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1. GIRIS

Hucresel metabolizmanin  surekliliginin  saglanabilmesi
ortamdaki oksijen varligiyla dogru orantilidir. Oksijen eksikliginin yasandigi
kosullarda doku hasarlari olusur. Hipoksik kosullar (dokuda oksijen azhgt),
gunlik yasamda yuksek irtifalara ¢gikmakla, perinatal evrede fétusun ya da
dogum sirasinda bebegin oksijensiz kalmasi ile gergceklesebilmektedir. Son
yillarda bu konuyla ilgili arastirmalar oldukga artmigtir. Arastirmalarda
deneysel olarak hipoksik kosullar yaratiimakta ve dokular ya da deney

hayvanlari bu kosullara etkin birakilmaktadir.

18.yy’da ugan balonlarin kullaniimasiyla birlikte 9000 metre
yukseklige degin ¢ikan insanlarin beyin ve vucutlarinda uyusmalar oldugu,
tehlikeye karsi tepkisiz olduklari ve hareket edemedikleri; hatta bazilarinin
bu yolculuklar sirasinda 6ldugu bildirilmistir. Yuksek irtifa ile olusan oksijen
yetmezliginin akut etkileri halsizlik, basagrisi, alinganhk, bas donmesi,
mide bulantisi, uykusuzluk iken; kronik etkileri daha ciddi seyretmektedir.
Beyin kan akisinin azalmasi sonucu olusan serebral hipoksi, kafa
karisikhgina ve ardindan biling kaybina neden olmakta; daha ileri

asamalarda ise 6liime varan sonuglar ortaya ¢cikmaktadir.

Hipoksi, fotal yasamin olagan bir parcasidir. Gelisimini
normal olarak slUrdiren embriyonlar hipoksi isaretleyicisi ile
isaretlendiginde ndral tupte, kalpte ve organogenezisin erken evrelerinde
intrasomatik mezensimde hipoksi saptanmistir.’ Gelisimin ilerleyen
evrelerinde ise hipoksinin damar ile kan yapimi ve kikirdak gelisiminin
diizenlenmesinde rol aldigi belirtilmistir. > Ayrica hipoksinin insiilin benzeri

biiylime faktorinii (IGF) uyardigi da bilinmektedir. *



Hipoksik kosullarin agirlagsmasi ya da kronik hipoksi
kosullarinda anormal gelisim ve dogum sonrasi defektler gorilmektedir.
GUnumuzde fotal olumlerin ilk 10 nedeni arasinda fotal hipoksinin

olusturdugu komplikasyonlar bulunmaktadir. *

Hipertansiyon, preeklampsi ve HELLP sendromu gibi
hipertensif bozukluklar, ylkseklerde yasama, anemi, pulmoner hastaliklar,
plasenta previa gibi kanamali hastaliklar, oligohidroamniyoz olarak
adlandirilan amniyon sivisinin azhgi, bazi ilaglar ve sigara kullanimi gibi
maternal kokenli faktorler fotal hipoksinin olugsmasina neden olmaktadir.
Bunun sonucunda intrauterin baytume gerilikleri, disuk kilolu ve premature
dogum veya 6li dogumlar gerceklesir. > Bunun yaninda hipoksiye etkin
kalan fotuslarin, dogumdan sonra artan yasla birlikte kardiyopulmoner

yetersizliklere ve aterosiklerozise yatkin olduklari belirtiimektedir. °

Kronik fotal hipoksi gelisimi gerilettigi gibi birgcok organda
fizyolojik degisikliklere neden olmaktadir. Hipoksi, fotal kalp atim hizini
azaltir. Boylece organlara giden kan akimi azalmakta ve bu da doku
harabiyetine neden olmaktadir. En buylUk hasar ise beyin Uzerindedir.
Normal kosullarda serebral kan basinci otoregllasyon ile 30-50 mmHg
civarinda tutulmaktadir. Hipoksik kogullarda ise kendi kendisini duzenleme
mekanizmasi ortadan kalkmakta ve serebral kan akigi azalmaktadir.
Boylece merkezi sinir sistemi hareketleri kisitlanmaktadir.” Kronik fotal
hipoksinin Ureme sistemi organlarinda da hasara neden olabilemektedir.
Hipoksinin disi ureme sisteminin dnemli organlarindan olan ovaryumdaki
folliktllerin  gelisimlerini  olumsuz etkiledigi yapilan g¢alismalarla

gOsterilmisgtir.

Ovaryum, disi Ureme sisteminde Ureme doéngusu boyunca

onemli yapisal ve islevsel degisiklikler gosteren karmagsik bir endokrin



organdir. Follikil gelisimiyle birlikte baglayan ve puberteye gelindiginde
ovulasyon, luteinizasyon ve luteoliz gibi cesitli fizyolojik olaylarla slren

dongu sayesinde ovaryumlar digi Ureme sisteminin en 6nemli organlaridir.

Ovaryumlarin en o6nemli islevsel birimleri ise ovaryum
folliktlleridir. Ovaryum folliktlleri, embriyonal gelisim surecinde ilkel Greme
hicrelerinden kdken alan oogonyumlarin gogalmasi ile birlikte olusan oosit
ve cevresini saran follikil (granlloza) hucrelerinden olusmaktadir.
Ovaryum follikullerinde, teka hucreleri ve granuloza hucreleri olarak iki tur
somatik hdcre vardir. Bu hucreler follikil gelisimi sirasinda birgok
hormonun senteziyle yukUmladurler. Ayrica bu hicrelerin
proliferasyonunun, antral follikilin gelisiminde de rol oynadidi

belirtilmistir.

Embriyonal gelisim, primer oosit ve onu g¢evreleyen follikler
hicrelerden olusan bir primordiyal follilkilin gelisimiyle sonlanir.
Dogumda ovaryum, primordiyal follikil havuzu seklindedir. Puberteye
gelindiginde ise follikul gelisimi primordiyal follikilden primer follikule
farklanma ile surer. Primordiyal folliktllerin gelisiminde, parakrin ve otokrin
yolla sentezlenen buyume faktorlerinin roli oldugu bilinmektedir. Bu
blylme faktorleri arasinda kit ligand (KL), 16kemi inhibitor faktor (LIF),
temel fibroblast buyume faktort (bFGF), keratinosit buyume faktort (KGF)
, donustartclt buylime faktora B (TGF- ) ailesinden olan BMP-4 ile BMP-
7 ve yine bu ailenin Uyesi olan blyume farklilagsma faktéri 9 (GDF-9)
bulunmaktadir. Oositlerin ¢evresini saran yassi follikil hulcrelerinden
salgilanan bFGF ve KL’lar bu hucrelerin kendisinde, oositte ve stromal
hicrelerde buyumeyi tetikler. Boylece stromal hucreler ve teka
hicrelerinden folliktltn etkinligini saglayan ve yasamini guglendiren BMP-
4 ve BMP-7 salgilanir. Bu sinyallerin etkisiyle primordiyal follikiil geliserek

primer follikiil haline gelir. &°



Primer follikilin farklanmasi ise oosit'in GDF-9 ve BMP-15’i
salgilamasiyla olur. Bu iki sinyal molekulu oosit'in ¢evresini saran
granuloza hucrelerinin etkinligi ve ¢ogalmasini sagjlar.9 Primer folliklan
proliferasyonu ile birlikte sekonder follikil olusur. Bu asamada folliktlde
icinde sivi bulunan ve antrum olarak adlandirilan bazi bosluklar olusur. Bu
bosluklarin birlesmesi ve tek, genis bir boglugun sekillenmesiyle birlikte
Graaf follikili yapar. Ovulasyonla birlikte atilan olgun follikil Graaf
follikali’dur. Ovulasyondan sonra follikilun oosit diginda kalan kisimlari
korpus luteumu olusturur. Dollenme gergeklesmezse korpus luteum, kan

akiminin azalmasiyla birlikte geriler ve dongu bdylece surer.

Fotal gelisim sirasinda normal bir olay olarak rol oynayan
hipoksi, ovaryal dongunun bir parcasi olan ve luteoliz olarak adlandirilan
korpus luteumun gerilemesi asamasinda da rol oynamaktadir. Asiri
hipoksik kosullarin, farkh gelisim evrelerindeki oositleri olumsuz etkiledigi,
metafazda kromozom dizilislerinde diizensizliklere ve sitoplazma iceriginde
eksikliklere neden oldugu Dbelirtiimigtir. Yariklanma agsamasindaki
embriyonlarda da ¢ok c¢ekirdekli blastomerlerin, asiri hipoksik kosullara

etkin kalan oositlerden kdken aldigi gosterilmistir.™

Yeterince oksijenlenemeyen dokularda asirt ATP yikimi
sonucu serbest oksijen radikalleri (SOR) olusmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri ortaklanmamig elektronlar nedeniyle olduk¢a reaktiftir ve
hacrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrad ve enzim gibi 6nemli biyolojik
yapilari ile tepkimeye girerler. Bu nedenle hipoksi sonucunda olugan
serbest oksijen radikallerinin, dokudaki hasarlanmalarin ana kaynagi

oldugu dusunulmektedir.



Serbest oksijen radikalleri, oosit ile spermiyumun Kkalitelerini
dusurerek disi ve erkek uUreme sistemleri Uzerinde olumsuz etkiler
gOstermektelerdir. Bu etkilerin sonucunda ise infertilite oranlari
yukselmektedir. Serbest radikaller ya da reaktif oksijen turleri disi Ureme
sistemlerinde ,proimflamatuar sitokinler Gzerinden etki gdstererek,
endometriyozis, ovaryum kanseri, polikistik ovaryum sendromu gibi daha

birgok patolojik duruma neden olmaktadir.

Oksidatif metabolizma sonucu olugsan serbest oksijen
radikalleri normalde suUperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz gibi
enzimlerle ya da vitamin E, vitamin C , beta-karoten gibi vicuttaki
antioksidan mekanizmalar veya digsaridan verilen antioksidan maddeler ile

yok edilir."®

Ginkgo biloba, serebral ve periferal kan akisi bozukluklarinda
yararl kanitlanmis bir Uzak Dogu bitkisidir. Igerigindeki flavanoidler
sayesinde kuvvetli serbest radikal tutucu 6zellige sahip olan Ginkgo biloba
ekstreleri, hipoksi sonucu azalan kan akimi ve olusan serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu hasarlarin duzeltimesinde kullanilabilecek gegici

bir antioksidandir.

Fotal hipoksinin ovaryum folliktlleri Gzerinde olumsuz etkiler
yarattigi bilinmektedir. Bu calismada da , gebelikte olaylanan hipoksinin
ovaryum dokusu uzerine olan etkilerinin belirlenmesi ile antioksidan bir
madde olan Ginkgo biloba ekstresinin, hipoksinin olusturdugu bu etkiler
Uzerindeki olasi iyilegtirici rolinin arastirilmasi amaglanmistir. Bulgular

kaynak verileriyle karsilastirmali olarak degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1.0VARYUMUN GELISiMi

Genital sistem erken embriyonik donemde disi ve erkek
yapisal 6zellige sahip degildir. Gelisimin 7. haftasina degin farklanmamig
olan gonadlar, bu evrede testis ya da ovaryumlara farklanirlar.

Farklanmada birgok gen islevsel role sahiptir.’

XY kromozomuna sahip farklanmamigs gonadlar, gelisimin 7.
haftasinda Y kromozomu Uzerinde bulunan ve testis belirleyici faktorl
kodlayan SRY geninin etkisiyle, testis’e farklanirlar. XX kromozoma sahip
olanlar ise X kromozomu uzerinde bulunan bir dizi genin etkisiyle

ovaryum’a donusurler.

Gonadlar gelisimin 5. haftasinda koélom epitelinin cogalmasi
ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusan, bir cift genital ya da

gonadal kabartilar seklinde belirirler. *

Gelisimin 5. haftasindan baslayarak gonadal kabartilara ilkel
(primordiyal)  Ureme hucreleri go¢ eder ve burada dizensiz sekilli

kordonlari olustururlar. '

ilkel Greme hicreleri, gelisimin 2. haftasinda embriyonik
primer ektodermden (epiblast) koken alirlar. Daha sonra epiblasttan
ayrilarak ameboid hareketlerle Vvitellus kesesinin ekstraembriyonik
yapilarina go¢ ederler. 4. haftada son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda ilkel gonadlara ulasirlar. 6. haftada

ise genital kabartilari isgal ederler. °



ilkel tireme hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen
once ve ulasmasi sirasinda, genital kabartinin epiteli ¢ogalir ve epitel
hdcrelerinin altindaki mezensimin igine gomuludrler. Burada ilkel cinsiyet
kordonlari olarak adlandirilan dizensiz sekilli kordonlari olustururlar. Erkek
ve disi embriyonlarda bu kordonlar ylzey epiteline baghdir ve bu evrede
erkek ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu
nedenle bu evreye faklanmamis dénem, bu gonad'a ise farklanmamis

gonad denir.>"

Farklanmamig gonad, ilkel cinsiyet kordonlarinin olugsumuyla
birlikte 2 bdlgeye ayrilir. Dista yer alan bolge korteks , igte yer alan bodlge
ise medulla olarak adlandirilmaktadir. X cinsiyet kromozomuna sahip

embriyonlarda farklanmamig gonadin korteksi ovaryuma farklanir. 15

7. haftada disi gonad’'in yuzey epitelinden kdken alan hucre
kordonlari alttaki mezensimin igine gémullr. Bunlar ylzeye yakin yelesirler
ve ikincil kordonlar olarak adlandirilirlar. 16. haftada, bu kordonlar izole
hidcre kimelerine pargalanir. Bu hicre kimeleri bir ya da daha ¢ok sayida
ilkel Ureme hucresini c¢evrelemektedir. Bu Ureme hucreleri zamanla
oogonyum’lara doénusur. Oogonyum’larin  gevreleri ise kordonlarin

olusturdugu hiicre kiimelerinden kdken alan follikiler hiicreler ile sarihr.

Dogum oOncesi evrede ilkel Ureme hucrelerinden kdken alan
oogonyum’larin  ¢ogunlugu hizla mitoz bolinme gegirirken, bir kismi
bélinmesini 1.mayoz bolinmenin profaz asamasinda durdurarak primer
oosit’lere farklanir. Bu evrede primer oosit'ler DNA kapsamlarini iki katina
cikararak birinci mayoz bolinmeye baslarlar. Gelisimin 20. haftasinda,
fotal ovaryumlardaki Ureme hiucre sayisi yaklasik 7 milyona ulasir.
Gelisimin 28.-30. haftalarinda ovaryum yuzeyine yakin bulunan az sayidaki

oogonyum disindaki tum oogonyum’lar yok olur. Varliklarini surdurenler,



1.mayoza baslayan primer oosit’'lerdir. Primer oosit’ler ¢evrelerini saran

yassi follikiiler hiicreler ile birlikte primordiyal follikiil adini alr.'*1%1°

Dogumda ovaryum’larda sayisi 700.000-2.000.000 arasinda
degisen primer oosit bulundugu saniimaktadir. Bu sayi puberteye degin
400.000’e duser. Bu evreye dedin primer oosit'ler 1.mayoz boélinmelerini
tamamlamadan beklerler. Oositllerin olgunlagsmasi follikiler hicrelerce
salgilanan oosit olgunlasmasini baskilayan madde (OMI,oosit maturation

inhibitor) tarafindan engellenir. '*'°

Puberteye gelindiginde, primordiyal follikil buyuyen follikdl
asamasina gecger. Boylece follikil hlcrelerinde, oositte ve bunlara eslik
eden stromada degisiklikler olusur. Baslangi¢ olarak oosit buyur ve bunu
saran follikil hucreleri kubik bir sekil alirlar. Daha sonra folliktl hucreleri
¢ogalarak ¢ok sirali bir epitel tabakasi olustururlar. Cogalan bu hucrelere
graniiloza hicreleri denir. Bu hale gelen follikil ise ‘Primer Follikiil’
olarak adlandiriir. Gelisme surdikce grandloza hicreleri arasinda igi
siviyla dolu bogluklar belirir. Bosluklarin birbirleriyle birlesmesi sonucu bir
antrum olusur ve folliktl ‘Sekonder Follikul’ adini alir. Follikil ovulasyona

yakin daha da bilylr ve ‘Graaf Follikiil’ olarak adlandirilir.’

2.2. OVARYUM ANATOMISI

2.2.1.0varyum’un Yapisi

Ovaryumlar kadinda esas Ureme organi olan, oval bigimli ,
bademe benzeyen bir ¢ift organlardir. Her bir ovaryum pembemsi-beyaz
renkte, solid noduler yuzeyli, 3-3,5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genigliginde 1-
1,5 cm kalinliginda ve 3-5 gr agirhgindadir.’



Ovaryumlar pelvis boslugunda fossa ovarica denilen
cukurlarda yerlesmislerdir. Fossa ovarica, arteria iliaca externa, arteria
iliaca interna ve ligamentum latum uteri arasinda bulunur. Bu alani asagida
onden ligamentum latum uteri, yukarida Onden vasa iliaca externa;
arkadan vasa iliaca interna ve ureter; 6nde ise oblitere umblikal arter

sinirlar. 2728

Facies lateralis ve facies medialis olarak iki ylzu; 6n (margo
mesovaricus) ve arka (margo liber) olarak iki kenari; Ust (extremitas
tubaria) ve alt (extremitas uterina) olarak iki ucu bulunur. Ovaryumun ust
ucu lig. suspensorium ovarii ile pelvis’in lateral duvarina; alt ucu olan lig.
proprium ile de uterus’a tutunur. Ovaryum’un 6n kenari ise, kisa bir
peritoneal plika olan mesovarium ile lig.latum uteri’ye baglanir. Ovaryum’u
tutan bir diger yapi ise fimbria ovarica’dir. Bu yapi, tuba uterina’nin
infundibulum tubae uterinae parcasinda bulunan sacaklardan birinin
ovaryum’un Ust ucuna yapisan kismidir. Bu bagin igerisinde duz kas lifleri

bulunur. 26272

2.2.2.0varyum’un Damarlari

Ovaryum'un arterleri, abdominal aortadan ¢ikan
a.ovaricalar'dir. Bu arterler, lig. suspensorium ovarii iginde pelvis'e iner.
Hilum ovarii'den ovaryum'a girer ve follikiller cevresinde kilcal aglar
olusturur. Arteria uterina’nin bir yan dali olan ramus ovaricus’tan da
ovaryum’a dallar gelir. Bunun sonucu olarak mesovarium iginde arteria

ovarica ile arteria uterina arasinda bir anostomoz olusur. 2



Ovaryum’u direne eden venler ovaryum ve tuba uterina
yakinlarinda ven6éz bir ag olan plexus pampiniformis’i olusturur. Bu
pleksustaki venler birbirleri ile birleserek tek bir ven olan vena ovarica'yi
olusturur. V. ovarica, a.ovarica ile birlikte seyreder ve hilum ovarii’'den
cikar. Sag taraftaki ylkselerek vena cava inferior'a, sol taraftaki ise vena

renalis sinistra’ya acilir.>°

Lenf damarlari kan damarlari ile birlikte uzanir. Yukari
cikarak nodi lumbales’e agilan bu damarlara tuba uterina’lardan ve fundus

uteri’den gelen lenf damarlari da katilir.*

2.2.3.0varyum’un Sinirleri

Ovarium'un sinirleri, plexus hypogastricus inferior ve
a.ovarica'nin gevresindeki plexus ovaricus'dan gelir. Parasempatikleri
n.vagus'tan, sempatikleri ise n.splanchnicus minor ve bir kismi torakal
medulla spinalis segmentlerinden gelir. Bunlarin ovaryum igindeki dagilimi

ve gorevleri tam olarak bilinmemektedir.®

2.3. OVARYUM’UM HiSTOLOJiSIi

Ovaryum’un ylzeyi tek kath yassi ya da kibik bir epitel ile
kaphdir. Periton’'un mezotelyumundan farklanan bu epitele germinal epitel
(epithelium germinativum) adi verilir. Epitelin elektron mikroskobik
goruntilerinde hicrelerin Ust ylUzeylerinde ¢ok sayida mikrovillus ve
sitoplazmada c¢ekirdek c¢evresinde yerlesik iyi gelismis organeller icerdigi

izlenir. Hiicrelerin yan yiizlerinde ise desmozomlar bulunur. 7181920
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Germinal epitelin altinda, ovaryum’un beyazimsi rengini
veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan siki bag dokusu katmani
bulunur. Bu iki katman birbirinden bazal membran ile ayrilir. Damardan
yoksun olan tunika albuginea katmaninda ovaryum’un yuzeyine kosut

olarak yerlesmis kollajen fibriller yer alir.

Tunika albuginea’nin altinda, ovaryum follikillerini iceren
korteks katmani ile en icte yer alan ve damardan zengin gevsek bag
dokusu olan medulla katmani yer alir. Bu iki katman arasinda kesin bir

sinir bulunmagz.'”1819:20

2.3.1.0varyum Korteksi

Korteks ovaryumun iglevsel bolimudur. Stroma ile stromaya
gomuld olan ve gesitli gelisim evrelerindeki ovaryum folliktllerinden olusgur.
Stroma ise kollagen, elastik ve retikuler lif aglari ile ig bi¢cimli bag dokusu
hicreleri olan fibroblastlari kapsar. Fibroblastlar hormonal uyarilara diger
organlardaki fibroblastlardan daha duyarlidir. Korteksin interstisyel bag

dokusu germinal epitel altinda sikisarak tunika albuginea’y olusturur.'”%!

2.3.2.0varyum Medullasi

Kan ve lenf damarlari ile sinirlerden zengin olan bu bdlge
kollagen lif demetlerinden ve elastik liflerden olusan gevsek bag

dokusudur.??
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2.3.3.0varyum Follikulleri

Ovaryumda farkh gelisim evreleride 4 tip folliktl goralir:

2.3.3.1.Primordiyal Follikdl

Olgunlasmig ovaryumda primordiyal folliktller tunika
albuginea’nin hemen altinda korteks stromasi iginde bulunur. Primordiyal
folliktller, bir primer oosit ve onu gevreleyen tek kath yassi follikil
hicrelerinden olusur. follikil hucreleri  birbirlerine  desmozomlar ile
tutunmustur ve etraflarini saran bazal lamina ile stromadan ayrilirlar. Bu
asamada folliktl igindeki oosit yaklasik 25 um c¢apindadir. Cekirdek
hdcrenin kenarina yakin yerlesiktir ve oldukga belirgin bir ya da daha fazla
cekirdekgik icerir. Cekirdek plazmasi acilmis kromozomlar nedeniyle
vezikuler olarak gorulur. Oosit sitoplazmasinda, Balbiani cisimcigi olarak
adlandirilan; Golgi kompleksi membranlari ve vezikulleri, endoplazmik
retikulum, birgok mitokondriyon ve lizozomlarin birikmesiyle olusmus bir

yap! bulunur.®?3

2.3.3.2.Primer Follikul

Ergenlik donemine gelindiginde her ovariyal dongude 5-15
arasi primordiyal folliktl, follikiler blyume evresine girerek primer
folliktllere farklanir. Primer oosit 100-150 ym c¢apina ulasirken gevresini
saran yassi folliktler hacreler kubiklesir. Bu hale gelen follikile tek sirali
(unilaminar) primer follikil denir. Daha sonra mitotik erke sahip olan
folliktler hicreler godalir ve ¢ok katli hale gelerek gok kath (multilaminar)
primer follikil adini alir. Bu asamada follikili ¢evreleyen follikiler

hicrelere graniiloza hiicreleri; olusturduklari katmana ise granuloza
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katmani denir. Primer oosit tarafindan salgilanan aktivin sinyal molekuld,

graniloza hiicrelerinin cogalmasini saglar. 819242°

Bu evrede, oosit ile oositi ¢cevreleyen follikil hicrelerinden
zona pellusida olarak adlandirilan bir katman olusturulur. Zona pellusida,
glikoprotein ve glikozaminoglikandan zengin, eozinofilik, homojen ve PAS
(+) bir katmandir . Oositi c¢evresindeki follikller hucrelerden ayirir.
Granuloza hucrelerinin  uzantilari ve oositlerin  mikrovilluslari, zona
pellucida igine uzanirlar ve oluklu baglantilar araciligiyla birbirleriyle iletisim

kurarlar. 192026

Granulloza hucrelerinin  gogalmasiyla, follikili cevreleyen
stromada yer alan fibroblastlar teka follikiili denilen bag dokusu
katmanini olugsturmaya basglarlar. Bu katman daha sonra farklanarak icte
asiri damarli ve hucresel bir tabaka olan teka internayi; dista ise daha gok

fibroz bag dokudan olusan teka eksternayi olusturur. '°%°

2.3.3.3.Sekonder (Antral) Follikul

Cok sirali primer follikilin graniloza katmani, hipofiz bezi 6n
lobu bazofilik hucrelerinden salgilanan FSH (follikil uyarici hormon)
etkisiyle ¢ogalmay surdurar ve 8-12 kath bir granlloza tabakasi olusur.
Cap1 200 ym’ye ulasan follikilin granuloza hicre katmaninda bosluklar
olusmaya baglar. Boslular follikuler sivi (liquor folliculi) olarak adlandirilan
bir sivi ile dolar. Olusan follikil sivisi plazma bilesenlerini ve follikdl
hlcreleri tarafindan salgilanan drunleri igerir. Sivida glikozaminoglikanlar,
steroid-baglayici proteinler ile diger bazi proteinler ve yuksek yogunlukta
steroidler (progesteron, androjenler ve Ostrojenler) bulunur. Sivi dolu bu

bosluklar birleserek antrum denilen daha buyUk bir bogluklugu olusturur.
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Antrum sekillenirken oosit ve g¢evresinde kalan bir grup graniloza hucresi
antruma dogru uzar ve kumulus ooforus’u bigimlendirir. Oositin
cevresinde kalan tek katli granuloza hucrelerine korona radiata adi verilir.

Bu asamaya gelen follikile de artik sekonder ya da antral folliktil denir.
18,19,24

2.3.3.4. Graaf (Olgun) Follikul

Follikl gelisiminde son asamadir. Oosit 150 pm c¢apa
ulasmigtir ve follikilin c¢api da yaklagsik 250 um kadardir. Antrum
sekillenirken oosit ve gevresinde kalan bir grup granuloza hicresi antrum
icine sarkarak kumulus ooforus’u olusturur. Oositin ¢cevresinde kalan tek
sirali granuloza hucreleri korona radiata’yl sekillendirirler.  Ovaryal
donglnun baslamasindan 12-14 gun sonra olgunlasan sekonder oosit,
cevresindeki korona radiata katmaniyla birlikte Graaf folliktili’nden atilir.
Bu olaya ovulasyon denir. Her ovaryal déngude bir grup follikil gelismeye
baslarsa da, bunlardan yalnizca bir tanesi tam anlamiyla olgunlasir.

Digerleri dejenere olarak atretik follikiller haline gelir.'* 18222

Ovulasyondan hemen once, primer oosit |. Mayoz bolinmeyi
tamamlayarak buyuklUkleri farkli, ancak her biri 23 c¢ift yapili (2nDNA)
kromozom iceren ki yavru hucre olusturur. Bu hicrelerden biri
sitoplazmanin buylk bolumunl iceren sekonder oosit, digeri ise ¢ok az
sitoplazma kapsayan 1. kutup cismidir. |. kutup cismi, oosit'in hiicre zariyla
zona pellusida arasindaki perivitellin aralikta yer alir. I. Mayoz bolinmenin
tamamlanmasindan hemen sonra sekonder oosit Il. Mayoz bolunmeye
girer ve fertilizasyona degin bekler. Ovulasyondan hemen 6nce, dongunin
14. glnlnde, artan LH (luteinizan hormon) ‘un mayotik bolinmeyi uyardigi

dusunulmektedir. |l. Mayoz bdlinme ancak oosit Il, bir spermiyumla
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dollenirse tamamlanir. Déllenme olmazsa ovulasyondan 24 saat sonra

oosit Il dejenere olur.™

Ovulasyondan sonra, ovaryum dokusu igerisinde kalan
granuloza ve teka interna hucreleri korpus luteum olarak adlandirilan ve
ovaryumun korteks bolgesinde yer alan gegici bir i¢salgi bezi olustururlar.
LH uyarimiyla korpus luteum, progesteron ve Ostrojen salgilar. Gebeligin
olusmadigl durumlarda korpus luteum dejenere olur ve bulundugu yer
fibroblastlar tarafindan kaplanarak siki bir bag dokusu olugur. Bu dokuya
korpus albikans denir. Gebeligin olugsmasi durumunda ise korpus luteum,

ilk 8 hafta (plasenta olusuncaya degin) boyunca varhigini sirdirir. '92°

2.4. OVARYUM FizYoLOJisi

2.4.1.Hipofiz On Lobu Hormonlari ve Ovaryum'lar Uzerine
Etkileri

Kadin genital hormon sistemi, tU¢ ayri hormon grubundan

olusur:

1.Hipotalamik-serbestlestirici bir hormon olan;

Gonadotropin-Serbestlestirici Hormon (GnRH)
2. Hipofiz bezi 6n lobu hormonlarindan Follikil Uyaran

Hormon (FSH) ve Luteinize edici Hormon (LH). Bu hormonlarin her ikisi

de hipotalamus'ta sentezlenen GnRH'a yanit olarak salgilanir.
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3. Ovaryum hormonlari, dstrojen ve progesterondur. Bu
hormonlar hipofiz 6n lobundan salgilanan iki hormona (FSH, LH) yanit

olarak, ovaryum'larca salgilanir.

Kadinda gorulen aylik ovaryal dongu sidrecinde, bu
hormonlarin salgi miktarlari degiskenlik godsterir. Dongunun farkh
evrelerinde son derece farkli hizlarda salgilanirlar. Déngu surecinde
ovaryumdaki degisikliklerin timi ©6n hipofiz bezinden salgilanan

gonadotropik hormonlar olan FSH ve LH’a bagldir. **

FSH ve LH, molekdl agirliklari yaklagik 30000 dalton olan
kliguk glikoprotein  yapisindaki hormonlardir. Bu iki  hormon
ovaryum’lardaki hedef hucrelerini, hiicre zarlarinda bulunan 6zgul
reseptorlere baglanarak uyarirlar. Aktive olan reseptorler, bu hicrelerin
salgl, bluyume ve ¢ogalma hizini arttirirlar. Bu uyarici etkilerin tumua hicre
sitoplazmasmdaki ikincil haberci siklik AMP (cAMP) sisteminin aktivasyonu
sonucu gergeklesir. cAMP, protein kinaz olusumunu saglar, daha sonra da
cesitli fosforilasyonlarda, anahtar enzim gorevi yaparak pek ¢ok hucre igi
islevi hizlandirir. FSH, ¢ok katl primer follikilin granuloza hucrelerindeki
reseptorlere baglanarak sekonder follikil gelsimini, gelisen folliklllerden
Ostrojen salinimini ve LH reseptor yapimi igin teka interna hucrelerini
uyarir. LH ise, teka internadaki bu reseptorlere baglanarak bu hucrelerde
kolestrolden androjen yapimini uyarir. Bu androjen, bazal membrani
gecerek granlloza hicrelerine gelir ve burada oOstrojen hormonuna
donustartlir. Bunun disinda, sekonder follikiliin granuloza hcrelerinden
inhibin, folliostatin, aktivin gibi hormonlar da salgilanir. Gelisen follikilden
salgilanan yuksek miktardaki dstrojenle birlikte bu hormonlar, dolayli olarak
hipotalamus’a etki eder ya da dogrudan 6n hipofiz bezinden fazla FSH
salgilanmasini baskilar. Ayni zamanda, 6n hipofizin bazofil hiicrelerinden

LH salgilanmaya baslar. ®3'
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2.4.1.1.0vulasyonda LH'un 6nemi ve yukselisi

LH, follikil blyUmesinin son asamasinda ve ovulasyon
aninda gerekli olan bir hormondur. Ovulasyondan hemen 6nce kandaki LH
miktari 6-10 kat artis gOsterir. Bu ani artigla birlikte primer oosir 1.mayoz
bolinmeyi tamamlar ve sekonder oosit olugur. Daha sonra sekonder oosit
2.mayoz bolinmenin metafaz evresinde bekler. Artan LHIn etkisiyle
ovulasyon baglar. Olgun follikil, ovaryum yuzeyinden disariya dogru
stigma denilen bir ¢ikinti yapar. LH duzeyinin artmasi sonucu uyarilan
teka eksterna ve tunika albuginea igindeki proteolitik etkinlik, olgun Graaf
follikilinuan yirtilmasini kolaylastirir. Disariya atilan oosit ovaryum’a ¢ok
yaklasmis olan uterus tlplerinin fimbriyalari tarafindan yakalanarak tuba
uterina icine alinir. Ovulasyon puberteden menapoz'a degin 28 glinde bir
olaylanir. Ovulasyon iki kanama arasinda, dongunun 14. gununde
gerceklesir ve genelde bir adet oosit atilir. Bazen ayni anda birkag oosit

atilabilir. 8>

Oosit’in ovulasyonla disari atilmasini izleyen ilk birka¢ saat
icinde, geride kalan granuloza ve teka interna hucreleri yine LH'in etkisiyle
lutein hicrelerine donusur. Bu luteinizasyon surecinin sonunda korpus
luteum olusur. Gebelik gergeklestiginde plasentadan LH'la hemen hemen
ayni Ozelliklere sahip diger bir hormon olan koryonik gonadotropin
(hCG) salgilanir. Bu hormon korpus luteum'a etki ederek yasamini uzatir

ve genelde gebeligin ilk 2-4 aylik siiresinde devamini saglar.'®3"%2

Korpus luteum’daki graniloza hucreleri progesteron ve
ostrojen salgilar. Teka interna hucreleri ise androstenedion ve
testosteron gibi androjenleri salgilar. Ancak, bunlarin da ¢ogu granuloza

hicrelerine gecerek kadin hormonlarina donustartlar. Lutein hacreler
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¢ogalma, genisleme, salgi ve dejenerasyon sirasina gore programlanirlar.
Yaklasik 12 gun suren bu dongunun sonunda ,dollenme olmadiginda,
luteal hucrelerden salgilanan inhibin hormonu etkisiyle FSH ve LH duzeyi
azalir. Sonugta korpus luteum dejenere olarak fibrotik bir yapi olan korpus
albikans’a donusur. Korpus luteumun dejenerasyonu ile azalan &strojen

ve progesteron diizeyleri sonucunda menstriiasyon baslar.*’

GranUlloza hucrelerinden salgilanan Ostrojen ve
progesteronun digsi Ureme sistemi Uzerinde Onemli etkileri vardir.
Ostrojenin, ovaryum folliklllerinin blylimesini saglamasi ve FSH salinimini
dizenlemesinin diginda disi ireme organlarinin sekillenmesinde, sekonder
disi cinsiyet oOzelliklerinin olugsmasinda da goérevi vardir. Disg genital
organlar Ostrojen hormonu etkisiyle gelisir, tim genital kanallardaki epitel
ortusu ve duz kaslar buyur, endometriyum kalinlagir, protein anabolizmasi
uyarilir, meme dokusunda buylme olur, deri alti yag dokusu artar, sivi ve
elektrolit dengesi korunur. Progesteron ise, uterus endometriyumunun
salgisini artirir, tuba uterina’lari doseyen mukozada sekresyon evresiyle

ilgili degisimleri baslatir, meme dokusunun biiyiimesine neden olur. %23

2.5. HIPOKSI

Dokularin normal metabolik fonksiyonlarini strdirmek igin
gerek duydugu oksijenin yetersiz oldugu durumlarda hipoksi

olusmaktadir.®
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2.5.1.Hipoksinin Cesitleri

1- Hipoksik (Hipobarik) Hipoksi : Arterlerdeki PaO2’nin
dismesine (PaO2 < 80 mm Hg) kosut olarak dokulara giden oksijen

miktarinin azalmasi sonucu ortaya g¢ikan hipoksidir.

2- Anemik Hipoksi : Oksijeni tagiyacak olan hemoglobin

miktarinin azalmasi ya da hemoglobinin oksijeni tasiyamamasi nedeniyle

olusur.

3- Dolasim (Stagnant, iskemik) Hipoksisi : Damarsal bir

hastallk ya da arteryel vendz kisa yol olusumuna bagli olarak dokuya
giden arterlerde kan akiminin azalmasi ya da engellenmesi durumunda

goralar.

4- Histotoksik Hipoksi : Bazi zehirli maddelerin (siyanid, CO,

narkotikler) , mitokondriyal solunumdaki elektron tasima sistemini

durdurmasi sonucu hiicrenin oksijen kullanimini énlenmesiyle olusur.*>*

2.5.2.Hipoksi’nin Etkileri

Hucresel boyutta hasar en c¢ok hipoksi sirasinda
g6zlenmektedir. Oksijen azhgindan en ¢ok etkilenen organel
mitokondriyonlardir. Bunun sonucunda hucresel ATP duzeyi azalir, enerji

iretimi ve kullanimi arasindaki denge bozulur. *°
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Dokulardaki O2 miktari aerobik metabolizmayi strdlirmeye
yetmediginde anaerobik metabolizma uyarlir. Laktat ve hidrojen
iyonlarinin yapimi artar ve laktik asit olusumuyla birlikte kan pH’sinda

anlamli bir disiis gdzlenir. >

Hipoksiden ilk olarak etkilenen organlar ise beyin, goz

retinasi, kalp ve akcigerlerdir. Zamanla tim organlar etkilenir.

Hafif hipokside (PaO2 = 60-79 mm Hg) uyku hali,tembellik,
zihin ve kas yorgunlugu, bazen bas agrisi, kalp atiglarinda hizlanma, ender
olarak mide bulantisi, bazen 6fori gorilir. ilerledigi durumlarda (PaO2 =
40-59 mm Hg) merkezi sinir siteminde, kalpte ve bobreklerde fonksiyonel
bozukluklar belirir. Agir derecedeki hipokside (PaO2 < 40 mm Hg) hicre

slimleri gergeklesir. Son agamada ise 6liim gériltir. **%%%

2.5.3.Hipoksik Hipoksi

En sik goérulen hipoksi turt olan hipoksik hipoksi, normal
kigilerin deniz duzeyinden 3600 metre ve daha Uzeri yuksekliklere
cilkmasiyla ya da pnomoni gibi sik rastlanan birgok hastaligin sonucu
olarak izlenmektedir."** Hipoksik hipoksinin diger nedenleri ise soyle

siralanabilir:

1- Atmosferdeki oksijen eksikligi ya da hipoventilasyon

sonucu akcigerlerin yetersiz oksijenlenmesi,
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2- Cesitli pulmoner hastaliklar sonucu alveolar ventilasyon-
perfiuzyon oraninin bozulmasi ve solunum membranlarinda difizyonun

azalmasi,

3- Vendz-arteryal santlar,

4- Anemi ya da anormal yapili hemoglobin, genel ve lokal
dolasim yetmezligi ile doku 6demi sonucunda kan ile dokulara tasinan

oksijenin yetersiz olmasi,

5- Dokulara gelen oksijeni dokularin kullanamamasi. Bunun
nedenleri ise; hucresel oksidasyon enzimlerinin zehirlenmesi ile oksijen
kullanmadaki hlcresel metabolik kapasitenin, toksisite, vitamin yetmezligi

ya da diger faktorler nedeniyle azalmasidir.

Gebelik sirasinda uzun sure etkin kalinan hipoksi sirasinda
kronik  maternal ve fotal hipoksiler olusmaktadir. Deneysel olarak,
maternal arteryal oksijen basinci 40 mm Hg’ye indirilerek maternal hipoksi
olusturulur. Uzun sireli maternal hipoksi sonucunda fotlise giden oksijen
azalmakta ve fotusun arteryal oksijen basinci ise 10-12 mm Hg'ye
dusmektedir. Buglne degin koyun, domuz ve siganlarda deneysel olarak
kronik fétal hipoksi c¢alisilmis ve bunun sonucunda fétal bldylUmenin
geciktigi gézlenmistir. Hipoksi sonucu blyime geriligi gdzlenen fétuslarda
dusuk arteryel kan basinci ve dusuk nabiz izlenmektedir. Kronik fotal
oksijen yetmezligi dokularda hicre buyuimesi ve dolasim erkinin artmasi ile
dengelenmeye caligilmakta ancak buna karsin basta beyin olarak pek ¢ok

organda hasar olusmaktadir.”
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Yuksek irtifalara c¢iktikga azalan oksijen basinci nedeniyle
olusan hipoksi Ozellikle dagcilarda c¢ok sik gorulebilmektedir. Deniz
dizeyinde 104 mm Hg olan alveoler oksijen basinci , 6000 m yukseklige
cikildiginda 40 mm Hg'ye dusmektedir. Aklimatize olmus, yani vicudunu
yuksek irtifaya alistirmis bir insanda ise bu deger 53 mm Hg’dir. Yuksek
irtifalarda uzun sure yasayan insanlarda aklimatizasyon sonucunda distk
oksijen vUucutta daha az zararli etkilere yol agar. Bu uyumu saglayabilmek
igin; pulmoner ventilasyonda buyuk bir artig, eritrositlerde ¢ogalma,
akcigerlerin difuzyon erkinde artma, dokularin damarlanmasinda artis,
dusuk oksijen basincina kargi hicrelerin oksijeni kullanma yeteneklerinde
artma gorulur. Bu sayede Kisi, hipoksinin etkisinde olmadan yasamini

sirdiirebilir ya da daha yiikseklere cikabilir. >’

Yeterince  oksijenlenemeyen  dokularda ise  enerji
metabolizmasi degiserek doku ATP (adenozin trifosfat) miktarinda azalma
gorulmektedir. Hipoksik kosullarda asiri adenozin yikimi sonucu olugan
hipoksantinin enzimatik yikimi sirasinda ksantin dehidrogenaz enzimi
tarafindan serbest oksijen radikalleri (SOR) uretildigi bildiriimektedir.
Organizmada oksidatif mekanizmalar sonucu olugsan SOR, asiri Uretim
veya vlcuttaki oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi durumunda,
protein, lipid, karbonhidrat ve nukleotid gibi biyomolekulleri etkileyerek
zararh etki gostermeye baslamaktadir. Normal metabolizma sirasinda yan
urin olarak uretilen bu radikaller vicuttaki antioksidan mekanizmalar ile
ortamdan uzaklastirilir. Bu mekanizmalar, superoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler ile askorbat, E vitamini,

Ginkgo biloba gibi serbest radikal tutucularindan olusmaktadir. 333
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2.6. GINKGO BILOBA

Anavatani Asya olan Ginkgo biloba, ytzyillardir Cin’de saglik
koruyucu 6zelligi nedeniyle astimdan nezleye, vajinal candidiasis’ten Uriner
sistem hastaliklarina kadar birgok hastaliga karsi kullaniimaktadir. 1960’1
yillarda Almanya’da vyapilan bir galismada Ginkgo biloba ekstratinin,
serebral ve periferal kan akigi bozukluklarinda vyarar sagladiginin
kanitlanmasi Uzerine tipta yerini almistir. Bugln dinyada alternatif tipta

yaygin olarak kullaniimaktadir. %

Ginkgoaceae ailesine ait olan Ginkgo biloba, Turkce'de
ginkgo ya da Japon erigi olarak adlandirilir. Ginkgo biloba adini ise

yapraklarinin iki loblu seklinden almistir.*°

Ginkgo biloba yapraklarindan elde edilen ekstrenin icerisinde
%22-27 oraninda flavon glikozitleri (kersetin, izoramnetin; biflavonlar-
amentoflavon), %5-7 oraninda terpenik laktonlar (gingkolit A-C, J,M ;
bilobalit) yaninda diger bilesenler olan proantosiyanidler, organik asitler
(hidroksikinurenik asit, kinurenik asit, protokatesik ve vanilik asit), ozlar,

ginkgolik asit, D-glukarik asit bulunur.*’

Ginkgo biloba ekstresi, icerigindeki flavanoidler nedeniyle
serbest radikal tutucu Ozellie sahipken, ginkgolidler sayesinde ise
kuvvetli platellet aktive edici faktor (PAF) karsiti olarak etki gosterir. PAF
vucutta, trombosit aktivasyonunu saglar, noétrofil agregasyonu, superoksit
radikal dretimi, lizozomal enzimleri salinmasi ve |Okotrien sentezini

uyarir.®
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Bu etkileri nedeniyle Ginkgo biloba ekstrati, PAF ve serbest
radikallerin rol oynadigi doku hasari gibi patolojik durumlarin tedavisinde

kullaniimaktadir.

2.7.Donusturiicu Buyume Faktoru (TGF- B)

Donusturactu buyume faktora-p (TGF-B) ailesi, gelisimi gok
yonli denetleyen hlcre digi bluyume faktorlerinin bayUk bir grubunu
olusturur. 112 amino asitlik ayni buyukltkte iki alt birim igeren ve 25 kDa
agirgindaki  peptidler olan TGF-B uayeleri, hicre proliferasyonu,
farkhlasmasi, gogl, adezyonu ve olumu gibi hicresel surecleri dizenleme

yetenegine sahiptir. 4%

TGF-B ve lgili faktorler, organizmanin tim dokularinin
gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok dnemli rol oynarlar. TGF-
B ve benzer faktorler, 2 tip reseptor olan serin/treonin protein kinazlari bir
araya getirerek gen ekspresyonunu duzenlerler. Bu kinazlardan biri digerini
fosforlar, fosforlanan kinaz SMAD proteinlerine dontsur. SMAD’lar, hlicre
cekirdegi icine sinyal tasiyan ve 0zel olarak DNA'ya baglanma yetenegi ile
transkripsiyonel kompleks olugsturan 6zgun bir protein ailesidir. Reseptor
kompleksin ligand aktivasyonundan sonra tip | reseptor kinazlar 6zgun
SMAD’lar fosforile ederler, bu fosforile olan SMAD’lar daha sonra Smad4
ile birleserek hucre gekirdegine tasinirlar. Bu kompleksler ¢ekirdek iginde
yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile birlesik halde bulunabilir ve 6zgin

promotor elemanlarina baglanarak hedef genleri aktive ederler. **

TGF-B’larin hicre ici dlzenleyici proteinler olarak potansiyel
rolleri vardir. Memeli ovaryumlarinda, TGF- f’nin bilinen 5 geklinden
dcunun (TGF-B1,-B 2, -3 ) mRNA'lar saptanmistir.*’> TGF- B ovaryum
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korpus luteum'unda ve oosit'lerde kuvvetli olarak salinirken, teka
hicrelerinde ve atretik folliklllerde salinimi zayiftir. Kiglk ve orta

blayuklukteki follikullerin grantloza hicrelerinde ise gozlenmez. o

2.8.Buyume Farklilagma Faktori-9 (GDF-9)

Son yillarda Uzerinde en ¢ok caligilan bliyume faktorlerinden
biri olan GDF-9, TGF- B ailesinin bir Uyesidir. Farelerde ve insanlarda
yapilan c¢alismalarda, GDF- 9, ovaryal follikilogenez igcin gereksinim
duyulan Onemli faktorlerdendir. Oositten salgilanan GDF-9, follikuler
gelisim evresinde Ozellikle primordiyal follikilden primer folliklle geciste

son derece dnemli rol oynamaktadir. %42

Farelerde yapilan caligmalarda tek sirali granuloza hucre
katmani iceren primer folliklllerdeki oositten GDF-9 mRNA’sInin
sentezlendigi ve bu yolla follikilogenezisi uyardigi gdsterilmistir.*?44
Oositten  salgilanan GDF-9 parakrin yolla etki ederek graniloza

hiicrelerindeki reseptorlerine baglanir.*®

Bu calismalarin sonucuna gore GDF-9 yetmezliginin oldugu
olgularda tek sirali graniloza hicre katmani igceren primer follikiler
asamadan sonraki ileri follikller gelisim asamasinda belirgin bir engelin
oldugu ve buna bagll olarak Ureme yetmezligine neden oldugu
saptanmigtir . Bu nedenle GDF-9 in vivo somatik hicre fonksiyonlari igin

gereksinim duyulan ilk oosit kokenli faktor olarak gosteriimektedir. 42
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3.GEREG VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlar ve Gruplandirma

Bu galismada Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’ inden saglanan Wistar albino
cinsi gebe siganlar kullanildi. Deneklerin bakim odasinda 1s1 21-23 °C ve

Isik/zaman ayari 14/10 saat olarak belirlendi.

Calismada; gelisimin 7. , 14, ve 21. Wistar albino

sicanlardan, her grupta 6 sigcan olacak sekilde 9 grup olusturuldu;

1. Grup: Geligimin 7.gunu Kontrol grubu (n=6)

2. Grup: Geligimin 7. gunu Hipoksi grubu (n=6)

3. Grup: Gelisimin 7. gtinu Hipoksi + Ginkgo biloba
uygulamasi yapilan grup (n=6)

4. Grup: Geligimin 14. gunu Kontrol grubu (n=6)

5. Grup: Gelisimin 14. guinu Hipoksi grubu (n=6)

6. Grup: Gelisimin 14. gunu Hipoksi + Ginkgo biloba
uygulamasi yapilan grup (n=6)

7. Grup: Gelisimin 21. gunu Kontrol grubu (n=6)

8. Grup: Gelisimin 21. giinu Hipoksi (n=6)

9. Grup: Gelisimin 21. gund Hipoksi + Ginkgo biloba

uygulamasi yapilan grup (n=6)

Hipoksi, % 10’luk Oz, % 90’k N2 gaz karisimi kullanilarak,
hipoksik kamarada olusturuldu. Vajinal plak olusumu goérilen siganlar

gebeliginin 0. gininde kabul edildi. Siganlar gebeligin 5. gininde % 10’
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luk Oz ve % 90’lik N2 gaz karisimi verilen hipoksik kamaralara konuldu ve

10 gun suresince bu kosullara etkin birakildi

Kontrol grubu olarak belirlenen siganlar gebelikleri suresince
normal atmosfer kosullarinda yasatildi. Dogumun gerceklesmesi ile birlikte,
Ginkgo biloba uygulanan gruptaki yavrulara her gun ayni saatte 100 mg/kg
Ginkgo biloba ekstresi oral yolla uygulandi ve tim deneklerin deney suresi

boyunca vucut agirliklari élguldu.

Belirlenen ginlerde (7., 14. ve 21. gunler) denekler
intramuskular ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) enjeksiyonu ile
uyutularak o6tenazi gerceklestirildi. Otenazi sonrasi deneklerin karin
bolgeleri  acilarak  ovaryum  dokulari  alindi.  Alinan  dokular
elektronmikroskobik inceleme igin pH 7,4'de 1/15 y fosfat tamponlu %
2,5'luk gluteraldehit tespit solisyonu igine konuldular. Isik mikroskobik
inceleme icin 1 cm® blylikligiince kesilen doku parcalari % 10’luk nétral
formalinde 72 saat slreyle tespit edildiler. Daha sonra aligilagelmis izleme
yontemlerden gegirilerek parafine gomulduler. Bloklardan 5 p kalinhginda

kesitler alinarak polilizinli lamlara konuldu.

3.2. immunohistokimyasal Yéntem

Calismada ovaryumlardaki granuloza hucrelerinde yasam
sinyallerini belirleyebilmek i¢cin Santa Cruz GDF-9-ke¢i poliklonal primer
antikor (Cat= sc-7407, Lot= E2206) ve Santa Cruz TGF-B-tavsan poliklonal
primer antikor (Cat = sc-146, Lot = A1306), ile Ultra Vision Detection
System Zymed Pouvaient sekonder antikor (Cat= 85-9043, Lot=1396691)
ile HRP/AEC (Cat= 00-2007, Lot= 319293A) ve Ultra Vision Detection
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System Anti-Polyvalent HRP (Cat= TP-125-HL, Lot= PBN70509) ile
HRP/AEC (Cat= TA-007-HAC, Lot= 007HAC13565) kullaniid1.

Kesitler 37° C'deki etuvde bir gece tutuldular daha soma
deparafinizasyonu kolaylastirmak icin etiv 1sisi 57° C'ye c¢ikarilarak bu

Isida 1 saat bekletildiler.

Lamlar deparafinizasyonu tamamlamak eregiyle 2 kez 15'er
dakika ksilol'e etkin birakildi. Daha sonra 10'ar dakika sirasiyla % 100,

%96 ve %80'lik alkol serilerinden gegirildiler.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindiriimak eregiyle iki kez
5'er dakika distile sudan gecirildikten sonra, doku icerisinde formaldehit'in
kapattigi reseptér bolgelerinin agiga cikariimasini saglamak amaciyla iM
sitrat tamponu pH 6.0 (cat= AP-9003-500, Lab Vision, Fremont, USA) ile
mikrodalga firinda retriver islemi gercgeklestirildi. TGF-B1 primer antikoru
immun boyamasinda retriver asamasi gerekmediginden bu asama

uygulanmadi.

Daha sonra, 15 dakika %3'luk hidrojen peroksit ile etkin
birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem
sonrasinda PBS (phosphate buffer saline) (Zymed) (pH 7.4) ile camlar
yikandi.

Yikanan lamlara 5 dakika UltraV block (85-9043 Zymed,
USA) uygulanarak 6zgin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi.

Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor agamasina gegildi.
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Bu amacla kesitler TGF-B1 primer antikoru (poliklonal anti-
rabit) (Santa Cruz, USA) ve GDF-9-goat primer antikor (poliklonal antigoat)
(Santa Cruz, USA) ile 60 dakika oda i1sisinda bekletildi.

Daha sonra PBS ile yikanan lamlara 20 dakika biyotinli
sekonder antikor (85-9043, Zymed,USA) uygulanarak primer antikora
baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 20 dakika streptavidin
peroksidaz enzim kompleksine (85-9043, Zymed, USA) etkin birakildi,
bdylece dokularda enzimin biyotin'e baglanmasi saglandi.

Son olarak ortama kromojen AEC (3-amino-9-ethylcarbazole)
(TA-015-HAS, Lab Vision,USA), (Cat=00-2007, Lot=50481594, Zymed,
USA) eklenerek yaklasik 10 dakika bekletildi ve gbzle goérulebilir immun
tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi.

Zemin boyas! olarak Mayer'in hematoksilen'i (0OB24092,
Merck) kullanildi. Negatif boyama primer antikor asamasinda yapildi.
Boyanan camlar ultramount ile lamelle kapatilip, bilgisayar donanimli foto-

ISk mikroskopta (DCM 4000, Leica, Germany) degerlendirildi.

3.3.Elektron Mikroskobik Yontem

Tespit:

Sorenson’ un fosfat solusyonu:

Sol. A: Potasyum fosfat monobazik (KH2PO.,)...... 0.908 g
Distile SU.....coeii 100 ml
Sol. B: Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4.2H,0)....1.188 g
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DiStile SU. ... 100 ml
18.2 ml Sol. A + 81.8 ml Sol. B = 100 ml (pH: 7.4)

Gluteraldehit tespit solisyonunun hazirlanmasi:

9.2 cc Sorenson fosfat tamponu+0.8 cc Gluteraldehit = 10 cc

Dokular, bu solusyona 30 dakika etkin birakilip sertlesmeleri
saglandiktan sonra, bir ¢ift bistlri yardimiyla 1 mm?® |Uk pargalara halinde
ayrildi. Bir saat daha gluteraldehit soliusyonunda bekletilerek ilk tespitleri
saglandi. Dokular daha sonra fosfat tamponunda yikanarak 2. tespit

sollisyonuna konuldular.

Osmiyum Tetroksit tespiti:
Osmiyum tetroksit ( OsO4)....cuveviiriiiiiiiiie . 01g
DSt SU. e 5cc

1 kisim Sorenson fosfat tamponu + 1 kisim osmiyum tetroksit

Dokular bu sekilde hazirlanmis %1’lik osmiyum tetroksit
solisyonuna 1 saat etkin birakildi. Boylece tespitleri ve boyanmalari

saglanmig oldu.

Dehidratasyon ve blok olusturulmasi:

Dokular osmiyumla ikinci kez tespit edildikten sonra, doku
icindeki fazla suyun uzaklastirimasi icin, artan derecelerdeki alkol

serilerinden gegirildi.
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% 50’lik alkol ................... 10 dakika

% 60’lik alkol ..............c.en. 10 dakika
% 70’k alkol ..........c......... 10 dakika
Uranil asetat .................... 30 dakika (1 g uranil asetat + 50

ml % 80’ lik alkol karisimi hazirlandiktan sonra suzullerek 10

dakika bekletilip stizlilerek uygulandi.)

% 80’ lik alkol ................... 2 kez yikandi ve 10 dakika
bekletildi.

% 90’lik alkol .................... 10 dakika

% 96'hk alkol .................... 10 dakika

% 100’10k alkol .................. 15 dakika

Propilen oksit .................... 30 dakika

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

(gdbmme materyalinin doku icine gegisi saglandi.)

1. GOmme materyali.............. 1 gece 40 °C’ de bekletildi.
1. GOémme materyali:

Araldit CY 212, 10 cc

DDSA. ..o, 10 cc

1. GOmme materyali............ 2 saat rotatorda oda isisinda
2. Gomme materyali............ 2 saat 40 °C ‘de bekletildiler.
2. Gémme materyali:

Araldit CY 212, 10cc

DDSA. 10cc

BDMA. ... 0.4cc

Dibdtil fitalat.............ccoooo 1cc

Daha sonra dokular, icinde ayni gdmme materyali bulunan
00 numara jelatin kapsule gomuldu. Blok igindeki havanin gikmasi igin 1

saat oda isisinda bekletilen dokular, polimerizasyon igin 24 saat 45 °C’ de,
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48 saat 60 °C’ de etlvde bekletildi. Stre sonunda etlv kapatilarak dokular

etliv icinde kendi hallerinde sogumaya birakildi.

Hazirlanan bloklardan LKB Leica ultramikrotom ( Dechert
Supernova) ile 1 y kalinhginda kesitler alindi ve toluidin mavisi ile boyandi.
Bilgisayar donanimli foto-isik mikroskobu (DCM 4000, Leica, Germany) ile
incelenen kalin kesitlerin resimleri ¢ekildi ve bu bolgeler isaretlenerek
formvar kaph bakir gridler Uzerine 0.2-0.5 p’luk ince kesitleri alindi.
Kontrast saglamak eregiyle, alinan kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile
boyanarak Carl Zeiss EVO LS 10+ ED transmission elektron mikroskopta

(TEM) degerlendirilerek fotograflandi.
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4. BULGULAR

4.1. immiinohistokimyasal Bulgular

4.1.1.TGF- 3 Bulgulari

Geligsimin 7. gununde olan deneklere ait kontrol grubunda,
ovaryumda TGF-B antikoru ile yapilan immunohistokimyasal
degerlendirmede, primordiyal follikilden baslayarak tim gelisim
asamasindaki follikullerde graniloza hucre sitoplazmasinda, ayrica oosit’te
ve zona pellusida’da TGF-B tutulumu zayiftan ortaya degisiyordu. Yer yer

bazi teka interna hucrelerinde de orta derecede tutulum ilgiyi ¢ekti (Resim

1),

Geligimin 7. gunu Hipoksi uygulanan grupta ovaryumda
TGF-B  tutulumunun tum kontrol grubu yapilarindan daha yaygin

immunreaktivite gosterdidi izleniyordu (Resim 2).

Gelisimin 7. glnu Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta
ovaryum Kkesitinde TGF- B immun tepkimesinin kontrol grubuna esdes

gorunum sergiledigi gozleniyordu (Resim3).

Gelisimin 14. ginundeki deneklere ait kontrol grubunda TGF-
B ile yapilan immunohistokimyasal degerlendirmede, kigik buyuGtmeli
resimlerde Ozellikle primordiyal ve tek sirali granuloza hucre katmani
iceren follikUllerde tutulum granlloza hucrelerinde zayiftan ortaya; buna
karsin oositte ise yogun olarak ayirt ediliyordu. Blyuk buylGtmeli resimlerde

tutulum, cok sirali granuloza hicre katmani igeren primer ve antrum
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olusmus sekonder folliklllerde zayiftan ortaya degisiyordu. Teka interna

hicrelerinin de buna eslik ettigi ilgiyi cekiyordu (Resim 4).

Geligsimin 14. gunu Hipoksi grubunda ovaryumda TGF-
tutulumu oldukga yogundu. TUum gelisen folliklllerde, granuloza
hicrelerinde ve daha yogun olmak Uzere oosit'te belirgin immunreaktivite

izleniyordu (Resim 5).

Gelisimin 14. glnu Hipoksi-Ginkgo biloba uygulanan grupta
ovaryumda TGF-B immunreaktivitesinin kontrol grubuna esdes oldugu

gozlendi (Resim 6).

Gelisimin 21.gunldndeki deneklere ait kontrol grubunda
ovaryumda tum gelisen folliklllerde TGF-B tutulumunun diger gruplara
karsin daha orta derecede oldugu gozlenirken; oosit'te de tutulumun diger

yapilara kargin daha zayif oldugu dikkati ¢ekti (Resim 7).

Geligsimin 21. gunud Hipoksi grubunda ovaryumda TGF-8
tutulumunun granuloza hicre sitoplazmasinda ve granuloza hucreleri
arasinda daha yogun oldugu izlenirken zona pellusida ve oosit'teki

immunreaktivitenin daha zayif oldugu ayirt edildi (Resim 8).

Geligimin 21. glnl Hipoksi+ Ginkgo biloba uygulanan grupta
ovaryumda TGF-B ile yapilan degerlendirmede bulgular yine kontrol

grubuna egdesti (Resim 9).
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Resim 1: Gelisimin 7. gin kontrol grubunda TGF-B primer antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamada primordiyal follikil (= ), tek kath (=) ve ¢ok kath (3)

primer follikil ve antral follikil'in (M) antrum’u (%) ile graniloza hicrelerinde ( » ), oosit
sitoplazmasinda (+), zona pellusida'da (ZP) ve teka interna hiicrelerinde (Ti)
imminreaktivite izleniyor, (TE: teka eksterna) (immiinperoksidaz&Hematoksilen x100,
x400, x1000).
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Resim 2: Gelisimin 7. gin Hipoksi uygulanan grubunda TGF-B primer antikoru immdan
boyamasi, primordiyal follikil (= ), tek kath (=) ve g¢ok kath (3) primer follikil'lin
graniiloza hiicrelerinde ( » ), oosit sitoplazmasi (+) ve zona pellusida (ZP) ile teka interna

hiicrelerinde  (Ti) daha yogun oldugu goéruliyor, (TE: teka eksterna)
(Immiinperoksidaz&Hematoksilen x100, x1000).
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Resim 3: Gelisimin 7. giin Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta primordiyal follikl
(=), tek kath (=) ve ¢ok katli (3) primer follikiI'in grantiloza hicrelerinde ( » ), oosit

sitoplazmasi (+) ve zona pellusida (ZP) ile teka interna hiicrelerinde (TI) TGF-B primer

antikoru tutulumu izleniyor (immiinperoksidaz&Hematoksilen x100, x1000).
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Resim 4: Gelisimin 14. gin kontrol grubu TGF-B ile yapilan immin boyamada;
primordiyal follikil (= ), tek kath (=) ve cok katli (3) primer follikil ve antral follikGl (»)

antrum’u (%), granuloza hicreleri (»), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve
teka interna hicreleri (Th), immunreaktivitesi, (TE: teka eksterna)
(immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 5: Gelisimin 14. gin Hipoksi uygulanan grubunda TGF-B primer antikoru ile

yapilan immuinohistokimyasal degerlendirmede, tek kath (=) ve ¢ok kath (3) primer
folliktl ve antral folliktl (»l) antrum’u (%), granlloza hicreleri ( » ), oosit sitoplazmasinda
(+) yodun immiin reaktivite gériliiyor, (Ti: Teka interna hiicreleri , TE: Teka eksterna

hiicreleri) (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 6: Gelisimin 14. gin Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubu TGF- boyanma
Ozelliklerinin kontrol grubuna esdes oldugu dikkat ¢ekiyor; primordiyal follikil (= ), tek
katli (=) ve ¢ok kath (3) primer follikil ve antral follikil (»l) antrum’u (*), graniloza
hiicreleri (» ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve teka interna hiicreleri (Ti)
imminreaktivitesi, (TE: teka eksterna) (Iimminperoksidaz&Hematoksilen x100, x400,
x1000).



Resim 7: Gelisimin 21. giin kontrol grubu TGF-B ile yapilan immin boyamada tutulum
diger gruplara gore orta derece; tek katli (=) ve ¢ok kath (3) primer follikiil ve antral
follikGl (») antrum’u (*), granuloza hicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida
(ZP) ve teka interna hiicreleri (Ti) imminreaktivitesi, (TE: teka eksterna)
(Immiinperoksidaz&Hematoksilen x100, x400).
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Resim 8: Gelisimin 21. gin Hipoksi uygulanan grubunda TGF-B primer antikoru ile
yapilan immunohistokimyasal incelemede immunreaktivitenin grantloza hicreleri ( » ) ve
aralarinda yogun, oosit sitoplazmasi (+) ve zona pellusida’da (ZP) ise zayif oldugu
izlenyor, [Ti (teka interna), = (¢ok kath primer follikiil) , wi (antral follikiil), * (antrum)],
(Immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 9: Gelisimin 21. gin Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubu TGF-f boyanma
Ozelliklerinin kontrol grubuna esdes oldugu izleniyor; tek katli (=) ve cok katl (3) primer
follikdll ve antral follikGl (») antrum’u (*), graniloza hicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+),
zona pellusida (ZP) ve teka interna hiicrelerindeki (Ti) zayif immiinreaktivite, (TE: teka
eksterna) (immiinperoksidaz&Hematoksilen x100, x400, x1000).



4.1.2.GDF-9 Bulgulari

Gelisimin 7. gunudndeki kontrol grubunda ovaryumda
primordiyal follikil graniloza hucreleri ve oosit hucre sitoplazmasi
duzeyinde GDF-9 tutulumunun ortadan kuvvetliye degistigi ve yine tek
sirali primer follikilde de bu gérinimun belirginligi ayirt edildi. Cok sirali
granuloza hucre katmani iceren primer follikilde de tepkimenin teka
interna granuloza hucre sitoplazmasi ve oosit duzeyinde oldukga yogun

oldugu dikkat cekti (Resim 10).

Gelisimin 7. gunundeki hipoksi grubunda ovaryum
kesitlerinde GDF-9 tutulumun kontrol grubuna karsin tim hicrelerde daha

orta dereceli oldugu izlendi. Oositte ise tutulum zayifti (Resim 11).

Geligimin 7. gunundeki hipoksi-Ginkgo biloba uygulanan
grupta ovaryum Kkesitlerinde GDF-9 immunreaktivitesinin daha belirgin
oldugu ilgiyi c¢ekti; grantloza hucrelerinde, ara dokuda ve oosit

sitoplazmasinda yogun tutulum belirlendi (Resim 12).

Gelisimin 14. gunundeki kontrol grubunda ovaryum kesitinde
GDF-9 ile yapilan immunohistokimyasal degerlendirmede primordiyal
follikilde tutulumun daha zayif oldugu gdzlendi. Blyuk bulyultmelerde
GDF-9 tutulumunun ¢ok sayida graniloza hicre sitoplazmasinda ve
hdcreler arasinda yogun granuler seklinde oldugu gozlenirken oosit

sitoplazmasinda orta dereceli bir tutulum ilgiyi cekti (Resim 13).

Geligsimin 14. gunU hipoksi grubunda GDF-9 tepkimesinin
ovaryumdaki tium vyapilarda, follikil htcrelerinde ve oosit hicrelerinde

sitoplazma diuzeyinde zayiftan ortaya degistigi ayirt edildi (Resim 14).



Geligimin 14 glnU hipoksi+ Ginkgo biloba grubunda GDF-9
primer antikoru ile yapilan degerlendirmede ovaryumda yine tum yapilarda

immunreaktivitenin kontrole esdes gorunum sergiledigi izlendi (Resim 15).

Gelisimin 21. gunundeki kontrol grubunda GDF-9 immun
boyamasinda reaksiyon tum ovaryum folliklllerinde ve oosit

sitoplazmasinda tutulum orta dereceliydi (Resim 16).

Gelisimin 21. glinune ait hipoksi grubunda ovaryumun GDF-9
antikoru ile immunohistokimyasal degerlendirmesinde tutulumun daha
zayif oldugu izlenirken (Resim 17), gelisimin 21 gunu hipoksi-Ginkgo
biloba uygulanan deney grubunda GDF-9 tutulumun yine kontrole esdes

gorunum sergiledigi ilgiyi cekti (Resim 18).
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Resim 10: Gelisimin 7. guni kontrol grubu GDF-9 primer antikoru ile yapilan immin
boyamada; primordiyal follikil (= ), tek kath (=) ve c¢ok katlh (3) primer follikil,

graniiloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve teka internada (Ti)
immiinreaktivite izleniyor (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 11: Geligimin 7. glini hipoksi uygulanan grupta GDF-9 primer antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal incelemede; primordiyal follikil (= ), tek kath (=) ve ¢ok kath (3)

primer follikil, graniiloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve

teka internada immiinreaktivite izleniyor (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 12: Gelisimin 7. guni Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta; primordiyal follikdl
(= ), tek kath (=) ve cok kath (3) primer follikil, graniloza hiicreleri (»), oosit

sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve teka internada GDF-9 immunreaktivitesi (TE:
teka eksterna) (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).



Resim 13: Gelisimin 14. gini kontrol grubunda; primordiyal follikil (= ), graniloza

hicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve antral follikil (») antrum’u
(*) GDF-9 immiinreaktivitesi (immiinperoksidaz&Hematoksilen x1000).
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Resim 14: Gelisimin 14. guinG hipoksi uygulanan grupta yapilan GDF-9 primer antikoru ile
yapilan immunohistokimyasal incelemede; primordiyal follikil (= ), tek katli primer

follikil (=), graniloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve antral
follikiil (») antrum’u (*) immin boyamasi izleniyor (Iimmiinperoksidaz&Hematoksilen
x400, x1000).
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Resim 15: Gelisimin 14. gunl Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta yapilan GDF-9
primer antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada; primordiyal follikiil (= ), tek

kath primer follikil (=), graniloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida
(ZP) ve antral follikdl (») antrum'unda (*) immin boyama izleniyor
(Immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).
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Resim 16: Gelisimin 21. giinu kontrol grubunda; ¢ok katli primer follikil (3), graniloza
hicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+) ve antral follikiil (») antrum’u (*) GDF-9 tutulumu
(immiinperoksidaz&Hematoksilen x400).
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Resim 17: Gelisimin 21. guni hipoksi uygulanan grupta; GDF-9 primer antikoru ile
yapilan immunohistokimyasal degerlendirmede; tek katli (=) ve ¢ok kath (3) primer
folliktil, granilloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+) ve antral follikiil (») antrum’u (%)
GDF-9 tutulumu (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).

53



Resim 18: Gelisimin 21. gunu Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta; GDF-9 primer
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamada; ¢ok kath primer follikil (3),
graniiloza hiicreleri ( » ), oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP) ve antral follikiil (M)
antrum’u (%) GDF-9 tutulumu (immiinperoksidaz&Hematoksilen x400, x1000).



4.2.Yari-ince Kesit Bulgular

Gelisimin 14. glnune ait kontrol grubunda yari ince kesitlerin
kUguk buyultmeli resimde ovaryum korteksinin dis bolumlerinde yerlegik
primordiyal follikiller yassi tek sira granuloza hucre katmani ve ortada
yerlesik oosit ile gbzlemlenirken ¢ok sirali hticre katmani iceren follikullerin
oldukga geligkin oldugu, zona pellusida’nin gelistigi ve granuloza
hicrelerinden bazilarinin oldukga yogun boyandigr ayirt edildi. Bu
hucrelerin  gelisim  surecindeki olagan apoptotik hucreler oldugu
dusundldu. Teka interna katmanindaki salgi hicreleri normal yapisal
Ozelligiyle gozlemlenirken, teka eksterna daha fibroz bir yapi olarak ayirt
ediliyordu. Sekonder follikillerde antrumun geliskinligi, kumulus ooforus

bolimu ve ortada yer alan oosit belirgindi (Resim 19).

Gelisimin 14 gundndeki hipoksi grubununda kortekste
yerlesik primordiyal follikiller, tek sira granuloza katmani iceren ve ¢ok
sirali hicre katmani iceren follikullerde oositin normal yapida oldudu,
granuloza hucrelerinin ise ¢ok sirali halde dizildigi, bazi follikillerde de
antrumun bigimlendigi ayirt ediliyordu. Bazi granuloza hucrelerinde mitoz
bolinmeyi simgeleyen gorunum belirgindi. Teka interna ve eksterna

normal yapidaydi (Resim 20).

Gelisimin 14 gini Hipoksi+Ginkgo biloba uygulamasi yapilan
deney grubunda ovaryum vyarl ince kesit degerlendirmesinde yapinin

olduk¢a normal oldugu gorunuyordu (Resim 21).

Gelisimin 21. gunindeki kontrol grubunda ovaryum yari ince
kesitlerinde tim gelisen follikillerin yapisal olarak normal oldugu izlendi
(Resim 22).
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Geligimin 21. gunU Hipoksi uygulanan grubun ovaryum vyari
ince kesitlerinde bazi follikillerde ¢ift oosit yapisi izlenirken, buyidk grup
granuloza hucrelerinin  apoptozise gider gorunumua ilgiyi ¢ekiyordu.
Apoptotik hucrelerde g¢ekirdek kromatini olduk¢a yogundu ve sitoplazmada
yaygin granuller ilgiyi ¢ekiyordu. Yine bazi teka interna hucrelerinin de

buna eslik ettigi belirlendi (Resim 23).

Gelisimin 21. glnu Hipoksi +Ginkgo biloba uygulamasi
yapillan deney grubunda yari ince kesit bulgularinin kontrol grubuna

esdes oldugu izlendi (Resim 24).
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Resim 19: Gelisimin 14. gind kontrol grubunun vyari-ince kesit incelemelerinde;
primordiyal follikil (= ), c¢ok katli primer follikil (3), grantloza hicreleri (Gr), apoptotik
hiicreler (}), zona pellusida (ZP) ve antral follikiil (M) antrum’u (%), kumulus ooforus

hiicreleri (= ),teka interna (Ti), teka eksterna (TE); (Toluidin Mavisi x100, x400).
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Resim 20: Gelisimin 14. gunu hipoksi uygulanan grubunun vyari-ince Kkesit
incelemelerinde; primordiyal follikiil (= ), tek kath (=) ve c¢ok katli primer follikil (3),
graniiloza hucreleri (Gr), mitotik hiicreler (=) ve antral follikiil (»w) antrum’u (%), kumulus

ooforus hiicreleri (=), teka interna (Ti ), teka eksterna (TE); (Toluidin mavisi x100, x400).
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Resim 21: Gelisimin 14. giinu Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubunun yari-ince kesit
incelemelerinde; primordiyal follikiil (= ), tek kath (=) ve c¢ok katli primer follikil (3),
graniloza hucreleri (Gr), zona pellusida (ZP) ve antral follikil (») antrum’u (*), kumulus

ooforus hiicreleri (=), teka interna (Ti), teka eksterna (TE); (Toluidin mavisi x400).
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Resim 22: Gelisimin 21. guni kontrol grubunun vyari-ince kesit incelemelerinde;

primordiyal follikil (=), granuloza hucreleri (Gr), zona pellusida (ZP) ve antral follikGl (»)

antrum’u (%), teka interna (Ti), teka eksterna (TE); (Toluidin mavisi x400).
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Resim 23: Gelisimin 21. gini Hipoksi uygulanan grubunun vyari-ince kesit
incelemelerinde; ¢ift oosit yapisi (»), graniiloza hiicreleri (Gr), apoptotik hiicre (}), antral

follikiil (M) antrum’u (%), teka interna (Ti), teka eksterna (TE); (Toluidin mavisi x400).
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Resim 24: Gelisimin 21. glini Hipoksi +Ginkgo biloba uygulanan grubunun yari-ince kesit
incelemelerinde; primordiyal follikil (= ), tek katli primer follikil (=), graniloza hucreleri
(Gr), zona pellusida (ZP) ve antral follikil (») antrum’u (*), kumulus ooforus hicreleri

(=), teka interna (Ti), teka eksterna (TE); (Toluidin mavisi x100, x400).
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4.3.ince Kesit Bulgular

Gelisimin 14. glnindeki kontrol grubununda ovaryumun ince
yap! incelemelerinde oosit sitoplazmasinin, zona pellusida’nin ve
granuloza hucrelerinin normal yapi sergiledikleri ilgiyi c¢ekti. Granlloza
hicrelerinde irili  ufakh vakuollerin varhigi belirgindi. Teka interna
hlcrelerinde yer yer mitoz bdlinmeyi simgeleyen goérinum ilgiyi ¢ekti.
Follikiller arasi bag dokuda damarlar yaygindi. Korpus luteum’a ait
hdcrelerin yag damlaciklari igerdigi ayirt edildi. Buyuk buyUtmelerde oosit
sitoplazmasinda tubuler yapilar, vakuoller, mitokondriyonlar ilgiyi cekti.
Zona pellusida’da madde tagsinmasini simgeleyen kuguk vezikullerin varligi
izlendi . Granuloza hucrelerinde c¢ekirdeklerin 6kromatik yapida oldugu
gozlenirken sitoplazmada GER tubuluslari ve mitokondriyonlar belirgindi
(Resim 25-26).

Geligimin 14.gun0U Hipoksi uygulanan grupta primordiyal ve
tek sirali granlloza hicre katmani igeren primer follikillerde, graniloza
hdcrelerinde vezikul ve vakuollerin varligi ve yer yer GER tubuluslariin
genislemesi belirgindi. Oosit sitoplazmasinin icerik yonunden oldukca
normal yapida oldugu izlendi. Korpus luteum’um geliskinligi ve luteal
hicrelerdeki lipid dagihmi da oldukga belirgindi. Cok sirali grantloza hicre
katmani iceren primer follikilde oosit ve zona pellusida normal yapida
gOzlenirken granuloza hucrelerinde mitokondriyonlarda kristolizis ve bazi
granuloza hucreleri de apoptozise giden gorunumle ilgiyi ¢ekti (Resim 27-
28).

Geligimin 14.gunu Hipoksi-Ginkgo biloba uygulanan gruba ait
bazi follikullerde Hipoksi grubundaki degisimlerin belirginligi izlenirken bazi
follikllerin de normal yapida oldugu dikkat ¢ekti. Korpus luteumda luteal

hicreler oldukca geliskindi. Sitoplazmanin yag damlaciklari ile dolu oldugu
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gOzlenirken bazi yag damlaciklarinin iriligi ayirt edildi. Blyuk buyutmede
oosit yapisi ve granuloza hucrelerinin genelde normal yapi sergiledigi
izlendi (Resim 29-30).

Geligimin 21.gun0U kontrol grubunda oosit ve zona pellusida
yapisi genelde normal olarak gézlendi. Granuloza hicreleri ve teka
interna’nin normal yapida oldugu goézlendi. Korpus luteum huceleri yag
damlaciklariyla belirgindi. Granidloza hiicre sitoplazmasinda bulunan

mitokondriyonlarda yer yer kristolizis izlendi (Resim 31-32).

Gelisimin 21. ginu Hipoksi grubunda tum follikullerde belirgin
bir apoptozise gidis ilgiyi c¢ekti. Apoptotik hlcrelerde  ¢ekirdek ve
sitoplazma igeriginin son derece yogun boyandigi izlendi. Bu hucrelerde
mitokondriyonlarda kistolizis de olduk¢a yaygindi. Oosit ve zona pellusida
ise normal yapi sergilerken korpus luteum yapilarinin oldukga fazla oldugu

ilgiyi cekiyordu (Resim 33-34).

Gelisimin 21. glinu Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubun,
Hipoksi grubuna kargin daha kontrole benzer oldugu ayirt edildi (Resim
35).



Resim 25: Gelisimin 14. glini kontrol grubuna ait elektron mikroskobik resimlerde; teka
interna hicresinde mitoz bélinme ([I); graniloza hiicresi (Gr); oosit sitoplazmasi (+),
zona pellusida (ZP), vakuol (V), damar (#) ve yag damlaciklari (») (Uranil asetat-Kursun
sitrat x3680, x5210).

65



, 2 B0 b Mg T B 0K X
% Vel Mode =High'Vacuum ~Ghamber=fs24e-003 P2

Resim 26: Geligsimin 14. glini kontrol grubuna ait elektron mikroskobik resimlerde; oosit
sitoplazmasinda tubliller (<), graniloza hiicresi (Gr), zona pellusida (ZP), vakuol (V),
mitokondriyon (M), madde tasinmasinda gorevli vezikiller (=), granulli endoplazmik
retikulum (GER) ve ¢ekirdek (C) (Uranil asetat-Kursun sitrat x15800).
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Resim 27: Gelisimin 14. ginu hipoksi uygulanan grubuna ait elektron mikroskobik
resimlerde; oosit sitoplazmasi (+), graniloza hiicresi (Gr), vakuol (V), primordiyal follikdl

(=), tek kath primer follikiil (=), apoptotik hiicreler (#), korpus luteum (KL), yag

damlaciklari (») (Uranil asetat-Kursun sitrat x6230).
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Resim 28: Gelisimin 14. gunu hipoksi uygulanan grubuna ait elektron mikroskobik
resimlerde; oosit sitoplazmasinda tubiller (<), graniloza hiicresi (Gr), zona pellusida
(ZP), mitokondriyon (M), madde tasinmasinda gorevli vezikiller (-), granulli
endoplazmik retikulum (GER) ve ¢ekirdek (C) (Uranil asetat-Kursun sitrat x8100, x24570).
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Resim 29: Gelisimin 14. guniu Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubuna ait elektron
mikroskobik resimlerde; oosit sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP), graniloza hucresi
(Gr), vakuol (V), mitokondriyon (M), korpus luteum (KL), yag damlaciklari (») (Uranil
asetat-Kursun sitrat x3830, x4850).
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Resim 30: Gelisimin 14. ginud Hipoksi+Gikngo uygulanan grubuna ait elektron

mikroskobik resimlerde; oosit sitoplazmasinda (+) tublller (&) ve mitokondriyon (M),
granuloza hicresi (Gr), zona pellusida (ZP), madde tasinmasinda gérevli vezikiiller (=)
(Uranil asetat-Kursun sitrat x13720).
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Resim 31: Geligimin 21. glini kontrol grubuna ait elektron mikroskobik resimlerde; oosit
sitoplazmasi (+), zona pellusida (ZP), teka interna (Ti), korpus luteum (KL), yag
damlaciklari (») (Uranil asetat-Kursun sitrat x4330).
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Resim 32: Geligimin 21. glini kontrol grubuna ait elektron mikroskobik resimlerde; oosit
sitoplazmasinda (+) tublller (&) ve mitokondriyon (M), graniiloza hiicresi (Gr), zona
pellusida (ZP), vezikil (=), antrum (%), teka interna (Ti) (Uranil asetat-Kurgun sitrat
x4090, x12760).
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Resim 33: Gelisimin 21. gunu hipoksi uygulanan grubuna ait elektron mikroskobik
resimlerde; oosit sitoplazmasi (+), graniloza hiicresi (Gr), korpus luteum (KL), yag
damlaciklari (»), teka interna (Ti), (Uranil asetat-Kursun sitrat x3610, x4040).
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Resim 34: Gelisimin 21. gind Hipoksi uygulanan grubuna ait elektron mikroskobik
resimlerde; oosit sitoplazmasinda (+) tubiller (<), graniloza hiicresi (Gr), zona pellusida
(ZP), mitokondriyon (M), apoptotik hiicreler (¥) (Uranil asetat-Kurgun sitrat x12590,
x3980).
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Resim 35: Gelisimin 21. gini Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grubuna ait elektron
mikroskobik resimlerde; oosit sitoplazmasi (+), ¢ekirdek (C), teka interna (Ti), korpus

luteum (KL), yag damlaciklari (»), zona pellusida (ZP), mitokondriyon (M) (Uranil asetat
Kursun sitrat x7059, x8190, x7880
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5.TARTISMA

Solunum havasindaki oksijenin azligi, dokularin gereksinim
duydugu oksijeni saglamasina engel olur. Hipobarik (hipoksik) hipoksi
olarak adlandirilan bu olgu gunlik yasamda yuUksek irtifalara gikmakla ya

da cevresel oksijenin azalmasi durumlarinda olusgur.

Deneysel olarak hipobarik hipoksik kosullar yaratilarak
yapilan calismalar, oksijen azligindan en ¢ok etkilenen dokularin retina,

miyokard ve merkez sinir sistemine ait dokular oldugunu gostermigtir.

1950°’li yillardan bu yana arastirilan hipoksi ve etkileri,
ginimuze gelisen yontemler, molekuler ve histolojik incelemeler ile daha

da anlasilir hale gelmistir.*®

Gun gectikge artan doga turizmiyle birlikte ylksek rakimli
bolgelere ve hatta daglara g¢ikan insanlarda akut hipoksinin belirtileri
gorulmektedir. Dag hastaligi olarak adlandirilan bu patolojik olgunun hangi
dizenekler sonucu olustugu bilinmemektedir. Bu, ylksek irtifa sonucu
olusan hipoksinin beyin damarlarinda geniglemeye neden oldugu ve bunun
bas agrisini tetikledigi seklinde agiklanmaya calisiimaktadir. Bas agrisinin
ise mide bulantisi ya da halsizlik gibi diger belirtileri uyardigi
dusunulmektedir. Cok hizli bir sekilde yiksek irtifaya ¢ikildiginda ise beyin

ve pulmoner 6demler olusmakta ve bu da 6liime yol agabilmektedir. *’

Yuksek irtifa sonucu olusan hipobarik hipoksiden en ¢ok
etkilenen organlardan birisi beyindir. 5000 metreden daha ylksege
cikildiginda beyinde kalici noron hasarlarin olustugu ve 6grenme ya da

bellegin bundan etkilendigi bilinmektedir. *°
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Normal metabolik dokularin  fizyolojik dizenlemelerinde
uyarici faktor olarak rol alan hipoksi, fotal gelisimin de normal bir
parcasidir. Hipoksinin, gelismekte olan embriyonik dokularda vaskuler
endotelyal bliyume faktért (VEGF) ‘nu uyararak dokularin damarlanmasini
sagladigi  kanitlanmistir.  Ancak, asirt  hipoksik  kosullar gelisim
bozukluklarina ve postnatal defektlere neden olmaktadir. Margie Ream
ve arkadaslari, maternal oksijeni azaltarak olusturduklari fotal hipoksinin,
VEGF, eritropoietin, glukoz tasiyici-1 , insilin benzeri buyume faktoru
baglayici proteini-1 gibi proteinlerin sentezini azaltarak fetusta gelisim
geriligine ve kilo kaybina yol acgtigini; ayrica siddetli hipoksik kosullarin
kalp-damar sistem bozukluklarina, kanamalara ve 6deme neden oldugunu

belirtmislerdir. >

Fotal beyin hasarinin en blayuk nedeninin hipoksi oldugunu
beliten Hava Golan ve Mahmoud Huleihel'in yaptiklari derlemede; 3
saatlik hipoksi uygulamasinin ardindan apoptotik molekullerin salgilandig,
3. gunun sonunda hdcre olumlerinin basladigi ve 7. gunde ise 6lu hicre
oraninin arttigi belirtilmistir. 14-20. gunlerde ise beyinde hicre hasarinin
baglamakta oldugu bildiriimigti. Dogum sonrasi yasamin ilk ayinda
duyusal ve motor reflekslerin gelisiminde gerileme oldugu; yetiskinlikte ise
motor fonksiyonlarda, ©6grenmede ve bellekte sorunlarin oldugu

kemirgenler Uzerinde yapilan ¢alismalarla gt’>steri|mi§,tir.46

Follikiler buyime sirasinda goérilen damarlanma, azalan
oksijenin tetikledigi fizyolojik bir olgudur. Giuseppina Basini ve arkadaslari,
hipoksinin domuz granlloza hucreleri Uzerine etkilerini arastirdiklari
calismalarinda oksijen stresinin follikil bUyukIGga UGzerine bir etkisinin

olmadigini, ancak hipoksinin hicre buyumesini engellemeden VEGF
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aretimini artirdigini goéstermislerdir. Ayrica kismi hipoksinin (%5 oksijen)
17B-estradiol ve progesteron duzeylerini etkilemezken, asiri hipoksik (%1

oksijen) kosullarda bu diizeyerin azaldigini belirtmislerdir.*°

Yoshino ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise VEGF gibi
anjiyogenik bir faktor olan interlokin-8 (IL-8) ° in hipoksik kosullarda,
ovaryumdaki granuloza-lutein hudcrelerinden salinimini 2 kat arttigi
saptanmigtir. Bu bulgular dogrultusunda, ovaryum folliktllerinde olusan
hipoksinin proanjiyogenik ve kemotaktik sinyalleri uyararak ovaryum

fonksiyonlarini bozdugu sonucuna varilmistir.>

Bu glne degin yapilan c¢aligmalar, oosit'in gelisim
yeterliliginin, follikil ici oksijen duzeyinden etkilendigini gostermigtir.
G.Redding ve arkadaslari gelismekte olan insan folliktllerindeki follikiler
sivinin icerdigi oksijen miktarlarini arastirmislardir. Follikullerin sahip
olduklari gekillere gore igerdikleri oksijen miktarinin degistigini 6ne suren
arastirmacilar; erken antral follikil sivisindaki oksijen miktarinin giderek

arttigini, ovulasyon éncesinde ise azalma gosterdigini belirtmislerdir. °’

Ovaryumlarda damarlanma ovulasyon sonrasi olaylanan
korpus luteum’un olusumunda Onemli role sahiptir. Hipoksinin korpus
luteum olusumu Uzerindeki etkilerini arastirmak eregiyle yapilan ¢alismada
Ryo Nishimura ve arkadaslari, sigir korpus luteum’unda Ostrus dongusu
suresince HIF 1alfa proteininin alt birimi olan HIF1 A ve VEGF miktarlarini
degerlendirmiglerdir. HIF 1 A (hypoxia inducible factor 1 A) hipoksi
sonucunda sentezlenen bir gen Uranuddr. HIF 1 A’nin erken luteal

evredeki korpus luteum’larda yuksek duzeylerinde sentezlendigi saptanan
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calismada, yuksek miktardaki HIF 1A sentezinin VEGF’yi uyararak
anjiyogenezi baglattigi ve bu sayede luteal olusumun olaylandigi one

strtimistar.525%%

Korpus Iluteum ve HIF 1A sentezi hakkinda bilinenler
sinirlidir. Son yillarda yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda, HIF
1A’nin . maymun Kkorpus luteum’unun c¢ekirdeginde tutulum gosterdigi
belirtiimistir. Korpus luteum’un olusumunun erken evrelerinde tutulumun
gugll; ancak ge¢ donemlerinde ise zayif oldugu Duncan ve arkadaslarinca
gOsterilmistir. Benzer sonuglara varilan bir diger c¢alismada ise
Boonyaprakob ve arkadaglari, domuz ovaryumunda HIF1A sentezinin
korpus luteum’un olgunlagsmasi sirasinda azaldigini gostermistir. Yapilan
bu gcalismalarla, hipoksi sonucu olusan HIF1A proteinin bir¢ok tirin korpus

luteum olusumu icin gerekli oldugu sonucuna varilmaktadir. °%°3°4

Calismamizda olusturdugumuz hipobarik hipoksik kosullarin
da bu calismalari destekler nitelikte oldugu ve gelisimin 14.-21. gunlerinde
hipoksi uygulanan gruplarda geliskin korpus luteum yapilarinin varligi
belirlendi. Korpus luteum’u olusturan huicrelerin hormon 6ncullu iri yag
damlaciklari ile karakterize olduklari goruldu. Bu bulgu, hipoksinin neden
oldugu olumsuz etkilere kargi korunmak eregi ile ovaryumda hormon

dretiminin artmig olabilecegini disundurda.

Ryo Nishimura ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismadan
clkan sonug ise azalan oksijen miktarinin korpus luteum’da progesteron

diizeylerini diisiirerek luteolizin baslamasini tetiklemesidir.>

79



Progesteron hormonunun, insanlarda ve deney
hayvanlarinda ventilasyonu ve kemoreseptor yanitini  artirdigi
bilinmektedir. Kronik dag hastaliginin belirgin etkilerinden olan eritrosit
fazlaliginin, yuksek irtifalarda (4300 m) yasayan ve menapoza girmis olan
kadinlarda daha fazla oldugu goértlmustir. Leon Velarde ve arkadaslari
yuksek irtifalarda yasayan menapozlu kadinlarin fazla eritrosit Gretiminin
ovaryum hormonlariyla ilgili oldugunu 6ne surmuglerdir. Menapoz oncesi
ve sonrasi kadinlarda oksijen duzeyleri, hemoglobin yogdunluklari ve
Ostradiol ile progesteron duzeylerinin karsilastirmal degerlendirildigi
calismada; menapoz sonrasi kadinlarda dusuk oksijen ve progesteron
duzeyleri ile yuksek hemoglobin duzeyinin oldugu, ostradiolln ise iligkisinin
bulunmadigi dikkat cekmistir. Buna bagl kalarak, menapoz sonrasi azalan
progesteron duzeyiyle birlikte, yuksek irtifanin vyarattigi kronik dag

hastaliginin belirtilerinin gériilme oranin arttigi bildirilmistir.>®>’

|.Martin ve L.Costa; disi fareleri, 5500 m yukseklikteki oksijen
dizeylerine denk gelecek sekilde olusturduklari, deneysel hipobarik
hipoksiye etkin birakmiglar ve ovaryumlar Uzerindeki etkilerini
g6zlemlemiglerdir. 23 hafta sliresince hipoksik kabinde tutulan disi farelerin
yuksek duzeyde Ostrojen sentezlediklerini ve Uretkenliklerinin azaldigini
beliten arastirmacilar, 1sik mikroskop goéruntulerinde ovaryumlarda
kistlerin olustugunu bildirilmiglerdir. Ayni arastirmacilarin J. Macrome

onderliginde yaptigi ¢calismada da benzer bulgulari ortaya koymusglardir.
58,59

Van Blerkom, yaptidi ¢alismada asiri hipoksiye etkin kalan
follikillerin  oositlerinde sitoplazmik ve kromozomal bozukluklarin

goruldigunu bildirmistir. Ayrica bu follikillerin ileride ¢ok ¢ekirdekli
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blastomerlere sahip embriyonlari olugturdugu ve bunlarda cgesitli gelisim

bozukluklarinin gériildiigini belirtmistir.®°

Van Blerkom’un bulgularina kosut olarak, c¢alismamizda
ince yapi duzeyinde yaptigimiz degrelendirmelerde tum hipoksi olusturulan
gruplarimizda Granuloza hucrelerinde vezikul ve vakuollerin varli§i ve yer
yer GER tubuluslariin genislemesi belirgindi, ancak oosit sitoplazmasinin
icerik yonunden oldukga normal yapida oldugu izlendi. Ovaryum yapisi
yari-ince kesit degerlendirmelerinde tim gruplarda kumulus ooforus
hlcrelerinin normal yapi sergiledikleri gorultrken 6zelliklle 21. gln hipoksi
uygulanan gruplarda bazi folikdllerin ¢ift oosit yapisina sahip oldugu

izlendi.

TUum bu olumsuz kosullar birlestiinde ginimuzde giderek
artan bir sorun haline gelen ureme bozukluklarini gindeme getirmektedir.
Son zamanlarda, nedenleri tam olarak anlagilamayan bu bozukluklara
hipoksi sonucu olusan reaktif oksijen radikallerinin neden oldugu
dusunulmektedir. Vicutta oksidatif metabolizma sonucu serbest oksijen
radikalleri (SOR) olusmaktadir. Saglikli bir vicutta antioksidanlar ile
dengede olan SOR hipoksik kosullarda artarak dengeyi bozmakta ve
sonucunda ise oksidatif stres olusmaktadir. Serbest oksijen radikalleri
vucuttaki birgok fizyolojik surecte sinyal molekuller olarak gorev alirlar. Disi
uremesinde follikilogenez, oosit olgunlagsmasi, ovaryal déngu, luteolizis,
implantasyon, embriyogenezis ve gebelik gibi birgok fizyolojik olayda rol
alir.  VUcuttaki oksidan/antioksidan denge bozuldugunda artan
miktarlardaki SOR, polikistik over ya da endometriozis gibi patolojik

olgulara neden olmaktadir. °"%2
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Martin-Romero ve arkadaslari, yardimci Ureme ydntem
uygulamalari sirasinda kullanilan kultir ortamlarin insan oositi Uzerine
etkilerini arastirmiglardir. Follikller sivida dustk oranda bulunun SOR,
ticari olarak satilan ortamlarda degisik oranlarda bulunmaktadir. Bu
ortamlari kullanan arastirmacilar, kiltir ortaminda inklbe ettikleri kimulus
ooforus hticrelerinde lipid peroksidasyonunun varligini gézlemlemislerdir.
Degisik oranlarda SOR igeren bu ortamlarin oositin plazma membranina

hasar verdigini vurgulamislardir.®®

Disi Greme sisteminin fizyoloji ve patolojisinde rol alan SOR
ve antioksidanlarin dizenekleri tam olarak bilinmemekte ve bu konuda
yapilan her ¢alisma bir ipucu olmaktadir. Follikiler sivi ve kimulus ooforus
hdcrelerinden salgilanan antioksidan enzimlerin, oositi oksidatif hasara
karsi korudugu bilinmektedir. Ayrica artan SOR uretimi ovulasyon ya da

ddllenmeyi etkilemektedir.®*

Klimulus ooforus hicre kualtird ile calisan Maros ve
arkadaslari, bu hicrelerde superoksit dismutaz’'in (SOD) hacre igi formlari
olan CuZnSOD ve MnSOD ile boyama yaptiklarinda bu hucrelerdeki
tutulumlarini  gostermislerdir. Primordiyal ya da primer folliktllerde
sentezlenmeyen bu enzimin, MnSOD formu antral follikullerin granuloza ve
teka interna hucrelerinde; CuZnSOD formunun ise olgun follikillerin
granuloza ve teka hicrelerinde sentezlendigi saptanmistir. Ovulasyona
yakin azalan oksijenin olusturacagi hasarlara kargi artan bu enzimlerin

koruyucu 6zelliklerinin oldugu vurgulanmistir. ®°
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Antioksidan enzimlerin vicutta yetersiz oldugu kosullarda
disaridan uygulanan multivitaminlerin  Uremeyi guclendirebilecegini
gOsteren calismalar bulunmaktadir. Rao ve arkadaslari, nikel ve krom
elementlerinin ovaryumda olusturdugu oksidatif strese karsi E vitaminin
koruyucu etileri Uzerine ¢alismislardir. Nikel ve krom, ovaryum dokusunda
lipid peroksidaz enzim aktivitesini artirirken, protein, glutatyon, askorbik
asit, katalaz ve superoksit dismutaz duzeylerinde azalmaya neden
olmaktadir. Nikel ve kroma ek olarak verilen E vitamini ise lipid
peroksidasyonunu azaltmis ve antioksidan mekanizmasini

guiclendirmistir.®®

Calismamizda kullandigimiz Ginkgo biloba ekstresi, kuvvetli
serbest radikal tutucu Ozelligi kanitlanmis bir antioksidandir. Adnane
Louajrl ve arkadaslari Ginkgo biloba’nin bu 6zelligini, 21 gun suresince
hipoksiye etkin birakilan fareler tzerinde incelenmistir. Calismada 25 ve 50
mg/kg dozlarla Ginkgo biloba verilmis ve SOR miktari Olgulmagtur.
50mg/kg doz verilen grupta daha dustk olmakla birlikte her iki grupta da
SOR miktarinin azaldigi géralmustar. Bu durum Ginkgo biloba’'nin serbest

radikal tutucu dzelligini kanitlamaktadir.®’

Jiang ve arkadaslari ¢alismalarinda, Ginkgo biloba’nin spinal
kord sinir hucrelerini oksidatif stres sonucu olusacak olan apoptozisten
korudugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Shen ve arkadaglari da
hipoksinin neden oldugu endotelyal bozukluklarin Ginkgo biloba ekstresi ile
kismen iyilegtirilebilecegini, bu bozukluklara karsi ise tam bir koruma

sagladigini belirtmislerdir.®®
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Wolfgang ve arkadaslari azalan uterus kan akimina ve
azalan endometriyal yanita karsi Ginkgo biloba’nin uterus perfizyonunu
artirip artiramayacagi uzerine arastirma yapmislardir. Calismanin sonunda
Ginkgo biloba uygulamasinin endometriyal kalinhi@r anlamh bir gekilde

artirdigi sonucuna variimistir.®

Kontrolli olarak yapilan iki ¢alismada o6lum gibi ciddi bir
durumla sonuglanabilecek yiksek irtifa hipoksisinden korunmak eregi ile
Ginkgo biloba preparatlari kullaniimistir. Asamali olarak 5000 m yukseklige
cikarilan insanlarda, Ginkgo bilobanin koruyucu etkisi kanitlanmigtir. Hizli
bir sekilde 4100 m ylkseklige ¢ikarilan insanlarda ise bu preparatin, akut

dag hastaligina karsi %50 oranda koruyuculugu oldugu gdsterilmistir. ’

Ginkgo biloba’nin ovaryum dokusu uUzerine olan etkilerini
gosteren calisma sayisi yeterli degildir.  Ovaryum ile ilgili yapilan
calismalar genellikle Gingko biloba’nin ovaryum kanserinde koruyucu etki
gosterdigi yonindedir. B. Ye ve arkadaslari yaptiklari ¢calismada, Ginkgo
biloba ekstresi ile bilesenleri olan quersetin ve ginkgolid A ve B ‘nin, seroz
ovaryum hucre kanserinde %40 oraninda proliferasyonu onleyici etki
gOsterdigini, mikdz hicre kanserinde ise daha az etkilerinin oldugunu
kanitlamiglardir. Ginkgolidlerin proliferasyon 6nleyici etkilerini, hucre

dongisii sirasinda S evresine gecisi engelleyerek yaptigi vurgulanmistir.”

Ginkgo biloba ekstresinin ovaryum kanseri riskini azalttiginin
gosterilmesiyle birlikte A. Koltermann ve arkadaslarini bu ekstrenin
ovaryum Uzerindeki etkilerini arastirmaya yoneltmistir. Ginkgo biloba’nin
periferal damar bozukluklarindaki damarlanma olusumundaki etkilerinin
aksine bu calisma sonucunda, ginkgolidlerin anjiyogenezi engelledigi

vurgulanmistir. ”’



Ginkgo biloba ile benzer etkilere sahip olan diger bir
antioksidan olan yesil ¢ay ile yapilan bir caligsmada, Bassini ve arkadaslari,
yesil cayin VEGF sentezini engelleyerek anjiyogenezi engelledigini
gOstermiglerdir. Kismi ya da asiri hipoksinin, VEGF sentezini uyardigina
deginen arastirmacilar, yesil cayin bu sentezi baskiladigini, bununla
birlikte yuksek dozlarda verilen yesil ¢cayin sigir grantloza hucrelerinin

cogalmasini durdurdugunu savunmuslardir.”

Calismamizda kullanilan  Ginkgo biloba’nin  ovaryum
dokusuna ya da folliklllerine karsi bdyle bir etkisinin olup olmadigi henuz
arastirilmamistir. Ginkgo biloba’nin  gebelikte olaylanan hipoksiye etkin
kalan yenidogan farelerin ovaryum dokusu Uzerindeki etkilerini saptamak
ereQiyle saglikli insan ve fare Graaf folliktllerinin graniloza hicrelerinden
salindigi bilinmekte olan doénusturict blyume faktori beta (TGF-B) ile
TGF-B ailesinin bir Uyesi olan GDF-Qun ovaryumdaki tutulumlarina

bakilmigtir.

TGF- B superailesi, ovaryum gelisimi ve fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde rol alir ve 35 alt gruba sahiptir. Bu grubun igerisinde
Aktivin, inhibin, Kemik Morfogenik Proteinleri (BMP-2,-4,-5,-6,-7), Bliyiime
Farklilagsma Faktora 9 (GDF-9), Glial Hucreden uretilen Norotrofik Faktor
(GDNF), Nodal, Anti Miilleryan Hormon (AMH) bulunmaktadir.”"

TGF- B ailesi Uyeleri hicresel ¢ogalmayi, farkhlasmayi ve

hiicre disi ortam ile etkilesimi denetleyen ¢ok fonksiyonlu sitokinlerdir.>"

Ovaryum follikallerinin olusumu ve geligimi sirasinda 6nemili

islevlere sahip olan TGF- B’nin preantral follikUllerin gelisimini uyardigi
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Ann E. Drummond’ un yapmis oldugu derlemede vurgulanmistir. Ayrica
TGF- B’'nin, saglikh insan ve fare Graaf follikillerinin grantloza ve teka
hdcrelerinde salindigi da Dbelirtiimistir. TGF- B1'in ovaryum korpus
luteum'unda ve oosit'lerde kuvvetli olarak salinirken, teka hucrelerinde ve
atretik folliktllerde saliniminin zayif oldugu, kiguk ve orta buyulklukteki
follikUllerin graniloza hiicrelerinde gézlenmedigi; buna karsin, TGF- B2, B
3 ve TGF- B tip Il reseptorinin antral folliktllerin grantloza hicrelerinde ve

oosit'lerde salindigi yapilan calisma ile gdsterilmistir.®"

Calismamizda TGF-B primer antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal  de@erlendirmelerde, Hipoksi+Ginkgo  biloba
uygulanan gruplarda TGF- immunreaktivitesinin kontrol gruplariyla esdes
oldugu belirlendi. Asir hipoksik kosullarin follikul gelisimini hizlandirdigini
saptadigimiz galismamizda Ginkgo biloba ekstresinin bu olguyu kontrol

grubu yonunde degistirdigi goralmustar.

TGF- B slper ailesinin Uyelerinden biri olan buyume ve
farklanma faktort 9 (GDF-9) ovaryum'da follikil geligsimi suresince
granuloza hucrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda goérev alan bir
molekuldiur. GDF-9 follikiler gelisim evresinde &zellikle primordiyal
folliklden primer folliklle geciste son derece dnemli rol oynadidi yapilan

calismalarla gosterilmistir. %7°

A. Julia ve arkadaslarinin yaptigi calismada, GDF-9 salinimi
olmayan disi farelerin, follikilogenezisin primer follikil asamasinda

engellenmesi sonucu lireme sorunlarinin goriildigini saptamislardir.”’

Calismamizda kullandigimiz  GDF-9 primer antikoru ile

yapilan immunohistokimyasal incelemelerde, kontrol grubunda gorulen
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tutulum normal olarak degerlendirilirken bu immunreaktivitenin hipobarik
Hipoksi gruplarinda azaldidi, Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplarda
GDF-9 immunreaktivitesinin kontrole yakin gorinum sergiledigi belirlendi.

87



6.SONUG

Calismamizda geligsimin 7., 14. ve 21. gunlerindeki deneklere
ait kontrol gruplarda TGF- B tutulumu tim gelisen follikllerde, graniloza
hucrelerinde , oosit'te ve zona pellusida’da gozlenirken hipoksi uygulanan
gruplarda TGF- B tutulumunun daha yaygin ve yogun oldugu izlendi.
Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplarda bulgularin kontrol grubu ile
esdes oldugu dikkat cekti.

GDF-9 primer antikoru ile yapilan immuanohistokimyasal
boyamada tutulumun, gelisimin 7. gunundeki deneklere ait kontrol
gruplarinda kuvvetli oldugu, 14. ve 21. gunlerindeki deneklere ait kontrol
gruplarinda ise daha orta dereceli oldugu izlendi. Hipoksi uygulanan
gruplarda ise tutulumun kontrol gruplarina goére zayif oldugu godzlendi.
Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplarda ise bulgularin kontrol grubu

e

yonunde degistigi belirlendi.

Yari-ince kesitler degerlendirildiginde; gelisimin 14. ginune
ait tUm gruplarda ovaryum yapilari normal izlendi. 21. gune ait gruplardan
hipoksi uygulanan grupta bazi follikillerde c¢ift oosit yapisi gozlenirken,
bayUk grup granuloza hucrelerinin apoptozise gider gorinumleri dikkat
cekti. Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplar yine kontrol grubuyla

esdes Ozellikler sergiliyordu.

Elektron mikroskobik incelemelerde kontrol gruplari normal
yapida izlenirken, geligsimin 14. gunu hipoksi uygulanan grupta graniloza
hdcrelerinde vakuol ve vezikullerin varhdr ve GER tubuluslarinin
genislemesi belirgindi. Korpus luteum’da luteal hicrelerin geliskinligi dikkat

cekiciydi. Gelisimin ilerleyen déneminde ise follikillerde belirgin bir

88



apoptozise gidis belirlendi. Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan grupta

bulgularin yine kontrol grubuyla kosut oldugu izlendi.

Sonug olarak galismamizda hipobarik hipoksi uygulamasinin
disi siganlarda hormonal mekanizmay!r aktive ederek puberteyi
hizlandirdig1 ve follikilogenezisi uyardigi belirlenirken, olgun follikillerin
dejeneratif o6zellikler sergiledigi dikkati c¢ekti. Gingko biloba verilen

gruplarda ise bu degisimlerin olmadigi saptandi.
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7. OZET

Dokulardaki oksijen eksikligine kosut geligsen ve bir fonksiyon
bozuklugu olan hipoksi, gunlik yasamda etkilerini akut olarak gdsterirken,
uzun sureli oksijensizligin olusturdugu kronik hipoksik etkiler birgok dokuda
hasara neden olmaktadir. Fotal donemde olugan kronik hipoksinin ise

gelisim bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir.

Bu c¢alismada, gebelikte olaylanan hipoksinin ovaryum
dokusu Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi ve bir antioksidan olan Ginkgo
biloba ekstresinin hasarli dokular Uzerine olasi iyilestirici etkisinin
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik duzeyde incelenmesi

amagclandi.

Bu dogrultuda Wistar albino cinsi gebe siganlar gebeligin 5.
guninde % 10’ luk Oz ve % 90’lik N2 gaz karisimi verilen hipoksik
kamaralara konuldu ve 10 gun suresince bu kosullara etkin birakildi.
Kontrol grubu olarak belirlenen sigcanlar gebelikleri suresince normal
atmosfer kosullarinda yasatildi. Dogumun gerceklesmesi ile birlikte,
hipoksi uygulanan gruptaki yavrularin bir bolimidne her gin ayni saatte
100 mg/kg Ginkgo biloba ekstresi oral yolla uygulanarak deney gruplari

olusturuldu.

Gelisimin7.,14. ve 21. gunlerinde alinan ovaryum
dokularinda follikil gelisimini izleyebilmek amaciyla TGF-B ve GDF-9

primer anikorlari kullanildi.

TGF-B primer antikoru ile boyanan, gelisimin 7., 14. ve 21.

gunleri hipoksi gruplarinda tum gelisim agsamasindaki follikuller, graniloza
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hlcreleri, oosit, zona pellusida ve teka interna hicreleri yogun derecede
tutulum gosterirken, kontrol ve Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplarda

tepkimenin zayiftan orta dereceye degismekte oldugu belirlendi.

GDF-9 primer antikoru ile immunohistokimyasal boyama
uygulanan, Hipoksi+Ginkgo biloba gruplarinda gelisimin 7. guninde
immunreaktivitenin kontrol ve hipoksi uygulanan gruplara karsin daha
yogun oldugu, 14. ve 21. gunlerde ise 7. gune oranla bu boyanmanin

orta deredece oldugu saptandi.

Yari ince kesitler Uzerinde yapilan incelemelerde; hipoksi
uygulanan gruplarda gelisimin 14. ve 21. gunlerinde geligkin korpus luteum
yapilarinin varhgi gézlenirken, Hipoksi+Ginkgo biloba uygulanan gruplarda

ovaryumun normal yapida oldugu belirlendi.

Elektron mikroskop incelemelerinde ise hipoksi gruplarinda
granuloza hicrelerdinde apoptozise gidis izlenirken; hipoksinin etkisiyle gift

oosit yapilarinin geligtigi goruldu.

Bu bulgular dogrultusunda hipobarik hipoksi uygulamasinin
disi siganlarda hormonal mekanizmaylr aktive ederek puberteyi
hizlandirdig1 ve follikilogenezisi uyardigi belirlenirken, olgun follikillerin
dejeneratif o6zellikler sergiledigi dikkati cekti. Gingko biloba verilen

gruplarda ise bu degisimlerin olmadigi saptandi.
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8. SUMMARY

While showing acute effects in daily life; hypoxia is a kind of
functional disorder that develops due to the lack of oxygen in tissues, also
causes damages in various tissues which are arised by the lack of oxygen
for a long time period. It is known that chronic hypoxia developed in fetal

period causes growth disorder.

In this study, it is aimed to investigate the effects of hypoxia
which is developed during pregnancy over ovary tissues, and the
therapeutic effect of the antioxidant material named Ginkgo biloba on

damaged tissues at immunohytochemical and electron microscobic level.

In this manner, Wistar albino type pregnant mice are put into
hypoxic cabins at the fifth day of their pregnancy and given a gas mixture
with the percentage of % 10 of oxygen and % 90 of nitrogen and left in this
conditions for ten days. Mice which are assessed as control group are
lived in normal atmospheric conditions during their pregnancies. With the
of birth, Experiment groups are formed by applying 100 mg/kg of Ginkgo
biloba extract to some part of the new born mice that exposed to hypoxia

by orally by the same time every day.

TGF-B and GDF-9 primary antibodies are used to follow the
follicle development on the ovary tissues which are expelled at seventh,

fourteenth and twentyfirst days of evolution.

It is stated that while groups that are exposed to hypoxia and
are applied TGF-B primary antibody, at seventh, fourteenth and twentyfirst

days of evolution, all of the developing stage follicles, granuloza cells,
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oosit, zona pelluside and teka interna cells are stained in dense degree; at
the control groups and groups that are exposed to hypoxia + Ginkgo biloba

are stained with the changing degree from weak to medium.

It is appointed that at the seventh day of evolution,
immunreactivity is more dense at the hypoxia + Ginkgo biloba groups that
GDF-9 primary antibody applied than the control group and hypoxia
exposure group; at the fourteenth and twentyfirst days these immune

staining is in a medium degree compared to the seventh day.

During the analysis carried out the half-thin sections it is
experienced that while observing normal ovary structucture at the hypoxia-
Ginkgo biloba exposed group, developed corpus luteum structure is
observed at hypoxia exposed group at the fourteenth and twentyfirst days

of evolution.

During the analysis carried out by electron microsope, it is
observed that, in hypoxia exposed groups a process of apoptosys in
granulosa cells are seen, whereas double oosit structures are developed

with the effect of hypoxia.

As a result, in our study, while stating that hypobaric hypoxia
exposure over female mice accelerated puberty by activating hormonal
mechanism and induced folliculogenesis, it took attention that mature
follicles showed degenerative characteristics. It is observed that these

variations did not occur at the groups that exposed to Ginkgo biloba.
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