Gebelik Donemminde Elektromanyetik Alana Maruz Birakilan Ratlarda ve Yavrularda
Melatonin’in Tiroid Bezi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Bu calismada, giinliik yasamda sik karsilasilan 50 Hz titresimli elektromanyetik alanin
(EMA), gebelik doneminde anne ve yavru sigan tiroid bezi iizerine etkilerine ve bu etkilere
melatoninin koruyucu etkisi olup olmadigia arastirildi. Calismamizda Ostrus siklus takibi
ardindan, gebe kalmasi saglanan 28 Wistar albino rat rasgele secilerek 4 gruba (her grup 7
denek) ayrildi. Grup I: kontrol, Grup II: sham EMA cihaz1 ¢alistirilmadan denekler 4 saat
boyunca bu cihazin iginde tutuldu + Melatonin verildi, Grup III: EMA’a maruz kalan, Grup
IV: EMA’a maruz kalan + Melatonin verilen grup. Sicanlar gebeligin 8. gilinlinden dogum
yapana kadar her giin 4 saat boyunca EMA’a (3 mikT, 50Hz) maruz birakildi. Melatonin
gebeligin 8’inci giiniinden itibaren her giin (grup II ve 1V) giindiiz saat 10’da 4 mg/kg ( 0.1
ml/100 g) intraperitoneal (IP) olarak verildi. Melatonin verilmeyen gruplara ise ayn1 zamanda
fizyolojik salin (0.1 ml/100 g) %S5 etanol ip olarak verildi. Dogum sonrasi, anne siganlar ve
yeni dogan yavrularin rutin histolojik takipten sonra tiroid dokular1 alinarak H&E, Mallory
anilin Blue, PAS ve immunhistokimya (TUNEL ve Caspase 3) ile boyanarak histolojik
degerlendirme ve morfometrik Olglimler yapildi. Ayrica ultrastrukturel diizeydeki
degisiklikler, transmissiyon elektron mikroskobu ile degerlendirildi. Immunhistokimya
(TUNEL ve Caspase 3) degerlendirmeye géore EMA’a maruz kalan anne ve yavru sicanlarda
hiicresel hasarin ve apoptozun artmis oldugu gozlendi. Histopatolojik ve morfometrik
degerlendirmeye gore, EMA’a maruz kalan sicanlarin, kontrol, sham ve EMA’a maruz kalan
+ Melatonin verilen gruplara gére TUNEL pozitif ve hasarli hiicre sayisinin artmasi, tiroid
follikiil ¢ap oOl¢iimiinde follikiil caplarin azalmasi, intrafolikiiller kollidin azalmasi, ,
interfollikiiler bag dokusunun hacminin artmasi gibi bulgular saptandi. Tiroid follikiil
hiicrelerin ultrastrukturel analizinde EMA’a maruz kalan grupta, yogun heterokromatin ve
diizensiz ¢ekirdek, sitoplazmada kolloid damlaciklarin olusumu, rER’mda dilatasyon ve
silindirikli mitokondriler gibi degisiklikler gozlendi. Bu degisikler EMA’a maruz kalan +
Melatonin alan grupta az olarak saptandi. Statiksel sonuglarin degerlendirmesinde EMA’a
maruz kalan + Melatonin verilen grup ile EMA’a maruz kalan grubun arasinda tamamen anne
ratlarda ve kismen yavru ratlarda belirgin bir fark oldugu bulundu. Sonug olarak EMA’a bagl
olusan hasara karg1 melatonin’in antioksidan etkisinin, tiroid bezi iizerinde koruyucu etkiye
sahip oldugunu diisiinmekteyiz.
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Investigation on the Effects of Melatonin on the Thyroid Gland in Pregnant and
Infant Rats Subjects to Electromagnetic Radiation.

In this study, we investigated protective effect of melatonin on thyroid glands in
pregnancy period and infant rats subjects to 50 Hz frequents electromagnetic radiation that is
frequently encounter in daily life. After monitoring estrous cycle the rats were mated and
tested for gestation then 28 Wistar pregnant rats randomly selected and put into 4 groups
(each group n = 7 ): Group I control, Group II sham (keeping rats in EMF apparatus for 4
hours without any exposure to EMF + Melatonin ), Group III EMF exposed and group IV
EMF exposed + Melatonin. The EMF exposed and sham groups (II and IV groups) had
intraperitoneal singe dose of a 4 mg/kg melatonin (0.1 ml/100 g) at 10:00 o’clock daily up to
the end of gestation. For EMF exposed and control groups had daily intraperitoneal injections
of physiologic saline (0.1 ml/100 g) containing 5% ethanol. After birth of rats, mother rats
and their infants of thyroid tissues were submitted for histological examination under light
microscopy by immunohistochem (TUNEL ve Caspase 3), H&E, Mallory anilin Blue, PAS
staining methods and morphometric assays. Also ultrastructural changes were assessed by
transmission electron microscope. According to immunohistochem examinations (TUNEL
and Caspase 3) in EMF exposed animals were observed cellular damage and apoptosis.
Histopathological and morphometric analysis showed a significantly increased number
cellular damage and apoptotic cells, decreased diameter assay of thyroid follicles, decreased
intrafollicular colloid content in lumen, increased volume of interfollicular connective tissue
and in EMF exposed animals compared to EMF exposed + Melatonin, control and sham non-
exposed groups. Ultrastructural analysis of thyroid follicular cells in the EMF exposed group
showed alterations in mitochondria as slender form, dilatation of granular endoplasmic
reticulum, numerous apical lysosomes, finds of several colloid droplets dentate form of cell
nuclei with incisions and a higher density of heterochromatin compared to the other groups
were also observed. There were statistically significant differences between EMF exposed
animals compared to EMF exposed + Melatonin animals groups. Finally results demonstrate
that melatonin antioxidant benefits may have a preventive effect against EMF exposed injury
on thyroid glands.
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Modern hayatin bir gergegi olarak canlilar daima elektrik ve manyetik alanlara (EMA)
maruz kalmaktadir. Bu elektrik ve manyetik alanlar, elektrigin iiretimi, iletimi ve kullanima ile
meydana gelmektedir. Elektrik ve manyetik alanlar herhangi bir elektrikli aleti ¢evreleyen
goriinmez kuvvet cizgileridir. Manyetik alanlar, teller ya da kablolardan akim ge¢mesi sonucu
olusup, giicii akim arttikca artmaktadir. Manyetik kirlenme yiiksek gerilim hatlari, cep
telefonlar1, baz istasyonlari, televizyonlar, radyolar, elektrikli battaniyeler ve cesitli elektrikli
ev aletleri gibi kaynaklarin olusturdugu manyetik alanlardan kaynaklanir. Manyetik alan
olusturan bu kaynaklar yasamimizin bir parg¢asi durumundadir ve gittik¢e artan miktarlarda
kullanilmaktadir. Manyetik kirlenme basta insanlar olmak {izere tiim canlilar etkilemektedir.

EMA’larin kanser, davranis degisiklikleri, hafiza zayiflamasi, Parkinson ve Alzheimer
hastaliklarini artirmasinin yani sira, depresyon ve intthar goriilme sikliginda artisa neden
oldugu bildirilmektedir. Bunlara ek olarak g6z, deri ve kas-iskelet sistemi {izerine olumsuz
etkileri oldugu bildirilmektedir (1)

Hayvan hiicresi lizerinde yapilan deneylerde zayif manyetik alanin hormon ve enzim
seviyesini degistirmek, dokulardaki kimyasallarin hareketini engelleme gibi biyolojik
etkenlere sebep oldugu kararina varilmistir.(2)

Danimarka’da yapilan aragtirmalar ¢cocukluk ¢aginda goriilen kanserler ile 6zellikle de
16semiyle iletisim hatlarina yakin yasama arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymustur (3,4).
Elektromanyetik alanlarin genelde iki etkisinden bahsedilir. Birisi 1s1 etkisidir digeri ise
kimyasal etkidir. Ciinkii yaydig: enerji, insan viicudundan gecerken bir miktar emilir, tutulur
ve igerde bir 1s1 birikimi olusur. Bu 1s1 istenmeyen sonuglara sebep olabilir. ikincinin etkisi ise
canli organizma i¢indeki birbirine baglanmis olan molekiilleri, atomlar1 etkiler ve bozar (5, 6,
7, 8,9, 10, 11). Organizma kendini tamir eder, diizeltir, ama bir an kontrolden c¢ikabilir.
Kontrolden ciktiginda ise basit bir iki hiicrenin 6liimiine veya kanser gibi o6liimciil bir
hastaliga neden olabileceginden siiphelenilmektedir (12, 13, 14, 15, 16, 17). Birkag
aragtirmada ortalama degerden yiiksek manyetik alanin bulundugu bolgede uzun siire kalan
hamile kadinlarin zor dogum yaptiklar1 gozlenmistir. EMA dalgalarin dokular {izerinde iki
temel etkisi olan termal etki ve termal olmayan ya da diger adiyla kimyasal etki bundan
sorumlu tutulmaktadir. Is1 etkisi resmen kabul edilen dozlarda veya daha yiiksek degerlerde
meydana gelirken, kimyasal etki tehlike sinirlarinin altindaki diisiik dozlarda meydana

gelmektedir. Uzun siireli diisiik doza maruz kalmak kisa siireli yiiksek dozdan daha riskli
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olarak kabul edilmektedir (18, 19, 20). Yapilan caligmalarda diisiik siddette EM alanlara
maruz kalmanin; biyomolekiillerin (DNA, RNA ve protein) sentezi, hiicre boliinmesi, kanser
olusumu, hiicre yiizeyine ait ozellikler, membrandan kalsiyum giris—¢ikis1 ve baglanmasi
tizerine etkili oldugu gozlenmistir (21). Biyokimyasal ve fizyolojik olarak yine hiicre ve
dokularda, hormonlarin etkilendigi, doku ve hiicrelerin hormonal cevabinin degistigi,
karbonhidrat, niikleik asit ve protein metabolizmasinin degistigi, yapisal degisiklikler
gbzlendigi, farkli antijenlere kars1 immun cevabin etkilendigi gozlenmistir (22, 23, 24).

Hassas bir yapiya sahip olan embriyo hiicreleri manyetik alandan daha fazla
etkilenebilmektedir (25). Arastirmalarda 27.12 mHz radyo frekans dalgalarimin siganlarda
teratojenik etki yaptigin1 gostermistir (26). Aynm sekilde bir bagka arastirmada embriyonel
donemde EMA’a maruz kalmanin beynin en fazla manyetik alana maruz kalan temporal ve
oksipital bolgelerinde tiimor riskini artirdigr ortaya konmustur (27). Bir baska calismada,
EMA’a maruz kalan siganlarda, tiroid hormonlarimin (T3,T4) seviyesi diisiik olarak
bulunmustur (28,29,30) Tiroid bezi iizerine ¢ok az sayida arastirma yapilmistir. Bu bezin,
gelisimde O6nemli rol oynamasi ve embriyonel donemde teratojen etkenlere duyarlilik
gostermesinden dolay1 biz de calismamizda EMA’in gebelik ve yeni dogan donemindeki
etkilerini incelemeyi amagladik. Tiroid bezi dokularin normal fonksiyonlar: i¢in gerekli olan
optimal metabolizma diizeyini siirdiiriir. Tiroid hormonlar1 viicutta cogu hiicrelerin hiicrenin
oksijen tiiketimini uyarir, lipit ve karbonhidrat metabolizmalarinin diizenlenmesine yardim
eder, normal biiylime ve gelisme i¢in gereklidir. Hipofonksiyonunda mental ve fiziksel
yavaslamaya, soguga direncin azalmasina, cocuklarda zeka geriligi ve ciicelige neden olur
(31, 32).

Melatonin yagda ve suda eridiginden kolaylikla hiicre i¢ine girerek, hidroksil ve lipid
radikallerini uzaklastirir ve boylelikle hem lipit peroksidasyonunun baslamasini hem de
ilerlemesini onler (33,34). Melatonin bu iki etkiye sahip oldugu bilinen tek antioksidandir.
Melatonin DNA ve proteinleri de serbest radikal hasarina karsi korur. Yiiksek derecede toksik
etkiye sahip oldugu bilinen hidroksil ve peroksil radikalleri giiclii bir sekilde detoksifiye eder
(35,36). Direkt olarak radikal uzaklastirici 6zelligine ek olarak melatonin SOD, GPx gibi
endojen antioksidan enzim aktivasyonunu da uyardigi ve beynin GPx diizeyini arttirdigi
bildirilmistir (37). Melatoninin Fe, lipopolisakkarid, NO ve kainat ile olusan lipid
peroksidasyonu baskiladigi bildirilmistir. Plazma yarilanma Omriiniin yaklasik 40 dakika

oldugu, serbest radikal varliginda bu degerin anlamli derecede azaldig1 ve bu nedenle yiliksek
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doz uygulamalarda bile olumsuz bir yan etkiye yol a¢madigr bildirilmistir (38).
Calismamizda, gilinliik yasamda cok sik karsilastigimiz 50 Hz titresimli elektromanyetik
alanin, gebelik doneminde sigan tiroid bezi iizerine etkilerine ve bu etkilere melatoninin ols1
koruyucu etkisinin histoloji, immunhistokimyasal ve ultrastriiktiirel olarak degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bunun i¢in de hem anne ratlarin hem de dogduktan sonra yavru ratlarin tiroid

dokular1 alinarak histolojik, immunhistokimyasal ve ultrastriiktiirel analizler yapilmistir.



3. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiroid Bezinin Embriyolojisi

Insanda embryonik gelisim sirasinda brankial arkus ve faringeal poslar gelisirken,
yaklasik 24. giinde primitif farinksin tabaninda orta hatta birinci ve ikinci poslar arasinda
kalan bolgede, tiroit bezi bir divertikiil seklinde baglar ve ventrale dogru biiyiir. Divertikiiliin
agz1 dil kokiine agiktir ve foramen caecum adini alir. Embriyolojik olarak primitif mide
barsak sisteminin bir uzantisidir. Divertikiiliin distal limeni hiicrelerin hizla ¢cogalmasiyla
kapanirken hem ventrale hem de her iki laterale dogru biiylimeye devam ederek iki loblu
tiroid haline doner ve boyun orta hattinda hiyoid kemik ve larinksi olusturacak yapilarin
Oniinden asagiya dogru inmeye baslar (39). Altinc1 haftadan itibaren; {igiincii faringeal posun
dorsal bolgeleri alt paratiroidlere, ventral bolgeleri ise primitif timusa doner. Dordiincii
faringeal pos da dorsal ve ventral olarak iki kisma ayrilir. Dorsal kisim iist paratiroidleri,
ventral kisimlar noral kristadan gelen hiicrelerle beraber ultimobrankial cismi olusturur.
Tiroid asagr dogru inerken dordiincii ve besinci faringeal poslarin ultimobrankial
cisimlerinden koken alan lateral komponentler katilir. Bu lateral komponentler tiroidin
kalsitonin salgilayan C hiicrelerini (parafollikiiler) olusturur (39, 40). Alt paratiroidler timusla
beraber farinks duvarindan ayrilip; kaudal ve medial bolgelere dogru gider ve daha sonra
timustan ayrilarak tiroidin alt bolgesi civarina yerlesir. Timus ise alt boyun ve mediastene iner
(39, 40, 41). Tiroid kaudale dogru inerken, divertikiiliin agik kalan kism1 uzayarak tiroglossal
kanal adii alir. Kanal, ¢ogunlukla dejenerasyona ugrayarak kaybolur ve yedinci hafta
sonunda tiroid son seklini alir. Tiroid gelisimindeki kritik devre yedinci hafta sonuna kadar
olan devre olup, gelisim anomalilerinin ¢ogu bu siralarda ortaya c¢ikar (40,41). Gebeligin
onuncu haftasinin sonunda tiroidde folikiiller olusur, on ikinci haftanin sonunda da tiroid iyot
tutmaya ve kolloid iiretmeye baglar. Onii¢lincii haftadan itibaren hipofiz ve serumda tiroid
stimulan hormon (TSH) belirlenebilir. Onsekizinci haftadan itibaren TSH ve tiroksin (T4)
paralel olarak artmaya baslar ve tiroiddeki iyot konsantrasyonu yiiksek diizeylere ulasir.
Yaklagik otuzbesinci haftalardan itibaren hipotalamus, hipofiz ve tiroit ekseni fonksiyonel
olarak olgun hale gelir. TSH, triiodotironin (T3) ve T4 dogumdan sonra, birka¢ hafta icinde

eriskindeki normal diizeye ulasir.



2.2. Tiroid Bezinin Anatomisi

Normal erigkin tiroid bezi, agik kahverengi, sert, 15-20 gram agirligindadir. Ortada
istmus ile birlesen iki lobdan olusur. Loblar ortalama 4 cm uzunlugunda, 2 cm eninde ve 2 cm
kalmligindadir. Ustte tiroid kikirdagina kadar uzanirlar. Insanlarin %80’inde bu yapilara ilave
olarak; istmustan yukariya dogru uzanan ve tiroglossal kanalin kalintis1 olan piramidal lob
bulunur. Genellikle orta hattin biraz solunda ve tiroid kikirdagina kadar uzanir. Her bir lob
trakea lateralinde yer alip; superiorunda tiroid kikirdagi, lateralinde karotis kilifi ve
sternokleidomastoid kasi, anteriorunda strep kaslar (sternotiroid ve sternohiyoid) bulunur.
Arka medialde, Ozefagus ve trakea tarafindan simirlanmistir. Tiroid, normalde komsu
organlardan rahatlikla ayrilabilir konumdadir. Ancak posterior siispansuar ligaman (Berry
ligamani), aracilig1 ile krikoid kikirdak ve iist trakeal halkalara sikica yapisiktir ve rekiirren
laringeal sinirin en ¢ok hasara ugradigi bolgedir (41, 42).

Zuckerland tiiberkiili, tiroid bezinin lateral lobunun posterior uzantist olup, Berry
ligamanina komsudur. Tiroidektomi vakalarinin %14-55’inde goriilmiistiir. Cerrahideki
Oonemi; rekiirren laringeal sinirin Zuckerland tiiberkiiliiniin posteromedialinden seyretmesidir.
Ayrica; total tiroidektomi yapilan vakalarda her iki lobun posteriorunda aranmasi gerektigi
hatirda tutulmalidir (42). Tiroid bezi, derin servikal fasyanin 6n ve arka yapraklari arasinda
gevsek bir bag dokusu tarafindan sarilir. Tiroid larinkse asilidir ve trakeaya tutunur.
Yutkunma sirasinda larinksle birlikte yukar1 hareket eder. Tiroidin gercek kapsiilii, tiroide
yapisik ve doku icinde de yalanci lobiiller olusturan septalar1 olan, ince fibréz bir tabakadir.
Mikroskopik olarak tiroid; 20—40 folikiilden olusan lobiillere boliinmiistiir. Erigkin erkekte,
tiroid bezinde yaklasik olarak 3x10* folikiil vardir. Folikiiller, sferik sekillidir ve ortalama
30um capindadir. Her bir folikiil, kiiboidal epitel ile ¢evrilidir ve merkezinde epitelyal
hiicrelerden salinan kolloid igerir. Epitelyal hiicreler, hipofiz hormonu olan TSH etkisi altinda
salgilama yaparlar. Tiroidin, ikinci bir sekretuar hiicre grubu da C hiicreleri ya da
parafolikiiler hiicrelerdir. Bu hiicreler; kalsitonin igerirler ve salgilarlar. Ayr1 ayr1 hiicrelerdir
veya interfolikiiler stromada, kiigiik gruplar halinde folikiiler hiicreler arasinda bulunurlar.
Tiroid loblarmin, st kutbunda yerlesmislerdir ve ndroektodermal hiicre kokenlidirler.
Ultimobrankial govdeden orijin alir ve Pearse tarafindan tarif edilen amin prekiirsor uptake ve

dekarboksilasyon (APUD) sisteminin bir parcasidir (40, 42).



2.3. Tiroid Bezinin Histolojisi

Tiroid bezi fibroz bir kapsiil ile sarilidir. Kapsiilden ayrilan ince bag doku uzantilar
bezin igerisine girer ve organi lopguklara ayirir. Birbiriyle baglantili olan lopguklarin i¢indeki
parankima folikiiler diizende organize olmus, yiikseklikleri fonksiyonel aktivite ve icerdigi
kolloid miktarina bagli olarak degisen tek kath kiibik epitelden olusur. Folikiil epitel
hiicrelerinin bazal yiizeyleri bazal lamina ile sarilidir ( 43 ). Bu bolgede ¢ok sayida fenestratl
kapiller yer alir (44). Birim zaman i¢inde bir gram doku agirlig1 i¢in bezden akan kan miktari,
viicuttaki diger dokulardan fazladir (4-6 ml/gr/dakika) (45). Epitel aktif olmayan dinlenme
fazinda yassi, hatta endotel goriiniimiindedir. Aktif hiicrelerde ise yiiksek prizmatige kadar
degisir. Folikiildeki biitiin hiicreler ayni aktivitede olmayabilir. Sitoplazma aktif hiicrelerde
bazofili gosterir ( 44 ). Folikiillerin ¢aplan tiirlere gére 20 ile 250um arasinda degisiklik
gosterir. Bu hiicreler liimene kolloid adi verilen koyu kivamli yapigkan bir sivi salar ve
folikiiliin i¢i bu kolloidle dolar (46). Tiroidin innervasyonu; otonom sinir sisteminin sempatik
ve parasempatik dallari tarafindan saglanir. Sempatik lifler siiperior, orta ve inferior servikal
gangliondan gelir ve tiroidi besleyen damarlarla tiroide ulasirlar. Parasempatik lifler, vagus
kaynakli olup kardiak ve laringeal dallar1 ile tiroide ulasirlar (47). Abdel-Magied ve
arkadaglar1 (2000) yaptiklar ¢aligmada develerde tiroid bezi folikiillerinin genellikle yazin
genis (600900 pum c¢apinda) kisin ise kiicik capli (100-400um ¢apinda) olduklarini
gozlemlemislerdir. Biiyiik folikiiller genelikle kiibik epitellidir, géze ¢arpan vakuolleri yoktur
ve limenin tamami kolloidle doludur. Kiiciik folikiiller ise kisa prizmatik epitel ile
karakteristiktir ve kolloidleri soluktur. Ayni zamanda birgok peripheral vakuol de
gozlenmektedir. Her bir folikiilii, kan kapilleri ve retikiiler iplikler sarar. Tiroid loblar1 benzer
miktarda folikiil kapsar fakat kolloidleri bazen fibrile benzer sekilde parcalidir. Elektron
mikroskobuyla yapilan ¢alismalarda kiibik hiicrelerin organellerinin az oldugu ve hipoaktif
oldugu gozlenmistir. Algak prizmatik folikiil hiicrelerinde ise organeller boldur. Bunlar;
mitokondri, graniilli endoplazmik retikulum sisernaleri, salgi vezikiilleri, kolloid
damlaciklari, heterozomlar ve otofajik vakuollerdir ( 48 ). Folikiil epitel hiicrelerinin, ¢ok iyi
gelismis olan graniilli endoplazmik retikulumlari bazen vakuoller yapacak sekilde
genislemeler gosterir. Mitokondriyonlar kisa ¢ubuk sekilli ve apikal sitoplazmada yayilmaistir.
Sentrik yerlesimli ve birka¢ nukleolus bulundurabilen bir nukleusa sahiptir. Apikal sitoplazma
lipid ve kolloid tanecikleriyle doludur. Apikal yiiz kisa mikrovilluslar tasir. Folikiilii

cevreleyen hiicreler lateral yiizlerinde baglanti kompleksleri bulundurur (43, 44 ). Develerde

8



yapilan ¢aligmada folikiil epitel hiicrelerinde siklikla apokrin sekresyon gozlemistir. Folikiiler
liimen i¢indeki bir¢ok diizgiin yiizeyli apokrin ¢ikintt kubbe ya da balon seklindedir. Yine
ayni ¢alismada tiroid bezindeki apokrin ¢ikintilarin ince yapisinin meme derisindeki apokrin
ter bezlerine ¢cok benzer oldugu, folikiil epitel hiicrelerinin kolloidin absorbsiyonu i¢in yalanci
ayaklar ¢ikardiklar1 goriilmiistiir (43). Kolloidin baslica ana maddesi, i¢inde tiroid hormonlari
da (Free T3 ve Free T4) igeren ve glikoprotein yapisinda olan tiroglobulindir. Tiroid

hormonlar1 tiroglobulin molekiiliine bagli olarak kolloid icerisinde depo edilir ( 46 )

2.4.Tiroid Bezinin Fizyolojisi

Tiroid hormonlari, hipotalamusdan salgilanan Tiroid Releasing Hormonun (TRH) etkisi
dogrultusunda yapilirlar. TRH, hipofiz 6n lobundan TSH’ nin kana birakilisim1 uyarir. TSH
tiroid bezinin hiicreleri iizerindeki spesifik reseptorlere baglanarak folikiil epitel hiicrelerini
tiroid hormonlarinin {iretimi i¢in uyarir. Takiben tiroksin ve triiodotironin seri enzimatik
reaksiyonlarla sentez edilirler (49 ). TSH, tiroidin morfolojisini ve fonksiyonunu etkileyen bir
hormondur. Bir yandan folikiil epitel hiicrelerinin gelismesini kontrol ederken; diger yandan
tiroid peroksidaz ve tiroglobulin yapimini, tiroglobulin proteolizisini, iyodun tutulmasini ve
organifikasyonunu, iyodotirozinlerin yapimini, FT3 ve FT4 hormonlarmin yapim ve
salinmasin1  kontrol eder. Tiim bu fonksiyonlar TSH’nin folikiil epitel hiicrelerinin
membranindaki TSH reseptoriine baglanmasi sonucu ortaya ¢ikar ( 50 ). Bu hormonlar belirli
bir diizeye geldikten sonra hipotalamus ve hipofiz iizerine inhibe edirici etki yapar ve TRH ile
TSH' nin salgilanmasini durdurur. Kullanim sonucu hormonlar azalinca bu etki ortadan kalkar
TRH ve TSH tekrar salgilanir ve ayni sekilde tiroid hormonlar1 yeniden viicut ihtiyacina gére
retilir ( 51).

Tiroid Hormonunun Sentez Asamalart:

1. Plazmadan inorganik iyodidin (iyodun viicuda alindiktan sonra indirgenmis formu)

tiroid hiicrelerine aktif transportu

2. Tirozin igeren tiroglobulin sentezi

3. Serbest iyodun iyodotirozine organifikasyonu

4. Monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozinlerin (DIT) birleserek T4 ve T3
olusturmasi

5. Kolloid tiroglobulinin endositozu ve proteolizisi ile MIT, DIT, T3 ve T4

serbestlenmesi



6. Iyodun tekrar kullanimi i¢in tiroid hiicrelerinde iyodotirozinlerin deiyodinizasyonu.

Iyodid, peroksidaz enzim sistemiyle tiroglobulinle iyodinasyon igin aktif hale gevrilir.
Tiroglobulin folikiiler hiicrelerin ribozomlarinda sentezlenen bir glikoproteindir ( 52 ) tiroid
hormonlarinin sentez ve depolanmasi i¢in iskeleti olusturur. Okside olmus iyot tiroglobulin
tizerindeki bir tirozine, tiroid peroksidaz enzimi ile baglanarak MIT, MIT in bir iyot ile daha
reaksiyona girmesiyle DIT olusur. Buna “organifikasyon” denir. Iki DIT birleserek T4’ii, bir
molekiil MIT ile bir molekiil DIT birleserek de T3’ii olusturur. Bu birlesme islemine
“coupling” ad1 verilir. Tim bu islemler oksidatif olup, peroksidaz enzimi ile katalize edilir (
53 ). TSH birlesme siirecini hizlandirir. iyodinasyon ve coupling islemlerinden sonra iizerinde

tiroid hormonlarin1 tagiyan tiroglobulin kolloid i¢inde depolanir ( 54 ).

2.5. Tiroid Hormonlarinin Dolasima Verilmesi ve Yikimi

Tiroid hormonlarinin dolagima gecerek hedef dokulara ulasabilmesi i¢in tiroglobulinden
ayrilmasi1 gerekir. Hormonun dolagima verilmesi i¢in dnce tiroglobulin, TSH etkisiyle folikiil
hiicrelerine girer. Hiicre icine alinan kolloid damlaciklarinin proteolitik enzim igeren
lizozomlarla birlesmesi ile fagolizozomlar olusur. Tiroglobulin fagolizozomlarin i¢inde
proteolize ugrar. Serbest duruma gegen T3 ve T4 hiicre sitoplazmasina birakilir ve buradan
kana gecer. Fagolizozomlardan T3 ve T4 yaninda MIT ve DIT de serbestlenir. Ancak tiroid
dokusunun dis bolgelerinde bulunan Tip 1 5°- deiyodinaz enzimi etkisi ile MIT ve DIT’in
biiyiik bir boliimii deiyodinize olur, agiga ¢ikan iyot intraseliiler iyot havuzuna girer ve tiroid
bezinde yeniden hormon sentezi i¢in kullanilir (intratiroidal siklus) ( 55 ). Normalde MIT ve
DIT’in kiigiik bir béliimii dolasima geger. Iyodotirozin deiyodinaz eksikligi durumunda MIT
ve DIT’ler dolasima gecerek idrarla atilirlar. Bu durum organizmadan 6nemli oranda iyot

kaybina yol acar ( 56).

2.6. TIROID HORMONU

Tiroid bezi kan damarlarinca ¢ok zengindir. Birim zaman iginde ve bir gram doku
agirhg igcin bezden akan kan miktar, viicuttaki diger biitiin dokulardan fazladir (4-6
ml/g/dakika). Histolojik yapist incelendiginde birgok kiiremsi (sferik) folikiillerden olustugu
goriiliir. Folikiillerin ¢eperi tek sirali epitel hiicreleri ile g¢evrilmistir. Folikiiliin ortasindaki
bosluk yar1 s1vi ve protein yapisinda kolloid adi verilen bir madde ile doludur. Bez istirahat

halinde iken folikiilii ¢cevreleyen epitel hiicreleri yassi ve folikiil boslugu genistir. Bez aktif
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iken folikiiller kiigiiliir ve epitel hiicreleri kiibik bir bicim alirlar. Folikiiler hiicreler
tiroglobiilin ad1 verilen globiiler bir protein sentezlerler ve onu tiroid folikiillerinin kolloidine
salgilarlar. Her bir tiroglobiilin molekiilii tiroid hormonlarmin yapitagi olan tirozin
aminoasidini icerirler. Tiroid bezi dokularin normal fonksiyonu i¢in gerekli olan metabolizma
hizin1 ayarlar. Viicut doku hiicrelerinin oksijen kullanimini arttirir, karbonhidrat ve lipid

metabolizmasinin ayarlanmasina yardim eder.( 45)

2.6.1. Tiroid Hormonu Yapimi Ve Salimimi
Tiroid bezinin baslica hormonlari, trityodotironin (T3) ve tiroksin (T4)’dir. Tiroksin 4,

trityodotronin 3 iyot tagityan amin asididirler (sekil 1).

[ |

L L

OH @D—@GHEGH—GODH @ @

[ OH o) CH,CH—COOH
[ 1 NH, = |

TJ

Resim 1. Tiroid Hormonlar1 (T3 ve T4) (44)

Iyot, iyon halinde iyodid (indirgenmis formda, I ~ ), okside olmus formda iyot (1), ya
da organik bilesik halinde iyot olarak besinlerle alinir. Organik ve element halindeki iyot,
sindirim ve emilim esnasinda iyodide (I ) indirgenir ve plazmada bu sekilde bulunur. Tiroid
bezi hiicreleri, iyodidi aktif transport yoluyla dolagimdan hiicre i¢ine alirlar. Bez icinde,
plazma ya da serumda bulunandan ¢ok daha fazla iyodid bulunur. iyodid aktif transportu,
tiroid stimiile edici hormone (TSH, tirotropin) tarafindan hizlandirilir. Iyodid hiicreye girince
tiroid peroksidaz ile iyot (I ) haline donistiiriiliir. iyot, tiroglobiiline bagl tirozin
molekiillerine baglanir. Bu sekilde monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) meydana
gelir. Bu iyotlu tirozinler bir araya gelerek tiroid bezinin aktif hormonlar1 olusur. ki molekiil
diiyodotirozinin  birlesmesi ile tetraiyodotironin (T4), bir diiyodotirozin ile bir
monoiyodotirozinden de trityodotironin meydana gelir. Bu reaksiyonlarin olusmasinda enzim
sistemlerinin 6nemli rolii vardir.(45)

T3 ve T4 hormonlari, tiroid hiicrelerinin folikiil i¢ine salgiladigi proteolitik ve peptidaz

enzimleri ile tiroglobiilinden ayrilarak serbestlesir. T3 ve T4 sistemik dolasima geger.
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Hormon haline gelmemis MIT ve DIT’ lar serbest kalir, ancak kan akimima karigmazlar.
Bunlardaki iyot, tiroid bezinde bulunan deiyodinaz enzimleri ile deiyonize -edilir,

serbestlesmis bu iyot yeniden hormon sentezinde kullanilir. (57,58).
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Resim 7 (2). Tiroid Hormonlarinin Yapim ve Salinimi (59)

2.6.2. Tiroid Hormonlarmin Viicutta Tasinmalari
T4 molekiillerinin yaklagik %75’1, T3 molekiillerinin yaklasik %70’1 tiroid baglayici
globiilinler (TBGs) ad1 verilen tasiyici proteinlere bagli olarak dolagima girerler. Dolagimda

T3 veya T4’lin kalaninin ¢ogu tiroid-baglayici prealbumine (TBPA) ya da plazma

proteinlerinden biri olan albiimine baglanirlar.
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Tiroid bezi, TSH tarafindan uyarilinca tiroglobulin proteolitik bir enzim tarafindan
parcalanir, tiroksin ve trityodotronin serbest kalarak kana geger. Kana ge¢en bu hormonlardan
cogu (%90) tiroksin, az bir kismi1 (%10) trityodotronindir. Fakat gerek tiroid bezinde gerekse
diger doku hiicrelerinde tiroksinden (T4) bir iyot enzimatik bir reaksiyonla ayrilarak
trityodotronin (T3) meydana getirilir. Esasen T4’lin metabolik yonden etkisiz oldugu, asil
hormon etkisi yaratanin T3 oldugu kabul edilmektedir (45).

Tiroid hormonunun ¢ogunu alan dokular karaciger, bobrek ve kaslardir. Beyin, dalak ve
gonadlar ¢ok az tiroid hormonu alirlar. Bu farkli alimlarin nedeni T4’iin oksijen kullanimi
tizerine metabolik etkileri ile ilgilidir. Tiroid hormonlarinin periferik dokulara nasil girdigi
kesinlik kazanmamakla birlikte pasif diflizyon ile gergeklestigi tahmin edilmektedir. Yine
olasilikla, periferik dokularda hiicre yiizeyinde tiroid hormonuna spesifik reseptorler oldugu
diistiniilmektedir. Hiicre i¢inde tiroid hormonlar ya sitoplazmada serbest halde kalirlar ya da
diisiik afiniteli sitozolik reseptdrler ya da yliksek afiniteli niikleer mitokondriyal reseptorlere

baglanirlar (60).

2.6.3. Tiroid Hormonlarimin Etkileri

Tiroid hormonlar1 hedef hiicrelerdeki etkilerinin biiylik bir kismini, hiicre cekirdegi
igcindeki reseptorler aracilifi ile ve bir kismin1 da mitokondriler igindeki reseptorler araciligt
ile gosterirler. Niikleustaki reseptorlerin dogal ligandinin T3 oldugu ve T4’lin onun
prekiirsorii olarak gorev yaptigi bilinmektedir (61).

Niikleus ig¢ine giren tiroid hormonu tarafindan bu reseptorlerin aktivasyonu, bazi
genlerin transkripsiyonunu hizlandirarak 6zel mRNA’lar araciligi ile yapisal ve fonksiyonel
bazi hiicre proteinlerinin sentezini artirir. Tiroid hormonu reseptorlerinin ikinci yerlesme yeri
mitokondrilerin i¢ membranidir. Buradaki reseptorler lipoprotein yapisindadir. Bu hormonlar,
bazi hiicre tiirlerinde, mitokondrilerin oksidatif metabolizmasini, oksijen tiiketimini ve
dolayistyla oksidatif fosforilasyon olaymi (ATP olusumunu) arttirirlar. Hiicrede oksidasyonun
artmasinda, mitokondrilerin sayisinin artmasi ve her bir mitokondri i¢indeki oksidasyon yapan
birimlerin sayisinin artmasi rol oynar. Tiroid hormonlar1 bazi organlarda (beyin, testis ve
dalak gibi) oksidasyon ve oksijen tiiketimini arttirmazlar.( 62). Hiicre membraninda Na+ ve
K+ doéngiisiinden sorumlu bir aktif transport mekanizmasinin esasini olusturan Na+, K+-
ATPaz’ 1, tiroid hormonlar1 tarafindan indiiklenerek, etkinligi arttirilir ve hiicrenin ATP

kulanim artar.( 61).
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2.6.3.1. Tiroid Hormonunun Protein Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlarinin protein metabolizmasi lizerine olan etkileri, hormonun genel
metabolizma {izerine olan etkilerinin temelini olusturur. Protein sentezini artirmasi nedeniyle,
0zgiil enzimlerin sentezini de arttirir; bunlar da diger metabolik olaylar1 hizlandirir (45).

Tiroid hormonlarinin protein metabolizmasina etkisi, hormon verilen hayvanin ya da
bireyin metabolik durumuna ve hormon dozuna gore degisir. mRNA, tRNA ve rRNA
sentezini artirarak, azot dengesi lizerinde pozitif etki gosterir. Bu etki ile biiylime hormonu

uyarilarak sentezi arttirilir (63).

2.6.3.2. Tiroid Hormonunun Karbohidrat Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlar1 karbonhidrat metabolizmasinin hemen hemen biitiin evrelerini etkiler.
Hormon miktar arttikca bagirsaklardan glikoz emilimi, buna paralel olarak artar. Dokular
tarafindan glikoz kullanimini arttirir. Karaciger, iskelet kasi ve kalp kasinda glikojenolizi
arttirir ve kan glikoz diizeyini yiikseltir. Bu ylikselis baslangigta glikoziiriye bile neden
olabilir. Ancak sonradan katabolizmanin ve epinefrin salinmasinin artmasi nedeniyle,
karaciger glikojeni tiikenir ve kan glikoz diizeyi diiser. Tiroid hormonlarinin karbonhidrat
metabolizmasi {izerinde doza bagimli ters bir etkisi mevcuttur. Ornegin, sicanlarda kiigiik
dozda ve ensiilin varliginda glikojen sentezini arttirirken, yliksek dozda tiroid hormon
karaciger glikojeninin glikoza pargalanmasini hizlandirir. (45).

Tiroid hormonlar1 glikozun intestinal absorbsiyon hizini, yag dokusu ve kaslar
tarafindan, alintm hizim arttirirlar. Insiilinin yikimu {izerinde de etkilidirler ve yiiksek dozda,
insiilin yitkimint arttirirlar. Tiroid hormon preparatlari, diabetiklerde insulin gereksimini
arttirirlar.  Hipotiroidizm halinde insiilin yikimi azalir. Hipertiroidili hastalarda insiiline

duyarlilik genelikle azalir, hipotiroidizmde ise duyarlilik artar.( 61)

2.6.3.3. Tiroid Hormonunun Lipid Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonu fazlaliginda lipid depolar1 azalir ve kanda lipid diizeyi diiser. Yag
dokuda lipolizi arttirir. Bu etkisini adenilet siklaz-cAMP mekanizmasini uyarmakla ve
dokular1 diger lipolitik maddelere karsi (O0rnegin, katesolaminler, biiyiime hormonu,
glukagon) duyarh hale getirmekle yapar. Lipoliz sonucu meydana gelen ve kanda derisimi
artan serbest yag asitlerinin okside olmalarim1 hizlandirir. Tiroid hormonunun lipid

metabolizmasina olan klasik etkisi, kolesteroliin kan plazmasindaki derisimini diistirmesidir.
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Kolesteroliin digki ile atilmasini ve safra asitlerine doniismesini arttirir. Ayrica hiicrelerin
apoprotein reseptdrlerinin yapimini arttirarak, kolesterol tastyan LDL nin hiicrelere girigini ve

yikimini da hizlandirirlar (64).

2.6.3.4. Tiroid Hormonunun Vitamin Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlar1 enzim sentezini arttirmalari ve metabolik olaylar1 hizlandirmalar
nedeniyle, hiicrelerin koenzimler ve bunlar1 olusturan vitaminlere olan gereksimini artirirlar
(61). Hipertiroidizmde, suda eriyen vitaminlerden tiyamin, riboflavin, B12 ve C vitaminlerine
ihtiyac artar. Hipertiroidili hayvanlarda nikotinamid’den piridin niikleotidlerin (NAD ve
NADP’nin) sentezi aksar. Vitaminlerden bazi koenzimlerin sentezi i¢in tiroid hormonu
gereklidir. Ornegin, karotenden vitamin A sentezi ve vitamin A’nin retinen’e doniistiiriilmesi

i¢in tiroid hormonuna ihtiyag vardir (45).

2.6.3.5. Tiroid Hormonu Etki Mekanizmasi

Tiroid hormonlarinin bir¢ok enzimler ve hemen hemen biitiin organ sistemleri {izerine
biiylik etkileri vardir. Tiroid hormonu niikleer reseptdrlerinin T3’e karsi affinitesi T4 den
daha fazladir (65). Bu reseptdr, histon 6zellik gostermeyen asidik bir proteindir (66) ve T3’iin
hiicre diizeyindeki etkisi reseptorle birlesmesi ile baslar. Hormon-reseptor birlesmesi, hormon
tarafindan sentezi bagslatilacak proteine ait mRNA dizisinin meydana gelmesini hizla
arttirmaktadir. Bu olay niikleer reseptdrlerin transkripsiyonu hizlandirdigini gosterir. T3 ile
niikleer reseptor kompleksinin transkripsiyon yoniinden aktif kromatin ile iliski kurdugu
tahmin edilmektedir (67).

T3 etkisinin meydana gelmesinde bazi hormonlar ve faktorler ise karigmaktadir.
Metabolik faktorler tiroid hormonu tarafindan ilgili genin harekete gecirilmesini etkileyebilir.
Ornegin aglikta niikleer T3 reseptorleri azalmaktadir (68,69). Kanda tiroid hormone belli bir
diizeyi asinca TSH salinmasi inhibe edilir. Bu inhibisyon, kanda hormon miktarinin
ayarlanmasinda negatif-feedback mekanizmasi ile olmaktadir. Tiroid hormonu bu etkisini,
diger etkileri gibi, adenohipofizde TSH salgilayan hiicrelerin niikleer reseptorleri ile
etkileserek yapmaktadir. Adenohipofizin TSH sentezleyen hiicrelerinin niikleer reseptorleri
T3 tarafindan isgal edilince TSH salinmasi durur. Kanda tiroid hormonu diizeyi diisiince,
niikleer reseptorlerin T3 ile isgal edilemeyen miktari artar ve TSH salinmasi, dolayisiyla T4

salinmasi artar. T4 diger doku hiicrelerinde oldugu gibi, tirotrof (TSH salgilayan) hiicrelerde
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de deiyodinasyon yoluyla T3’e doniistiiriilmektedir. T3’iin TSH salgilayan hiicrelerin niikleer

reseptorleri ile birlesmeleri, negatif-feedback yoluyla, TSH salinimini inhibe eder ( 70).

HIPOTALAMUS

TIROID BEZI

! T IR OID FIOR MONTT

HEDEF ORGANLAR

Resim 8 (3). Tiroid hormonlarinin saliniminin negatif-feedback ile kontrolii

2. 7. Elektromanyetik Alan (EMA)

2.7.1. Elektrik

Elektrik, duragan ya da devingen yiiklii parcaciklarin yol actigr fiziksel bir olgudur.
Elektrik yiikii, maddenin ana niteliklerinden biridir ve temel parcaciklardan kaynaklanir.
Elektrik olgusunda rol oynayan temel parcacik yiikii, negatif isaretli olan elektrondur.
Elektriksel olgular ¢ok sayida elektronun bir yerde birikmesiyle ya da bir yerden bagka yere
hareket etmesiyle ortaya cikar. Elektrik olgusunda rol oynayan diger pargacik yiikii, pozitif
isaretli olan protondur. Atomlarin dis yoriingelerindeki elektronlar, bir atomdan diger komsu
bir atoma rastgele hareket edebilir. Iletkenlerde bu rastgele ve serbestce hareket eden
elektronlarin sayist son derece fazladir. Elektrik akimi, elektrik yiiklerinin bir noktadan bagka
bir noktaya hareket etmesine verilen isimdir. Elektrik yiikiinlin elektronlarca tagindigi bir

iletken i¢indeki akim, birim zamanda iletkenin herhangi bir noktasindan gegen yilik miktarinin
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Ol¢iistidiir. Eski Yunanlilar, kehribarin bir kiirk parcasina stirtiilmesi sonucunda kustiiyli gibi
hafif cisimleri ¢ekme 6zelligi kazandigmi gozlemlemislerdi. Elektrik sozciiglinlin kaynagi
“kehribar” anlamina gelen Yunanca elektron sozciiglidiir. Elektrigi ilk olarak ciddi anlamda
inceleyen bilim adami William Gilbert, 16. ylizyilin sonlarinda, statik elektrikle manyetizma
arasindaki iligki tizerinde aragtirmalar yapti. Benjamin Franklin 1752°de gerceklestirdigi {inlii
ucurtma deneyiyle yildirimin bir elektrik olgusu oldugunu gosterdi. Ayrica Franklin, elektrik
yiiklerinin eksi ve arti olarak belirleyip adlandirdi. 1767°de Joseph Priestley, elektrik
yiiklerinin birbirlerini, aralarindaki uzakligin karesiyle ters orantili olarak cektiklerini buldu.
Yiizyilin basinda Alessandro Volta, elektrik pilini icat etti. Davy, 1808’de elektrik akimi
tastyan iki komiir elektrotu birbirinden ayirarak bir ark olugturmay1 basardi, boylece elektrigin
151k ya da 1s1 enerjisine doniisebilecegini gosterdi. 1820°de Hans Christian Orsted, i¢inden
elektrik akimi gecen bir iletkenin yakinindaki bir miknatis ignesinin saptigini goézlemleyerek,
elektrik akiminin iletken ¢evresinde bir manyetik alan olusturdugu sonucuna vardi. 1873’te
Zénobe- Théopline Gramme, elektrik enerjisinin havai hatlar aracilifiyla etkin bir bi¢cimde
iletilebilecegini gosterdi. A. Edison’in 1881°de ilk elektrik iiretim merkeziyle dagitim
sebekesini New York’ta kurmasi ve 1895°de N. Tesla’nin alternatif akim ile elektrigi ¢cok
uzak mesafelere tagimasi elektrik enerjisinin evlerde ve sanayide yaygin olarak

kullanilmasinin baslangici oldu.(71,72,73)

2.7.2. Elektromanyetik Alan

Bir elektrik ytikiiniin hareketi sonucunda uzayda olusan degisikliklere elektromanyetik
alan denir. Bilesenleri elektrik ve manyetik alandir. Durgun elektrik yiikleri ¢evresinde
elektrik alanlar1 olusur. Yik hareketliyse ayrica elektrik yiiklerinin ¢evresinde bir manyetik
alan olusur. Manyetik alan olmaksizin uzayda elektrik alan olusabilir, ancak; uzayda manyetik
alan olusabilmesi icin buna eslik eden, uzayda degisiklik gosteren elektrik alana ihtiyag
vardir. Bu degisim siniizodial (siniis fonksiyonunun sekli) bir egri seklindedir. Bir ortamda
elektrik alani degistirmek i¢in yiiklii cisimleri ivmeli hareket ettirmek gerekir. Dolayisiyla
ivmeli hareket eden vyiikler elektromanyetik dalga yayar. iliskili oldugu yiiklerden ve
akimlardan ayr1 olarak kendi basina diigiiniilen elektromanyetik alan, elektrik alani ile
manyetik alanin karsilikli etkilesimi sonucu olusur. Bir elektromanyetik alan, belirli kosullar

altinda, elektromanyetik enerji tasiyan bir dalga hareketi olarak da tanimlanabilir.
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Elektromanyetik dalgalar bi¢ciminde yayilan enerjiye elektromanyetik radyasyon (1ginim)
denir.

Boslukta elektrik ve manyetik alan vektorleri birbirine diktir ve elektromanyetik dalga
bi¢ciminde, dogrultusu her iki alana da dik olarak yayilir (Resim 4). Elektrik alan vektorlerinin
degisimi ile manyetik alan vektorlerinin degisimi siniizodial egri bi¢cimindedir. Asagidaki
sekilde iki kondansatoriin uglarindaki elektrik alan degistirilerek etrafa elektromanyetik dalga

yaymasi goriilmektedir.

Resim 4: Elektrik (E), Manyetik (B) ve Elektromanyetik (Z) alan dalgalar1
ve vektor yonleri (74)

Elektromanyetik dalgalarin ideal (higbir madde i¢ermeyen, baska alanlarin ya da
kuvvetlerin bulunmadigi) bosluktaki yayilma hiz1 (c) evrensel bir sabittir ve degeri saniyede
299729,458 km’ye esittir (1s1k hizi). Elektromanyetik dalgalar, biitiin dalga hareketleri gibi,
yansima, kirtlma, kirmim ve girisim ozellikleri gosterir; enine bir dalga oldugu i¢in de
kutuplanma 6zelligi gosterir. Elektromanyetik dalga bir ortamdan bagka bir maddesel ortama
gectigi zaman, dalgay1 olusturan elektrik ve manyetik alanlar yayilma dogrultusuna tam dik
olmaktan ¢ikar, bir bagka deyisle yayillma dogrultusunda bilesenlere sahip olur. Bu bilesenler,
dalganin yayilmasi sirasinda enerji yitirmesine yol acar. Elektromanyetik dalgalarin
frekanslar1 (saniyedeki titresim sayis1) ¢cok genis bir frekans bolgesini kaplar. Elektromanyetik
dalgalar gibi periyodik dalgalarin yayilmasinda, art arda iki peryotta birbirine karsilik gelen
noktalar (6rn. Genligin maksimum oldugu noktalar) arasindaki uzaklik dalga boyudur.
Dalganin ortamda yayilma hizi (v), frekansi (f) ve dalga boyu arasinda bagintis1 gegerlidir. SI

birimler sisteminde frekans hertz (Hz), dalga boyu metre, hiz da m/s birimleriyle 6l¢iiliir.
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Elektromanyetik dalganin frekansini dalgayr olusturan kaynak belirler. Dalganin hiz1 ise
yayildigr ortama ve dalga boyuna bagimlidir. Bosluktaki yayillma hizi c'ye esit olan
elektromanyetik dalgalarin maddesel bir ortamdaki hizlar1 ise c'den kiigiiktiir. Belirli bir
ortamdaki hizin c'ye orani, o ortamin kirma indeksi olarak bilinir. Ornegin dalga boyu 589 X
10-9' m olan sar1 151k i¢in havanin kirma indeksi 1,0002, suyun 1,333, camin ise yaklasik
1,5'tir. Farkli dalga boylarindaki dalgalardan olusan bir 1s51ma, bu ortamlarda yayilacak olursa
dalgalar bilesenlerine ayrilir. Elektromanyetik dalgalar, frekanslarina gore, 6zel adlarla anilan
gruplara ayrilir, buna elektromanyetik tayf denir (Sekil 5). Bu gruplar arasindaki frekans
sinirlar1 kesin bir bigimde belirlenmis degildir. En diisiik frekansh dalgalar radyo dalgalaridir.
Bunlar, frekanslar yaklasik 3x103 Hz'den 30x109 Hz'ye kadar (dalga boylar1 100 km'den 1
cm'ye kadar) degisen ve uzun dalga, orta dalga, kisa dalga, VHF(¢ok yiiksek frekans),
UHF(ultra yiiksek frekans) gibi frekans bantlarina ayrilan dalgalardir. Mikrodalgalarin
frekanslar1 yaklasik 3x108 Hz'den 3x1011 Hz'e kadar (dalga boylari 1 m’den 1mm’ye kadar)
degisir. Goriiniir 15181, 7,8x10-5 cm (kirmizi 1s1k) ile 4x10-5 cm'lik (mor 1s1k) dalga boylari
arasindaki ¢ok dar bir band1 kaplayan elektromanyetik dalgalar olusturur.

RADYO MIKRODALGA %  KIZILOTESI GORUNEN MOROTES! X-ISINLARI S GAMA ISINLARI
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Resim 5: Elektromanyetik tayf (75)

Elektromanyetik 1s1ma, dalga niteliginin yan1 sira pargacik niteligi de gosterir. Kisa
dalga boylu elektromanyetik dalgalar madde ile karsilagtirildiklarinda, dalga olmaktan ¢ok
partikiilmiis gibi tepki gorlir ve gosterirler. Gergekte bu dalgalar enerji demetleri olup

“kuantum” veya “foton” adini alirlar. Fotonlar 11k hiz1 ile hareket ederler. Her bir foton
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tarafindan tasinan enerji, bu radyasyonun frekansmna baglidir. Ornegin frekans iki katina
yiikseltilirse foton enerjisi de iki kat1 kadar artacaktir. Radyo dalgalar1 gibi diisiik frekansh
elektromanyetik 151ma tiirlerinde foton enerjisi ¢cok kii¢iiktiir (6rn. 1 MHz i¢in 6,6x10-28 J =
4x10-9 eV), bu nedenle 1s1manin enerjisi belirgin degildir. Ama X 1sinlar1 (foton enerjisi
1.000- 200.000 eV) ve ozellikle gamma 1sinlar (birkag yliz bin eV'nin {istiinde) ile kozmik
fotonlar (milyarlarca, hatta trilyonlarca eV) i¢in durum tersinedir; bu durumlarda 1simanin
parcgacik niteligi 6nem kazanir. Degisik frekanslardaki elektromanyetik 1s1ma tiirleri madde ile
cok farkli bicimlerde etkilesime girer. Elektromanyetik dalgalara tiimiiyle saydam olan tek
ortam bosluktur. Maddesel ortamlar kimi frekans bolgelerindeki dalgalar1 kuvvetli bir bicimde
sogurur. Yerin atmosferi gorlinlir 15181, kisa dalga boylu kizilétesi 1simalari ve radyo
dalgalarin1 hemen tiimiiyle gecirir, geri kalan biitiin frekanslar1 ise sogurur (cok yiiksek

enerjili kozmik 151n fotonlar1 da atmosferden gecebilirler). (74,76,77 )

2.7.3. Elektromanyetik Biiyiikliikler ve Birimler

Elektrik alan olusumu ortamda yiiklerin varligina baghdir. Manyetik alan ise yiiklerin
hareketli olmasiyla (akim akmasiyla) olusur. Ortamda bulunan diger bir yiike uygulanan
kuvvet seklinde de agiklanan elektrik alan birimi “V/m” dir. Benzer sekilde manyetik alanlar
da ortamdaki yiiklere kuvvet uygularlar, ancak tek kosul yiiklerin hareketli olmasidir. Elektrik
ve manyetik alanlarin hem siddeti hem de yonii s6z konusudur, yani vektorel biiytikliiklerdir.
Manyetik alandan iki sekilde s6z edilebilir. Birincisi manyetik aki yogunlugu (B) olup birimi
“Tesla” dir (1 Tesla(T)=10.000 Gauss(G)’dur). ikincisi ise manyetik alan siddeti (H) olup
birimi “A/m” dir. Bu iki biiyiikliik ortam manyetik gecirgenligi ile birbirine B=pH iligkisi ile
baglidir. (Bos uzayda, havada ve canli dokularda p=4 x10-7 [Henry/m] olarak alinir.) (78)

2.7.4. Cok Diisiik Frekansh Elektromanyetik Alan

Cok Diisiik Frekansli Elektromanyetik Alan (Extremetely Low Frequency —
Electromagnetic Field, ELF-EMF), elektromanyetik tayfin 0 ile 300 Hz frekanslar1 arasindaki
radyasyon bdlgelisini tanimlar. ELF-EMF, parcacik o6zelligi gostermeyen, iyonlastirmayan
radyasyon tiiriine girer. Elektrik dagitim istasyonlarindan evlerimize gelen sebeke elektriginin
frekans1 50 Hz’dir ve neden oldugu elektromanyetik alan bu bélgededir. 50 Hz cihazlarin
kullaniminin sik olmasi nedeniyle giinliik hayatta daha ¢cok ELF-EMF ile karsilasmaktayiz.
Bu nedenle ELF-EMF maruziyeti bilimsel oldugu kadar toplumsal bir tartisma konusudur.
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Yerkiirenin geomanyetik alan biiyiikliigii 10-6 mT, viicut manyetik alan degeri 10-7 mT
civarindadir. Glinliik hayatta ev ve isyerlerinde kullandigimiz buzdolabi, bulasik makinesi,
kurutma

makinesi, TV, bilgisayar, elektrikli 1sitici, {itli, mikser, mutfak robotu, fliioresan lamba,
elektrikli tras makinesi, sa¢ kurutma makinesi, elektrikli battaniye gibi aletlerin manyetik
alanlart 0,1 mT ile 2,5 mT arasinda degismektedir. En fazla manyetik alana 2,5 mT ile sag
kurutma makinesi, 0,5-1 mT ile elektrikli tras makinesi ile fliloresan lamba sahiptir. Renkli
televizyon ve bilgisayar monitdriiniin manyetik alan1 0,1 0,5 mT arasindadir. Viicudumuzun
manyetik alani ¢gevremizdeki dogal alan olan yerkiirenin manyetik alani ile uyumludur, ancak

yiiksek elektromanyetik alanlara neden olan elektrikli aletler bu uyumu bozmaktadir. (79)

2.7.5. Elektromanyetik Alanlarin Biyolojik Etkileri

Elektromanyetik dalgalarin olusturdugu biyolojik etkilerin canli organizma iistiinde
giivenilir bir sinirda kalmasi i¢in, insan hiicre ve dokularini temsil eden matematiksel
modeller ile ¢alismalar yapilmaktadir. Bu calismalarda gosterilen ortaya cikabilecek olasi
biyolojik etkiler sunlardir;

a) Tek bir hiicre veya hiicre sistemlerine etkiler (Molekiiler etkiler, Hiicre i¢i sistemler
tizerine etkiler, Tek bir hiicreye etkiler)

b) Genetik diizen ve gelisme iizerine etkiler ( Genetik ve mutajenik etkiler, Teratolojik
etkiler, Biiyiime ve gelisme etkileri)

¢) Gelismis organ, doku veya hiicre sistemleri iizerine etkiler ( Testisler iizerine etkiler,
Kardiyak fonksiyona etkiler, Sinir sistemi ve davranis tepkileri iizerine etkiler, Hematolojik
etkiler, Immiinolojik etkiler)

d) Metabolizma ve diizenleme sistemleri tizerine etkiler (Klinik biyokimya ve

metabolizma iizerine etkiler, Noroendokrinolojik tepkiler) (76)

2.7.6. ELF-EMF’nin biyolojik etkileri

Daha oOnce yapilan in vivo ¢alimsalar, artmis tiimor insidansi, iireme ve olgunlasma,
noral ve davranig degisiklikleri oldugu konusunda fikir birligindedir (80,81,82,83). Bazi
epidemiyolojik calismalar yerlesim yeri ve mesleki ELF-EMF kalmaya bagl artmis kanser
riskini, 6zellikle cocukluk cagi losemisi ve beyin kanseri rapor etmistir, ancak diger

calismalar bu sonuglart dogrulamamistir (84,85,86,87,88,89,90). Dokuma fabrikalarinda
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yiirlitiilen bir ¢alismada, ELF EMF maruziyetinde kalmis calisanlarda artmig Alzheimer’s
hastaligindan bahsedilmistir (91). Bazi1 calismalar ELF-EMF’nin melatonin sirkadiyen
sekresyon profilini degistirdigini gostermistir (92,93,94,95). Buna ilaveten EMF maruziyeti
altindaki hayvanlarin beyinlerinde yapilmis santral sinir sistemi iizerindeki calismalarda
norotransmitter sistem (asetilkolin, dopamin, serotonin veya aminoasidler) aktivitesinin
baskilanmis oldugunu gostermistir (80,96,97,98,99,100,101). Baz1 arastirmalar ELF-EMF’1n
dolagim ve sinir sistemini etkileyecegini teorik olarak varsaymislardir ve 1960°dan beri bir¢ok
iilkede enerji hatlar frekansinda EMF etkisi tizerine biyolojik calismalar yapilmistir. 1999°da
Diinya Saglik Orgiitii elektrikli lokomotif siiriiciilerinde kroner kalp hastalig1 riskinin arttigini
rapor etmistir. Bazi ¢aligmalar ELF-EMF’nin kalp hizin1 artiricr etkisini gdstermisken bazi
calismalar ELF-EMF nin elektrik santrali iscilerinde ve siganlarda kalp hizi yavaslamasina
neden oldugunu rapor etmistir (102,103,104,105). Bununla beraber bazi caligsmalarda da
anlaml fizyolojik degisiklik bulunmadigi bildirmistir (106,107). Yine bazi ¢aligmalarda,
EMA maruziyeti sonucu ndrovejetatif diizensizliklerin ortaya ¢iktigini rapor etmislerdir
(95,107,108). Hem kan basinci regiilasyonunda (hipotansiyon veya hipertansiyon) hemde
kardiyak ritimde (bradikardi veya tasikardi) diizensizlikler goriildiigiindii bildiren ¢alismalar
da vardir (109,110). Kalbi kontrol eden sempatik ve vagal sinir sistemin non-invaziv
gostergesi olan heart rate variability (kalp hiz1 degiskenligi, HRV) kullanilarak bir¢ok calisma
yapilmustir. Geng erkeklerde yapilan bir mesleki maruziyet ¢alismasinda, diisiik frekansta
EMA’a maruz kalimmasiyla HRV’de azalmistir, benzer sekilde kadinlarda yapilan bir
calismada ise ilginc olarak yiiksek yogunlukta EMA’ a maruz kaldiginda bile HRV
etkilenmemistir (111,112). Bu sonuglar ELF-EMF’in kardiyovaskiiler cevaptaki sempatik
sinir sistemi aktivitesini etkileyebilecegini ileri slirmektedir. Son yapilan bir bagka ¢alismada
1 giinlik ELF-EMF maruziyeti kalp hizinda yavaslama ve EKG’de bazi degisikliklere neden
olmusken 5 giinlik ELF EMF maruziyetinde higbir degisiklige rastlanilmamistir (113). Bu
caligmalara ragmen, deneklerin EMA alan maruziyeti altindayken kalp aktivitesinde nasil bir

etkilenme oldugu konusunda literatiirde yeterli bilgi yoktur.

2.7.7. Elektromanyetik Radyasyon Zararlarimin Olas1 Mekanizmasi
Diistik frekansli elektromanyetik dalgalarin foton enerjileri, atomlar1 ve molekiilleri
iyonlastiracak diizeyde degildir. Ortamdaki iyonlastirici olmayan elektromanyetik dalgalarin

etkisinde kalma sonucunda canlilarda olasi iki tiir etki olugabilir: Is1 ve 1s1ya bagli olmayan
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etkiler. Is1 etkileri, viicut tarafindan yutulan elektromanyetik enerjinin 1stya doniismesi ve
viicut sicakligini arttirmasi olarak tanimlanir. Bu sicaklik artisi, 1sinin kan dolagimu ile atilarak
dengelenmesine dek siirer. Diisiik frekans bandindaki elektromanyetik dalgalarin sebep
olabilecegi sicaklik artis1 gergekte cok diisiiktiir ve biiyiik olasilikla viicudun normal
mekanizmalari ile kolayca etkisizlestirilebilir. Elektromanyetik dalgalarin 1s1ya bagli olmayan
etkileri olarak iddia edilen bozukluk ve hastaliklar arasinda beyin aktivitelerinde degisiklikler,
uyku bozukluklari, dikkat bozukluklari, bas agrilar1 bulunmaktadir. Ancak bu riskler ¢ok
yiiksek deneysel dozlar ve siirelerde gegerli olabilir. Bu etkilerin kimyasal degisikliklere bagli
oldugu diisiiniilmektedir. Yiiksek enerjili iyonlastirict elektromanyetik dalgalar, DNA ve
genetik malzemeyi kapsayan biyolojik dokuda hasara yol agabilen molekiiler degisikliklere
yol acabilirler. Bu etkinin olabilmesi i¢in dokunun x-1ginlar1 ve gama 1sinlar1 gibi yiiksek

enerjili fotonlarla etkilesmesi gerekir. (76,114)
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2.8. Antioksidanlar ve Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, serbest radikallerin viicutta olusturdugu hasarlar1 6nlemek amaciyla
gelistirilmis savunma sistemleridir. Reaktif oksijen tiirlerine karsi koruma, olusan radikallerin
detoksifiye edilmesi, radikal zincir reaksiyonlarinin ve radikal olusumunun engellenmesi ile
saglanmaktadir (115).

Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipid preoksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlari, dogal (endojen) ve

eksojen kaynakli olmak iizere iki grupta toplayabiliriz (116).
A. Dogal Antioksidanlar (Endojen)

I- Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksit dismutaz, katalaz,

glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz
2- Enzim olmayanlar:
* Lipid fazda bulunanlar: Alfa-tokoferol ve beta-karoten

e Sivi fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, ferritin, albiimin,

bilirubin, seriiloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin, glutatyon

B. Eksojen Antioksidanlar

1. Ksantin oksidaz inhibitérleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit

2. Soya fasiilyesi inhibitorleri

3. NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal

blokerleri, non-steroidal antienflamatuvar ilaglar

4. Rekombinant superoksid dismutaz
5. Diger nonenzimatik serbest radikal toplaticilari: Mannitol
6. Demir redoks dongiisii inhibitorleri: Desferrioksamin

7. Notrofil adhezyon inhibitdrleri
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C. Gida Antioksidanlar

1. Butylated hydroxytoluene (BHT)
2. Butylated hydroxyanisole (BHA)
3. Sodyum benzoat

4. Ethoxyquin

5. Propyl gallate

6. Demir-superoksid dismutaz

Antioksidan etki tipleri:

1. Toplayict (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif yeni
bir molekiile ¢cevirme etkisidir.

2. Bastirict (quancher) etki: Serbest radikallerle etkilesme sonrasinda, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif sekle doniistiiren etki seklidir.

3. Zincir kiricr (chain breaking) etki

4. Onarici (repair) etki (117)

2.8.1. Melatonin

Melatonin veya N—asetil-5—metoksitriptamine (MEL) pineal glandin secrete ettigi esas
maddedir. Gliniimiizde melatonin’in biyolojik ritmin diizenlenmesinde, uyku, mizag, lireme,
tiimdr biiyiimesi ve yaslanma siirecinde etkili oldugu bilinmektedir (118). Pineal beze néronal
bilgiler norepinefrin ile gelir, melatonin ile ¢ikar. Melatonin saliniminda egemen olan kontrol
sistemi ¢evresel aydinlik-karanlik siklusudur. Giindiiz saatlerinde az miktarda sentezlenir,
karanlikla birlikte salinimi ve sentezi artmaya baglar (119). Sempatik innervasyonun intakt
olmast melatonin ritminde Onemlidir. Pinealositlerde sonlanan sempatik sinir uglarindan
noradrenalin salgilanir, beta adrenerjik reseptdrler uyarilir. Bu uyar triptofan alimina neden
olur, triptofandan seratonin olusur, seratoninden de melatonin sentezlenir (120). Melatonin
pasif difiizyonla kan dolasimina geger. Hidrofilik ve lipofilik yapisindan dolayr biitiin
membranlar1 kolayca gegebilir. Plazmada yaklasik %70 dolayinda albumine baglanir (121).
Sekresyon artis1 gecenin baglangicinda baslar ve gece yarisi saat 1-2 aras1 pik degerine ulasrr,
gecenin kalan saatlerinde yavas yavas azalir ve giindiiz saatlerinde sentez ve salinimi1 daha da
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diiser (120,122). Karacigerde hidroksilasyon ile metabolize olur, siilfiirik asit (%60-70) veya
glukuronik asitle (%20-30) konjuge olduktan sonra idrarla atilir. Melatonin’in esas metaboliti
idrarla atilan siilfoksimelatonindir. Melatonin intraven6z olarak hizla dolasimda dagilir ve
elimine olur (t1/2: 0,5-5,6 dk) (123). Oral alindig1 zaman yarilanma siiresi 45 dakikadir.
Genel olarak endokrin aktivasyonlar tizerinde bariz bir etkisi olmamakla birlikte, farmakolojik
dozlarda LH konsantrasyonunda azalma, prolaktin konsantrasyonunda artis yaptig1 rapor
edilmistir (120). Melatonin intraselliiler alanda sitozolik kalmodulin yoluyla direkt kalsiyuma
bagli sinyalleri etkilemekte ve adenilt siklaz-fosfodiesteraz gibi hedef enzimleri ve yapisal
proteinleri etkilemektedir (Sekil 5) (124). Beynin degisik bolgelerinde (125), overlerde (126),
bagirsaklarda (127), ve kan damarlarinda (128) oldugu gosterilmistir. Melatonin reseptorleri
(pitiiiter bezin pars tuberalisi gibi) muhtemelen {ireme fonksiyonlari, peripheral dokulardaki
reseptorler (Orne8in arterler) kardiyovaskiiler regiilasyon ve viicut 1sisinin ayarlanmasi
tizerinde etkili olabilir. Serumda melatoninin artist uykunun baglamasim tetiklemektedir ve
uykunun devamlilig1 ve kalitesini etkilemektedir (129). Invitro ve invivo (130) calismalarda
melatonin’in yiiksek toksik hidroksil radikali ve oksijen kaynakli diger radikalleri temizleyici
etkisi oldugu gosterilmistir. Bu etkiye aracilik eden reseptorler bilinmemektedir. Bir
calismada melatonin’in bilinen antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vit E, vit C gibi) daha
etkili oldugu gosterilmistir (120). Antioksidan etkinin goriilebilmesi muhtemelen sadece

farmakolojik dozlarda olmaktadir.

Oksidatif fosforilasyon ~ Oksijenden tiireyen Adezyon
etkinligini artur radilzalleri detoksifiye eder molelalieting azatr

Antioksidan enzimleri Pro-i t
: ro-inflamatuvar
uyarir \ MELATONIN o et T

Genis ve yaygm hiicre _0 HJ*
iri dagihm gisterir 4 HC NH™ “CH

/ l H \
- i Nitrojenden tiireyen
Tam morfbizyolojik  Hijere membramm radﬂ:i]leri detuk!;iﬁ}*e eder
hariyerleri gecer stahilize eder

Resim 5 . Melatoninin antioksidan 6zellikleri (120)
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Melatonin’in tiimor biiyiimesini inhibe edici, strese bagli immunodepresyonu giderici
etkisi vardir (131). Fare ¢alismalarinda gosterilmistir ki melatonin kemik iliginde T-helper
hiicrelerinde IL-2, IL—4 yapimini artirmakta ve stromal hiicrelerde graniilosit-makrofaj koloni
stimiilan faktor yapimini artirmaktadir, bunun yaninda kemik iligi hiicrelerini apopitozise
kars1 korumaktadir (132). T lenfositlerde (CD-4), yiiksek afiniteli melatonin reseptorii

bulunmustur fakat B lenfositlerde melatonin reseptdrii yoktur (133).
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Resim 7: Melatoninin hiicre membrani ve intraselliiler diizeyde etkisi (124)

Giin igerisindeki karanlik saatlerin sayisinin degismesi melatonin sekresyonunu
etkilemekte bu da iireme aktivitesini etkilemektedir. Insanlarda mevsimsel degisim yoktur.
Bununla birlikte epidemiyolojik ¢alismalarda degisik cografi alanlarda dollenme ve dogum
oranlarinda mevsimsel dagilim gézlenmistir (134). Melatonin antioksidan etkisi ve immune
sistemi destekleyici etkisi ile hiicreleri hasarlanmadan koruyarak yaslanmaya kars1 koruyucu
etki gosteriyor olabilir (135). Deneysel caligmalarda melatonin’in hayvanlarda tiimor

biiylimesi tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir, hayvanlara melatonin verilmesi sonrasi timor
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biiyiimesinde inhibisyon goriilmiistiir (136). Ostrojen reseptdrii pozitif olan meme kanserli
kadinlarda ve prostat kanserli erkeklerde diisilk serum melatonin konsantrasyonlar1 ve diisiik

iiriner ekspresyon tespit edilmistir (137).

2.8.2 Melatoninin etki mekanizmasi

Melatonin lipid ¢oziintirligiinden dolayr hiicre membranint kolaylikla gecer ve tim
hiicre organellerine niifuz edebilir. Fizyolojik etkilerini hem reseptor araciligiyla, hem de
reseptorden bagimsiz olarak gosterebildigi bildirilmistir. Beyinde ve suprakiazmatik nukleusta
melatonine ait membran reseptorleri belirlenmistir (138). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
melatonin reseptorii klonlanmig ve G proteine bagli reseptdr ailesine ait oldugu gosterilmistir
(139). Periferik immiin hiicrelerde melatonine ait membran reseptorlerinin  varligi
saptanmistir. Bunlar ikinci haberci olarak cAMP’1 kullanirlar. Melatoninin niikleusta
baglandig1 bolgeler hem merkezi sinir sisteminde hem de periferik dokuda bulunmaktadir ve

klonlanmistir. Melatoninin reseptdrden bagimsiz etkileri de vardir. Bu etkilerinde araci olarak

+

5
kalmodulin kullanilir ve Ca la iligkili olan hiicre i¢i olaylar degisiklige ugrar (138).

2.8.3 Melatoninin Fizyolojik Onemi

Bugiine kadar yapilan calismalarda melatonine ait oldugu gosterilen ya da diisiiniilen

fonksiyonlar su sekilde siralanabilir:
v'Melatoninin insan disindaki memelilerde mevsimsel lireme fizyolojisi lizerinde
etkin oldugu gortilmiistiir (140).

v Salgilanimindaki sirkiiler ritmden dolay1 bu pineal hormon suprakiazmatik niikleus
tizerine etki ederek 24 saatlik sikluslarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Melatoninin
uyutucu etkisi ve uzun ucak yolculuklarmin yarattigi fizyolojik diizensizligin tedavisinde
kullanilmasi biyolojik saat olarak da tanimlanan suprakiazmatik niikleusla etkilesiminin

sonucudur (141).

*  Immiin sistem iizerinde modiilatdr olarak etki yapar.
=  Potansiyel antikanser bir madde olduguna inanilmaktadir (142).

=  Melatoninin antioksidan aktivitesi olduk¢a 6nemlidir.
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=  Melatonin 1-50mg/kg dozunda noroprotektif 6zelligi olmaktadir. 50-100 mg / kg
6liime kadar yol agabilen komaya sebep olabilir (143).

2.8.4 Melatoninin Antioksidan Ozelligi

Melatonin fizyolojik olarak en giiglii serbest radikal temizleyicisidir. Melatonin serbest
radikallere direkt etkisinin yaninda, glutatyon peroksidazi aktive ederek glutatyon iizerinden

de antioksidan etki gostermektedir (144). Melatoninin antioksidan kapasitesi bir¢ok c¢aligma

ile gosterilmistir. Tan ve arkadaslari melatoninin en toksik oksijen tiirevi olan OH radikalini
noétralizasyon giiclinii arastirmiglardir (145). Bu c¢alismada in vitro melatoninin etkisinin
glutatyonun bes ve mannitoliin onbes kat1 oldugu goriilmiistiir. Bundan bir yi1l sonra yapilan
bir ¢calismada peroksil radikalinin melatonin tarafindan tutulmasi arastirilmis ve trolox (suda
¢oziinebilen bir tiir E vitamini), C vitamini ve GSH ile elde edinilen sonug¢larla kiyaslanmistir.
Bu ¢alismada melatoninin en etkili antioksidanlardan E vitamininden iki kat daha etkili

oldugu bildirilmistir (146).

Pineal bezin baslica nérohormonu olan melatonin ilk defa Lerner ve arkadaslar
tarafindan 1958 yilinda izole edilmistir. Melatonin (N-acetyl — 5-methoxytryptamine ) pineal
bezden geceleri sentezi yapilan indole amindir. Son yillarda 6nemli bir antioksidan oldugu
ispatlanan melatoninin antioksidan savunma sisteminde rol alan superoksit dismutaz ve nitrik

oksit sentetaz gibi enzim aktivitelerini degistirdigi rapor edilmistir (147,148).

Son donem hayvanlarda yapilan ¢aligmalar enflamasyon patofizyolojisinin kontroliinde
melatonin kullaniminin faydalarini gostermistir. Ayni zamanda okside radikallerin fazla
tiretiminin kontroliinde etkileri agiktir.

Melatonin antioksidan aktivitesi, prekiirsorleri triptofan ve 5 hydroxytriptamine ve
belirli sayida oksidize derivatifleri ile ispatlanmistir. Bu molekiillerin indole pargalar1 oksijen

radikallerini tutarak daha fazla zarar verilmesini 6nlemektedir.

Melatonin diger antioksidanlarla etkilesime girerek onlarin etkinligini arttirir. Vit C,
troloks ya da GSH ile in vitro ortamda inkiibe edildiginde her {igiiyle sinerjik etki gosterdigi
ve in vitro radikal olusumunu azalttig1 gosterilmistir (149). Melatonin OH’i nétralize ederken
kendi elektronlarindan birini vererek radikale doniisiir. Bu radikale indolil katyon radikali ad1

verilir. Indolil olustuktan sonra ikinci basamakta O2 radikali zehirsizlendirilir ve N-asetil 5-

metoksikinliramin olugur. Melatonin molekiilii kolay oksitlenmez, otoksidasyona ugramaz,

redoks dongiisiine ve hidroksi radikali iireten reaksiyonlara katilmaz. Diger tiim diisiik
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molekiil agirlikli antioksidanlardan farkli olarak bir kez okside olduktan sonra indirgenmez.
Bu ozelligi ile molekiil otooksidatif radikal olusumu ve toksik redoks dongiisiine karsi

korunur. N-asetil 5-metoksikinuramin idrarla atilan son uriindiir.

Melatonin antioksidan olarak niikleer DNA, membrane lipidleri ve hiicre i¢i proteinleri
oksidatif hasarlara karsi korur. Ayrica melatonin siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,
glukoz 6 fosfat dehidrogenez ve nitrik oksit sentaz enzim aktivitelerinde degisiklige neden
oldugu rapor edilmistir (148). Inflamasyon ve oksidan stress kosullarinda nitrik oksit ve
stiperoksitin birlegsmesiyle olusan peroksinitrit toksik bir oksidandir. Melatonin peroksinitrite

bagli oksidan olaylarda inhibitor etkiye de sahiptir.

Melatoninin lipid peroksidasyonunu azalttigr 1993’deki bir calismada gosterilmistir. Bu
calismada Pierrefiche ve arkadaslar1 alloksana bagli olarak kan glukozundaki yiikselmeyi
melatoninin sinirlandirdigini - géstermiglerdir (150). Bir diger calismada da 6zellikle
akcigerlerde biriken bocek ilact Paraqutla olusan lipid peroksidasyonu melatoninle birlikte

verildiginde ortadan kalkmis bulunmustur (151,152).

Melatoninin glutatyon peroksidaz iizerine etkisi vardir. Bu enzim antioksidan savunma
sisteminin bir elemani olarak Ozellikle noral dokuda 6nemli rol oynar. Sigana eksojen
melotonin uygulandiginda beyin glutatyon peroksidaz aktivitesi 30 dakika sonra iki katina
cikar. Enzim aktivitesi ile doku melatonin konsantrasyonu arasinda pozitif korrelasyon

bulunmustur (153).

Melatoninden etkilendigi gosterilen bagka bir enzim ise 5-lipooksijenazdir. Bu enzim
allerjik ve enflamasyon reaksiyonlarinda anahtar rol oynayan l6kétrienlerin sentezinde gorev
yapar. Melatoninin 5-lipookijenaz aktivitesini inhibe etmesinin enflamasyonu ve sonugta

serbest radikal hasarini azaltacagi diisiiniilebilir (154).

Melatoninin bir¢ok hiicre fraksiyonunu oksidatif hasardan koruma 6zelligi onu 6nemli
bir antioksidan haline getirir. Diger serbest radikal tutucularin ¢oziiniirliikleri nedeniyle
aktiviteleri smmrhdir. Ornegin E vitamini membranda bulunan doymamis yag asitlerini
oksidasyondan koruyan onemli bir maddedir ancak sitozolde bulunmadigi i¢in bu ortamda

korumasi ¢ok sinirlidir.

Antioksidan olarak etkili olan ve genis bir intraseliiler dagilim gosteren tek madde
melatonin degildir, ancak yiiksek toksisitesi olan serbest radikallerin direkt tutucusu olarak
diger endojen antioksidanlardan daha etkilidir. Direkt serbest radikal tutma o6zelliginin
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yanisira melatonin niikleer reseptdr iizerinden serbest radikalleri tutan enzimlere etkilidir
(155). Bu etkilerin bir araya gelmesiyle melatonin indol iceren organizmalarda antioksidan

savunma sisteminin komponenti olarak kabul edilmektedir (156).

2.8.2. EMA ve Melatonin

Manyetik alanlarin pineal bez aktivitesi lizerine de etkileri bulunmaktadir. Bir¢ok
calismada manyetik alanin, endojen antiepileptik bir bilesik olan ve pineal bezden salinan
melatoninin etkisini degistirebilecegi gosterilmistir. Bu alanlar ayn1 zamanda dopaminerjik,
serotonerjik  ve endojen opioiderjik fonksiyonlar1 regiile etmektedir. Labaratuvar
hayvanlarinda yapay olarak diizenlenen manyetik alanlarin, habenular komplekste bir kapi
fonksiyonu olarak islev gordiigii gosterilmistir (157). Habenular kompleksteki dopaminerjik
sistemler, orta beyin / striatal yerlesimli dopaminerjik noronlar ile etkilesime girmektedir
(158). Ventrikiil i¢cine antimelatonin antikor enjeksiyonu sonrasi, sadece enjeksiyon tarafinda
gecici epileptik anormallikler olusmaktadir (159). Ratlarda nokturnal deneysel manyetik alan
uygulanimi muhtemelen melatonin sentez ve salimimini baskilayarak, ndbetlere neden
olabilmektedir (160).

Mongolian gerbillerde spontan olarak ndbetler olugmustur. Pinealektomi ile ndbet
sikliginda belirgin artig goriilmiistiir ve bu siklik subkutan melatonin uygulanimi sonrasi
normal araliklara diigmiistiir (161). Pinealektomi ayrica GABA baglanimini kolaylastirmis ve
bu baglanimda ditirinal varyasyonda azalmaya sebep olmustur. Bu melatonin uygulanimi ile
de normale donmiistiir (162). Kendi istegi ile katilan 37 goniillii erkek tizerinde yapilan bir
calismada, iki ¢esit cep telefonunun etkileri arastirilmistir. Goniilliiler 2 saat/giin, 5 giin/hafta
stireler ile 14:00-16:00 ve 16:30-18:30 saatleri arasinda 4 hafta siire ile cep telefonunun
etkisine maruz birakilmistir. Her iki telefonun etkisi arasinda belirgin anlamda melatonin
salinimi tizerinde farklilik saptanmamistir (163). Bir ¢cocukta fenobarbitale ek olarak yiiksek
doz melatonin (7.5 mg/kg) uygulanimi, 6nceden direngli olan miyoklonik epilepsi kontroliine
destek olmustur (164). Uzun siireli 0.1-mT, 50 Hz.lik manyetik alana maruz kalan ratlarda,
melatonin sentezi azalmistir (165,166). Diisiikk frekanstaki (50-60 Hz) EMD’nin o6zellikle
noroendokrin system {izerindeki etkileri nemlidir. Ornegin, melatoninin sirkadiyen ritminin
degistigi, pineal bezin fonksiyonunda azalmanin arttigi rapor edilmistir. Yine ratlarin
pineailinde N-Asetil Transferaz enziminin inhibe oldugu, melatoninin nokturnal pik

amplitiidiinde diisme, pik olusma zamaninda ise gecikmeler oldugu bildirilmistir (167). Gsm
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900 ve DCS 1800 ti cep telefonlarin, 38 saglikli erkekte melatonin salinimi {izerindeki
etkilerini arastirmak amaci ile, haftanin 5 giinii (giinde 2 saat) toplam 4 hafta siire ile
telefonlarin maksimum giicleri ile uygulanma yapilmis, ¢alisma sonunda sirkadiyen ritm
bozulmadig gibi, her iki tip telefonun etkileri arasinda da anlamli bir farkliliga
rastlanmamistir (163). Melatoninin ratlarda ayrica ndbetlerin kindling modeline antikonvulzan
etkisi de bulunmaktadir. Bu da manyetik stimiilasyona duyarli olabilmektedir (168).

Melatoninin ayrica néroprotektif etkileri de oldugu diisiintilmektedir (169).

3.9. Apoptozis

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (170).
Kerr, fizyolojik olarak o6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin pargalarini
gbzlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olay1 biizlisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Apoptozis koken olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski Yunancada
"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamina gelmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre
intihari, fizyolojik hiicre 6limii apoptozis ile aym anlamda kullanilan terimlerdir. Wyllie,
1980 yilinda apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA
biitiinliigliniin kalmadigini, apoptotik hiicre icin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA
bantlarinin olustugunu gostermistir (171). Apoptozis sirasinda plazma membrani yirtilmaz.
Apoptozisin gerceklesebilmesi i¢in yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢ci ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegini belirler. Bu da mitokondrinin 6nemini
apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol
icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir. Apoptozis, hiicre intihar
seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA

fragmantasyonu ile karakterizedir (172).

3.9.1. Apoptozis mekanizmalari

Apoptozisin ger¢eklesmesinde li¢ sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir.

3.9.1.1.Mitokondri/Sitokrom-C Aracili Apoptozis Olusturulmasi

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak uzere sitokrom-c ihtiva eder. Mitokondrial
stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre olumunde kaspaz-3 aktivasyonu
icin 6nemli rol teskil eder. Bu yolda mitokondri tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz

aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadir. Ko-faktor nukleotid trifosfat (d-ATP
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ve ATP) ile aktive edilen sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u aktive eder. Aktive
kaspaz-9 da kaspaz-3’u aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar . Saglikli
bir hucre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer alir. Bcl-2, Apaf-1 proteininin
bir molekiiliinii baglar. Bcl-2 neden oldugu internal hasarla mitokondride ¢atlaklar olusturarak
Apaf-1 ve Sitokrom-C salinimina yol acar. Bu iki protein kaspaz-9 molekiillerine baglanir (
173)

3.9.1.2. D1s Sinyallerle Apoptozisin Tetiklenmesi

Oliim aktivatorleri (Fas-L ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine
baglanmasiyla sitopldzmaya kaspaz-8'i aktive eden sinyaller yayilir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi)
diger kaspazlar1 uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol acar. SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile
baglantilidir. Bu reseptorler tiimor nekroz faktor reseptdr (TNFR) gen ailesinin iiyeleridir.
Bunlarin apoptotik hiicre 6liimiinii baslatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir. Fas
reseptoriiniin, Fas ligand (Fas-L) ile karsilikli etkilesimi FADD (Fas bagimli olum domain
proteini) araciligi ile olur ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek apoptotik dongii
baglar (173).

3.9.1.3. Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid [ norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz- 12’ye bagimlh
endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir. Bu yol mitokondrial/sitokrom-c
ve olum reseptdr aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi
ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren birgok siiregte kritik 6neme sahiptir. Kaspaz-
12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis icin esas teskil eden bir kaspazdir.
Son caligmalar gostermistir ki Ca++ seviyelerinin yukselmesi ve kalpainin endoplazmik
retikulumu etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica kaspaz-7 salinimi ile de prokaspaz-
12 salimmmi arasinda bir baglantt bulunur. Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir.
Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Son
caligmalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir (
174).

3.9.2. Apoptozisin genetik kontrolii

Protoonkogenler normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir. Bu genler aktive
olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler, hiicrenin asir1 biiylime ve
boliinmesi dogrultusunda uyarimi gerceklestirir. Hiicrenin biiylime ve boliinmesini aktive

edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise adindan da anlasilacagi iizere timor
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baskilayict genlerdir (174). Son yapilan ¢alismalar, bazi onkogenlerin ve tiimdr baskilayict
genlerin programli hiicre olumunu kontrol ettigini gostermektedir (175). Omurgalilarda
apoptozisi diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak
bilinmektedir ve iiretimini sagladiklari proteinler de ayni1 adlarla anilmaktadir (176).
Apoptozisi diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayici p-53 genidir. Hipoksi ve serbest
radikal olugumu p-53 aracili DNA onarimi1 ve apoptozisi baglatir. DNA hasar1 olustugu zaman
S fazina gecisi bloke eder. DNA tamiri icin zaman kazanilir, eger tamir miimkiin degilse
hasardanmis hiicreler apoptozisle yok edilir (177).

Bir transkripsiyon diizenleyici faktdr olan c-myc proteini, ortamda bazi faktdrlerin
bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise ugramasina neden olur (
178). C-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiyliimesini programlar. Eger hiicrede hem c-myc
hem de uygun biiylime faktorleri yoksa biiylime durur, her ikisi de yeterli ise ¢cogalma olur, c-
myc oldugu halde biiyiime faktorleri yoksa apoptozis goriiliir (179).

Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en dnemli gruptur ve bir
diizineden fazla iiyesi vardir. Bunlardan bazilar1 apoptotik aktivitenin Onciileri iken (bax ve
bad), digerleri antiapoptotik (hiicre koruyucu) proteinlerdir. Bu proteinlerin seviyeleri
hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina karar verir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri
mitokondridir ve bcl-2 giiclii bir olum inhibitoriidiir. Antioksidan yolda mitokondriden
sitokrom-c  salimimin1 engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri membran disinda,
endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunur. Bel-2 ayrica Raf 1 ve kalsinorine
baglanir (180). Bcel-x1 mitokondri membran disinda lokalizedir. Bel-x1 ve Bcl-2 beraberce
mitokondri membran gecirgenligini korurlar. Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) inhibe
ederek apoptozisi engeller. Bel-x1 kaspaz aktivasyonunu, Apaf-1 {izerinden onler. Bax ve bad
proteinleri etkilerini diger bir protein ailesi; kaspazlar {izerinden gerceklestirir. Bunlarin sayisi
da bir duzineden fazladir. Kaspazlar sistein proteazlardir, aktiviteleri hiicre olum yolunda
ortaya c¢ikar. Kaspaz-9, bcl-2 ailesi tarafindan stimule veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-
8, TNF—a gibi sitokinler tarafindan aktive edilir. Antiapoptotik protein ailesinden apoptozis
protein inhibitorleri omurgali ve omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis hiicre
olumunun negatif diizenleyicileridir. Bazt memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP,
Bruce, Survivin, pIAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu hiicre olumunu kaspaz-3, kaspaz-
7 ve kaspaz-9’a direkt olarak baglanip onlar1 inhibe ederek gerceklestirirler. Apoptozis

protein inhibitdrleri kaspazlari olum reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler (181).
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3.9.3. Apoptozisde hiicre i¢i sinyal iletimi ve metabolik degisikler

Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bu giine kadar elde edilen bilgiler, hiicre i¢i diger sinyallerin
iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin, apoptozisteki sinyal iletiminde de
rolleri oldugunu gostermektedir (182). Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan
Ca++ apoptoziste de rol oynar. Hiicre igindeki Ca++ iyonlarmin miktarindaki artis hiicreyi
apoptozise gotiirmektedir. Sitoplazmadaki Ca++ iyonu miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos,
1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin apoptozise gitmesine neden olur. Ca++
adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir. C-AMP ve protein kinazlar
uzerinden sinyal iletimini etkiler. Hucre ici c-AMP konsantrasyonundaki artisin ¢esitli hiicre
tiplerinde apoptozisi uyardigi bildirilmistir. Ca++'dan bagimsiz olarak da apoptozis
olabilecegi gosterilmistir. Sitoplazmada artan Ca++, inaktif durumdaki Ca++ bagiml
proteazlar1 ve nukleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve
apoptozise 0Ozgli internukleozomal DNA kiriklarina neden olur. Ca++ iyonu, inaktif
durumdaki endonukleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek

apoptozise neden olur (183 ).

Kalsiyuma bagh endoniikleazlar: Endonukleazlar sitoplazmada artan Ca++ tarafindan aktif
hale getirilir. DNA zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz cifti ve katlar1 uzunlugunda
parcalara ayirir (184).

Transglutamazlar: Apoptoziste hiicreler bliziisiir ve kiigiik pargalara ayrilir. Bu parcalar;
transglutamazlarin yaptig1 protein ¢apraz baglanmalari ile kimyasal maddelere kars1 dayanikl
hale getirilir (182).

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini stabilize eden proteinleri pargalar.
Kalsiyum bagimli notral bir proteaz olan 'kalpin' hiicrenin iskelet yapisint bozar. Lizozomal
bir proteaz olan katepsin- D apoptozisin ge¢ evresinde ortaya ¢ikan bir endopeptidazdir ve
lizozomlarin proteolitik aktivitesinin olusumunda énemlidir (185).

Lipid Modifiye Edici Enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda fosfolipid
asimetrisi vardir (Membran fosfolipidlerinin hiicre disinda ve i¢inde kalan kisimlar1 farklidir).

Bu asimetri ATP'ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi tarafindan saglanir. Apoptotik
indiiksiyon oldugunda bu enzim etkilenir ve zar asimetrisi bozulur. Makrofajlar hiicreyi

yabanci bir hiicre olarak algilarlar ve fagosite eder (186).
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Protein Kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma enzimlerinin
apoptotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklari kanitlanmistir. Bu enzimlerden protein

kinaz-A, apoptozisi saglarken, protein kinaz-C apoptozisi durdurur (182).

3.9.4. Apoptotik hiicrede gozlenen morfolojik degisiklikler

3.9.4.1. Yiizey Organellerinin Kaybi

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre yiizeyindeki
mikrovillusler ve diger hiicrelerle yaptiklari 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre ylizeyi
yuvarlaklasir (187) .

3.9.4.2. Hiicre Biiziillmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigilk ve sitoplazmasi daha yogundur.
Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarmi korur. Sitoplazma
yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda
oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon goézlenmez (187).

3.9.4.3. Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik ¢ekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apoptoziste odak
noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle ¢ekirdek biiziisiir. Kromatin ¢ok
yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar1 secilemez.
Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiigiik ¢ekirdek parcalarina boliiniir. Cekirdekgik
genisler ve grantilleri kaba graniiller halinde dagilir (171) .

3.9.4.4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicrede once ylizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma
parcaciklar1 iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik
cisimlere doniigiir. Apoptozis i¢in morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlasmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga ¢ikar. Saglikli
hiicrelerde plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apoptotik hucrelerde plazma

membraninin dis yliziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal gérevi goriir. (187)
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3. GEREC VE YONTEMLER
Yéntem: Bu ¢alismada Wistar susu eriskin disi sicanlar (200-250 g) kullanildi. DEU

Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda Wistar susunun bulunmasi ve literatiirle
uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir ve cins se¢ildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar
Deney Hayvanlar1 Laboratuarlarinda standart kosullarda bakildi. Herhangi bir sebeple deneyi
devam ettiremeyecek olan (enfeksiyon, diislik, 6lii dogum) ya da deneyler bitmeden yasami
sonlanan hayvanlar deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarildi. Calisma Gruplarinda gebelik
doneminde EMA’1n etkilerini arastirmak icin Osturus takibi yapilarak 28 adet disi siganin

gebe kalmasi saglandiktan sonra ¢aligsma gruplari asagidaki sekilde olusturuldu.

Anne grup: gebe kontrol EMA’ a maruz kalmayan (n=7)
Anne grup: gebe kontrol + melatonin ~ EMA’ a maruz kalmayan (n=7)
Anne grup: gebe deney EMA’ ya maruz kalan (n=7)
Anne grup: deney + melatonin EMA’ ya maruz kalan (n=7)

Yukuraida olusturdugumuz gruplardan her anneden dogan bir yavru rastgele alinarak
yavru gruplart olusturuldu. Buna goére yavru gruplari su sekilde olustu:

Yavru grup: gebe kontrol EMA’ a maruz kalmayan (n=7)

Yavru grup: gebe kontrol + melatonin  EMA’ a maruz kalmayan (n=7)

Yavru grup: gebe deney EMA’ ya maruz kalan (n=7)

Yavru grup: gebe deney + melatonin ~ EMA’ ya maruz kalan (n=7)

Ostrus takibi

Calismada, gebelik doneminde EMA’1n etkilerini arastirmak icin Ostrus takibi yapilarak
28 adet disi sicanin gebeligi saglandi. Gebelik oncesi normal siganlarda 6strus donemlerini
belirlemek i¢in vajinal yayma teknigi kullanildi. Vajinal yayma teknigi i¢in Bronson ve
arkadaglarinin kriterleri temel alandi. Ostriis evresinde oldugu tespit edilen disi ratlar erkek
ratlar ile bir gece boyunca ayni kafese konurarak katim yapildi. Ertesi giin vajinal plak ve
sperm testin pozitif sonuclandiginda gebeligin birinci giinii olarak kabul edildi. Deney
gruplarindan EMA’a maruz birakilacak ve melatonin uygulunacak olanlara gebeligin

sekizinci giinlinden itibaren bu iglem yapildi.
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Melatonin uygulamasi

Melatonin (Sigma, St. Louis, MO, USA) oncelikle saf etanol i¢inde ¢oziindiiriilerek ve
daha sonraki diliisyonlar1 serum fizyolojik icinde yapilarak % 1'lik etanol konsantrasyonu
elde edildi. Melatonin gebeligin 8’inci giiniinden itibaren her giin (grup 2 ve 4) giindiiz saat
10°da 4 mg/kg ip olarak verildi. Melatonin verilmeyen gruplara ise ayn1 zamanlarda ve ayni

dozda % 1'lik alkol verildi.

EMA olusturulmasi

EMA olusturmak i¢in 50 Hz frekansh alternatif akim ile 30-80 Gauss (G) EMF
meydana getiren helmholtz bobin sistemi kullanildi. EMA’nin siddeti bir transformator ve
Tesla metre araciligiyla kontrol edildi. EMA sistemi birbirinden 50 cm aralikli yerlestirilen 50
cm capli iki bakir bobinden olusdu. Deney gruplarinin kafesleri bobinlerin arasina
yerlestirildi. Bu sistemle ayni anda 2 kafese EMA uygulandi. Deney gruplarindaki sicanlar,
gebeligin sekizinci giinden itibaren gebeligin sonuna kadar her giin, glinde 4 saat boyunca 30

G veya 3 miliTesla EMA’ ya maruz birakildi.

Tiroid Doku Orneklerin almasi

Gebeligin sonunda yavru ratlar dogar dogmaz chloral hydrated kullanilarak anne ve
yavru ratlar anestezi yaptiktan sonra sakrefiye edildi. Infragenioid bdlgedenin orta kismidan
sternuma kadar insiziyon yaptiktan sonra trakea iizerine yerlesmis olan tiroid bezi goriildii.
Seteriomikroskop kullanilarak tiroid bez dokusunu trakea lizerinden ayrildi. Cikartilan tiroid
dokusunun sag tarafi EM incelemesi i¢in ve sol tarafi 151tk mikroskop incelemesi igin iki
parcaya ayrildi. Elde edilen tiroid doku ornekleri 151k mikroskopi takibi i¢in %10 formalin
fiksatif ve elektron mikroskobik incelemek i¢in % 2.5 glutaraldehyde prefiksativf alinarak
doku takibine baslanda.
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Isik Mikroskopik Inceleme

Parafin blok hazirlama teknigi

1. Alman doku Ornekleri diizgiin sekilde trimlenerek %10’luk formaldehit
soliisyonlarinda, soliisyonlar degistirilerek 48 saat siire ile tespit edildi.

2. %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku ornekleri akan musluk altinda 3-4 saat siire
ile yikandi.

3. % 70’lik alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

4. % 80’lik alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

5. % 96’11k alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

6. % 96’11k alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

7. % 100’liik alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

8. % 100’1tk alkolde 20 dakika etiivde bekletildi.

9. Ksilol I’de 20 dakika etiivde bekletildi.

10. Ksilol II’de 20 dakika etiivde bekletildi.

11. Parafin I’de 64°C de etiivde bir saat bekletildi.

12. Parafin II’de 64°C de etiivde bir saat bekletildi.

13. Takip edilen dokular kauguk bloklama kaplarma gomiilerek etiketlendi ve
sertlesmesi i¢in buzdolabina konularak parafin bloklar hazirlanmis oldu.

Buzlukta yeterince sertlesen parafin bloklardan Leica® RM 2125 RT mikrotom cihazi
ve Leica® marka mikrotom bigaklar1 kullanilarak 5-6 pm kalinhigindaki parafin kesitler
alindi. Bu kesitlere genel doku ve intrafollikiilar c¢ap Ol¢lim degerlendirmesi igin
Hematoksilen-Eozin, bag dokusu bilesenlerini gostermek i¢in Mallory’s Aniline blue boyasi
ve alman kesitlerde intrafollikiilar kolloid miktarinin degerlendirmesi icin, Periodik asid schiff

(PAS) boyas1 uygulanda.

Hematoksilen-Eozin Boyama

1. 5-6 um kalinligindaki parafin kesitler bir gece 60°C de etiivde bekletildi.
2. Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.

3. Ksilol II’de 10 dakika bekletildi.

4. Ksilol III’de 10 dakika bekletildi.

5. 1ki kere %100’liik alkolde 1’er dakika bekletildi

6. iki kere %9611k alkolde 1’er dakika bekletildi.
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7. Akar suda yikand.

8. Hematoksilen de 3 dakika bekletildi.

9. Akar suda yikandi.

10. %80°11k alkolde 1 dakika bekletildi.

11. Eozin’de 1 dakika bekletildi.

12. Iki kere %96’lik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

13. iki kere %100’liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

14. Ksilolde I 10 dakika bekletildi ve lamel ile kapatildi.
15. Ksilolde I 10 dakika bekletildi ve lamel ile kapatilda.
15. Ksilolde IIT 10 dakika bekletildi ve lamel ile kapatildi.

Mallory’nin Anilin mavisi boyasi

1. 5-6 um kalinligindaki parafin kesitler bir gece 60°C’de etiivde bekletildi.

2. Iki kere 15’er dakika xylende bekletildi.
3. 10 dakika %100’liik alkolde bekletildi.
4. 10 dakika %96’lik alkolde bekletildi.
5. Distile su’da 3 dakika bekletildi.
6.Asid fuchin solusyonda 3 dakika bekletildi.
7. yikamadan Anilin blue’da 45 dakia bekletildi.
8. %96’lik alkolde 2-3 kez calkaland.
9. %100 alkulda 2-3 kez c¢alkalandi.
10. Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.
11. Ksilol II’de dakika bekletildi.
12. Ksilol II’de dakika bekletildi.
13. Lamel ile kapatildi.
Solusyonlar:
1. Asid fuchin solusyon:
Asid fuchin 0.5g
Distele su 100cc
2. Anilin blue-orange G soliisyun.
Anilin blue 0.5g
Orange G 2¢g
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Fosfotungstik asid 1g
Distele su 100cc

Periyodik Asid Schiff ( PAS) boyama

1. 5-6 um kalinligindaki parafin kesitler bir gece 60°C de etiivde bekletildi.

2. Ksilol I’de 15 dakika bekletildi.

3. Ksilol II’de 15 dakika bekletildi.

4. 2 dakika %100’liik alkolde bekletildi.

5. 2 dakika %96’lik alkolde bekletildi.

6. 2 dakika %70’lik alkolde bekletildi.

7. Distile su ile yikandi.

8. %0,5 lik periyodik asid soliisyonunda 7 dakika bekletildi.

%0,5 lik periyodik asid soliisyonu:

Periyodik asid 0,5 ml

Distile su 100 ml.

9. Distile su ile yikandi.

10. Coleman’in Schiff soliisyonunda 20 dakika bekletildi.

Coleman’in Schiff soliisyonu:

Bir gr bazik fuksin, 60°C’de 200 ml distile su ile karistirildi ve kaynama noktasina
kadar 1sitilip sogutuldu. Sonra 2 gr potasyum metabisiilfit ve 1 Normalite hidroklorik asit (1N
HCI) ilave edilerek 24 saat bekletildi ve 0,5 gr aktif karbon ilave edilerek ¢alkaland: ve filtre
edilerek buzdolabinda 4°C’de sakland.

1 N HCl1

Hidroklorik asit % 37’lik(HCl ) 83.5 ml ve Distile su 916.5 ml

9. 15 dakika akar suda yikanda.

10. Mayer’ in hematoksileni damlatildi ve 1 dakika bekletildi.

11. 15 dakika akar suda yikandi.

12. %95’lik alkolde iki dakika bekletildi.

13. %100’lik alkolde iki dakika bekletildi.

14. Ksilol I’de 10 dakika bekletildi.

15. Ksilol II’de10 dakika bekletildi.

16. Ksilol III’de10 dakika bekletildi.
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17. Lamel ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal inceleme

Isik mikroskobik inceleme i¢in hazirlanan parafin bloklardan 5-6 pm kalinligindaki
kesitler polizinli lamlara alind1. Tiroid follikiillerinde epitel hiicrelerinde apoptozisi gdstermek
icin In situ Cell Death Detection Kit, POD, TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling) tekniginden yararlanildi ve bunun i¢in Roche® kiti (68298
Mannheim Germany cat. No. 11 684 817 910; Roche) kullanildi. Ayn1 zamanda yine tiroid
follikiil epitel hiicrelerinde Kaspaz 3 immunreaktivitesini gdstermek i¢in kaspaz 3 (CPP32)

Ab—4(Lab Vision, ABD) rabbit polyclonal antibody kullanildu.

Immiinohistokimyasal boyama
TUNEL:
Polilizinli lamlar tizerine 5-6 mikron kalinliginda alinan dokular bir gece boyunca 37°C
de sonra 1 saat 54°C’de etiivde bekletildi.
1. Ug defa beser dakika ksilolde bekletilir kuruduktan sonra pappen ile ¢izildi.
. 10 dakika %100 alkolde bekletildi.
. 10 dakika %96 alkolde bekletildi.
. Ug dakika distile suya kondu.
. PBS’ te yikandu.
. 10-20 Mg/ml Proteinase K’de 15 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
. PBS ile yikandu.
. Peroxide Plock (H202)da 10 dakika Oda sicakliginda bekletildi. (Amag istenmeyen
zemin boyamalarini engellemek)

10. PBS ile yikandu.

O o0 3 O L LN

11. Her lam i¢in 5 pl terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) ve 45 pl labeling safe
buffer boyama reaksiyon karistmini buz {izerinde hazirlanarak damlatildi ve 60-90 dakika
bekletildi.

12. Ug defa beser dakika PBS ile yikandi.

13. Antikor- epitop baglanmasi renklendirilerek goriiniir hale getirmek amaciyla DAB
kromojen dokularinin iizerine damlatilarak 20 dakika inkiibe edildi

14. Distile suyla yikandi.
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15. Hematoksilen Harris ile 5 dakika boyandi.

16. Distile suyla yikandi.

17. 1ki defa %70’1ik alkol, %80°lik alkol,%96°lik alkol, absolut alkol daldirildh.
18. Ksilenlerde I, II, III ‘de 15°er dakika bekletildi.

19. Lamel ile kapatildi.

Kaspaz 3:

Polilizinli lamlar lizerine 5-6 mikron kalinliginda alinan dokular bir gece boyunca 37°C

de sonra 1 saat 60°C’de etiivde bekletildi.

1

O 0 9 N n W

. Ug defa beser dakika ksilolde bekletilir kuruduktan sonra pappen ile ¢izildi.

. 10 dakika %100 alkolde bekletildi.

. 10 dakika %96 alkolde bekletildi.

. Ug dakika distile suya kondu.

. PBS’ te yikandi.

. 10-20 Mg/ml Proteinase K’de 15 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

. PBS ile yikandi.

. Peroxide Plock (H202)da 5 dakika Oda sicakliginda bekletildi. (endojen peroksidi

inhibe etmek i¢in)

10. Ug defa beser dakika PBS ile yikandh.

11. bloking yapilip oda 1s1sinda 1 saat bekletildi.

12. yikamadan primer antikor (10 mikrolitre antikor + 990 mikrolitre PBS) damlatip +4
C’da bir gece bekletildi.

13. bir saat oda 1s1sinda bekletildi.

14. Ug defa beser dakika PBS ile yikandi.

15. biotinlenmis (sekonder Ab) solusyonu damalatip 10 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
16. Ug defa beser dakika PBS ile yikandh.

17. biotinlenmis (sekonder Ab) solusyonu damlatip 10 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
18. Uc defa beser dakika PBS ile yikandi.

19. Antikor- epitop baglanmasi renklendirilerek goriiniir hale getirmek amaciyla DAB

kromojen dokularinin tizerine damlatilarak 20 dakika inkiibe edildi.

20. Distile suyla yikandx.

21. Hematoksilen Harris ile 5 dakika boyandi.
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22. Distile suyla yikandi.

23. 1ki defa %70’lik alkol, %80°lik alkol,%96°lik alkol, absolut alkol daldirildr.
24. Ksilenlerde I, II, IIT ‘de 15’°er dakika bekletildi.

25. Lamel ile kapatilda.

Elektron Mikroskobik Yontem

Elektron mikroskobik inceleme icin sag taraf tiroid dokular1 %2,5’luk fosfat tamponlu
gluteraldehit icine konularak pH 7,4 ; +4°C de tespit edildiler ve daha sonra elektron
mikroskop doku takibine alindilar.

Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Sorenson’un fosfat tampon solusyonu:

Solusyon A:

Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) 0,908 g

Distile su 100 ml

Solusyon B:

Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO—-4.2H20) .1,188 g

Distile su. 100 ml

18,2 ml solusyon A + 81,8 ml solusyon B = 100ml (pH: 7.4)

Gluteraldehit tespiti:

9,2 cc Sorenson fosfat tamponu + 0,8 cc Gluteraldehit = 10 cc

Dokular bu soliisyonda 30 dakika etkin birakilip sertlesmeleri saglandiktan sonra, ¢ift
bistiiri yardimiyla 1 mm?® ’lilk parcalar halinde ayrildilar. Bir saat daha gluteraldehit

sollisyonunda bekletilerek ilk tespitleri saglandi.

Osmiyum Tetroksit tespiti:

Osmiyum tetroksit (OSO4 ) .ccceevvveeeviieeieeeieeeeene 0,1g

DiStE SU wuvinviiiiiiieicecccc e Scc

1 kisim Sorenson fosfat tamponu + 1 kisim osmiyum tetroksit

Dokular bu sekilde hazirlanmis %1°lik osmiyum tetroksit sollisyonunda 1 saat etkin

birakildilar. Boylece hem tespitleri hem de boyanmalar1 saglanmis oldu.
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Dehidratasyon ve blok olusturulmasi:
Dokular osmiyumla ikinci kez tespit edildikten sonra, doku igindeki fazla suyun

uzaklastirilmasi i¢in, artan derecelerdeki alkol serilerinden gegirildiler.

%3501k alkol .....eeeiiiiiiies 15 dakika

%6011k alkol .....ccoovieiiiiiii, 15 dakika

%7011k alkol ....ooveriiiiiiiiie, 15 dakika

%80°1ik alkol ....occvvreieieiie e, 15 dakika

%90°11k alkol .....eoviiiiiiiis 15dakika

%9611k alkol .....ccooviiiiiiiiii, 2 kez yikand1 ve 15 dakika bekletildi
%]100°10k alkol ....ccceoveeiiiiiiiiiieeen iki kere 30’ar dakika bekletildi
Propilen oKsit .......ccceeeviieeiiieiieeee e 60 dakika

Propilen oksit + 1. gdmme materyali ............. 30 dakika

1. Gomme materyali .........cocceeeviieriiiiiienienns 1 gece

1. Gomme materyali:

Araldit CY 212 oo 10 cc

DDSA ( Dodecenyl succinic anhydride).............. 10 cc

2.GOmme materyali .........cceeeeerieniienieeieeie e 2 saat oda 1s1s1

2.GOmme materyali ........ccceeeeeerieniiienieeieeie e 2 saat 40°C etiivde bekletildiler.

2. Gomme materyali:

Araldit CY 212 oo 10 cc
DDSA (Dodecenyl succinic anhydride) ................ 10 cc
BDMA (N- Benzyldimethylamine) ....................... 0,4 cc
Dibiitil fitalat ........coooeeiiiiiiie I cc

Daha sonra dokular, i¢cinde ayn1 gdmme materyali bulunan 00 numara jelatin kapsiile
gomiildii. Blok i¢indeki havanin ¢ikmasi i¢in 1 saat oda 1sisinda bekletilen kapsiiller,
polimerizasyon icin 24 saat 45°C’de, 48 saat 60°C’de etiivde bekletildi. Siire sonunda etiiv
kapatilarak, dokular etiiv i¢cinde kendi hallerinde sogumaya birakildu.

Hazirlanan bloklardan Leica Ultramikrotom ile 1 um kalinhiginda kesitler alind1 ve
toluidin mavisi ile boyandi. Olympus BH2 151k mikroskobu ile incelenen kalin kesitlerin

resimleri ¢ekildi ve bu bolgeler isaretlenerek formvar kapl bakir gridler tizerine 300-700 A° °
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luk ince kesitleri alindi. Kontrast saglamak icin alinan kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat
ile boyanarak 9 Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Elektron
mikroskop iinitesinde Zeiss Libra 120 transmisyon elektron mikroskobunda degerlendirilerek

fotograflandilar.

Olciim ve degerlendirme yontemi:

Intrafollikiilar ¢ap 6lciimii ve interfollikiilar kollagen kalmliginm &l¢iimii igin amaca
yonelik yaptigimiz boyamalarla elde edilen preparatlar 151k mikroskobuna (Olympus BH-2
Tokyo, Japan) yerlestirildi. Bu mikroskoba bagl yiiksek ¢oziiniirliikteki kamera (JVC TK-
890E, Japan) aracilig1 ile elde ettigimiz goriintiiler, video kamera analysis sistem (UTHSC
Image software) yiiklii olan bilgisayara aktarildi. Bilgisayarda Aver TV Studio Video
Capture [Version 4.21.0.0 (software), Aver Media Technologies] yardimi ile digital
fotograflama yapildu.

Apopitoz Degerlendirilmesi:

Elde edilen kesitlere apoptotik hiicreleri gdostermek i¢cin TUNEL boyamasi1 ve bunu
desteklemek i¢in kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi yapildi. Her gruptaki deneklerin
tiroid doku kesitlerinde, x20 objektif biiyiitmesi ile 10 ayr1 alandaki 100 epitel hiicresinde
TUNEL pozitif boyanan hiicreler sayildi. Ayrica kaspaz 3 boyamas: yapilan kesitlerde immiin
(+) boyanan epitel hiicreleri degerlendirildi ve 10 ayr1 alandaki 100 epitel hiicresinde pozitif
boyanan hiicreler sayilarak ortalamasi alindi. Elde ettigimiz goriintiileri fotograflanarak

calismamiza ekledi.

Istatiksel Analiz:

Caligmamizda elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildi.
Degerlendirmede ortalama, standart sapma, ANOVA varyans analizi, Bonferroni testi

kullanild1 ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

3.1. Follikiil ¢cap ol¢iimiin degerlendirilmesi:

Anne kontrol ve sham grublarina ait H&E’ ile boyanmis tiroid doku orneklerinde
follikiil caplar1 normal histolojik yapiya sahipti. Anne kontrol grubuna ait doku Ornekleri
incelenip follikiil cap 6l¢iimii yapildiginda ortalamasi 65.26 + 2.26 olarak saptandi (Grafik 1)
(Sekil 1). Anne sham grubuna ait doku ornekleri incelenip follikiil cap 6l¢timii yapildiginda
ise ortalamas1 65.41 + 0.84 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda ¢ap ol¢iimleri sonuglari
bakimindan istatistik olarak analmli fark saptanmadi (P < 1) Anne EMA grubuna ait doku
ornekleri incelenip follikiil ¢ap Slgiimii yapildiginda ortalamasi 36.35 + 0.90 olarak saptandi.
Anne EMA grubunda intrafollikiiler cap oOl¢limii, kontrol, EMA-+melatonin ve sham
gruplarina gore daha kii¢iik oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile
EMA grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi ile kontrol grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. ( P < 0.0001). Yine EMA grubuna ait follikiil
cap ortalamasi ile sham grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi (P < 0.0001). EMA grubuna ait follikiil ¢ap ortalamas1 ile EMA + melatonin grubuna
ait follikiil cap ortalamasi arasinda da anlamli derecede farklilik gozlendi. (P <0.0001). Anne
EMA + Melatonin grubuna ait doku ornekleri incelenip follikiil ¢cap Slgiimii yapildiginda
ortalamasi 50.18 + 1.73 olarak saptandi. Anne ratlarda EMA art1 Melatonin uygulanan grupta
follikiil ¢cap Ol¢iim orant EMA grubuna gore oldukca genis olarak goriinmesine ragmen
kontrol ve sham grubuna goére daha kii¢lik olarak olgiildii. EMA + melatonin grubuna ait
follikiil cap ortalamasi ile kontrol grubuna ait follikiil cap ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik saptandi (P < 0.001). Ayni sekilde sham grubuna ait follikiil cap ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (P < 0.001) (Grafik 1)(Sekil 1).

Yavru kontrol ve sham grublarina ait H&E’ ile boyanmis tiroid doku &rneklerinde
follikiil ¢aplar1 normal histolojik yapiya sahipti. Yavru kontrol grubuna ait doku ornekleri
incelenip follikiil cap 6l¢iimii yapildiginda ortalamasi 15.46 + 0.36 olarak saptandi (Grafik 2 )
(Sekil 2). Yavru sham grubuna ait doku 6rnekleri incelenip follikiil ¢ap 6l¢iimii yapildiginda
ise ortalamas1 15.15 + 0.30 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda ¢ap ol¢iimleri sonuglari
bakimindan istatistik olarak anlaml fark saptanmadi (P < 1) Yavru EMA grubuna ait doku
ornekleri incelenip follikiil cap Sl¢limii yapildiginda ortalamas1 12.90 + 0.33 olarak saptandi.
Yavru EMA grubunda intrafollikiiler ¢ap Olgiimii, kontrol, EMA+melatonin ve sham

gruplarina goére daha kii¢iik oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile
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EMA grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi ile kontrol grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. (P <0.0001). Yine EMA grubuna ait follikil ¢ap
ortalamas1 ile sham grubuna ait follikiil cap ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gbzlendi (P <0.0001). EMA grubuna ait follikiil ¢cap ortalamasi ile EMA + melatonin grubuna
ait follikiil cap ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.018). Yavru
EMA + Melatonin grubuna ait doku ornekleri incelenip follikiil cap Ol¢limii yapildiginda
ortalamasi 14.46 + 0.31 olarak saptandi. Yavru ratlarda EMA arti Melatonin uygulanan grupta
follikiil ¢cap Ol¢iim orant EMA grubuna gore oldukca genis olarak goriinmesine ragmen
istiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli fark bulunmadi. Yavru ratlarda EMA art1
Melatonin uygulanan grupta follikiil ¢ap Ol¢ciim orani kontrol ve sham grubuna gore daha
kiiciik olarak olctildii. Ancak bu gruplar arasinda da istatiksel olarak fark bulunmadi. Yani
EMA + melatonin grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi ile kontrol grubuna ait follikiil ¢ap
ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik saptanmadi. (P < 0.259). Ayni1 sekilde EMA +
melatonin grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi ile sham grubuna ait follikiil ¢ap ortalamasi

arasinda anlamli derecede farklilik gézlenmedi. (P < 0.907). (Grafik 2 )(Sekil 2).

3.2 interfollikiiler kollagen kalinhgin degerlendirilmesi:

Interfollikiilar alanlardaki kollajeni degerlendirmek i¢in Mallory’inin Aniline mavisi
boyast uygulandi. Anne kontrol grubundaki 6rneklerde anilin mavisi tutulumu interfollikiilar
alanda hafif derecede goriildii. Bunun disindaki alanlarda boyanma izlenmedi.

Anne kontrol ve sham grublarina ait tiroid doku 6rneklerinde interfollikiiler kollagen
kalinligin 6l¢timii normal histolojik dl¢tileri sahipti. Anne kontrol grubuna ait doku 6rnekleri
incelenip interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢timii yapildiginda ortalamasi 3.63 + 0.06 olarak
saptand1 (Grafik 3) (Sekil 3). Anne sham grubuna ait doku 6rnekleri incelenip interfollikiiler
kollagen kalinligin ol¢iimii yapildiginda ise ortalamasi 3.54 + 0.06 olarak tespit edildi. Bu iki
grup arasinda interfollikiiler kollagen kalinligin ol¢itimleri sonuglari bakimindan istatistik
olarak analmli fark saptanmadi (P < 0.991) Anne EMA grubuna ait doku 6rnekleri incelenip
interfollikiiler kollagen kalinligin Ol¢iimi yapildiginda ortalamasi 7.52 + 0.32 olarak
saptandi. Anne EMA grubunda interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢limii, kontrol, EMA +
melatonin ve sham gruplarina gore daha fazla oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan
istatistik karsilastirma ile EMA grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin o6l¢iimii

ortalamasi ile kontrol grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢im ortalamasi arasinda
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anlamli derecede farklilik gézlendi. (P < 0.0001). Yine EMA grubuna ait interfollikiiler
kollagen kalinligin l¢timii ortalamasi ile sham grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin
Ol¢limii ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (P < 0.0001). EMA grubuna
ait interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢limii ortalamasi ile EMA + melatonin grubuna ait
interfollikiiler kollagen kalinhigin Ol¢iimii ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi. (P < 0.0001). Anne EMA + Melatonin grubuna ait doku Ornekleri incelenip
interfollikiiler kollagen kalinligin Ol¢limii yapildiginda ortalamasi 4.80 + 0.17 olarak
saptandi. Anne ratlarda EMA arti Melatonin uygulanan grupta interfollikiiler kollagen
kalinligin 6l¢timii orant EMA grubuna gore oldukg¢a az olarak tespit edildi. Kontrol ve sham
grubuna gore ise bu oran c¢ok fazla degildi. EMA + melatonin grubuna ait interfollikiiler
kollagen kalinlhigin Olgiimii ortalamasi ile kontrol grubuna ait interfollikiiler kollagen
kalinligin 6l¢limii ortalamasi arasinda istatislik olarak anlamli derecede farklilik saptandi. (P <
0.001). Aym sekilde sham grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii ortalamasi
arasindada anlamli derecede farklilik gozlendi. ( P <0.001). (Grafik 3 )(Sekil 3).

Yavru kontrol ve sham grublarina ait tiroid doku 6rneklerinde interfollikiiler kollagen
kalinligin 6l¢limii normal histolojik yapiya sahipti. Yavru kontrol grubuna ait doku 6rnekleri
incelenip interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii yapildiginda ortalamasi 1.98 + 0.070larak
saptandi (Grafik 4 ) (Sekil 4). Yavru sham grubuna ait doku 6rnekleri incelenip interfollikiiler
kollagen kalinligin 6l¢iimii yapildiginda ise ortalamasi 1.99 + 0.02 olarak tespit edildi. Bu iki
grup arasinda interfollikiiler kollagen kalinligin Glgiimleri sonuglart bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi (P < 1) Yavru EMA grubuna ait doku 6rnekleri incelenip
interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii yapildiginda ortalamasi 2.43 + 0.07 olarak saptandi.
Yavru EMA grubunda interfollikiiler kollagen kalinligin dl¢timii, EMA+melatonin grubu ile
istatislik olarak karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi. Ancak EMA grubuna ait
interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii ortalamasi ile kontrol grubuna ait interfollikiiler
kollagen kalinligin 6l¢iimii ortalamasi karsilastirildiginda anlamli derecede farklilik gozlendi.
(P <0.001). Yine EMA grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii ortalamas ile
sham grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin Ol¢iimii ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik gézlendi (P < 0.001). Yavru EMA + Melatonin grubuna ait doku 6rnekleri
incelenip interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii yapildiginda ortalamasi 2.25 + 0.08 olarak
saptandi. Yavru ratlarda EMA arti Melatonin uygulanan grupta interfollikiiler kollagen

kalinligin 6lglim orani EMA grubuna gore olduk¢a yakin goriinmesine ragmen (P < 0.49)
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kontrol ve sham grubuna gore daha fazla oldugu goriindii. EMA + melatonin grubuna ait
interfollikiiler kollagen kalinligin 6lglim ortalamasi ile kontrol grubuna ait interfollikiiler
kollagen kalinligin 6l¢iim ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik saptanmadi (P
<0.08). EMA + melatonin grubuna ait interfollikiiler kollagen kalinligin 6l¢iimii ortalamasi ile

sham grubuna ait Interfollikiiler kollagen kalinligin dlgiimii ortalamas: arasinda da anlamli

derecede farklilik gézlenmedi. (P < 0.105). (Grafik 4 )(Sekil 4).

3.3 intrafollikiilar kolloid oranin degerlendirilmesi:

Intrafollikiillardaki kolloidi degerlendirmek amaci ile PAS boyasi uygulandi. Anne ve
yavrularda EMA uygulanan grupta intrafollikiil kolloid miktar1 PAS(+) boyanma siddetinin
kontrol grubuna gore daha zayif oldugu izlenmistir (Sekil 5, 6). EMA ile melatonin verilen
grupta PAS(+) boyanmada intrafollikiil kolloid miktar1 daha c¢ok olarak go6zlendi. Sham
grubunda ise genel olarak kontrol grubuna benzemekteydi (Sekil 5, 6).

3.4 TUNEL pozitif hiicre sayimin degerlendirilmesi:

Elde edilen kesitlere apoptotik hiicreleri gostermek i¢cin TUNEL boyamasi1 ve bunu
desteklemek icin kaspaz 3 immunhistokimyasal boyama yapildi. Her gruptaki deneklerin
tiroid doku kesitlerinde, x20 objektif biiyiitmesi ile 10 ayr1 alandaki 100 epitel hiicresinde
TUNEL pozitif boyanan hiicreler sayildi. Ayrica kaspaz 3 boyamasi yapilan kesitlerde immiin
(+) boyanan epitel hiicreleri degerlendirildi ve 10 ayr1 alandaki 100 epitel hiicresinde pozitif
boyanan hiicrelerin sayilarak ortalamasi alindi. Elde ettigimiz goriintiileri fotograflayarak

calismamiza ekledik ( Sekil 7-10).

TUNEL Pozitif Hiicre Sayim

Anne kontrol grubuna ait doku ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi
yapildiginda ortalamasi 2.71 + 0.56 olarak saptandi.(Grafik 5)(Sekil 7). Anne sham grubuna
ait doku Ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi1 (TUNEL) yapildiginda ortalamasi
2.60 + 0.42 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda pozitif TUNEL hiicre sayimi sonuglari
bakimindan istatistik olarak anlamli fark saptanmadi (P < 1). Anne EMA grubuna ait doku
ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi (TUNEL) yapildiginda ortalamasi 24.64 +
2.72 olarak saptandi. Anne EMA grubunda TUNEL pozitif hiicre sayimi, kontrol,

EMA-+melatonin ve sham gruplarina gore daha ¢ok oldugu saptandi ve bu gruplar ile yapilan
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istatistik karsilatirma ile EMA grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi ile kontrol
grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi. (P < 0.0001). Yine EMA grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi ile
sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik
gozlendi (P < 0.0001). EMA grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi ile EMA +
melatonin grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede
farklilik gozlendi (P < 0.001). Anne EMA + Melatonin grubuna ait doku 6rnekleri incelenip
TUNEL pozitif hiicre sayimi1 (TUNEL) yapildiginda ortalamas1 13.42 + 2.02 olarak saptandi.
Anne ratlarda EMA art1 Melatonin uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicre sayim1 oran1t EMA
grubuna gore oldukca az olarak goriinmesine ragmen (P < 0.001) kontrol ve sham grubuna
gore yiiksek olarak oOlc¢iildii. EMA + melatonin grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi
ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayim1 ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik saptandi. (P < 0.001). EMA + melatonin grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
saymmi ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi arasinda
anlaml derecede farklilik gozlendi. (P <0.001). (Grafik 5 )(Sekil 7).

Yavru kontrol grubuna ait doku Ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi
(TUNEL) yapildiginda ortalamas1 5.07 + 0.7 olarak saptandi. (Grafik 6 ) (Sekil 8). Yavru
sham grubuna ait doku Ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimin (TUNEL)
yapildiginda ortalamas1 4.14 + 0.8 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda pozitif apoptotik
hiicre sayimin sonuglar1 bakimindan istatistik olarak analmli fark saptanmadi (P < 1) Yavru
EMA grubuna ait doku ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi (TUNEL)
yapildiginda ortalamasi 16.21 £ 2.19 olarak saptandi. Yavru EMA grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayimin, kontrol, EMA + melatonin ve sham gruplarina gére daha ¢ok oldugu saptandi
ve bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile EMA grubuna ait TUNEL pozitif hiicre
sayimin ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamas1 arasinda
anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.0001). Yine EMA grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimin ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi (P < 0.0001). EMA grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre sayimin ortalamasi ile EMA + melatonin grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi
ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi. (P < 026). Yavru EMA + Melatonin
grubuna ait doku ornekleri incelenip TUNEL pozitif hiicre sayimi1 yapildiginda ortalamasi

9.67 + 1.60 olarak saptandi. Yavru ratlarda EMA art1 Melatonin uygulanan grupta TUNEL
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pozitif hiicre sayim orant EMA grubuna gore oldukca az olarak goriinmesine ragmen kontrol
ve sham grubuna gore daha ¢ok olarak 6l¢iildii. Ancak EMA + melatonin grubuna ait TUNEL
pozitif hiicre sayimmin ortalamasi ile kontrol grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi
ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik saptanmadi. (P < 0.215). EMA + melatonin
grubuna ait TUNEL pozitif hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait TUNEL pozitif

hiicre sayim ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlenmedi. (P < 0.08). (Grafik 6

)(Sekil 8).

Pozitif Apoptotik Hiicre Sayimin (Kaspaz 3 immunoreaktivitesi)

Anne kontrol grubuna ait doku oOrnekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi
(Kaspaz 3) yapildiginda ortalamasi 0.60 = 0.19 olarak saptandi. (Grafik 7 ) (Sekil 9). Anne
sham grubuna ait doku Ornekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi (Kaspaz 3)
yapildiginda ise ortalamasi 0.65 + 0.16 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda pozitif
apoptotik hiicre sayimin sonuglar1 bakimindan istatistik olarak anlamli fark saptanmadi (P <
1) Anne EMA grubuna ait doku 6rnekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi (Kaspaz 3)
yapildiginda ortalamasi 11.08 + 1.15 olarak saptandi. Anne EMA grubunda pozitif apoptotik
hiicre sayimi, kontrol, EMA+melatonin ve sham gruplarina gore daha ¢ok oldugu saptandi ve
bu gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile EMA grubuna ait pozitif apoptotik hiicre
saymmi ortalamasi ile kontrol grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi arasinda
anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.0001). Yine EMA grubuna ait pozitif apoptotik
hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (P < 0.0001). EMA grubuna ait pozitif apoptotik
hiicre sayimi ortalamasi ile EMA + melatonin grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayim
ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gézlendi (P <0.0001). Anne EMA + Melatonin
grubuna ait doku ornekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi (Kaspaz 3) yapildiginda
ortalamas1 5.71 + 0.69 olarak saptandi. Anne ratlarda EMA arti Melatonin uygulanan grupta
pozitif apoptotik hiicre sayimi1 oran1 EMA grubuna gore olduk¢a az olarak saptandi. EMA +
melatonin grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi ile kontrol grubuna ait Pozitif
Apoptotik hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli derecede fark saptandi. (P <0.001). EMA
+ melatonin grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait pozitif
apoptotik hiicre sayimin ortalamasi arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. (P < 0.0001).

(Grafik 7 )(Sekil 9).
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Yavru kontrol grubuna ait doku ornekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi
(Kaspaz 3) yapildiginda ortalamasi 1.18 + 0.18 olarak saptand1. (Grafik 8 ) (Sekil 10). Yavru
sham grubuna ait doku oOrnekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi (Kaspaz 3)
yapildiginda da ortalamasi 1.05 = 0.19 olarak tespit edildi. Bu iki grup arasinda pozitif
apoptotik hiicre sayimin sonuglar1 bakimindan istatistik olarak analmli fark saptanmadi (P <
1)

Yavru EMA grubuna ait doku Ornekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimi
(Kaspaz 3) yapildiginda ortalamasi 8.32 & 1.70 olarak saptandi. Yavru EMA grubunda pozitif
apoptotik hiicre sayimi, kontrol ve sham gruplarma gore daha ¢ok oldugu saptandi ve bu
gruplar ile yapilan istatistik karsilatirma ile EMA grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi
ortalamasi ile kontrol grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik gozlendi. ( P < 0.001). EMA grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi
ortalamasi ile EMA + melatonin grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gozlenmedi. (P < 0.379). Yavru EMA + Melatonin
grubuna ait doku ornekleri incelenip pozitif apoptotik hiicre sayimin (Kaspaz 3) yapildiginda
ortalamasi 5.20 + 1.47 olarak saptandi. Yavru ratlarda EMA arti Melatonin uygulanan grupta
pozitif apoptotik hiicre sayimi orant EMA grubuna oldukg¢a yakin olarak goriildii yani istatik
olarak fark saptanmadi. EMA + melatonin grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayim
ortalamasi ile kontrol grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi arasinda anlamli
derecede farklilik saptanmadi. (P < 0.115). EMA + melatonin grubuna ait pozitif apoptotik
hiicre sayimi ortalamasi ile sham grubuna ait pozitif apoptotik hiicre sayimi ortalamasi
arasinda anlamli derecede farklilik gézlenmedi.(P < 0.095).(Grafik 8 )(Sekil 10).

TUNEL ve Kaspaz 3 immiin boyanan tiroid follikiil epitel hiicrelerinin gruplardaki
dagilimi Grafik 3,4,7,8 ve Sekil 7,8,9,10°da gosterilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel
degerlendirme ANOVA varyans analizi ve post test olarak Bonferroni testi kullanilarak
yapilmustir. Cizelge 1 anne gruplara ait ve ¢izelge 2 yavru gruplara ait TUNEL ve Kaspaz 3

immunoreaktivitesi pozitif olan hiicre sayis1 goriilmektedir.
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Elektron mikroskop degerlendirilmesi

Elektron mikroskobik degerlendirmede anne kontrol grubunda tiroid follikiil epitelinde
cekirdek Okromatik goériinlime sahiptir, endoplazmik retikulum yapilar1 iyice gelismis,
mitokonderiler yuvarlak ve birka¢ Lizozom belirgin olarak secilmektedir. Intersellular
baglantilar saglam ve belirgin olarak goriinmektedir. (Sekil 11, 12)

Anne EMA grubunda ¢ekirdek heterkromatin olarak secilmektedir. Endoplazmik
retikulum yapilart vezikiil ve sisterna seklinde dilate olarak goriinmektedir. Hiicre
sitoplazmanin apikal kisminda ¢ok sayida Lizozom biriktigi izlenmektedir ayrica silendirik
mitokondoriler ve kolloid damlaciklar1 gériinmektedir. (Sekil 15)

Anne EMA + melatonin grubunda cekirdek dkromatin, mitkonderiler yuvarlak, lizozomlar az
olarak izlenmektedir ve endoplazmik retikulum yapilarinda dilatasyon dikkati ¢ekmektedir.

Yavru kontrol grubunda elektron mikroskobik degerlendirmede tiroid follikiil epitelinde
hiicre cekirdekleri okromatin, silindirik mitokonriler ve endoplazmik retikulum yapilar
gozlenmektedir. Cok sayida Lizozom bulunmaktadir. Belirgin intersellular baglanti (plak
benzeri) ve az sayida mitokondri gozlenmektedir. (Sekil 16, 17)

Yavru EMA grubunda epitel hiicre c¢ekirdekleri kontrol grubuna gore daha
heterokromatin olarak izlenmekte ve sitoplazmada kolloid damlaciklar gériinmektedir. Hiicre
sitoplazmalarinda ¢ok sayida genislemis endoplazmik retikulum yapilar1 gozlenmektedir.
(Sekil 18, 19)

Yavru EMA + Melatonin grubunda epitel hiicre c¢ekirdekleri kontrol grubuna benzer
goriinlime sahiptir ve silendirik mitokonderiler gozlenmektedir. Endoplazmik retikulum
yapilar1 ve hiicre baglantilar1 kontrol grubuna benzemektedir. Sitoplazmanin apikal kisminda
kolloid damlaciklar bulunmaktadir. EMA grubuna gore Lizozom sayist daha az olarak

secilmektedir. (Sekil 20, 21)
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Grafik 1: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplarindaki anne ratlarin follikiil ¢cap
degerleri.
* . kontrol grubuna goére anlamli azalma gosteren grup. (P < 0.0001)

** . EMA grubuna gore anlamli artis mevcuttur. (P <0.0001)
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Grafik 2: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplarindaki yavru ratlarin follikiil ¢cap
degerleri.
* : kontrol grubuna gore anlaml1 azalma gosteren grup. (P <0.0001)

**: EMA grubuna gore anlamli artig mevcuttur. (P <0.018)
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Grafik 3: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki anne ratlarin interfollikiilar

kollagen kalinliginin degerleri.

* . kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup. (P <0.0001)

** . EMA grubuna gore anlamli azalma mevcuttur. (P <0.0001)
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Grafik 4: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki yavru ratlarin interfollikiilar

kollagen kalinliginin degerleri.

* : kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup. (P <0.001)
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Grafik 5: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki anne ratlarin TUNEL pozitif
boyanmus hiicrelerin sayisinin degerleri.
* . kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup. (P <0.0001)

** . EMA grubuna gore anlamli azalma mevcuttur. (P <0.0001)
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Grafik 6: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki yavru ratlarin TUNEL
pozitif boyanmis hiicrelerin sayisinin degerleri.
* : kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup. (P <0.0001)

** : EMA grubuna gbre anlamli azalma mevcuttur. (P <0.026)
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Grafik 7: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki anne ratlarin Kaspaz 3
pozitif boyanmis hiicrelerin sayisinin degerleri.
* . kontrol grubuna gore anlamli artig gosteren grup. (P <0.0001)

** . EMA grubuna gore anlamli azalma mevcuttur. (P <0.0001)
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Grafik 8: Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplardaki yavru ratlarin pozitif

apoptotik hiicrelerin sayisinin degerleri.

*: kontrol grubuna gdre anlaml artis gosteren grup. (P < 0.0001)
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Cizelge-1: Anne ratlarin, Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham grublarinnda

interfollikiiller kollagen dokunun kalinlig1, intrafollikiiler ¢cap dl¢timii, pozitif apoptotik

(TUNEL, Kaspaz 3) sayimlarinin degerleri.

Parametereler | Interfollicular | Intrafollikiil cap | Apoptotic hiicre | Apoptotic hiicre
kollagen (um) olciimii (um) (TUNEL) (Caspase3)
Grublar
Ortalama +£S.H | Ortalama + S.H | Ortalama+S.H | Ortalama + S.H
1- Kontrol (n=7) 3.63 £0.06 65.26 +2.26 2.71 £ 0.56 0.60 = 0.19
2- EMA (n=7) 7.52+ 0.32 36.35 +0.90 24.64 £2.72 11.08 £ 1.15
3- EMA + Melatoninn=7) 4.80 £ 0.17 50.18 +1.73 13.42 +2.02 5.71 + 0.69
4- Sham(n=7) 3.54 + 0.06 65.41 + 0.84 2.60 £ 0.42 0.65+0.16
P degerleri
1vs2 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
2vs3 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
3vs4 0.001 0.0001 0.0001 0.0001
4vs1 n.s n.s n.s n.s

Degerler: Ortamalar = SH (N=7).
P < 0.05 aralig1 anlamli olarak kabul edildi

.n.s = not significant (anlaml1 degil)

S.H = standart hata
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Cizelge-2: Yavru ratlarin, Kontrol, EMA, EMA + Melatonin ve sham gruplarinda

interfollikiiller kollagen dokunun kalinlig1, intrafollikiiler follikiil cap dl¢limi, pozitif

apoptotik (TUNEL, Kaspaz 3) sayimlarinin degerleri.

Parametereler

Gruplar

Interfollicular

kollagen (um)

Intrafollikiil cap
olciimii

(um)

Apoptotic hiicre
(TUNEL)

Apoptotic
hiicre

(Caspase3)

Ortalama = S.H

Ortalama = S.H

Ortalama = S.H

Ortalama +S.H

Kontrol (n=7) 1.98 + 0.07 15.46 + 0.36 5.07 £ 0.70 1.18 £0.18
EMA (n=7) 2.43 +£0.07 12.90 +0.33 16.21 = 2.19 8.32+1.70
EMA + Melatonin(n=7) 2.25 +0.08 14.46 + 0.31 9.67 = 1.60 5.20 +1.47
Sham(n=7) 1.99 £ 0.02 15.15 £ 0.30 4.14 + 0.82 1.05+0.19
P degerleri
1vs2 0.001 0.0001 0.0001 0.001
2vs3 0.490 (n.s) 0.018 0.026 0.379 (n.s)
3vs4 0.105 (n.s) 0.907 (n.s) 0.08 (n.s) 0.095 (n.s)
4vs1 (n.s) n.s n.s n.s

Degerler: Ortamalar + SH (N=7).

P <0.05 aralig1 anlamli olarak kabul edildi

.n.s = not significant (anlamh degil)

S.H = standart hata
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Sekil 1: Anne ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid follikiil goriintlisii, H&E boyamasi, Scal bar 200

pwm
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Sekil 2: Yavru ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid follikiil goriintiisii, H&E boyamasi, Scal bar 50 pm
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Sekil 3: Anne ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid interfollikiil kollagen goriintiisii, Mallory aniline
blue boyamasi, Scal bar 50 pm
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Sekil 4: Yavru ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid interfollikiil kollagen goriintiisii, Mallory aniline
blue boyamasi, Scal bar 50 pm
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Sekil 5: Anne ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid intrafollikiil kolloid goriintiisii, PAS boyamasi,
Scale bar 50 pm
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Sekil 6: Yavru ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, Tiroid intrafollikiil kolloid goriintiisii, PAS boyamasi, Scal
bar 50 um
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Sekil 7: Anne ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, tiroid epitelinde TUNEL pozitif boyanmis hiicre
goriintiileri, (TUNEL) boyamasi, Scal bar 50 pm
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Sekil 8: Yavru ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, tiroid epitelinde TUNEL pozitif boyanmis hiicre
goriintiileri, (TUNEL) boyamasi, Scale bar 50 um
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Sekil 9: Anne ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, tiroid epitelinde pozitif apoptotik hiicre goriintiisii,

Immiinohistokimya (Kaspaz 3 immunoreaktivitesi pozitif olan hiicre sayis1) boyamasi, Scale

bar 50 um
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Sekil 10: Yavru ratlara ait (A: Kontrol grubu, B: EMA grubu, C: EMA + Melatonin grubu, D:
sham grubu) tiroid bez doku kesiti, tiroid epitelinde pozitif apoptotik hiicre goriintiisii,
Immiinohistokimya (Kaspaz 3 immunoreaktivitesi pozitif olan hiicre sayis1) boyamasi, Scal

bar 50 um
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Elektron mikroskop degerlendirilmesi

Sekil 11: Anne kontrol grubuna ait elektron mikroskobik mikrografta tiroid follikiil
epiteli goriilmekte. Cekirdek o6kromatik goriinlime sahiptir, endoplazmik retikulum yapilari

iyice gelismis, mitokonderiler yuvarlak ve birkag Lizozom belirgin olarak se¢ilmektedir

Sekil 12: Anne kontl grubuna ait mikrografta intersellﬁlar baglantilar saglam ve

belirgin olarak goriinmektedir.
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Sekil 13: Anne EMA grubuna ait mikrografta c¢ekirdek heterkromatin olarak

secilmektedir. Endoplazmik retikulum yapilart vezikiil ve sisterna seklinde dilate olarak
goriinmektedir. Hiicre sitoplazmanin apikal kisminda ¢ok sayida Lizozom biriktigi

izlenmektedir.

Sekil 14: Anne EMA grubuna ait mikrografta ¢ok sayida Lizozom, silendirik

mitokondoriler ve kolloid damlaciklar1 goriinmektedir.
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Sekil 15: Anne EMA + melatonin grubuna ait mikrografta ¢ekirdek dkromatin,
mitkonderiler yuvarlak, lizozomlar az olarak izlenmektedir ve endoplazmik retikulum

yapilarinda dilatasyon dikkati ¢ekmektedir.

Sekil 16: Yavru kontrol grubuna ait elektron mikroskobik mikrografda tiroid follikiil
epiteli goriilmektedir. Epitel hiicre ¢ekirdekleri 6kromatin, silindirik mitokonriler ve

endoplazmik retikulum yapilar1 gézlenmektedir.
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Sekil 17: Yavru kontrol grubuna ait mikrografda tiroid follikiil epiteli goriilmektedir.
Hiicre ¢ekirdekleri 6kromatin ve ¢ok sayida Lizozom bulunmaktadir. Belirgin intersellular

baglanti (plak benzeri) ve az sayida mitokondri gézlenmektedir.

Sekil 18: Yavru EMA grubuna ait elektron mikroskobik mikrografda tiroid follikiil
epiteli goriilmektedir. Epitel hiicre cekirdekleri kontrol grubuna gore daha heterokromatin

olarak izlenmekte ve sitoplazmada kolloid damlaciklar goriinmektedir.
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Sekil 19: Yavru EMA grubunda hiicre sitoplazmalarinda ¢ok sayida genislemis
endoplazmik retikulum yapilar1 gézlenmektedir. Epitel hiicre c¢ekirdekleri kontrol grubuna
gore daha heterokromatin yapida izlenmekte ve sitoplazmda kolloid damlaciklar

goriinmektedir.

Sekil 20: Yavru EMA + Melatonin grubuna ait mikrografda ¢ekirdek kontrol grubuna

benzer goriiniime sahiptir ve silendirik mitokonderiler gdozlenmektedir.
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Sekil 21: Yavru EMA + Melatonin grubuna ait mikrografda endoplazmik retikulum
yapilar1 ve hiicre baglantilar1 kontrol grubuna benzemektedir. Sitoplazmanin apikal kisminda
kolloid damlaciklar bulunmaktadir. EMA grubuna gore Lizozom sayist daha az olarak

se¢ilmektedir.
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Tartisma ve sonug¢

Diinyamizda insan yasam konforunu artirmak i¢in giinliik yasamda kullandigimiz
elektronik cihazlarin sayis1 artikga buna paralel olarak insanlarin ve tiim canlilarin
elektromanyetik alana maruz kalma insidans1 da artmaktadir. Elektromanyetik alanin saglik
tizerine etkilerini arastiran ve litratiire katki saglayan arastirmalarin sayist giin gectikge
artmasina ragmen yapilan tiim bu ¢alismalarin litratiirlerde ¢ok az yer tuttugunu gozlemledik.
Bu ¢alismalardan da doku diizeyinde 6zellikle tiroid bez dokusu iizerine arastirmalarin sinirl
sayida oldugu gortilmiistiir.

Bizde ¢alismamizda 50 Hz titresimli elektromanyetik alanin, gebelik doneminde sican
tiroid bezi lizerine etkilerini ve bu etkilere melatoninin koruyucu etkisi olup olmadigini
arastirmay1 planlanmitir. Bunun i¢in de deney sonunda hem anne ratlarin hem de dogduktan
sonra yavru ratlarin tiroid dokular1 alinarak ultrasutriiktiirel ve histolojik incelemeler yaptik.

Van Leeuwev ve arkadaslar1 hayvan hiicresi lizerine yaptiklari deneyde zayif manyetik
alanin hormon ve enzim seviyesini degistirdigini, dokulardaki kimyasallarin hareketini
engelledigi gibi biyolojik etkenlere sebep oldugunu rapor etmislerdir.(2)

Rajkovic. V ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan bir ¢calismada yetiskin ratlarda tiroid
bezi ilizerine 50 Hz elektromanyetik alan (EMA) etkisi 151k ve transmisyon elektron
mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Bu calismada iki aylik erkek sicanlar 1 ay boyunca
haftada 5 giin, giinde 4 saat (100-300, 54-160 V m (-1)) microT EMA maruz birakilmistir.
Deney sonunda EMA grubuna ait tiroid doku Orneklerinde kolloid igerigin azaldigini, kan
damarlarinin dilate oldugunu ve follikiil ¢aplarinin kiiciildiigii ve tiroid stromasinda septum
bag dokularinin kalinlagtigini1 bildirmiglerdir. Ayni calismada stereolojik sayma yontemleri
kullanarak yaptiklar1 6l¢timlerde EMA grubuna ait doku 6rneklerinde kontrol grubuna gore

folikiil epitel kalinliginin azaldigini, interfollikiilar bag dokusunun arttigini, interfollikiilar
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kolloid miktarinin azaldigini, follikiil ¢aplarinin azaldigini ve kan damar1 sayisinin arttigini
rapor etmislerdir. Calismanin devaminda EMA grubuna ait tiroid dokusu ultrastriiktiirel
olarak incelendiginde tiroid folikiil hiicrelerin apikal kisminda kontrol grubundan farkli olarak
genis c¢apli birkac kolloid damlaciklar1 bulduklarini bildirmislerdir. EMA grubuna ait tiroid
follikiil hiicrelerinin ¢ogunda lizozom sayisinin kontrol grubuna gore daha az oldugunu,
ayrica tiroid hiicrelerinde hipertrofi olmus graniiler endoplazmik retikulum ve amorfous
elektron — lucent igerikleri tespit etmislerdir. Bundan bagka EMA grubunda, kontrol grubuna
gore birka¢ hiicrede c¢ekirdek seklinde diizensizlik, ensizyonlu ve koromatin materyallari
hiperdens olarak bulmuslardir. Elektron mikroskobik bulgularda kontrol grubunda follikiilar
epitel hiicrelerinde cekirdekler 6kromatik ve eksenterik yerlesimli olarak goriiliirken, EMA
grubunda ise epitel hiicre ¢ekirdekleri daha bazal yerlesmli ve daha koyu Okromatinli
gorildiiglinii  belirtmislerdir. Apikal membran altinda olan pleomorfik elektron-dense
lizozomlar kontrol grubunda elektron densitesi EMA grubuna gore daha farkli bulduklarini
bildirmislerdir. Sterolojik analizlerde EMA grubunda follikiil epitel hacminin artmasi, kolloid
miktarinin azalmasi, tiroid aktivite indeksininsinin ¢ogalmasini kontrol grubuna gore anlamli
olarak farkli bulduklarini bildirmislerdir. Elektron mikroskobik ve 151k mikroskop diizeyinde
yapilan bu ¢alismada elde edilen bulgularin EMA’na bagl ortaya ¢iktigin ileri siirmiislerdir
(188).

Yapilan calismada intrafollikiilar kolloidi degerlendirmek amaci ile PAS boyasi
uygulandi. Anne ve yavrularda EMA uygulanan grupta intrafollikiil kolloid miktar1 PAS(+)
boyanma siddetinin kontrol grubuna gore daha zayif oldugu izlendi. EMA ile melatonin
verilen grupta PAS (+) boyanmada siddeti EMA grubuna gore daha kuvvetli olarak gozlendi.

Sham grubunda ise genel olarak kontrol grubuna benzemekteydi.
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Calismamizda degerlendirmelerden bir tanesi de follikiil ¢ap degisimini ortaya
koymakti. Bunun i¢in ¢alismamizdan elde edilen tiim tiroid dokularinda follikiil cap olgiimii
yapildi. Anne EMA grubunda intrafollikular ¢ap 6l¢timii, kontrol, EMA+melatonin ve sham
gruplarina gore daha az oldugu saptandi. Anne EMA + Melatonin uygulanan grupta follikiil
cap Ol¢lim oran1t EMA grubuna gore oldukca fazla goriindii. EMA + melatonin grupta, tiroid
yapist genel olarak kontrol ve sham grubuna benzemekteydi.

Yavru EMA grubunda intrafollikular ¢cap 6l¢limii, kontrol, EMA+melatonin ve sham
gruplarina gore daha kiigiik oldugu saptandi. EMA + melatonin grupta, tiroid yapis1 genel
olarak kontrol ve sham grubuna benzemekteydi, elde ettigimiz bulgular Rajkovic.V ve
arkadagslar1 tarafindan yapilan calisma ile karsilastirildiginda, kolloid miktari, follikiil ¢ap
Olclim oranlar1 bulgular ile paralellik gostermektedir.

Yaptigimiz calismada EMA’nin tiroid doku iizerine etkilerini elektron mikroskop ile
incelendigimizde anne EMA grubuna ait tiroid epitel hiicre ¢ekirdekleri daha heterkromatin
olarak se¢ilmistir. Endoplazmik retikulum yapilar1 vezikiil ve sisterna seklinde ve daha dilate
olarak goriinmektedir. Hiicre sitoplazmasinin apikal kisminda ¢ok sayida Lizozom, silendirik
mitokondoriler ve kolloid damlaciklar1 gériinmektedir. Elde ettigimiz bulgular Rajkovic. V ve
arkadaslar tarafindan yapilan calisma ile karsilastigimizda, EM bulgularimiz ile benzerlik
gostermektedir.

Calismamizda EMA’nin yavru tiroid doku iizerine etkilerini elektron mikroskop ile
incelendigimizde yavru EMA grup hiicre sitoplazmalarinda ¢ok sayida genislemis
endoplazmik retikulum yapilar1 gézlenmektedir. Epitel hiicre c¢ekirdekleri kontrol grubuna
gore daha heterokromatin yapida izlenmekte ve sitoplazmda kolloid damlaciklar
goriinmektedir. Elde ettigimiz bulgular Rajkovic. V ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alisma

ile karsilastigimizda, EM bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir.
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Rajkovic. V ve arkadaglar yaptiklar1 bagka bir ¢alismada EMA’nin Mast hiicreleri, deri
ve tiroid bezindeki sinir liflerini lizerine etkisini incelemislerdir (189). Denek olarak 2 aylik
Wistar erkek sican kullanilmis ve denekleri giinde 4 saat, haftada 7 giin 1 ay siireyle EMA (50
Hz, 100-300 microT, 54-160 V / m) maruz birakmislardir. Sicanlar1 sakrifiye ettikten sonra,
deri ve tiroid bezi doku kesitlerin indirekt immiinhistokimya ve toluidine mavi boyamasi
yapmislardir. Ayni zamanda steroloji yontemler kullanilarak Mast hiicrelerin degranule olup
olmadig1 incelemis ve néropeptid Y (NPY) igeren sinir lifleri lizerine arastirma yapmislardir.
Tiroid doku kesitlerinde follikiil ve kan damarlarina yakin olan ¢evrede sinir liflerini NPY
anti serum ile boyamigslardir.. Sonug¢ olarak NPY — pozitif liflerin sayisint EMA grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Tiroid dokusunda
kismen ve tamamen degranule olan mast hiicreler iki ayr1 perifollikiil ve stromada yer aldigini
tespit etmigler ve yaptiklar1 seterolojikal analizlerde stromadaki mast hiicrelerinin EMA
grubunda daha ¢ok etkilendigini bildirmislerdir (189).

Koyu ve arkadaslar1 ¢alismasinda, 900 MHz elektromanyetik alana maruz kalmanin
tiroid hormon serum TSH ve triiodothronine, tiroksin (T3 T4y hormon diizeyleri {izerine olan
etkisini incelemislerdir (190). Bu ¢alismada 30 yetiskin erkek Sprague - Dawley rat denek
olarak kullanilmis ve 3 bagimsiz grupta (10 tane kontrol, 10 tane EMA’a maruz kalan, 10 tane
sham) olusturulmustur. Denek gruplarindan bir tanesi 4 hafta boyunca, haftanin 5 giinii, giinde
30 dakika 900 MHz EMA’a maruz birakilmistir. Sham grubu ise hi¢cbir EMA’a maruz
birakilmadan caligma gruplari gibi aym1 ¢evre kosullari altinda tutulmustur. Sican serum
hormonlar TSH ve T 3, T4 Ol¢limil i¢in immunoradyometrik assay (IRMA) yontemini
kullanarak - (RIA) yontemi immunoassay olarak hormon 06l¢iimii yapilmis. TSH ve T 3. T,
degerleri EMA grubunda sham grubuna goére anlamli olarak daha diisiik oldugu rapor

edilirken (p < 0.01) sham ve kontrol grublar1 arasinda anlamli fark bulunmamstir (p < 0.05).
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Bu c¢alismada sonug¢ olarak EMA’a maruz kalmanin TSH, T3 ve T4 serum seviyelerinde
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (190).

Biz ¢alismamizda serum TSH, T3, T4 seviyelerini degerlendirme imkani bulamadik.
Rajvic’in bagka bir ¢alismasinda, EMA ‘nin tiroid bezi Mast hiicreleri iizerine olan etkisini
erkek Mill Hill sicanlarda arastirmistir (191). Hayvanlar dogduktan 24 saat sonra , 3 ay
boyunca, haftada 5 giin, giinde 7 saat EMA’a (50 Hz, 500 uT, 10-50 uT V / m) maruz
birakilmis. Deneklerden bir grup EMA’a maruz kalimi bittikten hemen sonra, bir grup 1 hafta
sonra, diger grup 2 hafta sonra, diger bir grupta 3 hafta sonra sakrifiye edilerek incelemeye
alinmis. Bu gruplardan elde edilen kesitlere toloidin mavi boyasi yapilarak mast hiicreleri
incelenmis. EMA’a maruz kalan tiroid bezindeki mast hiicrelerinde morfofonksiyonel
degisiklikler olabilecegini bildirmislerdir (191).

Soda ve arkadaglarinin yaptigi calismada 60 Hz 3mT EMA’a maruz kalmanin fare
osteoblast1 lizerine etkilerini incelemistir (192). Sirtus kirmiz1 absorbans boya ile kollagen
degerlerinini tespit etmisler ve EMA’a maruz kalan hiicrelerin anlamli derecede kollajen
sentezini arttigin1 belirtmislerdir. Sonu¢ olarak EMA’a maruz kaldiginda indiiklenen bir
faktoriin kollajen sentezini hizlandirabildigini ileri stirmiislerdir (192).

Biz galismamizda Interfollikiilar alanlardaki kollajeni degerlendirmek igin Mallory’inin
Aniline blue boyas1 uyguladik. Anne Kontrol grubundaki 6rneklerde anilin mavisi tutulumu
interfollikiilar alanda hafif derecede goriildii. Bunun disindaki alanlarda boyanma izlenmedi.
EMA uygulanan anne grubunda ise interfollikiilar bolgedeki bag dokuda belirgin kollajen
artis1 oldugu saptandi. EMA+melatonin uygulanan anne grubunda ise interfollikiilar alanlarda
kollajen artisinin EMA grubundaki kadar yogun olmadig: dikkati ¢ekti. Sham grubunda ise
genel olarak kontrol grubuna benzemekteydi. Yavru kontrol grubundaki érneklerde analin

mavisi tutulumu beklendigi gibi interfollikiilar alanda hafif derecede goriildii. EMA
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uygulanan yavru grubunda ise interfollikiilar bolgedeki bag dokuda belirgin kollajen artisi
gozlenmedi. EMA+melatonin uygulanan yavru grubunda ise interfollikiilar alanlarda kollajen
artisinin EMA grubundaki kadar yogun oldugu dikkati ¢ekti. Sham grubundaki bulgular ise
genel olarak kontrol grubuna benzemekteydi. Elde ettigimiz bulgular Soda ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢alisma ile karsilastirdigimizda, anne ratlarda interfollikiilar alanlardaki
kollajen artis1 oranlar1 paralellik gostermektedir. Ama bu bulgular yavru deneklerde bizim
bulgularimiz1 desteklememektedir.

Galat ve arkadaslari, fare ve denizkestanesi (murine ve sea urchin) embriyolarinin
gelisimlerini non-termal elektromanyetik radyasyon (EMR) etkisi altinda arastirmislardir (
193). Bunun icin MRTA-01E-03 jenerator ile 54-78 GHz frekans ve 0,06 mWt/cm2
radyasyon siddeti kullanmiglardir. Embriyolar iki blastomer asamasinda 30 dakika boyunca
151na maruz birakmiglardir. Blastomerlerin, blastosist asamasina ulasmasinda EMA’nin etkili
oldugunu saptamiglardir (EMA grubu % 97,3 kontrol grubu % 87.5 ) . Sonug¢ olarak
elektromanyetik radyasyonun embriyolarin erken gelismelerinde, stimiile edici etkisi
oldugunu gostermislerdir. (193).

Brent yaptig1 derlemede EMA’ 1 iireme sistemi lizerine olan risklerini degerlendirmis.
Ayrica derlemede insan disindaki memeli organizmalarda yapilan caligmalari
degerlendirdiginde, EMA’m fetal biiylime, konjenital malformasyonlar, embriyo kaybi ve
sinir sistemi iizerine olan olumsuz etkilerinin yeteri kadar desteklenmedigini bildirmistir (
194).

Veterany ve arkadaslari, 0,07 T siddette olusturduklar1 manyatik alanin tavuk
embriyonlar1 {izerine olan mortalitesini arastirmislardir (195). Inkiibasyon suresinde
yumurtalarin manyetik alana maruz kaldiginda embriyonik mortalitenin daha yiiksek

oldugunu belirlemislerdir. Bu oran EMA grubunda (14,28 + / -% 3,14 olarak; 18,57 +/ -%

83



4,03 resp. 18,95 +/-% 3,77) iken kontrol grubunda ise (1,57 +/-% 0,97) olarak bildirilmis ve
bu bulgular arasinda anlamli fark oldugunu goéstermislerdir (p <0.001). Sonug olarak EMA’a
maruz kalan yumurtalardan elde edilen civcivlerin kontrol grubuna gore mortalite orani daha
yiiksek oldugunu ve agirliklarinda daha az oldugunu bildirmislerdir (195).

Chung ve arkadaslar1 EMA’nin etkisini gebe Sprague Dawely sicanlarda, embryo-fetal
gelisimi incelemislerdir (178 196). Gebeligin 6 — 20 giinleri arasindaki donemde bir grubu
manyetik alana maruz birakmislardir. Sonucta manyetik alana maruz kalan grupla kontrol
gruplari arasinda herhangi bir fark olmadigini bildirmislerdir. Anne siganlarin viicut agirhgi,
organ agirlik ortalamasi, hematolojik ve serum biyokimyasal parametreler agisindan anlaml
fark bulmamislardir. Ayrica manyetik alana maruz kalindiginda fetal 6liim, fetal viicut agirlig
ve plasenta agirligr agisindan da fark olmadigini bildirmislerdir. (196).

Biz calismamizda tiroid dokuya odaklandigimiz i¢in fetal 6liim, fetal viicut agirligi ve
plasenta agirlig1 gibi parametreleri degerlendirmeyi diisiinmedik.

Chu KP ve arkadaslar1 arastirmalarinda 50 Hz manyetik alanin insan amniyotik
hiicrelerinde mikrofilament, aktin ve epidermal biiyiime faktdr reseptorii ilizerine etkisini
incelemislerdir (197). Elektron mikroskop araciligi ile yaptiklari incelemede EMA’a maruz
kaldiktan sonra hiicre sekillerinin ¢ok yassilastigini tespit etmislerdir. Sonucglarinda manyetik
alana kisa bir siireli bile maruz kalinmasi insan amnion hiicrelerinde microfilamentleri
yeniden re-organizasyona indiikledigini ileri stirmiislerdir. (197)

Cervellati ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada yliksek frekanshi elektromanyetik
alanin trofoblast konneksinleri iizerine etkisini aragtirmiglardir (198). Konneksinler zar
proteinleri olarak trofoblastlarin islevlerini etkileyebilme yetenege sahiptirler. Bu ¢alismada

konneksinlerin ekspresyonunu ve ekstravillus trofoblast hiicre hatlarindaki lokalizasyonu
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arastiritlmistir. Elektron mikroskobik bulgularda intersellular gap-junction benzeri baglanti
odaklarinda bariz diisiis oldugunu bildirmislerdir (198).

Yapilan birka¢ calismada da EMA’nin melatonin sirkadiyen sekresyon profilini
degistirdigi gosterilmistir (92,93,94,95).

Koyu ve arkadaslar1 yaptig1 calismada, siganlar {izerinde 1800 MHz elektromanyetik

alanin (EMA) serum TSH, T,, T, kortizol ve testosteron hormon diizeylerine etkisini

arastirmiglardir. Yontem asamasinda yirmi yetigkin erkek sican kullanilmis ve her biri 10
hayvandan olusan iki bagimsiz grup olusturulmustur, 1. grup kontrol, 2. Grup EMA grubu
olarak planlanmis ve EMA grubuna dort hafta boyunca haftada bes giin ve giinde 30 dakika
olmak tlizere 1800 MHz EMA uygulanmistir. Kontrol grubu, ayni giin ve siirede EMA
uygulanmadan ayni c¢evresel sartlarda tutulmustur. Calisma sonunda tiim si¢anlarin

serumunda TSH, T,, T, kortizol ve testosteron hormon seviyeleri Olgiilmiistir. EMA
grubunda T, T, ve kortizol hormonlariin seviyeleri kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek

bulunmustur. Ancak, serum TSH ve testosteron hormon diizeylerinde kontrol ve EMA
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Sonu¢ olarak bu bulgular, cep

telefonlarindan yayilan 1800 MHz EMA nin siganlarda serum T,, T, ve kortizol hormonlarin

artirdigini, ancak TSH ve testosteron hormon diizeylerini degistirmedigini gostermistir (
199).

Woldanska-Okonska M calismasinda insan ve hayvanlarda EMA’nin hormon salgisi
izerine etkisini arastirmistir. EMA’nin etkisi sonucu salgilanmasi bozulan hormon olarak en
iyl tanimlanmis olan hormon melatonindir. Diger hormonlar {izerinde manyetik alanlarin
etkisi heniiz yeterli kadar aydinlatilamamistir. Bu ¢alisma ile EMA’1n hormon salgilanmasi
tizerine etkileri epidmiyolojik ve deneysel caligmalar ile aragtirilmasi geregi vurgulanmistir (

200). Anninos PA’nin ¢alismasinda Manyetik alanin pineal bez aktivitesi iizerine de etkileri
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oldugunu gostermistir. Birgok ¢alismada manyetik alanin, endojen antiepileptik bir bilesik
olan ve pineal bezden salinan melatoninin etkisini degistirebilecegi gosterilmistir. EMA’1n
ayni zamanda dopaminerjik, serotonerjik ve endojen opioiderjik fonksiyonlar regiile ettigi ve
laboratuar hayvanlarinda yapay olarak olusturulan manyetik alanlarin, habenular komplekste
bir kap1 fonksiyonu olarak islev gordiigii gosterilmistir (157).

Persinger MA’nin ¢alismasinda deneysel olarak ratlarda nokturnal manyetik alan
uygulanmasinin muhtemelen melatonin sentez ve salinimini baskilayarak, ndbetlere neden
oldugunu rapor etmistir (160).

De Seze R’nin kendi istegi ile katilan 37 goniillii erkek iizerinde yaptig1 bir calismada,
iki ¢esit cep telefonunun etkileri arastirmistir. Denekler 4 hafta siire ile hafta da 5 giin, glinde
4 saat (14.00-16.00 ve 16.30-18.30 saatler arasinda) cep telefonunun etkisine maruz
birakilmistir. Her iki cep telefon arasinda melatonin salinimi {izerine belirgin bir farklilik
saptanmamustir (163).

Melatonin iizerine bir baska calismayr Selmaoui B, Kato M’nin ¢alismasinda uzun
stireli 0.1-mT, 50 Hz.lik manyetik alana maruz kalan ratlarda, melatonin sentezinin azaldigin1
gostermistir (165).

Wilson BW’nin ¢alismasinda ise diisiik frekanstaki (50-60 Hz) EMA’1in néroendokrin
sistem tizerine etkileri arastirilmistir (167). Melatoninin sirkadiyen ritminde degisiklik
oldugunu ve pineal bezin fonksiyonunda azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Yine rat
pineal bezinde N-Asetil Transferaz enziminin inhibe oldugu, melatoninin nokturnal pik
amplitiidiinde diisme, pik olugsma zamaninda ise gecikmeler oldugu bildirilmistir (167).

De Seze R’nin ¢aligmasinda Gsm 900 ve DCS 1800 ti cep telefonlarin, 38 saglikli
erkekte melatonin salinimi tizerindeki etkilerini arastirmak amaci ile haftanin 5 giinii (giinde 2

saat) toplam 4 hafta siire ile telefonlarin maksimum giicleri ile uygulanma yapilmis, calisma
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sonunda sirkadiyen ritimin bozulmadig: gibi, her iki tip telefonun etkileri arasinda da anlamli
bir farkliliga rastlanmadig bildirilmistir (163).

Albertson TE’nin ¢alismasinda Melatoninin ratlarda anti konvulzan etkisinin de
bulundugu rapor edilmistir. Bu etkisinin manyetik stimiilasyona duyarli olabilecegi
bildirilmistir (168).

Adriana Pedreafiez’nin calismasinda melatoninin antiapoptotik 6zelligini Puromycin
Aminonucleoside Nephrosis’de olusturulan deneklerde olusan apoptoz vardiginda, melatonin
engelleyici oldugunu gdstermistir (183 201). Bizim ¢alismamizda da EMA’ nin etkisi sonuca
arttig1 tespit edilen apoptozun melatonin ile engellendigini tespit ettik. Ancak yavru ratlarda
EMA’nn etkisi sonucunda apoptotik hiicrelerin artmasinda anlamli olarak fark saptanmadi.
Buna bagli olarak da melatoninin apoptotik hiicre iizerine engelleyici etkisini gozleyemedik.

Omeroglu giinliik yasamda etkisi altinda kalabilecegimiz bir elektromanyetik alann,
fetus kalp kasi gelisimi iizerine olan etkisini incelemistir (202). Bu amagla yaslar1 ve viicut
agirliklan birbirine yakin olan gebe fareler "Kontrol" ve "Elektromanyetik alan" olmak iizere
iki gruba ayrildi. Elektromanyetik alan grubundaki fareler giinde 7 saat 120 mikro teslalik bir
elektromanyetik alana maruz birakildilar. Farelerden gebeliklerinin 18. giiniinde sezeryanla
fetuslar1 ¢ikarildi ve stereomikroskop altinda fetuslarin kalp kaslar1 alinarak rutin elektron
mikroskobik takip islemine baslanmistir. Sonuc¢ olarak giinlilk yasamda etkisi altinda
kalabilecegimiz ortalama bir elektromanyetik alanin, fetus kalp kasinda ¢izgilenmeyi bozarak
ve kalp kas1 mitokondrilerinde krista kaybina yol agarak fetus kalp kas1 gelisimini etkiledigini
bildirmislerdir (202).

Gokecimen ve arkadaslar1 calismalarinda karaciger tlizerine EMA’nin indiikleyici
etkisiyle olusabilecek morfolojik degisikliklere melatonin etkisini arastirmiglardir. Calismada

otuz albino gen¢ erkek Wistar Albino rat kullanilmig. Bunlar 3 gruba ayrilmig. Kontrol (n:
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10) grubuna 2 hafta boyunca giinliikk (0.1 ml/100 g) % 5 etanol iceren salin intraperitoneal
olarak enjekte edilmistir. EMA grubu (n: 10), EMA’a maruz birakilarak (0.1 ml/100 g) % 5
etanol iceren ve fizyolojik salin intraperitoneal enjeksiyon yapilmistir. Bir diger grupta ise
(n:10) melatonin tedavisi uygulanmistir. Melatonin intraperitoneal tek doz (0.1 ml/100g) 4 mg
olarak saat 10:00 da 2 hafta boyunca verilmistir. Bu c¢alismadan elde edilen parafin kesitler
hematoksilen eozin ile boyanip 151tk mikroskobu altinda incelenmistir. EMA grubunda
karaciger doku ornekleri incelendiginde periportal alanda siniis dilatasyonu, karisik hiicre
infiltrasyonlari, nekroz ve dejenerasyon saptanmistir. Ancak, Melatoninin verilen grupta
kismen bu bulgularin daha az olarak saptandigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, EMA maruz
kalan sicanlarda karaciger dokusunda degisiklikler iizerinde melatoninin hafif bir onleyici
etkisinin oldugunu rapor etmislerdir (203).

Calismamizda elde edilen kesitlere apoptotik hiicreleri gostermek i¢in yaptigimiz
TUNEL ve kaspaz 3 immunoreaktivite boyamasinda anne ve yavru kontrol grubundaki doku
kesitlerinin tiim alanlar1 incelendiginde TUNEL ve Kaspaz3 immiin boyanan epitel hiicrelerin
az oldugu goriildii. EMA uygulanan anne grubunda epitel hiicrelerinde TUNEL ve Kaspaz 3
immunoreaktivite boyanmasimin belirgin olarak ¢ok ve anlamli oldugu saptandi. EMA +
melatonin uygulanan gruplarda ise TUNEL ve Kaspaz3 immiin boyamanin follikiilar epitel
hiicrelerinde, EMA grubuna gore daha az oldugu goriildii.

Yavru EMA grubunda epitel hiicrelerinde TUNEL pozitif boyanmis hiicre sayisi
kontrol, sham ve EMA+ melatonin gruplara gore fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli iken
Kaspaz 3 boyamasi ile elde ettigimiz sonuglarda bu gruplar arasinda anlaml fark ¢ikmadi.
Bunun nedeni olarak da TUNEL boyamast DNA kiriklarin1 gdstermektedir, Yavru ratlarda
P53 geni aktive olarak hiicreye DNA kiriklarint diizeltme firsat1 verdigini diistinmekteyiz.
Buna bagli olarak yavru ratlarda EMA grubundaki tiroid doku oOrnekleri incelendiginde
TUNEL pozitif boyanmig hiicre sayisin1 fazla bulurken Kaspaz 3 immunhistokimya

boyamasinda bu farki géremedik.
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Sonug ve oneriler:

Calismamizda, gilinliik yasamda cok sik karsilastigimiz 50 Hz titresimli elektromanyetik
alanin, gebelik doneminde sican tiroid bezi iizerine etkilerini ve bu etkilere melatoninin
koruyucu etkisi degerlendirildi. Bunun i¢in de hem anne ratlarin hem de dogduktan sonra
yavru ratlarin tiroid dokular1 alarak ultrasutriiktiirel ve histolojik analizler yapildu.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar tartisma boliimiinde de goriilebilecegi gibi genel
olarak ulastigimiz literatiirlerle uyum gostermektedir. Anne deneklerde tiroid doku iizerine
EMA’m etkisi kolloid miktarinda azalma, interfollikiiler kollagen miktarinda artma, follikul
capinda azalma, apopitotik hiicre sayisinda artma seklinde olmustur. Melatonin EMA’a bagh
tiroid dokuda ortaya ¢ikan olumsuz bulgulari kismen yada tamamen ortadan kaldirmistir.
Ayni sekilde yavru deneklerde EMA’a bagli tiroid dokusunda elde ettigimiz bulgular; kolloid
miktarinda azalma, follikul ¢apinda azalma iken interfollikiiler kollegen miktarinda farkliligin
histolojik kesitlere yansimamas: ilgi c¢ekiciydi. TUNEL boyama sonuglar1 bize yavru
deneklerde apopitotik hiicre sayisinda artma seklinde yansimasina ragmen TUNEL
boyamasini desteklemek icin yaptigimiz Kaspaz 3 immunreaktivite boyamasinda apopitotik
hiicre sayisinda anlaml farklilik gézlemedik. Bu bulgu bize yavru deneklerde tiroid epitel
hiicrelerinin EMA’dan etkilendigini fakat hiicrelerin anne tiroid dokudaki hiicrelere oranla
daha hizli olumlu tepki gosterdiklerini diislindiirmektedir. Yavru deneklerde EMA’nin
olumsuz etkisinin daha az oldugunu tespit ettik.

Bir hayvan modeli iizerinde yaptigimiz arastirmanin kriterleri ne kadar uygun olursa
olsun insanlar iizerinde aktarilmasi miimkiin degildir. Bununla birlikte EMA’nin tiroid doku
izerine yaptig1 olumsuz etkileri ve olusturdugu dokusal hasar1 gdsterilmesi acisindan 6nemli
oldugunu diistinmekteyiz.

Sonug olarak literatiirlere bizim calismamizdan elde ettigimiz bulgulara baktigimizda
EMA’a maruz kalmanin bircok organda hiicresel hasar olustura bilecegi goriilmektedir.
Kaginilmaz olarak ¢evremizi saran EMA etkilerinden kontrollii ve korunmali kullanim ile en

az etkilenecegimiz acgiktir.
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