidan 6zelligi ile 6n
plana ¢ikan CH’in bu olumsuz etkileri nispeten azalttigi saptandi. Bu bulgular,
cevresel bir kirletici olan TCDD’nin erkek ilireme sagligini menfi anlamda
etkileyebilecegini ve buna karsi Onlemler alinmasi gerekliliginin oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: TCDD, Chrysin, TUNEL, Histokimya, Testis



EFFECTS OF CHRYSIN ON TESTICULAR DAMAGE INDUCED
BY 2,3,7,8-TETRACHLORODIBENZO-p-DIOXIN (TCDD) DURING

PREPUBERTAL PERIOD

2. ABSTRACT

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin  (TCDD) that persists in the
environment for a long time is a prototype of dioxin family that contains 75 distinct
compounds having similar biological effects on organisms and causing toxicity
with same structural mechanism. TCDD has been employed as a standard in toxicity
assays due to its characteristic of being the most toxic one among those compounds.
TCDD existing also in exhaust and cigarette smoke is an environmental pollutant
which is a by-product of insecticide production and solid waste combustion of
municipalities. People generally take TCDD through nutrition and it tends to
accumulate in blood and adipose tissues due to its low degradability. International
Cancer Research Foundation has described TCDD as group I carcinogenic. TCDD
causes inflammation by increasing arachidonic acid from membrane phospholipids
and oxidative stress and also cell damage by producing reactive oxygen species

(ROS).

Being a naturally occurring flavone, chrysin (CH) has antioxidant, anti-
inflammatory, anti-apoptotic and anti-viral effects. It is also known that chrysin has

vascular protective and spasmolytic effects.

The present study was designed to investigate the effects of CH on possible

oxidative testicular damage induced by TCDD.

In this experimental study, 4-week-old 28 Wistar-Albino male rats

about 105-130 g weight were used. The rats were grouped into four random groups,



i.e. Group I (Control), Group II (TCDD-treated), Group III (TCDD+CH-treated)

and Group IV (only CH-treated).

Group II and III were treated with 25 pg/kg TCDD once a week
intraperitoneally (ip.). In addition, Group III and IV were treated daily with 50

mg/kg CH dissolved in olive oil through gavage feeding.

After 5 weeks, all rats were weighed and decapitated under anaesthesia.
Testicle tissues were weighed immediately and fixated in Bouin’s solution. For
biochemical examinations, blood samples were centrifuged and the serums were
stored at -20°C for subsequent testosterone assay. Paraffin blocks from testicle
tissues were prepared for histological examination. 5 pm-thick cross-sections of
paraffin blocks were prepared and stained by using histochemical and TUNEL

techniques.

When compared with the control group, the groups of TCDD and
TCDD+CH showed statistically significant decrease in the percentage of body
weight variation and relative testicle weight. The difference between the groups CH

and control was found to be insignificant statistically.

During the microscope examination, Spermatogenic cells forming
seminiferous tubule germinal epithelium and Sertoli cells, interstitial region and
Leydig cells were found to have normal appearance in testicular tissues of the
control group while atrophy in germinal epithelium, vacuolar degeneration,
separation among germ cells, giant spermatid cells and arrest in certain stages of
meiosis in some tubules were distinguished in tissues of TCDD-treated group.
Relative protective effect was observed in testicular tissues of the CH-treated group
against TCDD toxicity. Testicular cross-sections of only CH-treated group was

observed normally as in control group.



Apoptotic cell death was examined by TUNEL staining and the labelling
results were observed as TUNEL (+) for control group, TUNEL (+++) for TCDD

group, TUNEL (+) for TCDD+CH and TUNEL (+) for CH group.

When compared to the control and CH groups, a significant decrease in
serum testosterone levels of the rats treated with TCDD or TCDD+CH was
observed. The difference between the control and CH group was found to be

insignificant statistically.

In conclusion, it was determined that TCDD toxicity decreased serum
testosterone level and had a negative impact on spermatogenesis. Moreover, it
caused serious cell damage that contain atrophy in seminiferous tubule germinal
epithelium and apoptotic cell death. Prominent with its antioxidant effect, CH
relatively reduced these negative impacts. These findings suggest that TCDD, an
environmental pollutant, can affect male reproductive health individually and there

is necessity for taking precautions against this threat.

Keywords: TCDD, Chrysin, TUNEL, Histochemistry, Testis



3. GIRIS

3.1. TESTIS

3.1.1. Testis Anatomisi

Funiculus spermaticus’a asilt durumda bulunan bir ¢ift testis, scrotumun
icinde bulunur. Testisler 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde, 3 cm

kalinliginda ve ortalama 10-14 gr agirligindadir.

Testisin iki yiizii (facies medialis ve facies lateralis); iki kenar1 (margo
anterior ve margo posterior) ve iki ucu (extremitas superior ve extremitas

inferior) bulunur.

Testisin 6n kenar1, her iki yiizii ve uglar1 diiz ve konveks olup, visseral
periton ile kaplidir. Arka kenarin yalmizca lateral kismi peritonla Ortiiliidiir.
Peritonsuz olan medialine ise epididimis tutunur. Bu bolgeden damarlarin sinir ve

kanal yapilar gecer.

Testis lamina visceralis (epiorchium), tunica albuginea ve tunica

vasculosa olmak tizere ii¢ tabaka ile ortiiliidiir;

Lamina visceralis (epiorchium): Epididimisin biiyiik kismi ile arka kenarimin

medial boliimii harig, testisi saran ve bu iki kismi birbirine baglayan tabakadir.



Testis ve epididimisin arka kenarlarindan fascia spermatica internanin i¢ yiiziine

gecen kismina lamina parietalis ad1 verilir.

Tunica albuginea: Testisleri distan saran siki yapili fibréz bir tabakadir. Bu

tabakay1 olusturan beyaz fibréz demetler birbirleri igine rastgele uzanirlar. Arka

kenar1 hari¢, distan tunica vaginalis testisin lamina visceralisi (epiorchium) ile

cevrilidir. Peritonun bulunmadigi arka kenara ise epididimis tutunur. Bu kisimdan

damar ve sinirler girip ¢ikar. Arka kenarda tunica albuginea tabakasi, testisin i¢ine

dogru vertikal yarim bir bélme seklinde kalin bir uzanti gonderir. Bu bolme

mediastinum testis olarak adlandirilir.

Tunica vasculosa: Tunica albuginea tabakasinin i¢ kismini ve testisin i¢indeki tiim

lobuli testisi saran damar ag1 tabakasidir. Damarlar arasinda kalan kisimlar ise

gevsek bag doku yapisindadir. Tunica vasculosa tunica albuginea’nin i¢ yiliziinii ve

tiim bolmelerin yiizlerini doser (1).

Septa radiata adi verilen olusum mediastenden tunica albuginea’nin ig

ylizeyine, sayilar1 200-300 arasinda degisen koni bigiminde lobiilleri olusturmak

tizere tutunur. Bu lobiillerin her biri bir veya daha fazla sayida seminifer tiibiilden

olusur. Tibiiller yaklagik 1 metre uzunlugundadir. Tibiillerin arasinda bulunan

gevsek bag doku igerisinde testosteron iireten interstisyel hiicreler (Leydig

hiicreleri) bulunur. Lobiillerin tepelerine gidildik¢e seminifer tiibiiller diizlesirler



(tubuli rekti) ve rete testisi meydana getirirler. Rete testisten, 12-20 adet duktuli
efferentes ¢ikar. Epididimise girdikten sonra duktuli efferentesler genisleyerek daha
kiviimli hale gelirler ve lobiilleri olusturur. Bu lobiillerin her birinden ¢ikan
kanallar, tek bir epididim kanalina drene olurlar. Yaklasik 6 metre uzunlugunda

olan bu kanalin ¢ap1 ve kalinlig1 artarak vaz deferensi olusturur (2) (Sekil 1).
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Sekil 1: Testisin anatomik goriiniimii (3).

3.1.2. Testis Embriyolojisi

Cinsiyet fertilizasyon sonras1 kromozomal olarak bellidir. Ancak intrauterin
altinc1 haftaya kadar cinsel agidan farklilanmamis gonad karma bir yapidadar. ilkel
cinsiyet bezleri ilk kez 5. ve 6. haftada iirogenital tiimsek diye bilinen ilkel nefrik

ve genital hiicreleri i¢eren bir yogunlagsma bdlgesinde goriiniir.
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Altinc1 haftada gonadlar, yiizeyel germinal epitel ve internal blastemden
olusmaktadir. Blastem kitlesi bazal membrandan serbestlenen yiizeyel epitelin ice
kisimlara dogru proliferasyonu ile meydana gelmektedir. Yedinci hafta i¢inde

gonad, testis ya da overe 0zgii bir yapilara farklilasmaya baslar.

Eger farklilagma testis yoniinde olacaksa bez biiylir, kisalir ve bir miktar
kaudale yerlesir. Mezonefrozla testis arasindaki baglanti gonadal mezentere
doniigiir. Bu mezenter ise mezorsiyum diye bilinmektedir. Germinal epitel hiicreleri
daha alt kisimda yer alan mezenkimin i¢ine dogru prolifere olur ve kordona benzer
yapilar meydana getirir. Bu yapilar radiyal olarak yerlesmis olup, rete testisin ilkel
hiicreleri olarak ortaya ¢ikan yogun bir blastem kitlesinin bulundugu mezorsiyuma
yaklastikga birlesirler. Testis kordonlar1 3-4 benzer kordona boliiniir ve bu
kordonlar da sonunda spermatozoalarin iretilecegi seminifer tiibiillere
farklilagirlar. Fetal yasamin {igiincii ayina dogru testisler retroperitoneal mesafede
yalancit pelviste yerlesik hale gegerler. Testisin alt kismindan ¢ikan bir
fibromiiskiiler bant gelismekte olan 6n karin duvar kaslarinin arasindan gegerek
skrotal kabarikligin subkutan dokusunda sonlanir. Periton testisin alt kisminin
asagisinda, fibromiiskiiler bandin 6n yiizeyi boyunca divertikiil bigiminde fitiklagir,
ve son olarak anterior karin kaslarinin arasindan skrotal torbaya ulasir. Yedinci aya

kadar testisler inguinal kanalin abdominal u¢ kisminda bulunmaktadir. Daha sonra
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skrotal torbanin arkasindan inguinal kanala girerek sekizinci ayin sonunda skrotal

keseye ulasir (4) (Sekil 2).
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Son bagirsak mezenteri Kortekste gonadal cinslyet kordonlan Mezengim

Sekil 2: Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ii ve gonadal farklilik (5)

3.1.3. Testis Fizyolojisi

Erkek ve kadinda cinsel fonksiyonlar hipotalamus ve hipofizden
(adenohipofiz) salgilanan hormonlar tarafindan kontrol edilir. Kontrol,
hipotalamustan salgilanan gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) ile baglar.
GnRH, adenohipofizden glikoprotein yapisinda olan liiteinize edici hormon (LH)
ve follikill stimiile edici hormon (FSH) salgilanmasi1 saglar. LH ve FSH,

adenohipofizin pars distalis kisminda bulunan gonadotrop hiicrelerden salinir ve
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gonadotropik hormonlar olarak bilinirler. LH, testislerde intersitisyel alanda

bulunan Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasini uyarir. FSH ise

spermatogenezisi uyarir (6).

GnRH 10 amino asit uzunlugunda bir peptid olup, hipotalamusun arkuat

niikleusunda yer alan néron gévdelerinden salgilanir. GnRH, hipotalamus-hipofiz

portal sistemi damarlarina serbestlenir. Portal kan yoluyla 6n hipofize tasinir ve LH

ve FSH’nin salgilanmasini uyarir (7).

Saglikli eriskin bir erkekte her 1-3 saatte bir, birkac dakika siireyle, pulsatil

GnRH salinimi gergeklesir (6).

Testislerden testosteron iiretimi, sadece hipofiz bezinden salgilanan LH nin

uyarisi ile gergeklesir. Ayrica lretilen testosteron miktari ile uyarict LH miktari

yaklasik dogru orantilidir.

Testislerde olgun Leydig hiicreleri normalde postnatal birka¢ haftaya kadar

bulunur; daha sonra yaklasik 10 yasina kadar goriilmezler. Ancak herhangi bir

yastaki erkek cocuga saflastirilmis LH verilmesi veya puberte doneminde LH

liretiminin artmasi, testislerdeki fibroblastlara benzeyen interstisyel hiicrelerin,

islevsel Leydig hiicrelerine doniismesine neden olur (7).

GnRH, LH ve FSH salgis1 testosteron tarafindan negatif feedback ile

diizenlenir. Testosteron salgisinin artmasi LH {iretimini hem hipotalamustan GnRH
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tiretimini inhibe ederek hem de adenohipofizi dogrudan etkileyerek baskilar. GnRH
salgisinin azalmasi, LH ve FSH salgisinin azalmasina neden olur. LH’1n azalmasi
da testosteron iiretimini inhibe eder. Aksine testosteron diizeyinin azalmasi ise
hipotalamustan GnRH salgisin1 arttirir. Bu da LH ve FSH iiretimini uyarir, boylece

testosteron diizeyi yiikselir (6).

3.1.4. Testis Histolojisi

3.1.4.1. Testisler

Erkek iireme sistemi; bir ¢ift testis, cok sayida bosaltim kanali ve yardimci

iireme bezlerinden olusur. Testis stirekli boliinen spermatogenik kok hiicreleri igerir
(8).

Her bir testisi disaridan saran tunica albuginea arka yiizden testisin i¢
kisimlarma dogru uzanarak mediastinum testisi meydana getirir. Ince bag dokusu
olan septum, mediastinum testisten igeriye dogru uzanir ve testisleri her biri 1 ile 4
sarmal yapidaki seminifer tiibiilleri kapsayan yaklasik 250 adet bolmeye veya
testikiiler lobguklara ayirir. Her bir seminifer tiibiil de ¢ogalan germ hiicreleri,
cogalma gostermeyen destek (sustentakular) veya Sertoli hiicrelerini igeren ¢ok
katli germinal epitel tabakasindan olusmaktadir. Seminifer tiibiilde, germ hiicreler

boliinerek sperm hiicrelerine farklilagir.
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Her bir seminifer tiibiil, fibroblast, kas hiicrelerine benzer hiicreler, sinir
hiicreleri, kan ve lenfatik damarlar ile ortiiliidiir. Ayrica, seminifer tiibiillerin
arasinda interstisyel (ara) hiicreler (Leydig) olarak adlandirilan epiteloid hiicre

kiimesi de mevcuttur. Bu hiicre kiimeleri testosteron hormonu {iretir ve salgilar (9).

3.1.4.2. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller yaklasik olarak 150-250 um capinda ve 30-70 cm
uzunlugunda, kompleks yapida ¢ok katl epitel ile ortiiliidiir. Bir testiste bulunan
tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 m civarindadir. Her bir tiibiiliin son
kisimlarinda liimen daralir ve diiz tiibiiller ya da tubuli rekti adiyla bilinen kisa
segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis ad1
verilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu yapiya baglar. Seminifer tiibiiller

fibroz bag dokusu kilifi, bazal lamina ve seminifer epitelden olusur (Sekil 3).
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Sekil 3: Testisin histolojik goriiniimii (5).

3.1.4.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran
piramidal sekildeki hiicrelerdir. Tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal kisimlari
ise siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Sertoli hiicreleri birbirlerine siki

baglantilarla baglanmislardir (10).

Sertoli hiicreleri birgok 6nemli gorev listlenmektedir:

e Gelismekte olan sperm hiicrelerine (spermatid) besin, fiziksel destek ve koruma

saglamak,
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Spermatogenezis esnasinda meydana gelen sitoplazma artiklarii (residual
cisimcikler) fagosite etmek,

Seminifer liimen igerisine olgun spermin atilmasini saglamak,

Spermin beslenmesi ve bosaltim kanallar1 igerisinde transportu i¢in gerekli olan
fruktozdan zengin testikiiler siviy1 salgilamak,

Testosterona baglanarak konsantrasyonunu arttiran androjen baglayict proteini
(ABP) iiretmek,

Hipofizden follikiil uyarict hormon (FSH) salintmini 6énleyen inhibin hormonunu
tiretmek.

Gelisim sirasinda Miiller kanallarinin gerilemesini saglayan glikoprotein yapisinda

Miillerian inhibe edici hormonu (AMH) tiretmek (9).

3.1.4.4. Leydig Hiicreleri

Intersitisyel alanda eozinofilik Leydig hiicreleri yer alir. Bu hiicrelerin
sitoplazmasi kopiiksii bir goriiniime sahiptir. Bu goriinlimden, testosteron sentezi
icin depolanan kolesterole bagl olarak yiiksek diizeyde lipit sorumludur. Biiyiik,
polihedral yapidaki bu hiicrelerde bir ya da iki niikleolus iceren bir niikleus
mevcuttur. Hiicrelerin ylizeyinde ¢ok sayida mikrovillus bulunur. Bu hiicreler

cogunlukla fenestratali kapiller ve kiiciik lenfatiklere yakin konumda yerlesmistir.
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Sitoplazmalarinda steroid salgilayan hiicrelere 6zgii bir 6zellik olan yogun

diiz endoplazma retikulumu igerirler (11). Bu hiicreler, mitokondrilerde ve diiz

endoplazmik retikulumda bulunan enzimler araciligiyla testosteronu tiretirler (12).

3.1.4.5. Spermatogenez

Primordiyal germ hiicreleri testise go¢ ederek spermatogonyum olarak

isimlendirilen olgunlagmamis germ hiicrelerine doniisiirler. Spermatogonyumlar

puberte ile birlikte mitoz boliinmeler gecirerek prolifere olurlar ve olgun spermi

olusturmak tizere farklilasirlar (7).

Sperm {retimi seminifer tiibiillerde gerceklesir. Seminifer tiibiillerin

duvarint germ hiicreleri (spermatogonyum) ve Sertoli hiicreleri ddser. Germ

hiicreleri sperm yapimindan sorumludur. Sertoli hiicreleri ise germ hiicrelerinin

etrafinda destek dokusunu olusturur (6).

Spermatogenezin ilk evresinde, spermatogonyumlar seminifer tiibiiliin

liimen merkezine dogru Sertoli hiicreleri arasina go¢ ederler. Sertoli hiicreleri tiim

tiibiil liimeni boyunca gelismekte olan spermatogonyumlarin etrafini sararak onlara

zengin sitoplazmik ortam sunar (7).

Germinal epitel i¢inde ¢ok sayida spermatogenezis dongiisii es zamanlt

olarak gerceklesir. Spermatogenetik dongiinlin siiresi ortalama 74 saattir.

Spermatogenez siiresince gelisimin ayni noktasindaki germ hiicre aglarn
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sitoplazmik kopriilerle bagli olup spermatogenez siirecinden birlikte gecerler (4)
(Sekil 4).

Germ hiicreleri mayoz boliinme sonucunda 46 kromozomlu diploid (2n)
halden 23 kromozomlu haploid (1n) hale gelir. Bdylece sperm, yine 23 kromozom
iceren haploid (1n) yumurta hiicresi (ovum) ile birleserek 46 kromozomlu yeni bir

bireyin (zigot) olusmasini saglar (6).

Sekil 4: Spermatogenez (12)
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3.1.4.6. Spermiyogenez

Spermatidden spermiyum olugum siirecidir. Erken donemde yuvarlak sekilli bir
hiicre olan spermatid, spermiyogenez boyunca degisime ugrayarak kuyruklu ve
hareketli olan spermiyuma farklanir. Sertoli hiicreleri spermiyogenezde énemli rol
oynarlar. Spermiyogenez dort kisimda incelenir:

. Golgi Donemi: Cok sayidaki golgi kompleksinin bulundugu bdlgede PAS pozitif
graniillerin birikmesi ile karakterizedir. Glikoproteinden zengin graniiller niikleus
membraninin yakinindaki membranla sinirli akrozomal vezikiil ile birlesir.
Akrozomal vezikiiliin bulundugu yore, gelisen spermiyumun 6n kutbunu belirler.
Bu donemde sentriyoller de arka kutba dogru go¢ ederler. Burada spermiyum
kuyrugunun aksonemini olusturacak olan mikrotubuller sentriyollerden baslayarak
yapilanmaya baslarlar.

. Kep Donemi (Sapka Doénemi): Akrozomal vezikiil niikleusun 6n bolimiini
kaplayacak sekilde genisleyip sapka seklinde bu bdliimii sarar (akrozomal kep).
Niikleus membranimnin bu tarafa bakan kisminin porlar1 kaybolur, membran
kalinlasir. Niikleus yogunlasir.

. Akrozom Dénemi: Bu donemde belirgin sekil degisikligi yasanir. Spermiyum bas1
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin derinlerine gomiiliir. Kuyruk flajellumu 1yice

uzayarak limende belirgin olarak goriilmeye baslar. Yogunlasmis niikleus yassi
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hale gelerek uzar. Akrozom, apikal plazma membranina iyice yaklasir. Sitoplazmik

mikrotubuller akrozomdan spermatidin arka kutbuna uzanarak silindirik kilifi

olustururlar. Flajellum, olusumundan sorumlu olan sentriollerden kaynaklanan 9

adet kalin lif aksonemin mikrotubul ¢iftlerinin periferinde dis kalin lifleri olusturur.

Bu liflerin basladigi bolge boyun (baglayici parga) olarak isimlendirilir. Plazma

membrani uzayan flajellum yiizeyini kaplamak iizere arkaya dogru uzarken, manset

kaybolur. Mitokondriyonlar boyun boliimiinde ve distale uzayan bolgede dis kalin

liflerin ¢evresini siki bir kilif gibi sarmalarlar. Mitokondriyon kilifi ile karakterize

bu boliim kuyrugun orta pargasidir. Orta parganin distalinde iki longitudinal fibroz

kolon ve c¢ok sayida baglayict fibroz halka igeren fibroz kilif esas parcanin dis

yogun liflerini ¢evreleyerek flajellumun ucuna kadar ilerler. Bu bolge esas parca

olarak isimlendirilir. Esas parcanini distalinde kalan ve sadece aksonemin

mikrotubullerini iceren kisa son boliim ise son parga olarak isimlendirilir.

. Olgunlasma Dénemi: Sitoplazma miktarinda azalmanin gergeklestigi terminal

donemdir. Fazla sitoplazmayi iceren boliim bogumlanip kopar, Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Spermatidler birbirleri ile olan

baglantilarin1 kaybederler ve Sertoli hiicrelerinden ayrilarak liimene atilirlar (13).
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3.2. TCDD (2,3,7,8- tetraklorodibenzo-p-dioksin)

3.2.1. Dioksin ve Benzeri Bilesikler

Insanlar sistemik olarak devamli organik kirleticilere maruz kalmaktadirlar.
Bu cevresel kirleticiler devamliliklari, toksisite diizeyleri ve hareketlilikleri
nedeniyle sagliga zarar veren kimyasal maddelerdir (14). Kimyasal yapilar1 ve
canlilar lizerindeki etkileri benzerlik gosterdiginden bu bilesikler dioksinli veya
dioksin ve benzeri bilesikler olarak isimlendirilirler. Poliklorludibenzo-para-
dioksinler (PCDD), poliklorludibenzo furanlar (PCDF) ve poliklorlu bifeniller
(PCB) suda c¢ok az ¢oziinme Ozelliginden, metabolik ve ¢evresel yikimlara
dayanikli, dogada kararli durumda bulunan, yiiksek derecede zehirli, genis yayilim
alanina sahip ¢evresel kirleticilerdir (15). Bu zamana kadar 75 PCDD, 135 PCDF
ve 209 PCB kimyasal bilesik tanimlanmistir (16).

Dioksinler, kimyasal icerikleri ve toksik 6zellikleri birbirleriyle iligkili, 75
farkl1 dioksin bilesigi mevcut olup en zehirli yapida 2,3,7,8- tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD) olan bir guptur (17) ve genellikle bu bilesik dioksinlerin toksisite
caligmalarinda standart olarak kullanilmaktadir (18).

TCDD c¢evrede uzun siire kalici ozellikte olan, yapisal olarak ayni
mekanizmayla toksisite olusturup canlilarda biyolojik olarak benzer etkiler

gosterebilen genis bir ailenin prototipidir. Bu bilesikler gercekte herhangi bir amag
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icin Uretilmeyip, endiistriyel iiretim ve basta atik yakma gibi yanma islemlerinin
yan iirlinii olarak ortaya ¢ikan, son derece zehirli yapida ¢evreye salinirlar (19).
TCDD’ye maruz kalma bireylerde c¢esitli toksisiteler meydana
getirmektedir. Bu toksisitelerin derecesi tiirler ve bireyler arasinda biiyiik 6l¢iide
farklilik gostermektedir. Yiiksek dozda TCDD’ye maruz kalan insanlarda goriilen
en belirgin toksisitelerden biri klorakne olarak bilinen deri hastaligi iken,
laboratuvar hayvanlarinda toksik etkilere karsi farkli diizeyde duyarliliklar ve
tepkiler gelistigi goriilmektedir (20). Uzerinde en fazla ¢alisma yapilan TCDD
maruziyeti sonrasinda laboratuvar hayvanlarinda bu toksik etkilerin basinda hizli
kilo kayb1 ve devaminda 6liim ile karakterize olan zayiflik sendromu (wasting )’dur

Q1).

3.2.2. Toksik Esdeger Faktorleri ve Toksik Esdegerlikler

Toksik Esdegerlik Faktorleri (TEF); WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
tarafindan dioksin ve benzeri bilesiklerin toksisitellerini belirlemek amaciyla ve bu
bilesiklerden TCDD temel alinarak her bir dioksin bilesiklerine verilen ortalama
zehirlilik faktorii olarak tanimlanmaktadir. TEF degeri; bilesige maruz kalma
stiresinin uzun ya da kisa olmasi, in vivo ve in vitro biyokimyasal analizler goz

oniinde bulundurularak belirlenmektedir (22).
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1))

2)

TEF’nde bir esitlikle tiim dioksin tlirevlerinin ortak toksisite etkileri bir
birime ¢evrilmekte ve ayni 6rnekteki benzer zehirli maddelerin ortak zehirli etkileri,
toplam zehir esdegerligini ifade etmek iizere toplanmaktadir. Secilen Srnegin
toplam zehir esdegerliligini tanimlayabilmek i¢in Cevre Koruma Ajansi (EPA), 2
asamal1 bir yontem gelistirmistir:

1. Asamada; kullanilan esitlikle, biitiin dioksin benzeri bilesiklerin ortak
zehirli etkileri, tek bir birime ¢evrilerek Toksik Ekivalent degeri elde edilir.

2. Asamada; aym Ornekteki benzer toksik maddelerin ortak zehirli etkileri
toplanarak toplam zehir esdegerliligini ifade eder.

TEQ= Toksik Ekivalent

TEF= Toksik Esdegerlilik Faktori

TEQ=(Dioksin Derigsimi)x(Zehirlilik Faktorii)

Toplam TEQ= Ornekteki tiim zehirli TEQ’larin toplami

Dioksin ve dioksin benzeri bilesiklerin toksik etkinligini, o bilesigin boyutu
ve bi¢imi belirler. Makromolekiildeki klor sayis1 ve konumu bilesigin toksisitesinde
onemli bir belirte¢ olup, dioksin molekiiliiniin 2,3,7, ve 8 baglarinda klor atomunun
bulunmasi bilesigin zehirliligini belirler (Sekil 5). Dioksin ve furan bilesiklerinin
yapilarinda bulunan klor atomunun konumlarinin benzer sekilde yerlesiminden

dolayi, genellikle toksisite etkinlikleri de benzerlik gostermektedir (17).
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av’ O 3% UWU

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD)

Sekil 5: TCDD’in kimyasal yapisi ve ii¢ boyutlu gériiniimii (23)

3.2.3. Dioksin Kaynaklar: ve Olusumu

Dioksin, organik klorlu bilesikler olarak bilinen, yiizlerce klorlu kimyasalin

liretimi sirasinda ‘ara’ ya da ‘yan iirlin’ olarak ortaya cikar (24). TCDD g¢evrede

genis yayilim gosteren kalict bir organik kirleticidir (25). TCDD, polivinil klorid

(PVC)’lerin diisiik sicaklikta yakilmasi ve pestisit iiretimi gibi endiistriyel

stireglerin yan {iriinii olarak ekosisteme salinan zehirli, organik bir maddedir (26).

TCDD ev 1sitma sistemlerinde, araba egzozlarinda, sigara dumaninda (27),

bitki ve bocek oldiiriicti maddelerin imalatinin bir yan iiriinii olarak, aga¢ pulpasi

ve kagit fabrikalarinda klorinle agartma isleminde, medikal atiklarin imha edilmesi

ve belediyelere ait kat1 atiklarin yakilmasi esnasinda ortaya ¢ikan kalic1 bir ¢evre

kirleticisidir (27, 28).

Ayrica dioksinler yliksek derecedeki sicakliklarda (250-450 °C), baz1 doga

olaylar1 ve endiistriyel islemler esnasinda da ag¢iga ¢ikar ve bu durum termal siireg
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olarak tanimlanir (29). Bu siirecte dioksin olusumuna neden olan kaynaklar
arasinda 6zellikle evsel kat1 atiklarin, kdmiir, odun ve petrol iirlinlerinin, sentetik
yagli boyalarla kaplanmis maddelerin, transformatdr yaglarin ve klorla beyazlatilan
iriinlerin yakilmasiyla (30, 31), baz1 metallerin eritilmesi, volkanik patlamalar,
orman yanginlari, fosil yakitlarin kullanimi, asfalt iiretimi ve PVC endiistrisi
sayilabilir (22, 32). Dioksinler 250 °C’nin iizerindeki sicakliklarda organik
materyallerin yanmasi ile olusur ve 800 °C’nin lizerindeki sicakliklarda ise hizlica
yikimlanir (33).

TCDD ve PCB’ler diinya capinda karmasik bilesikler olarak bulunan kalict
ve hidrofobik bir yapiya sahip organik Kkirleticilerdendir ve TCDD, yikilmaya
direncli olup tahmini 7,6 yillik yarilanma 6mrii ile dogada birikme egilimindedir
(34) (Tablo 1). Bu nedenle Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC),
TCDD’yi muhtemel insan kanserojeni sinifindan, insan kanserojeni sinifina
yerlestirmistir (32). Insanlar bu kirleticilere gida, su ve solunum yoluyla maruz
kalirlar (35). Havaya, topraga ve sulara karisan dioksinler hayvanlara beslenme
yoluyla gecerek viicutlarinda birikir ve hayvansal gidalarla insanlara tasinirlar.
Dioksinler gerek kimyasal yapilarinin sabit olmasi ve gerekse dogal yapilarinin
lipofilik olmas1 nedeniyle ¢evre ve insanlar agisindan her zaman potansiyel tehlike

olustururlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 dioksin ve benzeri bilesikler goller, nehirler
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ve okyanuslarin dibindeki sedimentlerde de bulunabildiginden dolay1 diger bir

onemli depolanma alanidir (18).

Tablo 1: Dioksin/Furan bilesiklerinin ¢esitli ortamlarda ki yarilanma siireleri (23)

Hava Su Toprak Sediment
PCDD 2 giin- 3 hafta 2 giin- 8 ay 2 ay- 6 yil 8 ay- 6 yil
PCDF 1-3 hafta 3 hafta- 8 ay 8 ay- 6 yil 2-6 yil

3.2.4. Dioksinin Etki Mekanizmasi

TCDD, o6zellikle evrimsel siire¢ boyunca oldukg¢a korunmus ve temel olarak

sarmal-halka-sarmal yapisina sahip bir transkripsiyon faktorii olan aril hidrokarbon

reseptoriiniin (AhR) etkili bir ligandidir (36). AhR her yerde bulunan sitozolik bir

proteindir, AhR normalde sitoplazmada bulunan saperon proteinlerine bagl iken,

ligand baglanmasiyla aktifleserek cekirdege ge¢mekte ve yer degistirerek daha

biiylik boyutlu aktif Aril Hidrokarbon Reseptor Niiklear Translokator (ARNT)

proteini ile birlesmektedir (37, 38). AhR/ARNT dimeri, spesifik DNA cevap

elementlerine (AHRE-I ve AHRE-II) baglanarak belirli genlerin transkripsiyonunu

diizenlemektedir (37). AhR proteinin TCDD toksisitesine aracilik ettigini gosteren

onemli kanitlar bulunmaktadir: AhR-nakavt fareler, karaciger dokusunda ARNT

sentezi engellenmis fareler veya hatali AHRE- baglanma alanina sahip AhR
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proteini bulunan fareler, yabani tiplere kiyasla, TCDD zararindan kaynaklanan
fenotipik etkileri 6nemli Olgiide diisiik diizeyde sergilemislerdir (39). Bunun yani
sira TCDD-AIR baglanmasi sonucunda AhR’nin hedef geni olan ve yogun olarak
karacigerde sentezlenen CYP1Al aktive olmaktadir (40). CYPIA1 geninin
TCDD’yi metabolize etmesi siiresince gerceklesen metabolik olaylar oksidatif stres
kosullarinin artmasina neden olan mutajenik metabolitleri ve reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) tiretmektedir (41).

Ca’" diizeyinin erken artisnin da TCDD’nin neden oldugu toksik etkilere
katkida bulundugu g6z ard1 edilemez. Ca®* diizeyinin erken artis1, fosfolipaz A2 nin
aktivasyonu ve sonrasinda membran fosfolipitlerinden arasidonik asidin (AA, n6
yag asidi) salinimiyla sonuglanmaktadir (42). Arasidonik asit, COX-2 ve sitokrom
p450 enzimleri i¢in substrat olarak hareket etmekte ve aragidonik asidin salinimi
enflamasyona neden olan eikosanoidlerin {retimiyle sonuglanmaktadir. Bu
nedenle, hem reaktif oksijen tiirleri (ROS) hem de enflamasyona neden olan
eikosanoidler, TCDD ile uyarilan oksidatif stres ve toksik tepkiler tizerinde 6nemli

bir role sahiptir (43).
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3.2.5. Dioksinlerin Toksikokinetikleri

3.2.5.1. Emilim ve Dagilim

Canlilar dioksinlere besin, su, solunum ve temas yolu ile maruz kalmaktadir
(24). Dioksinler viicuda alinan ve emilim oran1 bilesigin tiirline, emilim yoluna ve
ortama bagli olarak degisen bilesiklerdir (44). Dioksin zehirlenmelerinde bulasma
%090 oraninda agiz yolu ile olmakla birlikte fabrika patlamalari, orman yanginlari
gibi durumlarda her ii¢ yoldan bulas s6z konusu olabilir. Dioksin bilesikleri yagda
iyl ¢oziindiiklerinden ortamdaki yag orani ile emilim arasinda pozitif yonde bir
iligki vardir. Bu zamana kadar yapilan deneylere dayanarak laboratuvar
memelilerinde ve insanlarda en uzun TCDD eliminasyonu, yarilanma dmriine ve
viicut agirligma bagl oldugu bildirilmistir. Insanlar TCDD’ yi ¢ogunlukla
beslenme yoluyla almakta ve yikilabilir 6zelliginin diisiik olmas1 nedeniyle alinan
TCDD kanda ve yag dokuda degismeden kalmaktadir. Dioksinler viicuda alindiktan
sonra temel olarak kan, kaslar, karaciger ve yag dokuda dagilirlar, fakat bu

bilesikler 6zellikle karaciger ve yag dokuda birikme 6zelligi gosterirler (25, 45, 46).

Amerikan Cevre Orgiitii (EPA) dioksin ve dioksin benzeri maddelerin
insanlarin DNA yapisinda degisim yapmasi sonucunda, bagisiklik sisteminin
bozuldugunu, genotoksik tipte kanserlerin olusumuna yol agabildigini ve

enfeksiyon kaynakli hastaliklara insanlarin daha duyarli hale geldigini belirtmistir.
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Dioksinler yagh tiim doku tiplerinde muhafaza edilir. En yiiksek dagilim1 karaciger
ve beyaz yag dokusunda, bagirsaklar iizerindeki yag hiicrelerinde ya da diisiik
oranda beyin yag dokusunda birikmesi sonucunda karacigerde, pankreasta ve kalpte

hastaliklara neden oldugu belirlenmistir (46, 47).

3.2.5.2. Dioksinin Atilimi

Dioksinlerin temel atilimi1 digki yolu ile olup, idrarla atilan oran diskidakine
gore oldukca diistiktiir. Erkek bir goniilliide, 105 ng. TCDD alimindan sonra
emilimin > % 87’ye ulastig1 goriilmistir. Absorbe edilmeyen TCDD 3 giin
icerisinde digski ile atilir. Ancak digki tarafindan absorbe edilen oraninin

eliminasyonu % 0,03 kadar diistiktiir (48).

Lipofilik 6zellik gosteren ve insan viicudunda daha ¢ok yagli gidalar yolu
ile (et, yumurta, tam yagl siit, tereyagi vb.) kontamine olan dioksinlerin yarilanma
Omdiirlerinin insanlarda 7-8 yil, maymunlarda 1 yil, si§irda 16,5 hafta, domuzlarda
94 giin, farelerde 12-30 giin arasinda degistigi bildirilmektedir (49, 50) (Tablo 2).
WHO tarafindan PCDD ve PCDD/F’ler 1. Sif kanserojen maddeler icerisinde
say1lmis ve insan i¢in giinliik tolere edilebilecek dozun 1-4 pg TEQ/kg oldugu rapor

edilmistir (22).
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Tablo 2: Farkli Canlilarda Dioksinin Yarilanma Omiirleri (49, 50)

Bulundugu Canh Yarilanma Omrii
Insan 7-8 yil
Maymun 1 yil

Sigir 16,5 hafta

Fare 12-30 giin

Laktasyon, viicuttan dioksin atilmasini hizlandiran birkag¢ 6nemli olaylardan

birisidir; fakat bu durumda da bebegin bu zehirli kimyasala maruz kalmasi ile

olumsuz bir etki s6z konusudur. Emzirme siiresince, anne siitiinlin yaginda bulunan

dioksin, anneden ¢ocuga ge¢mekte, hatta bebekler aldiklar1 bu anne siitii nedeniyle

viicutlarinda, annelerinden daha yiiksek oranda dioksin bulunabilir (51, 52).

3.2.6. Dioksinlerin Zehirlilikleri

Dioksin ve benzeri bilesiklere maruz kalinmasi sonucunda olusan yan

etkilerin basinda sindirim, karaciger ve gogiis kanserleri, gelisme bozukluklari,

wasting sendromu (zayiflik/israf sendromu), lenfoid, klorakne, hepatotoksisite,

yartk damak, kusurlu bobrek olusumu gibi dogumsal anomalililer ile

immiintoksisite, ndrotoksisite ve kardiyotoksisite, mide bulantisi, solunum
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giicligii, tireme bozukluklari, yliksek tansiyon ve astim gibi hastaliklarin meydana

geldigi belirtilmistir (53) (Tablo 3).

Tablo 3: Maruz Kalinan Yiiksek/Diisiik Doz Dioksinin Yan Etkileri (53)

Yiiksek Doz Etkileri Diisiik Doz Etkileri
Klorakne Gelisimsel problemler (motor hareketler/hafiza)
Hepatotoksisite Endokrin sistem bozukluklart
Ureme bozukluklari Erkek/kadin dogum oraninda azalma
Wasting Sendromu Solunum problemleri
Immiinosupresyon Dolagim bozukluklar1

Dogum anomalileri

Deney hayvanlarinda kanser

Hayvanlarda gozlemlenen toksik etkiler olduk¢a cesitlidir. Dioksinler,

spesifik olarak wasting sendromu (zayiflik/israf sendromu), hepatotoksisite,

klorakne, enzim indiiksiyonu, i¢ salgi dengesizlikleri, karacigerde vitamin A

depolarinin azalmasi, lipid peroksidasyonu, ndrotoksisite gibi toksik etkiler

olusturmustur (54). Zayiflik sendromu, kemirgen laboratuvar tiirlerinin bircogunda

goriilmekle birlikte biitiin hayvanlarin hastaliktan etkilenme derecesi esit degildir.
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Farkli irklar arasindaki varyasyonu gosteren en iyi tantmlanmis modellerden
biri TCDD-duyarli Long-Evans (Turku/AB) sicanlar (L-E; LDso 9.8- 17.7 pg/kg)
ile TCDD-direngli Han/Wistar (Kuopio) sicanlar (H/W; LDsp = 9600 pg/kg)
arasindaki farkliliktir (55). H/W 1rkinda 6zellikle zayiflik sendromuna ve letaliteye
kars1 goriilen direng AhR proteininin transaktivasyon alaninda meydana gelen bir

nokta mutasyonu ile ilgilidir (56).

TCDD endokrin sisteme zarar veren ¢evresel bir kirletici oldugundan, erkek
iireme sistemi lizerinde toksik etkilere sebep olmaktadir (57). Erkek {ireme
organlar1 dioksine oldukca duyarlidir. TCDD’ye maruz kalmanin sperm sayisinda
azalma, dioksin toksisitesinin en hassas noktalarindan biri olup fertilite de diisiise
neden oldugu belirtilmektedir (58). Birkag¢ biiyilk meta-analiz ¢aligmasina gore
semen kalitesi, yarim yiiz y1llik donemde baz1 gelismis iilkelerde azalmaktadir (59).
Erkek tireme sagligindaki bu bozulma, ¢evresel endokrin bozucu kimyasallara
(EDC) siirekli maruz kalmayla iliskilendirilmektedir (60, 61). Insan iireme sistemi
tizerinde potansiyel zararli etkilere sahip bir grup EDC, dioksinler ve dioksin
benzeri bilesiklerdir (62). Birgok EDC’ nin kadin iireme sistemini ve Ozellikle
yumurtaliklar1 hedef aldig1 bilinmektedir. EDC’ ye maruz kalma infertilite, erken
yumurta yetmezligi ve anormal cinsiyet steroid hormon seviyeleri gibi bir¢ok

tireme saglig1 sorunlarina neden olur (63).
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Karacigerde TCDD toksisitesinin kaba isareti, parenkimal hepatositlerde
AhR aktivasyonuna dayandirilir. Ayrica, karacigerde parenkimal olmayan
hiicrelerde TCDD tedavisinin sonuglar1 hakkinda daha az bilgi bilinmektedir.
Hepatik yildiz hiicreler (HSC) A vitamini depolayan parenkimal olmayan
hiicrelerdir. Karaciger hasarina bagl olarak, aktif HSC’ler bu depolama yetenegini
kaybeder ve bunun yerine pro-inflamatuar mediatorler ve tip I kollagen iiretimi
yoluyla inflamasyon ve fibrozun gelistirilmesi ve korunmasinda islev goriirler.
TCDD’ ye maruz kalmanin karaciger retinoid homeostazini bozdugu ve
karacigerdeki hiicre dist matriksin seklini degistirerek diizensizlestirdigi rapor

edilmistir (64).

Dioksin maruziyeti sonucunda tiim doku ve organlarda kanser riskinin
arttig1 ozellikle akciger ve yumusak doku sarkomlarinda artiglarin mevcut oldugu
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (US-EPA) ve WHO raporlarinda

bildirilmektedir (22, 65, 66).

3.2.7. Tolere Edilebilir Doz

TCDD ig¢in, tolere edilebilir giinlik alim miktarii (TDI) Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) 10 pg/kg olarak belirlemistir. Fakat yapilan ¢alismalarda bu

bilesiklerin uzun siireli alinmalarma bagl olarak, viicutta biriktigi ve zehirli
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etkisinin daha sonra ortaya ¢ikmasindan dolay1 dioksinli bilesiklerin TDI degerini

1-4 pg/kg TEQ olarak yeniden belirlemistir (22, 67).

3.2.8. Toksisite Durumunda Tedavi

Dioksin birikiminin engellenmesi veya uzaklastirilmas: amaciyla gesitli

aragtirmalar yapilmistir. Bu arastirmalar da dioksine maruz kalan farelere 10 giin

boyunca clenbuterol katkili gidalarla beslenildiginde yag dokusunda bulunan

toplam dioksin miktarinda %30 oraninda azalma goriilmiistiir. Baska bir caligmada

ise lif kaynakli diyetle beslenen kemirgenlerde, dioksinin viicuttan atilim oraninin

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (68). Yapilan bir ¢calismada bilesiklere maruz

kalan 2 denege sonraki ilk 3 yil boyunca TCDD atilimin1 artirmak i¢in diyette yag

yerine sindirilemeyen, absorbe olmayan olestra kullanildig1 ve bagirsaklarda atilimi

arttirdig1 goriilmistiir (69).

TCDD gibi baz1 kimyasallarin neden oldugu kanser olusumlarinin baginda

yetersiz antioksidan tiiketimi biiylik 6nem teskil etmektedir. Yeterli diizeyde ve

siirekli bitkisel antioksidanlarin (karotenoid, vitamin C, folik asit, retinol)

tilketilmesi oksidatif stresin DNA hasarini engelleyerek, gelismis hasarli hiicrelerin

bliylimesini, tlimoral yapiya gegmelerini ve yayilimini engellemektedir (70, 71).
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3.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa

Omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir (72, 73).

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli

dis etkenler vasitasiyla da olusabilmektedir (74).

Serbest radikaller lipidler, proteinler, ve niikleik asitler gibi temel hiicresel

bilesenlerde hasar olusturma 6zelligine sahip olup kanser, ateroskleroz, amiloidaz,

yasa bagli bagisiklik yetersizligi, demans ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklara

neden oldugu ve biyolojik yaslanma siirecinde etkili rol oynadigi tanimlanmistir

(74).

Organizmada olusan serbest radikaller endojen ekzojen kaynakli olabilir.

Memelilerde, mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), fagositik ve

endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, redoks dongiileri, arasidonik asit

metabolizmasi, otooksidasyon reaksiyonlari sirasinda ksantin oksidaz ile NADPH

(nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) oksidaz gibi enzimlerin etkisiyle serbest

radikaller olugsmaktadir. Ekzojen kaynaklar ise endiistriyel kirleticiler, ilaglar, diyet,

iyonize radyasyon, ultraviyole (UV) 1sin1, sigara dumani ve ksenobiyotiklerden

meydana gelmektedir (75).
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Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikallerin basinda oksijen
kaynakli radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) ad1 verilir. Yogun

olarak bulunan diger bir serbest radikal ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) dir (76).

3.3.1. Memelilerdeki Baslica Serbest Radikaller

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS): Serbest radikallerin dis orbital
yoriingesinde paylagilmamis elektron ve oksijen atomu ile olusan bir durumdur.
Oksijenin indirgenmesi ya da oksijene iyonize radyasyonun etki etmesi ile olusur.
En 6nemli reaktif oksijen tiirleri (ROS) ise sunlardir: (75, 77).

Siiperoksit Radikali (02 )
Hidrojen Peroksit (H2O> )
Hidroksil Radikali, Fenton ve Haber — Weiss Reaksiyonlari (OH" )
Hipokloroz Asit (HOCI)
Singlet Oksijen ('02)
Alkil Radikali, Organik Radikaller (R")
Hidroperoksil Radikali (HO" 7)
Alkoksil Radikali( LO" )
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS): Canlilarda meydana gelen reaktif nitrojen

tirlerinin en Onemlisi nitrik oksittir.
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Nitrik Oksit (NO): Azot ve oksijen atomunun elektron aligverisinin

birlesmesinden meydana gelir. NO, endojen Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi

yardimiyla L-arijinin aminoasidinden sentezlenir. Yar1 émrii 10 ila 20 saniye olup

hiicre i¢i ve hiicre disinda islev goren kiiclik yapidaki, reaktif molekiildiir.

NO’ nun viicutta olusan reaktif oksijen tiirleriyle (ROS) reaksiyona girerek

oksidan yapida olan peroksinitrit (ONOOH) anyonu gibi serbest radikalleri

olusturdugu ve ileri bir parcalanma ile OH" radikalini meydana getirdigi

bilinmektedir. OH' molekiilii ise yikim 6zelligine sahip bir molekiildiir. Kisacasi

NO, hiicrelerin islev bozuklugunda, damar sertligi, hipertansiyon ve kalp- damar

hastaliklarinda etkili olabilmekte (78).

Oksidatif Stres: Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 liretimi veya yetersiz

transferi  s6z konusu oldugunda  hiicrenin  yiikseltgenme-indirgenme

reaksiyonlarinda degisiklik meydana gelir. Cok sayida hiicresel {iriinlerin

kontrolsiiz oksidasyonu meydana geldiginde, bu olay oksidatif stres olarak

tanimlanir.  Oksidatif stres lipit tabakasinin peroksidasyonuna, protein

oksidasyonuna, DNA hasarina, sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde bozulmalara

neden olmaktadir. Viicudumuz oksidatif strese karst ROS iiretimini engellemeye ya

da antioksidan savunma sistemi ile azaltmaya veya hasar goéren proteinleri

onarmaya ¢alisir (79-81).
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Serbest oksijen radikallerinin bir¢ogu memelilerde iireme sisteminde
onemli fonksiyonlarda gérev almaktadir. Ureme ve sperm fonksiyonlar1 {izerinde
nitrik oksit (NO) ve peroksinitritin etkili rol oynadigi bilinmektedir (82, 83). Son
zamanlarda NO oOzellikle insan ve sicanlarda erkek {ireme sisteminin
diizenlenmesinde bir mesajc1 olarak c¢esitli hiicre i¢i ve hiicreler arasi
fonksiyonlarda, Leydig hiicrelerinin steroidogenezis iizerinde otokrin ve parakrin
kontrolii gibi olaylarda rol alir (84, 85). Spermatozoalar, hiicre i¢i antioksidan
enzimlerinin sitoplazmada yoksunlugundan kaynaklanan oksidatif saldiriya karsi
ozellikle savunmasizdir. Ustelik bircok hiicre tiiriiniin aksine, sperm lipid
membranlar1 6zellikle dokosaheksaenoik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerine

(PUFA) ytiksek oranda sahiptir (86).

Dollenmede membranlarin birlesmesinde, bu yiiksek derecede doymamis
yag asitleri plazma zarina akiskanlik kazandirir. Ayrica PUFA’lar malondialdehit
ve cesitli derecede reaktif a,b-doymamis hidroksialenalleri (0rnegin; 4-

hidroksiheksanal gibi) tiretmek icin kolayca oksitlenir (87, 88).

Bu reaktif aldehitler, bir kez iiretildiginde yakindaki diger PUFA’ lara
saldirabilir, bdylece bir zincir reaksiyonu ile yayilir ve membran akiskanliginm
keser. Yiiksek konsantrasyonlarda bu aldehitler, ayn1 zamanda amino asitleri ve
niikleik asitleri, sperm fonksiyonunu bozan kararli proteinleri ve DNA adiiktlerini

olusturur (89, 90).
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3.4. Apoptozis

Kelime anlami1 olarak Yunanca da apo=ayr1 ve ptozis=diisen kelimelerinin

birlestirilmesi ile ‘yaprak dokiimii’ anlamina gelen bir terimdir (91). Gelismis

organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak ihtiya¢ duyulmayan ve

islevleri bozulan hiicrelerin, ¢evre dokulara zarar vermeden programli olarak

Olmesidir (92, 93).

Apoptoz normal gelisim, yaslanma ve hiicrelerin devamini saglamak igin

homeostatik denge mekanizmas1 ve hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan

hiicrelerin zarar gérmesinde ve immiin reaksiyonlar gibi savunma mekanizmasi

esnasinda olusabilmektedir (94).

Normal spermatogenezis icerisinde, hiicrelerin gelisimi ve farklilagsmasina

ek olarak germinal hiicre 6liimii de goriiliir ve spermin olusmasinda bu olay biiyiik

Oonem tagir. Apoptoz, spermatogenezis olayinda spermatogonia ve spermatositler de

programli hiicre Sliimiine sebep olur. Sperm apoptozunda ki bu durum erkek

infertilitesi i¢in potansiyel sebep olarak kabul edilmektedir (95, 96).
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3.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Adindan da anlasilacag1 lizere antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin
viicutta olusturduklar tepkileri azaltarak nétralize eden bilesiklerdir (97).
Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak tizere iki gruba ayrilirlar.
Viicuttaki antioksidanlar (endojen), antioksidan enzimatik savunmalarindan
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz gibi ve enzimatik olmayan E vitamini,
melatonin gibi viicutta sentezlenen antioksidan bilesiklerinden olusur (Sekil 6).
Viicut disinda antioksidanlar (eksojen), kompleks karigimlarda (g¢ikolata veya
zeytin yagi gibi) bulunan sentetik veya dogal bilesiklerin diyetle ya da ayr1 olarak

alimmasidir (98).
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ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR

Fenolik asitler Flavonoidler

(oot ) (Fdclsmnkot )

Sekil 6: Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (99)

3.6. Flavonoidler

Flavonoidler, ¢ogu bitki tiirlinde genellikle meyve ve sebzelerden elde
edilen ve bazi gidalarda bulunan dogal antioksidan yapisinda polifenolik bir

bilesiktir.
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Antioksidan aktivitelerinin yani sira metallerle kelat olusturma ve serbest

radikallerin uzaklastirilmasi, antialerjik, antinflamatuar, antibakteriyel, antiviral,

antitimor gibi genis bir yelpazede dnemli yeteneklere sahip bir yapidadir (100,

101).

Flavonoid bilesikleri, benzo- y-piron tiirevlerinden meydana gelen genis

heterojen gruplari igeren polifenol 6zelligindeki bilesiklerdir (102). Flavonoidin

yapisi heterosiklik (C) 6zellikte 3 karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik (A,B)

halkadan olusur ve flavonoidlerin kendilerine 6zgili 6zelliklerini bu heterosiklik

halka yapis1 belirler (103). Dogada 5000 den fazla olduklar1 varsayilan

flavonoidlerin molekiiler yapilarina gore; flavon, flavanon, flavonol, izoflavon,

antosiyanidin, flavanol (Katesin) olarak siniflandirilmaktadir (102, 104).

3.6.1. Chrysin

Agirlikli olarak carkifelek veya mavi tutku ¢icegi adiyla bilinen Passiflora

caerulea ‘da, bal ve propoliste bulunan Chrysin (CH) polifenolik bir bilesiktir.

Ayrica aldigimiz gidalarda, elma, sogan, ¢ay, kirmizi sarap, kizilcik, ¢ilek, brokoli,

maydanoz, kekik, dolma biber ve kereviz gibi bir¢ok bitki 6ziinde de CH

bulunmaktadir (105, 106).
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CH, C-2 ve C-3 arasinda ¢ift bag bulunan polifenolik molekiil yapisindadir.

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC - International Union of

Pure and Applied Chemistry) tarafindan 5,7dihydroxy-2-phenyl-4-chromenone

olarak adlandirilip Ci5H1004 formiilii ile gdsterilmektedir (107, 108) (Sekil 7).

Sekil 7: Chrysin’nin molekiil yapisi. (107)

Dogal bir flavon olan CH’ in antioksidan, antihepatotoksik, antiapoptotik,
antiviral, antiinflamatuvar ve antidiyareik Ozellikleri ile damar koruyucu ve
spasmolitik gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (105, 109). Onceki ¢alismalar, flavonoidlerin antioksidan 6zelligini
hidroksil ~ gruplarinin  miktar1  ve dagilimina, ozellikle B halkasinin
hidroksilasyonuna bagli oldugunu kanitlamistir (109). Son yillarda yapilan
arastirmalar, CH’ nin enfeksiyon, kanser ve yaslanma ile ilgili anahtar molekiilleri
diizenledigini ortaya koymustur (110). Kanser hiicrelerinde ¢ogalmay1 engelledigi
ve apoptozu indiikledigi i¢in CH, kanser Onleyici bir madde olarak aday

gosterilmektedir (111). Bulgular CH’ in 16semi, prostat, servikal, 6zofageal, tiroid
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ve goOglis kanserlerinden dolay1 ortaya ¢ikan pro-apoptotik ve antiproliferatif

Ozelliklerinden, halen umut verici bir antikanser ajani oldugu goriilmektedir (112).

Disi ve erkek cinsiyet hormonlarinin sentezlenmesinde aromataz enzimi
gorev almaktadir. Ostrojen sentetaz olarak bilinen Aromataz enzimi (p450
sitokrom), testosteronu Ostradiole doniistiiren anahtar bir enzimdir (113).

CH’in ozelliklerinden biri de aromataz enzimi inhibitorii olmasi ve
kullanilmast durumunda testosteron diizeyi ile sperm kalitesini arttirdigi rapor

edilmistir (114, 115).

TCDD son derece dayanikli ve uzun bir yar1 dmre sahip olmasindan dolay1
cevrede uzun siire mevcudiyetini siirdliriir ve insanlar genellikle kontamine
besinlerle bu toksik maddeyle karsilagirlar. TCDD’nin insan viicudunda da birikme

egilimi vardir ve bu yoniiyle hayati risk olusturmasi s6z konusudur.

3.7. Arastirmanin Amaci

Biz bu ¢alismada, ¢evrede uzun siire kalicilig1 olan ve organizmada birikme
egilimi gosteren TCDD’nin giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden olan
infertiliteye bir katkis1 olup olmadigini ve testis dokusunda olusturmas1 muhtemel
doku hasarina kars1 antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri olan CH’nin etkilerini

belirlemeyi amacladik.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun
15/10/2014 tarih ve 2014/21 sayili 198 no’lu karar1 geregince etik yonden onay
almarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) ve Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda
yapildi.

Calisma biitgesinin tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF. 14.71 proje no’ lu karar1 geregince

karsilandi.

4.1.Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri ve Barindirilmalar

Bu ¢alismada FUDAM’dan temin edilen ortalama agirlig1 105-130 gr olan
28 adet 4 haftalik Wistar Albino cinsi erkek sican kullanildi. Deney hayvanlari
FUDAM hayvan laboratuvarinda 12 saat (07:00-19:00) aydinlik - 12 saat (19:00-
07:00) karanlik periyodunda, 21+1 °C ortam sicakliginda takip edildi. Ozel olarak
tasarlanmis kafeslerde barindirilan ratlar, Elazig Yem Sanayi A.S. Yem

Fabrikasi’'nda 6zel olarak hazirlanmis pelet yem seklindeki rat yemleriyle
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beslenerek ad libitum su ve yiyecek alimlart saglandi. Pelet yemlerin igerigi tablo

4°de gosterildi.

Yemler icin ¢elik kaplar, su i¢in ise paslanmaz ¢elik bilyeli cam biberonlar

kullanildi. Sicanlarin deney siiresince bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 4: Sicanlara verilen pelet yemin bilesimi

Madde ad1 (%) Miktari
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM23-Z 0,2
Methionin* 0,2
DCP** 1,6

1 graminda: 4800 IU A, 960 IU Ds;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B, 0,006 mg B>
vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg
I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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4.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

28 adet 4 haftalik Wistar Albino cinsi erkek siganlar deney baslangicinda
ilk agirlik Slgiimleri yapildiktan sonra her grupta 7 adet sican olacak sekilde

rastgele 4 gruba ayrildi.

Kontrol Grubu (Grup I): Bu gruptaki siganlara 5 hafta deney siiresince

herhangi bir islem uygulanmadi.

TCDD Uygulanan Grup (Grup II): Bu gruptaki sicanlara, 5 hafta
boyunca 25 pg/kg/hafta TCDD (Sigma Aldrich, Cas no: 1746-01-6, Germany)

intraperitonal (ip) uygulandi.

TCDD + CH Grubu (Grup III): Bu gruptaki sicanlara intraperitonal 25
ug/kg/hafta TCDD ilaveten zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek 50 mg/kg/giin CH (Alfa

Aesar, Lot:10167213, Germany) oral gavaj yoluyla verildi.

CH Grubu (Grup 1IV): Bu gruptaki sicanlara 5 hafta boyunca 50

mg/kg/giin CH oral gavaj yoluyla verildi.

Deney siliresince tiim si¢anlar, her hafta diizenli olarak tartilarak kilo

degisimleri takip edildi.

48



4.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

5 haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki sicanlar intraperitonal
olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda
dekapite edildi. Siganlarin testis dokular1 hizlica ¢ikarilip ¢evre yag dokularindan
arindirildiktan sonra tartilip histolojik analizler i¢in Bouin’s soliisyonuna alindi.
Biyokimyasal analizler i¢in siganlardan kan dokusu alindi. Kandan elde edilen

serum daha sonra ¢alisilmak iizere -20 °C’de saklandu.

4.4. Organ Agirhiklarimn Olgiilmesi

Testislere ait rolatif agirlik hesaplamasi agsagidaki formiile gore yapildi.

Rolatif Testis Agirligi= Absolut testis agirhigi (gr)x 100
Viucut agirhig: (gr)

4.5. Histolojik Degerlendirmeler

Testis dokular1 Bouin’s soliisyonunda yaklasik 8 saat boyunca tespit
edildikten sonra sirastyla % 50°lik, % 60’lik ve % 70’lik etil alkol soliisyonlarinda
yikandi. Takiben ksilolde parlatilip parafin (P3558-1kg Sigma-Aldrich Paraplast
Embedding Media, U.S.A) bloklara gomiildii (Tablo 5). Parafin bloklardan 5-6
um kalinliginda kesitler rodajli ve polilizinli lamlara alindi. Doku kesitleri

Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson’un ii¢lii boyama teknikleri kullanilarak
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boyandi. Dokular Olympus BH2 fotomikroskopta incelenip, fotograflandi.

Tablo 5: Histolojik Inceleme i¢in Doku Hazirlama Basamaklari

SIRA ISLEM SURE

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol 30 dakika
4 % 96 Alkol 30 dakika
S % 100 Alkol 30 dakika
6 % 100 Alkol 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Ksilol I 10 dakika
9 Ksilol IT 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Gomme
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4.6. TUNEL Metodu

Terminal deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine
triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL) boyamasi apoptotik DNA
fragmantasyonlarin1 gostermek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu amagla parafin
bloklardan 5 um kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alind1. Uretici firmanin
(Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit,
Millipore) Tablo 6°da gdsterilen boyama protokoliine gore kesitler boyandi,
apoptozise giden hiicreler belirlendi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi.
Negatif kontrol i¢in ise doku {izerine Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi,

diger basamaklarda herhangi bir degisiklik yapilmadi.

Hazirlanan preparatlar Olympus BH2 fotomikroskopta incelenip
fotograflandi. Degerlendirmede Harris Hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler normal, kahverengi ¢ekirdek boyamasi gosteren hiicreler ise apoptotik

hiicreler olarak kabul edildi.

Kesitlerde 20’ lik biiyiitmede rastgele 6 alan incelenerek, normal ve
apoptotik en az 340 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +
apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile apoptotik indeks (Al) hesaplanarak istatistiksel

analizleri yapildi.
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Tablo 6: TUNEL boyamasi islem basamaklari

SIRA  ISLEM SURE

1 60°C etiiv Bir gece

2 Ksilol 3x15 dakika

3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3’er dakika

4 PBS ( phosphate buffered saline) 5 dakika

5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.

6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 7 dakika

7 PBS 3x5 dakika

8 Endojen peroksit blokaj1 (%3 H,0,) 5 dakika

9 PBS 3x5 dakika

10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika

1 Calisma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer + % 30 TdT 60 dakika
Enzyme)

12 Stop/Wash Buffer ( 2 ml ) + Distile su (68 ml) oda sicakliginda 10 dakika

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika

14 PBS 3x5 dakika

15 DAB Dilution Buffer ( 600 pl) +DAB Substrate (12 ul) 5-10 dakika

16 PBS 3x5 dakika

17 Distile su 5 dakika

18 Harris hematoksilen 1-5 dakika

19 Distile su 5 dakika

20 Uygun kapatma soliisyunu ile kapatma.
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4.7. Biyokimyasal Analizler

Sakrifikasyondan sonra sigcanlardan alinan kan Ornekleri hizla diiz
biyokimya tiiplerine aktarildi. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasi serum
ornekleri elde edildi. Elde edilen bu serum 6rnekleri analiz edilecegi zamana kadar
-20 derecede muhafaza edildi. Serum orneklerinde Testosterone diizeyleri, Rat
Testosterone Elisa kit (SUNRED BIOSCIENCE, Katalog no: 201-11-5126
Shanghai,CHINA) ELISA yontemiyle kit kataloglarinda  belirtilen calisma
prosediirlerine uygun olarak calisildi. Rat testosterone elisa kitinin 6l¢tim araligi:
10 pg/mL-3000 pg/mL, sensitivitesi 8,775 pg/mL idi. Plate yikamalarinda otomatik
yikayict Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA), absorbans okumalarinda
ChroMate, Microplate Reader P4300 -cihazlar (Awareness Technology

Instruments, USA) kullanildi. Test sonuglar1 pg/mL olarak belirtildi.

4.8. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social
Sciences) paket programinda yapildi. Veriler ortalama + standart hata degerleri

olarak sunuldu. P < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Gruplar arast TUNEL pozitifligi arasindaki farkliliklar Ki-kare testi ile

istatistiksel olarak analiz edildi.
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S. BULGULAR

5.1.Viicut Agirhk Degisim Yiizdesi

Bes haftalik deney siiresi boyunca diizenli yapilan tartimlar sonunda tiim
gruplardaki sicanlarin ortalama viicut agirlik degisim yiizdeleri asagidaki formiil

araciligiyla hesaplanarak grafik olusturuldu (Sekil 8).

Viicut agirlik degisim yiizdesi (%): Son Agirlik - ilk Agirlik x 100
Son Agirlik

TCDD uygulanan gruplardaki si¢anlarin ortalama viicut agirlik degisim
yilizdesinde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir diisiis gbzlendi (p<0.05).

CH grubu ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu

(p>0.05) (Tablo 7).

Tablo 7: Viicut agirlik degisim yiizdesi

GRUPLAR VUCUT AGIRLIK DEGISiM
YUZDESI
KONTROL 50.77+0.67°
TCDD 38.76+1.51°
TCDD+ CH 42.06+0.96
CH 48.58+0.55"

Degerler; ortalama + standart hata olarak verilmistir. *:Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
° TCDD grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.001).
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VUCUT AGIRLIK DEGISIM YUZDESI (%)

60,00
50,77

50,00
38,76

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

KONTROL TCDD

48,58
42,06
M Viicut agirlik degisim
ylizdesi
TCDD+CH CH

Sekil 8: Viicut agirlik degisim yiizdesi. Degerler ortalama olarak verilmistir.

5.2. Rolatif testis agirhg:

TCDD uygulamasinin si¢anlardaki rolatif testis agirliklarini azalttig: tespit

edildi (p<0.05). CH grubu ile kontrol grubu arasinda rolatif testis agirlig1 agisindan

onemli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 9) (Tablo 8).

Tablo 8: Rolatif testis agirlig: (gr)

GRUPLAR ROLATIF TESTIS AGIRLIGI
(GR)
KONTROL 0.84040.003"
TCDD 0.643+0.008 *
TCDD+ CH 0.787+0.015%
CH 0.827+0.005"

Degerler; ortalama + standart hata olarak verilmistir. *:Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
° TCDD grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.001).
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ROLATIF TESTIS AGIRLIGI (gr)

0,900 0,840 0,827

0,800 0,787

0,700 0,643

0,600

0,500

0,400 m Rolatif testis agirhg (gr)
0,300

0,200

0,100

0,000

KONTROL TCDD TCDD+ CH CH

Sekil 9: Rolatif testis agirligi (gr). Degerler ortalama olarak verilmistir.

5.3. Histolojik Degerlendirmeler

Kontrol grubuna ait testis dokularinda seminifer tiibiil germinal epitelini
olusturan spermatogenik seriye ait hiicreler ve Sertoli hiicreleri, interstisyel alan ve
bu alanda yer alan Leydig hiicreleri normal yapida izlendi (Sekil 10, 11).

Bes hafta siiresince haftada bir kez 25 pg/kg/hafta (i.p) TCDD uygulanan
deneklere ait dokularda, germinal epitelde atrofi, germinal epitel yiiksekliginde
azalma, vakuolar dejenerasyon, germ hiicreleri arasinda ayrilma, multiniiklear
spermatid dev hiicreleri ve bazi tiibiillerdeki germ hiicrelerinde mayoz boliinmenin
belli asamalarinda duraksama ayirt edildi (Sekil 12-15).

TCDD toksisitesine karsit koruyucu amagla CH uygulanan gruba ait

testikiiler dokuda nispeten koruyucu etki saglandi. Bu grupta normal goriiniimlii
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tiibiillerin arasinda germinal epitelinde dejenerasyon, liimene dokiilmiis immatiir
germ hiicreleri ve birka¢ alanda spermatid dev hiicresi iceren normal yapida
olmayan tiibiillere de rastlandi (Sekil 16, 17).

Sadece CH uygulanan gruba ait kesitlerde ise testis dokusu kontrol grubu

gibi normal goriiniimlii olarak ayirt edildi (Sekil 18, 19).

Sekil 10: Kontrol grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde («<») yer alan spermatogenik seri
hiicreleri ve Sertoli hiicreleri ve interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri (—) normal yapida

gozlenmekte. Masson’s Uglii Boyasi x 200
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Sekil 11: Kontrol grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli («>) ve interstisyel

Leydig hiicreleri (—). Periodic Acid Schiff x 200

Sekil 12: TCDD grubu. Seminifer tiibiil epitelini olusturan hiicreler arasinda ayrilmalar. Masson’s

Uclii Boyas1 x 200
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Sekil 13: TCDD grubu. Seminifer tiibiil epitelinin yiiksekliginde azalma, vakuolar dejenerasyon (V)

ve atrofi (—). Periodic Acid Schiff x 200

Sekil 14: TCDD grubu. Seminifer tiibiil epitelinde vakuolar dejenerasyon (V) ve atrofi (). Periodic

Acid Schiff x 200
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Sekil 15: TCDD grubu. Seminifer tiibiil epitel yiiksekliginde azalma (—), multiniiklear dev hiicre
(=), mayoz boliinmenin belli asamalarinda duraksamis hiicreler (=) ayirt edilmekte. Periodic Acid

Schiff x 200

Sekil 16: TCDD+CH grubu. Multiniiklear spermatid dev hiicre (—) ve heterokromatik ¢ekirdekli

eozinofilik sitoplazmali germ hiicreleri (—) dikkati gekmekte. Masson’s Uclii Boyas1 x 200

60



‘ __ ey na Y
e s 9 od.8 oh?
A28y o ﬁa\w.._ RS
oy Lt P A
e ol oL
i

-
$13%9% )

v DY’
B G VG

a® 2%l

Sekil 17: TCDD+CH grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiillerin arasinda bazal membraninda

ayrilma(—) ve germinal epitelinde dejenerasyon (%) olan seminifer tiibiil. Periodic Acid Schiff x

200

Sekil 18: CH grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (&) ve interstisyel Leydig

hiicreleri (—). Masson’s Uglii Boyast x 200
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Sekil 19: CH grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (&) ve interstisyel Leydig

hiicreleri (—). Periodic Acid Schiff x 200

5.4. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicre dliimiiniin belirlenmesi i¢in TUNEL teknigi kullanilarak
yapilan boyamanin 1g1k mikroskopta incelenmesinde (Sekil 20, 25) kontrol grubu
kesitlerde TUNEL (+), TCDD grubunda TUNEL (+++) , TCDD + CH grubunda
TUNEL (+), sadece CH uygulanan grupta ise TUNEL (+) yayginliginda
isaretlenme gozlendi (Tablo 9). TUNEL pozitifligi; kontrol grubu ve CH
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda TCDD grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis vardi (p<0.05) (Sekil 21-23). CH tedavisi

yapilan TCDD+CH grubunda apoptotik hiicre 6liimiiniin azaldig1 ve bu gruptaki
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TUNEL pozitifliginin istatistiksel olarak kontrol ve sadece CH uygulanan
deneklerden hazirlanan kesitlerden anlamli farklilik géstermedigi (p>0.05) saptandi
(Tablo 10). Bu boyamada pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi, negatif

kontrolde ise pozitiflik ayirt edilmedi.

Tablo 9: TUNEL Boyama, Semikantitatif Analiz

Gruplar TUNEL Boyamanin Yayginhg:
Kontrol =3
TCDD i
TCDD+ CH +
CH 4

Tablo 10: Apoptotik indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks (%)
Kontrol 0,0061 + 0,0008"
TCDD 0,0285 £ 0,0023*
TCDD + CH 0,0115 + 0,0008°
CH 0,0065 + 0,0007°

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a:Kontrol grubuna gére anlamli, b:TCDD grubuna gore

anlamli, (p<0.001).
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Sekil 21: TCDD grubu. TUNEL-pozitif apoptotik germ hiicreleri (&) ve seminifer tiibiil epitelinde

dejenerasyon (+) ve germ hiicreleri arasinda ayrilma (—). TUNEL x200
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Sekil 22: TCDD grubu. TUNEL-pozitif apoptotik germ hiicreleri (&) ve multiniiklear spermatid

dev hiicreleri (—). TUNEL x200

Sekil 23: TCDD grubu. TUNEL-pozitif apoptotik germ hiicrelerinin yaygmligi (—) ve dejenere

germinal epitel (%) dikkati gekmekte. TUNEL x200
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Sekil 25: CH grubu: Az sayida TUNEL-pozitif apoptotik germ hiicresi (—>). TUNEL x200
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5.5.Biyokimyasal Analizler

TCDD uygulanan gruplardaki si¢anlarin serum testosteron seviyelerinde,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda énemli bir azalma go6zlendi (p<0.05). CH grubu

ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel agidan 6nemsiz bulundu (p>0.05)

(Tablo11).

Tablo 11: Serum Testosteron Seviyeleri

GRUPLAR Testosteron Seviyeleri (pg/ml)
Kontrol 770,58 + 16,05°
TCDD 523,84 + 26,07
TCDD + CH 624,13 + 6,81°
CH 734,82 +25,95"

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

b: TCDD grubu ile karsilagtirildiginda (p < 0.001).
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6.TARTISMA

Son yillarda erkek iireme hastaliklarinda (sperm kalite ve sayisinda azalma

gibi ) dnemli derecede artis gozlenmektedir. Cevre kirliligi ve stresli yagsam tarzi bu

rahatsizliklarin sebeplerindendir (116). Artan kiiresellesme ve kentlesme ile birlikte

insanlar ve diger bir¢ok tiir i¢in biiyiik tehlike haline gelen onemli g¢evresel

kirleticiler olustu. Bu kirleticilerden biri olan dioksin ve benzeri bilesikler,

ekosistemin hemen her boliimiinde eser miktarlarda bulunabilen, giiclii zehirli etkisi

olan ¢evresel kirleticilerdir (27, 117).

Dioksin ve benzeri bilesikler ile ilgili olarak en 6nemli konu bu bilesiklerin

cevrede uzun yillar kalici olmalarindan kaynaklanan insan ve hayvanlarda

zehirlenmelere yol agmasidir. Zehirlenmelerde semptomlar benzer oldugundan

daha ¢ok deneysel hayvan modellerinde dioksin ailesinin en zehirli formu olan

TCDD kullanilmaktadir (17, 18) . Basta kemiriciler olmak iizere bir¢ok hayvan

tiiriinde toksisite ¢aligmalar1 yapilmig ve TCDD’nin 6zellikle sinir sistemi, lireme

organlari, endokrin sistem ve diger bir¢ok sistemde belirgin doku hasar1t meydana

getirdigi rapor edilmistir (121, 122). Ayrica TCDD, Uluslararas1 Kanser

Arastirmalar1 Kurulusu tarafindan grup I kanserojen olarak tanimlanmistir (123).

Uzun siire ve diislik dozlarda TCDD’ye maruz birakilan deneklerde goriilen

en Onemli zehirlenme belirtilerinden biri gida aliminin diismesi, istahsizlik ve
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sonugta Olime kadar giden ciddi kilo kayiplaridir (21). Hayvanlarda TCDD
zehirlenmelerinde canli agirlik azalmasi yag ve kas dokusunun kaybina bagli olarak
gelisir. Wasting (zay1flik) sendromu olarak bilinen bu durumda kilo kayiplari 6liime
kadar yavas yavas gelisir ve 6liim aninda yaklasik %50 oraninda kilo kaybi1 soz
konusudur. Ancak Oliimlerin nedeni tek basina gida ve su aliminin azalmasi
olamayacag1 ayni zamanda sindirim kanalindan gidalarin emiliminin bozulmasi ve
diger bircok faktoriin de etkili olabilecegi belirtilmistir (118). Wasting sendromu,
kemirgen laboratuvar tiirlerinin birgogunda goriilmekle birlikte biitiin hayvanlarin
hastaliktan etkilenme derecesi ayni1 degildir. Farkli irklar arasindaki varyasyonu
gosteren en 1iyi tanimlanmig modellerden biri TCDD- duyarli Long-Evans
(Turku/AB) sicanlar (L-E; LDs¢9.8-17.7 ng/kg) ile TCDD- direngli Han/Wistar
(Kuopio) siganlar (H/W; LDs0>9600 ng/kg) arasindaki farkliliktir (55). Pohjanvirta
ve ark. (1999) H/W 1rkinda 6zellikle zay1flik sendromuna ve letaliteye kars1 goriilen
diren¢ AhR proteininin transaktivasyon domaininde meydana gelen bir nokta

mutasyonu ile ilgili oldugunu belirtmistir (56).

Biz de calismamizda TCDD uygulamasina bagl olarak 6zellikle sadece
TCDD uygulanan grupta, gelisimin ilerleyen haftalarinda az kilo alim1 goézledik.
CH tedavisi bu klinik belirtileri nispeten diizeltmis olmakla birlikte kontrol

grubuyla karsilastirildiginda kilo alimindaki yetersizlik hala kendini gostermekte
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idi. Bu bulgumuz TCDD’ye baglh wasting sendromundan bahseden makalelerle

uyumluluk gostermektedir.

Beyaz yag dokusu TCDD toksisitesi ve zayiflik sendromu fizyolojisi

arasinda potansiyel olarak cok onemli bir ara yiizdiir. Beyaz yag dokusu, gida

alimimin ve enerji metabolizmasimin diizenlenmesine katilan bir endokrin organ

olarak c¢aligmasinin yani1 sira, bir bagisiklik orgam1 ve TCDD gibi zehirli

kimyasallarin tutularak uzaklastirildigi 6nemli bir bdolgedir. Linden ve ark.

(2014)’nin yaptiklar1 ¢alismada TCDD’ye maruz kalan L-E ve H/W 1rk1 sicanlarin

her ikisinde de uygulamadan 1 giin sonra bile beyaz yag dokusunda onemli

miktarda TCDD nin biriktigi; ayrica 4 giin sonrasinda L-E irkinda 6nemli diizeyde

kilo kaybi1 gorildigi bildirilmistir (119). Houlahan ve ark. (2014) TCDD ile

olusturulan toksisitede, 0zellikle zayiflik sendromu ile ilgili olarak beyaz yag

dokusunun islevini arasgtirmak amaciyla, TCDD uygulamasini izleyen 1. ve 4.

giinlerde dioksin- duyarl L-E 1rki ve dioksin- diren¢li H/W 1rki siganlardan beyaz

yag dokusunu izole ederek transkriptomik profillerini analiz etmislerdir. Bu

analizin sonunda dioksin uygulamasinin, L-E 1rki siganlarda deneyden 4 giin sonra

beyaz yag dokusunun transkriptomik profilinde, karaciger ve hepatosit kiiltiirlerine

kiyasla orta diizeyde olumsuz etkiye neden oldugunu gozlemlemislerdir (120).
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TCDD ve benzeri bilesiklerle meydana gelen zehirlenmelerde dogrudan
O0liim oranlarinin arttigma dair bilgiler tam olarak belirtilmemesine karsin, bu
bilesiklerin neden oldugu zehirlenmelere bagli olarak gelisen kanser, kalp ve damar

hastaliklar1 kaynakli 6liim olaylarinin ciddi bir sekilde arttig1 bildirilmektedir (124).

Bir ¢galismada TCDD ve benzeri bilesiklere maruz kalan is¢ilerde kalp ritim
bozukluklari, hipertansiyon ve anormal periferal kan akisi1 riskinin yiiksek oldugu

ve iskemik kalp hastaligindan oliimlerin 6nemli derece de arttig1 ileri siirlilmiistiir

(125).

Yapilan calismalarda TCDD’nin, hiicre ig¢inde iyon ve reaktif oksijen
tiirlerinin birikimine neden oldugu (25, 129) ve lizozomal enzim aktivitesini 6nemli
derecede bozarak hiicre hasarmma yol actigt gozlenmistir (25). Organoklorin
bilesiklerin sitotoksik etkilerinin lizozomlarin morfolojisini ve islevselligini
degistirdigi bilinmektedir (126). Bu bilesikler cesitli lizozomal enzimleri direkt
etkileyebilmekte ve spesifik aktivitelerini degistirip hiicre Oliimiine neden
olmaktadir (130). Bu nedenle lizozomal stabilite, ¢esitli organik ve inorganik
ksenobiyotiklerle ilgili oldukc¢a duyarh bir stres gostergesidir (128). TCDD’nin
hiicre homeostazisini bozarak hiicrenin sigmesine ve sonrasinda riiptiire olmasina

neden oldugu bildirilmistir (131).
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TCDD sitozolik Aril Hidrokarbon reseptorlerine baglanip, sitokrom
p4501A1 gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde yer alan enzimlerin

ekspresyonunu artirarak toksik etkisini gdstermektedir (132).

Son yillarda g¢evresel kirleticilerin erkek tireme fonksiyonlar: {izerindeki
zararli etkileri hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmistir (135). Infertilite vakalarinin
%30-50" sini erkek iireme bozukluklari olusturmaktadir. Cogu vakada, erkek

infertilitesi, gonadlarda ¢evresel kirleticilerin olusturdugu hasarla iliskilidir (138).

Erkek iireme organlari dioksine oldukca duyarhidir. TCDD’ye maruz
kalmanin sperm miktarinda azalmaya ve fertilitede diisiise neden oldugu
belirtilmistir (133). ROS ve mutajenik metabolitlerin iiretiminde yer alan sitokrom
p4501A1 enziminin TCDD indiikli ekspresyonu glukokortikoidler ile arttigi

goriilmiistiir (134).

Bazi kimyasal ¢evresel kirletici madde anti-androjenik ve /veya dstrojenik
etkinlige sahip oldugundan endokrin bozucular olarak da hareket derler (139).
Laboratuvar deneyleri prenatal gelisim sirasinda endokrin bozuculara maruz
kalmanin kronik hastaliklarin ¢ikmasini tetikleyebilecegini ve bireyin yasami
boyunca iireme fonksiyonunu tehlikeye atabilecegini gostermistir (140). Sanabria
ve ark. (2016) yaptiklar1 g¢alismada, maternal TCDD toksisitesinin, sperm

morfolojisinde bozulmalara, serum testosteron seviyesinde ve cauda epididimisteki
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sperm gecis siliresinde azalmalara neden oldugunu goézlemlemiglerdir. Bunun
sonucunda TCDD’ye maruz kalmanin, sigan sperm kalitesini (16, 141) ve erigkin
erkek yavrularda fertiliteyi azalttig1 ve bu etkilerin bir sonraki nesilde de devam

ettigi rapor edilmistir.

Testis ve gilinlilk sperm {iretiminde bulunan spermatidlerin sayis1 erkek
fertilite potansiyelinin dnemli bir gostergesidir. Fagi ve ark. (1998), prenatal
donemde maternal kayanakli 25, 60 ve 300 ng/kg konsantrasyonlarda TCDD’ye
maruz kalan erigkin erkek yavrularda giinliik sperm tretiminin %50 oraninda

azaldigin1 gézlemlemislerdir (142).

Yin ve ark. (2012), TCDD’nin seminifer tiibiil germinal epitelinde
dejenerasyona, ayrica spermatositlerde ve spermatogonyumlarda nekroza neden
olarak testikiiler yapida hasar meydana getirdigini rapor etmislerdir (143). Yapilan
bir baska calismada ise 10 pg/kg dozunda uygulanan TCDD’nin seminifer tiibiil
caplarinda ve sperm sayisinda azalmaya, eozinofilik dejenerasyona, maturasyon
arrestine ve spermatid dev hiicrelerinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir
(144). Ciftei ve ark. (2012) TCDD uygulamasi sonucunda seminifer tiibiillerde
atrofi, interstisyel bolgede multifokal nodiiller ve testosteron diizeyinde azalma

ayirt etmislerdir (145).
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Volz ve ark. (2005) uzun siireli TCDD’ye bagli ROS iiretiminin testislerde

cesitli hiicre tiplerinde apoptozise yol acabilecegini, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde

ve/veya olgunlasmamis germ hiicrelerinde hiicre Sliimiine neden olabilecegini

bildirmislerdir. Bu hiicrelerde TCDD kaynakli toksisitelerde (6zellikle gelisme

sirasinda) olgun sperm sayisinin azalmasina ve erkek infertilitesine neden

olabilecegini tespit etmislerdir (146).

Shultz ve ark. (2003), TCDD maruziyeti sonrasinda testikiiler apoptoz

sikliginda artis gozlemlemislerdir (147). Sonmez ve ark. (2011) yaptiklar

calismada TCDD uygulanan siganlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda lipid

peroksidasyonu (LPO) ve ROS’un artist sonucunda spermatogenik hiicrelerde

fonksiyonel ve yapisal hasar ve ayn1 zamanda apoptotik hiicre 6liimiiniin meydana

geldigini saptamislardir (148).

Yaptigimiz bu calismada TCDD uygulanan sicanlarin testis dokusunda

germinal epitelde atrofi, vakuolar dejenerasyon, germ hiicreleri arasinda ayrilma,

multiniiklear spermatid dev hiicreleri ve baz tiibiillerde mayoz boliinmenin belli

asamalarinda duraksama gosteren germ hiicreleri tespit edildi. Ayn1 zamanda

TCDD uygulamasinin testikiiler germ hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii ciddi

anlamda artirmig oldugu gozlendi. Bu bulgular fertiliteyi olumsuz yonde
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etkileyebilecek diizeydeydi. Bu anlamda bulgularimiz, TCDD toksisitesiyle ilgili

daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumluydu.

Beytur ve ark. (2012) TCDD’nin, testiste oksidatif stresi artirarak
antioksidan enzimlerini baskiladigi, epididimal spermlerin ileri hareketliliginde ve
serum testosteron diizeyinde azalmalara neden oldugunu bildirmislerdir. (144,
145). Biz de yapilan bu ¢alismada TCDD’nin serum testosteron seviyesini anlamli

olarak diislirdliglinti saptadik.

Organizmada oksidan ve antioksidanlar arasindaki denge son derece
onemlidir. Aerobik metabolizma sirasinda olusan oksidatif stres, lipid
peroksidasyonuna, protein ve DNA hasarina, hiicre 6liimiine ve kronik hastaliklara
yol agmaktadir (149). Hiicreler, ROS’un etkilerine kars1 koymak i¢in antioksidan
savunma sistemi ile donatilmistir (150). Antioksidan savunma sistemi genel olarak
enzimatik yapidaki antioksidan enzimler ile direkt serbest radikallere etki eden
stiptiriicti 6zelligindeki kiigiik molekiillerdir. Viicutta olusan toksik maddelere kars1
ilk olarak antioksidan savunma sisteminde bulunan enzimler gorev yaparlar.
Endojen antioksidan enzimler, biyolojik makromolekiilleri oksidatif hasardan

koruyan birincil savunma olarak disiiniiliir (151).

Jin ve ark. (2008) yaptiklar1 aragtirmada TCDD’nin enzimatik

antioksidanlar1 azaltarak fare testislerinde oksidatif stres olusturdugunu ve bu

75



durumda ROS diizeyinin ylikseldigini ortaya koymustur. Bu veriler Hamdy AA ve

ark. (2011)’nin bulgular ile benzerlik gostermektedir (152, 153).

Serbest radikallerin olusturmast muhtemel oksidatif hasari dnlemek igin

endojen antioksidan enzimler yetersiz kaldiginda ekzojen olarak alinan

antioksidanlar dokularin korunmasi hususunda fayda saglamaktadirlar (149). Son

yillarda halkin ilgisi, alternatif tip ve hastaliklarin 6nlenmesinde flavonoid igeren

diyet takviyeleri ve bitkisel iirlinlerin kullanimina yonelik artmistir (154).

Flavonoidler bir¢ok bitkide ve propolisde bulunan dogal polifenol grubu kimyasal

maddelerdir. Polifenoller arasinda diyetimizde en fazla bulunan flavonoidlerdir

(155). Dogal bir flavonoid olan Chrysin (CH), Cin’de yaygin olarak bitki

tedavisinde kullanilan, mavi tutku ¢icegi, propolis ve bal gibi bitki 6zlerinden elde

edilen ve antioksidan, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, antibakteriyel, anti-

neoplastik ve antitimoér gibi bircok biyolojik 06zellikleri olan bir bilesiktir

(156,157). 5,7- dihidroksiflavon molekiil yapisinda olan CH, viicutta doku hasar1

olusturan serbest radikallere kars1 siipiiriicii 6zelliginden dolayr giiglii bir

antioksidan molekiildiir (158).

Ciftei ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada CH’nin sperm motilitesi,

sperm konsantrasyonu ve serum testosteron diizeyine olumlu etkilerinin oldugunu,

anormal sperm oraninda da anlamli olarak azalmay1 sagladigini tespit etmislerdir.
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Bu baglamda sicanlarda reprodiiktif sistemi olumlu etkileyebilecegi ve erkek

infertilitesinin tedavisinde CH’ nin katk1 saglayabilecegi belirtilmistir (159).

Aksu ve ark. (2016) agr kesici olarak kullanilan non-steroid anti-

inflamatuar 6zellikte bir ilag olan parasetamole maruz birakilan siganlarda, toksisite

bulgular1 olarak sperm kalitesinde ve hareketliliginde azalma, anormal sperm

oraninda, apoptozda ve MDA (lipid peroksidasyonunun bir gostergesi)

diizeylerinde belirgin bir artis gézlenmistir. Yedi giin boyunca 25 ve 50 mg/kg CH

uygulamasinin erkek iireme sisteminde akut parasetamol toksisitesini doza bagimli

bir sekilde azalttig1 ve CH nin bu koruma mekanizmasinin antioksidan 6zelliginden

kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (160).

Gambelunghe ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada CH’nin iireme organlari

tizerine etkisini incelemislerdir ve sonug olarak tireme organi agirliklarini dnemli

ol¢iide degistirmedigini, fakat 1 giinliik periyotta 50 mg/kg dozunda CH’nin sperm

kalitesini olumlu yonde arttirdigini tespit etmislerdir. CH uygulamasi, sperm

motilitesi ve konsantrasyonunu 6nemli derecede artirirken, anormal sperm orani da

azalmistir (161).

Calismamizda TCDD ile birlikte uygulanan CH’nin si¢an testis dokularinda

nispeten koruyucu etki sagladigi, apoptotik hiicre Oliimiinii azalttifi, serum

testosteron seviyesini de nispeten arttirdig1 goriildii. Bu grupta normal goriiniimli
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tiibiillerin arasinda germinal epitelinde dejenerasyon ve tiibiil liimenine dokiilmiis

immatiir germ hiicreleri ve spermatid dev hiicrelerini i¢eren tiibiillere de rastlandi.

Sonug olarak TCDD ¢evrede kalicilig1 uzun olan toksik bir bilesikdir. Insan
viicuduna genellikle beslenme yoluyla girmekte ve yarilanma Omrii uzun
oldugundan dolay1 6zellikle yag dokusunda birikme egilimi gostermektedir. TCDD
serbest oksijen radikallerinin iiretimine neden olarak hiicrelerde membransal
yapilarda hasar olusturan lipid peroksidasyonunu artirmaktadir. Yapilan bu
calismada TCDD uygulamasi sonucunda serum testosteron diizeyinde azalma,
spermatogenezin belli asamalarinda duraksama, seminifer tiibiil epitelinde atrofi ve
germ hiicrelerinde artmis apoptotik hiicre 6liimii gibi 6nemli sayilabilecek yapisal
hasarlar tespit edildi. Bu hasarlarin TCDD’nin sebep oldugu oksidatif stres sonucu
antioksidan savunma mekanizmasinin bozulmasina bagli olarak olustugunu
diistinmekteyiz. TCDD’ye kars1 koruma amaciyla ekzojen olarak kullanilan CH nin
antioksidan 6zelligi ile bu olumsuz etkileri nispeten diizelttigini ayirt ettik. Bu
sonuglar TCDD’nin erkek tireme sagligini infertiliteye sebep olacak dlciide tehdit
ettigini, ¢cevresel kontaminasyonlara karst mutlaka tedbirler alinmasi gerekliligini

ortaya koymus oldu.
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