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ONSOZ

Cevre kirliligi, giinlimiizde endiistriyel gelismeler nispetinde Onemli boyutlara
ulagmistir. Cevre kirliligine sebep olan faktorlerin arasinda, agir metallerin, 6zellikle
de kadmiyum, kursun ve civanin 6nemli payr vardir. Bu metallerin saglik iizerine
bircok zararli etkisinin oldugu bilinmesine ragmen; alternatifinin olmamasi, yasal
diizenlemelerin yetersiz olusu gibi nedenlerle hala yaygin sekilde kullanilmasi

Oonemli bir gergektir.

Bu calismada kadmiyum, kursun ve civanin in-vitro olarak luteal hiicrelerde
steroid sentezine etkisinin arastirilmasi amacglanmistir. Tarafimizca yapilan literatiir
taramalarinda, bu metallerin tireme fizyolojisinde 6nemli fonksiyonlara sahip steroid
yapidaki hormonlarin sentezi iizerine etkisinin arastirildigi az sayida ¢alismaya
rastlanmilmistir. Ancak bu metallerin inek luteal hiicre kiiltiiriinde steroid sentezine
etkisi hi¢ calisilmamistir. Bu yonleriyle, mevcut aragtirmanin inek luteal hiicresinde
ilk kez c¢alisilmis olmasi, ayrica g¢evre kirliligi ve iireme problemleri gibi giincel
konular kapsaminda planlanmis olmasi, calismay1 6zgiin ve referans degeri yiiksek

kilacaktir.

Doktora egitimim boyunca hayata ve fizyolojiye dair engin bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim, ¢alismalarimizda gosterdigi azim ve kararlig
hususunda rehber edindigim, kendisiyle c¢alismanin bir ayricalik oldugunu
diistindiigim, ayrica hosgorii ve sabrina hayran kaldigim kiymetli danisman hocam,

Prof. Dr. Sevket ARIKAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma hayatimda ve doktora egitimimde higbir konuda bilgisini esirgemeyen,
bana her alanda destek ve giiven veren, ¢ok degerli zamanlarini benim i¢in ayirabilen
degerli hocalarim Yrd. Dog. Dr. Ozkan SIMSEK ve Dog. Dr. Nurgiil ATMACA’ya,
tezimin istatiktistiksel analizlerinde yardimini esirgemeyen kiymetli hocam Dog. Dr.
Serkan ERAT’a, akademik hayatimda engin bilgi ve deneyimlerinden istifade ettigim
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gayrete getiren arastirma gorevlisi arkadaslarima ayr1 ayr tesekkiirlerimi sunmay1 bir

borg bilirim.

Tezimin yazim asamasinda, ge¢ saatlere kadar calisip eve ge¢ donmemi
anlayisla ve sabirla karsilayan, bana ¢alisma hayatimda destek olan, giiven veren ve
manevi manada hep yanimda olan sevgili esim Biisra BILMEN’e ve beni siirekli
arayarak 6zlemini dile getirip teze yogunlasmami saglayan ve beni gayrete getiren
biricik kizzim Meryem Ebrar BILMEN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Destekleri
ve dualartyla her zaman yanimda olan, bana duyduklar giivenle beni motive eden
sevgili annem Duygu BILMEN ve ablam Aysenur BILMEN’e, tez yazim
donemimde yaptiklar1 organizasyonlarla esim ve kizimi mutlu edip benim ¢aligmami
miimkiin kilan kaymvalidem Sibel PEKDOGAN’a, ¢alisma azmiyle ve yasantisiyla
ornek aldigim kaympederim Ramazan PEKDOGAN’a ve son olarak hayatimda
maddi manevi destek olan biitiin aile biiyiiklerime, ayr1 ayri tesekkiir eder ellerinden

Operim.
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KADMIYUM, KURSUN VE CIVANIN
INEK LUTEAL HUCRE KULTURUNDE PROGESTERON
SENTEZi UZERINE ETKILERI

OZET

Giliniimiizde ¢evre kirliligi problemi, yiizlesmek zorunda kaldigimiz en Onemli
kiiresel meselelerden biridir. Canlilar {izerinde olusturduklar1 zararli etkilerinden
dolayr agir metaller, ¢evre kirliligine yol acan maddeler arasinda zikredilmektedir.
Kadmiyum, kursun ve civa, insan ve hayvan sagligi icin tehdit olusturan en 6nemli
agir metallerdir. Mevcut ¢alisma, inek korpus luteum dokusundan izole edilen luteal
hiicrelerin in vitro inkiibasyonu sirasinda sentezledikleri progesteron {izerine

kadmiyum, kursun ve civanin etkilerinin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilmistir.

Mezbahada kesilen hayvanlardan toplanan ve {izerinde midluteal donem korpus
luteum bulunduran ovaryumlar, soguk zincir sartlarinda laboratuvara ulastirildi.
Luteal doku aseptik sartlar korunarak ovaryumlardan diseke edildi. Kiigiik parcalara
dilimlenmis luteal dokular, igerisine bovine serum albumin (2,5 mg/ml), DNA’az
(0,04 mg/ml), kollejenaz (0,2 mg/ml) ve antibiyotik/antimikotik (%1) ilavesi
yapilmis ve oksijene doyurulmus medyum (DMEM/F12, 1:1) igerisinde, 37 °C’ye
sabitlenmis c¢alkalamali su banyosunda inkiibasyona tabi tutuldu. Steroidojenik
aktiviteye sahip hiicrelerin belirlenmesi, 33-hydroxysteroid degydrogenase (3f-HSD)
enzimi aktivitesine bagli olarak hiicrelerin boyanmasiyla gerceklestirildi. 3B-HSD
aktivitesi bakimindan pozitif hiicreler (2x10* hiicre/kuyucuk) kiiltiir medyumu
(2 ml/kuyucuk) igerisinde 5 giin siireyle inkiibasyona birakild:. Ilk 24 saat hiicreler,
%8 oraninda newborn calf serum (NCS) iceren medyumda, herhangi bir uygulamaya
tabi tutulmaksizin inkiibe edildi. Ardindan hiicreler, i¢inde serum bulundurmayan
ancak belirli miktarlarda kadmiyum kloriir (0,1 pM; 0,25 puM; 0,5 uM, 1 uM),
kursun asetat trihidrat (0,1 uM; 1 uM, 10 uM, 50 uM) ve civa kloriir (1 uM; 2,5 uM,
5 uM, 10 uM) bulunduran kiiltiir medyumu iginde, toplamda 96 saat daha inkiibe
edildi. Her 48 saatte bir kullanilmis medyum toplanarak -20 °C saklandi ve yerine



yenisi  dagitildi.  Kullanilmis medyumdaki progesteron miktarmin tayini

radioimmunoassay (RIA) yontemiyle gerceklestirildi.

Inkiibasyon medyumuna kadmiyum kloriir (0,1 pM; 0,25 pM; 0,5 uM, 1 pM),
kursun asetat trihidrat (1 uM, 10 uM, 50 uM) ve civa kloriir (2,5 uM, 5 uM, 10 uM)
ilave edildiginde, luteal progesteron sentezinin 6nemli derecede (P<0,01) diistiigii
belirlendi. Hiicrelerin 1 pM kadmiyum Kkloriir ile inkiibasyonunda, 5. giin
Olctimlerinde, progesteron sentezinin %55 oraninda azaldig: tespit edildi. Hiicrelere
50 uM kursun asetat trihidrat uygulandiginda inkiibasyonun 3. giiniinde %43 ve 5.
giiniinde %61 oraninda progesteron miktarinda diistis gézlendi. Hiicreler 10 uM civa
kloriir ile inkiibe edildiginde ise, inkiibasyonun 3. giiniinde %42 ve 5. giiniinde %54

oraninda steroid sentezinin azaldigi belirlendi.

Luteal hiicre kaynakli progesteron sentezi lizerine agir metal etkilerinin
arastirildig caligmalar yok denecek kadar az sayidadir. Mevcut bilgilerimize gore bu
calisma kadmiyum, kursun ve civanin inek luteal hiicre steroidogenezisi lizerine
etkilerinin arastirildigi ilk ¢alisma olma niteligi tasimaktadir. Bu tez ¢aligmasi, luteal
hiicrelerin ¢ok diisiik dozlarda bile kadmiyum (0,1 uM), kursun (1 uM) ve civa (2,5
uM) gibi agir metallere maruziyetinde, luteal steroidogenezisin olumsuz yonde

etkilendigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Kadmiyum, Kursun, Civa, Luteal hiicre,
Progesteron, Hiicre kiiltiirti, 3p-HSD



EFFECTS OF CADMIUM, LEAD AND MERCURY
ON PROGESTERONE SYNTHESIS IN CULTURED
BOVINE LUTEAL CELLS

SUMMARY

Environmental pollution is one of the most important issues that world is facing
today. Heavy metals are mentioned among the environmental pollutants due to their
harmful effects on living organism. Cadmium, lead and mercury are the most
important heavy metals threatening animals and human health. The present study
was carried out to investigate in vitro effects of cadmium, lead and mercury on

progesterone synthesis by luteal cells isolated from bovine corpora luteal.

Midluteal corpora lutea were collected from a local abattoir and transported to
the laboratory in a cold chain. Luteal tissues were dissected from ovary in aseptic
condition. After mincing into small pieces, minced tissues were dissociated into cells
in aerated (O;) culture media (DMEM/F12, 1:1) containing bovine serum albumin
(25 mg/ml), collagenase (0.2 mg/ml), DNase (0.04 mg/ml) and
antibiotic/antimycotic mixture (1%) on a shaking water bath at 37 °C. Cells having
steroidojenik activity were determined by staining cells for 3B-hydroxysteroid
degydrogenase (3p-HSD) activity. Certain number of cells having steroidojenik
activity (2x10*/well) was incubated in 6 well culture media (2 ml/well) containing
newborn calf serum (8%) and antibiotic/antimycotic mixture (%1) for 24 h. After
that, luteal cells were incubated with serum free media containing cadmium chloride
(0.1 uM, 0.25 pM, 0.5 pM, and 1 pM), lead acetate trihydrate (0.1 uM, 1 uM, 10
uM and 50 uM) and mercury chloride (1 uM, 2.5 uM, 5 uM and 10 uM) for
additional 96 hours. Every 48 hours, used media was replaced and stored frozen at
-20 °C. Progesterone content in used media was determined by radioimmunoassay
(RIA).



The treatment of cells with cadmium chloride (0.1 pM, 0.25 uM, 0.5 uM and 1
uM), lead acetate trihydrate (1 uM, 10 uM and 50 pM) and mercury chloride (2.5
uM, 5 uM and 10 puM) resulted in significant (P < 0.01) inhibition of luteal
progesterone synthesis. Incubation of cells with 1 uM cadmium chloride lead to 55%
decrease in progesterone production on day 5. Treatment of cells with 50 uM lead
acetate trihydrate induced 43% and 61% decrease in progesterone synthesis on day 3
and 5 respectively. When cells were treated with 10 uM mercury chloride, it resulted

in 42% and 54% inhibition in progesterone synthesis on day 3 and 5 respectively.

There is lack of studies focused on the effect of heavy metals on luteal
steroidogenesis. This is the first study, to our knowledge, to test the effects of
cadmium, lead and mercury on progesterone biosynthesis by bovine luteal cells. The
results of the present thesis demonstrated that luteal steroidogenesis is greatly
influenced by exposure of cells to heavy metals as low as 0.1 uM, 1 uM and 2.5 uM

cadmium, lead and mercury respectively.

Keywords: Heavy metal, Cadmium, Lead, Mercury, Luteal cells,
Progesterone, Cell culture, 38-HSD



1. GIRIS

1.1. ineklerde Ostriis Siklusu ve Ovaryum Fizyolojisi

1.1.1. Ostriis Siklusunun Safhalar1 ve Hormonal Mekanizmasi

Ineklerde puberta, irklar arasinda farklilik gdstermekle berabar ortalama 9-18 aylik
yasta baslar. Inekler y1l boyu 6striis gdsteren polidstrik hayvanlardir (Alagam 2007).
Ostriis  siklusu boyunca kandaki iireme hormonlarmin seviyelerinde gecici
degisiklikler meydana gelmektedir (Sekil 1.1). Bu degisikler sayesinde kizgmlik
davranislar1 sergilenmekte ve iireme meydana gelebilmektedir. ineklerde &striis
siklusu ortalama 21 giin stirmekte olup prodstriis, Ostriis, metostriis ve didstriis olmak
lizere 4 evreden olusmaktadir. Ostriis siklusu, ovaryumda meydana gelen morfolojik
degisiklere gore folikiiler aktivitenin oldugu folikiiler donem ve korpus luteumun var
oldugu luteal donem olarak iki donemi kapsamaktadir. Folikiiler donem ostriis ve
proostriis evrelerini kapsarken, luteal donem metOstriis ve didstriis evrelerini

kapsamaktadir (Rathbone ve ark. 2001).
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Sekil 1.1. Ineklerde &striis siklusu boyunca meydana gelen hormonal degisimler

(Hopkins 1989).



1.1.1.1. Proostriis

Prodstriis, Ostriis doneminin hemen onceki donemi olup (Sekil 1.2), 2-3 giin
stirmektedir (Alagam 2007). Bu evrede, uterus endometriyumu tarafindan salgilanan
Prostaglandin F2o (PGF,0)’nin etkisi sonucu, korpus luteum gerilemeye baslar.
Korpus luteumun gerilemesiyle birlikte, bu doku tarafindan sentezlenen progesteron
miktar1 da geriler ve kan progesteron seviyesi Onemli derecede diiser. Kan
progesteron seviyesinin diismesi sonucu, progesteronun 6n hipofiz ve hipotalamus
tizerindeki baskilayic1 etkisi ortadan kalkar ve hipotalamustan gonodotropin
salgilatict hormon (GnRH) salgilanir. Hipotalamustan salinan GnRH, adenohipofizi
uyararak FSH ve LH salinimina sebep olur. Ovaryumlara ulagsan FSH folikiiler
gelismeyi uyarir ve gelisen folikiillerden yliksek miktarda ostrojen salgilanir (Stumpf

ve ark. 1989, Adams ve ark. 2008).

Proostriis evresindeki ineklerin hormonal sistemindeki bu degisiklikler sonucu,
hayvanlarda bir kisim davranigsal degisikliklerle birlikte, lireme sistemi dokularinda
morfolojik farkliliklar meydana gelir. Bu evredeki hayvanlar birbirlerinin {izerine
atlar, fakat ¢iftlesmeyi kabul etmezler. Uterusta hacimsel artis, 6demat6z tablo ve
konjesyon gozlenir. Rektal palpasyon ile ovaryum muayenesinde folikiiler biiylime

fark edilebilir (Alagam 2007).
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Sekil 1.2. Ineklerde 6striis siklusunun safhalart.



1.1.1.2. Ostriis

Ostriis, ineklerin ¢iftlesmeyi kabul ettigi dénemdir. ineklerde bu evre 12-18 saat
(Sekil 1.2) kadar siirmektedir (Alagam 2007). Bu donemde kan Ostrojen miktari
maksimum seviyeye ulasinca, adenohipofiz negatif feedback ile uyarilar ve FSH
salgilanmasi engellenir. Artan Ostrojen miktari ayn1 zamanda, adenohipofizi pozitif
feedback ile de uyararak luteinlestirici hormon (LH) salgilanmasini artirmaktadir.
FSH salimimi negatif olarak etkileyen diger bir faktor ise, granuloza hiicreleri
tarafindan sentezlenen inhibin hormonudur. Hipofizden LH’1n ¢ok yiiksek miktarda
salgilanmasi sonucu, folikiil son olgunlagsmasini tamamlar ve ovulasyon gergeklesir
(Walters ve ark. 1984, Stumpf ve ark. 1989, Adams ve ark. 2008). Ineklerde
ovulasyon, ostriisten sonraki metostriis doneminde meydana gelmektedir (Rathbone
ve ark. 2001).

Bu donemdeki hayvanlarda gozlenen en belirgin davranig, hayvanlarin
ciftlesmeyi kabul etmesi ve siklikla bagirmasidir. Vulvadan berrak, ipliksi mukus
yapida cara akintis1 gelir. Ostriisteki inekler diger hayvanlarim {izerine atlarlar, kendi
izerlerine atlanildiginda ise hareketsiz dururlar (Alagam 2007, Erickson ve ark.
2004). Bu dénemdeki inekler huzursuz ve oldukg¢a hareketlidir. Prodstriiste gézlenen
tireme sistemi dokularindaki morfolojik degisiklikler Ostriiste daha da artar. Serviks

acilmis, uterus konjesyone ve 6demlidir (Alacam 2007).

1.1.1.3. Metostriis

Bu evrede hayvanlardaki ciftlesme istegi sona ermistir. Ineklerde metdstriis evresi
3-4 giin (Sekil 1.2) siirmektedir (Alagam 2007). Bu donemde ovulasyon meydana
gelir ve korpus luteum sekillenir. Ovulasyon, ostriisiin bitiminden yaklagik 8-12 saat
sonra meydana gelir. Ovulasyondan sonra, ovule olan kisimda bulunan granuloza ve
teka hiicreleri LH’mn etkisiyle luteinlesir ve korpus luteum olusmaya baslar
(Rathbone ve ark. 2001). Ovulasyondan sonra Ostrojenin hizli bir sekilde diismesi

sonucu, endometriumda metostriis kanamasi olarak bilinen petesiyel kanamalar



meydana gelir. Bu olay daha ¢ok diivelerde Ostriis bitiminden 2-3 giin sonra gozlenir
(Alagam 2007).

1.1.1.4. Diostriis

Bu dénem korpus luteumun aktif oldugu dénemdir. Ineklerde bu evre 12-16 giin
stirer (Sekil 1.2). Didstriisiin sonlarina dogru korpus luteum maksimum boyuta ulasir.
Korpus luteum tarafindan {iretilen progesteron, negatif feedback ile hipotalamus ve
hipofizi uyararak GnRH, FSH ve LH salimmini inhibe eder. Bunun sonucu
ovaryumda yeni bir folikiiler gelisim engellenmis olur. Eger gebelik sekillenmezse,
ovulasyondan 16-17 giin sonra uterus endometriyumu tarafindan salgilanan
PGF,a’nin etkisi sonucu, korpus luteum gerilemeye baslar. Progesteron seviyesinin
diismesiyle hipotalamus ve hipofiz lizerindeki baskilayici etki ortadan kalkar ve

siklus yeniden baglar (Walters ve ark. 1984, Rathbone ve ark. 2001).

1.1.2. Oogenez

Oositler, vitelliis kesesinin endoderminden, primordial germ hiicreleri ismi altinda
koken alirlar. Primordial germ hiicreleri, erken embriyonik donemde cok sayida
mitoz boliinmeye ugrar. Sonrasinda mitoz boliinme durur ve bu evredeki hiicreler
oogonyum olarak adlandirilirlar.  Oogonyumlar, ineklerde gebeligin 75-80.
giinlerinde birinci mayoz boliinmeye baslar, fakat boliinme tamamlanmayip profaz
safhasinda bekler (Adams ve ark. 2008). Bu asamadaki hiicreler oosit adini alir ve
ergenlik cagina kadar beklerler (Sekil 1.3). Dogumdan sonra buzagi ovaryumunda
yaklasik 120 000 kadar oosit bulunmaktadir (Erickson ve ark. 2004).

Pubertasla birlikte ovaryumlarda oosit gelisiminde yeni bir etkinlik baslar.
Ovulasyondan evvel birkag oosit, birinci mayoz béliinmelerini tamamlar ve 2n olan
kromozam sayist yariya iner. Olusan bu n kromozomlu iki yavru hiicreden biri
sekonder oosite doniigmiis, digeri birinci kutup cismi olarak kiiclik ve islevsiz

kalmistir (Marieb 2005). ikinci mayoz bdliinme ovulasyondan sonra déllenme olursa



gerceklesir. Ikinci mayoz mitoza benzer ve bdliinmenin sonucu olarak olusan her
yavru hiicre n kromozom tasir. ikinci mayoz béliinme sonucu olusan yavru
hiicrelerden biri sitoplazmanin hemen tiimiine sahiptir ki buna ovum denir. Digeri,
ikinci kutup cismi olarak kiigiik ve islevsizdir. Ovumun sperm ile birlesmesi sonucu
2n kromozomlu yeni bir birey meydana gelir (Sekil 1.3). Oogenezin net sonucu, her
birincil oositten sadece tek bir ovum meydana gelmesidir (Peters 1970).
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Sekil 1.3. Oogenezis (Marieb 2005).



1.1.3. Folikiilogenez

Disi tireme hiicresi (00sit) ovaryumda, folikiil i¢inde bulunur (Sekil 1.4). Oositin
gelisimi ve folikiillerin biiyiimesi eszamanli ger¢eklesmektedir. Oositi ilk olarak
cevreleyen folikiil, i¢ ylizeyi tek katli yassi epitelle dosenmis primordial folikiildiir
(Adams ve ark. 2008). Daha sonra granuluza hiicreleri proliferasyona ugrar ve ¢cok
katmanli hale doniigiir. Primordiyal folikiillerin primer, preantral ve antral folikiil
asamalarina ilerlemesi gebeligin son donemlerinden itibaren genglik donemi ile tiim
tireme sikluslari boyunca devam eder (Eric ve ark. 2013). Pubertadan 6nce folikiiler
gelisim belli bir asamaya kadar devam etmekle birlikte, bu gelisim ovulasyonla

sonu¢lanmamaktadir (Erickson ve ark. 2004).
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Sekil 1.4. Ovaryumda, folikiil ve korpus luteum gelisiminin sematik gosterimi
(Marieb 2005).

Ineklerde kiigiik folikiillerin gelisimi; primordial folikiil, gecici folikiil, primer
folikiil, kii¢iik preantral folikiil, biiylik preantral folikiil ve kiigiik antral folikiil
seklinde klasifiye edilmistir. Bu klasifikasyonda primordial folikiil, oositin yass1
granuloza hiicreleri ile kusatildigi déonem olarak ifade edilmistir. Folikiiliin ¢ap1 40
um’den kiigiik, oositin ¢ap1 ise 30 um kadardir. Gegici folikiilde, oosit kiibik ve yassi

granuloza hiicreleriyle sarilmistir. Primer folikiilde, oosit bir veya iki sira kiibik
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granuloza hiicreleri ile kusatilmigtir. Primer folikiiliin ¢ap1 40-80 pum iken oositin
capt 31 um kadardir. Kiigiik preantral folikiilde, oosit iki veya ii¢ granuloza tabakasi
ile sarilmistir. Folikiiliin ¢cap1 80-131 um, oositin ¢ap1 ise 50 um kadardir. Bu evrede,
follikiil granuloza hiicrelerinin mitozu ile biiylirken granuloza hiicrelerini kusatan
bag dokusu hiicreleri farklilasir ve teka adi verilen hiicre katmanlari olusur. Biiyiik
preantral folikiilde, granuloza katman1 dort veya alt1 tabakaya ulasmistir (Sekil 1.5).
Folikiiliin ¢ap1 131-250 pm, oositin ¢ap1 ise 69 um kadardir (Braw-Tal ve Yossefi
1997). Bu evrede granuloza hiicreleri tarafindan, oosit ile granuloza hiicrelerini
birbirinden ayiran zona pelliisida adli bir tabaka salgilanir. Zona pelliisida, sperm
hiicresinin ovulasyondan sonra yumurta hiicresinin yiizeyine baglanmasinda rol
oynayan glikoproteinleri igerir (Eric ve ark. 2013). Kii¢iik antral folikiilde granuloza
hiicre katman1 altidan fazladir. Folikiiliin ¢ap1 250-500 pum, oositin ¢ap1 ise 92 um
kadardir (Braw-Tal ve Yossefi 1997).

Sekil 1.5. Inek ovaryumunda gelisen folikiillerin gosterimi. (a) iki primordial folikiil
(p: basik granuloza hiicreleri, t: kiibik granuloza hiicreleri). (b) Primer folikiil, oosit
tek sira kiibik granuloza hiicresi ile sinirlanmis. (¢) Kiiciik preantral folikiil, iki sira
granuloza hiicresi gozlenmekte. (d) Biiyiik preantral folikiil, 5 sira granuloza hiicresi
gozlenmekte (Braw-Tal ve Yossefi 1997).
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Ineklerde antral folikiilin gelisimi iki faz seklinde degerlendirilirmistir.
Birincisi, granuloza hiicrelerinin asirt derece mitotik ¢ogalmasi sonucu, granuloza
hiicre katmanmnin ve hiicre sayisinin artmasidir. Ikinci evre, antral folikiiliin capinin
2-2,5 mm’ye ulagsmasindan sonra gozlenir. Bu evrede granuloza hiicrelerinin

steroidojenik aktivitesi sonucu, folikiil antrumu asir1 sekilde genisleyerek (Sekil 1.6)

7-8 mm?*’ye ulagr.
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Sekil 1.6. Folikiiler biiyiime sirasinda, genisleyen antrumun ve granuloza
hiicrelerinin kapladigi alanin gosterimi (Lussier ve ark. 1987).

Graaf folikiilii, ovulasyondan once se¢ilmis antral folikiiliin, yani dominant
folikiiliin asir1 bliylimesi olgusudur (Sekil 1.4). Bu donemde granuloza ve teka

hiicrelerinin artan salgilar1 sonucu, folikiiliin ¢ap1 12-16 mm’ye ulagmistir

(Sunderland ve ark. 1994).
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1.1.3.1. ineklerde Folikiiler Dalgalanma

Ineklerde folikiiler gelisim iki ya da ii¢c dalga seklinde gerceklesmektedir. Ineklerde
Ostriis siklusu, iki folikiiler dalga (Sekil 1.7) seklinde gergeklesmisse 19-20 giin, ii¢
folikiiler dalga (Sekil 1.8) seklinde gerceklesmisse 21-23 giin siirmektedir. Ostriis
siklusu siiresince meydana gelen hormonal degisiklikler folikiiler gelisimi
etkilemektedir. Folikiil stimiile edici hormon’un (FSH) konsantrasyonundaki diisiis

ve ¢ikislar, folikiiler dalgalanmay1 olusturmaktadir (Adams ve ark. 2008).

Korpus luteumun gerilemesiyle, kan progesteron miktarinin diismesi sonucu
FSH ve LH iizerindeki baskilayict etki ortadan kalkar ve iki-li¢ giin icerisinde 8-41
adet 3-4 mm’lik folikiiller ortaya ¢ikar. Bu folikiillerin en biiyiikleri dominant folikiil
olarak kalirken, digerleri atreziye ugrar. Fakat atretik folikiiller bile 8-9 mm c¢apa
ulasmistir. Dominant folikiil se¢ciminde FSH ve LH reseptorlerinin 6nemi vardir.
Granuloza hiicreleri yalnizca FSH reseptorii barindirirken, teka hiicreleri hem FSH
hem de LH reseptorii barindirir. Dominant folikiil, daha fazla teka hiicresine sahip
oldugundan, Ostrojen sentezleyip gelismeye devam ederken, dominant olmayan
folikiil diisik FSH konsantrasyonu sebebiyle geriler. Ayrica bir goriise gore,
dominant folikiil diger folikiillerin gelisimini baskilamaktadir (Adams ve ark. 2008).

Folikiiler dénemde, birinci ya da ikinci folikiiler dalgalanmanin ovulasyonla
sonuclanmamasinin sebebi, korpus luteumun aktif donemde olmasindan dolayidir.
Aktif korpus luteum yiiksek miktarlarda progesteron sentezleyerek LH’1n salinimini
baskilamakta ve ovulasyonun meydana gelmesini 6nlemektedir. Korpus luteum
regrese oldugu zaman, LH tizerindeki progesteronun baskilayici etkisi ortadan kalkar

ve folikiiler dalgalanma ovulasyonla sonuglanir (Adams ve ark. 2008).
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Sekil 1.7. iki ovulasyon arasinda meydana gelen iki folikiiler dalgalanmanin
gosterimi (Adams ve ark. 2008).
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Sekil 1.8. Iki ovulasyon arasinda meydana gelen ii¢ folikiiler dalgalanmanin
gosterimi (Adams ve ark. 2008).
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1.1.4. Korpus Luteum

Korpus luteum, gebeligin siirdiiriilmesinde ve 0Ostriis siklusunun diizenlenmesinde
etkin rol alan gecici endokrin bir bezdir. Bu fonksiyonunu sentezledigi progesteron
hormonu araciligiyla yerine getirmektedir. Korpus luteum, ovulasyondan sonra ovule
olan graaf folikiiliiniin ¢eperinde bulunan hiicrelerin degisimi ve ¢ogalmasiyla olusur
(Stocco ve ark. 2007). Gebelik meydana gelirse, korpus luteum aktif olarak
progesteron sentezlemeye devam eder. Eger gebelik sekillenmesse, korpus luteum
geriler ve sentezledigi progesteron miktar1 azalir. Progesteronun kandaki seviyesi
diisiince, progesteronun ovaryum iizerindeki baskilayici etkisi ortadan kalkar ve yeni

sikluslar meydana gelir (Alagam 2007).

1.1.4.1. Korpus Luteumun Olusumu

Ureme siklusunun sonlarinda, LH reseptorlerinin aktive olmasi1 ve LH m yiiksek
diizeyde salinmasi sonucu graaf folikiilii ovulasyona ugrar ve oosit folikiilden atilir.
Graaf folikiiliniin ¢eperinde yer alan granuloza ve teka hiicreleri, hipertrofi ve
luteinizasyona ugrayarak korpus luteum hiicrelerine doniisiir. Birka¢ giin i¢inde
korpus hemorajikum gelisir ve ovaryum yiizeyinden tasan bir goriiniim alir. Korpus
luteum, 6zellikle biiyiik luteal hiicrelerin hipertrofisi sonucu giderek biiyiir ve dnemli
miktarda progesteron iiretir (Stocco ve ark. 2007). Bu asamada, progesteronun
etkisiyle LH’in salinimi hipotalamus {izerinden baskilandigi i¢in, LH’in kandaki

seviyesi %75 oraninda azalmistir.

Eger gebelik sekillenirse korpus luteum ineklerde gebelik siiresince aktif kalip,
progesteron sentezlemeye ve yeni lreme sikluslarimi engellemeye devam eder.
Gebeligin olusmamast durumunda, kopek, kedi ve primat disindaki hayvanlarda,
uterus tarafindan sentezlenen PGF,a’nin etkisi sonucu korpus luteum regrese olur
(Alagam 2007). Regrese olan korpus luteumun progesteron sentezi de geriler ve
progesteronun iireme siklusu tizerindeki baskisinin ortadan kalkmasi sonucu, yeni

folikiiller tekrar gelismeye baslar (Erickson ve ark. 2004).
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1.1.4.2. Hiicre Tipleri

Korpus luteum, birgok hiicre ¢esidini barindiran endokrin bir bezdir. Bu dokunun
biiyiik bir kismini kiigiik ve biiyiik luteal hiicreler olusturmaktadir. Korpus luteum
ayrica fibroblastlar, endotel, perisit ve kan hiicrelerini de barindirmaktadir (Stocco ve

ark. 2007).

Biiyiik luteal hiicreler, graaf folikiilii g¢eperinin i¢ kismindaki granuloza
hiicrelerinden, kiigiik luteal hiicreler ise graaf folikiilii geperinin dis kismindaki teka
hiicrelerinden koken almaktadir. Gebe olmayan ineklerde, kiigiik luteal hiicreler 10-
20 um capinda iken, biiyiik luteal hiicreler 25 pm veya daha biiyiik ¢apa sahiptirler
(Milvae ve ark. 1996, Yigit ve Arkan 2001). Graaf folikiiliniin g¢eperinde,
luteinizasyona basladiginda, steroidojenik hiicreler ¢ok kisa siirede farklilasip
hipertrofiye ugrarlar. Biiyiik luteal hiicreler, kiiciik luteal hiicrelerden daha fazla
hipertrofiye ugrar ve korpus luteumun olusumuna daha fazla katkida bulunurlar.
Ruminatlarda progesteron sentezinde, biiyiik luteal hiicreler, kii¢iik hiicrelerden 2-40

kat daha fazla progesteron sentezlemektedir (Stocco ve ark. 2007).

1.1.4.3. Korpus Luteumun Regresyonu

Korpus luteum, primatlar hari¢ cogu memelide uterus endometriumundan salinan
PGF,a etkisi altinda, fonksiyonel ve morfolojik olarak gerilemektedir. ilk olarak
progesteronun sentez ve saliniminda azalma meydana gelmektedir. Sonrasinda ise
hiicrelerin 6liimii sonucu, doku hacminde azalma meydana gelmektedir. Uterus
endometriumundan PGF,o’nin salinimint uyaran faktoriin 6strojen oldugu tahmin
edilmektedir. Folikiiler donemde artan Gstrojen sentezi, hipofiz bezinden oksitosin
salmmmimi uyarir. Oksitosin, baslangigta uterusu uyararak, az miktarda PGF,a
salimimina sebep olur. Ardindan PGF,a, pozitif feed back ile oksitosin salinimini
artirtr.  Prostaglandin = F,a’nin  etkisiyle saliman  oksitosin, yine uterus
endometriumundan PGF,o’nin sentez ve sekresyonunu artirarak, luteal dokunun

gerilemesini hizlandirir (Mccracken ve ark. 1999, Niswender ve ark. 2000).
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Prostaglandin F,o ile korpus luteumun kan akisi arasinda bir iliski soz
konusudur. Prostaglandin F,o korpus luteumun kan akisini azaltarak, dokunun
beslenmesini ve steroid sentezi i¢in gerekli maddelerin tasinmasini engellemektedir.
Luteal dokunun endotel hiicrelerine zarar vererek kapiller damarlarda hasara ve
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Ayrica, endotel hiicrelerden endotelin-1 ad1 verilen
bir faktoriin salinmasina da sebep olmaktadir. Endotelin-1, vazokontraktil etkisiyle

arteriolleri daraltarak kan akimini azaltmaktadir (Niswender ve ark. 2000).

Prostaglandin F,a, hiicre i¢i mekanizmalar1 da etkilemektedir. Kolesteroliin
hiicreye alimin1 ve hiicre i¢i taginmasini azaltmaktadir. Mitokondrial membranin
kolesterol gegirgenligini azaltmaktadir. Luteal hiicrelerde LH reseptorlerinin sayisini
azaltarak, LH’ 1n baglanmasini engellemektedir. Progesteron sentezi i¢in gerekli olan
steroidogenik enzimlerin aktivitesini de azaltmaktadir (Mccracken ve ark. 1999,
Niswender ve ark. 2000).

1.1.5. Progesteron

Ureme hormonlari igerisinde énemli bir yere sahip olan progesteronun sentezlendigi
dokular; korpus luteum ve eger gebelik sekillenirse plasentadir. Progesteron az
miktarda adrenal korteks, testis ve yumurtaliklardaki folikiillerden de sentezlenir
(Y1lmaz 1999).

Progesteron disi lireme sisteminde; uterusu, zigotun yerlesmesi ve beslenmesi
icin hazir hale getirmek, T-lenfositlerin etkisini kaldirarak embriyonun
reddedilmesini 6nlemek, gebelik siiresince uterus kaslarinin kasilmasini engelleyerek
gebeligin devamini saglamak, meme bezlerinin gelismesine katkida bulunmak ve
hipotalamustan GnRH salimimini kisitlayarak follikiil gelisimi ve ovulasyonu
engellemek gibi 6nemli fonksiyonlara sahiptir (Graham ve Clark 1997, Yilmaz

1999).
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1.1.6. Luteal Progesteron Sentezi

Steroid hormonlarin (progesteron, Ostrojen, testosteron) sentezinde kullanilan
hammadde, kolesteroldiir (Sekil 1.9). Kolesterol, luteal hiicreye alindiktan sonra
mitokondriye transfer olur. Kolesteroliin mitokondriye girmesinde, steroidojenik akut
regiilator (StAR) proteininin gorevi vardir. Mitokondri igindeki kolesterol, sitokrom
P-450 enzim sistemiyle pregnenolona doniisiir. Son olarak pregnenolon serbest
kalarak graniilsiiz endoplazmik retikulum tizerinde var olan 3B hidroksi steroid

dehidrogenaz (3 -HSD) enzimi yardimiyla progesterona doniisiir.
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ALDOSTERON KORTIZOL J TESTOSTERON
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Sekil 1.9. Steroid hormonlarin kimyasal yapisi ve sentezlenme yollar1 (Erickson ve
ark. 2004).
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1.1.6.1. Kolesterol Kaynaklari

Kolesteroliin biiyiik bir kismi karacigerde sentezlenir ve korpus luteum, adrenal
korteks, ovaryum folikiilleri ve testis gibi steroidojenik aktivite gosteren dokulara
lipoprotein formunda transfer olur. Korpus luteum tarafindan sentezlenen
progesteronun en énemli kolesterol kaynagi, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)’dir. Ayrica, depo kolesterol, kolesterol esteraz
araciligiyla hidrolize olmakta ve kolesterol kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Niswender 2002). Kolesterol yoklugunda ise luteal hiicreler asetattan kolesterol

sentezleyerek progesteron tiretebilmektedir (Cook ve ark. 1967).

1.1.6.2. Kolesteroliin Hiicreye Giris Yollar

Ortalama 2500 kolesterol molekiilii barindiran LDL, luteal hiicrelere reseptor aracili
endositoz yoluyla girmektedir. Sonra LDL, reseptorden ayrilip yikimlanir ve serbest
kolesterol agiga c¢ikar. Gorevini tamamlayan LDL reseptorleri ya pargalanip
uzaklastirilir ya da tekrar kullanilmak {izere yeni bir transport siklusuna girer. Hiicre
icine HDL almmasi, HDL baglayict proteinlerin plazma membranina
baglanmasindan sonra ger¢eklesmektedir (Sekil 1.10’da 1 ve 2 numara). Fakat hiicre

icerisine kolesteroliin nasil girdigi hala anlasilamamistir (Niswender 2002).

Hiicre igine giren kolesterol; steroid sentezinde, hiicre membraninin yapiminda
ve depolanarak degerlendirilebilir. Depo kolesterol, protein kinaz A (PKA)’nin
kolesterol esterazi aktive etmesi sonucu hidrolize olmakta ve serbest kolesterol agiga

cikmaktadir (Sekil 1.10° da 3 numara).
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Sekil 1.10. Luteal hiicrede progesteron sentezinin sematik gosterimi (Niswender
2002).

1.1.6.3. Kolesteroliin Mitokondriye Transportu

Kolesteroliin progesteron sentezinde kullanilabilmesi i¢in mitokondri igine girmesi
hayatidir. Ciinkii progesteronun sentez basamaklarindan biri olan kolesteroliin
pregnenolona  doniisiimii, sitokrom P-450 enzim sistemiyle mitokondride

gerceklesmektedir (Niswender 2002).

Kolesteroliin mitokondri i¢ine girmesinde, mitokondri membranina yerlesmis
StAR proteininin kritik gorevi bulunmaktadir (Sekil 1.10°da 4 numara). Bu protein,
kolesterolii pregnenolona doniismek iizere mitokondrinin dis membranindan ig
membranina tagimaktadir (Niswender 2002). Bu konuyla ilgili yapilan bir
caligmada, StAR geninin mutasyonuna neden olan konjenital bir hastalikta, hastalarin
adrenal ve gonadal steroid sentezinde ciddi sekilde azalma oldugu gosterilmistir (Lin
ve ark. 1995). Kolesteroliin mitokondri igine transportunda StAR proteini haricinde,
steroid ireten hiicrelerin mitokondri membranlarinda var olan periferal tip

benzoidiazepin reseptorlerinin (PBR)’de gorev aldigi bilinmektedir (Papadopoulos
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ve Brown 1995). Yapilan bir arastirmada da bu iki protein arasinda etkilesim oldugu

gosterilmistir (West ve ark. 2001).

Biiyilk luteal hiicreler, kiigiik luteal hiicrelerden 2-40 kat daha fazla
progesteron tiretmektedir (Stocco ve ark. 2007). Yapilan ¢aligmalarda bu farkliligin,
biiylik luteal hiicrelerin daha yiiksek konsantrasyonda, endojen endozepin
icermesinden kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Endozepinin, PBR’nin yapisinda
degisiklik yaparak, ya da StAR ile PBR arasindaki etkilesimi kolaylastirarak,
kolesteroliin transportunu etkin hale getirdigi diistintilmektedir (Niswender 2002).

1.1.6.4. Kolesteroliin Progesterona Doniisiimii

Kolesterol, mitokondriye transfer olduktan sonra, sitokrom P-450 enzim sistemiyle
pregnenolona doniismektedir. Sonrasinda pregnenolon serbest kalip, graniilsiiz
endoplazmik retikuluma transfer olmaktadir. Son olarak endoplazmik retikulum
tizerinde var olan 3B-HSD enzimi vasitasiyla, pregnenolon progesterona

dontismektedir (Hanukoglu 1992, Niswender 2002) (Sekil 1.10°da 5 numara).

1.2. Agir Metaller

Canlilarin sagligimi en fazla tehdit eden baglica agir metaller; kadmiyum, kursun ve
civadir. Son yiizyillda gerceklesen endiistriyel gelismeler bu metallerin kullanim
miktarin1 6nemli derecede artirmistir. Agir metallerin saglik lizerine bir¢ok zararli
etkisi oldugu bilinmesine ragmen, diinya genelinde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Ozellikle gelismekte olan iilkelerde bu tiiketim, ok daha yiiksek miktarlardadir
(Jarup 2003).

Bu metalleri bu derece dénemli kilan ana faktor, biyobirikim gostermeleridir.
Fabrika atiklarinin g6l veya nehirlere tahliye edilmesi, verim artirmak amaciyla
pestisitlerin kullanilmasi, egsoz gazlar1 ve c¢esitli endiistriyel faaliyetler sonucu

meydana gelen zehirli gazlar, toprak ve hava kirliligine sebep olmaktadir
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(Tchounwou ve ark. 2012). Organik kirleticiler toprakta parcalanip etkisiz hale
gelebilmektedir, fakat agir metaller i¢in boyle bir durum s6z konusu degildir. Bundan
dolay1 toprakta Onemli miktarlarda birikebilmekte ve canlilar1 dogrudan ya da

biyolojik aktarimla dolayli yoldan etkileyebilmektedir (Wu ve ark. 2010).

Kadmiyum, kursun ve civanin yarilanma omrii ¢ok diigiiktiir (Sugita 1978).
Bundan dolay1 bu metaller, dokularda 6nemli boyutlarda birikmektedir. Bu birikimde
bitkilerde bulunan fitoselatinler ve memelilerde bulunan metallotiyoneinlerin 6nemli
rolii vardir. Bu iki protein, esansiyel elementleri baglayarak bu elementlerin
homeostazisinde gorev almaktadir. Ancak bu proteinler, agir metalleride baglamakta
ve bu metallerin dokularda artan miktarlarda birikmesine sabep olmaktadir (K&gi
1991, Cobbett ve Goldsbrough 2002).

Kadmiyum, kursun ve civa giinlilk hayatimizda kullandigimiz birgok {iriiniin
imalatina girmekte ve saghigimiz1 tehdit etmektedir. Akii, pil, batarya ve degisik
elektronik cihazlar, boya ve boyanmis objeler, su kanal ve tesisatlari, termometreler
ve degisik barometreler, florasan lambalar ve dis tedavisinde kullanilan amalgam,
agir metal maruziyetinde en 6nemli Uriinlerdir (Jarup ve ark. 1998, Wang ve ark.
2009). Cesitli hobi amagl tiikketim triinleri ve gida aliskanliklar1 da kadmiyum,
kursun ve civa maruziyetinde 6nemlidir Ozellikle sigara ve nargile kullananlar,
kadmiyum ve kursuna daha fazla maruz kalmaktadirlar. Yine alkol kullanimi ve asitli
yiyecek ve igecekler, kursun alimini artirmaktadir. Gida tiikketimine yonelik agir
metal maruziyetinde, balik ve deniz kabuklular1 6nemli goriilmektedir. Bu {iriinlerde
metil civa yikksek miktarda Dbirikebilmekte ve gida yoluyla insanlara
aktarilabilmektedir. Yine cesitli tahillarda agir metal birikimi yliksek miktarlarda
olabileceginden, tahil tiikketimi agir metal aliminda 6nemli goriilmektedir (WHO

2007, 2010).
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1.2.1. Kadmiyum

1.2.1.1. Kadmiyumun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kadmiyum (Cd) periyodik ¢izelgenin II B grubunda yer alan parlak giimiisi beyaz
renkli yumugak bir metaldir. Kadmiyumun atom numarasi 48, atom agirhigr 112,41
ve yogunlugu 8,64 g/cm?’tiir (Schulte-Schrepping ve Piscator 1985, Bradl 2005). Yer
kabugunda 0,15-0,2 mg/kg oraninda bulunan kadmiyum, ¢inko cevherinin

ayrigtirtlmasi sirasinda yan {iriin olarak elde edilmektedir (Wang ve ark. 2009).

1.2.1.2. Kadmiyumun Kullanim Alanlar

Kadmiyum, fiziksel olarak yumusak tabiata sahip olmasi ve bu sayede kolay sekil
verilebilmesi, korozyona karst miilkemmel direng gdstermesi ve erime sicakliginin
diisiik olmast gibi metal kullaniminda 6nemli 6zelliklere sahip oldugundan cok
yaygin kullanim alan1 bulmaktadir. Diinya genelinde yillik kadmiyum tiiketimi
22000 ton civarinda olup son yillarda bu oran giderek artmaktadir (USGS 2015).
Kadmiyum en fazla kullanim alan1 buldugu iiriin nikel-kadmiyum pilleridir (USGS
2008).

Kadmiyum, oksitlenmeye karsi dayanikliligi sebebiyle, elektronik ve gemi
sanayinde, kaplama materyali olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Scoullos ve
ark. 2001). Kadmiyum siilfit bilesikleri renk maddesi olarak plastik, cam, seramik,
kaucuk, resim ve havai fisek iiretiminde 6nemli boyutlarda kullanilmaktadir.
Kadmiyum, PVC iiretiminde de saglamlik saglamasi amaciyla kullanilmaktadir

(Schulte-Schrepping ve Piscator 1985, Wang ve ark. 2009).
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1.2.1.3. Kadmiyuma Maruziyet

Kadmiyuma mesleki maruziyet en fazla solunum sistemi yoluyla olmaktadir. Bir¢ok
meslek grubu kadmiyuma Onemli oranlarda maruz kalabilmektedir. Bu meslek
gruplart icinde Ozellikle maden isgileri, boya ve akii fabrikasi caligsanlar
kadmiyumun toz ve dumanina énemli boyutlarda maruz kalmaktadirlar (Jarup ve ark.

1998).

Mesleki anlamda kadmiyuma maruziyetten sonra kadmiyuma en fazla maruz
kalan sinif sigara kullananlardir. Bir sigara 1,5-2 pg kadar kadmiyum igermektedir.
Bunun yaklasik %10 sigara dumanina gegmekte ve sigara igme sirasinda bu dumanin
%S50’si akcigerlerden absorbe olmaktadir Giinde 20 dal sigara igen bir sahsin
viicuduna yaklasik 1 pg kadar kadmiyum girmektedir (Elinder ve ark. 1976,1983).
Yapilan arastirmalarda  sigara  kullananlarin  kan  kadmiyum  seviyeleri,
kullanmayanlardan 3-4 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Brockhaus ve ark.
1983, Galazyn-Sidorczuk ve ark. 2008). Sigara kullananlarin dokularinda kadmiyum
birikkme orami arastirildiginda ise, igmeyenlere oranla kadmiyumun bobrek
dokusunda 2-3 kat daha fazla biriktigi gosterilmistir (Elinder ve ark. 1976, Nilsson
ve ark. 1995).

Genel itibariyle canlilarin kadmiyuma en fazla maruz kaldig: yol, diyetle alinan
su ve gidalardir. Endiistriyel faaliyetler sonucu agiga ¢ikan kadmiyum ve
bilesiklerinin suya karigsmasi ve ¢esitli yollarla tarim arazilerine bu bulasik suyun
ulagmasi sonucu toprakta kadmiyum birikim orani artmaktadir. Bu toprakta yetigen
ekin, meyve ve sebzeler kadmiyumu biinyesine almakta ve insanlara ve hayvanlara
aktarmaktadir. Yapilan bir arastirmada endiistri bolgeleri civarinda bulunan
ciftliklerdeki hayvanlardan alinan siit numunelerinde kadmiyum ve kursun miktari
birkag kat yiiksek bulunmustur (Patra ve ark. 2008). Diger bir aragtirmada ise Meuse
nehrinin tagmasi sonucu toprakta olusan agir metal kirliligi arastirilmis ve sebzelerde
kadmiyum, kursun, ¢inko ve bakir miktarin yiiksek oldugu gozlenmistir (Albering

ve ark. 1999). Bu ve benzeri caligmalar da goriildiigii iizere, kadmiyum ve diger
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metaller gidalarda birikim gostermekte ve biyolojik olarak canlidan canliya

aktarilmaktadir.

1.2.1.4. Kadmiyumun Toksik Etkileri

Kadmiyum, insanlar ve hayvanlar i¢in esassiyel olmayan bir elementtir. Kadmiyum,
bitki ve hayvan biinyesinde birikebilme 6zelligine sahiptir. Giinliik gidalarla alinan,
ortalama kadmiyum miktar1 0,2-5 ug kadardir. Viicuda bir haftada alinan kadmiyum
miktarimnin, 0,4-0,5 mg’1 asmamasi gerektigi bildirilmektedir (EFSA 2009). Yapilan
deneysel caligmalarda, aliman kadmiyumun bagirsaklardan emilim miktar1 %4-7
oranlarinda oldugu belirtilmistir. Giinliik viicuttan uzaklastirilabilecek maksimum
kadmiyum miktar1 ise 40 pg kadardir. Dolayisiyla viicuda alinan fazla miktardaki

kadmiyumun 6nemli bir kismi bagirsaklardan emilmekte ve birikime ugramaktadir

(Wang ve ark. 2009).

Kadmiyum, kursun ve civayla birlikte en fazla toksik etkisi olan ii¢ agir
metalden biridir. Kadmiyumun akut oral lethal dozu, 150-200 mg oldugu tahmin
edilmektedir. Litresinde 13-15 mg kadmiyum bulunan suyun tiiketilmesi sonucu,
kusma ve mide kramplart goriilmiistir. Mesleki olarak akut kadmiyum
zehirlenmeleri, metalin eritilmesi ve dokiimii sirasinda agiga ¢ikan dumanin, iscileri
etkilemesinden kaynaklanmaktadir. Kadmiyum dumaninin, m*’te 8 mg solunmasi
sonucu Oliimler goézlenmistir. Kadmiyum dumaninin, m*’te 0,5-2,5 mg diizeyinde
solunmasinda ise akut pnomoni gézlenmistir (Jarup ve ark. 1998, Wang ve ark.
2009).

Kadmiyum, bobrek kanseri olusumunda potansiyal bir risk faktoriidiir (Satarug
ve Moore 2004). Kadmiyuma mesleki olarak ya da c¢evresel yollarla maruz
kalindiginda, bobreklerde hasar olustugu ve bobrek fonksiyonlarinda yetersizlik
gbzlendigi bilinmektedir. Kadmiyumun bdbrek tubullerinde olusturdugu hasardan
dolay1, glikoziiri, proteiniiri, hiperkalsiiiri ve hiperfosfatiiri gbzlendigi ve bobrek
konsantrasyon kapasitesinin azaldig1 bildirilmektedir (Goering ve ark. 1995, Jarup ve

ark. 1998). Kadmiyuma mesleki olarak maruz kalan iscilerde, glomerular filtrasyon
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hizinin azaldig1 bir¢ok arastirma ile gosterilmistir (Piscator 1984, Elinder ve ark.
1985, Roels ve ark. 1991). Kadmiyuma mesleki maruziyetin bébrek tast olusumunu

artirdig1 da belirtilmektedir (Elinder ve ark. 1985).

Kadmiyumun osteoporoza ve osteomalaziye sebep oldugu bilinmektedir.
Yapilan deneysel ¢alismalarda kadmiyumun kemikte biriktigi ve kemikteki
kadmiyum konsantrasyonu arttiginda kemik sertliginin azaldigi bildirilmektedir
(Ogoshi ve ark. 1989, Krishnan ve ark. 1990, Tsuritani 1996). Kadmiyum kirliliginin
sebep oldugu tarihi bir vaka 1950’li yillarda Japonyada yasanmistir. Bu vaka, Birinci
ve Ikinci Diinya Savaslar1 sirasinda artan madencilik faaliyetleri sonucu, Toyama
bolgesinin toprak ve sularinda kadmiyum kirliligi olusmast sonucu sekillenmistir.
Hastalik, o bolgede yetisen hububatla beslenen ve bolgenin suyundan istifade eden
insanlarda, ostemalazi ve osteoporozla karakterize spontan kemik kirilmalart ile
kendini gostermistir. Hastalik, ¢cok siddetli kemik agrilart ile seyrettiginden, ac1 ve
agrn ifadesi olarak “Itai-Itai” sendrom olarak adlandirilmistir (Goering ve ark. 1995).
Ayrica bu sendromun bobrek hasar1 olusumuyla birlikte seyrettigi rapor edilmistir

(Jarup ve ark. 1998).

Kadmiyum maruziyetinin ¢esitli dokularda kanser olusumuna sebep oldugu
bilinmektedir. Yapilan aragtirmalarda mesleki olarak kadmiyuma maruz kalan
is¢ilerde, akciger kanseri olusumunun artis gosterdigi ifade edilmistir (Thun ve ark.
1985, Stayner ve ark. 1992). Kadmiyumun ayrica prostat, testis ve gogiis kanserine
neden olduguna dair bulgular vardir (Waalkes ve Rehm 1992, Garcia Morales ve ark.
1994).

1.2.15. Kadmiyumun Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkisinin Arastirildig

Calismalar

Kadmiyumun disi lireme sistemine ait dokularda birikim gosterdigi bilinmektedir
(Varga ve ark. 1993, Jarup ve ark. 1998). Kadmiyumun etkisinin arastirildigi gesitli
caligmalarda, kadmiyumun 0Ostriis siklusunu, oosit ve folikiilerin gelisimini, korpus

luteum olusumunu, ovumun implantasyonunu ve ilireme hormonlarinin sentezini
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etkiledigi gosterilmistir (Thompson ve Bannigan 2008, lavicoli ve ark. 2009).
Kadmiyumun ovaryumda yasa bagli olarak birikme oraninin arastirildigi bir
calismada, 30-65 yas araligindaki kadinlarda, kadmiyumun birikme egiliminde
oldugu ifade edilmistir. Bu calismada ayrica, sigara igen kadinlarda ovaryum
kadmiyum igerigi, igmeyenlere kiyasla yiiksek bulunmustur (Varga ve ark. 1993).
Maternal kadmiyum maruziyetinin dogum agirligina etkisinin arastirildigi ¢alismada,
57 japon anneden idrar ve siit numuneleri alinmig ve atomik absorpsiyon
spektroskopisi ile bu numuneler incelenmistir. Bu arastirmada maternal kaynakli
kadmiyumun anne siitiine gectigi ve diisik dogum agirligima sebep oldugu

gosterilmistir (Nishijo ve ark. 2002).

Saksena ve Salmonsen (1983) tarafindan golden hamsterlar1 {izerinde
gerceklestirilen arastirmada, kadmiyum kloriiriin fakli dozlarinin &striis giinleri
boyunca hamsterlara subkutan olarak enjekte edilmesi sonucu, uygulanan dozlardan
5 mg/ kg ve 10 mg/kg’in ovulasyonu engelledigi ve serum progesteron miktarini
diisiirdiigii gosterilmistir. Kadmiyumun ovulasyon iizerine etkisinin arastirildigi bir
diger calismada ise, ratlara uygulanan 10 mg/kg kadmiyum kloriirtin hipofiz bezinin
LH igerigini disiirdiigii ve ovulasyonu engelledigi belirtilmistir (Varga ve Paksy
1991).

Yang ve ark. (2004) tarafindan hamster ovaryumlari {izerinde kadmiyumun
hiicre canlilig1 tizerine etkisinin arastirildigi c¢alismada, kiiltiire edilen hiicreler,
kadmiyumun 0,1; 0,4; 1 ve 4 uM dozlarima maruz birakilmistir. Anilan ¢aligmada
hiicre ¢ogalmasimi diisiik dozlar (0,1 ve 0,4 uM) etkilemezken, 1 uM’lik doz 12.
saatten sonra hiicre sayisimin artisini 6nemli derecede etkileyerek, ¢ogalmay:
engelledigi, 4 uM’lik dozun ise 12. saatten sonra hiicre 6liimii sonucu hiicre sayisini
azalttigr tespit edilmistir. Leoni ve ark. (2002) tarafindan koyunlar iizerinde
gerceklestirilen calismada, kadmiyumun 2 ve 20 uM diizeyindeki dozlarinin in vitro
uygulanmasi sonucu, oosit canliliginin 6nemli derece etkilendigi gosterilmistir.
Kurbagalar {izerinden gerceklestirilen benzer bir calismada ise, kadmiyum kloriiriin

0,5; 0,75; 1, 3 ve 5 mg/kg dozlarinin 21 giin boyunca hayvanlara enjekte edilmesi
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sonucu, doza bagimli olarak kadmiyumun atretik folikiilleri 6nemli derecede artirdigi

ve oogenesisi engelledigi belirtilmistir (Lienesch ve ark. 2000).

Rehm ve Waalkes (1988) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, kadmiyum
klorlirtin 20-47,5 uM/kg dozlar1 subkutan olarak fare, rat ve hamsterlara enjekte
edilmis ve uygulanan dozla orantili olarak, artan dozlarda ovaryumlarda hemoraji,
nekroz ve kiiglik arterlerde hasarlarin meydana geldigi ve korpus luteumun sinirl

olustugu gbézlenmistir.

Fare embriyolar tizerinde yapilan in vitro bir ¢aligmada, kadmiyum kloriiriin
0,5 pg/ml uygulanmasi sonucu, embriyo implantasyonunda azalma tespit edilmistir.
Kadmiyumun daha yiiksek dozlarda (5 ve 10 pg/ml) uygulanmasi sonucu ise
implantasyon oraninin diismesinin yanisira, embriyolarda nekroz olusumu da
gozlenmistir (Yu ve ark. 1985). Gebe farelerde kadmiyum kloriiriin prenatal etkisinin
arastirlldigi caligmada, kadmiyum Kkloriir 5-6 mg/kg diizeylerinde intra peritonel
olarak enjekte edildiginde, embriyo germ hiicrelerinin olgunlasmasinda kusurlar ve

sayisinda azalma gbézlenmistir (Tam ve Liu 1985).

Ratlar tizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada (Nampoothiri ve Gupta 2005),
hayvanlar in vivo olarak 0,025 mg/kg kadmiyum asetata 15 giin boyunca maruz
birakilmistir. Kadmiyuma maruz birakilan hayvanlarin ovaryumlarindaki granuloza
hiicre sayisinin 6nemli derecede azaldigi1 ve ovaryum dokusu lizerinde yapilan metal
analizinde kadmiyumun birikim gosterdigi gozlenmistir. S6z konusu g¢alismada
ayrica granuloza hiicreleri kiiltiirii edilmis ve FSH ve LH’1n hiicreye baglanmasinda
ve 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz enziminin aktivitesinde énemli derecede azalma

meydana geldigi gosterilmistir.

Paksy ve ark. (1992) tarafindan ratlar ilizerinde yapilan bir caligmada,
kadmiyum Kloriiriin artan dozlarinin (27, 54, 109 ve 218 uM), granuloza ve luteal
hiicreler {lizerindeki steroidogenik etkisi arastirilmistir.  Anilan ¢alismada
kadmiyumun progesteron ve Ostrojen miktarini Onemli derecede azalttigi

gozlenmistir. Paksy ve ark.(1997) tarafindan yapilan bir baska caligmada ise,
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kadmiyum kloriire maruz birakilan insan granuloza hiicrelerinin morfolojisinde ve
fonksiyonlarinda degisiklikler meydana geldigi ortaya konmustur. Bu deneyde
kadmiyumun hiicreler arasi iletisimi bozdugu ve bundan dolay1 oositlere sinyal ve
besin gecisinin kisitlandig1 gosterilmistir. S6z konusu c¢aligmada ayrica kadmiyumun
farkli dozlarinin progesteron sentezi lizerine etkisini arastirmak amaciyla, granuloza
hiicreleri 48 saat siireyle, kadmiyum kloriiriin gesitli dozlarina (8, 16, 32 ve 64 uM)
maruz birakilmistir. Artan kadmiyum konsantrasyonun iretilen progesteron
miktarmni, kontrol grubuna kiyasla %20’den %60’a kadar diistirdiigi gosterilmistir.
Yine kadmiyumun ovaryum iizerindeki steroidogenik etkisinin arastirildigi benzer
bir ¢alismada da, hem in vivo hem de in vitro olarak, kadmiyumun Ostrojen ve

progesteron miktarini diistirdiigii tespit edilmistir (Piasek ve Laskey 1994).

Pillai ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, kadmiyum asetatin 15 giin
boyunca intraperitonal olarak ratlara verilmesi (0,05 mg/kg) sonucu hem serumda
hem de hipofizde FSH ve LH seviyelerinin 6nemli derecede azaldig: tespit edilmistir.
Anilan caligmada ayrica, FSH ve LH seviyelerinde artisa sebep oldugu bilinen
serotoninin, hipotalamustaki seviyesinde 6nemli derecede azalma meydana geldigi

gosterilmistir.

Insan trofoblast hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, kadmiyum kloriiriin
artan dozlarda (5, 10 ve 20 uM) hiicre kiiltiiriinde uygulanmasi sonucu, progesteron
tiretiminin %60’a varan oranda azaldigi ortaya konmustur (Jolibois ve ark. 1999).
Ayni hiicre iizerinde yapilan bir bagka ¢alismada, kadmiyum kloriiriin 20 nmol/ml
dozda uygulanmasi sonucu, insan koryonik gonadotropin hormon (HCG)’un
saliniminin azaldig1 ve kadmiyumun plasenta da biriktigi ifade edilmistir (Eisenmann
ve Miller 1994). Yine trofoblast hiicreleri iizerinde yapilan bir baska calismada,
kadmiyum kloriir 0,16 uM ve iistii dozlarda uygulandiginda, hiicre morfolojisi ve
fonksiyonunda bozukluklar goézlenmistir. Bu dozlarda, kalsiyum alinimi ve
baglanmas1 azalmistir. Ayrica metallotiyonein ekspresyonunun arttigi da ifade
edilmistir (Lin ve ark. 1997).
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Tavsanlar iizerinde gercgeklestirilen in vivo calismada, kadmiyum kloriir 1,5
mg/kg dozda uygulandiginda, ovaryumda primer folikiil sayisinda azalma ve atretik
folikiil sayisinda artis gozlenmistir. Aynmi ¢alismada ovaryum, oviduct ve uterus
dokusunda, hiicre g¢ekirdegi ve mitokondrinin yapisinda anormalliklerin gézlendigi
ve endoplazmik retikulum ve periniikleer sisternanin genisledigi belirtilmistir. Bu
dokularda ayrica, kan damari duvarlarindaki hasardan dolayr 6dematdz yapi

gbzlendigi belirtilmistir (Massanyi ve ark. 2007).

Zhang ve Jia (2007) tarafindan ratlar lizerinde yapilan ¢alismada, in vivo ve in
vitro olarak kadmiyumun etkisi arastirilmistir. Kadmiyumun ¢esitli dozlari (10, 20 ve
40 uM) in vitro uygulandiginda, granuloza hiicreleri tarafindan sentezlenen
progesteron miktarinin en yiiksek dozda (40 pM) %60 oraninda azaldigi
belirtilmistir. Kadmiyum kloriir 0;2, 5;5 ve 7,5 mg/kg dozlarda subkutan olarak
enjekte edildikten 24 saat sonra, serum progesteron diizeyi uygulanan biitlin dozlarda
yaklagik %50 oraninda diismiistiir. Ayrica hem in vivo hem de in vitro olarak StAR
ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir. Domuz granuloza hiicreleri tizerinde yapilan
benzer bir ¢aligmada, 3 pM kadmiyum kloriir uygulandiginda, P450scc gen
aktivitesinin azaldigi ifade edilmistir (Smida ve ark. 2004).

1.2.2. KURSUN

1.2.2.1. Kursunun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kursun (Pb) periyodik ¢izelgenin IV-A grubunda yer alan parlak mavimsi gri bir
metaldir. Kursunun atom numaras1 82, atom agirhig 207,2 ve yogunlugu 11,4
g/cm?’tiir. Yumusak tabiat1 ve diisiik erime sicakligl (327°C) sayesinde kolay sekil
verilebilir ve doviilebilir. Elektrik iletkenligi az olup, korozyona karst ¢ok direnglidir
(Bradl 2005).

30



1.2.2.2. Kursunun Kullanim Alanlari

Kursun yaygin bir sekilde kullanilan en eski metallerden birisidir. Kursun, Roma
Imparatorlugunda su borularinda, su saklama haznelerinde yaygin bir sekilde
kullanilmistir. Kursunun Roma’da bu derece ¢ok kullanilmasi, epidemik kursun
zehirlenmelerine sebep olmus ve Roma Imparatorlugunun ¢kmesinin sebeplerinden
biri olarak gosterilmistir (Gilfillan 1965). 1940’11 yillarda kursun bilesiklerinin
benzine katilmasi sonucu ¢evreye yayilimi 6nemli derecede artmistir (Komarek ve

ark. 2008).

Diinya geneli yillik kursun tiiketimi 3 milyon tonun iizerindedir. Bu miktarin
onemli bir kismi, akii ve batarya sanayinde kullanilmaktadir. Insaat ve yapi
sektorlinde boru, levha ve tel seklinde, yiiksek miktarlarda kursun kullanilmaktadir.
Kaplama maddesi olarak kablo tiretiminde, renk maddesi olarak boya sanayinde ve
saglamlik elde etmek icin PVC iiretiminde de yiiksek miktarlarda kursun
kullanilmaktadir (Scoullos ve ark. 2001).

1.2.2.2. Kursuna Maruziyet

Kursun, yer kabugunda diisiik miktarlarda bulunmakta olup ¢esitli dogal doniisiimler
ile aciga ¢ikmaktadir (IARC 2006). Fakat kursunun ¢evreye yayilmasinda en biiytlik
faktor, madencilik faaliyetleri ve cesitli endiistrilerde kullanilmasi sonucu insan

kaynakl1 yayilimdir (UNEP 2008).

Kursun, havada birikim gosterebilmekte ve solunum yollarindan %50
oranlarinda absorbe olabilmektedir (Jarup 2003). Bundan dolayr madencilik
faaliyetlerinde, gemi, insaat, kaplama, kaynak, boya ve cam sektorlerinde g¢alisan
isciler solunum yoluyla énemli diizeyde kursuna maruz kalabilmektedir. Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde yetersiz is¢i giivenliginden dolayr bu maruziyet daha
tehlikeli olabilmektedir (Tong ve ark. 2000, WHO 2010).
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Kursunun 20. yiizyilda benzine katilmasindan dolayir g¢evresel yayilimi ¢ok
fazla artmistir. Son 30-40 yildir 6zellikle gelismis tlkelerde, motorlu tasitlarin
yakitina kursun eklenmesine son verilmesiyle, kursunun ¢evresel yayilimi 6nemli
Olclide dismistiir (Jarup 2003). Fakat gelismekte olan iilkelerde hala benzine kursun
eklendigi bilinmektedir (WHO 2010).

Kursun, norotoksik etkisinden dolay1 ¢ocuklarda geri doniisiimsiiz norolojik
bozukluklara sebebiyet vermektedir. Cocuklarin bu derece hassas olmalari, kan-
beyin bariyerinin tam olarak gelismemesinden ve ¢ocuklarda, kursunun bagirsaktan
emilim oranin ¢ok daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Kursunun, ¢ocuklar
kadar olmasa da, yetiskinlerde de norojik bozukluklara sebebiyet verdigi
bilinmektedir (Tong ve ark. 2000, Jarup 2003). Gelismekte olan iilkelerde benzine
hala kursun katildigindan dolayi, kontamine olmus toprak, ¢ocuklar i¢in kursuna
maruziyetin ana kaynagini olusturmaktadir. Evlerde duvarlardaki boyalarin ¢ocuklar
tarafindan sokiiliip yenmesi ve kursun igerikli oyuncaklar, kursuna maruziyette
Oonemli goriilmektedir. Evlerin su tesisatlar1 ve hazneleri, borular, levhalar veya
lehimler eger kursun igeriyorsa, bu materyaller, su yoluyla bireylerin kursuna

maruziyetinde 6nem arz etmektedir (WHO 2010).

Sigara ve alkol kullananlar kursuna daha fazla maruz kalmaktadirlar.
Aragtirmalarda, sigara igenlerin kan kursun diizeyinin daha yiiksek oldugu
gorilmistir (IPCS 1995). Alkollii icecekler genelde asidik karakterde oldugundan,
bu {iriinler kursun icerikli bir kaba konuldugunda, kursunun serbest kalmasini
artirmaktadir. Benzer sekilde asit orani yiiksek yiyecek ve igecekler de, konuldugu
kap eger kursun ihtiva ediyorsa, kursunun serbest kalmasini kolaylastirarak s6z

konusu gidaya daha fazla kursun gegmesine neden olacaktir (WHO 2010).

Kursunla kontamine olmus tarim arazileri ve onlarda yetisen iirlinler, canlilarin
kursuna maruziyetinde Onemlidir. Tahillar  yiiksek miktarlarda kursun
igerebilmektedir. Nitekim aragtirmalarda kontamine olan toprakta yetisen iiriinlerde

kursun miktar1 yiiksek bulunmustur (Albering ve ark. 1999).
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1.2.2.4. Kursunun Toksik Etkileri

Yetiskinlerde kursunun bagirsaklardan emilim oram1 %10 kadarken, ¢ocuklarda bu
oran %40-53’¢ kadar yiikselmektedir. Kursunun solunum yollarindan absorbe olma
oran1 ise %50 kadardir. Viicutta biriken kursunun %80-95’i, kemik yapida
bulunmaktadir. Kemikteki kursunun yarilanma omrii 17-27 yil iken, bu siire kanda
35 giin, karaciger, akciger ve dalak gibi yumusak dokularda ise 40 giin kadardir
(Rabinowitz ve ark. 1976, Wu ve ark. 2010). Yapilan tarihi arastirmalarda, Roma
Imparatorlugu zamaninda Roma’da yasayan insanlarin kemik yapilarinda yiiksek
miktarda kursun varliginin tespit edilmesi, o donem insanlarinin kursun

zehirlenmesine maruz kaldigini gostermektedir (Gilfillan 1965, Jarup 2003).

Kursun merkezi sinir sistemini ciddi sekilde etkilemektedir. Akut
zehirlenmelerde, sersemlik, hallisinasyon, kas tremorlar1 ve hafiza kaybi
gbzlenmektedir. Cocuklarda ensefalopati vakalarinda, kursunun kandaki miktar1 80-
100 pg/dl oldugu belirtilmistir (Baker ve ark. 1984). Cocuklarda kan kursun
diizeyinin 5-10 pg/dl oldugu durumlarda; sinirsel davranis bozukluklari, hafiza
zay1fligi, anlama gii¢ligii ve dikkat kaybi gozlendigi belirtilmistir (Téllez ve ark.
2006, Surkan ve ark. 2007). Gebe kadimnlarin kursuna maruz kaldigi durumlarda,
erken dogum, disiikler, disik dogum agirligi ve bebeklerde malformasyon
sekillenebilecegi rapor edilmistir (IPCS 1995).

Kronik kursun zehirlenmelerinde, huzursuzluk, uykusuzluk, bas agrilar1 ve
eklem agrilar gézlenmistir. Mesleki olarak kursuna maruz kalan is¢ilerde kan kursun
konsantrasyonun 40-60 ug/dl oldugu belirlenmis ve bu isciler iizerinde yapilan
testlerde, kan kusun diizeyi 60 pg/dl’ye yakin olanlarda daha fazla olmak iizere,
hafiza zayi1fligi, ifade gii¢liigli ve ruhi bozukluklar gézlenmistir (Baker ve ark. 1984).
Ayrica kursuna maruziyetin anemiye, bobrek hastaliklarina ve siddetli karin agrisina

sebep oldugu, disi ve erkek iireme sistemini olumsuz yonde etkiledigi ifade
edilmektedir (Demayo ve ark. 1982, WHO 2010).
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1.2.2.5. Kursunun Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkisinin Arastirildig

Cahismalar

Kursuna maruziyet her iki cinste de pubertay1 geciktirdigi ve diisiik dogum agirligina
sebep oldugu bilinmektedir (Ronis ve ark. 1998). Amerika’da tahmini olarak 3
milyon ¢ocugun ve 4,4 milyon gen¢ kadmin kursuna toksik diizeyde maruz kaldig1
distiniilmektedir (Crocetti ve ark. 1990, Huseman ve ark. 1992). Amerika’da
gergeklestirilen bir calismada, kan kursun diizeyleri 3 pg/dl olan kizlarin ergenlik
caglarinin geciktigi gosterilmistir (Selevan ve ark. 2003). Yine kan kursun diizeyi 10
ng/dl olan anne adaylarinda gebelik hipertansiyonu gelistigi, spontan abortlarin
meydana geldigi ve diinyaya gelen bebeklerde sinirsel gelisim bozuklugu gozlendigi
belirtilmistir (Bellinger 2005).

Pine ve ark. (2006) tarafindan ratlar {izerinde yapilan bir ¢alismada, pubertanin
gecikmesinde IGF-1 (Insiilin benzeri biiyiime faktdrii 1)’in rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Bu hormon, biiylime hormonu tarafindan uyarilan ve karacigerde
sentezlenen bir hormon olup, dokular tizerinde anabolik etkiye sahiptir. Kursunun
karaciger lizerine toksik etkisi sonucu, enzim sistemi bozulmakta ve IGF-1’in
karacigerde sentezlenmesi azalmaktadir. Bu hormon hipotalamusu uyarip GnRH
saliimin ve viicut gelisimini artirmasiyla ilgili olarak, ergenlik ¢agi lizerinde 6nemli
gorilmiistiir. S0z konusu ¢alismada, ratlar gebelik ve laktasyon doneminde kursuna
maruz birakilmis ve sonu¢ olarak, bu hayvanlardan elde edilen yavrularin LH
salinimi, kontrol grubuna gore diisiik ¢cikmis ve pubertalar1 gecikmistir. Fakat IGF-1
uygulandiginda hem kontrol grubunda hem de kursuna maruz birakilan grupta LH
saliniminin arttig1 ve puberta yasinin iyilestigi gosterilmistir. Kursuna maruziyetin
pubertayr geciktirdigine dair yapilan benzer bir ¢alismada (Ronis ve ark. 1996),
ratlara kursun asetat soliisyonunun ad-libitum olarak verilmesi sonucu pubertanin
geciktigi gosterilmistir. Anilan ¢alismada yazarlar, kursunun hipotalamus, hipofiz ve
gonadlar arasindaki iliskiye ¢ok yonlii etki etmesinden dolayr puberta yasinin
etkilendigini tahmin etmislerdir. Bu konuyla alakali yapilan diger ¢alismalarda da
gebelik ve laktasyon siiresince kursuna maruziyetin yavrularda pubertayr geciktirdigi

ifade edilmistir (Dearth ve ark. 2002, Iavicoli ve ark. 2006).
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Kursunun embriyo implantasyonu iizerine etkisinin arastirildig: bir calismada
(Wide 1980), farelere 75 ppm kursun kloriir intravendz enjekte edilmis ve kan kursun
diizeyinin 32 pM/L oldugu belirtilmistir. Doz uygulanan grubun implantasyon orani,
kontrol grubuna kiyasla onemli derecede azalmistir. Doz uygulamasi yapilmis
grubun 6 giinliik embriyolar1 mikroskop altinda incelendiginde, embriyolarda

morfolojik degisiklikler gézlendigi belirtilmistir.

Kursunun folikiiler gelisim tlizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (Junaid
ve ark. 1997), farelere 2, 4 ve 8 mg/kg kursun asetat soliisyonu 60 giin boyunca
sonda ile i¢irilmis ve uygulama sonrasinda biiyiik folikiillerin sadece 8 mg/kg’lik
dozdan etkilendigi gozlenirken, kii¢iikk ve orta biiyliklikkteki folikiillerin her iKi
dozdan da 6nemli derecede etkilendigi belirtilmistir. Kursunun folikiiler gelisim
tizerine etkisinin arastirildigi baska bir ¢aligmada (Taupeau ve ark. 2001), kursun
nitratin farelere 10 mg/kg dozda intraperitonel olarak verilmesi sonucu, kursunun
follikiilogenezisi bozdugu, atretik folikiillerin sayisini artirirken primordial folikiil
sayisini azalttigi gosterilmistir. Ayrica soz konusu ¢aligmada, kursunun ovaryum,

fetiis, adrenal bez, karaciger ve kemikte biriktigi gdzlenmistir

Pillai ve ark. (2002) tarafindan ratlar iizerinde gergeklestirilen caligmada
kursun asetatin intraperitonel olarak verilmesi sonucu, kursunun hipofiz bezinde
biriktigi gozlenmistir. Ayni ¢alismada, hipofiz bezinin membran akigkanliginin ve

enzim aktivitesinin azaldigi da gésterilmistir.

Srivastava ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 mg/ml kursun
asetat uygulanan ratlardan dogan yavrularda, StAR ekspresyonunun ve Ostrojen
sentezinin azaldigr gozlenmistir. Calismada gebe kisrak serum gonadotropini
(PMSG) uygulandiginda, hem StAR hem de Ostrojen seviyesinde diizelme meydana
gelmistir. Caligmada uygulanan PMSG’nin FSH benzeri etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Arastirmacilar bu sonuglari, kursunun hipotalamus ve hipofizde

hormon sentez ve salinimini olumsuz etkileyebilecegi seklinde yorumlamiglardir.
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Paksy ve ark. (2001) tarindan yapilan bir ¢alismada, in vitro fertilizasyon ve
embriyo transferi gergeklestirilen 23 kadindan aspirasyon yontemiyle folikiiler sivisi
ve granuloza hiicreleri elde edilmistir. Elde edilen folikiil sivisi, atomik absorpsiyon
spektrofotometresi ile analiz edildiginde ortalama 11 ug/l kursun varligi tespit
edilmistir. S6z konusu ¢aligmanin hiicre kiiltlirii asamasinda, granuloza hiicreleri
100-1600 uM kursun asetata maruz birakildiginda, hiicrelere 800 puM metal
uygulamasindan sonra, hiicrelerin tabandan yavas yavas ayrildigi ve yuvarlagimsi
gorintii olusturdugu, 1600 uM doz uygulamasindan sonra ise hiicrelerin yapismadigi
gozlemlenmistir. Anilan ¢alismada ayrica sentezlenen progesteron miktarina da
bakilmis ve 1600 uM’lik doz uygulamasindan sonra, granuloza hiicreleri tarafindan

Sentezlenen progesteron miktarinin 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir.

Kursunun ovaryumda reseptor aktivitesi tlizerine etkisinin arastirildig
calismada, 20-200 ppm doz uygulanan ratlarda FSH ve LH hormonunun baglanma
oraninin azaldig1 ve progesteron sentezinin diistiigli gosterilmistir (Wiebe ve ark.
1988). Ayni arastirmaci tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, kursunun uterusta
Ostrojen reseptoriiniin baglanma oranini diisiirdiigii de gosterilmistir (Wiebe ve Barr

1988).

1.2.3. Civa

1.2.3.1. Civanin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Civa (Hg), periyodik ¢izelgenin II B grubunda yer alan giimiisi beyaz renkli bir
metaldir. Civa yer kabugunda ortalama olarak 0,08 mg/kg oraninda bulunur. Civanin
¢evrede bulunan en yaygin formu, kirmizi renkli civa (I) siilfiir (HgS) diir (Wang ve
ark. 2009). Civa, Ingilizce ve Fransizcadaki adi olan “mercuryyi, tarihte Roma
tanris1 diye adlandirilan Merkiir’den almistir. Sembolii olan “Hg”yi ise latince sivi
giimiis anlamina gelen “Hydragyrum” kelimesinden almistir (Scoullos ve ark. 2001).
Civanin atom numarast 80, atom agirligt 200,6, erime 1s1s1 -38,8 °C ve yogunlugu

13.55 g/em?’tiir (Bradl 2005). Civanin buharlagsma 1sis1 359,9 °C’dir, fakat diisiik
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sicakliklarda bile buharlasma egiliminde oldugu i¢in ugucu metal olarak

bilinmektedir (Scoullos ve ark. 2001).

1.2.3.2. Civanin Kullanim Alanlari

Civa antik ¢aglardan beri kullanilan bir metaldir. Civanin Cin, Hind, Yunan ve Misir
tarihinde kullanildig1 bilinmektedir. Civanin indirgenme {irlinii olan zincifre, kirmizi
renginden dolayr boya maddesi olarak kullanilmistir. Yunan tarihinde civanin
kozmetik amaglh deriyi parlatmak icin kullanildigir bilinmektedir (Jarup 2003,
Scoullos ve ark. 2001).

Crvanin insan kaynakli yillik ¢evreye yayilimi 10 000 ton kadardir. Civa ve
onun bilesikleri, termometrelerde, florasan ve ultraviole lambalarda, ¢imento
tiretiminde, dis dolgu maddesi yapiminda, ila¢ ve fungisid {iiretiminde, boya
imalatinda, kagit, pil ve elektrik sanayinde kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2009).
Fosil yakitlarin yanmasi sirasinda, madencilik faaliyetleri siirecinde ve kati atiklarin
yakilmasi sirasinda onemli miktarlarda civa agiga ¢ikmaktadir (Scoullos ve ark.
2001).

1.2.3.3. Civaya Maruziyet

Civa dogada, metalik civa, inorganik civa (6rnegin civa kloriir) ve organik civa
(6rnegin metil civa) olmak lizere li¢ formda bulunur. Metalik civanin bagirsaklardan
emilim diizeyi ¢ok diisiiktiir. Inorganik civa tuzlarinin bagirsaklardan emilim orani
%7-15 oranlarma iken, organik civanin emilim oram1 %95 civarindadir.
Akcigerlerden hava yoluyla emilim ise, en fazla metalik civanin solunmasinda

gerceklesmektedir (Wu ve ark. 2010).
Civanin s1vi metalik formu, yiiksek derecede buharlasabildiginden ve solunum

yollarindan ¢ok fazla emildiginden dolayi, civa maruziyetinde 6nemli goriilmektedir.

Dis dolgusu materyali olarak kullanilan amalgam %50 metalik civa ihtiva ettigi i¢in,
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dis teknisyenleri tarafindan hazirlanma siirecinde kismen buharlagmaktadir. Bu
yiizden mesleki anlamda civa maruziyetinde, dis teknisyen ve hekimleri en fazla
civaya maruz kalan grup iceresindedir (Jarup 2003). Metalik civa kostik soda
iretiminde, termometre, termostat, floresan, batarya ve manometre gibi iirlinlerin
yapiminda kullanilmaktadir. Bu {riinlerin iiretimi sirasinda civa kismen
buharlagsmakta ve iscileri etkilemektedir. Termometre, batarya ve floresan
evlerimizde de yaygin sekilde kullanildigindan, bu tiriinlerin kirtlmasi ya da deforme

olmast durumunda civa buharina maruz kalinabilmektedir (Clarkson ve Magos

2006).

Metil civa, organik civa bilesiklerinden biridir. Inorganik  civa
mikroorganizmalar tarafindan metil civaya doniistiiriilmektedir. Metil civa sudaki
planktonlar tarafindan tutulmakta ve bunlarla beslenen baliklarin ve kabuklu deniz
canlilarinin dokularina transfer olarak Onemli boyutlarda birikebilmektedir. Bu
birikim yeteneginden dolayr kontamine balik ve kabuklular, metil civaya gida

yoluyla maruziyetin ana kaynagini olusturmaktadir (Bayen ve ark. 2005, IPCS 1990).

1.2.3.4. Civanin Toksik Etkileri

Son birkag ylizyilldir civanin zehirleyici etkisi bilinmesine ragmen, son derece
tehlikeli oldugu ancak 1953 yilinda 600 kisinin Oliimiiyle sonuglanan Minamata
vakasi ile anlasilmistir (Davidson ve ark. 2004, Wang ve ark. 2009). Bu olayda,
zehirlenmenin kaynagi olarak Minamata korfezi civarindaki plastik fabrikasi
gosterilmistir. Plastik iireten fabrikanin 20 yil siiren faaliyeti sonucu ¢evre sulara
biiylik miktarda yiiksek derecede noérotoksik olan metilciva yayilmistir. Bu sularda
yetisen balik ve kabuklular1 yiyen insanlarda norolojik bozukluklar sekillenmistir.
Metilciva zehirlenmesinde; psikolojik sorunlar, uyusukluk, sallantili yiiriyiis,
bulanik goérme, isitme, koku ve tat almada sorunlar ve yeni dogan g¢ocuklarda
stingerimsi beyin olgusu gozlemlenmistir (Ekino ve ark. 2007, Wu ve ark. 2010).
Civa zehirlenmesinde diger tarihi bir vaka ise, Irakta 1970 yilinda yaganmistir. Civa
ile kontamine olmus tahildan yapilan ekmekten yiyen 10 000’1 agkin kisi zehirlenmis

ve bu zehirlenme sonucu birkag bin kisi hayatini kaybetmistir (Jarup 2003).
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Civa kloriir yakin tarihte saglik alaninda yaygin sekilde kullanilmaktaydi.
Miishil ilaci olarak ve dis ¢ikaran ¢ocuklarda dis tozu seklinde kullanilmasi sonucu
zehirlenme vakalarina sebep olmustur. Dis tozu kullanan ¢ocuklarda, asir1 terleme,
ellerde ve ayaklarda kirmizimsi agrili sislikler, viicudun g¢esitli bolgelerinde
dokiintiiler, ilgisizlik, halsizlik, kilo kaybi, dikkat kaybi1 ve fotofobi gibi
semptomlarin sekillendigi rapor edilmistir (Clarkson ve Magos 2006). Civa kloriir
miishil ilact olarak kullanildiginda noérolojik semptomlar ve bobrek yetmezlegi

olustugu rapor edilmistir (Davis ve ark 1974).

Merkiirik civa suda ¢oziinebilen ¢ok toksik bir civa formudur. Merkiirik
civanin bir grami bile Oldiiriicii olabilmektedir. Civanin bu formu bobrekte
birikmekte ve bobrek yetmezligine sebep olmaktadir. Merkiirik civa oral yolla
alindiginda gastroenteritise ve stomatitise sebep oldugu rapor edilmistir. Merkiirik
okside solunum yoluyla maruz kalan is¢ilerde, olusturdugu hasar sonucu solunum

yetmezligi sekillendigi bildirilmistir (Clarkson ve Magos 2006).

Metalik ve metil civa’nin merkezi ve periferal sinir sisteminde yiiksek derecede
toksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikler ¢cocuklar ve gebeler, civa alimina
cok hassastirlar. Kontamine balik yoluyla alinan civa plasentaya gegmekte ve fetiisiin
sinirsel gelisimini etkileyerek konusma giicliigiine, hafiza, isitme ve gérme kaybina
sebep olabilmektedir (IPCS 1990).

1.2.3.5. Civamin Disi Ureme Sistemi Uzerine Etkisinin Arastirildign Cahsmalar

Civanin iireme sistemine olumsuz yonde etki ederek, abort, 6lii dogum, konjenital
malformasyon, kisirlik, ovulasyonun engellenmesi ve menstriiel siklusun bozulmasi
gibi problemlere sebebiyet verdigi bildirilmektedir (Schuurs 1999). Civa buharina
maruz birakilan ratlar lizerinde yapilan bir ¢aligmada, ratlarin viicut agirliginda
azalma meydana geldigi, dstriis siiresinin uzadig1 ve korpus luteumun morfolojisinde
bir kisim degisiklikler oldugu gozlenmistir (Davis ve ark. 2001). Arastirmalarda
civanin hipotalamus, hipofiz ve ovaryumda biriktigi gosterilmistir (Kosta ve ark.

1975, Ernst ve ark. 1993). Ayrica Lamperti ve Printz (1974) korpus luteum
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dokusunda, ovaryumun genel kismina oranla daha fazla civa biriktigini
gostermislerdir. Civa yiiksek derecede reaktif oldugu i¢in bu dokularda hiicre igi
enzim ve protein sistemlerini bozmakta ve bundan dolay1 feedback mekanizmasini
etkileyip, lireme problemlerine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Davis ve ark.

2001).

Lamperti ve Printz (1973) tarafindan gerceklestirilen bir g¢alismada ise
hamsterlara giinliik 1 mg civa kloriir verilmesi sonucu korpus luteumun geg¢ olustugu,
folikiiler gelisimin zayif kaldigi, serum progesteron seviyesinin diistiigli ve Ostriis
stiresinin uzadig tespit edilmistir. Lamperti ve Niewenhuis (1976) tarafindan yapilan
diger bir calismada ise, civa kloriir Ostriis siklusu boyunca disi hamsterlara gilinde
1 mg enjekte edilmis ve sonrasinda yapilan analizlerde hem serumda hem de

hipofizde FSH ve LH seviyelerinin arttig1 gozlenmistir.

Dis hekimliginde kullanilan amalgam %50 oraninda civa igermektedir. Bundan
dolayi, amalgam hazirlayan dis teknisyenleri civa buharina énemli 6l¢iilerde maruz
kalmaktadirlar.  Nitekim kadin dis teknisyenlerinin {lireme kapasiteleri

arastirildiginda, infertilitenin arttig1 tespit edilmistir (Rowland ve ark. 1994, Schuurs
1999).

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arac ve Geregler

2.1.1 Kullanilan Cihazlar

1. Laminar flow kabini (Esco Class I1)
2. Inverted mikroskop (Olympus)

3. Masa tipi buharl otoklav cihazi (Systec)

40



4. Posetleme cihazi (Euroseal)

5. Hava dezenfeksiyon cihazi (Light Prossess)
6. Ultra saf su cihazi1 (Millipore)

7. Etiiv (Niive)

8. Hassas terazi (Sartorius)

9. Vorteks (Stuart)

10. Santrifiij cihaz1 (Hettich)

11.Mini santrifiij (Eppendorf)

12. Karbondioksitli inkiibator (Binder)

13. Su banyosu (Julabo)

14. Gamma sayaci1 (Mini-assay type 6.20)

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Dulbacco's Modified eagles medyum/Nutrient mixture F-12 HAM (Sigma D8437,
USA)

2. 22(R)-Hydroxycholesterol (Sigma H9384, USA)

3. 5B -Androstan-3p-ol-17-one (Steroloids A3670, Newport)

4. ITS Liquid Media Supplement (Sigma 13146, USA)

5. Antibiotic/Antimycotic Gamma-irradiated Cell Culture Tested (Sigma A5955,
USA)

6. Bovine Serum Albumin (Sigma A9418, USA)

7. Newborn Calf Serum (Sigma N4637)
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8. Beta-Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrate (Sigma N7004, USA )
9. Nitro Blue Tetrazolium Grade In Crystaline (Sigma N5514,USA)

10. Trypan Blue Solution Cell Culture Tested (Sigma T8154, USA)

11. Phosphate Buffer Solution Tablets (Sigma 79382, USA)

12. Sigmacote (Sigma SL2, USA)

13. Deoxyribonuclease (Sigma D4527, USA)

14. Cadmium Chloride (Sigma 202908, USA)

15. Lead(Il) Acetate Trihydrate (Sigma 316512, USA)

16. Mercury(I)Chloride (Sigma 203777, USA)

2.1.3. Kullanilan Diger Sarf Malzemeler

1. Millex-GP Siringa Ucu Filtre, 0.22 pm, PES membran ( Milipore SLGP033RS,
Germany)

2. Hiicre kiiltiirti pleyti, 6 kuyucuklu (Corning CC3516, USA)

3. Tek kullanimlik 10 mI’lik steril pipet (Corning CC4488, USA)

4. Santrifiij tiip, 15 ml (Corning CLS430053, USA)

5. Santrifiyj tiip, 50 ml (Corning CLS430897, USA)

6. Hiicre siizgeci, 100 pm (BD Falcon 352360, USA)
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2.2. Yontem

Tez calismast kapsaminda ii¢ farkli agir metalin, luteal progesteron sentezi iizerine
etkisi arastirildi. Calismada luteal hiicreler izole edildikten sonra, farkli dozlarda agir
metal ilave edilen kiiltiir ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kullanilmus
medyum toplandi ve Radioimmunoassay (RIA) yoOntemiyle progesteron analizi
yapilincaya kadar -20 °C’de dondurularak saklandi. Daha sonra hormon analizi
yapilarak progesteron sentezinde meydana gelen degisiklikler kaydedildi ve

degerlendirildi.

Mevcut caligmanin hiicre kiiltiirii asamasi, Arikan ve Rodway (2000)’1n
calismalarinda kullandigi metodun modifiye edilmesiyle yedi ana kisimda
gerceklestirildi. Bu kisimlar; deney oOncesi yapilan hazirliklar, uygun dokunun
toplanmasi, luteal hiicrelerin izolasyonu, hiicre sayimi, inkiibasyon sirasinda
hiicrelere uygulanacak metal dozlarinin hazirlanmasi, hiicrelerin inkiibasyonu ve

hormon analizinden ibarettir.

2.2.1. Deney Oncesi Yapilan Hazirhklar

Hiicre kiiltiirii siiresince kirlenmis olan metal ya da cam malzemeler, akan su altinda
kirlerinden arindirildiktan sonra sabunlu suda 1 giin bekletildi. Sabunlu suda
bekleyen malzemeler suyun altinda iyice durulandiktan sonra, distile sudan

gecirilerek (10 kez) kurutulmak tizere 4-5 saat siireyle etiive (75 °C) kaldirildz.

Hiicre izolasyonu sirasinda pastor pipeti, erlenmayer ve huni gibi bazi cam
malzemeler hiicrelere temas etmektedir. Bu malzemelerin iiretimi sirasinda
yiizeylerinde sekillenen mikroskobik ¢ikintilar, hiicre membranina zarar vermekte ve
hiicrenin 6liimiine sebep olabilmektedir. Hiicrelerde meydana gelebilecek olasi
hasarin engellenmesi amaciyla, hiicrelere temas eden biitiin cam malzemelerin i¢
ylizeyi pliriizsiiz hale getirildi. Bu amagla Sigmacote (Sigma SL2, USA) soliisyonu
kullanild1i. Cam malzemelerin i¢ yiizeyi bu kimyasalla temas ettigi zaman, yiizey ince

bir filmle kaplanmakta ve piiriizsiiz hale gelmektedir. Malzemeler sigmacote’tan
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gecirildikten sonra kurutulmak iizere etiive (75 °C) kaldirildi. Kurutma igleminden
sonra sigmacote’a maruz kalmis biitiin cam malzemeler distile sudan 8-10 kez

gecirildikten sonra tekrar etiive kaldirilarak kurutuldu.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak biitiin malzemeler sterilizasyon amaciyla
bireysel olarak otoklav posetiyle paketlendi ve ardindan otaklavda 121 °C’de, 20
dakika siireyle sterilize edildi. Deneye baslamadan 6nce ortam dezenfeksiyonun
saglanmas1 amaciyla, kapali devre sistemi 6zelligindeki hava dezenfeksiyon cihazi
(Light Prossess) caligtirildi. Ayrica deneyden oOnce, laminar kabine alinan
malzemelerin ve kabin i¢inin dezenfeksiyonu amaciyla, 15 dakika siireyle ultraviyole

(UV) lambasi ¢alistirilarak ortam ve malzemelerin yiizey dezenfeksiyonu saglandi.

2.2.2. Doku Secimi

Mevcut calismada korpus luteum kaynagi olarak inek ovaryumlar:t kullanildi.
Deneylerde kullanilan dokular mezbahadan temin edildi. Kesimden hemen sonra
toplanan ovaryumlar steril sartlarda buz igerisinde laboratuvara ulastirildi. Getirilen
ovaryumlar Ireland ve ark. (1980)’nin belirttigi kriterler 1s18inda degerlendirilerek

(Cizelge 2.1) midluteal donem korpus luteumu bulunduran en uygun ovaryum

belirlendi (Sekil 2.1).

=
-~
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
—
-
=
=
-
-
-
-
-
-
-
e
-
.
|-
-
-
-
.
.
.
.
.
.
.
v
I3
-
-
-

Sekil 2.1. Ovaryum ve korpus luteumun goriintimii.
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Cizelge 2.1. inek korpus luteumunda Ostriis siklusu boyunca meydana gelen

morfolojik degisiklikler (Ireland ve ark. 1980).

Korpus
Luteumun
Gorinumii

Dokunun dis
kism

Dokunun i¢
kism

Dokunun
capl

Dokunun
yiizeyindeki
damarlasma

durumu

10 mm’den
biiyiik folikiil
varhgi

1. (1-4)

Kirmizi, ovulasyon
yeni ger¢eklesmis,
ovulasyon noktasi
epitel doku
tarafindan heniiz
ortiilmemis

Kirmizi, nadiren
kanla dolmus, doku
gevsek tabiatta

0,5-15cm

Gozikkmemekte

Goziikmemekte

Ostriis Siklusunun Asamalari

2. (5-10)
Midluteal
Ovulasyon
noktasi ortiilmiis,
korpus luteumun
tepe kismi
kirmizi ya da
kahverengi

Yalnizca bas
kismi kirmizi ya
da kahverengi,
dokunun kalan
kism1 turuncu

1,6-2cm

Genellikle
periferde sinirl

Goriilmekte

2.2.3. Luteal Hiicrelerin izolasyonu

2.2.3.1. izolasyon I¢in Dokunun Hazirlanmasi

3. (11-17)
Midluteal

Turuncu ya da hafif
kahverengi

Turuncu

1,6-2cm

Donemin
baslangicinda
periferde, ilerleyen
stiregte dokunun
bas kismina dogru
seyretmekte

Net degil, bazen
goriilebilir

4. (18-20)

Acik sar1 veya
beyaz

Turuncu ya da
sari

1 cm’den kiiglik

Gozikmemekte

Goriilmekte

Laboratuvara getirilen ovaryumlarin ¢alisma i¢in en uygun olani belirlendikten

sonra, secilen ovaryum %70’lik alkolden gecirilerek yiizey dezenfeksiyonu saglanda.

Sonra, alkoliin uzaklastirilmas1 amaciyla ovaryum steril fizyolojik tuzlu suyla

yikand1 ve laminar kabin i¢indeki steril plastik petri kutusuna alindi. Kabin igerisinde

korpus luteum dokusu makas yardimiyla ovaryumdan ayristirildi. Ardindan luteal

doku bir baska steril plastik petri kutusuna aktarildi ve tek tarafli steril jilet
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yardimiyla kiiglik pargalara ayrildi. Parcalanan doku, kan hiicrelerinin
uzaklagtirllmasi amaciyla, huni iizerine yerlestirilen steril bir slizge¢ (100 um
capinda por araligina sahip) igerisine aktarildi ve medyumla yikandi. Yikanmis doku,
cam huni yardimiyla agzi kapakli erlenmayere aktarilarak medyum hazirlanincaya

kadar + 4 °C’ye kaldirildi.

2.2.3.2. Medyum Hazirlanmasi ve Hiicre izolasyonu

Izolasyon medyumunun bilesiminde, bag dokunun sindirilmesini saglayacak ve
ortaya ¢ikan serbest hiicreleri besleyecek kimyasallar bulunmaktadir. Medyuma ilave
edilen kollejenaz, bag dokuyu sindirmekte ve hiicrelerin bireysel olarak serbest
kalmasin1 saglamaktadir. Kollejenazin aktivitesi sirasinda pargalanan hiicrelerden
DNA agiga ¢cikmaktadir. Serbest kalan DNA, hiicrelerin birbirine yapigsmasina sebep
olmaktadir. Bu yiizden DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Medyum
karigimina ilave edilen DNA’az sayesinde DNA pargalar1 uzaklastirilmakta ve bu
problemin Oniine gecilmektedir. Hiicrelerin izolasyon boyunca yeterince
beslenebilmesi i¢in medyuma bovine serum albumin (BSA) katilmaktadir. Ayrica
kullanilan medyum da, ihtiva ettigi bilesenler sayesinde hiicrelerin beslenmesinde ve
optimum kosullarin saglanmasinda gérev almaktadir. Izolasyon sirasinda olasi bir
bakteriyel iireme riskine karst medyuma antibiyotik-antimikotik karigimi da

katilmaktadir.

Luteal dokuya yapilan enzimsel muameleler sonrasinda bir seferde biitiin
dokunun hiicrelerine ayrigmast miimkiin degildir. Bu nedenle yeterli miktarda hiicre
elde etmek igin islem toplamda yedi defa tekrarlandi. Izolasyon igin hazirlanan
medyum karisimi 70-72 ml olacak sekilde hesap edildi. Kullanilan kimyasallarin
oranlari; BSA ml’de 2,5 mg, DNA’az ml’de 0,04 mg, kollejenaz ml’de 0,2 mg ve son
olarak antibiyotik-antimikotik soliisyonu %1 oraninda hesap edildi. Medyum
karisimi hazirlanirken oncelikle 70 ml medyum (15 mM HEPES igeren Dulbecco’s
Modified Eagle’s and HAM’s F-12 nin bire bir karisimi) steril bir pipetle 100 ml’lik
steril bir cam siseye alindi. Sonra medyuma, yukarida bahsedilen oranlarda BSA,

DNA’az ve antibiyotik ilave edildi ve iyice ¢alkalanarak karigmasi saglandi.
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Kollejenaz sivi iginde zamanla aktivitesini kaybettiginden dolay1r toplu olarak
medyuma katilmayip her islem 6ncesinde tartilarak, medyuma sonradan ilave edildi.
Izolasyonda bundan sonraki islemler ayn1 sekilde gerceklesmek iizere toplamda yedi
defa tekrarlandi. Medyum karisimindan (BSA, DNA’az ve antibiyotik i¢ceren) 10 ml
alinarak steril bir erlenmayere aktarildi ve lizerine 2 mg kollejenaz ilave edildi.
Sonrasinda kollejenaz ilave edilen medyum, oksijen tiipii kullanilarak 2 dakika siire
ile oksijenlendi. Oksijenlenmis medyum karigimi 10 mI’lik steril enjektore ¢ekildi ve
enjektoriin ucuna takilan siringa ucu filtreden (0,22 um) gegirilerek sterilizasyonu
saglandi. Filtre edilen medyum, i¢inde doku bulunan erlenmayere aktarildi.
Sonrasinda erlenmayer agzi1 kapatilarak 37 °C’deki calkalamali su banyosuna 30
dakika siireyle kaldirildi. Siire tamamlandiginda serbest kalan ve dokunun iistiinde
yiizen hiicreler, ¢cokmiis olan sindirilmemis dokuyu hareketlendirmeden, pastor pipeti
yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak tiipe (15 ml’lik falkon) aktarildi. Bu islem
bundan sonra toplamda alti defa daha tekrarlandi. Otuz dakikalik birinci
inkiibasyondan sonra gerceklestirilen diger inkiibasyonlar 15 dakika arayla

tekrarlanda.

Luteal doku tamamen parcalandiginda, elde edilen biitiin siipernatantlar,
parcalanmamis dokulardan arindirilmasi amaciyla 100 um capinda porlara sahip
steril filtreden gegcirilerek biiyiik bir tipe (50 ml’lik falkon) toplandi. Elde edilen
hiicreleri kollejenaz ve DNA’az kalintilarindan arindirmak amaciyla, tiipiin bos
kismina medyum konularak 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
stipernatant atild1 ve dibe ¢oken hiicreler dikkatli bir sekilde pipetlenerek tekrar
medyumla yikandi. Yikama islemi toplamda ii¢ kez tekrarlandi ve ¢dken hiicreler
genis bir erlenmayere alinarak sayilmak ve ekilmek tiizere siispansiyon haline

getirildi.

2.2.4. Hiicrelerin Sayimi
Hiicrelerin canlilik oranmin belirlenmesinde trypan blue soliisyonu kullanildi. Olii

hiicrelerde trypan blue hiicre membranini gegerek hiicre igerisine girmekte ve

hiicreyi mavi renge boyamaktadir. Canli hiicrelerde ise trypan blue hiicre
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membranin1 gegemedigi i¢in hiicreler saydam-beyaz renkte goziikmektedir. Trypan
blue’nun bu 6zelligi kullanilarak, belli bir hacimde var olan hiicrelerin ylizde kaginin
Ollip 6lmedigi tespit edildi. Trypan blue ile canlilik oranin belirlenmesi su sekilde
gergeklestirildi; hazirlanan siispansiyondan 100 pl alindi ve tizerine 100 pl trypan
blue soliisyonu eklendi. Yaklasik 4-5 dakika sonra, elde edilen karigimdan 10 pl
alinarak hemositometrenin (Neubauer lami) ilgili bolgesine birakildi ve karigimin
lam ile lamel arasinda yayilmasi saglandi. Mikroskop altindaki incelemede maviye
boyanan hiicreler 6lii, boya almayan hiicreler ise canli kabul edildi. Canlilik oraninin
%80 ve iistii oldugu durumlarda ¢aligmaya devam edilirken, canlilik oraninin yetersiz

goriildiigi durumlarda ¢alismaya son verildi.

Luteal doku, luteal hiicrelere ilaveten l0kosit, eritrosit, mast hiicresi ve
fibroblast gibi ¢esitli hiicreleri de bulundurmaktadir. Bundan dolayr mevcut
calismada, hiicre sayimi sirasinda steroidojenik aktiviteye sahip luteal hiicrelerin
diger hiicrelerden ayirt edilmesini saglayacak boyama soliisyonu kullanildi. Bu
boyama metodunda hiicrelerin steroidojenik faaliyetlerinden yararlanildi. Inkiibasyon
sirasinda steroid sentezleyen luteal hiicrelerin ihtiva ettigi 3-HSD enzimi, kullanilan
kimyasallar ile reaksiyona girmekte ve luteal hiicrelerin koyu mavi-mor renk
almasina sebep olmaktadir. Boylelikle luteal hiicreler diger hiicrelerden rahatlikla

ayirt edilebilir hale gelmektedir.

Boyama islemi oOzetle su sekilde gergeklestirildi; hazirlanan hiicre
stispansiyonundan 200 pl alinarak mikro tiipe aktarildi ve 5 dakika siireyle santrifii
(500 g) edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve hiicrelerin tespit edilmesi
amaciyla %1’lik paraformaldehit ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilerek 20 dakika
beklendi. Siire tamamlandiginda mikrotiip, tespit olan hiicrelerin paraformaldehitten
arindirilmas1 amaciyla iki defa santrifiij edilerek PBS ile yikandi. Fikse olan
hiicrelerin {izerine 6zel boyama soliisyonundan [PBS i¢inde BSA (%0,1), NAD (1,5
mM), nitro blue tetrazolium (0,25mM), 5B-androstene-3p-0l-17 one (0,2 mM)] 200
pl ilave edildi. Mikro tiip, karanlik ortam olusturulmasi amaciyla aliiminyum folyoya
sarild1 ve 4 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi. Siire doldugunda mikro tiipiin

icindeki karisim yavagga homojenize edilerek karisimdan 10 pl alindi1 ve Neubauer
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laminda sayildi. Sayim sonrasinda yapilan hesaplamalarla, elde edilen

siispansiyondaki steroidojenik aktiviteye sahip luteal hiicrelerin sayis1 belirlendi.

Hiicre boyamasi, inkiibasyon siiresince hiicrelerin gelisme ve biiyiimelerinin
gbzlenmesi amaciyla pleyt ilizerinde de gergeklestirildi. Boyamalar inkiibasyonun
I’inci ve 3’iincii giinlerinde kontrol pleytleri tizerinde, 5’inci giin kontrol pleyti dahil
biitiin metal uygulanmis pleytler lizerinde gerceklestirildi. Pleyt {izerinde hiicrelerin
boyanmasi su sekilde gerceklestirildi; pleyt gozlerindeki medyum bosaltildiktan
sonra, pleyt gozleri PBS ile yikandi ve 1 ml %1’lik parafolmaldehit soliisyonundan
ilave edilerek hiicrelerin 20 dakika siireyle fiksasyonu saglandi. Hiicreler fikse
olduktan sonra 2 defa PBS ile yikandi ve lizerine 1 ml 6zel boyama soliisyonundan
[PBS i¢inde BSA (%0,1), NAD (1,5 mM), nitro blue tetrazolium (0,25mM), 5p-
androstene-3p-ol-17 one (0,2 mM)] ilave edildi. Pleytler aliiminyum folyoya
sarilarak 4 saat siire ile 37 °C inkiibe edildi. Boyama sonucunda, steroidojenik
aktiviteye sahip hiicrelerin koyu maviye boyanmasi ile, luteal hiicrelerin yapisma ve

biiylimelerinin degerlendirilebilmesi i¢in belirgin bir goriintii elde edildi.

2.2.5. Inkiibasyon Sirasinda Hiicrelere Uygulanacak Agir Metal Dozlarinin

Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiri ortamimna uygulacak kadmiyum, kursun ve civanin dozlari, 6n
denemeler sonucu belirlendi. Uygulanacak ti¢ metal de distile suda ¢ozdiiriildii ve
100 mM stok soliisyonlar1 hazirlandi. Bunun i¢in kadmiyum kloriir 18,33 mg, kursun
asetat trihidrat 37,93 mg ve civa kloriir 27,15 mg tartilarak 1 ml distile su icinde
¢ozdiiriildii. Hazirlanan stok soliisyonlarindan birkag¢ sulandirma islemiyle ara dozlar
elde edildi. Bu ara dozlardan belirli hacimlerde alinip 100 kati hacme sahip
medyuma ilave edildiginde, hiicrelere uygulanacak agir metal icerikli medyum

karisimi elde edildi.
Calismada kullanilan kursun asetat trihidratin doz ayarlamasi su sekilde

gergeklestirildi; kursun asetat trihidratin stok soliisyonunundun birka¢ sulandirma ile

5 000, 1 000, 100 ve 10 uM ara dozlar elde edildi. Pleytlerin her goziine 2 ser ml
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medyum ilave edilecegi ve her doz igin 2 goz kullanilacagi hesap edildiginde, her
doz i¢cin en az 4 ml medyum gerekmektedir. Ayrica medyum karigiminin
filtrelenmesi sirasinda, filtre ve enjektdrde kalacak medyum hesap edildi ve kaybin
en fazla 0,5 ml olacagi belirlendi. Bundan dolay1 s6z konusu kayip ta hesap edilerek
her doz i¢in 4,455 ml medyum tiiplere (15 ml’lik falkon) boliindii. Sonrasinda kursun
asetat trihidratin ara dozlarindan (5 000, 1 000, 100 ve 10 uM) 45’ser pl tiiplerin
tizerine eklenerek, 4,5 ml medyum (agir metal soliisyonu ilave edilmis) karisimi elde
edildi. Karisim 1 dakika vortekslendi. Sonug olarak ara dozlar 100 kat seyrelerek 50,
10, 1 ve 0,1 puM kursun asetat trihidrat iceren medyum karigimi hazirlandi.
Ayarlanan dozlarin hepsinin de su igerigi %1 oldugundan, kontrol grubuna da %1
oraninda distile su ilave edildi. Kadmiyum ve civa da benzer sekilde sulandirilarak,
kadmiyum kloriiriin 0,1; 0,25; 0,5; 1 uM ve civa kloriiriin 1; 2,5; 5, 10 uM dozlar
elde edildi (Cizelge 2.2).

Cizelege 2.2. Kiiltiir ortamina uygulanan metaller ve dozlar1.

Kadmiyum Kloriir Kursun Asetat Trihidrat Civa Kloriir
0,1 uM 0,1 uM 1 uM
0,25 uM 1 uM 2,5 uM
0,5 uM 10 uM 5 uM
1 uM 50 uM 10 uM

2.2.6. Hiicrelerin Inkiibasyonu

Hiicrelerin inkiibasyonu toplamda 5 giin siireyle gerceklestirildi. Ik 24 saatlik
stirecgte, hiicrelere herhangi bir islem yapilmayarak sadece hiicrelerin pleytin tabanina
yapigmasi saglandi. 11k inkiibasyonun sonunda pleytlerdeki medyum, agir metal ilave
edilmis medyum karigimi ile degistirilerek 48 saat siireyle yeniden inkiibe edildi.
Ikinci inkiibasyonun sonunda kullanilmis medyum hormon analizi i¢in toplanip
sakland1 ve pleytlere taze hazirlanmis agir metal ilaveli inkiibasyon medyumu

dagitilarak 48 saat siireyle son kez inkiibe edildi. 5. giiniin sonunda hiicre ortami
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hormon analizi i¢in toplanip —20 °C de saklandi. Sonug olarak luteal hiicreler, 48’er
saatlik periyotlarda olmak iizere 3. ve 5. giinlerde iki defa agir metale maruz

birakilmis oldu.

Hiicre inkiibasyonu 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerinde gergeklestirildi.
Inkiibasyon igin gerekli olan toplam medyum karigiminin hesabi, bir pleyt goziinii 2
ml gelecek sekilde yapildi. Ornegin ¢alismada 5 pleyt kullanilacaksa, 5x6x2=60 ml

medyum karisimi gerekmektedir.

Hazirlanmasi gereken medyum karisimi hesap edildikten sonra ilk 24 saatlik
inkiibasyon i¢in, belirli bir hacimdeki medyum (15 mM HEPES igeren Dulbecco’s
Modified Eagle’s and HAM’s F-12 nin bire bir karigimi) steril bir siseye aktarildi ve
tizerine %8 oraninda newborn calf serum (NCS) ve %1 oraninda antibiyotik-
antimikotik sollisyonu ilave edildi. Karigim iyice g¢alkalandiktan sonra pleytlerin
goziine ikiser ml aktarildi. Hazirlanmis olan hiicre siispansiyonundan pleytlerin her
goziine 100 pl ekildikten sonra, pleytler inkiibasyon i¢in 37 °C’ye sabitlenmis
karbondioksitli etiive 24 saatligine kaldirildi. Karigima katilan NCS sayesinde,
hiicreler pleytin tabanina yapismakta ve boylelikle medyum degisiminde hiicre kaybi

onlenmektedir.

[lk 24 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicrelerin ekildigi besi ortami yeni
hazirlanan agir metal icerikli inkiibasyon medyumu ile degistirilerek deneysel
muamelelere baglandi. Ancak bu kiiltir medyumuna NCS yerine %1 oraninda ITS
premiksi (10 pg/ml insulin, 5,5 pg/ml transferrin ve 5 ng/ml sodyum selenit) eklendi.
Ayrica bu medyum karigimina 22(R)-hidroksikolesterol de (10 pg/ml) eklendi.
Kolesterol steroid sentezinde hammadde olarak kullanildigi i¢in luteal hiicrelerin

faaliyetleri sirasinda gerekmektedir.

Calismada hiicre kiiltiirii denemeleri her metal icin 4 kez tekrarland1 ve her
tekrarda dozlarin her biri i¢in pleytin 2 kuyucugu kullanildi. Sonug olarak kiiltiir
ortamina uygulanan her bir doz i¢in, hormon analizini gergeklestirmek iizere 8 ayri

numune elde edildi.
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2.2.7. Hormon Analizi

Hormon analizi gama sayacinda progesteron Kkitleri kullanilarak yapildi. Analizler
kiti idireten firmanin hazirladigi protokole gdre gerceklestirildi. Oncelikle
numunelerin  her biri i¢in, ayrica kalibrasyon ve kontrol i¢in 12x75mm
boyutlarindaki ylizeyi antikorla kaplanmuis tiipler etiketlendi. Total count 1 ve 2 i¢in
antikorla kaplanmamis plastik tiipler etiketlendi. Numunelerin her biri, RIA kitinin
Olclim araliginda olmasi amaciyla 30 kat sulandirildi. Sulandirilmis numuneler,
kontrol ve kalibrasyon sivilari vortekslendikten sonra, her birinden kendisi igin
etiketlenen tiipe 50 ser pul aktarildi. Her bir tiipilin {izerine, total count 1 ve 2 dahil
olmak iizere 500 pl tracer eklendi. Tiipler agz1 kapatilip coklu karistiricida
karistirildiktan sonra, 24 °C'ye ve 200 g’ye sabitlenmis su banyosuna bir saatliine
kaldirildi. Su banyosundan alinan tiiplerin (total count tiipleri hari¢) icindeki
radyoaktif karisim, radyoaktif atik torbasina bosaltildi. I¢i bosaltilan tiipler,
radyoaktif maddeden arindirilmasi amaciyla kurutma kagitlar1 serilmis alana ters
cevrilerek 2 dakika siireyle birakildi. Tiipler son olarak gamma sayaci cihazina
yerlestirildi ve 50 saniye siireyle 6l¢iimleri yapildi. Kayit edilen sonuglar AssayZap
(Biosoft/United Kingdom) grafik programi kullanilarak ng/ml"ye dontstiirtildii.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SAS programimin (8.02 Inst. Cary NC. USA) General
Linear Model prosediirii kullanilarak (PROC GLM) yapildi. Gruplar arasi
farkliliklarda  6nemliligin  kontrolii igin Tukey testi uygulandi. Istatistiksel

degerlendirmede p<0.01 diizeyi, anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Boyamasi

Hiicreler kiiltiir oncesi, devami1 ve sonrasinda, steroid sentezleyen hiicrelere 6zgii 33-
HSD enziminin aktivitesinden faydalanilarak boyandi. Hiicrelerin mavi-mor renk
almasi1 steroidojenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Hiicreler izole
edildikten sonra boyandi ve Sekil 3.1°de gorildigii gibi, hatlariin yuvarlak ve
diizgiin oldugu gozlendi. Inkiibasyon sirasinda yapilan boyamalarda ise, hiicrelerin
Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’te goriildiigii gibi pleytin tabanina yapisip blyidigi ve
cevresindeki diger hiicrelerle iletisim kurdugu goriildii. Mevcut ¢alismada hiicrelerin
gelisiminin takip edilmesi amaciyla, her deneyin inkiibasyonun 1 ve 3. giinlerinde
kontrol pleytleri ve 5. giinde biitiin pleytler boyandi. Bu boyama sonucunda
hiicrelerin pleytin tabanina yapismasi, biiylimesi, komsu hiicrelerle baglant1 kurmasi
ve boyanma derecesi kontrol edilerek degerlendirildi. Inkiibasyonun 1. giiniinde
yapilan degerlendirmeye gore deneyin devam edip etmeyecegine karar verildi. Eger
hiicre gelisimi saglikli degilse, inkiibasyona davam edilmeyerek deneme

sonlandirildi.

Mevcut  calismada  deneyler 5  gilinliik  inkiibasyonun  ardindan
sonlandirildiginda, her deneyin kontrol ve doz gruplar1 boyandi. Boyama sonucunda
yiiksek dozda agir metale maruz kalan hiicrelerin (Sekil 3.5, 3.6, 3.7), kontrole oranla

daha acik boyandig1 gozlendi.
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Jud

Sekil 3.1. Inkiibasyon dncesi boyanmus luteal hiicrelerin goriintiisii (X20).

Sekil 3.2. Inkiibasyonun birinci giiniinde kontrol grubuna ait hiicrelerin, kiiltiir pleyti

tabaninda boyanmig goriintiisii (X20).
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Sekil 3.3. inkiibasyonun iigiincii giiniinde kontrol grubuna ait hiicrelerin, kiiltiir pleyti
tabaninda boyanmig goriintiisii (X20).

Sekil 3.4. Inkiibasyon bitiminde (5. giin) kontrol grubuna ait hiicrelerin, kiiltiir pleyti
tabaninda boyanmis goriintiisii. (X20).
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Sekil 3.5. Inkiibasyon bitiminde (5. giin) yiiksek doz (1 pM) kadmiyum grubuna ait
hiicrelerin, kiiltiir pleyti tabaninda boyanmig gériintiisii (X20).

Sekil 3.6. Inkiibasyon bitiminde (5. giin) yiiksek doz (50 pM) kursun grubuna ait
hiicrelerin, kiiltiir pleyti tabaninda boyanmig goriintiisii (X20).
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Sekil 3.7. Inkiibasyon bitiminde (5. giin) yiiksek doz (10 uM) civa grubuna ait

hiicrelerin, kiiltiir pleyti tabaninda boyanmig goriintiisii (X20).

3.2. Hormon Analizi Bulgular:

Mevcut ¢alismada kadmiyum kloriir, kursun asetat trihidrat ve civa kloriiriin luteal
hiicreler tarafindan sentezlenen progesteron iizerine etkisi arastirildi. Caligsma, 3 ve 5
giinliik inkiibasyon periyotlar1 seklinde tasarlanmistir. Calismada hiicrelere ilk giin
metal uygulamasi yapilmadig: i¢in, 3 giinliik inkiibasyon siirecinde hiicreler 48 saat
siireyle agir metale maruz kalmislardir. Ugiincii giiniin sonunda kullanilmis medyum
mikrotiiplere toplanarak —20 °C’de hormon analizi yapilincaya kadar saklanmistir.
Ucgiincii giinde pleytlerdeki kullanilmis medyum toplandiktan sonra, yerine yeni
hazirlanmis agir metal ilaveli inkiibasyon medyumu aktarilarak 48 saat siireyle tekrar
inkiibe edilmistir. Besinci giiniin sonunda pleytlerdeki kullanilmis medyum toplanip
—20 °C’ye kaldirilmistir. Pleyt i¢indeki medyum bosaltildiktan sonra, pleytlerde

bulunan hiicreler 6zel boyama yontemiyle boyanmustir.
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3.2.1. Kadmiyum Kloriiriin Steroid Sentezi Uzerine Etkisi

Calismada kadmiyum kloriiriin luteal progesteron sentezine etkisi ¢alisildi. Deneyler
dort kez tekrarlandi ve biitiin deneylerde kadmiyumun artan dozlarinda progesteron
sentezinin etkilendigi gézlendi. Bireysel olarak dort deneyin sonuglar Sekil 3.8, 3.9,
3.10 ve 3.11°de gosterilmistir. Dort deneyin istatistiki analizi yapildiginda,
kadmiyum kloriiriin progesteron sentezi iizerine etkisi, kontrol grubuna kiyasla biitiin
dozlarda istatistiki agidan &nemli (P<0,004) gériildii (Sekil 12). Ozellikle 1 uM
kadmiyum uygulamasmin 3. giin sonunda progesteron sentezini, kontrole kiyasla

%50 oraninda 5. giin sonunda ise %55 oraninda diisiirdiigii gézlendi (Sekil 3.12).

Mevcut caligmada ilk 3 giinliik inkiibasyonda, agir metal uygulanmis gruplarin
sonuglarinin kontrole daha yakin oldugu gozlenmistir. Hiicrelere yapilan ikinci
muamelede, yani 5 giinlik inkiibasyonda ise agir metalin progesteron sentezini

azaltici etkisi daha bariz ortaya ¢ikmustir.
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Progesteron sentezi (ng/20.000 hiicre)

3 Inklisbasyon gunleri

Sekil 3.8. Kadmiyum Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildig birinci deneme sonuglar1 (n=2). Kontrol (ll); 0,1 pM Kadmiyum Kloriir
(CD); 0,25 uM Kadmiyum Kloriir ((7); 0,5 uM Kadmiyum Kloriir (B); 1 pM
Kadmiyum Kloriir (E).

100 ~

Progesteron sentezi (ng/20.000 hiicre)

Inktibasyon gunleri

Sekil 3.9. Kadmiyum Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildigi ikinci deneme sonuglari (n=2). Kontrol (ll); 0,1 pM Kadmiyum Kloriir(CD);
0,25 uM Kadmiyum Kloriir (L); 0,5 pM Kadmiyum Kloriir @; 1 uM Kadmiyum
Klortir ().
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Inklibasyon gunleri

Sekil 3.10. Kadmiyum Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildigs ticiincii deneme sonuglari (n=2). Kontrol (lll); 0,1 pM Kadmiyum Kloriir
(O); 0,25 pM Kadmiyum Kloriir ((); 0,5 uM Kadmiyum Klorir (); 1 uM
Kadmiyum Kloriir ().
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Inkiibasyon ginleri

Sekil 3.11. Kadmiyum Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildigi dordiincii deneme sonuglar1 (n=2). Kontrol (ll); 0,1 pM Kadmiyum
Kloriir (L1); 0,25 uM Kadmiyum Kloriir (CJ); 0,5 pM Kadmiyum Kloriir @; 1 uM
Kadmiyum Klortir (E).
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Inkiibasyon gunleri

Sekil 3.12. Kadmiyum Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirldigt dort denemenin ortalama sonuglart (n=8). Kontrol (H); 0,1 pM
Kadmiyum Kloriir ([J); 0,25 uM Kadmiyum Kloriir (); 0,5 pM Kadmiyum Kloriir
(@); 1 uM Kadmiyum Kloriir (B). Kontrol dahil biitiin gruplara kolesterol (10 pg/ml
22R-HC) ilavesi yapildi. Veriler ortalama ve standart hata olarak gosterildi. Ayni
inkiibasyon giinlerinde, farkli harflerle gosterilen veriler arasindaki farklilik,
istatistiksel agidan dnemlidir (P<0,004).

3.2.2. Kursun Asetat Trihidratin Steroid Sentezi Uzerine Etkisi

Calismada, kursun asetat trihidratin 0,1; 1, 10 ve 50 uM dozlarinin luteal progesteron
sentezi lizerine etkisi calisildi. Deneyler dort kez tekrarlandi ve biitiin deneylerde
kursunun artan dozlarinda progesteron sentezini etkiledigi goézlendi. Bireysel olarak
dort deneyin sonuglart Sekil 3.13, 3.14, 3.15 ve 3.16’da gosterilmistir. Dort deneyin
ortalamasi alinip istatistiki analizi yapildiginda, kursunun progesteron sentezi lizerine
etkisi, 3. ve 5. giin sonunda 1 uM istii dozlarda kontrol grubuna kiyasla istatistiki
acidan onemli (P<0,003) goriildii (Sekil 3.17). Kursun en yiiksek dozda (50 puM)
uygulandiginda 3. giin sonunda progesteron sentezinin, kontrole kiyasla %43

oraninda, 5. giin sonunda ise %61 oraninda azaldig gozlendi (Sekil 3.17).
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Inkibasyon gunleri

Sekil 3.13. Kursun asetat trihidratin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildig1 birinci deneme sonuglari (n=2). Kontrol (l); 0,1 uM Kursun Asetat
Trihidrat (LJ); 1 uM Kursun Asetat Trihidrat (CJ)); 10 uM Kursun Asetat Trihidrat
(A); 50 uM Kursun Asetat Trihidrat ().
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Inklibasyon gunleri

Sekil 3.14. Kursun asetat trihidratin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirldigr ikinci deneme sonuglart (n=2). Kontrol (l); 0,1 pM Kursun Asetat
Trihidrat (CJ); 1 uM Kursun Asetat Trihidrat (CJ)); 10 uM Kursun Asetat Trihidrat
(A); 50 uM Kursun Asetat Trihidrat ().
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Inklibasyon gunleri

Sekil 3.15. Kursun asetat trihidratin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirldig {igiincii deneme sonuglart (n=2). Kontrol (l); 0,1 uM Kursun Asetat
Trihidrat (L1); 1 uM Kursun Asetat Trihidrat ((J); 10 uM Kursun Asetat Trihidrat
(A3); 50 uM Kursun Asetat Trihidrat ().
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Inklibasyon gunleri

Sekil 3.16. Kursun asetat trihidratin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirldigi dordiincii deneme sonuglart (n=2). Kontrol (ll); 0,1 pM Kursun Asetat
Trihidrat (L1); 1 uM Kursun Asetat Trihidrat ((J); 10 uM Kursun Asetat Trihidrat
(A); 50 uM Kursun Asetat Trihidrat ().
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Inkibasyon gunleri

Sekil 3.17. Kursun asetat trihidratin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildigi dort denemenin ortalama sonuglari (n=8). Kontrol (ll); 0,1 uM Kursun
Asetat Trihidrat (LJ); 1 pM Kursun Asetat Trihidrat ((J); 10 uM Kursun Asetat
Trihidrat (B); 50 uM Kursun Asetat Trihidrat (8). Kontrol dahil biitin gruplara
kolesterol (10 pg/ml 22R-HC) ilavesi yapildi. Veriler ortalama ve Standart hata
olarak gosterildi. Ayni1 inkiibasyon giinlerinde, farkli harflerle gosterilen veriler

arasindaki farklilik, istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,003).

3.2.3. Civa Kloriiriin Steroid Sentezi Uzerine Etkisi

Calismada, civa koriirlin artan dozlarmin (1; 2,5; 5 ve 10 uM) luteal progesteron
sentezi iizerine etkisi arastirildi. Deneyler dort kez tekrarlandi ve biitiin deneylerde
civanin artan dozlarinda progesteron sentezinin dnemli oranda diisiirdiigli gozlendi.
Yapilan bireysel deneylerin sonuglart Sekil 3.18, 3.19, 3.20 ve 3.21°de gosterilmistir.
Dort deneyin ortalamast almip sonuglar degerlendirildiginde, civanin artan
dozlarinda progesteron miktarinin énemli oranda azaldigr gézlenmistir. Bu diisiis
inkiibasyonun 3. ve 5. giinlerinde 2,5 uM ve {istii dozlarda kontrol grubuna kiyasla
istatistiki agidan onemli (P<0,01) goriilmiistiir (Sekil 3.22). Civanin uygulanan en
yiikksek dozunun (10 pM), inkiibasyonun 3. giiniinde progesteron sentezini %42
oraninda, inkiibasyonun 5. giiniiniide ise %54 oraninda diisiirdigli gosterilmistir

(Sekil 3.22).
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Progesteron sentezi(ng/20.000 hiicre)

Inkiibasyon ginleri

Sekil 3.18. Civa Kkloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirildigr birinci deneme sonuglar1 (n=2). Kontrol (l); 1 pM Civa Kloriir (C);
2,5 uM Civa Kloriir (CJ); 5 pM Civa Kloriir (E); 10 uM Civa Kloriir ().
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Inkiibasyon gtinleri

Sekil 3.19. Civa Kloriiriin luteal hiicrelerde progesteron sentezine etkisinin
arastirldigs ikinci deneme sonuglari (n=2). Kontrol (ll); 1 uM Civa Kloriir (C);
2,5 uM Civa Kloriir ((J); 5 pM Crva Kloriir (); 10 pM Civa Kloriir ().
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Kloriir ((0); 2,5 pM Civa Kloriir ((); 5 pM Civa Kloriir (); 10 pM Civa Kloriir
(B¥). Kontrol dahil biitin gruplara kolesterol (10 pg/ml 22R-HC) ilavesi yapild.
Veriler ortalama ve standart hata olarak gosterildi. Ayni inkiibasyon giinlerinde,
farkli harflerle gosterilen veriler arasindaki farklilik, istatistiksel agidan Snemlidir

(P<0,01).
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4. TARTISMA VE SONUC

Onemli cevre kirleticilerinden olan agir metallerin iireme sistemi {izerine olumsuz
etkileri olduguna dair bir¢cok c¢alisma yapilmistir. Sinirli sayida olmakla birlikte, disi
iireme fizyolojisinin énemli kismin1 olusturan ovaryum steroidogenesizi lizerine agir
metallerin etkilerinin arastirildigi calismalar da mevcuttur. Fakat bu calismalar
genellikle granuloza hiicrelerini kapsamakta olup, luteal hiicre {lizerinde ¢alisilan
sadece bir arastirmaya ulasilabilmistir. S6z konusu arastirma farkli bir tiir olan ratlar
tizerinde yapilmis olup, ¢alisma kapsaminda sadece kadmiyumun etkisine bakilmistir
(Paksy ve ark. 1992). Dolayisiyla tasarlanan tez ¢aligmasi inek luteal hiicre
kiiltiirtinde kadmiyum, kursun ve civanin progesteron sentezi ilizerine etkilerinin
arastirildigi ilk calisma olma 6zelligine sahiptir. Calismanin ekonomik ac¢idan 6nemli
bir deger teskil eden sigir irki {izerinde gergeklestirilmis olmasi ayrica dnem arz

etmektedir.

Cevre kirliligi unsurlarina bagli saglik sorunlarinin meydana gelmesinde en
onemli nokta, bu faktorlere ne oranda maruz kalindigidir. Birgok calismayla
kadmiyum, kursun ve civanin toksik dozlar1 belirlenmeye c¢alisilmistir.
Arastirmacilar bu tespitlere gore hava, su ve gida vasitasiyla alinabilecek ve tolere
edilebilecek maksimum miktarlari belirlemislerdir (EPA 2009, ATSDR 2013). Fakat
her gecen giin yapilan yeni arastirmalarin sonuglar1 dogrultusunda bu limitler, daha
da asagi cekilebilmektedir. Bu yoniiyle bakildiginda, ¢evre kirligi etmenlerinin saglik
lizerine etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda kullanilan etken maddelerin dozlar1 ve
maruziyet sliresi onem arz etmektedir. Kadmiyum, kursun ve civanin steroid
sentezine etkisinin arastirildiglr caligmalar incelendiginde, kullanilan agir metal
dozlarinin gok degisken oldugu gozlenmistir (Paksy ve ark. 2001, Zhang ve Jia 2007,
Roychoudhury ve ark. 2015). Mevcut aragtirmada kullanilan dozlar, simdiye kadar
bu alanda yapilan ¢alismalar arasinda kullanilan en diisiik dozlardir. Bu arastirmanin
sonucunda, kullanilan metal dozlarmin progesteron sentezini Onemli oranlarda
diistirdligli tespit edilmistir. Bu yoniiyle mevcut calisma kadmiyum, kursun ve
ctvanin, daha onceki aragtirmacilar tarafindan bildirilen dozlardan ¢ok daha diisiik

dozlarda bile steroid sentezini negatif yonde etkileyebildigini gostermektedir.

68



Progesteron, iireme hormonlar1 arasinda Onemli bir konuma sahiptir.
Progesteronun en onemli salinim yeri, korpus luteum ve eger gebelik sekillenirse
plasentadir. Progesteron az miktarda adrencal korteks, testisler ve ovaryumdaki
folikiillerden de salinmaktadir. Progesteronun gebeligin devami, lireme sikluslarinin
olusumu, ovaryum folikiillerinin gelisimi ve ovulasyonun meydana gelmesinde
onemli vazifeleri vardir (Graham ve Clarke 1997, Yilmaz 1999). Progesteron
hormonunun sentez ve salimmmini kisitlayacak herhangi bir faktor, {lireme
fizyolojisinde ¢esitli problemlerin olusumuna yol agacaktir. Bu yoniyle, ilireme
fizyolojisinde 6nemli gorevleri bulunan progesteron hormonunu etkileyen faktorlerin
tespiti son derece onemlidir. Bu alanda yapilan birkag ¢alismada, agir metallerin
progesteron sentezini etkiledigi gosterilmistir (Jolibois ve ark. 1999, Paksy ve ark.
2001, Zhang ve Jia 2007). Fakat in vitro olarak luteal hiicre kiiltlirlinde bu metallerin
progesteron sentezine etkisi neredeyse hi¢ arastirilmamistir. Sadece bir ¢aligmada, rat
luteal hiicre kiiltiirtinde kadmiyumun etkisi arastirilmigtir (Paksy ve ark. 1992).
Mevcut ¢alismada kadmiyum, kursun ve civanin luteal progesteron sentezini dnemli
Olclide diisiirdiigiiniin gosterilmesi, iireme agisindan Onem arz etmektedir. Bu
metallerin oldukca diigsik dozlarda bile iireme sagligi i¢cin ¢ok Onemli olan
progesteron sentezini olumsuz yonde etkilemesi, lireme problemlerinin kaynagina bir

acgidan 151k tutmaktadir.

Tez ¢aligmasinda kadmiyum, kursun ve civanin inek luteal hiicre kiiltiiriinde
progesteron sentezi lizerine etkileri arastirildi. Etkisi arastirilan bu ii¢ metalin, doz
artisiyla orantili olarak progesteron sentezini onemli derecede diisiirdiigii tespit
edildi. Calismada kadmiyum kloriiriin 0,1; 0,25; 0,5 ve 1 uM dozlar1 kullanildi ve 1
uM doz uygulanmis grupta progesteron sentezinde 5’inci giinde %55 oraninda
azalma tespit edildi. Kursun asetat trihidratin 0,1; 1, 10 ve 50 uM dozlar1 kullanildi
ve 5. glinde en yiikksek dozun (50 pM) progesteron miktarint %61 oraninda
diisiirdiigii belirlendi. Calismada civa kloriiriin 1; 2,5; 5 ve 10 uM dozlar1 kullanildi
ve 5. giinde 10 uM doz uygulanmis grupta sentezlenen progesteron miktarinda %54
oraninda azalma meydana geldigi tespit edildi. Caligmalarin sonuglar
degerlendirildigine, kadmiyumun ¢ok daha diisiik dozlarda bile progesteron miktarini

onemli Olclide diisiirdiigli gozlenmektedir. Bu agidan bakildiginda etkisi arastirilan
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agir metaller arasinda, steroid sentezini en fazla etkileyen metalin kadmiyum oldugu

sOylenebilir.

Tez caligmasinda, deneyler sonlandirildiktan sonra biitiin pleytler boyandi.
Boyama sonucunda yiiksek dozda agir metale maruz kalan hiicrelerin, kontrol
hiicrelerine kiyasla daha agik boyandigi gozlendi. Kontrol ve doz gruplarimin
boyanma derecesindeki bu farklilik, hormon analizi sonuglarin1 da desteklemektedir.
Yiiksek dozda agir metale maruz kalmis hiicrelerin progesteron sentezinin %54-61
oraninda distiigii tespit edilmistir. Boyama metodunda kullanilan kimyasallar,
steroid sentezinde gorevli 3p-HSD enzimi ile reaksiyona girerek hiicrelerde renk
degisimine yol agtigindan, agir metal uygulanmis hiicrelerdeki 3p-HSD enziminin
sentezinde meydana gelen azalmaya bagli olarak hiicrelerin daha acgik boyanmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

Mevcut calismada kiiltiir ortamina ilave edilen kadmiyum kloriiriin doz artisina
paralel olarak progesteron miktarin1 Onemli oranda diisiirdiigii belirlenmistir.
Calismada, kullanilan en yiliksek dozun (1 pM), progesteron sentezini 5. giliniin
sonunda, %55 oraninda distirdiigii tespit edilmistir. Bu sonuglar Paksy ve ark. (1992)
tarafindan rapor edilen ¢alismanin sonucuyla benzerlik gostermektedir. Fakat mevcut
calismada uygulanan kadmiyum dozlari, rapor edilen ¢alismada kullanilan dozlardan
onemli derecede diisiiktiir. S6z konusu c¢alismada, gebe rat ovaryumlarindan
hazirlanan luteal hiicre kiiltlirlinde progesteron sentezi iizerine kadmiyumun etkisi
arastirilmistir. Kadmiyum kloriiriin 27, 54, 109 ve 218 uM dozlari, LH’1n varliginda
ve yoklugunda luteal hiicre kiiltiiriinde 24 saatlik siireyle inkiibe edilmis ve en
yiikksek dozun progesteron sentezini %45’e varan oranda diisiirdiigli gosterilmistir.
Ayni calismada hiicre kiltliri ortamima, 1 veya 10 ng/ml LH ilave edildiginde,
beklenildigi lizere kontrol hiicreleri tarafindan sentezlenen progesteron miktarinda
cok fazla artis meydana gelmistir. Fakat LH ilavesinin, metal uygulanmis grupta
progesteron sentezinde beklenen artist gostermedigi ve LH’in etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Arastirmacilar bu etkinin kalsiyum-kadmiyum rekabetine bagl
olabilecegini ifade etmislerdir. Mevcut caligmada ise, s6z konusu arastirmada

kullanilan dozlardan ¢ok daha diisilk dozlarda bile benzer etki gozlenmistir. Bu
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farkliligin olusmasinda birkag nedenin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan
ilki, mevcut caligmada hiicre kaynagi olarak farkli bir hayvan tiirii kullanilmigtir.
Ikinci olarak, ¢alismada kullanilan doku gebe olmayan hayvanlardan alinmustir.
Muhtemel iiglincli neden ise hiicrelerin metale maruz kalma siiresidir. Mevcut
calismada hiicreler iki periyotta gerceklesmek iizere toplamda 96 saat siireyle
kadmiyuma maruz kalmislardir. Bu ii¢ nedenin, ¢aligmalar arasinda uygulanan doz

farkliliginda etkili olabilecegi tahmin edilmektedir.

Kadmiyumun granuloza hiicre kiiltiirlinde steroid sentezine etkisinin
arastirildigi sinirlt sayida ¢alisma vardir. Bu ¢alismalarin birinde kadmiyum kloririin
27, 54, 109, 218 uM dozlari, rat granuloza hiicre kiiltiiriinde 48 saat siireyle inkiibe
edilmis ve iiretilen progesteron miktarinin en yliksek dozda %80 oraninda azaldigi
ortaya konmustur (Paksy ve ark. 1992). Benzer bir ¢alismada kadmiyum kloriiriin 8§,
16, 32, 64 uM dozlart kullanilarak insan granuloza hiicre kiiltiiriinde
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada da inkiibasyon 48 saat siireyle gerceklestirilmis ve
inkiibasyon sonucu iiretilen progesteron miktarinin, en yiiksek dozda %65 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada, kadmiyumun yiiksek dozlarinin hiicre
morfolojisinde dnemli degisiklikler meydana getirdigi belirtilmistir. Arastirmacilar
kadmiyumun granuloza hiicreleri tarafindan sentezlenen progesteron miktarini
azaltic1 etkisinin, kalsiyum-kalmodulin sistemini bozmasi1 ve hiicrede morfolojik
olarak dejenerasyon meydana getirmesinden kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.
Ratlar lizerinde gergeklestirilen benzer bir in vitro ¢caligmada ise, kadmiyum kloriiriin
10, 20, 40 pM dozlarinin granuloza hiicre kiiltlirlinde uygulanmas1 sonucu {iretilen
progesteron miktarinin en yiiksek dozda %60’a varan oranda azaldig1 gdsterilmistir.
Anilan galigmada kadmiyumun in vivo etkisine de bakilmis ve 2,5; 5; 7,5 mg/kg
dozlari, subkutan olarak Ostriis siklusu boyunca ratlara enjekte edilmis ve Sonrasinda
yapilan hormon analizlerinde, uygulanan biitiin dozlarin benzer etki gostererek serum
progesteron seviyesini yaklasik %50 oraninda azalttii gosterilmistir. Aym
calismada, hem in vivo hem de in vitro kadmiyum uygulamasinin StAR
ekspresyonunu azalttigi da gosterilmistir. Arastirmacilar kadmiyumun progesteron
sentezini azaltict etkisinin, StAR ekspresyonu iizerine olan olumsuz etkisinden

kaynaklanabilecegini vurgulamislardir (Zhang ve Jia 2007). Yukarida siralanan iig
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calismada da, kadmiyumun artan dozlarinin granuloza hiicreleri tarafindan
sentezlenen progesteron miktarint Onemli oranda azalttigi gosterilmistir. Bu
caligmalar, calismamizdan hiicre ¢esidi, hiicrelerin elde edildigi tiir ve hiicrelerin
kadmiyuma maruz kalma stiresi acisindan farkliliklar arz etmekle birlikte, steroid
sentez mekanizmasi agisindan mevcut ¢alismayi destekler niteliktedir. Calismamizda
uygulanan en yiiksek dozun 1 uM oldugu diisiiniildiigiinde, kullanilan kadmiyum
miktarinin bu c¢alismalara kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu agidan
mevcut c¢alisma, ¢ok daha disiik kadmiyum dozlarinin steroid sentezinin

etkileyebilecegini gostermektedir.

Plasenta, progesteron sentezinde korpus luteumdan sonra 6nemli bir konuma
sahiptir. Plasentanin biiyiik bir kismini trofoblast hiicreler olusturmaktadir. Bu
hiicreler progesteron sentezlemektedirler. Rapor edilen ¢alismalarin birinde, insan
trofoblast hiicre kiiltiiriinde kadmiyum klortiriin 5, 10 ve 20 uM dozlarimin
progesteron sentezine etkisi ve hiicrelerde birikimi arastirilmistir. S6z konusu
calismada kadmiyumun progesteron sentezini %60’a varan oranda diisiirdiigii tespit
edilmis ve ayrica hiicrelerde ¢ok onemli olmasada, bir miktar kadmiyum birikimi
gozlenmistir. Anilan ¢alismanin metod kism1 mevcut ¢alismaya benzemekte olup iki
farkli periyotta gergeklestirilmistir. Hiicrelerin yapigmasi i¢in yapilan iki giinlik
inkiibasyondan sonra hiicreler, 48-72 saat ve 72-96 saat araliklarinda kadmiyuma
maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasi yapilan hormon analizlerinde ortaya ¢ikan
sonuglar mevcut galismanin bulgularini destekler niteliktedir. Kadmiyum ilaveli
ikinci inkiibasyonun, yani 72-96 saat arasinda gergeklestirilen inkiibasyon
periyodundaki maruziyetin, progesteron sentezini daha fazla diistirdiigii gozlenmistir
(Jolibois ve ark. 1999). S6z konusu galisma, ¢alismamizin sonuglarinda gozlendigi
gibi, hem kadmiyumun steroid sentezini etkilediginin gosterilmesi hem de hiicrelerin
iki periyotta kadmiyuma maruz birakildiginda, ikinci periyotta etkinin daha fazla
oldugunu gostermesi agisindan 6nemlidir. Caligmamiza kiyasla anilan arastirmada,
cok daha yiiksek dozlarda kadmiyum kullanilmistir. Bu farklifin olusumunda,

kullanilan tiir ve hiicre ¢esidi farkliliginin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Mevcut calismada kursun asetatin luteal progesteron sentezini 6nemli derecede
baskiladigr bulunmustur. Rapor edilen g¢alismalarda, kursunun luteal progesteron
sentezine etkisinin arastirildigi ¢alismaya rastlanilmamistir. Kursunun insan
granuloza hiicre kiiltiiriinde progesteron sentezi lizerine etkisinin arastirildigl bir
calismada (Paksy ve ark. 2001), kursun asetatin 800 ve 1600 uM dozlari, hiicrelerle
48 saat siireyle inkiibe edildiginde, progesteron sentezini %40-80 oranlarinda
disiiriirken, kursunun uygulanan 100, 200 ve 400 puM dozlarinin progesteron
sentezinde dnemli bir degisiklik meydana getirmedigi belirtilmistir. Ayni ¢alismada
ayrica kursunun insan ovaryumu folikiiler sivisinda biriktigi ve yiiksek kadmiyum
dozlarmin hiicre morfolojisinde degisiklik meydana getirdigi gosterilmistir. S6z
konusu arastirmada, mevcut ¢aligmaya kiyasla etki elde edilen dozlarin ¢ok daha
yiiksek olmasinda, mevcut calismadan farkli bir hiicre kaynagi ve hiicre c¢esidi
calisilmig olmasi ve ayrica hiicrelerin kursuna maruziyet siliresinin daha kisa
olmasinin etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Anilan c¢alismada, steroidojenik
aktivite agisindan kursunun progesteron sentezini disiiriicii etki gdstermesi,
calismamizin sonucunu teyit eder mahiyettedir. Calismamizda, anilan calismaya
kiyasla kullanilan dozlarin ¢ok daha diisiik olmasi, diisiik dozlarda bile kursunun
progesteron sentezini etkilediginin gosterilmesi acisindan ayrica Onem arz

etmektedir.

Yapilan bir in vivo ¢alismada, ratlar {i¢ farkli gruba ayrilarak igme sularina 20
ppm kursun kloriir katilmis ve sonrasinda ovaryumlarindaki progesteron miktari
olgiilmiistiir. Ik grupta, anne rat gebe kaldiktan sonra 19 ila 21 giin yavrusu
doguncaya kadar kursuna maruz birakilmis ve sonra dogan yavrusunun ovaryumlari
analiz igin kullanilmistir. Ikinci grupta, anne rat gebeligin 8. giiniinden dogum
sonrasi yavrunun siitten kesilecegi 21. gline kadar kursuna maruz birakilmis ve
yavrunun ovaryumlari analiz igin kullamlmstir. Ugiincii grupta ise, anne rat
gebeligin 8. giinlinden dogum sonrasi yavrunun siitten kesilecegi 21. giine kadar ve
sonrasinda yavru 150 giinliilk yasa gelinceye kadar kursuna maruz birakilmis ve
analiz i¢in ovaryumlar: kullanilmistir. ilk iki uygulama grubunda, kontrole oranla
ovaryum progesteron miktarinda azalma gozlenirken, liglincli grupta 6nemli bir fark

kaydedilmemistir (Wiebe ve ark. 1988). Baska bir in vivo ¢aligmada gebelik ve
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laktasyon boyunca anne ratlara kursun asetat soliisyonu (12 mg/ml) giinliik 1 ml
icirilmistir. Maruziyet sonrasinda yapilan analizlerde yavrularin serum Ostrojen, LH
ve IGF-I seviyelerinin azaldigi belirtilmistir (Dearth ve ark. 2002). Benzer diger bir
in vivo ¢alismada ise gebelik ve laktasyon boyunca giinde 1 ml igirilen kursun asetat
soliisyonunun (12 mg/ml), hem serum Ostrojen seviyesini hem de steroid sentezinde
gorevi olan StAR ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir (Srivastava ve ark. 2004). Bu
li¢ arastirmada da, kursuna gebelikte ve laktasyon doneminde maruziyet sonucu,
steroid hormonlar olan progesteron ve dstrojen miktarinin azaldiginin gosterilmesi ve
Srivastava ve ark. (2004) tarafindan StAR ekspresyonun azaldiginin belirtilmesi,
kursunun steroid sentez mekanizmasini etkileyerek steroid sentezini azalttigini
gostermektedir. Bu caligsmalar in vivo olmasiyla birlikte, kursunun steroid sentezini
olumsuz yonde etkilediginin gostergesi olmasi itibariyle ¢alismamizin sonuglarini

desteklemektedir.

Mevcut ¢alismada civa kloriiriin 1; 2,5; 5, 10 uM dozlarda kullanilmasi
sonucu, dzellikle 5 giinliik inkiibasyon sonrasinda, {iretilen progesteron miktarinda
%54’a varan oranda diisiis gbzlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinda, luteal hiicre
kiltiiriinde civanin progesteron sentezi iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya
ulagilamamistir. Mevcut aragtirmanin  konusuyla yakin iliskide olabilecek bir
calismada, domuz granuloza hiicre hiicre kiiltiiriinde progesteron sentezi
arastirilmistir. Fakat anilan c¢alismada bizim kullandigimiz dozlardan ¢ok daha
yiiksek miktarlarda civa kloriir kullanilmistir. S6z konusu ¢alismada, gebe domuz
granuloza hiicreleri civa kloriiriin 185, 260, 485 ve 922 uM dozlarina 18 saat siireyle
maruz birakilmis ve sonrasinda hiicre ortam1 toplanip hormon analizleri sonucunda
kontrol grubuna kiyasla biitiin dozlarda sentezlenen progesteron miktarinda énemli
derecede azalma saptanmistir (Roychoudhury ve ark. 2015). Bir baska in vitro
¢alismada, civanin insan adrenokarsinom hiicre hattinda steroid sentezine etkisini
arastirmak amaciyla hiicreler, civa kloriiriin 1, 5, 25, 50 ve 100 uM dozlarina 24 saat
siireyle maruz birakilmis ve sonrasinda hiicre ortami toplanip hormon analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda, civanin progesteron sentezini 25 pM dozda %90
oraninda dustrdigi, 50 ve 100 uM dozlarda ise hemen hemen durdurdugu

gosterilmistir (Knazicka ve ark. 2013). Bahsedilen iki arastirmada kullanilan hiicre,
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hiicre kaynagi ve hiicrelerin civaya maruziyet siiresi ¢calismamiza gore farkliliklar arz
etmektedir. Calismamiza kiyasla, s6z konusu arastirmalarda kullanilan dozlarin daha
yiiksek olmasinda, bu farkliliklarin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte s6z konusu calismalarda, ¢alismamizda gozlendigi gibi civanin steroid
sentezini azaltici etkisinin ortaya konmasi, mevcut calismay1 destekleyici mahiyette
oldugu i¢in 6nemli goriilmiistiir. Calismamizda civanin, ¢ok diisiik dozlarda bile
progesteron sentezini azalttiginin gosterilmis olmasi da, ¢alismanin sonucunu ayrica

onemli kilmaktadir.

Crivanin tireme tizerine etkisinin arastirildigi in vivo bir ¢alismada, hamsterlara
Ostriis siklusu gilinlerinde 1 mg/ml civa kloriir periton i¢i enjekte edilmis ve yapilan
analizlerde hem plazmada hem de luteal dokuda progesteron miktarinin azaldigi
bildirilmigtir. Ayrica ayn1 ¢alismada ovaryumda folikiiler gelisimin yavasladigi ve
korpus luteum olusumunun uzadigi belirtilmistir (Lamperti ve Printz 1973). Soz
konusu ¢alisma in vivo olarak gergeklestirilmis olmakla birlikte, civanin progesteron
sentezini ve luteal doku olusumunu etkiledigini gostermesi acisindan c¢alismamizi

destekler mahiyettedir.

Sonu¢ olarak mevcut calisma, ovaryum steroidogenesizi iizerine kadmiyum,
kursun ve civanin etkisinin arastirildigi ender ¢alismalardandir. Calisma ayrica, inek
luteal hiicre kiiltiiriinde kadmiyum, kursun ve civanin progesteron sentezine etkisinin
arastirildigi ilk calisma olmasi yoniiyle de 6nem arz etmektedir. Mevcut arastirmada,
rapor edilen ¢aligmalara oranla ¢ok daha diisiik miktarlarda agir metal kullanildi ve
bu miktarlarin bile luteal progesteron sentezini Onemli derecede diislirdiigii
gosterildi. Bu sonuglar kadmiyum, kursun ve civanin tireme sagligi iizerine olumsuz
etkilerinin olduguna dair yapilan ¢alismalar1 desteklemekle birlikte, luteal hiicrelerin
fonksiyonuna bu derece etki ettigini gostermesiyle, muhtemel {ireme problemlerinin
kaynagina da 11k tutmaktadir. Son olarak, agir metallerin saglik {lizerine mutlak
manada zararh etkileri olduguna dair yapilan ¢alismalar1 destekleyici mahiyette bir
veri elde edilmistir. Bu yoOniiyle mevcut caligmanin, agir metal kullanimi ve
yonetimine dair yapilacak cesitli yasal diizenlemelerde ilave bir kaynak olarak

degerlendirilecegine inanilmaktadir.
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