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OZET

Giris ve Amag: Son yillarda endokrin bozucular adi verilen dogal hormon ve hormon
benzeri etki gosteren kimyasallara ¢evresel maruziyetin, endokrin sistem dengesini
etkileyebilecegi yolunda veriler gelmeye baslamistir. Klinikte puberte prekoks
bulgular1 ile karsilastigimiz hastalarda, bu endokrin bozuculara maruziyeti
sorguladigimizda o6zellikle bildircin yumurtasi tiiketimi dikkati ¢ekmektedir. Bu
nedenle, oncelikle prematiir telars sikayeti ile basvuran hastalardaki bildircin
yumurtast kullanim durumunu belirlemeyi ve bildircin yumurtasinin siganlarin

pubertal gelisimi iizerinde olusturacag: degisiklikleri belirlemeyi hedefledik.

Gerec¢-Yontem:

Klinik 6n ¢alisma: Prematiir telars ile bagvuran 6- 8 yas aralifindaki 55 kiz hastanin
dosyalar1 retrospektif olarak incelendi ve ailelerine anket yapilarak bildircin yumurtasi
kullanim durumu, kullanilmigsa siklig1 ve miktar1 hakkinda bilgiler soruldu. Prematiir
telars ile bagvuran hastalarin bagvuru yaslar1 ortalamasi 7 yas 2 ay olarak belirlenmesi
iizerine kontrol grubu olarak 6 - 8 yas araliginda takibimizde bulunan Tip 1 Diyabetes
Mellitus tanil1 ve diyabet kontrolii iyi olan 54 kiz hastanin dosyalari1 retrospektif olarak
incelendi ve ailelerine ayn1 sekilde anket yapildi. Bildircin yumurtasi tiiketim durumu,
prematiir telars ve kontrol gruplarinda karsilastirildi.

In vivo rat modeli ¢alismasi: Sprague-Dawley female ratlar, su ile negatif kontrol,
yag ile negatif kontrol, 17p-estradiol (E2) ile pozitif kontrol ve bildircin yumurtasi
(BY) 300 mg/kg, 1000 mg/kg, 3000 mg/kg doz gruplari olmak tizere 6 gruba ayrildi.
Postnatal (PN) 14. giinden itibaren her giin viicut agirlig1 ve burun-kuyruk uzunlugu
olgtilerek; agirligina gore, grubuna uygun sekilde belirlenen dozlarla orogastrik yoldan
sonda ile beslendi. PN 22. giinden itibaren vaginal agiklik bakilmaya baslandi ve PN
30. giin antropometrik Ol¢limleri alindi, vaginal smear alindi, dekapite edilerek kan
alindi ve organ diseksiyonu yapildi. Uterus, over, karaciger, bobrek ve beyin
organlarmm agirhiklar, viicut agirliklarina oranlanarak rolatif organ agirliklart
bulundu. Vaginal smearlar, over ve uterus dokulari histolojik incelemeye alindi.
Serumdan folikiil stimiile edici hormon (FSH), luteinize edici hormon (LH), dstrojen,

insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1), leptin, kolesterol, diisikk yogunluklu



lipoprotein (LDL), kreatinin, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi
ile ¢alisildi. Karaciger ve bobrek dokularinda, lipit peroksidasyon-malondialdehit
(MDA) ve glutatyon (GSH) 6l¢iimii yapildi.

Bulgular:

Klinik 6n ¢calisma: Prematiir telars grubunun, kontrol grubuna gore viicut agirligi, boy
uzunlugu ve viicut kitle indeksi (vki) daha fazla idi. Prematiir telars grubunun
%60’ min, kontrol grubunun ise %27,8’inin hayatlarinin bir doneminde bildircin
yumurtast kullandigi saptandi. Bildircin yumurtas: tiiketimi, kontrol grubunda az
(%20,4) veya orta (%7,4) iken, yogun tikketim hi¢ goriilmedi. Prematiir telars
grubunun ise %18,2’sinin az, %21,8’inin orta, %20’sinde yogun tiikketim bildirildi.

In vivo rat modeli calismasi: Ratlarin viicut agirhg ve burun-kuyruk uzunlugu
giinden giline artis gostermekle birlikte, gruplar arasi anlamli farklilik goriilmedi.
Vaginal aciklik, E2 grubunun hepsinde PN 25. giinde, BY 300 mg/kg grubunda 2
hayvanda PN 26. giinde ve yag grubunda 2 hayvanda PN 26 ve 30. giinlerde goriildii.
Diger hayvanlarda ¢alismanin sonlandirildigi PN 30. giinde halen vaginal agiklik yok
idi. Vaginal smear incelemelerinde su grubunun anestrus evresi ile prepubertal, diger
gruplarin ise Ostrus siklusu ile pubertesinin baslamis oldugu belirlendi. Vaginal
smearda ostrojenik aktivite belirtisi olan kornifiye hiicre oraninda ise en yiiksek E2
grubu olmak tizere, BY 300 mg/kg ve 1000 mg/kg doz gruplarinda doz bagimli anlamli
artig gortildi. Rolatif uterus agirligimin, E2 grubu ve BY 300 mg/kg ve 1000 mg/kg
doz gruplarinda arttig1, rolatif over agirhi@inin E2 grubu ve BY 1000 mg/kg grubunda
arttig1 gorildii. Over folikiil sayilari, E2 grubunda anlamli olarak fazla iken; diger
gruplarda farkli degildi. Uterus histolojisinde, endometriyal gland sayis1 E2, BY 300
mg/kg vel000 mg/kg gruplarinda kontrole gore istatistiki olarak anlamli yiiksek
bulundu. Endometriyal stroma kalinlig1 ise E2 ve 1000 mg/kg grubunda anlaml
yiiksek bulundu. FSH diizeyi, E2, 1000 mg/kg grubunda; dstradiyol diizeyi ise E2, 300
mg/kg ve 1000 mg/kg doz gruplarinda yiiksek bulundu. Diger biyokimyasal

parametreler gruplar arast anlamli farklilik goriilmedi.

Sonug: Kiz cocuklarinda prematiir telars ile basvuranlarda, kontrol grubuna gore

bildircin yumurtast kullaniminin daha sik oldugu goriilmektedir. Hayvan deneyi



calismamizda; smear bulgularinda prodstrus evresi goriilmesi, vajinal epitelin
kornifiye olmasi, rolatif uterus ve over agirliklarindaki artis ve FSH ve Ostradiyol
diizeyleri ile bildircin yumurtasinin puberte iizerine etkisi oldugu ve 17p-estradiol

kadar olmasa bile dstrojenik etkisi oldugu goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bildircin yumurtasi, puberte prekoks, endokrin bozucular



ABSTRACT

Background and Aim: Natural hormones and some synthetic chemicals which we are
frequently exposed to in our surrounding environment, may disrupt the balance in our
endocrine system and cause undesirable effects. In some patients with precocious
puberty, we encountered history of quail eggs consumption which raised the question
of whether it has an endocrine disrupting effect. Based on this observation, we
investigated the effect of quail egg on puberty by two line of studies. First, we
determined the exposure to quail egg in girls with premature thelarche. Secondly, we
investigated the effect of quaill egg consumption on the pubertal development of

female Sprague-Dawley rats.

Method:

Clinical preliminary research: The files of 55 female patients between the ages of 6
and 8 who presented with premature thelarche were examined retrospectively and their
families were asked about the use of quaill eggs and their frequency if used. As the
mean age at presentation of the patients presenting with premature thelarche was
determined as 7 years and 2 months, the files of 54 female patients with Type 1
Diabetes Mellitus and good glycemic control who were followed up as a control group
between the ages of 6 and 8 were retrospectively analyzed and their families were
surveyed in the same way.

In vivo rat model: Sprague-Dawley female rats divided into 6 groups as negative
control with water, negative control with oil, positive control with 17p-estradiol (E2)
and quail egg (BY) 300 mg/kg, 1000 mg/kg, 3000 mg/kg dose groups. All rats were
gavaged orogastrically with doses determined according to their weight; after body
weight and nose-tail lenght were measured every day. Vaginal opening is checked
from the postnatal 22nd day. Anthropometric measurements, vaginal smear and blood
were taken by decapitation on the postnatal 30th day and organ dissection was
performed. Vaginal smears, ovarian and uterine histology were performed. Serum
follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), estrogen, insiilin-like
growth factor (IGF-1), leptin, cholesterol, low density lipoprotein (LDL), creatinine

levels were measured using specific rat enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)



Kits. Lipid peroxidation-malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) were

measured in liver and kidney tissues.

Results:

Clinical preliminary research: Premature thelarche group had higher body weight,
height and body mass index (BMI) compared to control group. It was found that %60
of the premature thelarche and %28 of the controls used quaill eggs at sometime in
their lives. Quail egg comsumption was mild (%20.4) or moderate (%7,4) in the
control group, but no heavy consumption was observed. In the premature thelarche
group, there was %18,2 mild, %21,8 moderate and %20 heavy consumption in the
history.

In vivo rat model: Although the body weight and nose-tail lenght of the rats increased
day by day, there was no significant difference between the groups. Vaginal opening
was seen on PN 25th day in all E2 group, 2 rats in the BY 300 mg/kg group on the
26th day and 2 rats from the fat group on PN 26 and 30th days. When the study was
terminated, there was no vaginal opening in other rats. Vaginal smear findings were
compatible with prepuberty in the control group whereas the other groups had evidence
of puberty. In the vaginal smear, cornified cells indicating estrogenic activity was
observed in the BY 300 mg/kg and 1000 mg/kg dose groups, with E2 group being
highest. Relative uterine weight increased in E2 and BY 300 mg/kg and 1000 mg/kg
dose groups, while relative ovarian weight increased in E2 and BY 1000 mg/kg groups.
While the number of ovarian follicles were significantly higher in E2 group; they were
not different in other groups. Uterine histology was significant for higher number of
endometrial glands in E2, BY 300 mg/kg and 1000 mg/kg groups compared to the
controls. Endometrial stroma thickness was significantly higher in E2 and 1000 mg/kg
groups. FSH level was found to be high in E2 and BY 1000 mg/kg group. Estradiol
level was determined to be high in E2, BY 300 mg/kg and 1000 mg/kg dose group.

Others biochemical parameters did not differ significantly between groups.

Conclusions: It is observed that quail eggs are used more frequently in those
presenting with premature thelarche compared to the control girls. In our animal

experiment; based on vaginal smear findings , cornification of the vaginal epithelium,



increase in uterus and ovarian weights and FSH and estradiol levels, the consumption

of quail eggs appear to have a facilitatory effect on pubertal development.

Keywords: Quail eggs, precocious puberty, endocrine disruptors



1. GIRIS ve AMAC

Puberte, sekonder cinsiyet karakterlerinin ve iireme fonksiyonlarinin kazanildig
fizyolojik bir siirectir. Pubertenin kizlarda 8, erkeklerde 9 yasindan 6nce baslamasi
erken puberte olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde daha iyi sosyoekonomik ve
beslenme kosullarina sahip ¢cocuklarda ve ¢evre kirliligi ile degisen ¢evresel faktorlere

paralellik gostermek iizere, normal puberte daha kiiclik yaslarda baslayabilmektedir
D).

Gergek erken puberte (GEP), hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninin organik bir
nedenle ya da fonksiyonel olarak erken olgunlagmasidir. GEP, GnRH néronlari
iizerindeki santral baskilayici sistemlerin etkinligini yitirmesi ve uyarici sistemlerin 6n
plana ¢ikmasi sonucu olusmaktadir. Bu degisimi kafa i¢i organik lezyonlar ya da
yapisal anomaliler (organik, nérojenik GEP) olusturabildigi gibi, tamamen islevsel bir

erken olgunlagsma (idiopatik GEP) sonucu da gelisebilmektedir.

Gergek erken pubertenin en sik goriilen sekli 6zellikle kizlarda idiopatik puberte
prekokstur (2). Cevresel kimyasallara maruz kalmak, beslenme, genetik ve epigenetik
yollar, biiyltime ve gelismeyi etkilemektedir. Bu sebeple, idiopatik puberte prekoksta,
endokrin bozucular dikkati ¢ekmektedir. Fitalat ve bisfenol A igerikli endokrin

bozucularin puberte siiresinde degisiklik yaptig1 diistiniilmektedir (3, 4).

Sosyoekonomik faktorler ve diyet puberte prekoks arasinda yakin bir iligki
bulunmaktadir (5, 6). Sagliksiz diyet ile beslenme, geleneksel ve protein agirlikli
diyetlere ile karsilastirildiginda; sagliksiz diyetle beslenenlerde puberte prekoks
gelistigi gozlemlenmektedir (4).

Bildircin yumurtasi, oldukga yiiksek bir protein deposudur. Icerigindeki besleyici
maddelerin yogunlugu nedeniyle yaygin olarak tiiketilen tavuk yumurtasindan
farklidir. Yumurta denilince ilk akla gelen kolesterol olsa da; tavuk yumurtasi ile

karsilagtirildiginda, bildircin yumurtasinda daha diisiik seviyelerde saptanmustir (7).

Bildircin yumurtasi, diger yumurtalardan daha fazla protein yapitasi olan aminoasit

icermekle birlikte, ampirik bilgiler dogrultusunda birtakim bagka 6zellikleri oldugu



diistiniilmektedir. Bildircin yumurtasi, ¢ocuklarin bedensel ve zihinsel gelisimine
yardimcr olmakla birlikte, bagisiklik sistemini gii¢lendirdigine inanilmaktadir.
Oksiiriik, grip, bronsit gibi iist solunum yolu enfeksiyonu gegiren ¢ocuklarin, bildircin
yumurtast tiikettikten sonra kisa siirede kurtuldugu ve istahlarinin arttig

soylenmektedir (8, 9).

Puberte prekoks ile bagvuran hastalarda, endokrin bozucular ac¢isindan ayrintili hikaye
sorgulanmakta ve bildircin yumurtast kullanimi dikkati ¢ekmektedir. Bildircin
yumurtasi ile beslenmenin puberte lizerine etkisine literatiirde rastlanmamistir. Bu
nedenle, bildircin yumurtasi ile beslenmenin puberte lizerindeki etkilerini aragtirmay1

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Puberte

2.1.1. Pubertenin tanimi

Puberte, reprodiiktif fonksiyonlarinin kazanildigi ve seksiiel matiiritenin saglandigi,
cocukluktan eriskinlige gec¢isin oldugu bir siire¢ olarak tanimlanir. Bu zaman zarfinda,
gonadlarda gametler olgunlasir, sekonder seks karakterleri olusur, addlesan biiyiime

atagi olur ve biiyiik fizyolojik degisiklikler olur (10).

2.1.2. Pubertenin néroendokrin regiilasyonu

Puberte siireci noroendokrin faktorler ve hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir.
Pulsatil Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) salinimi ve buna bagli olarak
pulsatil Liiteinize Edici Hormon (LH) ve Folikiil Stimule Edici Hormon (FSH)
salintminin uyarilmasi ile matiirasyon baglar. Hipotalamus-hipofiz-gonadal aks
dongiisii ve geri besleme (feed-back) mekanizmasi ile hormonal kontrol saglanir.
GnRH hipotalamik néronlardan salgilanir ve selektif olarak 6n hipofizdeki gonadotrop
hiicreleri uyararak, FSH ve LH salinimini stimiile eder (11).

Hipotalamo-hipofizer-gonadal aks, gestasyonel 20. haftada fonksiyoneldir ve
gestasyonun sonuna kadar aktif kalir. Postnatal 1. ayda spontan olarak GnRH pulslari
olusur. Erkek yenidoganda dogumdan sonraki ilk birka¢ dakika i¢inde dolasimdaki LH
artar ve bunu ilk 3-21 saatteki testosteron artisi izler. Yiiksek LH diizeyleri ilk 6 ayda
azalir ve puberte baslangicina kadar diisiik kalir. FSH ise erkek yenidoganda ilk 3 ay
yiiksektir ve sonra diismeye baglar. Postnatal 2-4. aylarda dolasimdaki testosteron
diizeyleri de artmaktadir. Buna karsin, kiz yenidoganlarda LH ilk birka¢ ay hafif
yiiksek iken FSH ilk 5 ay yiiksektir. Yagamin ilk alti ayindan sonra FSH, LH ve gonad
kaynakli steroidlerin tiimii diisiikk diizeydedir ve puberte baslangicina kadar
hipotalamo-hipofizer gonadal sistem, sessiz doneme girer. Puberte, prepubertal
donemde sessiz olan hipotalamo-hipofizer-gonadal aksin reaktivasyonu ile ortaya
cikar. Puberte baglangiciyla, ozellikle geceleri olmak {izere, hipofiz bezinden

gonadotropin salinimi pulsatil sekilde baslar (10, 11).



Birgok noérotransmitter ve noéromodiilator, eksitasyon ve inhibisyon gorevleri ile
pubertal gelisim siirecine yon vermektedir. Prepubertal GnRH saliniminin
inhibisyonunda, basta gamma-amino biitirik asit (GABA) olmak iizere, endojen
opioidler ve melatonin yer almaktadir. GnRH saliniminin hipotalamustaki baslica
eksitator norotransmitteri glutamattir. Diger GnRH sekresyon stimulatorleri leptin,
norepinefrin, dopamindir (10, 11).

GnRH uyarisi ile 6n hipofiz gonadotrop hiicrelerden salinan FSH erkeklerde; LH
kontrolii altindaki testosteron ile birlikte normal spermatogenezin baslangici ve
devamu i¢in gereklidir. Kizlarda ise overyan folikiillerin biiyiimesi ve androjenlerden
ostrojen Uretimi i¢in gereklidir. LH; erkeklerde Leydig hiicrelerinden testosteron,

kizlarda ise ovulasyon basladiktan sonra overyan dstrojen salinimini uyarir.

2.1.3. Pubertede fizyolojik degisiklikler

Puberte ile birlikte goriilen fiziksel ve hormonal degisiklikler, seksiiel matiirasyon
belirtisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pubik killanma ve meme gelisimi, 8-10 yas
arasinda goriilmektedir. Pubik ve aksiller killanma, pubertede hipofizer-gonadal
matiirasyondan bagimsiz olarak adrenal androjenlerin artis1 (adrenars) ile goriiliir.
Meme gelisimi ise over kaynakli Ostrojenlerin artisina (gonadars) baghdir. Overyan
Ostrojenlerin artisi ile ortalama 11-13 yaslarinda menars goriliir. Kizlarda pubertenin
erken donemlerinden itibaren olan Ostrojen artisi, epifizyal matiirasyon ve boy
uzamasini uyarir ve bunlar da pubertenin belirtileri olarak karsimiza ¢ikar. Erkeklerde,
testikiiler biiyiime 9,5-13,5 yas araliginda (ortalama 12 yas) olur ve bunu pubik
killanma ve penis biiytimesi takip eder (10).

Adrenarsin baslangici yavas, progresif bir gelisimsel siirectir ve olay erken ¢ocuklukta
adrenal androjenlerin (Dehidroepiandrosteron, dehidroepiandrosteron siilfat ve
androstenedion) yapimindaki artis ile iligkilidir. Adrenars gonadarstan 1-2 yil 6nce
olur, ama klinik belirtilerin ortaya ¢ikis zaman1 degiskenlik gosterir (10).

Pubertal degisimleri degerlendirirken Tanner evrelemesi kullanilir (Tablo-1, 2, 3) (11).
Kizlarda puberte baslangici meme gelisimi ile belirlenir (Tanner evre 2 meme gelisimi,
inspeksiyon ve palpasyon ile degerlendirilir) (Tablo-1). Erkeklerde ise testikiiler

biiyiime (Tanner evre 2 genital gelisim, testikiiler hacmin 4 ml’nin iizerinde olusu veya
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testikiiler uzunlugun 25 mm’den yiiksek olusu ile degerlendirilir.) ile degerlendirilir

(Tablo-3) (12).

Tablo-1: Tanner meme gelisimi evreleri (11)

Evre 1 Meme gelisimi olmamustir, prepubertal.

Evre 2 Areola ve papillada kabariklik ve areola ¢apinda artma olmustur.

Evre 3 Meme biiyimiis ve areola ¢api genislemistir, arcola ve meme konturlar
birbirinden ayr degildir.

Evre 4 Areola meme konturlarindan ayri hacim kazanir

Evre 5 Meme gelisimi eriskin biiyiikliigiine ulasmis, areola geri ¢ekilip papilla disa

dogru kabarmugtir.

Tablo-2: Tanner kizlarda pubik killanma evreleri (11)

Evre 1 Pubik killanma hentiiz baglamamustir.

Evre 2 Labia major boyunca veya mons veneriste seyrek, az pigmente, ince, diiz veya
hafif kivrimli killardan olusan killanma vardir.

Evre 3 Killar daha kalin, pigmente, kivrik ve sik olmak iizere, monsda daha genis bir
alana yayilmistir.

Evre 4 Killanma monsu tamamen kaplamis ve uyluk i¢ ylizlerine uzamaistir.

Evre 5 Eriskin 6zelliklerinde killanma mevcuttur.

Tablo-3: Tanner erkek genital gelisimi evreleri (11)

Evre 1 Pubik killanma yok, genital gelisme infantildir, testis voliimii 4 ml altindadir.

Evre 2 Penis kokiinde seyrek hafif pigmente, diiz veya kivircik uzunca tiiyler, peniste
hafif biiytime, skrotum derisinde pigmentasyon baglamis, testis voliimii 4-9 ml.

Evre 3 Killanma daha belirgin ve yaygin, killar koyu renkte ve kivircik, penis boy ve
cevresinde belirgin biiylime, skrotumda belirgin pigmentasyon, testis voliimii 10-
14 ml.

Evre 4 Killanmanin dagilimi erigkine benzer, peniste biiyiime devam eder, skrotum
pigmentasyonu daha da artar, testis voliimii 15-19 ml.

Evre 5 Killanma artar, bacaklarin medial kisimlarina ve umbilikusa dogru yayilmaya

baglar, erigkin biiyiikliikte penis, testis voliimii 20 ml ve ilizerindedir.
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2.1.4. Pubertenin baslama zamanim etkileyen faktorler

Pubertal gelisimin zamanlamasi, genetik, beslenme, g¢evresel ve sosyoekonomik
faktorlerden etkilenir (1). Aymi etnik koken, aile igerisinde, monozigotik ikizler
arasinda puberte zamanlamasi koreledir. Kalitim, %50 ile %80 arasinda olmak tizere
puberte zamanlamasinda ciddi rol oynamaktadir. Beslenme ve saglik kosullar1 da

zamanlamaya etki eden diger faktorlerdir (13).

2.2. Puberte Zamanlamasinda Normal Varyasyonlar

2.2.1. Prematiir adrenars (Prematiir pubars)

Kizlarda 8 yasindan once, erkeklerde 9 yasindan once goriilen, diger seksiiel
matiirasyon kriterleri olmaksizin, seksiiel killanma (aksiller, pubik veya her ikisi

birden) ile karakterize pubertal gelisimdir (14).

2.2.2. Prematiir telars
[zole prematiir telars sik goriilen bening bir durumdur. Kizlarda, 2 yasindan 6nce, diger
pubertal belirtiler goriilmeksizin, meme gelisimi goriiliir. Killanma yoktur, biiyiime ve
kemik yas1 normaldir (14).

2.2.3. Pubertal jinekomasti

Erkek cocuklarda pubertede %40-70 oraninda gorilen iyi huylu, kendiliginden
gerileyen goglis dokusu bliyimesidir. Androjenlerin artisi ile 6strojene donlsim
artarak ve meme dokusunun 6strojene duyarliligi artarak meme dokusu gelisimine

neden olur. Yaklasik 2 yil stirer ve genellikle kendiliginden geriler (11).
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2.3. Puberte Prekoks (Erken Puberte)
2.3.1. Puberte prekoks tanimi

Puberte ile ilgili herhangi bir bulgunun kizlarda 8 yasindan, erkeklerde 9 yasindan
once baglamasina puberte prekoks (erken puberte) denir. Puberte ile ilgili bulgular;
Tanner evrelemesine gore kizlarda evre 2 meme gelisimi ve pubik killanma, erkeklerde
testis voliimiiniin 4 ml’nin iizerinde olmasi ve evre 2 pubik killanma olarak
degerlendirilir. Bilinen en sik neden idiyopatik santral puberte prekokstur (3). Puberte
prekoks’a, kiz ¢ocuklarinda erkek ¢ocuklarindan 10-20 kat daha sik rastlanir (2).

2.3.2. Puberte prekoks etyolojik siniflama

Puberte prekoks gercek (santral-GnRH bagimli)) veya vyalanci (periferik-GnRH
bagimsiz) (PPP) olarak siniflandiriimaktadir (11). Etyolojik siniflama, Tablo-4'de

verilmistir.

2.3.2.1.Santral (gercek, komplet) puberte prekoks

Santral puberte prekoks (SPP), hipotalamus-hipofiz-gonad (HHG) aksinin organik bir
sebeple ya da fonksiyonel olarak, normal puberteye benzer bulgularla erken
olgunlagsmasidir. Prepubertal donemde HHG aksinin baskilanmasindaki SSS
inhibitorleri ve seks steroid bagimli negatif feedback mekanizmasmin etkinligini
bozan kafa igi lezyonlar ya da organik olmayan fonksiyonel degisimler SPP’ye neden
olmaktadir. HHG aksinin komplet aktivasyonu ve pubertal bulgularin hastanin
cinsiyetine uygunlugu nedeniyle, bu tiir puberteye “komplet izoseksiiel puberte
prekoks” da denilmektedir.

SPP, santral sinir sistemi lezyonu ile iligkili oldugunda organik nedenli olarak
tanimlanir. Organik lezyon olasilig1 erkeklerde daha yiiksek olmakla birlikle kiiciik
yaslardaki kizlarda da %10-15 oraninda goriilmektedir. En 6nemli organik neden, her

iki cinste de hamartomlardir (2).
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En sik gordiigiimiiz sekli, 6zellikle kizlarda idiyopatik SPP’dir. SPP ile takip edilen
kizlarin %851 idiyopatik, erkeklerin %60°1 organik nedenlidir. Idiyopatik diyebilmek

icin, diger nedenlerin ekarte edilmis olmas1 gerekir (13).

Tablo-4: Puberte Prekoks etyolojik siniflama

Santral Puberte Prekoks Periferik Puberte Prekoks
Yapisal Over-testis-siirrenal patolojiler
Idiyopatik Hcg salgilayan tiimorler (ektopik PP)
Organik Mc. Cune Albright Sendromu

v" SSS tiimorleri

Suprasellar kist

Kafa travmasi

Hamartomlar

Grantilomlar

Hidrosefali

Enfeksiyon

Kranial 1sinlanma

Anoksi

Hipotroidi

Iyatrojenik

ANERNERNERNERNER NN BN NN

Norokutandz Sendromlar
(Norofibramatdzis,

Tuberoskleroz,

Mc. Cune Albright Sendrom)

v" Dismorfik sendromlar
(Silver Sendromu,

Kabuki make up Sendromu)

2.3.2.2.Periferik (yalanci, inkomplet) puberte prekoks

Periferik puberte prekoks (PPP), gonadotropin bagimli olmayan erken pubertal
gelisimdir. Baskilanmis gonadotropin veya prepubertal donemde pubertal diizeyde

seks steroidleri ile karakterizedir (14).
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Seks steroidlerinin disardan alinmasi, ektopik hCG salgilayan lezyonlar, gonadal ya
da siirrenal patolojiler etyolojide rol oynayan nedenlerdir (15). Salgilanan hormona
gore pubertal bulgular izoseksiiel ya da heteroseksiiel olabilir. Erken gelisen sekonder
cinsel ozellikler genetik cinse uygunsa izoseksiiel, uygun degilse heteroseksiiel

puberte prekoks denilir.

2.3.3.Puberte prekoksda klinik bulgular

SPP’de bulgular normal puberte gibi goriiliirken, PPP’de salgilanan hormona gore
farklilik gosterebilir. Bulgular acisindan cinsiyete gore de farklilik goriiliir. SPP°de
erkeklerde genelde organik kokenli oldugu igin hizli bir ilerleyis goriiliirken; kizlarda
daha ¢ok idiyopatik nedenli oldugu icin yavas ilerleyen bir siire¢ goriiliir.

Kizlarda once meme gelisimi, ardindan pubik killanma ve zaman iginde
periyodiklesen vajinal kanamalar, boy uzamasinda artis olarak goriiliir. Erkeklerde
bilateral testis boyutlarinda biliyiime, makrogenitalya, pubik killanma, akne, ses
kalinlasmasi, aksiller killanma ve boy uzamasinda artis olarak goriiliir. Yasitlarina
gore iri olan bu ¢ocuklarin final boylar1 epifiz plaklar1 erken kapandigindan, genetik
potansiyellerinin altinda kalir (2, 11).

PPP’de heterosekstiel bulgular arasinda, kizlarda akne gelisimi, ses kalinlagmasi,
kliteromegali, androjen duyarli bolgelerde killanma gibi virilizan bulgular varken;
erkeklerde feminizan bulgular vardir. Erkeklerde izoseksiiel puberte prekoksta, akne,
ter kokusu, makrogenitalya, pubik killanma, muskiiler yapi, sik ereksiyon, gece
bosalmalar1 baslica 6zelliklerdir (2).

SPP’de bas agrisi, ndbet, gorme bozuklugu gibi santral sinir sistemi bozuklugu
bulgular1 goriliir (12). PPP’de testis boyutlar1 prepubertal oldugu halde,
makrogenitalya gelisen erkeklerde androjen salgilayan tiimdrler veya adrenal

hiperplazi akla gelmelidir (11).

2.3.4.Puberte prekoks laboratuvar bulgulari

Puberte prekoks tanisinda, oksolojik parametreler (ilerlemis kemik yasi ve artmis

biiytime hiz1), hormon diizeyleri ve GnRH (gonadotropin releasing hormon) uyari testi
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kullanilir (14). LH, FSH, 6strojen (kizlarda), testosteron (erkeklerde), DHEA-S, 17-
hidroksiprogesteron diizeylerine ve tiroid fonksiyon testlerine bakilir (15).

Kizlarda 6strojen, normal pubertal donemdeki gibi dalgalanma gostermekle birlikte 12
pg/ml’nin tlizerindedir. Erkeklerde ise testosteron sabahlari 20 ng/dl’nin iizerindedir.
Bazal LH diizeyi 0.3 mlU/ml ve iizeri pubertal kabul edilirse de genellikle bazal
gonadotropin degerleri normal sinirlar i¢inde saptanabilir. Bu nedenle, kesin tani igin
GnRH uyarisinda LH ve FSH yanitlar1 belirlenmeli ve uyarilmis gonadotropin
diizeylerine bakilmalidir. GNRH uyari testinde, sabah 100 mg GnRH iv verilip, 120
dakika igerisinde her 30 dakikada bir kan alinir (2). Kizlarda LH diizeyinin 5 miU/ml
ve lizerinde; erkeklerde ise 8 mlU/ml’nin iizerinde olmasi pubertal yanittir. GnRH
uyari testi ve gonadotropin cevabinin gosterilmesi, SPP tanisi i¢in altin standarttir (13).
PPP’da Ostrojen veya testosteron artmisken, LH ve FSH diizeyleri baskilanmigtir. Over
ve testis timdrlerinde 6strojen 100 pg/ml’nin, testosteron 45 ng/dl’nin iizerindedir.
Prematiir telars ve prematiir adrenarsta ise, prepubertal gonadotropin diizeyleri, hafif
artmis veya normal diizeylerde Gstrojen veya testosteron diizeyleri goriiliir. Prematiire
telarsda GNnRH uyarisinin FSH predominant yanit alinir. Prematiir adrenarsta DHEA
ve DHEA-S pubertal diizeylerde saptanir (13).

2.3.5.Puberte prekoksda goriintiileme

Kemik yas1 degerlendirmesi ile epifizyal matiirasyona bakilir. Puberte prekoksta
genellikle kemik yas1 kronolojik yastan ileridir (iki standart sapmanin iizerindedir).
Kemik yasi, erigkinlikteki final boy hakkinda da bilgi verir (12).

Puberte prekoks tanisinda artmis uterus hacmi ve endometriyum kalinligi pelvik
ultrasonografi ile gosterilir (14). Puberte prekoks tanisinda, %89 sensitivite ve
spesifite ile uterus hacmi 2 mL’den fazladir. Prepubertal kizlarda uterus yiiksekligi 35
mm’den az olmali; over uzun ¢ap1 20 mm’yi gegmemelidir. Overlerin bilateral olarak
biiyiik olmas1 SPP’in 6nemli dl¢iitlerinden biridir. Uterus yiiksekliginin artmasi (> 35
mm) ve tubular seklinin armut benzeri bir goriiniim almasi tanitict bir bulgudur.
Puberte 6ncesi homojen ya da mikrokistik 6zellik gdsteren overler multikistik ya da
makrokistik/follikiiler yap1 kazanirlar. Endometrium ekojenitesi  kalinlasip,

belirginlesebilir. Endometrium kalinligt 5 mm’e wulasinca genellikle menars
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goriilebilmektedir (2). PPP’li erkeklerde testikiiler ultrasonografi gorilir ve
nonpalpabl olan lezyonlar da goriilebilir (12).

SPP’li biitiin vakalarda kranial manyetik rezonans goriintileme (MR) yapilir ve
hipotalamik lezyon olup olmadigi goriiliir. Erkeklerde %40-90, kizlarda %8-33

oranlarinda lezyon saptanir (12).

2.3.6. Puberte prekoks tedavisi

Santral puberte prekoks (SPP) ile periferik puberte prekoksu (PPP) takip ve tedavi
acisindan yaklagim farki oldugu i¢in birbirinden iyi ayirt etmek gerekir (14).
SPP tedavisinde amag; pulsatil gonadotropin saliniminin baskilanmasi, normal
pubertal yasa kadar maturasyonun kontrol altinda tutulmasi, erken epifizyal
kapanmanin engellenmesi, ¢ocugun psikososyal olarak korunmasi ve kizlarda erken
yaglardan itibaren maruz kalinan yiiksek Ostrojenin olusturacagi etkilerden
korunmasidir (2).
Tedavi endikasyonlar1 (2);
v Kizlarda bulgular 7 yasindan once baslamigsa (7-8 yas arasi gri bolge, tedavi
tartismalidir.)
v' Hizli pubertal seyirin gosterilmesi durumunda (Yillik kemik yas1 artiminin,
takvim yas1 arttmina orani 1.2°nin {istliine ¢ikmasi ve iki pubertal evre arasinin
3-6 ay kadar kisa olmasi hizli ilerlemeyi gosterir.)
v' Yavas ilerleyen idiyopatik SPP’de ise tedavi oOnerilmemektedir ancak
psikososyal problemler dikkate alinmalidir.
v’ Erkeklerde bulgular 9 yasindan 6nce baslamigsa tedavi 6nerilmektedir.
SPP tedavisinde GnRH agonistleri kullanilir. GnRH agonistleri, piititer GnRH
reseptorlerini baskilar, gonadotropinlere duyarsizlastirir (14). Leuprolide asetat igin
doz 0.3mg/kg/28giin’diir (3.75 mg/28giin diisiik doz — 7.5 mg/28giin yiliksek doz).
Tedavinin etkinligi i¢in diizenli ilacin kullanimi ve kullanimin denetlenmesi
onemlidir. Diizensiz kullanimlarda tedavi etmekten ziyade, uyaran olarak etki edebilir.
Klinik bulgularda gerileme, yillik kemik yas1 artiminin takvim yas1 artimina oraninin

<1.2 olmasi, GNRH uyarisina alinan LH yanitinin baskilanmasi tedaviye yaniti
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gostermektedir. Tedavide basari saglanamiyorsa 21 giinde bir uygulamaya gegilip yine
basarili olunamazsa doz arttirimi yapilmaktadir (2).

PPP tedavisi nedene yoneliktir. Siirrenal ve gonad kokenli kitlelerin eksizyonu ve
malign karakterde olanlara radyoterapi ve kemoterapi gereklidir. Geg tip adrenal
hiperplazide glukokortikoid ve mineralokortikoid tedavisi, ek olarak gereklilik halinde
androjen reseptor antagonisti kullanilabilinir. McCune Albright sendromunda kemik
yasinin hizli ilerlemesine engel olmak amaciyla aromataz inhibitorleri veya selektif

Ostrojen reseptor modiilatorleri kullanilabilinir (11).

2.4. Disi Sicanlarda Ureme Fizyolojisi
2.4.1.Disi sicanlarda puberte

Disi siganlarda, pubertenin indikatorii vaginal agiklik ve ilk prodstrustur (16). Puberte
yasi, beslenme kosullari, yasam alani, c¢evre kosullari, ratlarin genetigi, anne
karnindaki yavru sayisi, anne karnindaki bulunus sekli gibi bircok durumdan
etkilenmektedir. Ornegin; beslenmesi iyi olan ve anne karninda az sayida kardes ile
doganlar puberteye daha erken girdigi gozlenmis. Vaginal aciklik, postnatal 33-42.
giinler arasinda agilir. Diizenli 6strus sikluslari, vaginal agikliktan 1 hafta sonra baglar
(Sekil-1). Disi siganlarda puberte ve tireme fonksiyonlar: ile ilgili baz1 6zellikler

Tablo-5de goriilmektedir.

Erken adolesan | Orta-adolesan | Geg adolesan

Digiler Puberte Yetigkinlik R
Vajinal Aqilma Duzenli
Adrenars Maksimum ostrus  Yetigkin kortikosteron seviyesi
Ostrojen seviyesi dongiisii
Yaggin) [ | | eeeaje

P21 P28 P35 P42 P49 P56 P63 P70 P77 P84 P31

Sekil-1: Disi sicanlarda puberteden yetiskinlige gecis doneminin olaylar1 ve zaman akis
cizelgesi
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Tablo-5: Disi sicanlarin baz 6zellikleri
Eriskin viicut agirhg (disi): 200-300 g

Dogum agirhgr: 5-6 g
Gebelik siiresi: 21-23 giin

Yavru sayisi: 6-12

Laktasyon siiresi: 20-22 giin

Pubertas : 2-4 ay

Seksiiel siklus : 4-5 giin

Proostrus : 12 saat

Ostrus ; 12 saat

Metostrus : 20 saat

Diostrus : 57 saat

Ovulasyon : Spontan

2.4.2.Disi sicanlarda pubertenin néoroendokrin mekanizmasi

Reprodiiktif doneme gegisin en Onemli olay1 infantil donemdeki FSH diizeyinin
artisidir. Bu artis, folikiil gelisimini uyarir ve overlerde FSH ve LH reseptor
matiirasyonunu artirir. Infantil donem sonunda, LH dalgalanmalar ile &stradiyol
diizeyinin artmasi sonucu hipotalamik-pituiter {inite aktivasyonu ile prodstrusa gecis
saglanir. Overler immatiir oldugu i¢in ilk ovulasyon hemen ger¢eklesmez. Juvenil
periyod siiresince [postnatal 21-32. Giin], artan prolaktin ve growth hormon ile diisiik
ama pulsatil LH diizeyi ile overler gelisir. Juvenil periyod sonunda biiyiik amplitiidlii
LH pikleri ile senkronize noronlardan LHRH salgilanir. LH, prodstrus evresinde pik
yaparken, Ostrusta en diisiik diizeydedir. FSH, Ostrusta en yiiksek diizeyine ulasir.
Didstrusta FSH ve LH diisiik saptanir. Bu siirecte, GH ve PRL artis paterni ile
puberteden final matiirasyona gegilmis olur. Serum ostradiyol ve progesteron
diizeylerinde yeterince artis olunca, ostradiyol pozitif feedback gosterir ve ovulasyon
olur (16). Ostradiyol, prodstrusta en yiiksek seviyesine ulasirken, dstrusta baslangic

seviyesine geri doner.
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2.2.3. Disi sicanlarda iireme anatomisi

Disi sicanlarda uterus "Y" seklindedir. Iki ayr1 liimen ve iki ayr1 ositum ile servikse
acilirlar (17). Uterus uglart , ovidukt ile overlere baglanir (Sekil-2). Overler folikiiller

ile doludur.

35— Adrenal bez

— Bobrek
1‘ Ovaryum
y — Ovidukt
e e @ ———Cornu Uteri
Ik idrar kesesi
% +—Uretra
Vagina
‘e Anis

Sekil-2: Disi sicanlarin iireme anatomisi (17)

2.2.4. Disi sicanlarda ostrus siklusu

Disi siganlarda seksiiel sikluslar mevsimsel degiskenlik gdstermemekle birlikte yil
boyu siirmektedir (18). Ostrus sikluslar1 4-5 giin siirmektedir. Dért dénemden olusur:
Prooéstrus, 6strus, metdstrus, didstrus. Andstrus donem ise, reprodiiktif sistemin sessiz
kaldig1 ve tiremenin olmadigi donemdir (19). Baz1 kaynaklar ge¢ juvenil donemi,
anostrus olarak 5. Donem olarak kabul etmektedir (20).

Geg¢ juvenil donem, andstrus yaklasik postnatal 30.gline gelmektedir. LH diizeyinde
degisiklikler baslamistir. Uterus kiiciik (agirligt 100 mg’dan kiiciik), intrauterin
limende s1v1 yok ve vagina kapalidir (20).

Proostrus 12 saat siirer. Bu evrenin sonunda disi erkegi kabul etmeye baglar (18).
Vajinal sitolojide c¢ekirdekli epitel hiicreleri goriiliir. Uterus genislemeye baslamigtir
ve liimen i¢i s1v1 gorlilmeye baslanir. Geg prodstrus donemde uterus agirligi 200 mg’in
iizerine ¢ikar. Overlerde folikiiller genislemistir. Cogu si¢canda vagina hala kapalidir

(20).

20



Ostrus evresi de 12 (9-15) saat siirer. Ik ovulasyon giiniidiir. Intraluminal s1v1 hala
goriilmeyebilir (20). Vagina agilmistir ve vaginal sitolojiye hakim olan hiicre tipi
cekirdekli hiicrelerdir (%75). Geri kalanini (%25) kornifiye hiicreler olusturur (18).
Metostrus 21 saat siirer ve artik disi erkegi kabul etmez. Cekirdekli ve kornifiye
hiicrelerle beraber ¢ok sayida 16kosit goriiliir (18).

Diostrus 57 saat siirer ve vajinal sitolojide 16kositler predominanttir. Overlerde matiir

korpus lutea goriiliir (20).

Tablo-6: Disi sicanlarda vaginal sitoloji ve hiicre tipleri (21)

Evre Notrofil Kiiciik Biiyiik Kornifiye Hiicre
cekirdekli cekirdekli hiicre yogunlugu
epitel hiicre epitel hiicre
Prodstrus 0-+ ++ - +++ 0-+ 0-+ Az - orta
Ostrus 0-+ 0-++ 0-++ ++ - +++ | Orta - ¢ok
Metostrus | + - +++ + - ++ + - ++ +-+++ | Orta - cok
Diostrus ++ - +++ + - ++ + - ++ 0-+ Az - orta

0= hiicre yok, += az, ++=orta, +++=yogun

2.5. Endokrin Bozucular

Hormon benzeri etki gosteren veya hormon reseptorlerini etkileyen fiziksel, kimyasal
etmenler endokrin bozucular olarak adlandirilmaktadir. Endokrin bozucular, dstrojen,
androjen, tiroid hormonu gibi hormonlar: taklit ederek hormonal yolaklarin fazlaca
uyarilmasini veya reseptor diizeyinde blokaj olusturarak fonksiyonlarinin degisimine
yol agarlar. Pestisitler, tekstil {iriinleri, yangin sondiiriiciiler, plastikler, parflimler,
deterjanlar, losyonlar, boyalar ve yemeklerde bile endokrin bozucu kimyasallara

rastlanilmaktadir (3).

21



2.6. Bildircin Yumurtasi

2.6.1. Bildircin yumurtasi icerigi

Bildircin yumurtasi, oldukga yiiksek bir protein deposudur. Igerigindeki besleyici
maddelerin yogunlugu nedeniyle yaygin olarak tiiketilen tavuk yumurtasindan daha
yararli oldugu iddia edilmistir (22). Tavuk yumurtasi ile karsilastirildiginda, bildircin
yumurtasinda kolesteroliin daha diisiik (7) veya ayni miktarda oldugunu gdsteren

caligmalar vardir (23).

2.6.2. Bildircin yumurtasi tiiketim durumu

Bildircin yumurtasi tiiketimi; Sayili ve ark. yaptig1 ¢alismaya gore, Tokat ili kentte
yasayanlarda ortalama %45,83 olarak bulunmustur. Aile basina bildircin yumurtasi
tilketim miktar1, genel ortalamada 30.59 adet/y1l oldugu goriilmiis. Kisi bagina diisen
bildircin yumurtasi tiiketimi ise genel ortalamada 7,69 adet/y1l olarak tespit edilmis.
Aylik geliri 2000 TL’ nin altinda olanlarda kisi bast bildircin yumurtas: tiiketimi 6,14
adet/y1l iken, 2000 TL iizerinde olanlarda 9,72 adet/y1l olarak bulunmus. Bildircin

yumurtasi temini ise %88 iizerinde siipermarketlerden temin edildigi belirtilmis (8).
2.6.3. Bildircin yumurtasi1 kullanimi

Bildircin yumurtas: tiiketiminin, ¢ocuklarin bedensel ve zihinsel gelisimine yardimci
oldugu, bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi, oksiiriik, grip, bronsit gibi hastaliklarin,
bildircin yumurtas: tiikettikten sonra kisa siirede gectigi ve hastalarin istahlarmin
arttig1 dreticiler tarafindan iddia edilmektedir (22). Tamamlayic1 ve alternatif tip
uygulamalar1 ile ugrasanlar tarafindan astimli ¢ocuklarda Onerildigi bilinmektedir
(24). Say1li ve ark. yaptigi caligmaya gore; katilimcilarin %95.46’s1 ¢ocuklarinin beyin
gelisimine katkida bulunmasi, bagisiklik sistemini giiglendirmesi ve vitaminden

zengin oldugu diistincesiyle bildircin yumurtasi kullandiklarini ifade etmistir (8).
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2.7. Ostrojenler

Ostrojen, her iki cinste de {ireme sistemin onemli hormonlaridir. Ostrojenin fazla
olmasi meme,endometriyum, over ve prostat kanserine yol agarken,; eksikligi ise
menapoz semptomlarina, kardiyovaskiiler hastaliklar ve osteoporoza yol agmaktadir.
Insanlarin ve hayvanlarin gesitli hiicrelerinden iiretilen strojene, endojen &strojen
denir. Eksojen ostrojen ise dogal kaynakli ve sentetik olmak tizere ikiye ayrilir. Dogal
kaynakl1 ostrojenlerin, bitkiler tarafindan iiretilenine fitodstrojen, mikroorganizmalar
tarafindan {iretilenine mikodstrojen denilmektedir. Sentetik Ostrojenler, kimyasal
Ostrojen ve gevresel Ostrojen olarak iki gruba ayrilir. Kimyasal metotlar ile elde edilen
Ostrojene kimyasal Ostrojen, c¢esitli sanayi kollar1 tarafindan ¢evreye yayilan ve
ostrojenik etki gosteren Ostrojen ¢evresel Ostrojen denir (Sekil-3).

Fitoostrojenler son yillarda hormon replasman tedavilerinde kullanilabilirligi,
givenirligi ve etkinligi tizerine olduk¢a fazla g¢alisma vardir. Ksenobiyotikler,
Ostrojenik etkiye sahip g¢evresel kirleticilerdir ve reprodiiktif organlar ve erkek
fertilitesi tizerine olumsuz etkilere sahiptir. Ksenobiyotiklerin aksine, fitodstrojenlerin
menapoz semptomlarina karsi koruyuculugu saglik {izerine yararl etkileri oldugunu

diistindiirmistiir (25).

pestisitler
(DDT ve tirevleri...)

sentetik 6strojenler

endustriyeller
kimyasallar

eksojen éstrojenler fitobstrojenler

Ostrojen

endojen dstrojenler mikodstrojenler

Sekil-3: Dogada bulunan éstrojen gruplar (26)
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3. GEREC ve YONTEM

Bildircin  yumurtasinin  puberteyi tetikledigi yoniindeki, klinik gozlemlerimize
dayanarak, hasta dosyalar1 tarand1 ve anket ¢alismasi yapildi. Caligma, 09.2020.386
protokol kodu ile Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu’nca onaylandi.

Calismanin hayvan deneyi kismi, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 09.07.2018 tarih ve 70.2018.mar protokol numaras ile etik yonden uygun
bulunarak, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Basibilyiik Yerleskesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda yapildi. Calisma biit¢esinin tamami Marmara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) nin SAG-C-

TUP-130219-0049 proje no’lu karar1 geregince karsilandi.

3.1. Klinik Calisma

3.1.1.Cahsma gruplarimin se¢imi

Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesi (MUPEAH) Cocuk
Endokrinoloji Poliklinigine basvuran ve bagvuru sikayeti erken meme gelisimi
(prematiir telars) olan, 6-8 yas arasindaki 55 kiz, ¢alisma grubu olarak belirlendi.
Kontrol grubu ise, MUPEAH Cocuk Endokrinoloji Polikliniginde tip 1 diyabetes
mellitus tanisi ile izlenen, diizenli insiilin kullanan, kan sekerleri kontrol altinda olan,
HbA1C diizeyleri diyabette olmasi istenilen diizeylerde olan, 6-8 yas arasi takibimizde
olan ve pubertesi 8 yasindan sonra (normal zamanda) baslamis, toplam 54 hastadan
olusturuldu.

6 yas oncesinde bildircin yumurtasi kullanimi sorgulamak icin ebeveynlere anket
yapildi ve hasta dosyalar1 incelendi. Calismaya katilmay1 kabul eden kiz ¢cocuklarin

veli/vasisinden aydinlatilmis onam belgesi alindi.
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3.1.2. Calismaya dahil edilme ve ¢ikarilma kriterleri

Prematiire telars grubu icin;

Alinma kriterleri:

Idiopatik etyoloji

Ik bagvurusu prematiire telars olan
6-8 yas arasi takibimizde olan
Altta yatan hastalig1 olmayan

Kiz cinsiyet

Pubik killanmas1 olmayan

Kontrol grubu icin;

Alinma kriterleri:
Tip 1 Diyabetes Mellitus hastasi
Insiilinleri diizenli uygulayan

Hbalc diizeyleri kontrol altinda olan,
6-8 yas aras1 takibimizde olan

Pubertesi 8 yasindan sonra baslayan

Kiz cinsiyet

3.1.3. Verilerin toplanmasi

Cikarilma kriterleri:

Organik etyolojisi olan puberte prekoks
olmast

[k basvurusu prematiire telars
olmamasi

6-8 yas arasi takibimizde olmamast
Altta yatan hastalig1 olmast

Erkek cinsiyet

Pubik killanma olmasi

Cikarilma kriterleri:

Insiilinleri diizenli uygulamamasi
Hbalc diizeyleri kontrol altinda
olmamasi,

6-8 yas arasi takibimizde olmamasi
Pubertesi 8 yagindan dnce baslamasi

Erkek cinsiyet

Hastalarin dosyalar1 retrospektif olarak incelendi ve dosya verileri tlizerinden

demografik, klinik ve laboratuvar bilgileri elde edildi.

Ebeveynlerine anket sorular1 ile 6 yasindan Once bildircin yumurtas: kullanim

durumlar1 ve kullanmislarsa kullanma sikliklar1 soruldu.



Kullanma sikliklarz;
e Az tiikketim, yilda 10 adet ve altinda kullanim
e Orta tiiketim, ayda 3 ve iizeri kullanim veya yilda 10-20 adet ve 1 yildan uzun
stire kullanim
¢ Yogun tikketim, haftada 3 ve {izeri kullanim veya ayda 10-20 adet ve 1 yildan
uzun siire kullanim olarak belirlendi.
Sayil1 ve ark. yapmis olduklari ¢alismada, bildircin yumurtasi kullanimini kisi bas1 9,7

adet/y1l olarak bulmuslar. Buradan yola ¢ikarak, az tiiketim kriteri olusturuldu (8).

3.2. Hayvan Deneyi Calismasi
3.2.1.Ratlarin bakim

Sprague-Dawley tipi albino 8 adet disi rattan 36 disi yavru temini saglandi. Dogum
sonrast ilk 10 giinii, Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi (DEHAMER)’nde tamamladiktan sonra Marmara Universitesi Basibiiyiik
Yerleskesi Fizyoloji Laboratuvari’na getirildi. Ad libitum su ve standart yemin
bulundugu, 12 saatlik aydinlik ve karanlik dongiilerle, sicaklik (22 + 2 © C) ve bagil
nemin (65-70) uygun sartlarda saglandigi klimali bir odaya yerlestirildi. Deney, Mart-
Nisan 2019 tarihlerinde Fizyoloji Laboratuvari’nda gerceklestirildi. ELISA Kkitleri,
Temmuz 2019°da Zeytinburnu Molgen Laboratuvari’nda c¢alisildi. Tiim deney
protokolleri, Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Bakim ve Kullanim Kurulu
tarafindan onaylandi. Laboratuar hayvanlarimin bakimi ve kullanimi i¢in kilavuz bu

caligmada basariyla kullanildi.

3.2.2.Deney dizaym

Dogduklar1 giin, postnatal 0. Giin olarak kabul edildi. Postnatal 10. giin laboratuvara
getirildi. Postnatal 14. giin beslenmeye baglanildi. Postnatal 21. giin siitten kesildiler
ve anne ile erkek yavru ratlar ayr1 kafeslere alindi. Ayni batindan dogan disi ratlar

kendi kafeslerinde bakimlarina devam edildi. Postnatal 14. giinde yavrularin cinsiyeti
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belirlendi ve disiler isaretlendi. Postnatal 14. giinden postnatal 30. giine kadar biitiin
ratlar bulundugu gruba uygun sekilde beslendi. Her giin viicut agirliklar1 ve burun-
kuyruk boy olgiimleri yapildi. Postnatal 22. giinden itibaren vaginal agiklik kontrol
edildi. Postnatal 30. giin dekapitasyon yapildi.

PN 10. giin PN 21. giin v;';'n—"’af"a%:’—;:lk
Laboratuara getirildi. Anneden aynildi. e

kontrolleri basladi.

Anne siti

G

\ J

e
L J
Y
PN 0. giin PN 14! giin PN 30. giin
Dogum Beslemeye baslanildi. Dekapitasyon

Sekil-4: Deney dizayni

3.2.3. Gruplarin tayini

Yavru sayisi azaldik¢a hayvanlarin agirhigi artis gosterdigi i¢in, yavru sayisi minimum
8-maksimum 12 olan gebe ratlar secildi. Her annenin en az 2 disi yavrusu oldugu
goriildii. Random gruplara ayrildi. In utero ve postnatal cevresel faktdrlerden
etkilenmemesi amaciyla aynm1 anneden dogan ratlar, grup farki gozetmeksizin ayni

kafeste takip edildi.
Gruplar, asagidaki sekilde belirlendi.

Grup | (Su- Negatif kontrol): Su ile negatif kontrol grubu belirlenmis ve bu gruptaki
hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirligina 0.1 mL olacak sekilde su verildi.
Bildircin yumurtasinin ¢oziiniirliigii su ile saglandigi igin su ile negatif kontrol grubu

olusturuldu.
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Grup Il (Yag- Negatif kontrol): Yag ile negatif kontrol grubu belirlenmis ve bu
gruptaki hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirligima 0.1 mL olacak sekilde
siviyag verildi. Pozitif kontrol grubuna verilen 17p-estradiol ¢oziiniirliigi yag ile

saglandig1 i¢in yag ile negatif kontrol grubu olusturuldu.

Grup Il (Bildircin yumurtas1 300 mg/kg): Bildircin yumurtast 300 mg/kg grubu
olarak belirlenen bu gruptaki hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirligina
verilecek olan 0.1 mI’lik soliisyonda 3 mg bildircin yumurtasi ve geri kalan1 su olacak

sekilde hazirlanan soliisyon verildi.

Grup IV (Bildircin yumurtasi 1000 mg/kg): Bildircin yumurtas1 1000 mg/kg grubu
olarak belirlenen bu gruptaki hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirhigina
verilecek olan 0.1 ml’lik soliisyonda 10 mg bildircin yumurtasi ve geri kalani su olacak

sekilde hazirlanan soliisyon verildi.

Grup V (Bildircin yumurtasi 3000 mg/kg): Bildircin yumurtast 3000 mg/kg grubu
olarak belirlenen bu gruptaki hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirhigna
verilecek olan 0.1 m1’lik soliisyonda 30 mg bildircin yumurtasi ve geri kalani su olacak

sekilde hazirlanan soliisyon verildi.

Grup VI (17p-estradiol - Pozitif kontrol): 17p-estradiol 50 mcg/kg grubu olarak
belirlenen bu gruptaki hayvanlara, oral gavaj ile her 10 gr viicut agirligina verilecek
olan 0.1 ml’lik soliisyonda 0,5 mcg bildircin yumurtast ve geri kalam1 yag olacak

sekilde hazirlanan soliisyon verildi.
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Sekil-5: Deney prosediiriiniin asamalari. Tlk 21 giin anne ve tiim yavrularin aym kafeste
izlendi (A). PN 14. Giinde yavrularin cinsiyeti belirlendi. Disiler iiretra, vagen ve aniis
acikliklari olmasi ve memelerinin belirgin olmasi ile ayirt edildi ve kuyruklari isaretlendi
(B). Erkeklerde vagen acikliinin olmamasi ve memelerin olmamasi ile ayirt edildi (C).
Bildircin yumurtalar 11 ile 16 gr arasi degiskenlik gostermekle birlikte, kabugu kirilip
homojenize edildi ve diliisyon su ile yapildi (D). Orogastrik gavajla agiz icinde sola dayah
gecilerek sonda kesilmesi engellendi ve travmatize olmadan mideye ulasild1 (E). Kanh
defekasyon (F), 3000 mg/kg grubundan ratta goriildii ve bu doz grubu deney dis1
birakildi

Orogastrik sonda ile beslenme yapildi. Her giin viicut agirliklar: 6lgiilerek, viicut
agirliklarina gore beslenme yapildi. Her 10 gr viicut agirligima 0.1 ml soliisyon
verilmesi sekilde planlandi. Ornegin; 1000 mg/kg doz alacak olan hayvan, viicut
agirhigr 10 gr ise alacagr 0,1 ml’lik soliisyonda 10 mg yumurta igerigi olacak sekilde
hesaplandi.

Bildircin yumurtast dozlari, ¢ocuklarin kilosu ve bildircin yumurtas: gramajinin
oranina gore hesaplandi. Bir bildircin yumurtas: ortalama 10-16 gramdir. Onbes
kilogram bir ¢ocuk bir yumurta yerse 1000 mg/kg seklinde ortalama doz bulundu ve
alt ve tist limitler belirlendi.

Bildircin yumurtasi, herkesin ulasabilecegi yaygin market zincirlerinden temin edildi.
Pozitif kontrol grubuna ise 17p-estradiol (E2) verilmesi planlanmis ve 50 mcg/kg

olarak belirlenen doz literatiirden elde edilmistir (1).
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Tablo-7: Deney gruplar ve rat sayilari

Deney Gruplar Rat Sayilan
Grup | (Su-Negatif kontrol)
Grup II (Yag-Negatif kontrol)

Grup III (Bildircin yumurtasi 300 mg/kg)

Grup IV (Bildircin yumurtast 1000 mg/kg)
Grup V (Bildircin yumurtas1 3000 mg/kg)
Grup VI (17p-estradiol-Pozitif kontrol)

| O O 0| o1 O

3.2.4.Deney dis1 birakma Kkriterleri

Orogastrik sonda ile besleme teknigine bagli olarak zarar goren hayvanlar ve
diiskiinliik, beslenememe, kilo kaybi1 gibi durumlarin gozlenmesi halinde Gtenazi

yapilarak deney dis1 birakildi.

3.2.5.Ratlarin Antropometrik Olciimleri
Tim gruplarda yer alan siganlarin viicut agirliklari, burun-kuyruk boy uzunluklari
deney siiresince her giin 6lgiildii ve kaydedildi.
Dekapitasyon giinii; viicut agirliklari, burun-kuyruk boy uzunluklari, burun-aniis boy
uzunluklari, bas uzunluklan 6l¢iildi (Sekil-6).

3.2.6. Vaginal Aciklik Belirlenmesi
Disi siganlarda vajinal agikligin goriilmesi veya ilk prodstrus donemi puberteye giris

olarak kabul edilmektedir (17). Tim gruplarda yer alan siganlarin 22. giiniinden

itibaren vajinal agikliklarinin takibi yapildi ve kayit altina alindi (Sekil-7).
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Sekil-6: Ratlarin antropometrik élciimleri. Viicut agirhgi (A), kafa uzunlugu (B), burun
kuyruk uzunlugu (C) élciimleri goriilmektedir. Kafa uzunlugunu él¢mede kullandigimiz
kaliper B’de goriilmektedir.

Sekil-7: Vaginal aciklik belirlenmesi ve smear alimi. Kapah vagen goriiniimii (A), kapal
vagenden smear alimi (B), vagen icerisinde pamuk ¢ubugun angajmani (C), acik vagen
goriiniimii (D ve E).
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3.2.7. Ratlarm Ostrus Siklusu

Ratlarda menstriiel dongii, ortalama 4-5 giin siirmektedir ve bu dongii prodstrus,
Ostrus, metostrus ve didstrus evrelerinden olusmaktadir. Hayvanlarin menstriiel
dongiisii, vajinal smear yontemi ile belirlendi (Sekil-7). Deneyin sonlandirilacagi giin
sicanlardan alinan smear ornekleri mikroskop altinda incelendi. PN 30. giinde ratlar
dekapite edildi. Vaginal agiklik, normal sartlar altinda 33 — 42. giinlerde goriiliir (18).
PN 30. giinden sonra tiim ratlarin vaginal kanali agilacagi i¢in, normal sartlar altinda

beklenen siireden daha dnce tiim ratlarin dekapite edilmesi planlandi.

3.2.8. Cerrahi islemler

Cerrahi islemlere baslamadan once hayvanlar hafif eter anestezisi altina alindi.
Anestezi saglandiktan sonra, dekapite edilerek Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) i¢in 2-3 mL kadar kan alind1. Insizyon yolu ile hayvanin karin bolgesi acild.
Beyin, bobrekler, karaciger, uterus ve over dokular1 yag dokularindan arindirilarak
alind1 ve ayr1 ayn tartilarak kaydedildi (Sekil-8). Ardindan bu dokularin fiksasyon
islemleri gerceklestirildi.
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Sekil-8: Organlarin diseksiyonu. Organlarin batin icerisindeki yerlesimi (A), negatif
kontrol grubunun uterusu (B), éstrojen grubunun uterusu (C), bobrekler (D), beyin (E),
karaciger (F) ile gosterilmistir.

3.2.9. Histolojik degerlendirme

Serum fizyolojik ile nemlendirilmis pamuklu ¢ubukla siganlardan vajinal siiriintii
ornekleri alindi1 ve temiz bir lama aseptik sekilde yayildi. Islem sirasinda her hayvan
icin ayrt pamuklu ¢ubuk, lam ve lamel kullanildi. Siganlara ait ornekler havada
kurutulduktan sonra Giemsa boyasi ile boyandi. Distile su ile yikanan 6rnekler entellan
ile kapatildi. Hazirlanan preparatlarda vajinal epitel hiicreleri 151k mikroskopu
(Olympus BX-51, Tokyo, Japonya) altinda x20/x40 biiyiitme ile incelendi. Vajinal
epitel hiicrelerini tanimlamak amaciyla Cora ve ark. tarafindan belirtilen kriterler
kullanild1 (27).

Tiim gruplardan alinan overdokular1 %10’luk nétral tamponlu formalin igerisinde 72
saat fikse edildi. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek
dehidrate edildikten sonra dokular ksilene alinarak seffaflanmalar1 tamamlanana kadar
bekletildi. Ardindan doku 6rnekleri 60°C’lik etiivde bulunan sivi parafinde 4 saat
bekletildikten sonra gdbmme cihaz ile kasetler igerisinde bloklandi. Over doku parafin

bloklarindan yaklasik 4 um kalinliginda kesitler alindi. Morfolojik degerlendirme ve

33



folikiil sayimi amactyla kesitler Hematoksilen ve Eosin (H&E) boyasi ile boyandi.
H&Eboyast ile boyanan kesitlerde primordiyal/primer, preantral, antral ve
preovulatuvar folikiiller sayildi. Dejenere olan folikiiller not edildi. Folikiil sayiminda
Plowchalk ve ark. tarafindan modifiye edilen Pederson ve Peters siniflamasi kullanild
(28, 29). Kesitlerden x4 objektif ile ¢ekilen fotograflarda Imaje J programi kullanilarak

over alani hesaplandi.

Tim gruplardan alinan uterus dokular1 %10’luk nétral tamponlu formalin icerisinde
48 saat fikse edildi. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek
dehidrate edildikten sonra dokular ksilene alinarak seffaflanmalari1 tamamlanana kadar
bekletildi. Ardindan doku ornekleri 60°C’lik etiivde bulunan sivi parafinde 3 saat
bekletildikten sonra gdbmme cihazi ile kasetler igerisinde bloklandi. Uterus doku
parafin bloklarindan yaklasik 4 um kalinhiginda kesitler alindi ve H&E boyasi ile
boyandi. Epitel uzunlugu, stroma kalinligi, myometrium kalinlig1 Image J programi
kullanilarak 6l¢iiliip kesitte goriilen gland yapilar1 sayildi. Ayrica uterus kavite alani

Image J kullanilarak hesaplandi.

3.2.10. Biyokimyasal degerlendirme

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) yoOntemi antijen veya antikor
taramasinda kullanilan serolojik testlerden biridir. Bu yontem, 6zgiil antijen antikor
baglanmasin1 gostermek amaciyla enzimle isaretli konjugat ve enzim substrati
kullanilarak renk olusumu esasina dayanan bir testtir. Elimizde neye 6zgii oldugunu
bildigimiz antijen ile 6rneklerdeki antikoru, tipini ve miktarini saptayabiliriz. Eger
elimizde antikor var ise antikora 6zgii olan antijeni ve miktarin 6l¢ebiliriz. Bu yontem
ile serumdan LH, FSH, ostradiyol, leptin, IGF-1, kolesterol, LDL, kreatinin diizeyleri
calisild.

ELISA icin, aprotinin igeren tiiplere (BD, A.B.D) her bir hayvandan yaklasik 2-3 mL
kan alinmistir. Daha sonra alinan kanlar 10.000 devir hizda 3 dakika santrifiij
edilmistir. Ustte kalan serum kismzi; her bir ependorf tiipe yaklasik 200 uL igerecek
sekilde ayrilmis ve -80 ‘C'de ELISA yapilana kadar muhafaza edildi.
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-80°C'den ¢ikarilan o6rnekler dnce -20°C'ye daha sonra +4°C'ye alinarak serumlarin

kademeli olarak ¢oziinmesi saglandi.

150 pL 150 pL 150pL 150 L 150 L

£ N NN
Standard — — — — q

@ VvUCT

Sekil-9: Standartlarin diliisyonu

3.2.10.1. Standartlarin hazirlanmasi
Her tiipe 150 pL Standart Diluent eklendikten sonra; stok standart tiiptinden 150 puL
seri diliisyon ile gorseldeki gibi dagitildi. Her asamadan Once pipetaj yapilarak esit

dagilmasi saglandi (Sekil-9).

3.2.10.2. Yikama soliisyonu
30X Yikama soliisyonu distile su ile 1X olacak sekilde dilue edildi ve yikama

asamalarinda bu soliisyon kullanildi.

3.2.10.3. Assay prosediirii
1-Calismaya baslamadan once tiim gerekli reaktifler kitin protokoliine uygun olarak
hazirlandi.
2-Hazirlanan standart tiiplerinden belirlenen kuyulara 50 pL standart eklendi.
3-Orneklerin test edilecegi kuyulara 40 pL sample diluent eklendi. Ayn1 kuyulara 10
pL ornek eklendi. Blank olarak belirlenen kuyu bos birakild.
4-Plate bir sealer ile kapatilarak ve 37 ° C'de 45 dakika inkiibe edildi.
5-Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyulardaki &rnekler aspire edildi. 250 uL yikama
soliisyonu ile 5 kere yikama yapildi. 5. yikama sonrasinda plate bir filtre kagidi
iizerine ters cevirilerek plate kalan yikama soliisyonundan arindirildi.

6-Blank kuyusu harig, tiim kuyulara 50 pL. HRP-Konjugat saptama antikoru eklendi.
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7-Plate yeni bir sealer ile kapatildi ve 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

8-Yikama islemi 5. adimdaki gibi bes kez tekrarlandi.

9-Her kuyuya 50 ul. kromojen A ¢ozeltisi ve arkasindan 50 pl. bir kromojen B
¢oOzeltisi eklendi.

10-Hafifce karistirildi ve 15 dakika boyunca 37 ° C'de inkiibe edildi. Bu asamada
1siktan korundu.

11-inkiibasyon sonrast her kuyuya 50 puL Stop Solution eklendi. Kuyulardaki rengin
maviden sartya degisimi gozlemlendi.

12-On- on bes dakika igerisinde, Optik Yogunlugu (O.D.), 450 nm'de Multiskan™ GO
Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific™) kullanarak okuma yapildi.
13-Standard egri dort parametreli lojistik (4-PL) ile olusturuldu ve Orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.11. Lipit peroksidasyon-malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH)
olciimii

Oksijen serbest radikalleri, hiicre membrani yapisindaki lipitlerinin peroksidasyonuna
yol acar. Lipit peroksit, otokatalitik zincir reaksiyonunu stimiile ederek; ciddi
membran, organel ve hiicre hasarina yol agar. Lipit peroksidasyonun en bilinen son
irtini MDA’dir. Biz de calismamizda, karaciger ve bobrek dokularindaki MDA’y1
Olcerek lipit peroksidasyonu degerlendirmeyi hedefledik.
Her hayvandan alinan Kkaraciger ve bobrek doku oOrnekleri -20°C’lik derin
dondurucularda MDA ve GSH diizeyleri ile myeloperoksidaz (MPQO) aktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in saklanip, dokular Ultra Turrax doku homojenizatorii
kullanilarak buzda bekletilmis trikloroasetik asit (1 g doku basina 10 ml %10 TCA) ile
homojenize edildi.
Lipid peroksidasyonu iirlinlerinin diizeyinin incelenmesi i¢cin MDA seviyeleri
tiobarbitilirik asit reaktif madde olusumu gozlemlenerek Ol¢iimii yapildi. Lipid
peroksidasyonu, 1.56 % 105 M—-1 cm—1 tiikenme katsayis1 kullanilarak MDA
cinsinden agiklanip sonuglar nmol MDA/gram doku cinsinden belirtildi.
Glutatyon seviyeleri modifiye Ellman prosediirii kullanilarak 6l¢iildii.  4°C’de 10000
devir/dk’lik santrifiijde 10 dakika santrifiij edildikten sonra 0.5 ml’lik siipernatantin 2
ml’lik 0.3 mol/l Na2HPO4-2H2O0 soliisyona eklendi. DTNB (0,4 mg/ml %1 sodyum
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sitrat)’den 0.2 mI’lik bir soliisyon da bagta hazirlanan soliisyona eklenmesinden hemen
sonra 412 nm absorbans degerinde dl¢iimii yapilip GSH seviyeleri tiikenme katsayisi

olan 1.36 x 105 M—1 cm—1"de hesaplandi ve sonuglar GSH/g cinsinden belirtildi.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Her iki ¢alisma sonunda elde edilen veriler, GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) programi kullanilarak degerlendirildi. Veriler, ortalama
+standart hata (ort £SH) olarak ifade edilip, in vivo rat ¢aligmasi verilerin analizinde
One-Way ANOVA ve student’s t testleri, klinik ¢alismada ise Kikare ve student’s t
test kullanildi. Tiim analizlerde, p degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlaml

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Calisma Verileri
Izole prematiir telars ile basvuran hastalarin basvuru yaslar1 ortalamasi 7 yas 2 ay
olarak saptandi. Kontrol grubu hastalarinda diizenli takipleri 3 ayda bir oldugu icin 7

yas 2 ay + 2 ay sirasindaki verileri analize alindi.

Tablo-8: Prematiir telars ve kontrol grubunun demografik ozellikleri

Kontrol grubu Prematiir telars grubu
(n=54) (n=55)

Basvuru yas1 / 7 yas 2 ay £ 2 ay 7 yas 2 ay

degerlendirme yasi (yil)

Kilo (kg) 24,21 +£0,51 28,82 +0,71 *

Boy (cm) 123,6 £ 0,88 127,6 £ 1,22 *

VKki (kg/m2) 15,81 +£0,24 17,62 +£0,28 *

Dogum kilosu (g) 3173 £76,8 3071 £ 86

Kemik yas1 (yil) 8,9+ 0,23

Anne menars yasi (yil) 12,4 £ 0,18

Basvurudaki meme Evre 1: 54 (%100) Evre 1: 0

tanner evreleri () Evre 2: 0 Evre 2: 9 (%16,4)
Evre 3: 0 Evre 3: 38 (%69,1)
Evre 4: 0 Evre 4: 8 (%14,5)
Evre 5: 0 Evre 5: 0

Student t testi. Degerler, standart hata ile verilmistir.
*p degeri <0,05 anlamlidir.
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Sekil-10: Sirasiyla viicut agirhgi, boy uzunlugu ve viicut kitle indeks verilerine gore, aym
yastaki kontrol ve prematiir telars gruplarinin karsilastirmasi

Prematiir telars grubunun kilosunun, boyunun ve viicut kitle indeksinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak fazla oldugu goriildii (Sekil-10).

Prematiir telars grubunun kemik yasi ortalamasi 8,9+0,23 olmakla birlikte, takvim
yasindan ileridir (Tablo-8).

Prematiir telars grubunun dogum kilolarinin ortalamas1 3071+ 86 g, kontrol grubunun
3173 £76,8 olarak saptanmis olup, anlamli farklilik saptanmad: (Tablo-8).

Prematiir telars grubunun anne menars yasi 12,4 saptandi (Tablo-8).

Prematiir telars grubunun %16,4’{iniin evre 2, %69, 1 iiniin evre 3, %14,5’inin evre 4
meme gelisimi oldugu, hepsinin pubik killanma agisindan evre 1 oldugu anlasildi
(Tablo-8).

Prematiir telars grubunun %60’mn1, kontrol grubunun ise %27,8’inin hayatlarinin bir
doéneminde bildircin yumurtast yedigi belirlendi (Sekil-11). Az tiiketenler, kontrol
grubunda %20,4 iken; prematiir telars grubunda %18,2 idi. Orta diizeyde tiiketim
kontrol grubunda %7,4 iken; prematiir telars grubunda %21,8 idi. Yogun tiikketim
kontrol grubunda hi¢ yokken, prematiir telars grubunda %20 olarak saptandi (Tablo-
9). Bildircin yumurtasi tiiketiminin, prematiir telars lizerine etkisinin istatistiki olarak

anlamli oldugu saptandi (p:0,008) (Sekil-11, Tablo-9).
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Tablo-9: Prematiir telars ve kontrol grubunun bildircin yumurtasi kullanim durumu

Bildircin  yumurtasi | Kontrol grubu (n:54) Prematiir telars grubu (n:55)
kullanim durumu Siklik Yiizde (%) | Siklik Yiizde (%)
Hig tiikketmeyen 39 0%72,2 22 %40

Az tiiketim 11 %20,4 10 %18,2

Orta tiikketim 4 %7,4 12 %21,8
Yogun tiikketim 0 %0 11 %20
Toplam 54 55

*Az tiikketim, yilda 10 adet ve altinda kullanim

*QOrta tiiketim, ayda 3 ve iizeri kullanim veya yilda 10-20 adet ve 1 yildan uzun siire kullanim
*Yogun tliketim, haftada 3 ve {izeri kullanim veya ayda 10-20 adet ve 1 yildan uzun siire
kullanim olarak belirlendi.
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Sekil-11: Kontrol ve prematiir telars grubunun az, orta ve yogun bildircin yumurtasi
tiikketim durumunun karsilastirmasi. Ki-kare test, p:0,008.

4.2. Hayvan Deneyi Calismasi Verileri
4.2.1. Genel toksisite

Bildircin yumurtasi 3000 mg/kg doz ile beslenen ratlarda, diger ratlarda gériilmeyen

diyare, kanl1 digkilama ve 6liim gozlemlendi. Farkli zamanlarda farkli kafeslerdeki 2

rat PN 22. giinde 6lii bulundu. Bir bagka ratta, PN 22. Giin diyare gozlemlendi. Bir
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diger ratta ise aniisiiniin kanli oldugu kanli diskilamasi oldugu goriildii. Bu sebeple,
3000 mg/kg’1n toksik doz oldugu diisiiniildii ve bu grup deney dis1 birakildi.
Bildircin yumurtasi 300 mg/kg ile beslenen bir ratta gavajla besleme teknigine bagh

sag kolda hemiparezi gdzlemlenmesi lizerine 6tenazi gerceklestirildi.
4.2.2.Viicut Agirhgi ve Biiyiimenin Degerlendirilmesi
PN 14. giinden itibaren gavajla beslenmenin baglanmas itibari ile her giin bakilan

viicut agirliginin gilinlere gore arttigi ancak artiglarin gruplar arasi anlamli olmadigi

goriildii (p: 0,9986) (Sekil-12).

80—
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ilk giindi (PN 14.gun)

Sekil-12: Orogastrik gavajla beslenmenin ilk giinii (PN 14. giin)’nden itibaren her giin
olciilen viicut agirhklarmin 5 giin araliklarla karsilastirilmasi

41



N
ol
|

N
o
1
\}-A

[EEN
o
|

a1
1

o

Burun-kuyruk uzunlugu (mm)
[IY
al
i o
\

o
(&)
=
- O
=
(&)
N
o

* Giin
Gavajla beslemenin

ilk gtinG (PN 14.giin)

Sekil-13: Orogastrik gavajla beslenmenin ilk giinii (PN 14. giin)’nden itibaren her giin
olciilen burun-kuyruk uzunlugunun 5 giin araliklarla karsilastirilmasi

PN 14.giinden itibaren gavajla beslenmenin baslanmasi itibari ile her giin bakilan
burun-kuyruk uzunlugunun giin giin artis gosterdigi ancak gruplar arasi anlamlilik
olmadigi gorildi (p: 0,9921) (Sekil- 13).

Dekapitasyon giinli yapilan viicut agirligi, kafa uzunlugu, burun-kuyruk uzunlugu,
burun-aniis uzunlugu gibi antropometrik Sl¢iimlerde gruplar arasi anlamli farklilik

saptanmadi (Tablo-10, Sekil-14, Sekil-15).

Tablo-10: Dekapitasyon giinii yapilan antropometrik olgiimler

Dekapitasyon giinii Kontrol E2 BY 300 BY 1000
antropometrik (n=10) (n=6) mg/kg mg/kg
Olgtimler (n=8) (n=6)

Viicut agirhigi (g) | 62,24 £3,13 | 54,67 £2,50 | 60,19 +4,04 | 58,30 +2,19

Kafa uzunlugu 3,30 £0,059 | 3,38 0,054 | 3,47 0,086 | 3,40 +0,057

(cm)
Burun-kuyruk 21,41 +£0,732 | 20,27 +0,472 | 21,13 £0,532 | 20,83 +0,270
uzunlugu (cm)

Burun- aniis 12,29 £0,334 | 11,88 £0,215 | 12,36 £0,353 | 12,38 £0,216
uzunlugu (cm)

One-way ANOVA test
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Sekil-14: Viicut agirhgmin gruplara gore karsilastirnlmasi (p:0,4397)
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Sekil-15: Bas-aniis uzunlugunun gruplara gore karsilastirilmasi (p:0,7195)

4.2.3.Vaginal aciklik zamam

Pozitif kontrol grubu olan 6strojen alan grubun hepsinde PN 25. giinde vaginal agiklik
goriildii. BY 300 mg/kg grubundan 2 rat ve yag grubundan 1 ratta PN 26. giinde, yag
grubundan bagka bir ratta PN 30. Giinde vaginal agiklik goriildii. Diger gruplarda

vaginal aciklik gézlemlenmedi.
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4.2.4. Vaginal smear degerlendirilmesi

4.2.4.1. Tiim lam degerlendirmesi

Tim lam hiicreleri sayildi ve Ostrus siklus evrelemesi i¢in degerlendirildi. Vaginal
aciklik goriilen ratlarin sikluslarinin evreleri net olarak belirlendi (Sekil-16). Ancak
vaginal agikligi goriilmeyen Ozellikle su ile negatif kontrol olusturulan grubun
seliilaritesinin oldukga az olmasi ve belirli bir hiicre hakimiyeti olmamasiyla birlikte
prepubertal oldugu disiiniildii (Sekil-17). Prodstrus evresinde parabazal hiicre ve
intermediyer hiicrelerin hakim oldugu, Gstrus evresinde ise seliilarite yogun ve bol
miktarda c¢ekirdegini kaybetmis kornifiye hiicrelerin hakim oldugu, metdstrus
evresinde ise zeminin kirli, mukuslu, seliilaritenin yogun, kornifiye hiicre ve 16kosit
hakimiyetinin oldugu, didstrus evresinde seliilarite az, 16kosit hakimiyetinin oldugu
bilinmektedir. Smear degerlendirmesinde BY 300 mg/kg ve 1000 mg/kg gruplarinin
prodstrusa girdikleri ve kornifiye hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yapisi ve ¢ekirdeklerini
heniiz kaybetmemis olma durumu ile 6strus sikluslarinin yeni basladigi diistiniildii. E2
grubunun ise, tiim hiicrelerinin g¢ekirdegini kaybetmis kornifiye hiicreler olmasi ile
Ostrusta oldugu goriildii. Yag ile olusturulan negatif kontrol grubunun ise hiicre

hakimiyetinin l6kositlerde oldugu saptandi.
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Sekil-16: Ostrus siklusunun evreleri (x400). BY 300 mg/kg grubuna ait bir ratin smear
goriiniimii (A) olan Prodstrus evresinin, parabazal hiicre ve intermediyer hiicrelerden
olustugu goriilmektedir. Ostrojen grubundan bir ratin smearinda (B) goriilen Ostrus
evresinde ise seliilarite yogun ve bol miktarda cekirdegini kaybetmis kornifiye hiicreler
hakimdir. Ostrojen grubundaki bir baska ratin smearinda (C) gordiigiimiiz Metostrus
evresinde ise zeminin Kirli, mukuslu, seliilaritenin yogun, kornifiye hiicre ve lokosit
hakimiyetinin oldugu goriilmektedir. Yag grubundan bir ratin smearinda (D) goriilen
Didstrus evresinde seliilarite az, 16kosit hakimiyetinin oldugu goriilmektedir.
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Sekil-17: Kontrol grubunun smear goriintiileri (x400). Seliilaritenin oldukc¢a az, kiigiik
boyutlardaki epitel hiicreleri, parabazal hiicreler ve intermediyer hiicrelerin oldugu
prepubertal goriiniim.
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4.2.4.2 Rastgele 100 hiicre sayim

Rastgele 100 hiicre saymmi yapilarak, hakim hiicre gruplari belirlendi. Ostrojenik
aktivite belirtisi olan kornifiye hiicre sayisinin orani belirlendi (30). Gruplar arasi
anlamli fark oldugu goriildi (p<0,0001). Kornifiye hiicre en fazla E2 grubunda
goriildii. Kontrole gore, 300 mg/kg ve 1000 mg/kg doz gruplarinda doz bagiml artis
oldugu goriildii (p degerleri sirasiyla 0,0323 ve 0,0004) (Sekil-18).

Kornifiye hiicre orant =

kornifiye hicre sayisit
fiy 4 % 100

kornifiye hiicre sayisit + cekirdekli hiicre sayist + l6kosit sayist

© 100-
8 rxk = Kontrol
S 804 mm B2
= 4 o =3 Bildircin Yumurtasi 300 mg/kg
5 * E=3 Bildircin Yumurtasi 1000 mg/kg
Hee *
£ 40+ T
>
= 204
£
S |—_L|
X 0
300 1000

Sekil-18: Rastgele 100 hiicre sayiminda kornifiye hiicre oranlar:

4.2.5. Organ Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Beyin, bobrek, karaciger, over ve uterus agirliklar1 Slgiilerek viicut agirliklarina
oranlandi. Rolatif beyin, bobrek ve karaciger organ agirligi bakimindan kontrol ve
deney gruplarn arasinda fark yok iken, rolatif uterus ve over agirliginin deney

gruplarinda anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii (Tablo-11).
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Tablo-11: Organ agirhiklarimin gruplara gore karsilagtirilmasi

Organ Kontrol E2 BY 300 BY 1000
agirhigy/viicut (n=10) (n=6) ma/kg ma/kg
agirhigi (n=8) (n=6)
Over agirligi 0,69 0,88 0,74 0,96
(g /viicut agirhigy) +0,032 +0,081* +0,051 +0,0908%**
Uterus agirligi 1,006 2,66 1,43 1,42
(g/viicut agirlign) +0,089 40,274 *** +0,084 ** +0,108 *
Beyin agirligi 21,31 20,93 19,99 21,09
(g/viicut agirlig) +1,995 +0,810 +1,088 +0,671
Bobrek agirlig 10,37 9,787 10,45 11,20
(g/viicut agirlign) +0,274 +0,133 +0,273 +0,301
Karaciger agirligi 43,90 44 94 45,86 45,65
(g/viicut agirlig) +1,026 +0,873 +1,202 +1,009

One-way ANOVA test ve Student t test.

One-way ANOVA test’de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamlilik gostermektedir.

Student’s t testteki *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamliligin1 gostermektedir.

Rolatif over agirliginin, 1000 mg/kg grubunda diger gruplara gére anlamli olarak daha
fazla oldugu goriildii (p:0,012). E2 grubunda ise kontrole gére anlamli olarak daha

fazla oldugu saptandi (p:0,0197) (Sekil-19).

Rolatif uterus agirhiginin, 6strojen grubunda diger gruplara goére anlamli farklilik
gosterdigi goriildii (p<0,001). E2 grubunun rolatif uterus agirlig: diger gruplardan daha
fazladir. 300 mg/kg ve 1000 mg/kg doz gruplar1 kontrolle kiyaslandiginda kontrol
grubundan daha agir olduklar1 goriildii (p degerleri sirasiyla 0,0039, 0,0107) (Sekil-

20).
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Sekil-19: Over agirhgi/viicut agirh@imin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Sekil-20: Uterus agirhgy/viicut agirhginin gruplar arasi karsilastirilmasi

4.2.5.Over Histolojisi

Primordiyal folikiil, preantral folikiil, antral folikiil sayilari, dl¢iilen over alanina
oranlanarak degerlendirildi. Toplam preantral folikiil sayis1 ise preantral ve dejenere
preantral folikiil sayisinin toplamini ifade etmektedir. Toplam antral sayisi ise antral,
dejenere antral ve oositi olmayan antral folikiil sayisinin toplamin1 belirtmektedir.
Korpus luteum, hi¢bir preparatta goriilmedi.

Graff folikiil (preovulatuar folikiil) her grupta bir ratta goriilmekte ve her preparattaki
sayt 1 ve 3 arasi degistigi goriildii. Her grupta bir ratta goriildiigli i¢in istatistiki

degerlendirmeye alinmadi.
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Preantral folikiil say1s1, gruplar arasi karsilagtirmada sadece Ostrojen grubunda anlaml
olarak daha fazla oldugu gorildi (p:0,0044) (Sekil-21). Doz gruplar kontrol ile
karsilastirildiginda; 300 mg/kg grubunun kontrole gore preantral folikiil sayisinda
anlamli artis oldugu anlasildi (p: 0,0444) (Sekil-21).

>0 T = Kontrol

40 B E2

204 . =3 Bildircin Yumurtasi 300 mg/kg
T E=a Bildircin Yumurtasi 1000 mg/kg

300 1000

Preantral folikul sayisi /over alani

Sekil-21: Birim mm? over alanina diisen preantral folikiil sayisinin gruplar arasi
karsilastirmasi

Toplam preantral folikiil sayisinda ise, gruplar aras1 karsilastirmada sadece Gstrojen

grubunda anlamlilik saptandi (p:0,0005) (Tablo-12).
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Tablo-12: Birim mm? over alanina diisen folikiil sayilarinin gruplar arasi karsilastirmasi

Say1 /over alani Kontrol E2 Bildircin Bildircin
(mm2) (n=10) (n=6) Yumurtasi - Yumurtasi -
300 mg/kg 1000 mg/kg
(n=8) (n=6)
Primordiyal folikiil 87,78 171,4 124,1 113,5
+22.98 +36,56 +25.95 +31,97
Preantral folikiil 13,34 38,96 24,66 15,09
+3,66 +8,43%* +3,54* +3,37
Antral folikiil 19,53 39,34 28,52 16,19
+3,79 +5,94* +5.49 +5.96
Toplam preantral 26,61 69,71 41,34 21,73
folikiil +8,18 +7,56%** +5,14 +3,06
Toplam antral 55,42 77,41 61,67 68,01
folikiil +6,25 +13,79 +7.60 +11,98

One-way ANOVA test ve Student’s t test.
One-way ANOVA test’de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamlilik géstermektedir.
Student’s t testteki *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamliligin1 géstermektedir.

Antral folikiil sayisinda ise, dstrojen grubunda diger gruplara gére anlamli artis oldugu

gorildi (p: 0,028) (Sekil-22). Doz gruplari, kontrolle karsilastirildiginda 300 mg/kg

grubunda say1 olarak artig goriilse de istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi.

Antral folikiil sayisi/ over alani
S
1
-

300 1000

= Kontrol

mm E2

=3 Bildircin Yumurtasi 300 mg/kg
E=a Bildircin Yumurtasi 1000 mg/kg

Sekil-22: Birim mm? over alanina diisen antral folikiil sayisinin gruplar arasi karsilastirmasi
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Toplam antral folikiil sayis1 ve primordiyal folikiil sayis1 gruplar arasi anlamlilik

gostermedi (Sirasiyla p:0,404, p:0,2435) (Tablo-12).

4.2.6.Uterus histolojisi

Uterus incelemelerinde endometriyum epitel kalinligi, endometriyum stroma kalinligt,
endometriyal gland sayisi, miyometriyum kalinlig1 ve uterin kavite ile ilgili 6l¢timler
degerlendirmeye alindi.

Endometriyal epitel kalinlig1, sadece Gstrojen grubunda anlamli artis oldugu goriildii

(p<0,0001). Diger gruplarda istatistiki anlamlilik saptanmadi (Sekil-23).
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Sekil-23: Endometriyal epitel kalinhiginin gruplar arasi karsilastirmasi

Endometriyal stroma kalinligi, 6strojen ve 1000 mg/kg grubunda anlamli farklilik
gosterdi (p<0,0001). Kontrol grubuna goére, 300 mg/kg grubunda artis olsa da istatistiki
olarak anlamli farklilik saptanmadi (Sekil-24).
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Sekil-24: Endometriyal stroma kalinh@mnin gruplar arasi karsilagtirmasi

Endometriyal gland sayisi, E2, 300 mg/kg ve 1000 mg/kg gruplarinda anlamli olarak
artig gosterdi (p:0,0159) (Sekil-25).
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Sekil-25: Endometriyal gland sayisinin gruplar arasi karsilastirmasi

Miyometriyum kalinliginin, sadece Ostrojen grubunda anlamli artist goriildii

(p<0,001). Diger gruplarda istatistiki olarak anlamlilik saptanmadi (Sekil-26).
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Sekil-26: Miyometriyum kalinhginin gruplar arasi karsilastirmasi

Uterin kavite Ostrojen grubunda anlamli farklilik gosterirken (p:<0,001), diger

gruplarda anlamlilik saptanmadi (Tablo:13).

Tablo-13: Uterusa ait histolojik incelemelerin gruplar arasi karsilastirilmasi

Kontrol E2 BY 300 mg/kg BY 1000 mg/kg
(n=10) (n=6) (n=8) (n=6)
Endometriyal epitel 9,51 18,37 10,04 10,17
Kalinhig! (um) +0,36 £2,79%% 0,324 0,328
Endometriyal stroma 99,04 208,5 109,7 135,8
kalinhigi (um) 19,05 16,73%* 16,49 18,59**
Miyometriyum kalinhig 41,31 74,87 35,00 35,69
(um) +3,15 +2, 4455 +1,78 +1,83
Endometriyal gland 2,00 4,66 4,50 4,50
sayisl +0,372 +0,614* +0,755* +0,957*
Uterin kavite (um2) 43,26 97,29 31,59 32,69
14,202 +11,59*** 14,149 11,060

One-way ANOVA test

One-way ANOVA test’de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamlilik géstermektedir.
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Gruplarin  karakteristik  histopatolojik  degerlendirme bulgular1  Sekil-27’de

goriilmektedir.

Kontrol Ostrojen 300 mg/kg 1000 mg/kg

X400

X100

X400

X200

Sekil-27: Gruplarin smear, uterus ve over histolojisinin karsilastirmali resimleri.
Kontrol grubunun smearinda (A); seliilarite az, parabazal (ok ucu ile gosterim) ve
intermedier hiicreler goriilmektedir ve prepubertaldir. Ostrojen grubunun smearinda
(B); bol miktarda cekirdegini kaybetmis kornifiye hiicreler ile dstrus evresinde oldugu
goriilmektedir. BY 300 mg/kg grubunun smearinda (C) ise orta proostrusta; 1000 mg/kg
grubunun ise ge¢ proostrusta (D) oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun x100
biiyiitmelik uterus kesitinde (E), 6strojen grubuna (F) gore, uterus boyutu oldukca
kiiciik, uterin kavite daha kiiciik goriilmektedir. Ayni degerlendirme, 300 mg/kg grubu
(G) ve 1000 mg/kg grubu (H) ile yapildiginda kontrole gore boyut ve uterin kavite
genisliginde doza bagimh artis goriilmektedir. Uterus Kkesitlerinin x400’liikk
biiyiitmelerinde ise karsilastirmah olarak kontrol grubunun (I) tiim katmanlar kesite
girmektedir. Kontrolde (1), parantez ile isaretli yer miyometriyum kalmhgidir. Ostrojen
grubunun (J) epitel kalinlig (yildiz ile gosterim) digerlerine gore olduk¢a artmustir.
Endometriyal gland (ok ile gosterim), 300 mg/kg grubunda (K) gosterilmektedir.
Endometriyal stroma (parantez ile gosterim), 1000 mg/kg grubunda (L) gosterilmistir.
Over kesitleri ise x200 biiyiitme ile kontrol grubunda (M), 6strojen grubunda (N), 300
mg/kg grubunda (O), 1000 mg/kg grubunda (P) gosterilmektedir. M’deki beyaz ok ile
preantral folikiil, N’deki kirmiz1 okla antral folikiil, O’daki yesil okla primoridyal folikiil
orneklenmektedir.
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4.2.7.Biyokimyasal degerlendirme

FSH diizeyinin, 6strojen grubunda ve 1000 mg/kg grubunda anlamli yiiksek oldugu
goriildii (p<0,0003). Kontrole gore, 300 mg/kg grubunda anlamli artis saptanmadi
(Sekil-28).
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Sekil-28: FSH diizeyinin gruplar arasi karsilastirmasi

LH diizeyleri agisindan gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmadi (p:0,5881) (Sekil-
29).

Ostradiyol diizeyinin, &strojen grubu, BY 300 mg/kg ve 1000 mg/kg gruplarinda
anlamli artis gosterdigi goriildi (p:0,0012) (Sekil-30).
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Sekil-29: LH diizeyinin gruplar arasi karsilastirmasi
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Sekil-30: Ostradiyol diizeyinin gruplar arasi karsilastirmasi

IGF-1, leptin, kolesterol, LDL, kreatinin gruplar arasi ve kontrole gore

karsilagtirilmalarinda istatistiki olarak anlamlilik saptanmadi (Tablo-14).

Tablo-14: Biyokimyasal parametreleri gruplara gore degerlendirilmesi

Kontrol E2 BY 300 mg/kg BY 1000

(n=10) (n=6) (n=8) mg/kg

(n=6)

FSH (1U/L) 27,31 36,61 28,57 32,25
11,168 10,900%*** 11,290 +1,963*

LH (ng/L) 52,05 51,23 51,13 48,80
+1,395 +1,712 +1,717 11,899

LH/FSH 1,936 1,401 1,801 1,553
10,093 +0,045*** 10,054 +0,141*

Ostradiyol (pg/mL) 79,64 102,4 96,09 90,48
11,894 16,072%** 13,533* 12,60**

IGF-1 (ng/L) 31,90 33,60 35,38 32,15
11,208 11,763 10,8951 11,239

Leptin (ug/L) 8,299 7,963 8,418 9,028
10,226 10,039 10,255 10,231

Kolesterol (umol/L) 1149 1155 1143 1258
119,76 144,79 133,12 162,71

LDL (umol/L) 189,0 181,1 1914 182,9
16,651 110,05 17,522 15,065

Kreatinin (umol/L) 175,8 159,5 200,7 185,1
19,616 18,892 18,348 +10,11

One-way ANOVA test ve Student’s t test
One-way ANOVA test’de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamlilik géstermektedir.
Student’s t testteki *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 anlamliligin1 gostermektedir.
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4.2.8.Lipit peroksidasyon-malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH)

degerlendirmesi

Karaciger dokusunda bakilan MDA ve GSH diizeyleri, gruplar arasinda anlaml
farklilik gostermedi (p degeri MDA igin 0,7127; GSH i¢in 0,2066) (Tablo-15).
Bobrek dokusunda galisilan MDA VE GSH diizeyleri, gruplar arasinda istatistiki
anlaml farklilik saptanmadi (p degeri MDA igin 0,5362; GSH i¢in 0,1382) (Tablo-
15).

Tablo-15: Karaciger ve bobrek dokularimin MDA ve GSH diizeyleri

Kontrol E2 BY 300 BY 1000
(n=10) (n=6) mg/kg mg/kg
(n=8) (n=6)
Karaciger MDA 35,56 34,11 33,22 33,34
(nmol/g doku) +0,607 +0,612 +1,114 +0,595
Karaciger GSH 3,675 3,752 3,735 3,708
(nmol/g doku) +0,024 +0,023 +0,026 +0,035
Bobrek MDA 36,25 40,68 36,30 37,67
(nmol/g doku) +0,783 +1,642 +0,870 +0,994
Bobrek GSH 3,057 3,139 3,038 2,710
(nmol/g doku) +0,157 +0,066 +0,079 +0,070
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5. TARTISMA

Son yillarda, kiz gocuklarinda ergenlik baglama yasindaki erkene kayma trendi dikkat
cekmektedir. Prevalansi toplumlara gore degismekle birlikte; 2009 yilinda Istanbul’da
yapilan bir ¢calismaya gore 4-8 yas arasi toplanan 820 kiz ¢ocugu iizerinden, prematiir
telars prevalansi %8,9 olarak bulunmustur (31).

Bazi calismalarin da gosterdigi iizere, gevresel endokrin bozuculara maruziyetin
puberte prekoks ile iliskili oldugunu diistiniilmektedir. Dietilhekzil fitalat, dietil fitalat,
di-n-butil fitalat gibi kimyasallar ve zearalenon gibi mikotoksinler, puberteyi etkiledigi
konusunda veriler bulunan endokrin bozuculardir. As¢1 ve arkadaslari, yapmis
olduklari ¢aligmada; iiriner zearalenonun diizeyinin prematiir telarsla takip edilen kiz
cocuklarinda 2 Kkat, idiyopatik santral puberte prekoks ile takip edilenlerde 2,5 kat daha
yiiksek bulmuslardir (32). Ratlar {izerinde yapilan galismada ise; zearalenonun ratlar
iizerinde hipotalamik kisspeptin-GPR54-GnRH yolagin1 erken aktive ettigi,
gonadotropin salmimi erkenden stimiile ettigi, vaginal acilmay1 erkene c¢ektigi ve
periferde uterotropik etkisi ile santral puberte prekoksa yol agtig1 gosterilmistir (1). Bir
baska rat calismasinda, dietil fitalatin hipotalamik fonksiyonlar etkileyerek puberte
prekoksa yol agtigi gosterilmistir (33).

Biz de, hem klinik hem hayvan deneyi ¢alismasi ile bildircin yumurtasinin puberte
iizerindeki etkisini arastirdik. Klinik ¢alismada prematiir telars ile bagvuran hastalarin
%60’ mi1n; kontrol grubunun ise %27,8’inin hayatlarinin bir déneminde bildircin
yumurtasi kullanimi oldugunu belirledik. Prematiir telars ile basvuranlarda, kontrol
grubuna gore bildircin yumurtasi kullaniminin daha sik oldugu goériilmektedir.

Bu klinik bulgularimizi desteklemek amagli yapmis oldugumuz hayvan deneyi
calismamizda; bildircin yumurtasi ile beslenen grupta, direk 17p-estradiol alan gruba
benzer sekilde vajinal epitelin kornifiye olmasi, uterus ve over agirhgindaki artis ve
FSH ve ostradiyol diizeylerinde artis goriilmesi bildircin yumurtasinin puberteyi
tetikleyici etkisini gostermektedir. Bildircin yumurtasinin, ostradiol kadar giiglii
etkileri olmasa bile, ostrojenik etkisi oldugu goriilmektedir. Oral yolla verilen
ostradioliin hipotalamik-pituter-gonadal aks: tetikledigi Yang ve ark. tarafindan

gosterilmistir (1).
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Klinik ¢alisgmamizda prematiir telars ile bagvuran hastalarda, kontrole gore viicut
agirhiginin, boy uzunlugunun ve viicut kitle indeksinin yiiksek oldugunu gérmekteyiz.
Viicut kitle indeksindeki artis ve artmuis yag dokusunun puberte baslamasini
kolaylastiric1 etkisi bilinmektedir (31). Ote yandan bildircin yumurtasinin  boy
uzamasi, kilo alimi, beyin gelisimi gibi ¢gocugun biiylime ve gelisimini destekledigi
iddia edilmekle birlikte (8), rat calismamizda bildircin yumurtasi verilen ratlarda viicut
agirligl, boy uzunlugu gibi antropometrik Slgiimlerin kontrol grubuna gore farklilik
gostermemesine ragmen puberte bulgularina yol agmis olmasi, bildircin yumurtasinin
puberte tetikleyici etkisinin yag dokusu artisindan bagimsiz olarak gergeklestirdigini
diistindiirmektedir.

Siganlarda pubertenin indikatorii vaginal agiklik ve ilk prodstrustur (17). Vaginal
epitel hiicrelerinin kornifiye olmasit ve kornifiye oranin artmasi Ostrojenik etkiyi
gostermektedir (25). Calismamizda vaginal smear bulgulari ile degerlendirildiginde,
bildircin yumurtas1 gruplarinin prodstrusta olduklar1 ve kornifiye hiicre oranlarinin
yiiksek olmasi ile kontrol grubundan 6nce pubertelerinin basladigini gostermektedir.
Endokrin bozucularin reprodiiktif sistem iizerine etkilerini konu alan c¢aligmalarda,
birbirinden farkli sonuglar elde edilmis ve maruz kalinan kimyasalin 6zelliginin,
etkisinin, miktarinin, maruz kalinan dénemin ve maruziyetin siiresinin énemli oldugu
belirtilmistir (34). Sedha ve ark. fitalatlarin Gstrojenik etkileri {izerine yaptiklari
caligmada; uterotropik assay olarak 3 giinlilk maruziyetleri ile dietilstilbestiroliin
pozitif kontrol olarak uterus ve over agirhi@ini artirirken, di-izobutil fitalat ve di-
izononil fitalatin uterus ve over agirhigini etkilemedigini gérmiislerdi (35). Puberte
caligmasi olarak 20 giinlilk maruziyetlerinde ise fitalatlarin uterusu etkilemedigini
ancak toksisiteye bagli olarak di-izobutil fitalatin over agirligimi azalttig
belirlemislerdi (35). Immatiir ratlar iizerinde yapilan Gstrojenik etkili bir mikotoksin
olan zearalenon (1) ve eser elementlerden olan manganez (36) maruziyetlerinde benzer
sekilde uterus agirliginin arttigini, over agirliginin ise azaldigi gosterilmistir. Ratlarda
subkronik olarak, sadece fitoOstrojen maruziyeti ile dietilstilbestirolle kombine
fitodstrojen maruziyetlerini karsilastiran bir ¢alismada; sadece dietilstilbestiroliin 10
haftalik maruziyet ile hem uterus hem over agirhigin arttirdigi, sadece fitodstrojenle
10 haftalik maruziyetin ise uterus ve overin agirligini etkilemedigi; dietilstilbestirol ile

kombine fitodstrojenlerin 8 haftalik maruziyetiyle ise uterus agirhigini etkilemeksizin
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over agirliginda anlamli artisa yol agtigi gosterilmistir (37). Saududdin ve ark. yaptigi
calismaya gore tek basma Ostrojen, hem uterus hem over agirligini artirirken,
Ostrojenden sonra testosteron verildiginde over agirliginin azaldigin1 ancak uterus
boyutlarinda etkilenme olmadigi; dstrojen ilizerine progesteron verildiginde ise over
boyutu artmaya devam ederken uterus agirhigmin azaldigi gosterilmistir (38).
Preovulatuar rat overlerinde protein kaynagi ve dagilimi {izerine yapilan bir ¢aligmada;
ratlara PN 24. giinlerinde once at koryonik gonadotropini daha sonra human koryonik
gonadotropin verilerek saatler icerisinde serum plazma protein diizeyine ve over
agirliklarinin degisimine bakilmis. Over agirliginin saatler igerisinde %50-100 artis
gosterdigi, ekstraselliiler ve intraselliiler boslugun arttigi, over igerisindeki total
protein oraninin ve onu olusturan plazma proteini ile yeni tretilen protein miktarinin
artig1 gozlemlemis (39). Insanlarda ise puberte déneminde uterus ve over voliim ve
agirliklarmin arttig1 bilinmektedir (12). Calismamizda bildircin yumurtasi ile beslenen
ratlarda ostrojen verilen grupla benzer sekilde over ve uterus voliimlerinin artmasi
bildircin yumurtasinin dstrojenik ve uterotropik etkisine isaret etmektedir.

Over folikiillerinin sayis1 ve boyutu, serum FSH diizeyi ile iliskilidir. FSH 1n gorevi
folikiillerin preovulatuvar folikiile kadar ki biiyiimesini desteklemektir (40). Ostrojen
de folikiil biiyiimesinde 6nemi rol oynamakla birlikte, folikiil sayis1 ile serum Ostrojen
diizeyi koreledir (40). Biz ¢alismamizda, Gstrojen alan grupta, biitiin folikiil sayilari
fazla iken anlamli farklilik preantral ve antral folikiillerde gériildii. Ostrojen grubu
kadar olmasada, 300 mg/kg grubununda tiim folikiil sayilar1 diger gruplardan yiiksek
olmakla birlikte kontrole gore anlamli artis preantral folikiil sayisindadir.

Yang ve ark. yapmis oldugu ¢alismada, Gstrojen alan ratlarda PN 20.giinlinde vaginal
aciklik goriilmiistiir. PN 20. giin (vaginal aciklik), PN23. giin (vaginal aciklik sonrasi
ilk didstrus) , PN 35. giin (kontrol grubunun vaginal ag¢iklig1 goriilen giin) ve PN. 38.
giin (kontrol grubunun vaginal agiklik sonrasi ilk didstrusu) serumdaki FSH, LH ve
ostrojen diizeylerine bakilmig. PN 20. giinden 38. giine kadar FSH, LH ve dstradiyol
diizeylerinin giderek arttigi ve kontrol grubundan yiiksek oldugu gériilmis (1). Bizim
calismamizda ise, Ostrojen grubunda FSH ve ostradiyol diizeyi yiiksek ancak LH
diizeyi gruplar arast anlamli farklihk gostermemektedir. Rat fizyolojisine
baktigimizda; LH diizeyinin vaginal acgiklik giinii pik yaptigi, vaginal agikliktan

sonraki ilk didstrusta diisiik seviyelere indigi ve ikinci prodstrusta tekrar pik yaptigi
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goriilmektedir. LH, PN 21 giinden vaginal agiklik goriilene kadar ki zamanda ise diisiik
diizeyde kalmakla birlikte giin giin degismekte oldugu goriilmektedir (41).
Calismamizda gruplar arasinda LH diizeyinde farklilik olmamasinin tiim ratlar PN 30.
giinde sakrifiye edildigi i¢in siklus evrelerinin hatta o ana kadar ki siklus sayilarinin
bile farkli olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Deney dis1 biraktigimiz 3000 mg/kg grubundaki kayiplar ve ishal bulgulari, 3000
mg/kg’n toksik doz oldugunu diigiindiirmiistiir. Daha 6nce tavuk yumurtasi ile ortak
proteinlere baglt veya izole bildircin yumurtas: proteinlerine baglh enterokolite yol
acan alerjiler ve anafilaksi gelisimi ile ilgili veriler (42), bizim 3000 mg/kg doz
grubundaki bulgularimizi desteklemektedir.

Sonug olarak; yapmis oldugumuz preliminer c¢alismada bildircin  yumurtasi
tikketiminin klinik, biyokimyasal ve histopatolojik olarak dstrojenik etki ile pubertal
bulgularin gelisimine yol actig1 gosterilmistir. Calismamizda bu etkinin bildircin
yumurtasinin yapisindaki endojen bir bilesige mi yoksa iiretim ¢iftliklerinde kullanilan
hayvan yemi ya da kosullara m1 bagl oldugu agiklanamamakla birlikte puberte
bulgular1 erken baslayan kizlarda bildircin yumurtasi gibi endokrin bozucu 6zelligi

olan besin ve maddelere maruziyet sorgulanmalidir.
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BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

Bu formun amaci katilmaniz rica edilen arastirma ile ilgili olarak sizi
bilgilendirmek ve katilmaniz ile ilgili izin almaktur.

Sizi Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk
Endokrinoloji Poliklinigi tarafindan yiiritilen “Bildircin Yumurtasinin Puberte
Uzerine Etkileri” baslikli ankete dayali bir arastirmaya davet ediyoruz. Bu
arastirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil
yapilacagini, bu arastirmanin gonilli katilimcilara getirecegi olast fayda ve
rahatsizliklarini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi
biiylik 6nem tagimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz.
Isterseniz bu bilgileri aileniz ve/veya yakinlarmniz ile tartisiniz. Eger anlayamadiginiz
ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz.
Bu anket calismasina katilmay1 kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz ve sorumlu
arastirmact tarafindan doldurulmus bu formun bir kopyasit saklamaniz i¢in size
verilecektir.

Aragtirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Size
verilen anket formlarindaki sorular1 yanitlarken kimsenin baskisi veya telkini altinda
olmaymn. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma amaci ile
kullanilacaktir ve kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Calismaya katilmama veya herhangi bir anda c¢alismadan ¢ikma hakkinda
sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kaybi kesinlikle
s0z konusu olmayacaktir.

Arastirma Sorumlusu

Dr. Ozlem SUREKLI KARAKUS

67




Arastirmayla Tlgili Bilgiler:

Arastirmanin Amaci:

Erken ergenlik sikayeti ile bagvuran hastalarda, hormon bozucular agisindan ayrintili
hikaye sorgulandiginda bildircin yumurtast kullanimi dikkati ¢ekmektedir. Bildircin
yumurtast ile beslenmenin ergenlik lizerine etkisine hakkinda simdiye kadar bilgi
birikimine rastlanmadig i¢in tarafimizca hayvan deneyi yapilmig ve anlamli sonuglar
gdzlenmistir. Insanlar iizerindeki etkinligi gérmek ve durumu ortaya koymak amagcl
anket ¢aligmasi yapilmasi planlanmistir.

izlenecek Olan Yéntem ve Yapilacak islemler:

Poliklinik muayenesine geldiginde 30 saniyede tamamlanacak maksimum 3 soru
sorulacak ve yliiz yiize goriisme yontemi ile tarafimizca anketler doldurulacaktir.

Arastirmanin Siiresi:

Mart 2020- Haziran 2020 tarihleri arasinda yapilmasi planlanmaktadir.
Katilmasi Beklenen Goniillii Sayisi:

Minimum 50 kisi ile yapilmasi planlanmastir.

Arastirmanmin Yapilacag: Yer:

Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Endokrinoloji
Poliklinigi
Arastirmaya Katilan Arastiricilar:

Prof. Dr. Tiillay GURAN
Asistan Dr. Ozlem SUREKLI KARAKUS

Katilma ve Cikma:

Bu anket c¢alismasimma katilmak tamamen goniilliilik esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya herhangi bir anda c¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz.
Ayrica sorumlu arastirici gerek duyarsa sizi c¢alisma dis1 birakabilir. Calismaya
katilmama, ¢aligmadan ¢ikma veya ¢ikarilma durumlarinda bir ceza veya hakkiniz
olan yararlarin kayb1 kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Gizlilik:

Bu ¢alismadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak ve kimlik
bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.
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Calismaya Katilim Onayz:

Sayin Dr. Ozlem Siirekli Karakus tarafindan Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1, Cocuk Endokrinoloji Poliklinigi’nde tibbi
bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Eger bu arasgtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da biiyilik 6zen ve saygi ile yaklagilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim.
Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan g¢ekilecegimi dnceden bildirmemim
uygun olacagmin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi amaciyla
aragtirmaci tarafindan arastirmadan c¢ikartilabilecegimi de biliyorum. Arastirma igin yapilacak
harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme
yapilmayacaktir. Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altina girmeyecegimi biliyorum.

Arastirma strasinda bir saglik sorunu ile karstlastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Ozlem Siirekli
Karakus tarafindan, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklari, Cocuk Endokrinoloji Poliklinigi ‘nden ve 0545 794 6349 no’lu telefondan
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diistinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma kararini aldim.
Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. imzalamis
bulundugum bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Goniilliiniin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi:

Imzas:

Tarih:

Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar I¢in
Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi:

Imzas:

Tarih:

Aciklamalar yapan arastiricinin
Adi-Soyadi:

Imzast:

Tarih:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus goérevlisinin
Adi-Soyadi:

Imzas:

Tarih:
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OZGECMIS

Adi Ozlem Soyadi Siirekli Karakus
Dogum Yeri Istanbul Dogum Tarihi 03.11.1989
Uyrugu T.C Tel 0545 794 6349
E-mail docozlem@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi 2015
is Deneyimi
Gorevi Kurum Sur‘e(l(l;hl )
1 Pratisyen Hekim Istanbul Pendik Toplum Saghg Merkezi 5ay
2 Asistan Doktor Marmara Unv. Cocuk Saghgi ve Hastaliklar 4 yil
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Orta Orta Orta

Yabanci Dil Sinav Notu #

YDS UDS IELTS | TOEFLIBT | TOEFL PBT | TOEFL CBT FCE CAE CPE
77,5
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 79,6 83 78,7

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi
Graph Pad Iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendiriniz.
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