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1. GIRIS

Son yillarda gelisen teknoloji ve serbest ticaret anlayisi, her alanda oldugu gibi
saglik alaninda da tiiketici bir toplum ortaya c¢ikarmistir. Bunun bir sonucu olarak da,
ilag tilketimi kontrolsiiz bir sekilde artmustir. Ulkemizde ise en cok tiiketilen ilaclar;
antibiyotikler, agr kesiciler ve antiromatizmal ilaglardir. Nonsterodial antiinflamatuar
ilaglar (NSAII) bagimlhilik yapmadig icin bircok romatizmal hastaliklarn tedavisinde
kullanilmaktadir. Antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay1 kas iskelet rahatsizliklarinda
ve eklem hastaliklarinda tercih edilmektedirler. Bunun yaninda NSAII’lar grubundan
olan Diklofenak Sodyum’da kadin hastaliklar1 ve dogum uzmanlarinca siklikla
kullanilir olmustur. Erken dogum, semptomatik polihidroamnios, primer dismenore,
rahim i¢i araclardan dogan dismenore ve menoraji tedavisinde  kullamildigi

bilinmektedir (Odac1 ve ark., 2001).

1991 yilinda yapilan bir arastirma, ABD’de bu grubun bir ilact olan aspirinin
yilda 6000 ton kullanildigin1 gostermektedir (Waissmann, 1991). NSAI ilaclar
grubundan olan diklofenak sodyum ise iilkemizde degisik firmalar tarafindan degisik
isimler adi1 altinda son yirmi yil igerisinde piyasaya siiriilmiistiir. Voltaren (ampul, goz
damlas1), miyadren (ampul, tablet), dikloron (tablet, ampul), diclomec (jel, ampul)
sadece bir ka¢ Ornektir (Ommaty, 1988). Yaygin kullanima sahip olan diklofenak
sodyumun bazi ¢aligmalarda, bir¢ok organ ve dokunun yapisini bozdugu ve bir¢ok
sistemde de yan etkileri oldugu gosterilmistir. Bu yan etkilerden en ¢ok bilinenleri
midede; {iilser, kanama, hazimsizlik, stomatit, bobreklerde; akut renal yetmezlik,
hipertansiyon, ciltte; eritema multiforme, biilloz eriipsiyonlar, ila¢ erupsiyonlari,
piistiiler psoriazis, karacigerde; hepatit, Reye sendromu, merkezi sinir sisteminde; bas
agrisi, bag donmesi, bulanti, aseptik menenjit, kanda; aplastik anemi, trombositopeni,
notropeni, hemolitik anemi, akcigerlerde; pulmoner 6dem, pulmoner alveolitis, astim ve

anafilaktik reaksiyonlardir (Brooks, 1988; Odaci1 ve ark., 2001).



Hamilelikte antiromatizmal ilaclarin kullanimi iizerine bilgiler sinirlidir. NSAIT'
larindan olan aspirin ve indometazin’in romatoid artrit tedavisindeki etkisi
incelenmistir. Hamileligin son trimesterinde artrit veya tokolitik tedavi amaciyla
uygulamada kullanilan NSAil'de ¢ok dikkatli olunmalidir. NSAIl’nin gebelik siiresince
kullaniminin annede ve fetusde yan etkilere yol actigr bildirilmistir. Hamilelikte verilen
diklofenak sodyum'un gebelik ve dogum siiresini uzattigr gozlenmistir. Postnatal
donemde duktus arteriosusta (DA) kasilma, hidrops fetalis, oligohidroamnios, ileal
perforasyon, beyinde kistik lezyonlar, 6zellikle karacigerde parankimal dejenerasyona
yol actig1 goriilmiistiir (Gok¢imen ve ark., 2003 ). Bu tiir ilaclarin prostoglandinlerin
biyosentezini inhibe ederek plasental engeli gecip, fetal dolasima girerek, toksik
etkilerini ¢esitli organ ve dokularda gosterdigi bilinmektedir. Fotal yasamda uygulanan
Img/kg NSAII’'1n postnatal donemde sican akciger kapilleri sayisinda, denek grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir (Kaplan ve ark.,

1994).

Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada gebeliklerinde diklofenak sodyum
kullanmilmis, yiiksek doz (125 mg/kg) ile orantili olarak teratojen etkili oldugu
gosterilmistir (Chan ve ark., 2001). Carp ve arkadaslart (1988) ise, 3 mg/kg dozda
diklofenak sodyum uygulanan sican embriyolarinda blastosit implantasyonunun biiyiik
oranda engellendigini tespit etmislerdir. Sican embriyolarinda uygulanan 4 mg/kg
diklofenak sodyumun, fetiis kaburgalarinda defektlere neden oldugu bildirilmistir
(Brooks ve Needs, 1985). Bununla birlikte 10 mg/kg diklofenak sodyum uygulanan
tavsanlarda herhangibir teratojen etki goriilmedigi de bildirilmektedir (Russel, 1986).
Gebeligin farkli zamanlarinda uygulanan diklofenak sodyumun fetiiste farkli etkiler

yapabilecegi belirtilmistir (Odac1 ve ark., 2001).

Klinik uygulamada, kirik sonrasi yaygin kullanimi olan antienflamatuar ilag
diklofenak sodyumun, insanlara uygulanan doz araliginda ve kirik sonrasi on giinliikk
kullanimda si¢an tibia kiriklarinda kallus gelisimi ve kirik iyilesmesini olumsuz yonde

etkilemedigi sonucuna varilmistir (Akman ve ark, 2001).

Diklofenak sodyum ve benzeri ilaclarin, fetiiste ve yenidoganda toksik etkiler

meydana getirdigi, gebelerde ise gebelik ve dogum siiresini uzattigi bilinmektedir.



Yapilan calismalarda siganlarm normal gebelik siiresinin NSAIi’lar ile 21-23 giinden
28-29 giine kadar uzadii ve aym durumun NSAII kullanan gebelerde de olustugu
gozlenmistir (Gok¢imen ve Malas, 2003). Ayrica prostaglandinlerin dogum eyleminin
baslama mekanizmasindaki rolii bilinmekte ve prostaglandin sentetaz inhibitorleri
preterm dogum eylemini durdurabilmektedir (Boehm ve ark., 1978; Niebly ve ark.,

1980).

Carp ve ark., (1998) yaptiklar1 bir calismada, diklofenak sodyum uygulanan
sicanlarda blastosit implantasyonun % 34 oraninda geciktigini bildirmislerdir. Russel
(1986) tarafindan yapilan bir calismada ise gebe tavsanlarda 10 mg/kg diklofenak’in

herhangi bir teratojenik etki gostermedigi rapor edilmistir.

Baska bir ¢alismada; gebe sicanlara 5 g/kg diklofenak sodyum uygulanmasiyla
fetuslarin kaburgalarinda deformiteler oldugu bildirilmistir (Brooks ve ark.,1985).
Ragbetli ve ark., (1996) yaptiklar1 caligmada, intrauterinal yasamlarinda 1 mlg/kg
giinliik diklofenak sodyuma maruz kalan postnatal 20 haftalik erkek si¢anlarin dorsal

hipokampiis tabaka kalinliklarinin degismedigini rapor etmislerdir.

Yapilan bir caligmada gebelikte ve normal dozda kullanilan diklofenak
sodyumun dogan yavrularin karacigerine etkisi aragtirilmistir. 20 haftalikta yapilan bu
caligmada istatistiki olarak bir fark bulunmamistir (Ragbetli ve ark., 2009a). Ragbetli ve
ark., (2009b)’larinin yaptig1 baska bir calismada ise gebelikte kullanilan diklofenak
sodyumun 20 haftalik yavruda akciger dokusu iizerine patolojik etkisi olmadigi tespit

edilmistir.

Cotran ve ark., (1999) yaptiklar1 bir calismada, hamilelikte kullanilan NSAII’
larm ductus arteriosus’da kasilmaya sebep oldugunu ve sonugcta sag ventrikiil yetmezligi
ve pulmoner hipertansiyon gelistigini ortaya c¢ikarmis, yeni doganda ise karacigere
oksijenden fakir kanin gittigi ve karaciger parankiminde vakuoler ve graniiler

dejenerasyonlar goriildiigiinii rapor etmislerdir.

Yapilan kaynak taramalarinda ¢ok nadir olarak goriilen konjenital anomalilerin

son on yil i¢cinde iilkemizde de goriildiigiiniin bildirilmis olmas1 NSAI ilaclarin yaygin



bir sekilde tilkemizde de kullanildigin1 desteklemektedir. Bu yiizden diklofenak sodyum
gibi NSATI ilaglarm gebelikte hekimler tarafindan dikkatli kullanilmasi gerekmektedir
(Gokcimen ve Malas, 2003).

Kaynak taramalarimizda her nekadar diklofenak sodyumun gebe ve fetiis {izerine
etkisi arastiritlmis olsa da 20 haftalik disi fetiisiin iireme organinin bir pargasi olan
ovaryumlar {izerine etkisini gosteren stereolojik bir ¢alismaya rastlamadik. Bu nedenle
planladigimiz ¢alisma ve sonucglar1 bu alanda yeni bilgiler verdiginden orijinal bir

arastirmadir.

Bu caligmanin amaci; prostaglandin sentez inhibitorii olan diklofenak sodyumun
gebelikteki kullammmina bagli olarak, disi fetiis iireme sisteminin bir parcasit olan
ovaryumlarin morfolojik voliimii ve primordiyal folikiil sayisina olan etkilerini

stereolojik metotlarla aragtirmaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum embriyolojisi

Insanoglunun gelisimi, erkek gamet spermle disi gamet oositin birleserek zigot
olusturmasi anlamina gelen dollenme (fertilizasyon) ile baslar. Gametler iki hafta
boyunca epibilastin icinde olusan ve daha sonra da yolk kesesine go¢ eden primordiyal
germ hiicrelerinden (PGH) koken alirlar. Primordial germ hiicreleri dordiincii haftadan
itibaren, yolk kesesinden, gelismekte olan gonadlara dogru yerlesmeye baslar ve
hedeflerine besinci haftada ulasirlar. Go¢ sirasinda baslayan mitotik boliinmelerle sayica
kalabaliklagsan hiicreler bu durumu gonada ulastiktan sonra da devam ettirirler.
Fertilizasyona hazirlik amaciyla germ hiicreleri gametogenez siirecine girerler.
Gametogenez sirasinda mayozla kromozom sayist azaltili. Daha sonra da

sitodiferansiyasyonla olgunlasirlar (Sadler, 2005).

Embriyonal hayatta ovaryumlar, karin arka duvarinda bobreklerin yaninda
bulunurlar. Sonra da yavas yavas pelvise inerler. Ovaryumlar eriskinlerde periton ile
ortilii olmadigr i¢in yiizeyleri parlak degildir. Tunika albuginea kortex’deki bag

dokunun kalinlagmasi ile olusur (Moore, 1985).

Embriyonik yasamin yaklasik birinci ayinda, primordiyal germ hiicrelerinden
olusan kiiciik bir hiicre toplulugu vitelliis kesesinden gonad taslagina goc eder.
Gonadlarda bu hiicreler boliinerek oogonyumlara doniisiir. Boliinmeler o kadar
yogundur ki uterus i¢i yasamin ikinci ayinda yaklasik 600.000, besinci ay1 dolaylarinda
7 milyonun iizerinde oogonyum vardir. Ugiincii aydan baslayarak oogonyumlar birinci
mayoz boliinmenin profaz evresine girmeye baslar ancak boliinme diploten evresinde
durarak mayoz boliinmenin diger evrelerine ilerlemez ve puberteye girilene kadar

birinci mayotik boliinmelerini tamamlamazlar (Sadler, 2005).
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Sekil 1. Uc haftalik embriyoda, primordiyal germ hiicrelerinin yolk kesesi duvarinda daha sonra umblikal
kord haline gelecek olan yapinin yakininda bulunduklari goriilmektedir. Bu hiicreler daha sonra
gelismekte olan gonadlara go¢ edeceklerdir (Sadler, 2005).

Bu hiicreler primer (birinci) oositlerdir ve folikiiler hiicreler olarak adlandirilan
yass1 hiicrelerle ¢evrilidir. Gebeligin yedinci ayina ulasildiginda, oogonyumlarin ¢ogu
primer oositlere doniigmiistiir. Ancak, primer oositlerin ¢ogu atrezi olarak adlandirilan
bir yikimla (dejeneratif siirecle) yok olur. Sonug¢ olarak puberte (ergenlik) dolaylarinda
ovaryumlar yaklasik 300.000 oosit igerir. Atrezi, kadinin tireme ¢ag1 boyunca siirer ve
40- 45 yaslarinda yaklasik 8000 oosit kalir. Her aybasi dongiisiinde (ortalama siire 28
giin) genellikle tek bir oosit serbest birakildigindan ve kadinin dogurganlik cagi 30-40
yil siirdiigiinden, yalmizca 450 kadar oosit salinmisg olur. Tiim diger oositler atrezi
yoluyla ortadan kaldirilir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Puberteye ulasildiginda disi
gonad artik primordiyal folikiillerden beslenen bir folikiil havuzuna sahip olmus
durumdadir. Her ovarial siklusta bu havuzdan secilen 5 ila 15 arasinda degisen sayida
primordiyal folikiil olgunlasarak; primer, sekonder, tersiyer ve graff folikiil ismini alir

(Sadler, 2005).



Istirahat halinde olan primer oosit bilyiimeye basladiginda, oositi cevreleyen
yass1 epitel hiicreleri once kiibiklesir, sonra ¢ogalarak cok sirali bir epitel tabakasi
olusturur. Cogalan bu hiicrelere graniiloza hiicreleri denir. Bu bi¢imiyle folikiil artik
primer folikiil olarak adlandirilir. Graniiloza hiicreleri kendilerini cevrelerindeki, teka
folikiilii olarak bilinen stromal hiicrelerden ayiran bir bazal membran iizerinde otururlar.
Graniiloza hiicreleri ve oosit tarafindan salgilanan glikoprotein yapisindaki bir madde
oositin ¢evresinde zona pellusida adiyla bilinen bir tabaka olusturur. Folikiil biiyiimeye
devam ederken teka folikiiliiniin hiicreleri salgi yapan hiicrelerden olusan teka interna
ve fibroz bir kapsiil olan teka eksterna adli iki belirgin tabaka seklinde farklanirlar.

(Sadler, 2005).

2.1.2. Ovaryum anatomisi

Ovaryum badem seklinde bir ¢ift tireme organidir. Disi iireme hiicresini (ovum)
yapar. Steroid yapisinda disi lireme sistemini diizenleyen hormonlart olusturur ve
salgilar. Ovaryum, pelvis minoriin dis duvarinda ve fossa ovarii denilen ¢ukurun i¢inde
yerlesmistir. Fossa ovarii, 6nde oblitere olmus arteria umbilicalis, arkada iireter ve a.
iliaka interna ile sinirlanmistir. Ovaryum; grimsi pembe renkte, 3cm uzunlugunda,
1.5cm genisliginde ve 1cm kalinliginda, 4-6 gr agirligindadir (Disaia PJ, 1994), (Ferner
H ve Staubcsant J, 1982 ).



Sol Fallop 1ibi (fubo utertag) : Saf yumurtalk (sod overyum)

Sekil 2. Ovaryumlarin anatomisi. http://www.goktepeliler.com/forums/insan.

Ovaryumun dis yiizii ovulasyon baslamadan once diizdiir. Ovulasyon ile graff
folikiiliintin olugmas: yiizeyde cikintilara neden olur. Ovulasyondan sonra ise olusan
korpus luteumun dejenerasyonunu gosteren skar dokusu ile biiziilmeler goriilebilir.
Ovaryumun konumu dogum yapan kadinlarda degisiklik gosterir. Ilk dogumla birlikte

yeri degisen ovaryum bir daha normal yerine donemez. (Ferner ve Staubcsant, 1978).

Mesoovaryum’dan bazi diiz kas lifleri hilum ovarii’yi gegerek ovaryum
medullasina girebilir. Ovaryumlarin hareketlerinde bu diiz kas liflerinin etkisi olabilir

(Moore, 1985).

Ureme ovaryumlardaki ovumun gelismesiyle baslar. Her seksiiel siklusun
ortasinda tek bir yumurta, bir ovaryum folikiilinden abdominal bosluga atilir. Bu
yumurta daha sonra fallop tiiplerinden uterusa gecer. Eger bir sperm tarafindan
dollenirse, uterusa implante olarak, bir fetiis ve bir plasentayla fotal membranlar gelisir.
Fetal yasamda ovaryumun dis yiizeyi, embriyolojik olarak germinal plak epitelinden
kaynaklanan germinal epitelle ortiiliidiir. Fetiis gelisirken, germinal epitelde primordiyal
ovumlar farklasarak ovaryum korteksindeki maddeye dogru gocerler. Ovum etrafinda,

ovaryum stromasinin ig hiicrelerinden ibaret bir tabaka olusturarak onlara epiteloid



karakter kazandirir. Bu hiicreler graniiloza hiicreleridir. Graniiloza hiicrelerinin
olusturdugu tek kath bir tabaka ile cevrili ovuma primordiyal folikiil denir (Guyton,

1986).

2.1.3. Ovaryum histolojisi

Ovaryumlarin yiizeyleri basit ya da kiibik epitelle kaphidir; bu epitel germinal
epitel olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda, ovaryumun beyazimsi rengini veren
ve tunika albuginea olarak adlandirilan tikiz bir bag dokusu katmani bulunur. Tunika
albuginea’nin altinda oositleri i¢ceren ovaryum folikiillerinin bol miktarda bulundugu
(kortikal bolge) yer alir. Folikiiller, kortikal bodlgenin bag dokusu (stroma) icinde
gomiiliidiir. Bu stroma tipik ig biciminde fibroblast icerir ve bu fibroblastlar, hormanal
uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir. Ovaryumun en i¢ kismi
gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi iceren mediiller bolgedir. Korteks ile
medulla bolgeleri arasinda kesin bir simir yoktur (Junqueiwra ve Carneiro, 2006).
Ovaryumlar germinal hiicreler, ¢esitli evrelerdeki folikiiller, teka hiicreleri, graniiloza
hiicreleri ve ¢esitli everelerdeki korpus luteum hiicreleri iceren korteks boliimii ile bag
dokusu kan damarlar1 ve sinirler iceren medulla boliimiinden olusur (Ackermann,

2006).

(oogenesis) ve steroid hormonlarini salgilarlar (steroidogenesis). Histolojik kesitlerde
ovaryumlar, i¢te medulla ve dista korteks olmak iizere 2 bolgeye ayrilir. Medulla daha
acik renk ile boyanan dar bir bolgedir. Zengin kan ve lenf damarlari, sinirleri, az
miktarda elastik lifler ve diiz kas hiicrelerini iceren gevsek bag dokusu yapisindadir.
Korteks, ovaryum folikiillerini i¢ceren, medullay1 distan saran ince kollagen liflerden ve
ig bicimli fibroblast benzeri hiicrelerden zengin siki bag dokusudur. Follikiil etrafinda
diiz kas hiicreleri de bulunur. Medulla ile korteks arasinda belirgin bir siir yoktur.
Hilusta korteks kesintiye ugrar ve mesoover medullaya dogru devam eder. Kiiciik
diizensiz kanal kalintilar1 olan reteoveriler bu bolgede bulunabilirler. Diger biiyiik
epiteloid hiicre tiirii hilus hiicreleridir. Ovaryum hilusunda ve mezooverde kiiciik
gruplar halinde bulunurlar. Kolesterol esterlerinden zengin ¢ok sayida lipid damlalar1 ve

lipofuksin pigmenti igerirler (So Disaia, 1994 ve Cormack, 1987), (Ackermann, 2006).



Eskiden germinal epitelin ilkel cinsiyet hiicrelerinin kaynagi oldugu saniliyordu.
Bugiin artik ilkel cinsiyet hiicrelerinin gonad dist bolgeden vitellus kesesinden koken
alip, gonadlara goc¢ ettikleri belirlenmistir. Sik1 bag dokusu yapisindaki ince tunika

albuginea, germinal epitel altinda yer alir (Ross ve ark., 1989 ve Cormack, 1987).

Ovaryum folikiilleri: Kortex ovarii’nin parankimatéz tabakasi icerisinde
gelisim ve dejenerasyonun cesitli asamalarindaki folikiiller bulunmaktadir. Bu folikiiller
primordiyal folikiiller, primer, sekonder ve tersiyer (graaf folikiilii) folikiil olmak iizere
dort asamada bulunurlar. Bir ovaryum folikiilii, bir ya da daha fazla folikiil hiicresi ya
da graniiloza hiicresi katmanmyla cevrili bir oosit icerir. Fetal yasam sirasinda olusan
folikiiller (primordiyal folikiiller) ise tek sirali yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili bir
primer oosit icerir. Bu folikiiller kortikal bolgenin en iist katmaninda yer alir.
Primordiyal folikiiliin i¢indeki oosit yaklagik 25 um ¢apinda, kiire bicimindedir. Biiyiik
bir niikleusu ve niikleolusu vardir. Oositler kalin amorf bir 6rtii olan zona pellusida ile

cevrilidir ve bu katman en az ti¢ farkli glikoprotein igerir (Junqueira ve Carneiro, 20006).

Folikiiller graniiloza hiicrelerinin boyut ve sayica artmasiyla biiyiidiikce kortikal
bolgenin daha alt bolgelerine go¢ eder. Folikiil hiicreleri arasinda sivi (likor folikiilii)
toplanmaya baglar. Siviy1 iceren ufak bosluklar birleserek daha biiyiik bir bosluk olan
antrumu olusturur. Bu folikiiller sekonder folikiil olarak adlandirilir. (Junqueira ve

Carneiro, 2006).

Graniiloza hiicrelerinin antrumu olusturmak {iizere yeniden diizenlenmesi
sirasinda, bu katmanda yer alan bazi hiicreler, foliikiil duvarinda bir yerde yogunlasir ve
kiiciik bir tepecik olustururlar. Antrumun i¢ kismina kadar uzanti yapan ve oositi de

iceren bu yapiya kiimiiliis ooforus ismi verilir (Junquerra ve Carneiro, 2006).

Her aybasi doneminde bir folikiil daha fazla biiyiir ve baskin hale gelir. Baskin
olan bu folikiil yaklasik 2.5 cm boyutuna ulasir ve ovulasyonu gergeklestirir. Bu olgun

folikiile graaf folikiil ad1 verilir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Dogumda bir ovaryumda 100.000-400.000 adet primordiyal folikiil bulunur.

10



Erginlige kadar bunlarin biiyiik bir bolimii dejenere oldugundan bu donemde ancak
10.000-20.000 adet primer folikiil mevcuttur. Kadinin ovulasyon periyodunda bunlardan

ancak 400 tanesi ovum olusturacak diizeye ulasir (www.belgeler.com insan iireme

sistemi).

| lasmaya
Biyiyen  Sekonder ?a?(ragzﬁ !
follikal follikdl follkil  Qigun
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Olgun korpus luteum
Yirtilmis follikdil

Atretik follikdl

o Gelisen
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Eacometrim Pihtilasmis kan :1 :Lot:g%urﬁ

Sekil 3. Ovaryum korteksi cesitli biiyiime evrelerindeki ve atrezik folikiillerin bulundugu bir
yerdir. Ayrica korpus luteum icgerir. Korpus luteum oositin atilmasindan sonra graff
folikiiliinden gelisir. Korpus albikans korpus luteumun dejenerasyonundan sonra olusan
skar dokusudur (Moore ve Persaud, 2002).

Korpus luteum: Oositini atan folikiiliin son evresidir. LH reseptorleri igerir.
Uyarilmasi korpus luteumun ana steroidi olan progesteronun sentezini artirir. Gebelik
gerceklestiginde korpus luteum devam eder ve ovulasyonu baskilamak ve
endometriumun implantasyona hazirlamak iizere Ostrojen ve progesterenun yiiksek
diizeyde kalmasini saglar. Gebelik olmadiginda korpus luteum geriler ve menstural
dongiiniin son 4 giiniinde dejenere olur. Skar dokusu olan korpus albikans halini alir
(Ackermann, 2006). Ovulasyondan sonra graniiloza hiicreleri boliinmemesine ragmen
boyutlarinda biiyiik bir artis gézlenir. Bu hiicreler korpus luteumun %80 ini olustururlar.
Bu hiicreler steroid salgilayan hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir. Teka internanin hiicreleri
de teka lutein hiicrelerini olusturarak korpus luteumun olusumuna katkida bulunurlar

(Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.1.4. Ovaryumlarin fizyolojisi

Ovaryum germinal hiicreler, c¢esitli evrelerdeki folikiiller, teka hiicreleri,
graniiloza hiicreleri ve cesitli evrelerdeki korpus luteumlar1 iceren korteks ve bag
dokusu kan damarlar1 ve sinirler iceren medulla boliimiinden olusur (Ackermann,

2006).

Ovaryumlarin Endokrin Fonksiyonlari: Ovaryumlarin endokrin fonksiyonlari
folikiildeki teka ve ganiiloza hiicreleri tarafindan yerine getirilir. Bunlar LH ve FSH
tarafindan kontrol edilirler. Baslica ovaryum hormanlari; progesteron ve dstrojenlerden
Ostradiol ve Ostrondur. Hepsi de kolesterolden teka ve graniiloza hiicrelerinin is birligi
ile olusur. Teka hiicreleri asetattan kolestrol sentezleme yetenegine sahip olmakla
birlikte, kolestroliin ana kaynagi LDL’dir. Steroid yapimi menstural dongiiniin farkli

evrelerinde biiyiik farkliliklar gosterir (Ackermann, 2006).

Progesteron sentezi ve sekresyonu: Progesteronun ana kaynaklart korpus luteum ve
plasentadir. Folikiillerin katkis1 kismen daha azdir ancak folikiiler fazda kadinda
progesteronun diizeyinin erkektekine kiyasla {ic kat daha fazla oldugu bilinmektedir.

Kanda % 80 bagli bulunurken, % 20'si serbest olarak bulunur (Ackermann, 2006).

Ostrojenlerin sentezi ve sekresyonu: Ostojenler esas olarak folikiillerin graniiloza
hiicrelerinden, korpus luteum ve plasentadan salgilanir. Teka hiicreleri FSH reseptor
icermedikleri ve yeterli miktarda aromataz aktivitesine sahip olmadiklarindan ostrojen
acisindan katkilar1 oldukga diisiiktiir. Dolasimdaki Ostrojenlerin sadece % 2’si serbesttir.
Biiyiik kismu albiimine (% 60) ve gonadal steroid baglayan globuline (% 38) baghdir
(Ackermann, 2006).

Korpus luteum: Korpus luteum’dan cok fazla miktarda Ostrojen ve progesteron
sentezlenir. Normal bir kadinda korpus luteum ovulasyondan 7-8 giin sonra geliserek
capr1 1.5 cm‘ye kadar ulasir. Eger disar1 atilan ovum dollenmemisse korpus luteum
giderek kiiciiliir ve sekresyonlar1 azalir. Ovulasyondan yaklasik 12 giin sonra korpus
albikans’ a doniisiir ve bir siire sonra yerini bag dokusuna birakir. Yeni bir cinsel siklusu

baglatan esas olay korpus luteum’un fonksiyon kaybidir. Korpus luteum’dan salgilanan
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progesteron ve Ostrojen On hipofiz lizerine feedback etki yaparak FSH ve LH ‘in diisiik
dozda salgilanmasini saglar. Luteal hiicreleri inhibin hormonunu da salgilarlar

(Ackermann, 2006).

2.2. Diklofenak Sodyum

2.2.1. Diklofenak sodyumun formiilii

Beher ii¢ mI’lik steril ampul; 75 mg Diklofenak sodyum; 30 mg Mannitol; ii¢ mg
Asetilsistein; 105 mg Benzil alkol; 600 mg Propilen glikol; 0.7 mg Sodyum hidroksit ve
kafi miktarda enjeksiyonluk su igerir (Novartis ilag sektorii Istanbul Tiirkiye;

www.novartis.com.tr — Novartis).

2.2.2. Diklofenak sodyumun farmakolojisi

Aneljezik Antiinflamatuar ve Antipiretik etkili bir Fenilasetik asit tiirevidir.
Romatoit artrite kars1 aspirin ve indometazin kadar ve osteoartrite karsida indometazin
derecesinde etkili olmustur. Bu gruptaki diger ilaglar gibi, mide ve duodenum
mukozasii bozucu etkisi diger NSAIl’larin coguna gére daha zayiftir. Plazma
proteinlerine fazla baglanir. diklofenak sodyumun aspirin ile birlikte verilirse plazma
diizeyinde belirgin sekilde azalma olur. Bobreklerden ve kismen karacigerden itrah
edilir. Bir prostaglandin sentetaz inhibitorii olan diklofenak sodyum; antiinflamatuar,
analjezik ve antipiretik etkiye sahiptir. Ozellikle romatizmal olgularda, ates, sabahlari
goriilen katilik ve eklem enflamasyonlarinda yarar saglarken fonksiyonlar1 da diizeltir.
Intramiiskiiler yoldan 75 mg olarak uygulanir. Plazma konsantrasyonu, verilen dozla
dogru orantilidir. Onerilen doz ve siirelerde kullanildiginda plazmada birikim yapmaz.
Diklofenak sodyum’un % 99’undan fazlasi, geri doniisiimlii olarak plazma albuminine
baglanir. Maksimum plazma diizeyine 1,5-2 saatte erisir. En yiiksek plazma diizeyine
ulasildiktan 2-4 saat sonra sinoviyal sivida da doruk diizeylere erisilir ve
konsantrasyonda, plazmadakinden daha yiiksek olarak kalir.  Cogunlugu
hidroksilasyonla olusan metabolitleri ve % 1’den az miktar1 degismeyen molekiil
biciminde idrarla atilir. Geri kalan kisminin atilmasi ise fegesledir. Bobrek ve karaciger
fonksiyon bozukluklarinda, ilacin farmakokinetigi degismemektedir. Aymi sekilde,

degisik yaslardaki hastalarda; absorpsiyon, metabolizma ve eliminasyonda farklilik

13



gozlenmemistir. Karacigerde hidroksillenme ve konjugasyon suretiyle inaktive edilir
(Kayaalp, 2009). Epidemiyolojik calismalarda NSAII kullananlarda meme kanseri
goriilme insidansinda azalma oldugu gosterilmistir. NSAI ilaclar siklooksijenaz enzim
sistemi {izerinden, COX-1 ve COX-2 enzimleri aracilig1 ile etkisini gosterir. COX-2
bircok kanser dokusunda gosterilmistir. Yapilan ¢calismada COX-2 ile diger parametreler
arasinda anlaml bir iligki saptanamamustir (Disel, 2005). Diizenli olarak aspirin ya da
NSAIl kullanan insanlarda kolorektal kanser gibi bazi kanser tiplerinin sikliginda
azalma gosterilmistir (Morgan, 1996). Bu etkinin COX’1n aracilik ettigi prostaglandin
biyosentezinin baskilanmasi yoluyla gerceklestigi diisiiniillmektedir (Chen ve ark.,
2004). NSAIil'lar, ailesel adenomatoz polipozis’li hastalarda premalign kolorektal
poliplerde gerilemeye ve bazi kemirgen deneylerinde karsinogenezde inhibisyona neden

olurlar (Hashimoto ve ark., 2004).

2.2.3. Diklofenak sodyumun gebelikte kullanim

Hamilelikte ila¢ kullanimi konusunda bilgilerimiz ilaglarin etkilerine yonelik
prospektif klinik c¢alisma yapmak etik olmadigindan sinmirlidir. Amerika Birlesik
Devletleri gida ve ilag dairesi (FDA) varolan klinik deneyimlere gore ilaglari 5
kategoride simiflamisti. A kategorisi: 1lk trimestirde fetiis iizerinde zararin
gostermemistir. B kategorisi: Teratojenik etki gdstermemistir ama hamilede klinik deney
yetersiz veya deney hayvaninda yapilan calismalar fototoksik etki yok ancak
hamilelerde yapilan kontrollii ¢alismada klinik fototoksik etkisini gostermistir. Gerekli
ise gebede kullanilabilir. C Kategori: Embriyosit ve teratojenik etkileri gosterilmistir,
ya da deney hayvani veya hamilelerde ilac incelenmemistir. D Kategori: insanda fetiis
tizerinde zararh etkisi kamitlanmistir. X Kategori: Bu kategorideki ilaclarin deney
hayvani ve hamilede fetusa zararl etkisi gosterilmistir (Siizer, 2005). FDA Diklofenak
Sodyumu kategori C olarak kabul etmektedir. (Ommaty, 2009).

2.3. Stereoloji Nedir?

2.3.1. Stereolojik metotlar

Stereolojik uygulamalar, biyolojik yapilarin geometrik o6zelliklerini (hacim,

yiizey alani, say1 v.b.) hesaplama yolu ile belirlememizi saglar. Bu sayede ince yapidan
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sistemik diizeye kadar yer alan oldukc¢a farkli biiyiikliikteki elemanlarda yapisal
degisiklikleri belirleyebiliriz. Stereolojik uygulamalar ile saglanan bu bilgi, biyolojik
yapilarin kesitlerdeki (mikroskopi; radyolojide kullanilanlar gibi) goriintiilerinden elde

edilir (Unal ve ark., 2002).

Stereolojik metotlar, organizmanin makroskobik ve mikroskobik yapilarinin
morfolojisi ile ilgilenen tiim bilim dallarindaki arastiricilarin - bilmesi gereken
konulardan biridir. Bunun sebebi ise, canlidaki olaylarin ii¢ boyutlu olan yapilarda
gerceklesmesine ragmen, bu yapilardan alinan iki boyutlu kesitlerin, ilgili yapi-organ
hakkinda genellikle dogru bilgi saglayamamasidir. Organ ve yapilarda bulunan objelerin
sayisi, uzunlugu, ylizey alani, hacmi ve hacim bilesenleri gibi geometrik ozellikler ile
ilgili gercekgi bilgiler ancak stereolojik yontemler kullanlarak elde edilebilir (Unal ve

ark., 2002).

Yapilan mikroskobik calismalarin baslangicindan giiniimiize kadar, ilgili
biyolojik yap1 igerisindeki taneciklerin sayisini bulmak i¢in bircok yOntem
kullanilmistir. Metotlarin ¢ok sayida olmasinin sebebi her metodun kendi icerisinde bazi
hata kaynaklarina sahip olmasidir. Bu metotlarin hatalarim1 diizeltmek icinde yeni
metotlar icat edilmistir. Glivenirligi agisindan en ¢ok ilgi ¢ceken ve siklikla kullanilan

yontem stereolojik metotlardir (Unal ve ark., 2002).

Stereolojik metotlarin cok genis olmasi sebebiyle calismamizda, yalmizca
cavalier metodunu kullanmis bulunuyoruz. Doku ig¢indeki hiicre veya hiicre ici
elemanlarinin sayist bulunmak istendiginde, yap1 kesitler haline getirilerek mikroskop
altinda incelenir. Mikroskop altinda incelenen yapilarin tiimii, gergekte tic boyutlu yani
uzunluk, genislik ve yikseklige sahip Ogelerdir. Oysa bunlarin mikroskobik
incelemelerinde kullanilan kesit goriintiileri, yapilarin iki boyutu (x ve y eksenleri)
hakkinda fikir verirken, derinlik (z ekseni) ile ilgili olarak arastiricitya dogrudan bilgi
saglamazlar. Mikroskobik ¢alismalarin baslangicindan yeni stereolojik metotlarin ortaya
cikisina kadar olan siire boyunca kullanilan yontemlerde derinlik boyutu gérmezden
gelinmis veya bir takim yetersiz diizeltme faktorleriyle, bu verinin yoklugu
doldurulmaya calisilmistir. Kesit alma islemini ve sonugta elde edilen kesit kavramini

yakindan irdelemek, boyut azalmasi olaymin Onemini ortaya koyar. Herhangi bir
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yapmun iki boyutlu bir kesit diizlemi ile ortaya cikan izdiisiimii, esas yapinin sahip

oldugu boyut sayisindan bir eksik boyuta sahip olacaktir (Unal ve ark., 2002).
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Sekil 4. Kesitlerde boyut azalmasi (Unal ve ark., 2002).

Sekildeki {i¢ boyutlu bir hacim icerisinden alinan iki boyutlu bir kesitte; ii¢
boyutlu kat1 bir eleman olan (A) tanecigi, iki boyutlu bir diizlemde kesildiginde, ortaya
iki boyutlu bir izdiisiim ¢ikmaktadir (a). Benzer sekilde, iki boyutlu bir yiizey (B), iki
boyutlu bir kesit diizleminde tek boyutlu bir ¢izgi olarak (b).Tek boyutlu bir ¢izgi (C),
sifir boyutlu bir nokta olarak (c) goriiliirken, sifir boyutlu bir nokta (D) ise iki boyutlu

kesitte goriilmeyecektir (Sekil 13).

Eski metotlarda kullanilan temel mantik, tarafli bir on c¢alisma yapilarak,
izdlisim sayisinin parcacik sayisina esit oldugu kabul edilmektedir. Oysa kesitlerde
ortaya c¢ikan parcacik sayisi, sadece parcacik izdiisiim sayisina degil, ayn1 zamanda kesit
yonii, pargacik biiyiikliigii ve parcacik yonelimi gibi parametrelere de baglidir (Unal ve

ark., 2002).
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Sekil 6. Tanecik yoneliminin kesitlerdeki izdiisiim sayisina etkisi. Doku igerisinde bulunan farkli
yonelimdeki tanecikler (solda) ve iki boyutlu diizlemlerdeki (sagda) izdiisiimleri. Kesit
diizlemine dik duran (B) tanecigi A tanecigine gore daha cok sayidaki kesitte izdiigiim
vermistir (Unal ve ark., 2002).

Kesit diizlemine dik duran partikiiller yatik olan partikiillere gore daha ¢ok
kesitte izdiisim vermektedir. Doku i¢inde yatik duran A partikiilii ve dik duran B
partikiiliinin aym1 yonde alinan kesitlerdeki izdiisiimlerinde A partikiilin 2, B
partikiiliinden ise 7 kesit diizleminde oldugu goriiliir (Sekil 6). Doku i¢indeki partikiil
yerlesim ve yonelim farkliliklari, alinan kesit diizlemlerinde goézlenen izdiisiimlerin

sayisina etki etmektedir. Bir biiyiik ve bir kii¢iik hiicre ile bunlarin c¢ekirdeklerinin
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kesitlerde ortaya ¢ikan izdiistimleri ele alindiginda biiytik hiicre 5, ¢ekirdegi 2, kiiciik
hiicre 3, ¢ekirdegi ise 1 kesitte ortaya ¢cikmustir (Sekil 6). Partikiil biiyiikliigii g6z Oniine
alinmadig1 takdirde, dogrudan izdiisiim sayisindan partikiil sayisina ulasmanin olmadigi
goriilmektedir. Son yillarda, ‘sistematik rastgele 6rnekleme’ (SRO) modeli olarak tarif
edilen tarafsiz ve etkin bir Ornekleme modeli gelistirilmistir. Ciinkii yapilan
calismalardaki hatalar1 diizeltme (cesitli diizeltme formiilleri ile) faktorleri yeterli
bulunmamistir. Dolayisiyla bu model temelde bilesenlerine ayrilarak incelenmesi
gereken yapilarda bir Ornekleme yapilacagi zaman, tiim bilesenlerine yapiyr temsil

edebilme acisindan esit olasilikli sans verilmesi temeline dayanmaktadir (Unal ve ark.,
2002).
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Sekil 7. Doku icerisinde bulunan farkl biiyiikliikteki tanecikler ve iki boyutlu diizlemlerdeki izdiigiimleri.

Biiyiik ebatli tanecik (A), kiigiik ebatl1 (B) tanecige gore daha ¢ok sayida izdiisiim verir (Unal ve
ark., 2002).

Calismalarda dogru sonuca ulagsmanin ilk sarti, islemlerin her asamasinda
sistematik rastgele 6rnekleme kosuluna bagl kalmaktir. Burada ‘sistematik’ kelimesi ile
ilgilenilen bolgede yapilan bir 6n ¢alisma sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda
orneklemenin tekrar edilen periyodu, ‘rastgele’ kelimesiyle ise belirlenen periyodun ilk
elemanin tarafsiz bir bicimde secilmesi anlatilmaktadir. Istatiksel olarak, etkin bir

ornekleme, ne kadar ¢ok Ornek {iizerinde uygulanirsa yapinin her noktasina esit
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ornekleme sans1 tanidigr icin homojen ve verimli bir ornekleme elde etme sansida o

kadar artar (Unal ve ark., 2002).

Stereolojik metotlarda kullanilan yéntem ve prensiplerin biiyiik bir kismi, SRO
mantiginin cesitlemeleri olarak diisiiniilebilir. Partikiil sayimi, alan hesaplamalari, alan
ve hacim oranlar1 gibi hesaplamalarda ilk sart ¢alisilan yapinin her asamada (parcgalarin
secimi, kesitlerin orneklenmesi, sayim alanlarinin ve alan 6rneklerinin belirlenmesi vb.)

sistematik ve rastgele tarzda 6rneklenmesidir (Unal ve ark., 2002).

2.3.2. Disektor

Disektor ilk kez 1984 yilinda Sterio tarafindan tarif edilmistir. Bu yontemle;
ilgilenilen objenin biiyiikliigii, bicimi, doku ya da organ igerisindeki partikiil sayisi,
kesitlerin alinma yonii, sayilacak olan partikiil biiyilikliigli, doku icindeki yonelimi ve
dokunun histolojik islemler sirasinda biiziisme ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina
sebep olabilen tiim hata kaynaklarindan bagimsiz olarak ‘tarafsiz’ bir bigimde

hesaplanabilmektedir (Unal ve ark., 2002).

2.3.3. Cavalieri metodu

Cavalieri metodu; ilk kez 1ta1yan matematik¢i Bonaventura Cavalieri tarafindan
XVII. yiizyilda ortaya konmustur ve stereolojik yontemlerde en sik kullanilan hacim

hesaplama yoludur (Canan ve ark., 2002).

Cavalieri metodunu uygulamak i¢in, hacmi hesaplanmak istenen yap1 esit
aralikli birbirine paralel kesitlerle basindan sonuna kadar dilimlere ayrilir. Daha sonra
her bir dilimin ayn1 yone bakan yiizeylerinin alanlart uygun bir yontemle hesaplanir.
Tiim dilimlerden elde edilen toplam yiizey alani degeri, dilimlerken kullandigimiz
ortalama dilim kalinlig1 ile ¢arpilirsa, yapinin toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi

elde edilir. Bunu matematiksel olarak su sekilde formiillestirebiliriz:

Vref = X ai.t (Esitlik1)

Formiilde Vref ilgilendigimiz yapinin toplam veya diger bir ifade ile referans
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hacmini; ai, 1 numarali kesitteki yapi izdiistimiiniin (veya izdiisiimlerinin toplam) yiizey
alanini; t ise ortalama kesit veya dilim kalinligmm belirtir. Bu yontemle, gerek
mikroskobik, gerekse makroskobik Olcekte, etrafindaki yapilarla iligkilerine
bakilmaksizin, sinirlar1 yeterli kesinlikte belirlenebilen her tiirlii yapinin hacmi

hesaplanabilir (Canan ve ark., 2002).

2.3.3.a. Hacim hesaplamasi icin kesit yiizey alanlarimin hesaplanmasi

Cavalieri hacim hesaplama yontemi i¢in ilk asama, ilgilendigimiz bolgenin
izdiistimlerinin (kesitlerdeki goriintiilerinin) alanlarimi hesaplamaktir. Bu yontem ise,
bilgisayar destekli goriintii analiz cihazlar aracilifiyla, planimetrik olarak izdiisiim
alanlarim1 dogrudan ol¢cmektir. Bu yolla uygun bicimde ayarlamasi (kalibrasyonu)
yapilmig, mikroskop goriintiilerini islemek iizere tasarlanmis bir bilgisayar yazilimi ile
sinirlandirilan herhangi bir bolgenin yiizey alani 6lgiilebilir. Bu yontem oldukga hizli ve
giivenilir olmasina ragmen, bir¢cok durumda, Ozellikle bu cihazlarin yiiksek
maliyetlerine bagli olarak, boyle bir sistem bulunamayabilir (Canan ve ark., 2002).
Stereolojide en sik kullanilan izdiisiim alan1 hesaplama yolu, ‘noktali alan o6l¢iim

cetvelleri’nden faydalanmaktir.

+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + +
+ + + +F + + + + o+
P(a)
+ + + + F + + + + o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+

Sekil 8. Noktali alan 6l¢iim cetveli.
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Noktali alan olciim cetvelleri (Sekil 8) birbirinden esit araliklarla ayrilmig
noktalardan (sekilde artilarin kollarinin birlesim yeri) olusan sistematik nokta
dizgeleridir. Boyle bir dizgide, her bir art1 isaretinin orta noktasi, cetveldeki bir noktay1
temsil ederken, bu noktalardan her biri ise, dort adet noktanin arasinda kalan bir birim
cetvel alanini1 temsil eder (P(a)). Aralarindaki sabit mesafesi bilinen boyle bir noktal
alan Ol¢iim cetveli, alanm1 hesaplanmak istenen herhangi bir kesit goriintiisii lizerine
rastgele bicimde atilirsa, yapinin kesitteki izdiisiimii iizerine isabet edecek noktalarin
sayis1, bu izdiisiimiin kesitte temsil ettigi alan miktariyla dogru orantili olacaktir (Canan

ve ark., 2002).

Kisaca, izdiisim ne kadar biiyiikse icine o kadar fazla sayida nokta isabet
edecektir. Bu noktalardan her biri belli bir birim alan1 (P(a)) temsil ettiginden,
ilgilendigimiz izdiisiimiin sinirlar1 icine diisen toplam nokta sayisinin (XPi) bu birim
alan degeriyle carpimi, bize o kesitteki izdiisiimiin toplam alaninin (Ai) tarafsiz bir

hesaplamasini verecektir (Canan ve ark., 2002).

Ai=ZPi. P(a) (Esitlik 2)

Boyle bir formiil ile hesaplanan bir alan 6l¢iimii, hem uygulamada oldukga basit,
hem de istatistiksel olarak daha dogru sonuclar verecektir. Noktali alan 6l¢iim cetvelleri
ile yapilan alan hesaplamalarimin, uygun siklikta noktalar igeren cetveller
kullanildiginda, diger goriintiilii analiz sistemleriyle yapilan hesaplamalar kadar dogru
sonuclar vermektedir (Gundersen ve Jensen, 1987). Genellikle, seffaf bir asetata
cizilmis noktalar dizgesi yeterli olmakta ve biiylitme derecesi dogru bir bi¢imde
saptandiktan sonra, mikroskopta gozlenen, monitdre veya bir bagka goriintii ortamina
yansitilan veya fotograflanmis her tiirlii goriintii izerinde rahatca uygulanabilmektedir.
Tek bilinmesi gereken, cetveldeki noktalar arasindaki uzakligin, biiylitme derecesine
gore doku diizeyindeki gercek uzunlugudur. Biiyiitme derecesini bulmanin en giivenilir

yolu, bir mikrometrik disk kullanmaktir ( Canan ve ark., 2002).

Bir diger 6nemli hususda, kullandigimiz noktali alan cetvelinin nokta sikligidur.
Genellikle, sinirlar1 karmasik bir yapilanma gosteren i¢ ice izdiisiimler i¢in daha sik

yerlesimli noktalar kullanmak gerekirken, diizgiin sinirlara sahip yumusak hatli yapilar
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icin daha seyrek noktalar yeterli olmaktadir. Nokta sikligin1 artirmak, hesaplamalarin
daha dogru olmasini saglasa da, belli bir hata pay1 dahilinde, miimkiin olan en seyrek

nokta dizgesini kullanarak bu ol¢iimleri gerceklestirmek daha dogru olacaktir.

Gundersen ve Jensen (1987) tarafindan Onerilen tarzda bir nomogram,

calisacagimiz yapiya uygun noktali alan 6l¢iim cetveli seciminde yardimci olabilir.

2.3.3.b. Toplam hacmin hesaplanmasi

Toplam hacmi elde etmek icin, ilk once kesitlerde ilgilendigimiz bolgenin
izdiistimlerinin toplam alanini hesaplamak sonrada bu toplam alan degerini, dilimleri
veya kesitleri elde ederken kullandigimiz ortalama kesit kalinligr degeriyle carpmamiz
yeterli olacaktir. Bu sekilde yapinin toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasini elde
etmekteyiz. Kesitlerin alinmasi sirasinda, toplam kesit sayisinin ¢cok fazla olmasindan
dolay1 belli bir 6rnekleme yapiliyorsa, hacim hesaplamasinda bu husus dikkate alinarak

hesaplanmalidir (Canan ve ark., 2002).

Alan hesaplamas1 yapilan kesit yiizeylerinde ise dilimlerimiz ister makroskobik
ister mikroskobik olsun, belli ve sonlu bir kalinliga sahiptir ve iki kesme diizlemi ile
olusturulduklarinda ‘alt’ ve ‘iist’ olarak iki yiizden olusurlar. Cavalieri metodu ile hacim
hesaplamasi i¢in, yiizey alani Olciimleri, bir yapidan alinmis tiim kesitlerin hep aym

yone bakan yiizeylerinde gerceklestirilmelidir (Sekil 9) (Canan ve ark.,2002).
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Sekil 9. Cavalieri yontemi ile hacim hesaplamast yapilirken, kesitlerin hep aym yone bakan
yiizeylerinin 6l¢iim i¢in kullanilmasinin 6nemi.
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2.3.3.c. Bilesen hacmi ve hacim oranlarinin hesaplanmasi

Herhangi bir yap1 icerisindeki bir bilesenin kesit goriintiileri {iizerindeki
izdiisimlerine isabet edecek rastgele noktalarin sayisi, o yapmin hacmiyle ve
dolayisiyla kesitlerde ortaya cikan izdiisiimlerinin alanlariyla dogru orantilidir. Bilinen
siklikta noktalar iceren bir alan Ol¢iim cetvelinin, kesit goriintiileri iizerine rastgele
atilmasi sonucu, ilgilenilen bilesenin izdiisiimleri iizerine diisen toplam nokta sayisinin
hesaplanmasi ve bu degerin ortalama kesit kalinlig1 ile ¢arpilmasi, bilesen hacminin

tarafsiz olarak hesaplanmasini saglar (Canan ve ark., 2002).

2.3.3.d. Hacim oranindan bilesenin toplam hacminin bulunmasi

Hacmi veya hacim orani hesaplanmak istenen bilesen, yapinin tamamina gore
oldukca kiiciik bir hacim kaplayabilir ve buna bagh olarak kesitlerde ortaya c¢ikan
izdiisiimleri, yapinin tamamina gore oldukca kiiciik ylizey alanlarina sahip olabilirler.
Boyle bir durumda nokta siklig1 bilesen i¢in seyrek kalacagindan referans hacmine ¢ok
fazla sayida nokta diisecek ve gereksiz yere cok fazla nokta sayilmis olacaktir. Boyle bir
durumda bilesik noktali alan 6l¢iim cetveli kullanilabilir (Sekil 10). Bu tip bir cetvelde,
sik ve seyrek olmak iizere iki tip nokta dizgesi bir arada bulunur. Sekil 10‘da etrafi
dairelerle ¢evrili noktalar seyrek noktalari, digerleri ise (daire ile cevrilmemis noktalarla
beraber) sik nokta dizgesini temsil ederler dolayisiyla daire ile ¢evrilmemis noktalar A
ile gosterilen biiylik bir birim alan1 ve sik noktalar ise ‘a’ ile gosterilen kiiciik birim
alanlan temsil eder. Boyle bir cetvel, uygun bir sekilde ayarlanip bilesenler iceren bir
yapmun kesit goriintiileri iizerine atilirsa, yapmin toplam hacmi i¢in daire ile
cevrelenmis noktalar sayilirken, bilesen izdiisiimleri icin sik nokta dizgesindeki notalar
dikkate alimir. Boylece referans hacim icin ¢cok fazla nokta saymaya gerek kalmadan,

etkin bir sekilde hacim oran1 hesaplamalar gerceklestirilir (Canan ve ark., 2002).
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Sekil 10. Bilesik noktali alan o0l¢iim cetveli. Her bir biiyiik kare kiigiik karenin 9 kati
biiytikliikte bir alan1 tanitmlamaktadir.
Hacim orani hesaplamasinda Sekil 10’deki noktali alan 6l¢iim cetvelini dikkate

alirsak, asagidaki formiil yazilabilir (Canan ve ark., 2002).

A P(Y) L
V.Y, ref)—g.P(ref) (Esitlik 3)

Burada, Vv (Y,ref), Y bileseninin referans hacim i¢indeki hacim oranini; P(Y), Y
bileseninin kesitlerde ortaya ¢ikan izdiisiimleri iizerine isabet eden —kii¢iik- noktalarin
toplam sayisini; P(ref) ise referans hacim icine isabet eden toplam -biiyiik- nokta
sayisin1 ifade etmektedir. Paydadaki P(ref) degerinin dokuz katinin alinmasi, nokta
takimlar1 arasindaki iliskiden kaynaklanmaktadir. Alan hacim hesaplamalarinda
hesaplamanin dogrulugunu artirmanin bir yolu ise, her bir goriintii i¢in noktali cetveli
birden fazla (genellikle ii¢ kez) rastgele olarak uygulamak ve elde edilen nokta sayisi
degerlerinin ortalamalarin1 almaktir. Boylelikle tiim kesitler i¢in olduk¢a kesin bir alan

ve sonucta hacim hesaplamasi degeri elde edilmektedir (Canan ve ark., 2002).
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2.3.3.e. Nokta sayim yontemi ile alan ve hata miktarinin hesaplanmasi

Genellikle nokta sayim yontemiyle hacim veya hacim orani hesaplamalarinda,
uygulanan yontemin toplam degiskenlik hata katsayist1 (HK) miktar1 bir formiille

hesaplanir.

Burada VarSRO uygulanan sistematik rastgele orneklemenin degiskenlik
miktarinin bir hesaplamasidir. NOISE degeri ise, nokta sayim teknigiyle yapilan alan

Olctimleri i¢in hesaplanabilir.
% NOISE = 100*NOISE /HK (Esitlik 4)

Yapilan ¢alisma sonrasinda hesaplanan HK degeri % 5 ve altinda ise 6rnekleme
yonteminin uygun olduguna karar verilir. Hata katsayisinin % 5’den biiyiik oldugu
durumlarda % NOISE degerine bakilir. Bu deger % 25 ve altinda ise kullanilan noktali
alan Ol¢ciim cetvelinin nokta sikligi uygun ancak her bir birey i¢in kullamilan kesit
sayisinin yetersiz oldugu diisiiniiliir. Bu durumda kesit sayis1 artirilarak hata katsayisi
istenen diizeye cekilir. % NOISE degeri 25 iizerinde ise kullanilan noktali alan olgiim
cetvelinin nokta sikliginin yetersiz oldugu diisiiniilir. Boyle bir durumda nokta

artirilarak uygun degerdeki HK elde edilir (Canan ve ark., 2002).

Toplam partikiil sayis1t N ‘in bulunmasi i¢in asagidaki formiil kullanildi.

a
N = Q ~xX pxkx P
a
N : Toplam partikiil sayis1
2p : Nokta sayis1
Q™ : Partikiil ortalamasi (Her hayvan icin ayr1 hesaplanir).
k : Kesit adimi
a : Cergeve alam
4 : Nokta alam
p
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Tablo 1. Sistematik rastgele ornekleme planinin hata katsayisim1 (CE) hesaplamak icin kullanilan tablo

ornegi.
Kesit no(i) Pi Pi.Pi Pi.Pi+1 Pi.Pi+2
1 3 3 24 30
2 8 36 80 96
3 10 35 120 160
4 12 30 192 204
5 16 32 272 208
6 17 30 221 204
7 13 37 156 130
8 12 40 120 96
9 10 22 80 30
10 8 31 24 0
11 3 15 0
12 3 0
Toplam 2P (112) A C

NOISE= 0,0724.(b/Na)

Formiildeki n degeri, incelenen kesit sayisini, XP degeri tiim kesitlerde ilgili alan
iizerine isabet edip sayilan toplam nokta sayisim gdsterir. b/\a degeri ise ilgilenilen
yapmnin kesitlerde ortaya cikan izdiisiim karmasikliginmi gosterir. Sistematik rastgele
ornekleme varyansinin hesaplanmasina iliskin formiildeki A, B, C degerleri ise, kesitler
arasinda, ilgili alanlara isabet eden nokta sayilarinin degiskenligini belirleyen bir tablo
yardimiyla (Tablo 1) hesaplanabilir. Bu tabloda i, kesit numarasin1 simgelemektedir. Pi.
Pi olarak belirtilen siituna, her bir kesitte sayilan noktalarin sayilarinin kareleri yazilir.
Bir sonraki Pi.Pi+1 baslhikl siitun ise, herhangi bir kesitteki nokta sayisinin, bir sonraki
kesitteki nokta sayisi ile carpimi yazilir. Pi. Pi+2 baslikli kolon da bir kesitteki nokta
sayist ile ondan iki sonraki kesitteki noktalarin sayilarinin c¢arpimi icindir. Bu
kolonlardaki verilerin toplanmast sonucu sirasiyla A, B, C degerleri elde edilir. Bu
degerler daha sonra 4 numarali esitlikte yerlerine yerlestirilerek, sistematik rastgele
orneklemenin degisim katsayisi hesaplanir. Bu deger 0.05 civarinda veya ondan kiigiik
oldugu durumda caligmada kullanilan ornekleme plan1 kesinlikte yeterli kabul edilir

(Canan ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calismamizda Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen, agirliklar1 150-200 g. arasinda olan
daha once hig ciftlesmemis 12 adet eriskin Albino cinsi (9disi+3erkek) sican kullanildi.
Ayrica ¢alisma oncesi YYU Tip Fakiiltesi Etik kurulundan (26.03.2009; karar no: 04)

izin alindi.

Ciftlesme icin 24 saat ayn1 kafeste tutulan ii¢ disi ve bir erkek sigan daha sonra
ayr kafeslere alindilar. Ertesi giin disi sicanlarda vaginal plak gozlenenler gebeligin
sifirinct ‘0.” giinii kabul edildi. Gebe kaldig1 tespit edilen sicanlar rastgele denek grubu,
sham grubu ve kontrol grubu yavru sicanlar elde etmek amaciyla ayri ayr1 kafeslere
konulup gebelikleri boyunca takip edildiler. Her giin tartilan ve kayitlar1 alinan
sicanlarin agirliklarindaki artis gebeliklerinin gostergesi olarak kabul edildi. Siganlar
normal 151k ve karanhik siklusu ile 21 +2 °C oda sicakliginda adlibitum olarak
beslenmeye tabi tutuldular. Ciftlesme olayindan bes giin sonra denek grubu olarak
ayrilan sicanlara gebeliklerinin 5. giiniinden itibaren 15 giin siireyle giinde bir kez 1
mg/kg diklofenak sodyum i.m. (Intramiiskiiler) yolla enjekte edildi. Sham grubu gebe
si¢anlara, ayn1 miktarda serum fizyolojik i.m. enjekte edildi. Kontrol grubu sicanlara ise

herhangi bir deneysel madde verilmedi.

Doguma yakin her sican ayr kafese alindi ve dogum giinii postnatal ‘O.” sifirinci
giin kabul edildi. Postnatal 3-4 hafta arast yavrularin perine mesafelerine bakilarak
erkek ve disi ayrimi yapildi ve daha sonra farkli kafeslere alindilar. (Erkek ve disi
ayrimi ise sO0yle yapildi; erkek sicanda perine disiye oranla daha genis). Sonucta; Hepsi
20 haftalik olmak {iizere, 6 adet denek grubu, 6 adet sham ve 6 adet kontrol grubu elde
edildi. Yavru disi siganlar postnatal 20 haftanin sonunda ketalar anestezisi (50 mg/kg)
ile derin anesteziye alinarak transkardiak bir kaniil vasitasiyla sol ventrikiile girilerek
perfiize edildi. Sonuc olarak 6 adet denek grubu, 6 adet sham grubu ve 6 adet kontrol
grubu olmak {iizere toplam 18 adet disi sican ¢alismaya dahil edildi. Kalbin sag atrium

kesisi yapilarak acildi ve berrak sivi akincaya kadar kanin bosalmasi beklendi.

27



Akabinde serum fizyolojik ve 0,5 ml'lik heparin verildi, ardindan % 10 nétral
formaldehit tespit maddesi ile perfiize edildi. Tlgili bolgeler beyazlagincaya kadar isleme
devam edildi. Perfiizyon ve tespit islemini takiben 20 haftalik yavru siganlarin ilk
olarak, karin 6n duvar1 diseksiyonla agilarak sag ovaryumun abdomen boslugundaki
yeri belirlendi. Sonrasinda alinan ovaryumlar tuba uterinalardan ayrilarak, cetvelle boyu
Olciildi. (Sekil 11). Isik mikroskobunda gozlemlemek icin % 10 formalinde 48 saat
tespit edildi.

Sekil 11. Ovaryumun cetvelle 6l¢timii.

3.2. Yontem

3.2.1. Ovaryumlarin kesit islemleri

Sag ovaryumlar rutin histolojik doku takip islemlerinden gecirilerek parafine
gomiildii ve bloklar hazirlandi. Bir havyandan ortalama 10 kesit alacak kadar (ilk kesit
arasinda rastgele bir tenesinden baglanarak ve onun ardindan gelen her 40. kesit cifti
alarak sistemik ve rastgele bir sekilde 1/40 oraninda Ornekleme yapildi). Kesitler
deparafinize edildikten sonra Masson Trikrom boyama islemine tabi tutuldu. Kesit
aldigimiz Rotary mikrotom Sekil 12°de goriilmektedir. Stereolojik Olciimde ise,
Cavalieri prensibinin modifiye metodu kullanildi (Gundersen ve Jensen, 1987).
Sonrasinda total doku voliim oranlar1 (bilesen hacim orani), Shetereom 1.5 version

paket programinda verilmis noktali alan cetveliyle ol¢iildii (Gundersen ve ark., 1988;
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Howard ve Reed, 1998). Boyali kesitlerin degerlendirilmesinde fotograf atagsmanli Zeiss
axioskop 40 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) 151k mikroskobunda follikiil sayimi i¢in
x100 (N.A:1.25), voliim hesaplanmasi i¢in x4 (NA:0.1) kullanildi ve sonuglar
karsilastirldi (Sekil 13). Goriintii elde etmek i¢in AxioVision 3,1 Zeiss axioplan2

imaging Germany, Goéttingen kullanildi.

A

Sekil 13. Sayimda kullanilan fotograf atagsmani ilave edilmis mikroskop ( Zeiss Axioskop 4 Carl Zeis
Gottingen Germany).
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3.2.2. Ovaryumlarin boyama islemleri

Yaptigimiz c¢alismada ovaryum dokularinin (bag dokusu) ve primordiyal

folikiillerin daha iyi goriilmesi icin Masson Trikrom boyama yontemi kullanildi.

Masson Trikrom boyama asagidaki prosediire gére uygulandi:

10.

11

12.

13.

14.

15.

. Deparafinizasyon yapildi.

Bouin soliisyonuyla (Pikrik asit 9 gr. %37-40’lik formaldehit 250 ml, distile
su 100ml, acid soliisyonu 0,8 g) 80 °C etiivde 20 dk. bekletildi.

Akarsuda sar1 renk gidinceye kadar yikandi.

Weigert Demirli Hematoksilen soliisyonunda (A soliisyonu Hematoksilen 1g.
% 96’11k etil alkol 100 ml, B Soliisyonu: Ferric chloride 29 g. distile su 100
ml) 5 dk. bekletildi.

Akarsuda 5 dk. yikand.

Biebrich skarlet- Asit fuksil soliisyonunda (Biebrich Scarlet 0,9 g. distile su
100 ml asit fuksin 0.1 g. glasial asetik asit 1ml.) 2 dk. tutuldu.

Distile suda 1 dk. bekletildi.

Phosphomolybdic — phosphotungistic asit soliisyonunda (Phosphomolybdic
asit 2.5 g. phosphotungstic acid 2,5 ml distile su 100 ml) 10 dk. bekletildi.

Akarsudan gegirilerek yikandi.

Anilin Blue soliisyonunda (Anilin blue 2,5 g. gliseal asetik asit 2,5 ml. distile
su 100 ml) 5 dk. tutuldu.

. Glasial asetik asit (% 1’lik) soliisyonunda 3 dk. bekletildi.

Distile suda 1 dk. ¢alkaland.
% 96’lik 3 ayr kaptaki alkol serilerinde 5’er dk. tutuldu.
Ksilol’de 10 dk. bekletildi.

Entellan damlatilarak lamelle kapatildi (Bangroft ve Gamble, 2008).
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3.3. istatistiksel Analiz

Gozlem giivenirligini saglamak ve onyargiyr ortadan kaldirmak amaciyla disi
sicanlarin denek, kontrol ve sham gruplarinin kodlama usulii (kor ¢alisma) ile hacim

hesaplamasi yapildi.

Primordial foliikiil hiicre sayis1 i¢in tanimlayicr istatistikler; Medyan, Ortalama,
St. Sapma, Minimum ve Maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu o0zellik
bakimindan gruplar karsilastirmada Kruskal - Wallis testi kullanilmistir. Farkli gruplari
belirlemede ise Tukey testi kullanmilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi
%5 olarak alinmis ve hesaplamalarda SPSS (ver:13) istatistik programi kullanilmistir.
Uzerinde durdugumuz o6zellikler bakimindan, tanimlayici istatistikler; ortalama, standart

sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

Isik mikroskobunda denek, kontrol ve sham grubundaki ovaryum total doku
voliimleri, voliim nokta sayilar1 ve primordiyal folikiil sayisal yogunluklar1 Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplardaki varyasyon katsayr degerleri (CV), denek
grubunda; 0.18, sham grubunda; 0.33, kontrol grubunda; 0.38 olarak hesapland1 (Tablo
6).

Ovaryumun denek, sham ve kontrol grubuna ait total hacim oranlar1 (Sekil 14)’
de belirtilmistir. Denek grubu (0.0352+0.007) ve sham grubu (0.032+0.012) total hacim
oranlarinda, kontrol grubu (0.019 +0.007) hacim oranlarina gore istatistiki acidan

anlaml dercede artis oldugu gozlenmistir (P <0.05), (Tablo 7).

0,050 - 0,035 0,033

0,040 - T [
0,030 - J_ J 0,019

0,020 - T

0,010 ~

0,000

Denek Sham Kontrol

Sekil 14. Denek (diklofenak sodyum), sham (serum fizyolojik) ve kontrol gruplarina ait total hacim
oranlari.

Denek, sham ve kontrol grubu 18 si¢anin total ovaryum voliim nokta sayilari
(nokta alanlar1) Sekil 15°te gosterilmistir. Denek (704+138) ve sham grubunun total
voliim nokta sayilarinin (638+248), kontrol grubu voliim nokta sayilarina (359+138)
oranla arttig1 gozlendi. Degerler istatistiki acidan anlamli bulundu (P <0.05), (Tablo 2,
3,4).
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1000,000 -
900,000 -
800,000 -
700,000 +
600,000 -
500,000 -
400,000 -

300,000 -

704,833

Denek

669,500

Sham

385,500

Kontrol

Sekil 15. Gruplara ait total voliim nokta sayilar1 (nokta alanlari).

Ovaryum denek (3493+718) ve sham (3251+1186) grubunun total primordiyal
folikiil sayisinin, kontrol (2453+1021) grubu total primordiyal folikiil sayisina gore
degismedigi tespit edildi (Sekil 16, Tablo 5). Degerlerde istatistiki agidan anlamli bir
fark bulunmadi (Tablo 7), (P>0,05). Denek, sham ve kontrol gruplarina ait primordiyal
folikiil sayilar1 (Tablo 8-25)’de gosterilmistir. Ovaryumdaki gruplara ait toplam (N)

partikiil sayilar1 (Tablo 5)’te gosterilmistir.

5000,000 -
3251,000
4500,000 -| 3493,833 _
4000,000 -
2453,167

3500,000 - _
3000,000 - \
2500,000 -
2000,000 =

Denek Sham Kontrol

Sekil 16. Gruplara ait total primordiyal folikiil sayisi. Denek(diklofenak sodyum), sham (serum

fizyolojik)
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Tablo 2. Ovaryum denek grubuna ait voliim nokta sayilart (nokta alani) ve ovaryum total hacimleri.

SICAN Ovaryum voliim nokta sayis1 (nokta Ovaryum total Hacim (cm’ )
alani)
Denek 1 838 0.0414
Denek 2 861 0.0430
Denek 3 601 0.0300
Denek 4 772 0.0386
Denek 5 659 0.0329
Denek 6 508 0.0254
Ort 706,5 0,03521

Tablo 3. Ovaryum sham grubuna ait voliim nokta sayilar1 (nokta alan1) ve ovaryum total hacimleri.

SICAN Ovaryut?n\(;iltztgllzgll;ta sayist Ovaryum total Hacim (cm®)
Sham1 1091 0.0545
Sham 2 575 0.02875
Sham 3 739 0.03695
Sham 4 701 0.03505
Sham 5 564 0.0282
Sham 6 347 0.0173
Ort 669,5 0.0334

Tablo 4. Ovaryum kontrol grubuna ait voliim nokta sayilari ve ovaryum total voliimleri.

SICAN Ovaryur?n\O/iltl;r;:;)ll;ta SayIst Ovaryum total Voliim (cm®)
Kontrol 1 237 0.01185
Kontrol 2 398 0.0199
Kontrol 3 644 0.0322
Kontrol 4 368 0.0184
Kontrol 5 315 0.01575
Kontrol 6 351 0.01755
Ort 385,5 0.0192

Noktali alan 6l¢iim cetveli ile doku alanlar1 hesaplanmistir. Bir noktanin temsil

ettigi alan =2500 pm?’dir.
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Tablo 5. Gruplara ait ovaryum total primordiyal folikiil say1si.

Ovaryum total primordiyal hiicre Ovaryum primordiyal hiicre
SICAN
sayist (N) sayist (Q-)
Denek 1 4080 112
Denek 2 4508 119
Denek 3 2697 102
Denek 4 3566 105
Denek 5 3363 116
Denek 6 2749 123
Sham 1 5139 106
Sham 2 2530 100
Sham 3 3411 105
Sham 4 3917 127
Sham 5 2754 111
Sham 6 1755 115
Kontrol 1 1251 120
Kontrol 2 2381 136
Kontrol 3 4335 153
Kontrol 4 2364 146
Kontrol 5 1995 144
Kontrol 6 2393 155

Tablo 6. Denek, Kontrol ve Sham gruplarina ait CV ve CE degerleri.

SICAN Coefficient Error (CE)
Denek 1 0.04060
Denek 2 0.03971
Denek 3 0.04218
Denek 4 0.04259
Denek 5 0.04366
Denek 6 0.05243
Coefficient of Variation (CV) 0.18
Sham 1 0.06695
Sham 2 0.05568
Sham 3 0.04133
Sham 4 0.06005
Sham 5 0.06139
Sham 6 0.05880
Coefficient of Variation (CV) 0.33
Kontrol 1 0.03810
Kontrol 2 0.05773
Kontrol 3 0.04198
Kontrol 4 0.04099
Kontrol 5 0.05492
Kontrol 6 0.06086
Coefficient of Variation (CV) 0.38

Denek, kontrol ve sham grubuna ait noktal1 alan dl¢iim cetveliyle yapilan sayim
sonucu ortaya ¢ikan hata katsayis1 (CE) ve varyasyon katsayisi (CV) verileri Tablo 6’da

goriilmektedir.
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Tablo 7. Gruplara ait tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuclart.

Grup Medyan Ort. St. Sap. Mak. Min. P
Denek 715,500 | 704,833 a 138,344 861,000 508,000
Voliim Nokta Sayis1 | Sham 638,000 | 669,500 a 248,013 1091,000 347,000 0.01
Kontrol 359,500 | 385,500 b 138,201 644,000 237,000
Denek 3464,500 | 3493,833 a 718,912 4508,000 2697,000
g;g?srdlyal E. Sham 3082,500 | 3251,000a | 1186471 | 5139,000 | 1755000 | 0.20
Kontrol 2372,500 | 2453,167 a 1021,097 | 4335,000 1251,000
Denek 0,036 0,035 a 0,007 0,043 0,025
Hacim Sham 0,032 0,033 a 0,012 0,055 0,017 0.01
Kontrol 0,018 0,019b 0,007 0,032 0,012
Farkl1 harfi alan grup ortalamalar1 arasindaki fark anlamlidir.
Tablo 8. Denek 1. sican primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 3 3 24 30
2 8 36 80 96
3 10 35 120 160
4 12 30 192 204
5 16 32 272 208
6 17 30 221 204
7 13 37 156 130
8 12 40 120 96
9 10 22 80 30
10 8 31 24 0
11 3 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 112
C|314
D | 1289
E | 1158
NOISE: [ 112
VARC(srs): | -14,1333
Toplam Var: | 97,86667
CE: | 0,088328
% NOISE: |114,4414
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Tablo 9. Denek 2. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 60 78
2 10 36 130 150
3 13 35 195 234
4 15 30 270 225
5 18 32 270 216
6 15 30 180 165
7 12 37 132 120
8 11 40 110 99
9 10 22 90 0
10 9 31 0 0
11 0 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 119
C|314
D | 1437
E | 1287
NOISE: [ 119
VAR(srs): | -16,15
Toplam Var: | 102,85
CE: | 0,085223
% NOISE: | 115,7025
Tablo 10. Denek 3. sigan primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 3 3 18 24
2 6 36 48 66
3 8 35 88 96
4 11 30 132 187
5 12 32 204 192
6 17 30 272 255
7 16 37 240 80
8 15 40 75 75
9 5 22 25 20
10 5 31 20 0
11 4 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 102
C|314
D 1122
E | 995
NOISE: | 102
VARC(srs): | -11,9042
Toplam Var: | 90,09583
CE: | 0,093058
% NOISE: | 113,2128
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Tablo 11. Denek 4. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 5 3 20 30
2 4 36 24 44
3 6 35 66 90
4 11 30 165 187
5 15 32 255 240
6 17 30 272 255
7 16 37 240 160
8 15 40 150 90
9 10 22 60 0
10 6 31 0 0
11 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 105
C|314
D | 1252
E | 1096
NOISE: | 105
VARC(srs): | -13,6875
Toplam Var: | 91,3125
CE: | 0,091007
% NOISE: | 114,9897
Tablo 12. Denek 5. sigan primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 4 3 28 32
2 7 36 56 77
3 8 35 88 128
4 11 30 176 198
5 16 32 288 304
6 18 30 342 288
7 19 37 304 114
8 16 40 96 112
9 6 22 42 24
10 7 31 28 0
11 4 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 116
C|314
D | 1448
E | 1277
NOISE: | 116
VAR(srs): | -16,3375
Toplam Var: | 99,6625
CE: | 0,086061
% NOISE: | 116,3928
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Tablo 13. Denek 6. sigan primordiyal folikiil sayist.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 48 48
2 8 36 64 80
3 8 35 80 136
4 10 30 170 190
5 17 32 323 289
6 19 30 323 209
7 17 37 187 170
8 11 40 110 99
9 10 22 90 50
10 9 31 45 27
11 5 15 15 0
12 3 3 0 0
TOPLAM: 123
C|314
D | 1455
E | 1298
NOISE: | 123
VAR(srs): | -16,4542
Toplam Var: | 106,5458
CE: | 0,08392
% NOISE: | 115,4433
Tablo 14. Sham 1. sican primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 5 3 45 55
2 9 36 99 117
3 11 35 143 165
4 13 30 195 182
5 15 32 210 165
6 14 30 154 140
7 11 37 110 99
8 10 40 90 60
9 9 22 54 27
10 6 31 18 0
11 3 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 106
C|314
D 1118
E 1010
NOISE: | 106
VAR(srs): | -11,825
Toplam Var: | 94,175
CE: | 0,091551
% NOISE: | 112,5564

39




Tablo 15. Sham 2. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 3 3 24 33
2 8 36 88 128
3 11 35 176 187
4 16 30 272 240
5 17 32 255 204
6 15 30 180 120
7 12 37 96 60
8 8 40 40 24
9 5 22 15 10
10 3 31 6 0
11 2 15 0 0
12 3 0 0

TOPLAM: 100
C|314
D | 1152
E [ 1006
NOISE: | 100
VAR(srs): | -12,3333
Toplam Var: | 87,66667
CE: | 0,09363
% NOISE: | 114,0684
Tablo 16. Sham 3. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 60 60
2 10 36 100 120
3 10 35 120 160
4 12 30 192 168
5 16 32 224 192
6 14 30 168 140
7 12 37 120 96
8 10 40 80 40
9 8 22 32 24
10 4 31 12 0
11 3 15 0 0
12 3 0 0

TOPLAM: 105
C|314
D | 1108
E 1000
NOISE: | 105
VAR(srs): | -11,6875
Toplam Var: | 93,3125
CE: | 0,091998
% NOISE: | 112,5251
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Tablo 17. Sham 4. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 8 3 88 128
2 11 36 176 187
3 16 35 272 288
4 17 30 306 221
5 18 32 234 216
6 13 30 156 156
7 12 37 144 108
8 12 40 108 96
9 9 22 72 27
10 8 31 24 0
11 3 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 127
C|314
D | 1580
E | 1427
NOISE: | 127
VAR(srs): | -18,05
Toplam Var: | 108,95
CE: | 0,082188
% NOISE: | 116,5672
Tablo 18. Sham 5. sican primordiyal folikiil sayis1
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 4 3 20 40
2 5 36 50 70
3 10 35 140 180
4 14 30 252 224
5 18 32 288 180
6 16 30 160 176
7 10 37 110 90
8 11 40 99 66
9 9 22 54 45
10 6 31 30 18
11 5 15 15 0
12 3 3 0 0
TOPLAM: 111
C|314
D | 1218
E [ 1089
NOISE: [ 111
VAR(srs): | -13,225
Toplam Var: | 97,775
CE: | 0,089082
% NOISE: | 113,526
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Tablo 19. Sham 6. sican primordiyal folikiil sayis1

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 48 60
2 8 36 80 128
3 10 35 160 190
4 16 30 304 224
5 19 32 266 228
6 14 30 168 140
7 12 37 120 96
8 10 40 80 50
9 8 22 40 32
10 5 31 20 15
11 4 15 12 0
12 3 3 0 0
TOPLAM: 115
C | 314
D | 1298
E 1163
NOISE: | 115
VAR(srs): | -14,3
Toplam Var: | 100,7
CE: | 0,08726
% NOISE: | 114,2006
Tablo 20. Kontrol 1. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 5 3 45 50
2 9 36 90 99
3 10 35 110 170
4 11 30 187 176
5 17 32 272 255
6 16 30 240 208
7 15 37 195 180
8 13 40 156 117
9 12 22 108 36
10 9 31 27 0
11 3 15 0 0
12 3 0 0

TOPLAM: 120
C|314
D | 1430
E 1291
NOISE: | 120
VAR(srs): | -16,0292
Toplam Var: | 103,9708
CE: | 0,084972
% NOISE: | 115417
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Tablo 21. Kontrol 2. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 4 3 24 40
2 6 36 60 102
3 10 35 170 180
4 17 30 306 391
5 18 32 414 342
6 23 30 437 299
7 19 37 247 171
8 13 40 117 91
9 9 22 63 54
10 7 31 42 28
11 6 15 24 0
12 4 3 0 0
TOPLAM: 136
C|314
D | 1904
E | 1698
NOISE: | 136
VARC(srs): | -22,4333
Toplam Var: | 113,5667
CE: | 0,078359
% NOISE: | 119,7534
Tablo 22. Kontrol 3. sican primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 8 3 80 88
2 10 36 110 150
3 11 35 165 198
4 15 30 270 330
5 18 32 396 468
6 22 30 572 396
7 26 37 468 416
8 18 40 288 90
9 16 22 80 64
10 5 31 20 0
11 4 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 153
C|314
D | 2449
E | 2200
NOISE: | 153
VAR(srs): | -29,6375
Toplam Var: | 123,3625
CE: | 0,072594
% NOISE: | 124,0247
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Tablo 23. Kontrol 4. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 48 66
2 8 36 88 96
3 11 35 132 176
4 12 30 192 276
5 16 32 368 304
6 23 30 437 437
7 19 37 361 285
8 19 40 285 228
9 15 22 180 75
10 12 31 60 0
11 5 15 0 0
12 3 0 0

TOPLAM: 146
C|314
D | 2151
E [ 1943
NOISE: | 146
VAR(srs): | -25,6542
Toplam Var: | 120,3458
CE: | 0,075139
% NOISE: | 121,317
Tablo 24. Kontrol 5. sican primordiyal folikiil sayisi.
Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 6 3 72 90
2 12 36 180 192
3 15 35 240 285
4 16 30 304 352
5 19 32 418 342
6 22 30 396 352
7 18 37 288 234
8 16 40 208 112
9 13 22 91 0
10 7 31 0 0
11 15 0 0
12 3 0 0
TOPLAM: 144
C|314
D | 2197
E 1959
NOISE: | 144
VARC(srs): | -26,3292
Toplam Var: | 117,6708
CE: | 0,075331
% NOISE: | 122,3753
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Tablo 25. Kontrol 6. sican primordiyal folikiil sayisi.

Kesit Q Qi.Qi Qi.Qi+1 Qi.Qi+2
1 2 3 16 24
2 8 36 96 112
3 12 35 168 204
4 14 30 238 252
5 17 32 306 425
6 18 30 450 342
7 25 37 475 450
8 19 40 342 247
9 18 22 234 162
10 13 31 117 0
11 9 15 0 0
12 3 0 0

TOPLAM: 155
C|314
D | 2442
E | 2218
NOISE: | 155
VAR(srs): | -29,4708
Toplam Var: | 125,5292
CE: | 0,072284
% NOISE: | 1234773

Sekil 17. Ovaryum denek grubu goriintiisii (Masson Trikrom x100 Obj. a: primordiyal folikiil. Ustteki ok:
Yassi folikiil hiicresi. Alttaki ok: Primer folikiildeki kiibik folikliil hiicresi.
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Sekil 18.

Sekil 19. Ovaryum denek grubu goriintiisii (Masson Trikrom x 4 Obj.).
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Sekil 21. Ovaryum sham grubu goriintiisii (Masson Trikrom x 4 Obj.).
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S. TARTISMA VE SONUC

Gebelikteki aktif romatizmal hastaliklarin tedavi edilmesi, anne saghgi ve
fetiistin gelisimi icin onemlidir. Hamilelikte antiromatizmal ilaglarin kullanimi {izerine
bilgiler sinirhdir. NSAIi’lerin romatoid artirit tedavisindeki etkisi aspirin ve
indometazinde incelenmistir. Bunun yaninda, ibuprofen, sulindak, ketoprofen ve
diklofenak'in gebelikte kullanimi hakkinda bilgiler smirhdir. NSAil’lerin gebelik
siiresince kullamiminin annede ve fetusde yan etkilere yol actigi bildirilmistir.
Hamilelikte verilen diklofenak sodyum'un gebelik ve dogum siiresini 21-23 giinden 28-
29 giine kadar uzattig1 gdzlenmistir (Gok¢imen ve Malas 2003; Ostenson ve ark., 1998).
Postnatal donemde duktus arteriosus’ta (DA) kasilma, hidrops fetalis, oligohidroamnios,
ileal perforasyon, beyinde kistik lezyonlar, 6zellikle karacigerde parankimal harabiyete

yol actig1 goriilmiistiir Carp ve ark.,1988; Kokeii ve ark.,1992).

Diklofenak sodyum (0.2 mg/kg) uygulanan denek grubu si¢anlarin, ovaryumlari
histopatalojik olarak incelendiginde, denek grubundaki sekonder folikiil sayisinin
azaldigim tespit etmislerdir. Degerlerdeki azalmanin istatistiki a¢idan anlamli oldugu,
tersiyer folikiil sayisinda ise farklilik olmadig1 gézlenmistir. Prostoglandinlerin follikiil
gelisimi iizerindeki etkileri bilinmemektedir. Merkezi sinir sisteminde hiicre ici cAMP
konsantrasyonlarim1 ve vaskiiler permeabiliteyi degistirerek hipotalamik releasing
hormonlarin hipofiz bezi iizerindeki etkilerini degistirebilecekleri ve bu sekilde follikiil
gelisimini etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir (Clark K., Wallac E. Ve Zacur H).
Nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar cyclo-oxygenase enzimini bloke ederek
prostoglandin sentezini inhibe etmektedir. (Ustiin ve ark., 1992). Bu calismanin
sekonder folikiil sayist sonuclar1 calismamizdaki primordiyal folikiil sayis1 sonuglariyla
ortiismektedir. Dokular ayni olup, farkli doz araliklar1 ve sayim icin ¢alismamizdan

farkli teknikler kullanilmistir.

Kaplan ve ark., (1994b)’larinin yaptigi bir baska calismada 5 mg/kg i.m.
uygulanan diklofenak sodyumun fetal plasental agirlikta anlamli derecede artisa neden
oldugu bildirilmistir. Calismamizda ise denek ve sham gubunun total hacim oranlari

kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak artis gostermistir. Kullanilan dokular farkli
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olup, morfometrik olmas1 yoniinden ¢caligmamizla benzesmektedir.

Bagka bir calismada ise gebeligin 4. giiniinden 17. giiniine kadar 14 giin siireyle
denek grubundaki 12 erigskin gebe sicana 0,2 mg/kg diklofenak sodyum verilmis,
sicanlardan dogan fetiis sayisinin daha az oldugu ve denek grubunun gebelik siiresinin
onemli derecede daha uzun oldugu gozlenmistir. Sonucta; diklofenak sodyumun
desidual defekte neden olabilece8i sonucu diisiiniilmiistiir (Kok¢ii ve ark., 1992).
Calismamizda fetiis sayisina bakilmadi ancak, 1mg/kg diklofenak sodyumun, ovaryum
primordiyal folikiil sayisina etkisine bakilmis ve primordiyal folikiil sayisinin
degismedigi gozlenmistir. Calismamizdan farki hem fetiis sayis1 hem de stereolojik

yontemlerin kullanilmadig1 sdylenebilir.

Baska bir calismada ise; primordiyal ve primer folikiiller optik ve fiziki disektor
metodlart ile bagimsiz olarak sayilmistir. Primordiyal folikiiller 1930+£286 ve 2227+101
iken, primer folikiiller ise 137125 ve 265+32 olup, 70 ve 100 giinliik yaslarda her
ovaryuma diisen hesaplamalardan seri kesitlerin tam hesaplanmasi ile sekonder ve daha
sonraki folikiillerin sayimmi 100 giinliiklerde her ovaryuma 135 adet diistiigi
hesaplanmistir. Bizim ¢alismamizda ise; primordiyal folikiil sayilar1 denek grubunda;
3493+718, sham grubunda; 3251+1186, ve kontrol grubunda; 2453+1021 bulunmustur.
Calismamizdan farki sadece sicanlarin yaslari ve ila¢ kullanilmamis olmasidir (Myers

2003-2004).

Prenatal diklofenak sodyum uygulamasinin ovaryumlar {izerine morfometrik
etkilerini arastiran bir c¢alismaya tarafimizdan rastlanilmadi. Dolayisiyla ovaryum
dokusunun total hacmi ve primordiyal folikiil saymm ile ilgili olarak ¢alismamizin
diinya bilgileri icin yeni oldugu sdylenebilir. Calismamizda dogrulugu tartismasiz kabul
gordiiglinden, stereolojik metodlar kullanildi. Stereolojik metotlar, doku ve yapilarin
geometrik analizini ifade eden ve iki boyutlu kesitlerden yapilarin yogunluk, sayi,

hacim vb. gibi nicelikleri tarafsiz bulmay1 saglayan metotlardir (Kaplan ve ark., 1994).
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Ozetle Sonuglar;

Prenatal donemde sicanlara uygulanan (1mg/kg) diklofenak sodyumun, postnatal
20 haftalik sican ovaryumlarinin, total doku hacmi ve primordiyal folikiil sayilar
tizerine etkileri stereolojik yontemlerle arastirildi. Denek, sham ve kontrol gruplarinin,
total doku hacimleri, Cavalieri prensibi ile hesaplandi ve sonuglar karsilastirildi. Denek
ve sham grubunun total hacim oranlarinin, kontrol grubu total hacim oranlarina oranla
artis gosterdigi tespit edildi. Degerler istatistiki yonden anlamli bulundu (P<0,05).
Ayrica postnatal 20 haftalik yavru sicanlarin, gruplara ait total primordiyal folikiil
sayilar stereolojik yontemler kullanilarak sayildi ve karsilastirildi. Sonuclarda minimal
farkliliklar tespit edilmesine ragmen istatistiki yonden anlamli bir fark bulunmadi
(P>0.05). Bunun sebebinin diisiik doz (1mg/kg) kullanilmasindan kaynakli olabilecegini
diisinmekteyiz. Ileri calismalar icin daha yiiksek dozlarin kullanilmasinin yam sira
elektron mikroskobik follikiil mitokondrionlart voliimiiniin stereolojik olarak

arastirilmasini onerebiliriz.
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OZET

Kaptan Parilti E, Gebe sicanlara uygulanan prostaglandin sentez inhibitorii diklofenak
sodyumun postnatal ovaryum morfometrisine etkilerinin stereolojik yontemlerle arastirilmasi.
Y.Y.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Tip Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi,
Van, 2011. Diklofenak sodyum, analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik etkili bir ilagtir. Gebelikte
kullanilmast halinde plasental bariyeri asarak fotiisii etkilemekte ve gebelik siiresinin uzamasina neden
olmaktadir. Ovaryumlar disi tireme hiicresini (ovum) ve disi iireme sistemi hormonlarmi salgilayan
organdir. Calismamizin amaci gebe sicanlara uygulanan diklofenak sodyumun dogum sonrasi 20 haftalik
yavrularin ovaryum morfometrisi iizerine etkilerinin stereolojik yontemlerle arastirilmasidr. . Ilk olarak,
bir gece boyunca sicanlar ¢iftlesmeye birakildi. Ciftlesmenin ertesi giinii vaginal plak gozlenen disi
sicanlar, gebeligin sifirinct giinii olarak kabul edildi. Hayvanlar normal 151k ve karanlik siklusu ile 21+2
°C normal diyetle takibe alindi. Denek ve kontrol grubuna enjeksiyon gebeligin besinci giiniinde
baslandi, 15giin siireyle hergiin 1mg/kg diklofenak sodyum ve serum fizyolojik olmak iizere uygulandi.
Postnatal 28. giinde (3-4 hafta arasi) yavrularin erkek ve disileri ayrilarak farkli kafese alindi.
Calismamizda denek, sham ve kontrol gruplarinda 6’ sar adet Wistar albino cinsi olmak iizere toplam 18
adet sican kullamlmistir. Gruplar 20 haftalik olunca derin anestezi altinda perfiizyona alinarak sag
ovaryumlar1 ¢ikarildi ve rutin histolojik takip metodlarindan sonra parafine gomiildii. Dokulardan belirli
araliklarla 5 mikron kalinhiginda kesitler alindi. ilk kesit rastgele secildi, her 40. kesit ¢ifti alind1. Kesitler,
Masson trikrom ile boyand1 ve Cavalieri prensibinin modifiye metodu kullanildi. Total doku hacimleri
noktali alan ol¢iim cetveli ile olgiildii. Stereolojik inceleme sonucu, gebelikte uygulanan diklofenak
sodyumun postnatal 20 haftalik denek ve sham grubu ile karsilagtirildiginda, kontrol grubu total doku
hacimlerinin arttig1 gozlendi. Degerler istatistiki acidan anlamli bulundu (P<0,05). Gruplarin total
primordiyal folikiil sayisinin degismedigi tespit edildi. Degerler istatistiki acidan anlamli bulunmad:
(P>0.05).

Anahtar kelimeler: Diklofenak sodyum, gebelik, sican, stereoloji, ovaryum, primordiyal folikiil.
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SUMMARY

Kaptan Parilt1 E, Inhibitor of prostaglandin synthesis in pregnant rats administered
diclofenac sodium stereological methods to investigate the effects of postnatal ovarian
morphometry. Yuzuncu Yil University, Instutite of Health Sciences, Master Thesis in Department of
Medical Histology and Embryology, Van, 2011. The diclofenac sodium is analgesic, antiinflammatuary
and antipuretic a drug. During pregnancy, diclofenac sodium extends the pregnancy and the birth and
since it can cross the placenta barrier it affects the fetus overies secrets the female reproductive
cell(ovum) and the hormones of female reproductive system. The aim of our study was to investigate the
effects of prenatally applied diclofenac sodium on the morphometry of the 20 week young overies by
stereological methods. First, the rats wre left overnight to mate. The next day when vaginal plaques were
observed was considered as the day ‘0’ of the pregnancy. Animals were kept in a room with normal light
and dark cycles (21£2°C) and fed with normal diet. The injections in the control (SF) and the
experimenatal group (lcc; Img/kg) were started on the fifty day of pregnancy and applied for 15 days. On
the postnatal 28th day (between 3-4 weeks) the male and female offsping were separated into different
cages. In our study, 18 female Wistar albino rats were used in the experimental, sham and control groups
each having 6 rats. When the animals are 20 weeks young they were perfused under deep anesthesia and
the ovarium in to and embedded in parafin after routine histological procedures. Tissue sections of about
5 microns thick were taken at regular intervals. The first section was chosen at random and every 40th
section pairs were taken. Sections were stained with masson trichrome. Modified method of Cavalieri’s
principle was used for stereological analysis. total tissue volumes were measured with pointed field scale.
When the subjects exposed to diklofenac sodium during pregnancy were compared with control group at
20 weeks postpartum, there was signiticant differences regading total tissue voliime and there were no
signiticant differences regading number of primordial follicles with stereological analysis (P>0.05).

Key Words: Diclofenac sodium, pregnancy, rats, stereology, ovarium, primordial follicles.
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