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OZET

Trikloretilen (TCE) klorinli hidrokarbondur. Esas olarak metal parcalarinin
indirgenmesinde kullanilmaktadir. TCE maruziyeti genellikle TCE ile kontamine
sularin kullanimi veya metal indirgeme islemleri swrasindaki buharlagsma ile
olmaktadir. TCE leke gidericilerde, yapistiricilarda, parke temizleme soliisyonlarinda
bulundugundan dolay1 ev i¢inde de bulunabilen zararli bir maddedir. Yapilan bir ¢cok
calismada TCE nin bobrek, karaciger, testis ve over dokular1 lizerine toksik etkileri
gosterilmistir. Vitamin B1’in yagda ¢6ziinen hali benfotiamindir. Benfotiaminin
reaktif oksijen tiirleri tizerinde baskilayici oldugu gosterilmistir.

Bu calisma ile TCE uygulanan sicanlarm over ve uterus dokularma
benfotiamin’in etkilerinin incelenmesi amag¢lanmastir.

Calismada, 24 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi disi sicanlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi olan 3 hafta boyunca
herhangi bir uygulama yapilmadi. TCE grubuna 1000 mg/kg/giin TCE oral olarak
verildi. TCE+Benfotiamin grubuna 1000 mg/kg/giin TCE ile birlikte 70 mg/kg/giin
Benfotiamin oral olarak uygulandi. Benfotiamin grubuna ise Benfotiamin 70
mg/kg/giin oral olarak verildi.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki sicanlar anestezi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyonun ardindan sicanlarin over ve uterus dokular1 hizla ¢ikarilip uygun
fiksatiflerle tespit edilip ardindan histolojik takip serilerinden geg¢irilip parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alinan doku kesitlerine Masson-Trikrom boyas1
yapilarak gruplar arasi histopatolojik farkliliklar incelendi. Ayrica bu kesitlere
TUNEL teknigi uygulanarak apoptotik hiicreler tespit edildi. Bununla birlikte over ve
uterus dokularinda Malondialdehid (MDA) seviyelerine bakilacagindan dokular
calisma giiniine kadar -80 "C’de sakland.

Over dokusunda TCE grubunda MDA diizeyleri, apoptotik hiicreler ve
histopatolojik  degisikliklerde belirgin olarak artis izlendi. TCE grubuyla
kiyaslandiginda ise TCE + Benfotiamin grubunda bu degisikliklerde azalmalar
gozlendi. Uterus dokusunda ise TCE grubunda MDA diizeyleri azalmis gozlenirken
TCE + Benfotiamin grubunda MDA diizeylerinde belirgin artis izlendi. Apoptotik

hiicreler i¢in yapilan degerlendirmede gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmedi.
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Histopatolojik olarak uterusta TCE grubunda belirgin inflamatuar hiicre artisi
izlenirken TCE + Benfotiamin grubunda bir degisiklik g6zlenmedi.

Sonug¢ olarak; TCE‘nin over dokusunda MDA, apoptotik hiicreler ve
histopatolojik degisiklikleri arttirdigi ve tedavi olarak verilen Benfotiamin bu
degisikliklerde azalmalar yaptigi, uterus dokusunda ise TCE‘nin smirli bazi
degisikler yaptigi, gelecekte daha ileri ve kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Trikloretilen, Over, Uterus, Benfotiamin



ABSTRACT

’EFFECT OF BENFOTIAMINE ON OVARIAN AND UTERINE TISSUES OF
RATS ADMINISTERED TRICHLOROETHYLENE’

Trichlorethylene (TCE) is a chlorinated hydrocarbone. Essentially it is used for
reduction of metals. TCE exposure usually becomes the water is contaminated with
TCE or evaporates methal reduction process. Because of TCE found in adhesives, for
flooring cleaning solution, stain remover is a hazardous substance that can be found
in the house. Many studies done by TCE showed its toxic effects on liver, kidney and
ovarian tissues. Benfothiamin is vitamin B1’s fat soluble form. Benfothiamin showed
repressive effect on reactive oxygen metabolites.

The aim of this study was to investigate the effects of benfothiamin on ovarian
and uterus tissue of rats exposed to TCE.

In this study, 24 female 8-10 weeks old Wistar-Albino rats were used. The rats
were randomly divided into 4 groups. Nothing was given during the 3 weeks test
period to control group. It was given 1000mg/kg/day TCE to TCE group, orally. It
was given 1000mg/kg/day TCE and 70 mg/kg/day benfothiamin to
TCE+Benfothiamin group, orally. It was given 70mg/kg/day benfothiamin to
benfothiamin group, orally.

After the experimental period the all groups of rats were decapitated under
anesthesia. After decapitation removed ovarian and uterus tissues were embedded
into paraffin blocks by routine procedures for histologic evaluation. The tissue
sections are received from paraffin blocks is stained with Masson Trichrome and
examined the histopathologic changes in groups. Also TUNEL technic was applied
to this section and established apoptotic cells. However over and uterine tissues is
hold in -80 °C for measure MDA (malondialdehid) levels.

Ovarian tissues in TCE groups showed significant increase MDA levels,
apoptotic cells and histopathologic changes. Compared with TCE group in
TCE+Benfothiamin group the changes showed decrease. In the uterine tissue, while
MDA levels showed decrease in TCE group, MDA levels showed significant

increase in TCE+ Benfothiamin group. There is no important different between
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groups in evaluation of apoptotic cells. Histopathologically, while inflammatory cells
increased in TCE group’s uterus tissue, TCE+Benfothiamin group was no changes.

Consequently, TCE enhances MDA, apoptotic cells and histopathologic
changes in over tissue and treatment of Benfothiamin reduces these changes. After
all TCE has made limited changes in uterus, more advanced and extensive studies are
needed to designate other effects.

Keywords: Trichlorethylene, Uterus, Over, Benfothiamin
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1. GIRIS

Trikloretilen (TCE) esas olarak metal parcalarmin indirgenmesinde kullanilan
klorinli hidrokarbondur. Yag, parafin, resin, kauguk, seliiloz esterleri, boya ve cilalar
icin kullanilmakta olan genel bir ¢oziiciidiir. Kismen suda ¢oziinebilen kismen de
ucucu olan TCE'ye yaygin kullanimindan dolay1 ¢evresel kirletici olarak yogun bir
sekilde maruz kalmmaktadir. TCE’nin  %85’1 metal temizleyici olarak
kullanilmaktadir. TCE dogada normal kosullarda bulunmamakla birlikte atik {iriin
seklinde zararli ¢evresel bir kontaminant olarak bulunmaktadir. TCE maruziyeti
genellikle TCE ile kontamine sularin kullanimi veya metal indirgeme islemleri
sirasindaki buharlagsma ile olmaktadir. TCE leke gidericilerde, yapistiricilarda, parke
temizleme soliisyonlarinda bulundugundan dolay1 ev i¢inde de bulunabilen zararl bir
maddedir (1).

Cevresel ve endiistriyel bir kirletici olan TCE’nin deney hayvanlarinda
hepatotoksik etkisi kanitlanmistir. Hava ve yeralt: sularinin yaygin bir kirleticisi
oldugundan insan saghgi ilizerindeki bir¢cok farkli yan etkileri ¢aligmalara konu
olmaktadir. TCE; kemiricilerde karsinojen olarak bilinir ve Uluslararas1 Kanser
Arastirmalar1 Enstiitiisi (IARC) tarafindan da insanlar i¢in olas1 bir kanserojen
olarak kabul edilmektedir (2, 3).

Trikloretilen nin karaciger, bobrek, testis ve over dokular1 iizerine toksik
etkileri Trikloretilen ile yapilan bir¢cok calismada gosterilmistir (4-7).

Disi ratlara yapilan ¢alismalarda inhalasyon ve oral yolla TCE verilmis olup
TCE nin oosit fertilizasyonu azalttig1 gosterilmistir (1,8). TCE uygulanan ratlarin
over dokularinda yapilan deneysel ¢alismalarda artmis CYP2E1(Sitokrom P450 2E1)
aktivitesi saptanmis ve bundan dolay1 ovaryan TCE metabolizmasmin oksidatif CYP
enzimi aracilig1 yolu ile olusabilecegi ileri siirtilmiistiir (9).

Cevresel bir kirletici olan TCE maruziyetinin hem insan hem hayvan
modellerinde otoimmuniteyi indukledigi biliniyor (10).

Trikloretilen serbest radikal olusturuyor olarak bilinsede nedeni artmis
oksidatif stres ve otoimmun cevap induksiyonudur (11).

Hem insan hem hayvan c¢alismalarinda SLE, sistemik skleroz ve fasiitisi

iceren otoimmun hastaliklarm gelismesinin TCE ile iliskisi belgelenmistir (12).



Benfotiamin; B1 vitamininin yagda eriyen tiriidiir. Normal suda
cOziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda ¢oziilebilen B1 vitaminine ise
benfotiamin denilir. Benfotiamin transketolaz aktivitesinde artisa neden olarak
pentoz fosfat yolunu aktive eder. Bu yolagin aktive olmasiylada vaskiiler hasara
olusumuna neden sayilan hekzosamin yolagi, hiicre i¢i AGE olusum yolu ve
DAG/Protein kinaz C yolaklarinin etkilerinin azalmasina sebebiyet verir (14).

Hayvan deneylerinde uygulanan yiiksek doz tiamin ve benfotiamin
kullaniminin, hayvanlarda transketolaz aktivetisinde artisa ve bununla birlikte
albuminiiri diizeyinde azalmaya neden olmustur (15).

Tiamin kokenli birlesimlerin essiz  kaynaklarindan biri  olan
Benfotiamin, allitiamin olarak isimlendirilen, sogan, taze sogan, kizarmis

veya ezilmis sarimsakta ve pirasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunur.

(13)
1.1. Genel bilgiler
1.1.1.Uterus

1.1.1.1. Embriyolojisi

Genetik agidan embriyonun cinsiyeti, daha fertilizasyon sirasinda
belirlenmis olmasina ragmen, gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar erkek veya
disi morfolojik 6zelliklerine sahip degildirler.

Gonadlar baslangicta bir ¢ift uzunlamasina, sdélomik epitelin proliferasyonu
ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmus genital veya gonadal kabariklik
halinde belirirler. Genital kabarikliklar i¢inde gelisimin 6. haftasina kadar germ
hiicreleri mevcut degildir.

Insan embriyosunda gelisimin erken evrelerinde, primordiyal germ
hiicreleri, yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda
belirirler. Ameboid hareketlerle, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca
ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir (Sekil 1) ve 6. haftada da
genital kabarikliklar1 isgal ederler. Kabarikliklara ulasmadiklar1 takdirde, gonadlar
gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklanmasinda, primordiyal germ

hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (16).



Foregut _ Hindgut

Primordial
germ
A hiicreleri

g Kloaka
Yolk kesesi

Sekil 1. Primordial germ hiicrelerinin primitif gonadlara gogii

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen once
ve ulagmasi swrasinda, genital kabarikligin s6lomik epiteli prolifere olur ve epitel
hiicreleri, altindaki mezensim igine girerler (Sekil 2). Bunlar burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar. Hem erkek, hem de disi
embriyolarinda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi
gonadlarmm birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Iste bu devredeki

gonad, farklanmamis gonad olarak bilinir (16).
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Sekil 2. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadal kabartiya yerlesmesi
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Hem erkek, hem de disi embriyoda baslangigta iki ¢ift genital kanal
vardir. Mezonefrik kanallar ve paramezonefrik kanallar (Sekil 3). Paramezonefrik
kanal, {iirogenital kabarikligin anterolateral yiizeyindeki sdlomik epitelin
uzunlamasina bir invajinasyonu halinde belirir. Kanal, kranial ugtan sélomik
bosluk i¢ine huni seklinde bir yapiyla acilir. Kaudal yonde de, 6nce mezonefrik
kanalin lateralinde seyreder ve onu caprazladiktan sonra kaudomedial yonde
gelismeye devam eder. Orta hatta paramezonefrik kanala aksi yonden yaklasir.
Baslangicta bir septumla birbirinden ayrilmig olan bu iki kanal, daha sonra
birleserek uterus kanalini olusturur. Birlesmis olan kanallarin kaudal ucu,
irogenital sinusun arka duvarma dogru ilerleyerek paramezonefrik veya
miillerian tiiberkiil denilen kiiclik bir sisligi meydana getirirler. Mezonefrik

kanallar, iirogenital sinusa miillerian tiiberkiiliin her iki yanindan ac¢ilirlar (16).

Aort Mezonefnk kanal
{Wolff)

Primordial
germ hdcreleri
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Prolifere olan
kélom epiteli

Sekil 3. Mezonefrik ve Paramezonefrik kanallar.

Diside ana genital kanallari, paramezonefrik kanallar olusturur. Baglangicta
her bir kanalda {i¢ kisim tanimlanabilir.

- S6lomik bosluga agilan kranial vertikal bir kisim,

- Mezonefrik kanallar1 ¢gaprazlayan horizontal bir kisim

- Karsi taraftaki esiyle birlesen kaudal vertikal bir kisim

Overlerin inisiyle, ilk iki kistmdan uterus tiipleri gelisir ve kaudal kisimlar
da uterus kanalini olusturmak {iizere kaynasirlar. Paramezonefrik kanalin ikinci
kism1 mediokaudal yonde hareket ettiginden, tirogenital kabarikliklar giderek daha

transvers bir diizleme gelmeye baglarlar. Kanallar orta hatta birlestikten sonra,



genis bir transvers pelvik katlant1 olusur. Kaynasmis haldeki paramezonefrik
kanallarin lateralinden, pelvis duvarmma kadar uzanan bu katlantiya uterusun broad
ligamenti denir. Bu ligamentin {ist smnirinda uterus tiipleri, arka yiiziinde de overler
yer alir. Uterus ve broad ligamentler, pelvisi uterorektal pos ve uterovezikal
posolarak ikiye boler. Kaynasan paramezonefrik kanallardan uterusun korpusu ve
serviksi gelisir. Bunlar, uterusun muskuler tabakasini (miyometriyum), ve
peritoneal Ortiisiinii (perimetriyum), meydana getiren bir mezensim tabakasiyla

sarilmig haldedir (16).

1.1.1.2. Anatomi

Uterus pelvis boslugunda, mesane arkasinda rektumun ve vaginanimn oniinde
yer alan, kas dokusu agirlikli bir organdir. Yas ve hormonal duruma gore uterus
boyutlar1 farklilik gosterir. Yenidoganda maternal ve plasental Gstrojen uyarisina
bagli olarak cocukluk donemine gore uterus daha biiyiikk olup, yapilan
ultrasonografik calismalarda yenidoganin uterus uzunlugu yaklasik 4.6 cm olarak
bildirilmistir (17). Yasamin ilk aylarinda uterus uzunlugu 2.5 cm’e regrese olup,
puberteye dogru tekrar artis gosterir (18, 19). Eriskin nulliparlarda 8 cm
uzunlugunda, 5 cm genisliginde ve 2.5 cm kalmhiginda olup 30-40 gram
agirhigindadir. Dogum yapmislarda ise bu 6lgiilerde biraz artig goriiliir (20).

Uterus anatomik olarak fundus, korpus, istmus ve serviks olmak {lizere dort
boliimde incelenir (21, 22).

Fundus, uterusun en iist kismi olup tuba uterinalarin uterusa agildiklar
seviyenin iizerinde kalan bdliimiidiir. Korpus, uterusun asil parcasi olup tuba
uterinalarin uterusa agildiklar1 seviyeden istmusa kadar uzanir. Istmus 0.5 cm
uzunlukta olup serviks ile korpus arasinda kalan boliimdiir. Serviks, vagina 6n
duvarinda sonlanan uterusun en alt parcasidir. Serviks, vagina duvarmnin altinda
kalan portio vaginalis ve vagina duvarinin lizerinde kalan portio supravaginalis
olarak iki boliime ayrilir (20).

Uterus i¢cindeki bosluk kavum uteri adin1 alir. Bosluk koronal kesitte tiggen,
sagittal kesitte ise bir yarik seklindedir. Kavum uteri yukarida tuba uterinalar
aracilig ile periton bosluguna, asagida servikal kanal araciligiyla da vaginaya agilir.
Servikal kanalin uterus kavitesine acilan kismi internal orifis, vaginaya acilan kismi

ise eksternal orifis adin1 alir. Uterus, 6nde uterovesikal ¢ikmazla mesaneyle, arkada



ise Douglas c¢ikmazi ile ileum veya kolon ile komsuluk gosterir. Yanlarda
ligamentum latum uteri, uterin arter, uterin ven ve tireterler ile komsuluk yapar (23).
Uterusu yerinde tutan bes adet bag bulunmaktadir. Ligamentum latum uteri
uterusu ¢epecevre saran peritondan olusur. Uterusu pelvis yan duvarlarina baglayip
pariyetal periton ile devam eder (Sekil 4). Periton ile diafragma pelvis arasinda
bag dokusunun doldurdugu parametriyum bulunur. Ligamentum rotundum uterusun
yan koselerinden baslaylp inguinal kanal yolu ile labium majusun subkutan
dokusuna karigir. Ligamentum kardinale serviks ve vaginanin iist kismini pelvis
lateral duvarlarina baglayan pelvik fasyanin bir fibromuskuler yogunlugudur.
Ligamentum uterosakrale serviks ile sakrum iizerindeki fasya arasinda uzanan iki
fibromuskuler dokudur. Ligamentum puboservikale uterusu alttan destekler (20).
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Sekil 4. Uterusun anatomik goriintiisii.

Uterus iki tarafli olarak internal iliak arterlerden gelen uterin arterlerle
beslenir. Uterin arter vaginal arter ile anastomoz yapan desenden ve ovarial arter ile
anastomoz yapan asendan dallaria ayrilir. Uterin ven, arterleri takip ederek internal
iliak vene dokiiliir. Fundusun lenfatikleri ovarial arter boyunca giderek birinci
lumbal vertebra hizasinda paraaortik nodiillere dokiiliir. Korpus ve serviksin
lenfatikleri ise internal ve eksternal iliak lenf nodiillerine dokiiliir. Bazi lenf
damarlar1 da ligamentum rotundum boyunca ilerleyerek inguinal siiperfisyal lenf
nodiillerine dokiiliir. Uterusun sempatik lifleri T12 ve L1’den, parasempatik lifleri

de S2, S3 ve S4’den gelir (20).



1.1.1.3. Histolojisi

Uterus armut seklinde bir organ olup, bir gévde (korpus), asagida
uterus kavitesinin daraldigr internal orifis ile i¢ agizdan asagiya dogru uzanan
silindirik bir yap1 olan serviksten olusur. Uterus gdvdesinin tuba uterinalarin
uterus korpusuna girdigi, kubbe bi¢imli kismma fundus ismi verilir.

Uterus duvart nispeten kalindir ve ii¢ katmandan olusur. Daista,
uterusun farkli boliimlerine goére ya seroza (bag dokusu ve mezotel) ya da
adventisya (bag dokusu) yer alir, bu tabaka uterusta perimetriyum olarak
adlandirilir. Bunun altinda ise kalin bir diiz kas tabakasi olan miyometriyum ve
en igte endometriyum ya da uterus mukozasi bulunur (Sekil 4).

Endometriyum, epitel ile basit tiibiiler bezler iceren lamina propriadan
olusur. Bezler myometriyuma yakin alt boliimlerinde bazen dallanmalar gosterir.
Endometriyum epiteli tek katli silyali ve salgilayici prizmatik epiteldir. Uterus
bezlerinin epiteli yiizey epiteline benzese de, bezlerde silyali hiicreler ¢ok azdr.

Lamina propriada bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda
ara madde igerir. Bag dokusu lifleri ¢ogunlukla tip ii¢ kollajenden olusmustur.

Endometriyum tabakasi 1iki bolime ayrilabilir. Stratum bazale;
myometriyuma komsu olan en alttaki boliimdiir ve endometriyumun tekrar olugmasi
icin yeni bir epitel ile lamina propriayr saglar. Stratum bazale i¢inde bulunan
uterus bezlerinin tabanlari, boliinen hiicrelerin kaynagidirlar. Cogalan bu hiicreler,
endometriyumun genislemis bag dokusu i¢gine go¢ ederler bundan dolayidir ki,
menstruasyondan sonra uterusun yeni epitelini saglarlar. Stratum fonksiyonale;
lamina propria ve bezlerin geri kalanm1 ve ylizey epitelini igerir. Stratum
fonksiyonale her menstrual siklus esnasinda menstruasyonla dokiilen ve tekrar
yenilenen kismi teskil eder. Endometriyumu besleyen kan damarlar1 bu
tabakanin biliyiikk bir boliimiiniin periyodik olarak ddkiilmesinde 6zel bir 6neme
sahiptir. Arkuat arterler miyometriyumun orta tabakalarinda dairesel olarak
yerlesmistir. Bu damarlardan endometriyumu besleyen iki grup damar ¢ikar.
Bunlar, stratum bazaleyi besleyen diiz arterler ve stratum fonksiyonalise kan
tastyan kivrimli spiral arterlerdir.

Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan

uterusun en kalin tabakasidir. Diiz kas demetleri smirlar1 iyi belirlenemeyen ii¢



tabaka olusturur. Distaki ve icteki tabaka esas olarak longitudinal, yani organin
uzun eksenine paralel yerlesmis liflerden olusur. Orta tabaka ise sirkiiler yani
dairesel olarak yerlesmis liflerden olusur ve daha biiyiik kan damarlar1igerir.

Gebelik sirasinda, miyometriyum hem hiperplazi hem de hipertrofi sonucu
cok biylr. Gebelik sirasinda pek ¢ok diiz kas hiicresi protein salgisi yapan
hiicrelerin ince yap1 6zelliklerini gosterir ve aktif olarak kollajen sentezler. Boylece
uterusun kollajen igerigi onemli Glgiide artar. Gebelik sonrasinda, bazi diiz kas
hiicrelerinde bozulmalar goriiliir, bazilarinin boyutlar1 azalir ve kollajen enzim
etkisiyle yikilir. Boylece uterusun boyutlar1 gebelik 6ncesindekine yakin dlciilere
iner (24).

Perimetriyum ise uterusun en disinda yer alir. Uterusun 6n ve arka
boliimiiniin biiylik kismi seroza ile ortiiliidiir ve retroperitonealdir. Periton serviksin
iist boliimiinde sonlanir, geri kalan kisminda adventisya bulunur.

Serviks uteri, uterusun alttaki silindirik kismidir ve histoloik olarak uterusun
geri kalan kismindan farkhdir. Yiizeyde mukus salgis1 yapan tek katli prizmatik
epitel bulunur. Serviks az sayida diiz kas lifi igerir ve esas olarak siki bag
dokusundan olusur. Vagina liimenine dogru c¢ikint1 yapan serviksin dis kismi ise
cok katli yassi epitel ile ortiiliidiir.

Serviks mukozasi oldukg¢a dallanmis, miik6z servikal bezler igerir. Bu
mukoza menstruasyon esnasinda dokiilmemesine ragmen, bezleri menstruasyon
siklusu esnasinda yapisal kiiciik degisikliklere ugrar. Bu bez kanallar1 tikandigi
zaman ise biriken sekresyon Nabothian kistlerini olusturan bir sismeye sebep olur.
Gebelik esnasinda, servikal miikdz bezler ¢ogalarak daha koyu ve bol miik6z salgi
yaparlar.

Servikal salgilar oositin ddllenmesinde dnemli bir rol oynar. Ovulasyon
sirasinda miikoz salgi sivi ve spermin uterusa girmesine olanak saglar. Luteal fazda
ya da gebelikte, progesteron diizeyleri miikdz salginin karakterini degistirerek daha
viskoz bir hal almasina neden olur ve bdylece uterus govdesine spermlerin ve
mikroorganizmalarin  gecisi engellenir. Dogumdan oOnce servikste goriilen
genisleme ise, siddetli kollajenolizise ve bunun yol ac¢tifi yumusamaya baglidir

(24).



1.1.1.4. Menstrual siklus

Hipofizin anterior lobunun uyarisi altinda olan 6strojen ve progesteron disi
iireme sisteminin organlarini kontrol ederler. Epitel hiicrelerinin ve bag dokusunun
cogalmasi ve farklilagsmasi bu hormonlarn etkisiyle gergeklesir. Menopozdan sonra
bu hormonlarin sentezinde goriilen azalma, iireme organlarinda genel bir
gerilemeye neden olur.

Puberte sonrasinda, hipofizin 6n lobunun uyarisiyla ovaryum hormonlari
menstriiel siklus swrasnda endometriyumun dongiisel yapisal degisiklikler
gecirmesine neden olur. Menstriiel siklus siiresi ortalama 28 giin olmakla birlikte
degiskenlik gosterir. Menstrual siklus genellikle 12-15 yaslar arasinda baslar ve 45-
50 yasma kadar devam eder. Dongiiler, oosit iiretimi ile iliskili ovaryumda olusan
degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya c¢iktigindan, disi sadece menstruasyon
gordiigii yillar boyunca dogurgandir. Menstrual siklus proliferasyon, sekresyon ve
menstrual evrelere sahip olarak kabul edilir. Siklus esnasinda meydana gelen
yapisal degisiklikler gegicidir.

Proliferatif faz; Ostrojenler endometriyum iizerinde etki ederek hiicre
cogalmasina yol acar ve menstruasyon sirasinda kaybedilen endometriyumun
yeniden olusmasini saglar. Yenilenme fazi swrasinda endometriyum tek kath
prizmatik epitel ile kaplidir. Tek katli prizmatik epitelden olusan bezler, dar liimenli
diiz tiibiiller olusturur. Bu hiicrelerde salgilama aktivitesine hazirlik olarak, graniilli
endoplazmik retikulum (GER) sisternalarinin sayis1 ve golgi kompleksi boyutlari
giderek artar. Yenilenme faz1 sonunda endometriyum 2-3 mm kalinliga ulagir.

Sekretuar faz; ovulasyondan sonra, korpus luteum tarafindan salgilanan
progesteronun etkisiyle baslar. Progesteron, Ostrojenin etkisi ile gelismis olan
bezler iizerinde etki gdstererek bezleri daha da uyarwr. Epitel hiicreleri ¢ekirdegin
altinda glikojen depolamaya baglar. Daha sonra glikojen miktar1 azalir ve
glikoprotein salgi driinleri bezlerin limenini genisletir. Bu fazin Onemli
ozelliklerinden biri bezlerin son derece kivrimli bir hale gelmesidir. Bu fazda
endometriyum, salgilarin birikmesi ve stromadaki 6dem sonucu maksimum

kalinliga (5 mm) ulasir. Sekretuar faz sirasinda mitoz bdliinmeler enderdir.



Dollenme gergeklesirse, embriyo uterusa tasmir ve ovulasyondan yaklasik
7-8 giin sonra salgilama evresinde bulunan uterus epiteline tutunur. Uterus
bezlerinin salgisinin, implantasyondan 6nce embriyonun gereksinimleri i¢in baglica
beslenme kaynagini olusturdugu diisiiniilmektedir. Progesteron miyometriumun
diiz kas hiicrelerinde kasilmalar1 baskilar, yoksa embriyonun implantasyonu
tehlikeye girebilir.

Menstruasyon fazi; oositin  dollenmesi ve embriyonun tutunmasi
gerceklesmedigi zaman, korpus luteumun islevi yaklagik 14 giin sonra sona erer.
Bunun sonucunda kandaki progesteron ve dstrojen diizeyleri hizla diiser. Bu spiral
arterlerde kasilmalara neden olur, kan akimi engellenir ve olusan iskemi damar
duvarmnin ve endometriyumun islevsel tabakasmin bir kisminin nekrozuna neden
olur. Kasilmalarin yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baslar.
Endometriyumun islevsel tabakasmin bir kismu ayrilir ve endometriyumun geri
kalani, interstisyel sivi kaybina bagli olarak biiziisiir. Menstruasyon siklusu
sonunda endometriyum genellikle ince bir tabaka haline gelir. Hiicreleri, mukozay1
yeniden olusturmak iizere boliinmeye baslar ve endometriyum yeni bir siklusa hazir
hale gelir.

Implantasyon gerceklesirse embriyonik trofoblast hiicreleri human koryonik
gonadotropin (HCG) iiretmeye bagslar ve bu hormon korpus luteumu progesteron
salgilamay siirdiirmesi i¢in uyarir. Gebelik olustugunda menstruasyon gelismez ve
gebelik boyunca menstrual siklus ertelenir. Progesteron uterus bezlerini daha genis,

daha kivrimli ve sekretuar faza gore daha fazla salgi tiretebilir hale getirir (25).
1.1.2. Overler

1.1.2.1. Over Anatomisi

Overler, lateralde infundibulopelvik ligament, medialde uteroovayan ligament
ile asili olarak uterus ile pelvik duvar arasinda bulunan bir ¢ift gonadal organdir.
Over agirlig1 2-8 gr arasinda ve boyutu genellikle 5x3x3 cm civarindadir. Korteks ve
medulladan olusan Overler mezoovaryum ile devam eden yassilasmis tek kat
kuboidal epitelden meydana gelmistir. Kortekste 6zellesmis bir stroma ve degisik

fazlarda follikiller bulunur.
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Medulla, fibromiiskiiler tabaka ile kan damarlarini i¢eren kii¢iik bir alan olan
hiler bolgede yer alir. Overler, arteria ovaricadan beslenir (26).

Aortanin bir dali olan arteria ovarica, infindibulopelvik ligament iizerinden
overin mezoovaryal smirinda arteria uterinanin ovaryan dali ile anostomoz yapar ve
buradan ¢ikan yaklasik 10 arterial dal ile medullaya over hilusundan girer (Sekil 5)
(27-30).

Overin venleri, arterlerini izleyerek hilusta bir araya gelerek pleksus meydana
getirip vena ovaricalara agilir. Sol vena ovarica renal vene, sag vena ovarica vena

cava inferiora agilir (27).
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Sekil 5. Insanda ovaryumun yerlesimi ve yapisi (31)
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1.1.2.2. Over Embriyolojisi

Kompleks bir siire¢ olan cinsiyetin farklanmasinin bir kismida otozomal
olmak tizere c¢ok sayida geni icerir. Testis belirleyici faktdr genini tasiyan Y
kromozomu anahtar rol oynar. Bu faktoriin varligi veya yoklugu gonadal farklanma
iizerinde dogrudan etkili olur ve bir selale gibi Y kromozomundan asagi dogru,
rudimenter cinsiyet organlarmin kaderini belirlemek i¢in birgok baska genin harekete
gecmesini saglayacak diigmeye basar (23).

Fertilizasyon asamasinda genetik a¢idan daha embriyonun cinsiyeti
belirlenmis olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlarin disi veya erkek
morfolojik 6zellikleri yoktur (32).

Colomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla
olusan, gonadlar bir c¢ift gonadal kabariklik selinde olusurlar. Gelisimin erken
evrelerinde, primordiyal germ hiicreleri yolk kesesinin allontoise yaki duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda gelisir. Barsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid
hareketler yaparak ilerleyerek primitif gonadlara 5. haftanin basinda ulasir ve genital
kabarikliklar1 da 6. haftada isgal ederler. Germ hucreleri gelisimin 6. haftasina kadar

genital kabarikliklar icinde bulunmaz.
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Gonadlarin over veya testise farklanmasinda, primordiyal germ hucrelerinin
indiikleyici etkisi vardir ve genital kabariklia ulasamazlarsa, gonadlar gelisemez
(333).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasilmasindan hemen 6nce
ve ulagmasi swrasinda, genital kabarikligin ¢6lomik epiteli prolifere olur ve epitel
hiicreleri altindaki mezensim doku i¢ine girerek, burada primitif cinsiyet kordonlar1
denen irregiiler sekilli kordonlar1 olustururlar ve bu kordonlar yilizey epiteline
baghdir. Farklilanmamigs gonad olarak bilinen bu donemdeki erkek veya disi
gonadlarmin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir (33).

Baslangicta ¢6lom epitelinden mezensim igine uzanan primer seks kordonlari
farklilanmamis gonadin korteksinde, bulunur (34).

Primitif cinsiyet kordonlar, XX cinsiyet kromozomuna sahip disi
embriyolarda diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Bunlar, daha ¢cok overin medullar
bolgesinde yerlesir ve sonradan, kaybolarak yerlerini over mediillasin1 meydana
getiren vaskiiler bir stromaya birakir.

Disi gonadin yiizeyel epiteli erkeklerdekinin aksine ¢ogalmaya devam eder.

Yedinci haftada bunlardan alttaki mezensim i¢ine girmesine ragmen, gene de
ylizeye yakin kalmayi siirdiiren, kortikal kordonlar denen ikinci nesil kordonlar
meydana gelir.

Bu kordonlar doérdiincii ayda, bir veya daha ¢ok sayidaki primitif germ
hiicresini saran izole hiicre topluluklarina ayrilir. Zamanla bu germ hiicreleri
oogoniaya doniisiirken, ylizey epitelinden asagiya gocen ve germ hiicrelerini saran
epitel hiicrelerinden de follikiiler hiicreler olusur. Cinsiyet spermatositin X veya Y
kromozomu tasty1p tasimamasina baghdir ve fertilizasyon sirasinda belirlenir. XX
kromozomu tasiyan bir embriyoda, kortikal kordonlarin sekonder generasyonu
meydana gelirken gonadin meduller kordonlar1 geriler. XY kromozomu tasiyan
embriyolarda ise, sekonder kortikal kordonlar gelisemez ve meduller kordonlar, testis

kordonlarma doniisiir (33).

1.1.2.3. Over Histolojisi
Overlerin, gametlerin iretilmesi (gametogenez) ve steroid yapidaki
hormonlarin (6strojen ve progesteron) sentezlenip salgilanmasi olmak {izere baslica

iki 6nemli fizyolojik gbrevi vardir. Kadnlar puberteden itibaren, lireme ¢ag1 boyunca
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devamli olarak aylik tireme sikluslarmma girerler. Bu olaylarda hipotalamus, hipofiz
bezi, overler ve uterus islevleri dnemlidir. Hipotalamustaki nérosekretuar hiicreler,
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) sentezler ve bu hormonu hipofiz bezinin 6n
lobuna hipofizyal portal sistem araciligiyla iletir. Hipofizde iiretilen ve overler
iizerine etkili iki hormonun salimmasinit GnRH uyarir. Bunlar; ovulasyonu tetikleyen,
follikiil hiicreler1 ve korpus luteumu uyararak progesteron {retimini saglayan
Luteinlestirici hormon (LH) ve over folikiiliiniin gelisimini ve folikiil hiicrelerinden
Ostrojen salinimini uyaran Follikiil stimiile eden hormon (FSH) ’dur. (33, 35).

Overlerin ylizeyindeki germinal epitel genglerde tek kath kiibik, ileri yaslarda
ise tek katli yassi epitelden olusur. Cogu histolojik preperatlarda germinal epitel
kolaylikla dokiildiiglinden ya bir boliimii goriiliir ya da hi¢ goriilmez. Germinal epitel
ultrastriiktiirel olarak incelendiginde peritona benzer. Germinal epitel hiicrelerinde
glikojen, epidermal biiylime faktorleri, mukopolisakkaritler, progesteron ve Ostrojen
reseptorleri bulunur (24, 25, 28, 34, 36-38,).

Germinal kok hiicreleri, germinal epitel i¢ginde bulunur. Biiyiik, oval sekilli ve
mitotik olarak aktiftir ve ayrica oosit ve onu c¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin
bipotent kaynagidir (39, 40).

Tunika albuginea, germinal epitelin hemen altinda zayif olarak damarlanmas,
kollajen fibrilleri over yiizeyine paralel yerlesen ve yogun, diizensiz bag dokusudur.
Makroskobik olarak, overlerin pembemsi-gri renkte goriinmesi bu tabakadan
dolayidir. Tunika albuginea ileri yaslarda genglere gore daha kalindir (24, 34-36, 41)

Over kesitlerinde i¢te medulla (substania medullaris), dista korteks (substania
corticalis) goriliir. Bu iki tabaka arasinda kesin bir sinir yoktur (24, 36, 37, 42-44).

Gelisimin farkli evrelerinde olan folikiiller overin korteksinde izlenir.
Kortekste puberteden once sadece primordiyal folikiiller, puberteden sonra ise
primer, sekonder ve antral folikiiller bulunur. Kortekste cinsel olgunluk doneminde
bu folikiillerden bagka korpus luteum ve atretik folikiiller de bulunur. Menopoz ile
birlikte folikiillerin sayis1 oldukca azalir (38, 43, 45, 46).

Kortekste folikiiller arasinda yer alan gevsek bag dokusunda, ¢ok sayida bag
dokusu hiicreleri, kollajen ve retikulum lifleri bulunur. Elastik liflere germinal

epitelin hemen altinda ve kan damarlarinin ¢evresinde rastlanir (36, 38, 43, 44).
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Over medullasinda kollajen lif demetleri, elastik lif aglari, biiylik kan
damarlari, lenf damarlari, sinir demetleri ve diiz kas lifleri bulunur ve gevsek
fibroelastik bag dokusu yapisindadir. Elastik ve kollajen liflerin sayis1 medullada
kortekse gore fazladir. Bunlarin yaninda medullada interstisiyel ve hilus hiicreleri de
bulunur. Folikiillerin atreziye ugramasindan sonra teka interna hiicreleri tek tek ya da
gruplar halinde kalir ve interstisyel hiicreler ya da bezler olusur. Insanda
menstruasyondan once bazi interstisiyel hiicreleri 6strojen veya progesteron salgilar.
Ik menstruasyonda interstisiyel hiicrelerin c¢ogunlugu involusyona ugrar ve
fonksiyonlar1 azalir. Hilus hiicreleri ise testisin Leydig hiicrelerine benzer organel
yapisinda olup, lipit bakimindan zengin ve Reinke kristallerine benzer yapilar hiicre
icinde bulundurur. Hilus hiicrelerinden steroid hormon olarak androjen salgilanir (24

28, 36, 38, 43, 44)
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Sekil 7. Ovaryumun histolojisi (47)

1.1.2.4. Follikiiler Gelisim (Follikiilogenez)

Overin korteks tabakasinda follikiilogenez meydana gelir. Disi germ
hiicreleri, overlerin farklilagmasmin ardindan fetal donemde oogonia adini alir. Bu
hiicreler insanda her bir overde yaklasik 500.000 primordiyal follikiiliin bulundugu

bir rezerv meydana getirecek sekilde mitoz boliinme ile cogalirlar (48).
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Follikiilogenez, biiyiiyen follikiil havuzundan primordiyal follikiiliin
secilmesi ile baslayan ve ovulasyon veya atrezi ile biten bir siirectir. Birinci faz,
oositin biiylimesi ve farklilasmasi ile karakterizedir ve preantral follikiil veya
gonodotropinden bagimsiz faz denir. Preantral faz, otokrin ve parakrin mekanizmalar
ile lokal olarak sentezlenen biiyiime faktorleri tarafindan kontrol edilir. ikinci faza,
antral veya gonadotropin bagimli faz denir ve burda follikiiliin boyutunda olduk¢a
fazla bir artis meydana geldigi goriiliir. Gonadotropin bagiml faz ise FSH (Folikiil
Uyarict Hormon) ve LH (Liiteinlestirici Hormon) ile biiylime faktorleri ile kontrol

edilmektedir (49).

o)l Hipotalamus
GnRH
\
/ l OI‘I . .
hlpof' z -
+ Yilksek dstrojen seviyesi :
’ f Ostrojen,
Ostrojen ve inhibin ,u progesteron ve
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artiyor
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- ‘“ @ / © X
Blyiiyen ’
folikuil Olgun folikul Ovulasyon Korpus luteum
\“H—R‘R 7(//

—» = Uyanima
- - » = inhibisyon

Sekil 8. Follikiiler gelisim (Follikiilogenez) (50)

Hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi nedeni ile follikiilogenez, iist diizey bir
organizasyon niteligindedir. Follikiilogenezin dort biiyiik gelisim evresi vardir:

1. Primordiyal follikiil se¢ilimi,

2. Preantral follikiil geligimi,

3. Antral (Graaf) follikiil gelisimi ve se¢imi,

4. Follikiil atrezisi (49)
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1.1.2.5. Primordiyal Follikiil Secilimi (Primordiyal Follikiilden
Primer Follikiile Gecis)

Primordiyal follikiiller overin temel reprodiiktif birimleridir. Se¢ilim veya
primordiyal follikiilden primer follikiile gecis, gelisim sirasinda duraklamis olan
primordiyal follikiiliin biliyliyen follikiillerin oldugu havuza girmesi olarak
isimlendirilir.

Mayozun profaz I evresinde duraklayan primer oositin etrafini tek katli yassi
follikiil hiicreleri ¢evreleyip bazal lamina ile birlikte primordial folikiilleri meydana
getirir.

Oosit ve follikiil hiicreleri, bazal lamina sayesinde mikrogevre ile direk olarak
temas etmezler. Primordiyal follikiiller bagimsiz bir kanlanmalar1 olmadigindan
endokrin sistemden daha sinirli olarak etkilenirler (49).

Follikiil hiicrelerinin mitotik fonksiyon kazanmasi ve sekillerini yassi
epitelden kiiboidal epitele doniistiirmeleri, follikiil seciliminin histolojik gostergesi
olarak gosterilir. (Sekil 9). Bunu gen aktivasyonu ve oositin gelisimi izler.
Memelilerde secilimi pozitif veya negatif yonde etkileyen faktorler, granuloza
hiicresi kaynakl kit-ligand ve yiiksek pittiter FSH diizeyi gibi aktivatorler, teka
hiicresi kaynakli Bone Morphogenic Protein (BMP) ve Mullerian Inhibition
Substance (MIS) gibi inhibitorlerdir. Kadinda follikiil seciliminin nasil kontrol
edildigi ile ilgili heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (49).
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Sekil 9. Primordiyal, primer ve sekonder follikiiliin morfolojik goriiniimii (51)

1.1.2.6. Primer Follikiil

Primer follikiil, primer oosit ve onun etrafinda dizilen tek kath kiiboidal
follikiil hiicrelerinden olusur. FSH reseptorii ekspresyonu ve oosit biiyiimesi ve
farklilagmas1 gibi major olaylar primer follikiilde meydana gelir. Primer follikiil
unilaminar ve multilaminar olmak iizere ikiye ayrilir. Unilaminar primer follikiilde,
oosit etrafinda tek swrali follikiiler hiicreler bulunurken, multilaminar primer
follikiilde, follikiil hiicreleri oosit etrafinda en az 2 ve daha fazla sayida sira meydana

getirirler (49).

1.1.2.7. Sekonder Follikiil

Follikiiliin yapist preantral follikiil gelisimi sirasinda degismeye baglar.
Sekonder follikiil gelisimi sirasinda biiyiik degisiklikler gozlenir. Sayica artig
gosteren follikiil hiicrelerine graniiloza hiicresi denir. Sekonder follikiiliin olusumu
ile bazal lamina c¢evresinde stroma hiicresi benzeri, teka hiicresi ad1 verilen hiicreler

meydana gelir. Primer follikiilden tam gelismis bir sekonder follikiil gelisiminde
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otokrin ve parakrin etki gosteren ve oosit tarafindan iiretilen biiylime faktorleri
etkilidir. Sekonder follikiiliin gelisiminin devam etmesi ile teka interna ve teka
eksterna olarak adlandirilan iki primer teka tabakasi meydana gelir. Teka internanin
hiicreleri tamamen farklilasip graniiloza hiicre tabakasina tasinan bir steroid hormon
olan androstenedionu iiretirler. FSH hormonu etkisi ile graniiloza hiicreleri de
androstenedionu Gstrojene ¢eviren aromataz enzimini sentez ederler. Folikiilii saran
stromaya donen Ostrojen, kan damarlar1 ile kana gecerek tiim viicuda yayilir. Teka
eksterna ise, teka internanin ¢evresinde organize olan fibroblast katmanlarindan
meydana gelir. Her iki teka tabakasi arasinda kesin bir sinir bulunmaz (52).

Icteki teka interna tabakasi interstisyal hiicrelere ve teka eksterna tabakasi diiz
kas hiicrelerine doniisiir. Teka tabakalariin gelismesi ile ¢ok sayida kiiciik damar
yapilar1 da anjiyogenez yolu ile gelisir. Folikiil ¢evresi kan dolasimi baslar ve bu
sayede; gonadotropinlerin ve besinlerin buraya tasinmasi, atiklar ve sekrete edilen
maddelerin buradan uzaklastirilmasi saglanir (Sekil 5), (49, 52)

Oosit genomu preantral gelisim siiresince tekrardan aktive olur ve oosit
bliylimeye baglar. Oositin biiyiime ve farklilasmasinda, bazi oosit mRNA’lariin
genetik okunmasi ile meydana gelen proteinler etkilidirler. Ornegin zona pellusida
(ZP) proteinlerini kodlayan ZP-1, ZP-2, ZP-3 ve ZP-4 genlerinin aktivasyonu ile
sekrete edilen ZP proteinleri, etrafinda oositi korumak i¢in bir tabaka meydana

getirirler (48).

1.1.2.8. Antral (Graaf) Follikiil

Granuloza hiicrelerinin sayis1 ve biiyiikliglinde artis; follikiiler gelisim devam
ederken, FSH hormonu salgilanmasi sonucu, meydana gelir. Bu sirada hyaluronik
asitten zengin bir sivi follikiil igerisinde granuloza hiicreleri arasinda olusan
bosluklarda birikmeye baslar. Bu asamadaki follikiile preantral follikiil ad1 verilir.
Follikiil icerisinde bu biriken sivi1 arttik¢a birbirleriyle birleserek sivi dolu biiyiik bir
bosluk meydana getirir. Bu bosluga antrum ve bu donemde biiyliyen follikiile de
antral follikiil ad1 verilir. Oosit, follikiiler kavite igerisinde kumulus hiicreleri adi
verilen bir miktar hiicre ile birlikte kumulus ooforus adi verilen bir yap1 meydana
getirir. Oositin ¢evresinde bulunun tek sirali prizmatik hiicrelere korona radiyata

denir.
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Tersiyer veya graaf follikiil olgunlagsma asamasindaki follikiile denir. Teka
interna tabakasi, kan damari bakimimdan zengindir, graaf follikiiliinii ¢evreler ve

steroid salgis1t yapar. Teka eksterna tabakasi ise destek gorevi goriir ve ovaryan

stroma ile yakin iligkidedir (Sekil 9) (48, 49).

1.1.2.9. Folikiil Atrezisi

Follikiiler atrezi, gelismekte olan bir follikiiliin, gelisiminin herhangi bir
doneminde, saglikli yapisini kaybederek gelisimini durdurmasidir. Apoptozun aktive
olmas1 oosit ve granuloza hiicrelerinde atrezide temel olandir. FSH’1n apopitozu
onlemedeki 6neminden dolay:r FSH’n folikiiliin yasamasini saglayici faktor oldugu
diistincesi vardir. Memelilerde follikiillerin %99’u atreziye ugrar. Atreziyi yoneten

mekanizma ya da mekanizmalar glinlimiizde halen tam olarak anlagilamamuistir (49).

1.1.2.10. Ovulasyon

Geligimini tamamlamig olgun bir oositin overlerden atilmasma ovulasyon
denir. Memelilerde puberteden menopoza kadar siiren siklik bir siirectir. Insanda
menstrilasyonun baglangicindan itibaren 13-14. giinlerinde ovulasyon olur. Her bir
overden bir oosit atilip, ortalama her 28 giinde bir tekrar eden bu olaya ovariyal
siklus ad1 verilir. Overlerde her ay 7 ile 12 follikiil gelismeye baglar, fakat diger
follikiiller atreziye ugrarken sadece biri dominant follikiil olarak secilerek tam
olgunluga ulasir. Menstruel siklusun folikiiler fazi siiresince Ostrojen salgilayan
dominant follikiil, ovulasyondan sonra siklusun luteal fazi boyunca progesteron
sentezinden sorumlu olan korpus luteuma doniisiir. Embriyonun implantasyonu i¢in

uterus lizerinde, dstrojen ve progesteron etkilidir (48).

1.1.2.11. Oogenez

Gelismekte olan follikiil, preantral donemden ovulasyon dncesi doneme FSH
hormonunun etkisiyle gecer. Menstrual siklusun ortasma denk gelen ge¢ follikiiler
donemde, luteinlestirici hormonun (LH) ovulasyondan hemen 6nce pik yapmas: ile
oositte germinal vezikiil yikilir. (Germinal Vesicle Break Down (GVBD)). Oositte,
kromozomlar metafaz I evresinden telofaz I evresine gecerek, ovulasyondan hemen
oncel.mayoz bdliinme olur.l.mayoz bolinme sonucu kromatin iki kardes hiicre
arasinda esit olarak dagilirken, hiicrelerden biri hemen hemen tiim sitoplazmaya

sahip biiyiik bir hiicre olarak kalirken, digeri zona pellusida ile oosit arasindaki
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perivitellin aralikta kiigiik bir hiicre olarak kalir ve buna 1.kutup cisimcigi ya da 1.
polar cisimcik denir. Oosit de sekonder oosit olarak isimlendirilir ve sekonder oosit
haploid kromozoma sahiptir. Bu olaylar sonucu ¢ekirdek 2.mayoz bdliinme evresine
girer. Fertilizasyon gerceklesirken spermin oosite girmesi ile oosit 2.mayoz
boliinmesini tamamlar ve 2. kutup cisimcigi atilir. Ovulasyon ile atilan oosit metafaz

IT (MII) oosit ya da olgun oosit olarak adlandirilir (48).

1.1.2.12. Korpus Luteum

Folikiil duvarinda kalan teka interna ve granuloza hiicreleri ovulasyonun
ardindan, vaskiilarize olurlar. Bu hiicreler LH etkisi ile luteal hiicrelere doniiserek
teka lutein ve granuloza lutein hiicreleri olarak adlandirilir. Olusan bu yap1 korpus
luteum adimi alir ve progesteron salgilanmasindan sorumludur. Endometriyumda,
follikiillerden salgilanan Ostrojenin etkisi ile ovulasyondan Once proliferasyon
goriiliir, ovulasyondan sonra salgilanan progesteronun etkisi ile sekretuvar faza
gecerek implantasyona hazir hale gelir. Eger fertilizasyon olusmazsa korpus luteum
dejenere olur, fibrotik bir doku olan korpus albikans olusur ve progesteron
salgilanmasinin azalmasi ile implantasyon i¢in hazirlanan endometriyum menstrual
kanama ile dokiiliir (menstruasyon). Fertilizasyonun olmast durumunda ise gelisen
embriyodaki trofoblast hiicrelerinin salgiladigi hCG (Human Chorionic
Gonadotrophin) hormonunun etkisi ile korpus luteum dejenere olmaz ve gelisimini

stirdiirerek gebelik korpus luteumuna doniisiir (49).

1.1.2.13. Over Rezervi

Dogumdan itibaren over rezervinde, yasla beraber azalma olmakta, oosit
kalitesinde de 35 yasindan itibaren bozulma olmaktadir. Bu rezerv azalmasmin
mekanizmas1 tam anlamiyla bilinmemektedir. Fakat folikiilii atreziye gotiiren
nedenlerin, ¢evresel faktorler ve hormonal dengesizlik nedeniyle olusan oksidatif
hasar oldugu diisiiniilmektedir. Zarar géren yaslt oositin hiicre siklusu bozulmakta,
mayotik ayrilmama, mozaisizm, anoploid oositler ve gebelik kayiplar1 meydana
gelmektedir (53).

Infertilitenin giderek artan énemli bir nedeni over rezervinde azalmadir. Over
dokusunda follikiilogenez ve steroidogenez fonksiyonlarini yerine getirecek

follikiillerin sayisi, yeterliligi ve kalitesi over rezervi ile tanimlanir. Kadmin yasi
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ilerledikce primordiyal follikiillerin apopitoz ile kaybina bagli olarak over rezervinde
azalma goriiliir. Intrauterin ddénemde, 20. gebelik haftasindan itibaren over
rezervinde azalma baglar. Bu doneme kadar hizli mitoz ile ¢ogalan oogonialarin
cogalmas1 durmakta, daha sonra sayilarinda azalma olmakta, yenidogan doneminde
1-2 milyona, puberte baslangicinda 300-400 bin civarma diismektedir. Bunlarin
arasindan her ay yaklasik olarak 1000 tanesi, follikiiliin ovulasyona gidisinin farkli
donemlerinde, atreziye ugramaktadir. Fakat oositlerin kayip hizi populasyonlara gore
degiskenlik gosterir ve bu nedenle overin biyolojik yas1 kronolojik yasini
yansitmayabilir. Oositlerin prematiir kaybi i¢in risk faktorii tagimayan ve menstruel
sikluslar1 diizenli olan ¢ogu kadinda over rezervinde azalma gortlebilir (54, 55).

Overin yaslanmasi da over rezervinde azalmada 6nemlidir. Ge¢ yasta ¢ocuk
sahibi olma, kadmimn {iretkenliginde azalmaya neden olmaktadir. Sonunda
primordiyal follikiiller azalmakta, oosit kalitesi bozulmakta, implantasyon orani
azalmakta, embriyoda kromozomal anomali orani ve bunun sonucunda abort
oraninda da artiglar olmaktadir. Over rezervinin bir tarama testi ile Onceden
degerlendirilmesi infertilite tedavisine baglanmadan 6nce onemlidir (56).

Prematiir over yetmezligi etyolojisinde bir¢ok teori ortaya atilmistir.
Bunlardan bazilar1 bozulmus graniiloza hiicrelerine karsi olusan otoantikorlar,
anjiogenesis, patolojik apoptotik aktivite, otokrin ve parakrin faktorlerin etkisidir.
Ayrica ailesel yatkinlik ve genetik temelde 6nemlidir. Prematiir over yetmezligi
olanlarda yapisal ve sayisal kromozomal anomali goriilme siklig1 gergekten artmistir
(53).

Over rezervini etkileyen baslica parametreler sunlardir:

I-Yas

2-Gegirilmis over cerrahisi

3-Siddetli endometriosis

4-Obesite

5-Sigara icimi

6-Cevresel Faktorler (Oksidatif Hasar)

7-Anatomik bozukluklar (adezyon gibi)

8-Latent veya prematiir over yetmezligi

9-Daha 6nce yardime1 tireme tekniklerine kotii yanit
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1.1.2.14. Over rezervini belirlemek i¢cin kullanilan testler;

Statik testler:
e Kadin Yasi
e Bazal serum FSH
e Bazal serum Ostradiol
e Bazal serum inhibin-B
e Bazal serum AMH
e Bazal ovarian voliim
e Bazal antral follikiiil sayimi
e Ovarian stromal kan akimi1
e Ovarian biopsi

Dinamik testler:

e Klomifen sitrat challenge test (CCCT)

e GnRH agonist stimulasyon test (GAST)

e Egzojen FSH ovaryan reserv test (EFORT)

Yas:

Over rezervinde yasla birlikte azalma olmasina ragmen biolojik yas,

kronolojik yastan daha 6nemlidir (57).

Yas, over rezervi i¢gin kesin bir epidemiyolojik tahmin yontemi degilse de,

spontan ya da yardimci lireme teknikleri ile elde edilen gebeliklerin prognozun da

onemlidir (57).
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Sekil 10. Yagsla azalan follikiil havuzu (58).
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Sekil 10°’de fertilite durumu belirtilerek yasa bagh azalan follikiil oranlar
bulunmaktadir (58).

Menopoz’un baslama yas1 40 ile 60 yaslar1 arasindadir. Yapilan bir
calismaya gore ortalama perimenopoz yast 47.5 ve ortalama menopoz yast 51.3
oldugu goriilmiistiir (59).

Serum FSH:

Gonadotropik bir hormon olan FSH, over follikiillerinin gelisimini uyarir.
Over rezervinin azalmasi ile follikiiler gelisim bozulmakta ve bunun sonucu olarak
kan FSH diizeyi artmaktadir. Siklusun 2 veya 3. giinlerinde 6lciilen FSH degeri 12
mlU/ml ve istiinde ise overin ovulasyon indiiksiyonu veya kontrollii ovaryan
hipertimulasyona yanit1 zayif olacaktir. Bu iist sinir degisebilecegi gibi en yiiksek
deger 25 mlU/ml kabul edilmektedir. FSH degerinde sikluslar arasinda
dalgalanmalar olmaktadir, bununla beraber en az bir kez yliksek bulunmasi zayif
over rezervi yoniinden anlamhidir (60, 61).

Serum E2:

Siklusun 2 veya 3. giinlerinde 6lciilen E2 degerlerinin <20 pg/ml nin lizerinde
olmasi siklus iptali i¢in riskin arttigini gdsterir (62).

E2 ‘nin ideal degeri <45 pg/ml’dir ve FSH ile beraber degerlendirildiginde
anlamhdir. Sadece bazal E2 diizeyi ile tedavi sonuglar1 arasinda anlamli korelasyon
yoktur, ayni zamanda yiiksek E2 degeri, FSH {iizerinde negatif feedback etkili
oldugundan FSH’1n yanlis olarak diistik saptanmasina yol agar.

Serum inhibin-B

Inhibinler ~ doniistiiriicii  biiyiime  faktorii-beta (TGF-P) siiperailesinin
glikoprotein igerikli bir liyesidir. Graniiloza ve teka hiicrelerinden salinarak hipofiz
bezinin FSH sekresyonunu inhibe etmektedirler. Inhibin B, gelismekte olan folikiiller
iizerinde parakrin etkiyle bunu gerceklestirmektedir. Inhibin B folikiiler fazda,
Inhibin A ise daha ¢ok luteal fazda salgilanmaktadir (63).

Serum inhibin B konsantrasiyonu normal ovulatuar sikluslarda FSH
konsantrasiyonu ile ters iligkilidir. Folikiiler fazin ortasina kadar artar, ardindan
progresif bir diisiis gosterir. LH pikinden sonraki kisa bir artis disinda luteal faz

siiresince bu diisiik konsantrasiyonlarda seyreder (64).
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Inhibin B diizeyi ilerleyen yas ve azalan over rezervi ile paralel olarak
azalmaktadir.

Antimiillerian Hormon (MIF)

Antimiillerian Hormon (Miillerian Inhibing Faktdr), 72 kDa agirhgimnda,
dimerik bir glikoproteindir. Disiilfit baglariyla baglanmis iki monomerden meydana
gelir (65).

AMH; Transforming Growth Faktor-B ailesinin bir iiyesidir ve inhibin,
aktivin glikoproteinlerinin de burada yer alir (66).

Bunlar, doku biiylimesi ve farklilagsmasinda etkili olurlar (67).

AMH, kadinda overin graniiloza hiicrelerinden, erkekte ise testisin sertoli
hiicrelerinden salgilanir. Erkek fetusun gelisiminde Miillerian kanallarin gerileyip
normal erkek iireme sisteminin gelismesini saglar. Sertoli hiicrelerinde AMH
sekresyonu embriyogenezis ile baglar 6miir boyu siirer (66, 68).

Kadinda serum AMH seviyeleri erkege gore daha diisiiktiir. AMH’in kan
degerleri1 2-5 ng/ml arasindadir. Puberteden sonra menstriiel siklusla birlikte
sirkiilasyondaki AMH seviyeleri giderek azalir ve menopozda izlenmez (66).

AMH, klinik ¢aligmalarda over rezervinin degerlendirilmesinde, granuloza
hiicreli tiimorlerin tespitinde ve takibinde, puberta prekoks ve gecikmis pubertanin
taninmasinda, kriptoorsit ve anorsit tanisinda, her yasta erkek gonad fonksiyonunun
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (66, 69).

Bazal over volumiiniin élciilmesi (OOV)

Sik kullanilan transvajinal ultrasonografi ile over volum 6l¢iilmiiniin kolay,
ucuz, dogru olarak yapilabilmesi, over rezervini belirlemek icin bu yOntemin
kullanimini hizla artirmistir (70).

Over volumii 6l¢iimii: Overin antero-posterior, longitidunal ve transvers
olarak ii¢ plan boyutlar1 transvajinal probla dlgiiliip V= D1 x D2 x D3 x 0.523
elipsoid formiilii ile over voliimii hesaplanip, her iki overin aritmetik ortalamasi
alinip olgiilebilir (70).

Over volumii kadin hayat: siiresince degisiklikler gosterir. Over voliimii 10
yasinda 0, 7 cm3, 18 yasinda 5 cm3’tiir. Ortalama over volumiiniin 35 yas iizeri

kadinlarda, 35 yas alt1 kadinlara gére anlamli derecede azaldig1 bulunmustur (71).
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Bazal antral follikiil sayimi (AFS)

AFS, her iki overdeki antral folikiiller (2-9mm) erken folikiiler donemde
sayllarak elde edilir. IVF programlarinda gonadotropinlerle ovulasyon
indiiksiyonuna baglamadan once, siklus iptal oranlarin1 ve ovaryan cevabi tahmin
etmede non-invazif ve kolay uygulanabilen bir yontem olarak bildirilmistir. Reuss ve
ark. (72) tarafindan antral follikiil sayisinda yasa bagli azalma meydana geldigi
gosterilmistir.

AFS <3 olan hastalarda serum FSH daha yiiksek seviyede bulunmus, OI i¢in
daha yiliksek doz ekzojen gonadotropin verilmek zorunda kalinmasmna ragmen
gebelik elde edilememistir (73).

Ovarian stromal kan akinm

Genel populasyon ii¢ boyutlu power doppler ultrasonografi ile incelendiginde
artan yagla birlikte overin stromal vaskiilaritesinde azalma meydana geldigi
gosterilmistir (74).

Ovaryan Biyopsi

Yapilan ¢aligmada folikiil sayis1 ile artan yas arasinda negatif bir korelasyon
oldugu gozlenmistir (75).

Overyan biopsinin over rezervi degerlendirilmesinde yeri; invazif bir islem
olmasi, islemin kendisinin ileri de fertiliteye olumsuz etkisinin olabilecegi ayrica
fertiliteyi saglayacak esik follikiill degerinin bilinmemesi gibi nedenlerden
terkedilmistir.

Klomifen Sitrat Testi (CCCT)

Klomifen Sitrat Testi (CCCT)’de, siklusun 3. giini FSH ve E2 &l¢iimi
yapilir, 5-9 giinlerde ise klomifen sitrat 100 mg/giin uygulanir, 10. giinde Slgiilen
FSH degerinin bazal degerlere gore artmis olmasi, E2 degerlerinde ise anlaml bir
artis olmamasi zayif over rezervini gosterir.10. giin dl¢iilen FSH degeri > 26 mIU/ml
ise, gebelik oran1 %0 ‘dir. (76) . Normal over rezervi olan kadinlarda, klomifen sitrat
tarafindan indiiklenen FSH artisi, folikiillerden salman E2 ve inhibin-B tarafindan
sinirlandirilir. Bu test, sadece bazal FSH 6l¢iimleri ile tanimlanamayan azalmis over

rezervli kadmlar1 ortaya ¢ikarir (57, 77).
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GnRH Analogu Stimiilasyon Testi (GAST)

GnRH Analogu Stimiilasyon Testi (GnRH) analogu verilmesini takiben ilk 4-
6. giinii icinde FSH, LH ve bunlara bagl olarak E2 artis1 meydana gelir. Siklusun 2.
gilinli 1 mg leuprolide asetat sc uygulanarak 3. giin E2 seviyelerine bakilir (78). Buna
flare etki denmektedir. Uygulama zorlugu ve pahali bir test olmasmdan dolay1
pratikte pek uygulanmamaktadir. DoOrt farkli E2 paterni izlenebilir. Hizli E2
yiikselmesi ve 4. giinli azalma, gecikmis E2 yiikselmesi ve 6. giin dlisme, persistan
E2 yiikselmesi, E2 cevab1 olmamasi (53).

Bu gruplarda klinik gebelik oranlar1 oldukca farkhdir, sirasiyla % 46, % 38,
%16 ve % 6 (79).

Gonadotropin Stimiilasyonuna Cevap Testi (EFORT)

Gonadotropin Stimiilasyonuna Cevap Testi (EFORT) (Exogenous FSH
Ovarian Reserve Test/ Eksojen FSH Ovaryan Rezerv Testi), IVF sikluslarinda iyi ve
diisiik cevapli hastalarin saptanmasi i¢in gelistirilen bir tarama testidir (80).

Siklusun 3. giinii 300 IU FSH intramiiskiiler uygulanir. Once ve 24 saat
sonra E2, FSH degerlerine bakilir, artis oranlar1 sirasi ile > 25-30 pg/ml, <9 mIU/ml

olursa iyi cevap olarak degerlendirilir (61).
1.2. Trikloretilen

1.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

CI\ /CI
=<
Cl H
Sekil 11. TCE’nin kimyasal yap1 formiili
o Ticari Ad1 : Trikloretilen (TCE)
. Kimyasal Formiilii : C2HCI3
o Acik Formiilii : CIC=CHCI
. Goriintii : Svi
o Renk : Renksiz
o Koku : Tathmsi1
. Yogunluk (su=1) : 1.46 gr/ml

o Buhar yogunlugu (hava=1) : 4.53 mg/m3
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o Buhar basinci : 60 mmHg/20 °C

. Donma noktasi : =87 °C

. Kaynama noktasi : 87 °C

o Suda ¢oziinebilirlik : 0.1 %wt (25 °C)
Yanma (parlama) noktasi : yok (81)

Klorinli bir hidrokarbon olan Trikloretilen, primer olarak metal parcalarinin
indirgenmesinde kullanilir (82).

TCE’yi lipofilik karakteri ve diisiik kaynama noktasi, kuru temizleme ve
metali yagdan arindirma gibi endiistriyel islemler i¢in ideal hale getirmistir (83)

Metal indirgeme sirasindaki buharlasma ile veya TCE bulagmis sularin
kullanimi ile de insanlar TCE’ye maruz kalabilirler (1).

Endiistride metalleri indirgeyen bir ajan olarakta kullanilan TCE, bir ¢6ziici
olarak (Ornegin; bilgisayar ¢iplerini ve elektronik aletleri temizlemek ig¢in)’ da
kullanilmaktadir. TCE, 9295 i¢cme suyu raporunun % 25'inde saptanmistir. (IARC,
International Agency for Research on Cancer, 1995) ve ABD'de en fazla rapor edilen
organik bir bilesik olan TCE ile icme suyu kaynaklarmin % 34'linden fazlasi
kontaminedir (84).

Trikloretilen; ahsap boyama {riinleri, yiizey yapistiricilarinda, leke
cikaricilarinda, parke temizleme soliisyonlarinda bulundugundan ayni zamanda ev
icinde de maruz kaldigimiz zararli bir maddedir (1).

Trikloretilen, siklikla elektronik temizlik, mesleki olarak ipek {iretimi ve
hayvan doldurma gibi durumlarla TCE’ye maruz kalan kisilerde yiiksek seviyelerde
tespit edilmektedir. Genel populasyonda ise igilen suyla sindirimde, ¢evresel havay1
soluma veya transdermal absorbsyon yoluyla maruz kalindigindan daha diisiik
seviyede TCE’ye sahiptir. TCE igeren ticari Uriinler diisiik seviyedeki bu TCE’nin
populasyonda daha orta seviyeye ¢ikmasina katkida bulunabilir (1).

ABD’de kentsel alanlarda kirsal alanlara gore 3 kat daha fazla saptanmistir
(85)

Mesleki ve gevresel kaynakli olarak her yil 3 milyonun iizerinde bireyin
TCE’ye maruz kaldig1 tahmin edilmektedir (86).

Normal sartlarda dogada bulunmayan Trikloretilen atik iirlin seklinde zararl,

cevresel bir toksin olarak ortaya ¢ikmaktadir. TCE nin yar1 dmrii konsantrasyonuna
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bagl olarak yer alt1 sularinda 10.7 ay ile 4.5 yil arasinda degismektedir ve
parcalanma orant TCE ‘nin fiziksel durumuna bagli olarak cevrede degisiklik
gosterir. (87)

Trikloretilen’nin su ylizeyinden buharlagsmasi hava da TCE buhar1 liretimine
neden olur, bu da yaklagik 7 giinliik bir yar1 6mre sahiptir (88).

Trikloroetilen ayrica sanayide Triklen ve Vitran gibi diger ticari isimleri ile
bilinir. Yanici olmayan, oda sicakliginda renksiz ve biraz tath bir kokusu olan sividir.
Havanin milyonda birinde trikloroetilen'in yaklagik 100 birimi(ppm) oldugunda ¢ogu
kisi havada trikloretilen kokusu almaya baslayabilir.

Acik havada trikloretilen'nin 1 ppm'den daha az diizeyleri bulunmaktadir.
Birka¢ yil 6nce yapilan Olclimlerde, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki bazi su
kaynaklarinda trikloretilen oldugu bulunmustur. En son yapilan monitorizasyon
calismasinda; su yiizeyindeki ortalama seviyeleri 0.0001'dan 0.001 ppm'e kadar ve
yeralt1 suyundaki ortalama diizeylerini 0.007 ppm kadar buldu. Amerika Birlesik
Devletleri'nde yaklasik 400.000 is¢i rutin olarak trikloroetilen'e maruz kalmaktadir.
Kimyasal ayrica bir cok yol ile hava ve suya karigabilir, 6rnegin; atik aritma
tesislerinde boyalarmn, yapistiricilarin ve diger lriinlerin buharlasmasi ile; ya da
yapildig1 yerdeki fabrikalardan salinmasi sonucu karisabilir. Maruz kalabileceginiz
baska bir yol ise kimyasali kullanan fabrikalarin ¢evresindeki havayi solumaktur.
Tehlikeli atik sahalarinin yakinlarinda yasayan insanlar; banyo veya yemek yapmak
icin kullandiklar1 sularda, igme sularinda ya da havada trikloretilen'e maruz
kalabilirler. igerisinde Trikloretilen icerebilen iiriinler: baz1 daktilo diizeltme sivilari,
boya ve boya sokiiciiler, hali temizleme sivilari, yapistiricilar, leke ¢ikaricilar ve
metal temizleyicileridir (86).

Inhalasyon yolu ile maruziyetten sonra yiiksek kan/gaz degisiminden dolay1
TCE alveolar endotelden biiyiikk oranda absorbe edilir. Kan/gaz degisiminin
katsayilar1 farky, tiirler arasinda anlamlidir. Insanlardaki kan/gaz degisimi katsayilari
fare ve sicanlardan daha distiktiir. Bu durum TCE’nin dolasim sisteminden hedef
organlara iletilmesinin insanlarda kemirgenlere oranla daha diisiik oldugunu gosterir.
TCE buharma maruz kalinmasi ile olusan dermal emilim 6nemsiz olmasia ragmen
sivt TCE’nin dogrudan dermal emilimi daha anlamli olabilir. Insanlarda TCE; biiyiik

oranda dermal yoldan emildiginde akcigerlerden degismeden atilir ve bu yol TCE’ye
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maruziyetin genel yolu degildir. Risk yonetim analizlerinde TCE buharinin dermal
yoldan emilimi major yol olarak goriilmez (89).

Solunum, dermal ve sindirim yolu ile absorbe edilen TCE’nin cogu
trikloroetanol ve trikloroasetik asite metabolize edilir ve bobreklerden iiriner yolla
itrah edilir. Yarilanma omrii yaklasik dort glindiir. En sik mesleki maruziyet ile TCE
buharma maruz kalinir ve bunun yaklasik % 70’1 sistemik olarak absorbe olur (90).

Trikloretilen biyolojik membranlardan kimyasal 06zelliklerinden olan
ucuculuk ve lipofilite nedeni ile hemen absorbe edilir. TCE akcigerlerden veya
gastrointestinal sistemden maruziyet durumunda hizli ve biiyilk oranda absorbe
edilir. TCE absorbe olduktan sonra akcigerler, karaciger, bobrekler ve sinir sistemi
gibi hedef organlara dagilir (89).

Buhar1 indirgeyici olarak da kullanilan Trikloretilen klor i¢eren bir ¢oziiciidiir
ve bir¢ok tlilkede 1920’lerden beri etilen veya asetilenin klorlanmasi yoluyla ticari
olarak tiretilmistir. Kuru temizlemede kullanilmasi da 1930’larda olmustur. Su anda
diinya ¢apinda TCE’nin %80-90 kulanimi metallerin indirgenmesi i¢indir. TCE’nin
1990 yilinda ABD’de tiim alanlarda kullanimi 225 bin tondur. TCE’ye en yogun
sekilde maruziyet, metal indirgenmesinde c¢alisip inhalasyon yoluyla maruz

kalanlarda olur (91).

1.2.2. Trikloretilen’in Metabolizmasi

Trikloretilen; her ne kadar diger dokularda da metabolize olsa da primer
olarak karaciger ve bobreklerde metabolize edilir.. TCE metabolizmasidan bilinen
iki yolak sorumludur. Bunlar sitokrom P450 aracili oksidasyon ve glutatyon ile
konjugasyondur (52).

Yiiksek afinitesi olan yol oksidatif yoldur (92). Her iki yolakta da enzimler
TCE’nin metabolizmasina katilirlar (52).

Trikloretilen’nin  toksisitesinin  metabolizmasini, emilim ve dagilim
farkliliklarin1 ve duyarlilik degisikliklerini agiklayabilen faktorler: cinsiyet, tiir ve
emilimdeki gii¢liikkler olabilir. Duyarliliktaki en biiyiik farklhilik biiyiik olasilikla
cinsiyet, tiir ve TCE’nin ve alt metabolitlerinin metabolizmasindan sorumlu
enzimlerin farkliliklaridir. TCE metabolizmasi, sitokrom P450 aracili oksidasyon ve
glutatyon ile konjugasyon olmak iizere iki ana yolak iizerinden meydana gelir. TCE

‘nin sitokrom P450 oksidasyonundan tiireyen metabolitlerinin kloralhidrat,
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trikloroasetat ve dikloroasetatin hedef organlar1 karaciger ve akcigerlerdir. TCE’nin

glutatyon ile konjugasyonundan tiireyen metabolitlerinin hedef organi sadece bobrek

ile iliskilidir (89).
1
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Sekil 12. TCE metabolizmasimin 2 yolagi: glutatyon ile konjugasyon, P450 bagiml
oksidasyon.

Metabolitler: 1=TCE; 2=DCVG(S-1, 2-diclorovinyl glutatione); 3=DCVC (S-
1, 2-dichlorovinyl-L-cystein); 4= 1, 2-dichlorovinylthiol; 5=NAcDCVC (N-acetyl-S-
1, 2-dichlorovinyl-L-cysteine); 6=TCE-P450 veya TCE-oxide intermediate; 7=N-
(hydroxyacetyl)-aminoethanol; 8=oxalic acid; 9a=chloral; 9b=chloral hydrate;
10=dichloroaceticacid; 11=trichloroacetic acid; 12=trichloroethanol;
13=trichloroethanol glucuronide; 14=monochloroacetic acid;

GST=Glutatyon konjugasyon yolagi (89).
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Sekil 13. TCE’nin glutatyon konjugasyonu yoluyla organlar arasi siireci ve

metabolizmasi (89).

1.2.3. Trikloretilenin biyolojik dokulara etkileri

Trikloretilenin erkek iiremesi iizerine negatif etkiye sahip oldugu deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda gamet seviyesinde, gosterilmistir. (5, 93).

Trikloretilenin de i¢inde oldugu klorlu c¢oziiciilere maruziyet ile azalmis
semen konsantrasyonu, sperm motilitesi ve anormal spermin artan yiizdeleri
arasindaki iliskiyi son epidemiyolojik ¢caligmalar gostermistir (87, 88).

Paternal TCE maruziyeti spontan diisiiklerin riskinde artis, azalan
implantasyon orani, azalan fertilizasyon ve gec¢ gebelik ile iliskilendirilmistir. (94,
95, 96)

Sitokrom p450 2E1, TCE’nin oksidatif metabolizmasindan sorumlu temel

enzim’dir (89, 97).
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Sitokrom p450 2E1 aktivitesi sonuglari, ovaryum TCE metabolizmasi ya da
tce metabolitlerinin bulunmasini takiben olusan oksidatif hasarin oosit déllenmesinin
azalmasina katkida bulunabilecegini gostermistir (98, 98).

Bir disinin yiiksek seviyede TCE’ye maruziyetinden sonra in vivo olarak
oosit dollenmesini  gecici olarak engelleyebilecegini  yapilan ¢alismalar
gostermistir. TCE gibi ¢evresel toksik maddelerin biyoaktivasyonu veya metabolizma
tarafindan rat overlerinde bulunmasi, in vivo TCE maruziyetinden sonra rat oosit
dollenebilmesini azaltmada onemli bir role sahip olabilir ve disi gametleri iizerine
toksik maddelerin etkisi i¢in bir model olabilir (1).

Cevresel bir kirletici olan TCE maruziyetinin hem insan hem hayvan
modellerinde otoimmuniteyi indukledigi biliniyor (10).

SLE, sistemik skleroz ve fasiitisi igeren otoimmun hastaliklarin gelismesinin
TCE ile iligkisi hem insan hem hayvan ¢alismalarinda belgelenmistir (12, 100).

Trikloretilen serbest radikal olusturuyor olarak bilinsede nedeni artmis
oksidatif stres ve otoimmun cevap induksiyonudur (11).

Farkli doku ve organlarda Trikloretilen’nin oksidatif strese bagli hasar
olusumunu indiikledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (101-104).

Havanin ve yeralt1 sularinin sik rastlanan bir kirleticisi olan Trikloretilen’nin
insan saglig1 iizerindeki potansiyel yan etkileriyle ilgili calismalar yapilmaktadir.
TCE kemirgenlerde kanserojendir ve Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Enstiitiisii
(IARC) tarafindan insanlar i¢in de olas1 bir kanser etkeni olarak kabul edilmektedir
(2).

Trikloretilen, deney hayvanlarinda hepatotoksik etkileri olan g¢evresel ve
endiistriyel bir kirleticidir (3).

Trikloretilen, proteinlerin hidrolizi ile olusan bir aminoasit olan sistein
konjugatmin reaktif metabolit {ireten metabolizmasmin artik {irlinleri olan
aminoasitler, nefrotoksiktirler ve nefrokarsinojeniteye yol acabilirler (89).

Zehirlenme semptomlari; sindirim sistemi yolu ile alindigi zaman agiz ve
yemek borusunda yanma, karin agrisi, bulanti, kusma vertigo, bas agrisi, suur kaybu,
konvulsion ve paresteziye neden olabilir ve lokal olarak alindig1 zaman konjoktivitis,

dermatitise neden olabilir (105).
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Buharmi diisilk miktarda solumak bas donmesine, bas agrisina, akciger
irritasyonuna, koordinasyon gii¢liigiine, uzun siire solumak ise karaciger, bobrek ve
sinir hasarmna neden olabilir. TCE’ye biiyiik oranlarda maruz kalinmasi ise; kalp
fonksiyonlarmin bozulmasina, bilin¢ kaybina veya 6liime yol agabilir.

Fare ve siganlarda yapilan ¢aligsmalarda yiiksek dozda TCE maruziyetinin;
karaciger, bobrek ve akciger kanserlerine neden olabilecegi gosterilmistir (84).

Trikloretilenin akut ve kronik toksisitesinin klinik bulgular1 iyi bilinir ve
bircok arastirma raporunda tarif edilmistir fakat TCE’ye bagli hipersensitivite
sendromu nadir goriliir. TCE’ye bagli hipersensitivite sendromu gelisen hastalarin
tedavisinde, hastanin TCE ile maruziyeti kesilip glukokortikoid tedavisine
baslanmasi gerekir. (90).

Yapilan bazi caligmalarda TCE ile kontamine olmus i¢me suyu icilerek veya
ortamdaki TCE ile kontamine olmus hava solunarak uzun periyodlarda yiiksek dozda
TCE’ye maruz kalindiginda kanser bulgularinin arttigi gosterildi. TCE’nin insanlar
iizerindeki bazi etkilerinin hayvanlar iizerindeki etkilerine benzer oldugu, TCE’ye
maruz kalmis insanlarda yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir.

Trikloretilen i¢cin igme suyundaki maksimum kontaminasyon diizeyi Cevre
Koruma Orgiitii (Environmental Protection Agency, EPA) tarafindan litrede 0.005
miligram olarak saptandi. (0.005 mg/L). TCE’nin Mesleki Giivenlik ve Saglik Idaresi
(The Occupational Safety and Health Administration, (OSHA) tarafindan belirlenen
gilivenli maruziyet limiti 8 saatlik isgiinii ve haftada 40 saat siiresince 100 ppm’dir

(84).

1.2.3.1. Benfotiamin

Agik Formiilii:
0 CHjs NH>
I
o o H N)\CHa
HO-P-0O
OH

Sekil 14. Benfotiaminin kimyasal yapisi.
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Goriiniim : Beyaz

Kimyasal Adi : S-[(Z)-2-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl) methylformylamino]-
S-phosphonooxypent-2-en-3-yl] benzenecarbothioate.

Molekiiler agirlig: 466,45 g/mol Cas No : 22457-89-2

Ticari adlart . S-Benzoylthiamine = O-monophosphate (Sigma

Chemica Co. St.Louis,MO.A.B.D.) (13)

Suda c¢oziilebilen bir vitamin olan tiamin bakliyatta, hububatta, kuru
fasulyede, findikta, ekmekte, soyada, yagsiz ette ve balikta bulunur. Hiicresel
enerji metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye doniistiiriilme siirecine
tiamin, yardimci olarak Onemli bir rol oynar. Tiamin; kalbin, kaslarin ve
sinirlerin normal durumda calismas1 icin gereklidir ve farkli metabolik
bozukluklarin tedavisi i¢in faydalidir (106, 107).

Allitiamin olarak isimlendirilen tiaminden tiiremis bilesimler; Allium
genusdaki taze sogan, sogan ve pirasa gibi bitkilerde bulunmustur (108).

Tiamin kokenli birlesimlerin  essiz  kaynaklarindan biri  olan
Benfotiamin, allitiamin olarak isimlendirilen, sogan, taze sogan, kizarmis
veya ezilmis sarimsakta ve pirasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunur.
(13)

Yagda-¢oziilebilen bir tiamin tiirdesi olan Benfotiamin; S-
Benzoylthiamine-0-mono fosfat olarak taninan essiz agik tiyaol-halkali bir
yapiya sahiptir ki bu yap1 onun dogrudan bagirsak duvarini gecebilmesini ve
kolaylikla hiicre membranina ve hiicre i¢ine ge¢mesini saglar. Benfotiamin,
bu yap1 nedeniyle S-acyl tiamin grubunun tiirevi olarak da tanimlanmistir
(109, 110). Benfotiamin; baska bir tanima gore B1 vitamininin yagda eriyen
tiriidiir. Normal suda c¢oziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda
coziilebilen B1 vitaminine ise benfotiamin denilir (13). Benfotiamin
transketolaz aktivitesinde artisa neden olarak pentoz fosfat yolunu aktive eder.

Bu yolagin aktive olmasiylada vaskiiler hasara olusumuna neden sayilan
hekzosamin yolagi, hiicre ici AGE olusum yolu ve DAG/Protein kinaz C

yolaklarinin etkilerinin azalmasina sebebiyet verir (14).
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Hayvan deneylerinde uygulanan yiiksek doz tiamin ve benfotiamin
kullaniminin, hayvanlarda transketolaz aktivetisinde artisa ve bununla birlikte
albuminiiri diizeyinde azalmaya neden olmustur (15).

Yapis1 nedeniyle hakiki tiamine gore benfotiamin; ¢ok daha yiiksek bir
biyoelverislilige sahiptir. Bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda-¢oziilebilen tiamine
gore viicutta daha kolay absorbe edildigi ve oral uygulamada esdeger bir tiamin
dozuna gore en az bes kat daha yliksek tiamin-plazma konsantrasyonuna yani suda
¢Oziilebilen tiamine gore bes kat daha yiiksek plazma diizeylerine ulasabilme
etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (111-114). Bundan &tiirii diger yagda
coziilebilen ya da allitiamin ailesindeki lipid tiamin tiirevlerine goére daha iyi
oldugu ve lipitte ¢oziilebilen tiirdesleri icerisinde en gii¢liisii oldugu belirtilmistir
(111).

Benfotiaminin oral uygulamasiyla tiamin, tiamin mono fosfat ve
tiamin difosfat diizeylerinin kanda ve karacigerde 6nemli bir dlciide arttigi
fakat beyinde olugsmadig1 goriilmiistiir. Tiamin eksikligine bagli olarak ortaya
cikan akut periferik sendromunun tedavisi i¢in, benfotiaminin daha iyi bir
absorbsiyon kapasitesinin olmasi1 nedeni ile daha faydali olabilecegi
bildirilmistir (115, 116).

Reaktif oksijen tiirleri iizerine de benfotiaminin inhibe edici etkisinin
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (117, 118).

Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde ilerlemis glikasyon son
drtinlerin (Advanced Glycation Endproduct, AGE) artisiz1 engelledigi
gorilmistiir (119). Yiiksek glikoz hasarlarinda benfotiamin koruyucu etkiye
sahiptir (120). Hiicrede ¢evresel oksidan ajanlarin etkisini kendi iizerine
ceken rediikte glutatyon (GSH), antioksidan gibi davranarak hiicrenin
fonksiyonel proteinlerini okside olmaktan korur. Bu arada glutatyonun
kendisi oksitlenir (GSSG). Bu okside glutatyonun fonksiyonunu yapabilmesi
NADPH ile tekrar rediikte hale gelmesi ile miimkiindiir. Pentoz fosfat yolu
NADPH i¢in 6nemli bir kaynaktir ve tiamin de bu yolu aktive edici
oldugundan dolayl: bir antioksidan olarak kabul edilmistir (121-123).

Yiiksek glikoz maruziyetinden dolayr endotel hiicrelerde ve

perisitlerde meydana gelen apoptozisin iki gostergesi olan deoksiriboniikleik
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asit (DNA) fragmantasyonu artis1 ve Caspase 3 aktivitesi benfotiamin
tarafindan engellenebilir (124).

Ayrica diyabetik nefropati, diyabetik noropatiye bagli agrilarin
giderilmesinde ve diyabetik kardiyomiyopati {iizerine etkileri oldugu
gosterilmistir (125, 126). Benfotiaminin Tip 2 diyabetik sican bobreklerinde
fosfodiesteraz 5 ve izoformlarinin ekspresyonu iizerine etkisi incelenmistir
(127).

Bir bagka calismada da benfotiaminin diyabetli siganlardaki endotel
hiicrelerde fazla sayida iretilmis reaktif oksijen tiirlerini normallestirdigi
gosterilmisken (128), bir diger ¢alismada streptozotocin (STZ) indiiklemeli
diyabetik farelerde de oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (129.

Benfotiaminin insan perisit apoptozisinin engellenmesinde, faredeki
anjiyogenesis ve sonraki apoptosizin engellenmesinde, streptozotosin-bagl
deneysel seker hastaligi olan kardiyomyosit kontraktil disfonksiyonun
engellenmesinde, ilerlemis titresim persepsiyonda, motor fonksiyon ve
alkolik polindropatinin tiim sebeplerinin azaltilmasinda, iskemik diabetik kol
ve bacaklarin iyilesmesinin hizlandirilmasinda, endotoksine bagli iiveitin,
makro/mikrovaskiiler endotelyal disfonksiyon gibi patolojik durumlarin
gelismesinin 6nlenmesinde ¢ok yoOnlii terapotik potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (130-136).Spermde tiaminin varligina ve erkege 6zgi infertilite,
spermatogenezis, si¢can testisleri, Sertoli ve Leydig hiicreleri iizerine

etkilerine yonelik ¢alismalar yapilmistir (137-140).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma 03/12/2014 tarihli ve 2014/24 sayil1 ve 222 nolu Firat Universitesi
etik kurul karar1 ile onay alindiktan sonra gerceklestirildi. Calisma igin gerekli
hayvanlar ~ Frrat Universitesi Deneysel —Arastrma Merkezi  Miidiirliigii
(FUDAM)’den temin edildi. Deney FUDAM ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
dali laboratuvarinda gercekletirildi. 24 adet diizenli siklusa sahip, agirliklar1 200-220
gr arasinda degisen 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi disi siganlar her grupta 6
hayvan olacak sekilde 4 esit gruba ayrildi.

Grup I (Kontrol grubu); Deney siiresi olan 3 hafta boyunca herhangi bir
ilag verilmedi.

Grup II (Benfotiamin grubu); Deney siiresi olan 3 hafta boyunca Benfotiamin
70 mg/kg/giin dozunda oral olarak verildi.

Grup III (TCE grubu); Deney siiresi olan 3 hafta boyunca oral yolla
Trikloretilen ( TCE) 1000 mg/kg/glin olarak verildi.

Grup IV (TCE+Benfotiamin grubu); Deney siiresi olan 3 hafta boyunca
oral yolla TCE 1000 mg/kg/giin uygulanmasi ile birlikte Benfotiamin 70 mg/kg/giin
verildi.

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki siganlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) intraperitoneal (i.p) uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyonun ardindan sicanlarin over ve uterus dokular1 hizla ¢ikarilip uygun
fiksatiflerle tespit edilip ardindan histolojik takip serilerinden geg¢irilip parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alman 4-6 pm kalinligindaki doku kesitlerine
Masson-Trikrom boyas1 yapilarak gruplar arasi histopatolojik farkliliklar incelendi.
Ayrica bu kesitlere TUNEL teknigi uygulanarak apoptotik hiicreler tespit edildi.
Bununla birlikte over ve uterus dokularinda spektrofotometrik olarak Malondialdehid

seviyelerine bakilacagindan dokular ¢aligma giiniine kadar -80 °C’de sakland:.

2.1. Malondialdehid (MDA) Calismasi

0,42¢gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr KCI ve 0.5 ml Tween 20, 250 ml
distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda kullanildi. X
gr doku tizerine 5 ml tampon ilave edildi ve par¢alandi. Homojenat 5000 rpm de 5

dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisstmdan 1 ml bagka bir tiipe alindi. Alman 1ml
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ornek tlizerine 1ml %10 ‘luk TCA (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirlandi) ilave
edildi. Uzerine 1ml %0.6 TBA (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir hazirlanan
TBA +4 en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1ml distile su ilave
edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edildi.( 4ml HCI 100 ml distile
suda hazirlanir, asit ve su siddetli reaoksiyona girdigi i¢cin miimkiinse asit damlalar
seklinde suya ilave edilmelidir). Hazirlanan karisim 90-95°C de 120 dk inkiibasyona
birakild: Inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakhiginda sogutuldu ve iizerine 3 ml
biitanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm de santrijiij edilir
ve olusan (biitanol faz) Siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spekro kiivetine pipet
yardimiyla almir ve biitanole kars1 532 nm de okundu. Okunan absorbans degeri x:
(okunanABS +0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan deger 5 ile ¢arpild1 (
nedeni doku homojenati 5ml tamponda hazirlandi) c¢ikan sonu¢ homojenatta

kullanilan doku agirlig1 kadardur.

2.2. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda calisma soliisyonu
(%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile
30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
gortintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
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500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. TUNEL Boyama Prosediirti.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izili.
6 1: 500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer 60 dakika
+ %30 TdT Enzyme) 37°C’de
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.3. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan over ve uterus dokulari, % 10’luk formaldehit tespit
soliisyonunda 24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya
alindi. Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 2). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildi. Bu
parafin bloklardan 4-6 pum kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlere Masson Trikrom
boyasi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda incelenip
fotograflandi. Degisiklikler, histopatolojik durumlarma gore yok (0), hafif (1), orta
(2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi. Her bir sican i¢in skorlama yapildi ve her

grup icin ortalama degerler saptandi.
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Tablo 2. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1,5 saat

3 %96 Alkol I 30 dakika
4 %96 Alkol 11 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol IT 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. MDA Bulgular

Over dokusunda MDA diizeyleri; kontrol ve benfotiamin gruplarinda
benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda TCE grubunda MDA diizeyleri anlamli
olarak artmis bulundu (p<0.05). TCE grubuyla kiyaslandiginda ise TCE +
BENFOTIAMIN grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak azalmus izlendi (p<0.05).

Uterus dokusunda MDA diizeyleri; kontrol ve benfo gruplarinda benzerdi.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda TCE grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak
azalmig bulundu (p<0.05). TCE grubuyla kiyaslandigimda ise TCE +
BENFOTIAMIN grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis izlendi (p<0.05).
(Tablo 3).
Tablo 3. Doku MDA degerleri

MDA (nmol/g protein)

GRUP Over Uterus
KONTROL 141.42+ 24.10 779.77+89.39
BENFOTIiAMIN 165.02+ 6.39 838.11+74.29
TCE 361.08+ 41.09° 323.23+38.43°
TCE + BENFOTIiAMIN 207.64+3.33° 490.96+34.81%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
® TCE grubuna gére karsilastirldiginda, (p<0.05).

3.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi tiim gruplarda over
dokusunda liiteal hiicrelerde (kirmizi ok) ve uterus dokusunda stromal hiicrelerde
(kirmiz1 ok) gozlendi.

Over dokusunda TUNEL pozitifligi, kontrol (Sekil 15) ve benfo (Sekil 16)
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda TCE (Sekil 17) grubunda
TUNEL pozitifligi anlamli olarak artmig bulundu (p<0.05). TCE grubuyla
kiyaslandiginda ise TCE + BENFOTIAMIN grubunda (Sekil 18) ise TUNEL

pozitifligi anlamli olarak azalmais izlendi (p<0.05).
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Uterus dokusunda TUNEL pozitifliginde; kontrol (Sekil 19), benfotiamin
(Sekil 20), TCE (Sekil 21) ve TCE + BENFOTIAMIN (Sekil 22) gruplar1 arasinda
anlamlin bir fark gézlenmedi. TUNEL pozitif kontrol dokusu olarak meme dokusu
kullanild1 (Sekil 23) (Tablo 4).
Tablo 4. Apoptotik indeks (%)

Apoptotik indeks (%)
GRUP Over Uterus
KONTROL 6.5+0.83 3.16+0.98
BENFOTIAMIN 6.16+1.47 2.83+1.94
TCE 12.17+1.72° 4.2+0.83
TCE + BENFOTIAMIN 5.66+1.96" 3.66+1.63

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® TCE grubuna gére karsilastirldiginda, (p<0.05).

Sekil 15. Kontrol grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 17. TCE grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 18. TCE+ Benfotiamin grubu over dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi

Sekil 19. Kontrol grubu uterus dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 21. TCE grubu uterus dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi ok).
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Sekil 22. TCE+ Benfotiamin grubu uterus dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi
0k).

s

Sekil 23. Pozitif kontrol. Meme dokusu TUNEL pozitif hiicreler (kirmiz1 ok).
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3.3. Histolojik Bulgular

Over dokusunun Masson’s trichrome ile boyamanin 11k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; Kontrol (Sekil 24, 25) ve Benfotiamin (Sekil 26, 27) gruplarina
ait over dokular1 normal goriiniimdeydi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; TCE
grubunda korpus luteumda belirgin olarak azalmis angiogenez (kirmizi ok), germinal
epitelde dejenerasyon (siyah ok) (Sekil 28), over follikiil rezervinde azalma ve
follikiillerde dejenerasyon (follikiil hiicre kaybi+follikiiler sivi artisr) (kirmizi ok)
(Sekil 29) gozlendi. TCE grubu ile kiyaslandiginda TCE + Benfotiamin grubunda ise
korpus luteum angiogenezinde ve over rezervinde anlamli bir farklilik izlenmedi
fakat follikiillerde dejenerasyon ve germinal epitelde (Sekil 30, 31) belirgin bir
tyilesme oldugu gozlendi. Skala bar: S0um. (Tablo 5, Tablo 6)

Tablo 5. Over Dokusu Histoskor ve Over rezervi

Korpus Germinal epitelde  Follikiillerde Over rezervi
KONTROL 2.33+0.51 0.16+0.40 0.0+0.0 57.66 £ 4.08
BENFOTIAMIN 2.16+0.75 0.33+0.51 0.0+0.0 53.16 £ 6.21
TCE 1.33+0.51° 1.33+0.51° 1.66+0.81° 35.50 £6.25°
TCE + BENFOTIiAM 1.50+0.83 0.500.54 0.33+0.51° 35.33+5.00°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® TCE grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 25. Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii over dokusu.
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KORPUS LUTEUM
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Benfotiamin grubuna ait normal goriiniimlii over dokusu.

Sekil 26

Sekil 27. Benfotiamin grubuna ait normal goriiniimlii over dokusu.

50



2
2
w
=
=2
|
wv
oo
o
S
x

TCE grubuna ait over dokusu.

Sekil 28

Sekil 29. TCE grubuna ait over dokusu.
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Uterus dokusunun Masson’s trichrome ile boyamanin 11k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; Kontrol (Sekil 32) ve Benfo (Sekil 33) gruplarina ait uterus
dokular1 normal goriiniimdeydi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; TCE grubunda
(Sekil 34) epitel ve fibrozis agisindan bir fark gézlenmezken inflamatuar hiicrelerde
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi. TCE grubu ile kiyaslandiginda ise TCE +
Benfo grubunda (Sekil 35) inflamatuar hiicrelerde herhangi bir degisiklik
gbzlenmedi. (Tablo 5, 6)

Tablo 6. Uterus Dokusu Histoskor

Inflamatuar hiicre Epitelde dejenerasyon Fibrozis

artisi
KONTROL 0.33+0.51 0.16+0.40 0.33+0.51
BENFOTIAMIN 0.50+0.54 0.33+0.51 0.16+0.40
TCE 2.83+0.40° 0.33+0.51 0.33+0.51
TCE + BENFOTIiAM 2.50+0.83* 0.16+0.40 0.33+0.51

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
® TCE grubuna gére karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 32. Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii uterus dokusu.
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Sekil 34. TCE grubuna ait uterus dokusu.
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Sekil 35. TCE+ Benfotiamin grubuna ait uterus dokusu.
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4. TARTISMA

Endiistride metalleri indirgeyen bir ajan olarak da kullanilan TCE, bir ¢dziicii
olarak (Ornegin; bilgisayar ¢iplerini ve elektronik aletleri temizlemek icin)’ da
kullanilmaktadir. TCE, 9295 i¢cme suyu raporunun % 25'inde saptanmistir. (IARC,
International Agency for Research on Cancer, 1995) ve ABD'de en fazla rapor edilen
organik bir bilesik olan TCE ile icme suyu kaynaklarinin % 34'linden fazlasi
kontaminedir (84).

Mesleki ve gevresel kaynakli olarak her yil 3 milyonun iizerinde bireyin
TCE’ye maruz kaldigi tahmin edilmektedir (86). Normal sartlarda dogada
bulunmayan Trikloretilen atik iiriin seklinde zararli, ¢cevresel bir toksin olarak ortaya
ctkmaktadir. TCE’nin yar1 émrii konsantrasyonuna bagli olarak yer alt1 sularinda
10.7 ay ile 4.5 yil arasinda degismektedir ve par¢alanma orani TCE ‘nin fiziksel
durumuna bagli olarak ¢evrede degisiklik gdsterir (87).

Inhalasyon yolu ile maruziyetten sonra yiiksek kan/gaz degisiminden dolay1
TCE alveolar endotelden biiylik oranda absorbe edilir. Kan/gaz degisiminin
katsayilar1 farky, tiirler arasinda anlamlidir. Insanlardaki kan/gaz degisimi katsayilari
fare ve sicanlardan daha distiktiir. Bu durum TCE’nin dolasim sisteminden hedef
organlara iletilmesinin insanlarda kemirgenlere oranla daha diisiik oldugunu gosterir.
TCE buharma maruz kalinmasi ile olusan dermal emilim 6nemsiz olmasia ragmen
sivt TCE’nin dogrudan dermal emilimi daha anlamli olabilir. Insanlarda TCE; biiyiik
oranda dermal yoldan emildiginde akcigerlerden degismeden atilir ve bu yol TCE’ye
maruziyetin genel yolu degildir. Risk yonetim analizlerinde TCE buharinin dermal
yoldan emilimi major yol olarak gériilmez (89).

Solunum, dermal ve sindirim yolu ile absorbe edilen TCE’nin c¢ogu
trikloroetanol ve trikloroasetik asite metabolize edilir ve bobreklerden tiriner yolla
itrah edilir. Yarilanma omrii yaklasik dort glindiir. En sik mesleki maruziyet ile TCE
buharma maruz kalinir ve bunun yaklasik % 70’1 sistemik olarak absorbe olur (90).

Trikloretilen biyolojik membranlardan kimyasal o6zelliklerinden olan
ucuculuk ve lipofilite nedeni ile hemen absorbe edilir. TCE akcigerlerden veya
gastrointestinal sistemden maruziyet durumunda hizli ve biiyiik oranda absorbe
edilir. TCE absorbe olduktan sonra akcigerler, karaciger, bobrekler ve sinir sistemi

gibi hedef organlara dagilir (89).
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Trikloretilenin erkek iiremesi iizerine negatif etkiye sahip oldugu deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda gamet seviyesinde, gosterilmistir (5, 93).

Trikloretilenin de i¢inde oldugu klorlu ¢oziiciilere maruziyet ile azalmis
semen konsantrasyonu, sperm motilitesi ve anormal spermin artan yiizdeleri
arasindaki iliskiyi son epidemiyolojik ¢aligmalar gdstermistir (87, 88).

Paternal TCE maruziyeti spontan diisiiklerin riskinde artis, azalan
implantasyon orani, azalan fertilizasyon ve gec¢ gebelik ile iligkilendirilmistir. (94,
95, 96)

Sitokrom p450 2E1, TCE’nin oksidatif metabolizmasindan sorumlu temel
enzim’dir (89, 97).

Sitokrom p450 2E1 aktivitesi sonuglari, ovaryum TCE metabolizmasi ya da
tce metabolitlerinin bulunmasini takiben olusan oksidatif hasarin oosit déllenmesinin
azalmasina katkida bulunabilecegini gostermistir (98, 98).

Bir disinin yiiksek seviyede TCE’ye maruziyetinden sonra in vivo olarak
oosit dollenmesini gecici olarak engelleyebilecegini yapilan ¢alismalar géstermistir.
TCE gibi c¢evresel toksik maddelerin biyoaktivasyonu veya metabolizma tarafindan
rat overlerinde bulunmasi, in vivo TCE maruziyetinden sonra rat oosit
dollenebilmesini azaltmada onemli bir role sahip olabilir ve disi gametleri iizerine
toksik maddelerin etkisi i¢in bir model olabilir (1).

Trikloretilen serbest radikal olusturuyor olarak bilinsede nedeni artmis
oksidatif stres ve otoimmun cevap induksiyonudur (11).

Farkli doku ve organlarda Trikloretilen’nin oksidatif strese bagli hasar
olusumunu indiikledigi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir (101-104).

Suda c¢oziilebilen bir vitamin olan tiamin bakliyatta, hububatta, kuru
fasulyede, findikta, ekmekte, soyada, yagsiz ette ve balikta bulunur. Hiicresel
enerji metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye doniistiiriilme siirecine
tiamin, yardimci olarak Onemli bir rol oynar. Tiamin; kalbin, kaslarin ve
sinirlerin normal durumda calismas1 icin gereklidir ve farkli metabolik
bozukluklarin tedavisi i¢in faydalidir (106, 107).

Benfotiamin; baska bir tamima goére Bl vitamininin yagda eriyen
tirtidiir. Normal suda c¢oziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda

coziilebilen B1 vitaminine ise benfotiamin denilir (13). Benfotiamin

57



transketolaz aktivitesinde artisa neden olarak pentoz fosfat yolunu aktive eder.
Bu yolagin aktive olmasiylada vaskiiler hasara olusumuna neden sayilan
hekzosamin yolagi, hiicre i¢i AGE olusum yolu ve DAG/Protein kinaz C
yolaklarinin etkilerinin azalmasina sebebiyet verir (14).

Yapis1 nedeniyle hakiki tiamine gére benfotiamin; ¢ok daha yiiksek
bir biyoelverislilige sahiptir. Bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda-¢oziilebilen
tiamine gore viicutta daha kolay absorbe edildigi ve oral uygulamada esdeger
bir tiamin dozuna gOre en az bes kat daha yiiksek tiamin-plazma
konsantrasyonuna yani suda ¢dziilebilen tiamine gore bes kat daha yiiksek
plazma diizeylerine ulasabilme etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (111-
114).

Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde ilerlemis glikasyon son
drtinlerin (Advanced Glycation Endproduct, AGE) artisin1 engelledigi
goriilmiistiir (119). Yiiksek glikoz hasarlarinda benfotiamin koruyucu etkiye
sahiptir (120). Hiicrede ¢evresel oksidan ajanlarin etkisini kendi iizerine
ceken rediikte glutatyon (GSH), antioksidan gibi davranarak hiicrenin
fonksiyonel proteinlerini okside olmaktan korur. Bu arada glutatyonun
kendisi oksitlenir (GSSG). Bu okside glutatyonun fonksiyonunu yapabilmesi
NADPH ile tekrar rediikte hale gelmesi ile miimkiindiir. Pentoz fosfat yolu
NADPH i¢in 6nemli bir kaynaktir ve tiamin de bu yolu aktive edici
oldugundan dolayl: bir antioksidan olarak kabul edilmistir (121-123).

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirildiginda TCE grubunda over
dokusunda MDA ve apoptotik hiicre sayisinin anlamli olarak artisi ile birlikte
korpus luteumda belirgin olarak azalmig angiogenez, germinal epitelde
dejenerasyon, over follikiil rezervinde azalma ve follikiillerde dejenerasyon
gozlendi. Tedavi olarak benfotiamin verilen grupta ise MDA ve apoptotik hiicre
sayisininda anlamli olarak azalma ile birlikte over rezervinde anlamli bir farklilik
izlenmedi fakat follikiillerde dejenerasyon ve germinal epitelde belirgin bir
tyilesme oldugu gozlendi.

Lipit peroksidasyonun en Onemli gostergesi malondialdehittir. Dokularda
lipid peroksidasyon olusumuna bagli olarak artan MDA, hiicre zar1 biitiinliigiiniin

bozulmasina, gecirgenligin artmasma, ATP kaybmna, DNA hasarina ve hiicre
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Olimleri ile sonug¢lanan fizyolojik, metabolik ve fonksiyonel bozukluklara yol
acabilmektedir (141, 142).

Parrish ve ark. (143) TCE nin karacigerde oksidatif strese neden olduklarini
gostermislerdi.

Siddiqi ve ark. (144) lar1 ise TCE nin bobrekte apoptozis ve oksidatif stresi
arttirdigini belirtmislerdir.

Gurbuz ve ark. (145) 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda TCE nin MDA
degerlerini arttirdigin1 géstermislerdir.

Ayrica yapilan caligmalarda TCE nin erkek iireme sistemi {izerine
fertilizasyonu azalttigi sperm proteinlerinde oksidasyona neden oldugu ve
fertilizasyon kabiletini azalttig1 bildirilmistir (5, 93).

Lash ve ark. TCE metabolizmasmin oksidatif yollar1 etkiledigini
gostermislerdir (89).

Berger ve Horner ise TCE nin oosit kalitesine toksik etkili olabilecegini
bildirmislerdir (8).

Calismamizdaki over dokusunda TCE grubunda artan MDA degerleri
TCE’nin oksidatif hasar1 arttirdigini  ve benfotiamiin antioksidan 6zellik
gosterdigigni ve bu sekilde apoptozis ve histopatolojilk degisiklikleri diizelltigi
sOylenebilir.

Uterus dokusunda gruplar arasinda TUNEL pozitifliginde fark gozlenmedi.
Uterus dokusunda MDA diizeyleri; Kontrol grubuyla kiyaslandiginda TCE grubunda
MDA diizeyleri anlaml olarak azalmis bulundu. TCE grubuyla kiyaslandiginda ise
TCE + Benfotiamin grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis izlendi.
Histopatolojik olarak Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; TCE grubunda epitel ve
fibrozis acisindan bir fark gozlenmezken inflamatuar hiicrelerde istatistiksel olarak
anlamli bir artis izlendi. TCE grubu ile kiyaslandiginda ise TCE + Benfotiamin
grubunda inflamatuar hiicrelerde herhangi bir degisiklik gézlenmedi.

Uterus dokusundaki TCE grubunda MDA degerlerindeki azalmalar dikkat
cekici olup over dokusu degerleriyle zitlik gostermekteydi. Fakat yapilan bazi
calismalarda artis beklenilen MDA degerinin azaldigin1 gdsteren caligmalarda

gosterilmistir (146, 147).
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Uterus dokusundaki MDA degerindeki azalma ile TCE + benfotiamin
grubundaki MDA seviyesinin TCE ye gore artis1 benfotiaminin endojen
antioksidanlar1 baskiladigi seklinde agiklanabilir.

Sonug olarak, deneysel TCE uygulanmasinin over dokusunda MDA ve
apoptotik hiicreleri arttirdigi, histopatolojik degisiklikler yaptigi, tedavi olarak
verilen benfotiaminin MDA ve apoptotik hiicreleri azalttigi, uterus dokusunda ise
TCE grubunda MDA degerinde azalma olup apoptozisde degisik yapmadigi,
gelecekte farkli deneysel TCE siireleriyle yapilacak c¢alismalara ihtiya¢ oldugu
kanaatine sonucuna varimistir.
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