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SIMGELER VE KISALTMALAR

AMH > Anti-Miiller hormon

Bcl-2 : Kemik Morfogenik Proteini

CE : Hata katsayisi

COX : Siklooksijenaz

COX-1 : Siklooksijenaz-1

COX-2 : Siklooksijenaz-2

Ccv : Degisim katsayisi

DS : Diklofenak sodyum

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EM : Elektron mikroskobu

FSH . Folikdil uyarict hormon

GDF-9 . Biiyiime ve gelisme faktorii 9
GnHR : Gonodotropin Releasing Hormon
ar : Gram

HBV : Hepatit B viriisii

HCV : Hepatit C viriisii

hCG : Human Caryonik gonodotropin
HIV : Human Immunodeficiency Virus
IL-1 . Interleukin -1

IVF . In Vitro Fertilizasyon

Kg > Kilogram

KL : Korpus luteum

LH : Liitein hormon

LO : Lipooksijenaz

mg : Milligram

mi > Millilitre

n : Mikron

ng : Nanogram

NF-kB - Niikler faktor kappa B

NSAII : Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar
NS - Nigella sativa
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OMI
p53
PCOS
PG
PGD2
PGE
PGE2
PGI2
SF
SRO
SUDS
TEM
TGFb
TDF
TNF- a
TQ

: Oosit Maturasyon Inhibitérii
: Timor protein 53

: Polikistikover sendromu

:Prostaglandin

: Prostaglandin-D2
: Prostaglandin E
: Prostaglandin-E2

: Prostasiklin

: Serum fizyolojik

: Sistematik Rastgele Ornekleme
: Single use diagnostic system

: Gegirimli Elektrom Mikroskobu
: Trasforming growth faktor b
:Testis belirleme faktori

- Tiimor nekroz faktor

: Timokinon
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SEKILLER LISTESI

Bes haftalik embriyoda, mezonefrozun mediyalinde yerlesmis, s6lom
epitelinde ve altindaki mezensimin ¢ogalmasiyla meydana gelen
gonadal primordiyum gortilmektedir....................ocooiiiinal.
A, Bes haftalik embriyoda, primordiyal germ hiicrelerinin vitelliis
kesesinden, gonodal kabartiya gocli izlenmektedir. B kaudalde
gonadal kabartilarin lokalizasyon ve kapsamalar1i goriiliiyor. C
subrenal bezler, gonadal promordiyum ve primordiyal germ
hiicrelerinin gonadlara gdcleri izlenmektedir. D, gonadal kordonlar
goriilmektedir. E, farklilagmamis gonadlar paramezonefrik kanallarin
yaninda yer almaktadir ................
Testisin ve overin ebriyonik gelisimi..................coooiiiiiiiin.,
Kadin i¢ genital organlart sematik c¢izimi. Uterus duvarinin, tuba
uterinalar ve vajina, Ovaryumun uterusa baglanmasina ve fallop tiipii
ile iliskisine sematize edilmektedir ...............ccoooooiii
(a) Ovaryumun histolojik yapisi, (b) primordiyal follikiil (c) primer
follikiil (d) sekonder ya da antral follikiil (e) graft veya preovulatuvar
follikiil (f) korpus luteum, (g) korpus albikans ............................
a. Primordiyal follikiiliin sematik ¢izimi, b. Primordiyal follikiiliin bu
fotomikrografigi gortilmektedir ................o
a. Primer (Unilaminer) follikiil semtik cizimi. b. Primer follikiiliin
fotomikrografisi. X640. ..o
Preantral (Geg¢ Primer) follikiiliin bu sematik ¢izimi, ¢ok tabakali
graniiloza hiicreleri, zona pellusida, dis tabakada bulunan hiicrelerin
bazal lamina, teka hiicreleri, balbiani cisimcigi, kortikal
gOStermektedir ... ..oevi
Sekonder veya antral folikiil. Sekonder follikiiliin, graniiloza
hiicreleri, sivi dolu antrumunu gosteren sematik ¢izim. Burada Call-
Exner cisimcikleri bazal laminanin, teka internanin ve teka
eksternanin gostermektedir ...,

Graaf follikiil kumulus ooforus, oositi, genis antrum (A), korona
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radiyata b. Matliir bir sekonder follikiilin fotomikrografi
gorilmektedir X45. .. .o
Postmenopozal ovaryum ............coooiiiiiiiiiii e
Oogenez ve mayoz boliinmenin agsamalart ....................coeeevenn...
Hipofiz, ovaryum, kanda hormonal seviye ve uterus arasindaki iligki.
Ovaryum follikiilleri ve salgilart ..............coooiiiiiiiiiiii i,
Hiicre membranindi bulunan arasidonik asitten c¢esitli enzimlerle
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A ve B’de Kontrol grubu 10 haftalik sican ovaryumunda maksimum
korpus luteum sayisi ve medulla ve korteks goriilmektedir. X1.
Bar:S00 LM, ..o e
A ve B’de DS 10 haftalik sigam ovaryumunda maksimum korpus
luteum sayisinda azalma kortekste inceldigini gostermektedir. X1.
Bar:S00 [m. .. ..o
A ve B’de DS 10 haftalik sigan ovaryumun medulasinda vaskiiler
yapida minimal ektazi, hafif orta derecede konjesyon ile birlikte
lenfaktasizi mevcut. Medulla kalinlagmasi artmis, korteks incelmistir
ve korpus luteum X1. Bar:500 pm.........cooiviiiiniiiieiee e,
A, B, Cde DS ve TQ 10 haftalik sican ovaryumunda sipiral
arterlelerde ve medullada orta siddette ektazi ve 6dem daha belirgin.
Ayrica medulla artmis, korteks azalmis. Bununla beraber luteinize
graniiloza hiicrelerinde artis mevcut. Fakat maksimum korpus luteum

sayisinda kontrole gore belirgin bir azalma yok. x1. Bar:500

A, B’de TQ grubunda 10 haftalik sigan ovaryumun medulasinda
vaskiiler yapida minimal ektazi, orta derecede konjesyon ile birlikte
lenfaktasizi mevcut. Medulla belirgin sekilde kalinlagmasi artmais,
korteks incelmistir ve maksimum korpul luteum sayis1 azalmistir. X1.
Bar:S00 [m......oui i
A ve B 4 haftalik kontrol grubu. P preantral follikiilii ve EA erken
antral follikiili gostermektedir. X1 A x1. Bar:500 um, B x1. Bar:1000

DS grubu 4 haftalik ovaryum. P preantral follikiilii ve EA erken antral
follikiilii gostermektedir. x1. Bar:1000 pm............ccooviiiiiiiiinn.
DS-TQ gruplarina ait 4 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore
preantral ve erken antral follikiil sayisinda anlaml artis goriildii. P
preantral follikiili ve EA erken antral follikiilii gostermektedir. x1.
Bar:1000 m. XL, ..o e
TQ grubu 4 haftalik kontrol grubuna gore preantral ve erken antral

sayisinda ile toplam (P=0.024) ve korteks hacminde anlamli artma
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1. GIRIS

Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII'ler) ates, agr1 ve inflamasyonu tedavi
etmek i¢in regete edilen en yaygin ilaglardir (Ostensen ve Skomsvoll, 2004). Bir¢ok
romatizmal hastalik dogurganlik ¢agindan kadinlar1 ayn1 zamanda gebeleri olumsuz
etkilemektedir. Romatizmal hastaliklarin sik goriilmesinden dolay: takibi ve tedavisi
¢ok onemlidir. Gebelikte bu ilaglarin teratojenite potansiyeli, fetal organlara, fetal
bliylimeye, yenidogana etkisi ve ¢ocuktaki uzun vadeli etkileri géz oniine alinmalidir
(Antonucci ve ark., 2012). Gebelik sirasinda romatoid artrit gibi iltihapl artritli bazi
hastaliklar (gebelik siirecini etkileyebildigi) gibi gebenin ve fetiisiin sagligini riske
sokabilirler. Bazen gebeligin de romatizmal hastaliklar1 alevlendirdigi bilinmektedir.
Gebelik sirasinda romatizmal hastaliklar fetus kaybina, intrauterin gelisme geriligine ve
prematiire doguma neden olabilir. Gebelik sirasinda, hastalik aktivitesini kontrol etmek
icin kullanilan anti-romatizmal ilaglar hem gebeye hem de tasidigi fetiisde

komplikasyona yol agabilmektedir (Borman ve Ozdemir, 2015).

NSAIl'lerin hepsi az ya da ¢ok gicli siklooksijenez inhibitdleridir.
Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimlerini inhibe ederek
prostaglandin (PG) sentezini baskilarlar. NSAII’lerin COX-1 ve COX-2‘ye etkileri
farklilik gosterebilir. Bununla beraber DS giiglii siklooksijenez inhibitorii oldugu gibi
lipooksijenez (LO) enzimini yolunu engelleyerek etkiler (Ozalp Dural, 2002).

Gebelikte NSAITI’lerin kullanim nedenleri kronik inflamatuvar bagirsak veya
kronik romatizmal hastaliklar1 tedavi etmektir (Ostensen ve Skomsvoll, 2004).
Dogurganlik c¢aginda kadinlara NSAII primer dismenore ve intrauterin kontraseptif
cihazla uyarilan dismenore ve menorajide tercih edilen tedavi yontemidir. NSAII,
menoraji, erken dogum eylemi ve polihidramnioslarin etkili bir sekilde kontrol altina
alinmasi ve preeklampsinin 6nlenmesi i¢in kullanilabilir, ancak klinik aragtirmalara da
ihtiya¢ vardir (Dawood, 1993). Bulgular COX inhibitorlerinin gebeligin son ii¢ ayinda
uygulandiginda hem insanlarda hem de hayvanlarda gebeligi uzattigin1 gostermektedir

(Ostensen ve Skomsvoll, 2004).

Hamile kadinlara verilen NSAIll'ler plasentay1 gecer ve ilacin tiirline, tedavinin

doz ve siiresine ve gebelik siiresine embriyo-fetal ve neonatal iizerine advers etkilere



neden olabilir (Antonucci ve ark., 2012). Plesental gegis gebelik yasina bagli degil her
durumda gecisi devam eder. Ilaglarin yarilanma Omrii fetal dolasimda (14.7 saat)
meternal dolasimda (2.2 saat) daha uzundur (Vermillion ve Newman, 1999). Bu da
fetlisin ilacin olumsuz etkilerine daha fazla maruz kalma anlamina gelmektedir. Bu
etkiler NSAIIl'lerin etki mekanizmalarindan ve gebelik sirasinda ortaya c¢ikan ilag
farmakokinetigindeki  fizyolojik degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Hamilelik
sirasinda, fizyolojik degisiklikler ilaglarin farmakokinetigini etkileyebilir. Bu
degisikliklerin ¢ogu erken gebelik ve daha ¢ok ti¢iincii trimesterde belirgindir (Stika ve
Frederiksen, 2001).

NSAIl'ler dogum Oncesi maruz kaldiktan sonra fetal ve neonatalde beyin,
bobrek, akciger, iskelet, gastrointestinal Sistem ve kardiyovaskiiler sisteme advers
etkileri bildirilmistir. NSAIl'ler ancak gebelikte annenin yararmin potansiyel fetal
risklerden o&tiirii daha diisiik etkili dozdan verilmelidir (Antonucci ve ark., 2012). Son on
yilda, birgok ¢aligma dogum O6ncesi annenin NSAII kullanimi, yeni doganda konjenital
kalp malformasyonlar ile iligskisi belgelenmis (Cappon ve ark., 2003). Fetiista duktus
arteriosus erken kapanmasi 6liime veya pulmoner hipertansiyona yol agabilir (van
Overmeire ve Chemtob, 2005). Gebeligin 35. haftasinda maternal DS tedavisini sonra
ductus arteriosusun iliskin prenatal bir olguda, gebeligin 37. haftasindaki fetal
ekokardiyografide, orta trikiispit yetersizlik, pulmoner yetmezlik ve ductus arteriosussa
tamamen kapanmasi ile genisleyen sag ventrikiil goriildiigii bildirilmistir. Indometasinin
prenatal duktus daralmasina etkisi iyi bilinmesine ragmen DS gibi yaygin olarak recete
edilen NSAII esit derecelerde zararli bir etkiye sahip olabilmektedir ve gebeligin
tiglincii trimestrinde kaginilmalidir (Auer ve ark., 2004). Gebeligin erken donemlerinde
ise NSAIl'leri kullanan kadinlarin, konjenital anomalili, 6zellikle kardiyak septal
defektli ¢cocuk sahibi olma riskinin daha yiiksek olabilecegini bildirilmistir (Ofori ve
ark., 2006). Ayrica insan gebeliginin ilk trimestrinde DS plasenta transferini arastirmak
icin yapilan bir calismada; gebeligin 8. ve 12. haftalar1 arasindaki gebeligin cerrahi
sonlandirilmasina tabi 30 hastaya islem oncesi iki doz DS sonra ilgili serum 6rnekleri,
amniyotik sivi, coelomik siv1 ve fetal doku, yiiksek performansh sivi kromatografisi ile
analiz edinilmistir. DS, maternal vendz 6rneklerde bulunan konsantrasyonada oldugu
gibi, tim fetal doku orneklerinde de saptanmustir. DS’un birinci trimesterde insan

plasentasini kolayca gectigi de boylece dogrulandi. NSAll'lerin transplasental gegisi



sonucu COX’un aktivitesinin dnlemesinden dolay1 fetus {izerindeki olumsuz etkileri
oldugu bildirilmistir (Siu ve ark., 2002). Fetiiste agiz palatin bolgenin gelisiminde
onemli rol oynayan PG'leri inhibe eden NSAII’lerden 6zellikle sulindak teratojenik etki
gostererek yarik damaga sebep olabilmektedir. In vivo ve in vitro fare palatal fiizyonu
tizerine ¢esitli steroid anti-inflamatuvar (naproksen, sulindak, indometasin, diklofenak
ve mefenamik asit) ilaglarin etkilerini belirlendigi bir calismada, farkli frekanslara
yavrularda yarik damak olusumuna yol actigi ve en teratojenik sulindak oldugu

belirlenmistir (Montenegro ve Palomino, 1990).

Yapilan bagka bir ¢alismada gebeligin 5. giiniinde verilen indometamisin
blastomerin uterusa implatasyonunu engelledigi i¢in diisiiklige neden oldugu
belirtilmektedir (Kennedy, 1977). Embriyo implantasyonu, implante edilebilen bir
blastosit ile alic1 rahim arasindaki yakin etkilesimi icermekte ve implantasyon dénemi
olarak bilinen smirli bir siire icinde gergeklesir (Zhang ve ark., 2013).
Desidualizasyonun tipki modifiye bir inflamatuvar reaksiyon olarak diisiiniilebilecegini
ileri stirtilmektedir. DS tedavisi uygulanmayan kontrollerde % 72'lik implantasyon hizi
olmasina ragmen in vitro DS tedavisinden sonra sadece % 35-41'lik bir implantasyon
hiz1 belirlenmistir. DS verilen tasiyici annelerde, embriyolarin yalnizca % 7'si normal,
% 34'0 ise biiyiime geriligi goriilmistiir. Anneye uygulanan DS siirmekte olan

implantasyon ve plasentasyon siirecini engellemektedir (Carp ve ark., 1988).

DS iireme ¢agindaki kadinlarda da yaygin olarak kullanilan NSAII ilagtir. On
giin siireyle, giinde bir kez 100 mg DS dogurgan ¢aginda kadinlarda ovulasyonda
onemli bir inhibisyona neden oldugu goézlenmistir (Sherif ve ark., 2014). Baska bir
caligmada ise DS alanlarin % 94'ii (Voltaren, Zipsor, Pen NSAII). Ovaryumda COX-2
aktivitesinin inhibisyonu ve ardindan, PG sentezinin inhibisyonu ile oosit saliniminm
onlenmekte, follikiil riiptiirii gériilmekte, PGE2 ile diizenlenen kumuliis genislemesinin
onlendigi, oositin graniiloza hiicrelerine yakalandigi ve boylece ovulasyonun basarisiz
oldugu bildirilmektedir (Duffy wve Stouffer, 2002). Ovulasyon, implantasyon,
desidualizasyon, fertilizasyon ve dogum gibi bircok lireme islemi PG ligand-reseptor
etkilesimlerine baghdir (Matsumoto ve ark., 2001). NSAIIl'lerin kullanimi, normal
farelerde infertiliteye neden olabilmektedir. Ciinkii COX-2 ve COX-1 farelerde, zayif

ovulasyona (oosit sayilari acisindan), diisiik dolleme oranlarina, implantasyonun



basarisizligina ve yetersiz desidualizasyona sebep olmaktadir (Lim ve ark., 1997).
NSAIl'leri kullanimi ile ilgili simdiye kadar yapilan caligmalarda bir¢ok memeli
tirlerinin maymunlarda (Duffy ve Stouffer, 2002), siganlarda (Gaytan ve ark., 2002),
farelerde (Downs ve Longo, 1982), ineklerde (De Silva ve Reeves, 1985) ovulasyonu
engelledigi bildirilmistir. NSAII’lerle (Diklofenak sodyum, ketoprofen, salisilik asit,
mefenamik asit ve asetil salisilik asit) indiiklenen anti-ovulasyon aktiviteyi
degerlendirmek i¢in medaka cinsi baliklar {izerine yapilan bir ¢alismada, DS % 50
oraninda inhibisyona neden olan en yiiksek anti-ovulasyon aktiviteye sahip oldugu
belirlendi (Yokota ve ark., 2016).

Asirt NSAII kullanimi ile artan spontan sayisi/orani arasinda bir baglanti oldugu
belirlenmistir. Diisiikten 6nce bir hafta boyunca indometasin, Diklofenak ve naproksen
verildikten sonra spontan diisiiklerde bir artis gézlemlenmistir (Daniel ve ark., 2015).
Diisiik riski prenatal NSAII kullanimi sonucunda %80 oraninda arttirmaktadir (Li ve
ark., 2003).

Nigella sativa (NS) tohumlarindan elde edilen yaginin aktif bilesenleri;
Timokinon (TQ), ditimokinon, timohidrokuinon ve timol bilesikleridir (Ghosheh ve
ark., 1999). TQ sican peritonal l16kositlerindeki arasidonik asit metabolizmasinin hem
COX hem de LO yollarini inhibe etmektedir. Bu yiizden TQ hem COX’un (El Mezayen
ve ark.,, 2006) hem de LO yolunun (Mansour ve Tornhamre, 2004) inhibisyonu
saglamaktadir. Ayrica TQ’nun polimorfoniiklear 16kositlerden olan 5-lipooksijenazi ve
5-hidroksieikozatetraenoik asit iiretimini inhibe ettigi ve boylece TQ nun inflamatuar
hastaliklarin iyilestirilmesinde etkili olabilecegi bildirilmektedir (El-Dakhakhny ve ark.,
2002). Pankreas duktal adenokarsinoma hiicrelerinde TQ’nun doza ve zamana bagl
olarak, anti-inflamatuar ve proapoptotik etkilerinin oldugu bildirilmistir (Chehl ve ark.,
2009). Benzer c¢alismada TQ’nun solunum yollarmin inflamasyonunu zayiflattigini
boylece COX-2 protein ekspresyonunun ve prostaglandin-D2 (PGD2) iiretiminin
inhibisyonuyla eszamanli oldugu belirlenmistir. Ayrica TQ, COX-1 ekspresyonu ve
prostaglandin-E2 (PGE2) firetimi iizerinde hafif bir inhibitér etki yaptigi da
belirtilmistir (EI Mezayen ve ark., 2006). NS nin etanolik oziitii Siganlara intraperitonel
verildiginde, % 0.6 asetik asit ile baslatilan nosiseptif iizerine DS ile iiretilen analjezik

etkinlikten daha az olmasina ragmen, anlamli (p <0.05) analjezik etkiye sahip oldugu



belirlenmistir (Bashir ve Qureshi, 2009). NS’ nin esansiyel yagi, hem sistemik hem de
lokal uygulanmalari, antiinflamatuvar etki géstermektedir (Hajhashemi ve ark., 2010).

Bu veriler 1s18inda TQ anti-inflamatuar etkisi DS’uma yakin oldugu fikrini vermektedir.

NS yaginin ovaryumlarin iskemi ve reperflizyondan kaynaklanan doku hasarini,
tersine ¢evrilmistir (Bayir ve ark., 2012). Bagka bir ¢alismada ise NS, ovaryum, rahim
ve vajina agirliginda belirgin bir diisiise neden oldugu bildirilmistir. Ovaryum dokunun
protein ve glikojen seviyesinde diisme, iireme dokularinda ise kolesterol diizeyinde
belirgin artis gdzlenmistir. Ostrojen dongiisiiniin sicanlarda diyastiiz fazi uzamis ve
boylece Ovaryum follikiil dejeneratif degisiklikler gostermistir. Bu ¢alismalar yaninda
hematolojik parametreler degismedigi, fakat, disi Siganlarda NS kullanimi, genel
fizyolojiyi degistirmeden antidstrojenik bir yapiya sahip oldugunu gostermistir (Yadav
ve Agarwal, 2011).

NS yag hem erkek hem de disi tireme hormonlarin miktarini arttirdigi
bildirilmistir. NS yag1 erkekler i¢in liiteinlestirici, FSH ve testosteron, kadinlarda LH,
FSH, ostrojen ve progesteron diizeylerinde belirgin artislar kaydedildigi bildirilistir.
Ayrica NS yag1 gebe Siganlara verildiginde, dogan Sicanlarin biiyilikligiinde ve
agirhiginda belirgin bir artis oldugu, hadim edilen erkek Si¢anlara verildiginde ise serum
testosteron konsantrasyonuda ve aksesuar bez agirliginda belirgin artislar oldugu
bildirilmistir (Farooq ve Hayfaa, 2011). NS menopozda karsilasilan kilo alimi, lipit
profili ve kan glikozunun yan1 sira hormonal seviyenin degisiminde, menopoz sirasinda
metabolik sendrom hastaliklarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Parhizkar ve ark.,
2011). NS tedavisinden sonra, menopoz semptomlarinin prevalans ve siddetinde
belirgin bir derecede diisiis oldugu tespit edilmistir (Latiff ve ark., 2014). NS
tohumlarimin ugucu yagi Sican ve Kobay uterin diiz kasinin spontan kasilmasini ve ayni
zamanda oksitosin uyarmmi ile indiiklenen kontraksiyonlari inhibe ettigi belirlenmistir

(Agel ve Shaheen, 1996).

NS’nin erkek ilireme sistemi ve dolayisiyla fertiliteye etkilerini arastiran bir
calismada, tlreme organlarimin agirh@inda belirgin - bir artis  oldugu, kauda
epididimislerde ve testis kanallarinda sperm hareketliliginde ve sayisinda anlamli bir
artis meydana geldigi gorilmiistir. Spermatogenesis ile primer ve sekonder

spermatositlerde, epididimislerde spermatozoa sayisi artmis, vas deferens liimeni



spermle doldugu goriilmiistiir. Seminal vezikiil ve prostatin ekstrasyon faaliyetlerinde,
seminifer tiipiinde ise spermatogenezis aktivitesinde anlamli artis gézlenmis, testikiiler
hiicre popiilasyonu olan spermatozoit ve spermatid sayisinin anlamli arttigi da
bildirilmistir (Mukhallad ve ark., 2009). NS’nin alkollii 6zitii yiiksek dozlarda erkek
siganlarda, dogurganlik potansiyelinii, LH ve testosteron konsantrasyonunu
artirabilecegini gostermistir. NS L. tohum yaginin anormal sperm morfolojisi % 30'dan
diisiik veya sperm sayis1 20 < 106 / ml'nin altinda veya A ve B tipi motilite sirastyla %
25 ve % 50'in altinda Iranli infertil erkeklerde etkileri arastirilmis, giinliik 5 ml N.
sativa yaginin iki ay siireyle alinmasinin, infertil erkeklerde anormal sperma kalitesini

olumsuz etkileri olmadan iyilestirdigi sonucuna varilmistir (Parandin ve ark., 2012).

Ozetle DS ve TQ benzer sekilde arasidonik asit metabolizmasmin hem COX
hem de LO yollarimi inhibe ederek, COX-2 ve COX-1’nin inhibisyonu sagladigi
izlenimini vermektedir. Ayrica DS ovaryumunda ovulasyon bozukluklarina ve
ovulasyon reversibl engelledigi, implatasyonu kismen onledigi ve kismen abortusa
sebep oldugu belirlenmis ve boylece fertiliteyi olumsuz etkiledigi bildirilmistir. DS ve
TQ gebelikte uygulandiginda postnatal juvenil (4 haftalik) ve geng (10 haftalik)
donemlerinde disi ovaryum rezervine (primordiyal follikiil sayisina), primer, preantral
ve erken antral follikiil havuzuna etkileri belirlenmemistir. Ozellikle ovaryumda
preantral ve erken antral follikiillerde sentezlenen anti-miller hormona (AMH),
ovulasyona etkisine dair yayma rastlanmadi. Ayrica serum AMH degeri ovaryum
follikiilii havuzunun boyutu ve ovaryum disfonksiyonu icin ideal bir belirte¢ oldugu
bilinmektedir. AMH’de dalgalanmalar biiyiimekte olan follikiil sayisindaki bir
dalgalanmaya sebeb olup olmadigr belirlenmemistir. Bu ¢alismada stereolojik
yontemler ile primordiyal follikiil havuzu, bliyiimekte olan (primer, preantral ve erken
antral) follikiil sayisi 6zellikle tarafsiz sayim yontemi olan fiziksel disektor metotla
belirlenerek ve ELISA yontemi ile serum AMH degerleri belirlenecektir. Serum AMH
degerinde bir dalgalanma varsa preantral faz ve erken antral follikiil sayisindaki

etkisinin degisiminden kaynaklanacag diistiniildi.

Ozet olarak bu calismada gebelikte uygulanan DS ve TQ’un postnatal 4 ve 10
haftalik sican ovaryum preantral (primordiyal, primer ve preantral) follikiil sayisina

etkilerinin stereolojik yontemle arastirilmasi planlandi.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Ovaryum
2.1.1. Ovaryum embriyolojisi

Ovaryum badem seklinde bir ¢ift tireme bezidir, her iki tarafta lateral pelvik
duvarina yakin yerlesmistir. X kromozomlart ovaryum gelisimi i¢in genleri tasirken
ovaryan organogenezde otozomal bir geninde rol oynaktadir. Gonad gelisiminin ilk
sathalari, besinci haftada ortaya ¢ikar. Mezonefrozun mediyalinde, s6lom epitelinde bir
kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin (solom epitelinde) ve altindaki mezensimal
hiicrelerin ¢ogalmasiyla, mezonefrozun mediyalinde bir gonadal (genital) kabarik
olugsur. Parmak seklindeki epitel kordonlari (birincil cinsiyet kordonlari), alttaki

mezensgimin igine dogru kisa siirede biiyiir (Moore ve Persaud, 2009). Boylece gonadal

primordiyum olusur (Sekil 1).

Sekil 1. Bes haftalik bir emriyoda, mezonefrozun mediyalinde yerlesmis, sélom
epitelinde ve altindaki mezensimin gogalmasiyla meydana gelen gonadal primordiyum

goriilmektedir (Moore ve Persaud, 2009).



Oldukca genis, sferik primordiyal germ hiicreleri dordiincti haftanin basinda
vitelliis kesesinden, allantoisin baslangi¢ yerine yakin endodermal hiicreler arasinda
ortaya ¢ikar. Embriyonun katlanmalari sirasinda, vitelliis kesesinin dorsal pargasi
embriyo igerisine dahil olur. Bu arada primordiyal germ hiicreleri arka barsagin dorsal
mezenteri boyunca gonadal kabartilara go¢ eder. 6. haftasinda Primordial germ
hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve kordonlara dahil olur. Primordial germ
hiicrelerinin gogii, stella, frangilis genleri ve kemik morfogenetik proteinler BMP-4
tarafindan diizenlenir (Moore ve Persaud, 2009) (Sekil 2).

Sekil 2. A, Bes haftalik embriyoda, primordiyal germ hiicrelerinin vitelliis kesesinden,
gonodal kabartiya gocii izlenmektedir. B kaudalde gonadal kabartilarin lokalizasyon ve
kapsamalar1 goriiliiyor. C subrenal bezler, gonadal promordiyum ve primordiyal germ

hiicrelerinin gonadlara gogleri izlenmektedir. D, gonadal kordonlar goriilmektedir. E,



farklilasmamis gonadlar paramezonefrik kanallarin yaninda yer almaktadir (Moore ve

Persaud, 2009).

Gelisimin 7. haftasina kadar, dis genital organlar her iki cinste de birbirine
benzer ve bu satha farklilasmamis gonad olarak adlandirilir. Eger embriyo XY cinsiyet
kromozomuna sahipse, Y kromozomu kisa kolu iizerinde bulunan bir grup gen yanisira
belirlenen SRY geni tarafindan sentezlenen Testis Belirleme Faktorii primordiyal
gonadin testise farklilasmasini saglar. Boylece medulla testise farklilasir ve korteks,
birtakim kalintilar disinda geriler. Eger embriyo XX cinsiyet kromozomuna sahipse ve
TDF yoklugunda, farklilasmamis gonadin korteksi over yoniinde degisim gosterir ve
medulla geriler. Over dista korteks ve i¢te de medulladan olusacak sekilde farklilasir.
Embriyonun katlanmalar1 sirasinda vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyonun igine
dahil olur. Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulasinca, oogonyumlara doniisiirler ve
mitozla c¢ogalirlar. 20. haftanin sonlarina kadar, mitozla boliinmeye devam ederler.
Primordiyal germ hiicreleri intra uterin yasamin 7. ayindan baslayarak doguma kadar 1.
mayoz boliinmeye girer ve puberteye kadar birinci mayozun profaz evresinde (Moore
ve Persaud, 2009). Kroosing- over tamamlandiktan sonra (Kierszenbaum, 2006) bu
evrede puberteye kadar bekler (Sekil 3). Bu arada uterus igi yasamin besinci ay1
civarinda mitoz o kadar yogundur ki 7 milyonun iizerinde oogonyum olusur. Besinci
aydan sonra mitoz yavaslar ve dogumdan sonra yeni oogonium olusmaz (Koyli, 2014).
Over gelisimi sirasinda digilerde kortikal kordonlar, erken fetal donemde, overin yiizey
epitelinden koken alarak, altta bulunan mezensim igerisine dogru girerler. Kortikal
kordonlar boyutlar1 arttiginda, primordiyal germ hiicreleri onlarin iglerine girer.
Yaklasik 16. haftada bu kordonlar izole hiicre kiimelerine (primordiyal follikiiller)
dontigiirler. Primordiyal follikiillerin her biri primordiyal germ hiicrelerden koken alan
bir oogonium (primer oosit) ve onu saran, yiizey epitelinden koken alan tek siral

hiicreleri icerir (Moore ve Persaud, 2009).
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Sekil 3. Testisin ve overin embriyonik gelisimi (Moore ve Persaud, 2009).

Puberteye kadar primordiyal follikiiller i¢ine yerlesen primer oositler I. mayotik

boliinmelerini tamamlamazlar. Primer oositler 46 kromozom tasir. Primer oositleri

cevreleyen hiicreler oosit maturasyon inhibitérii (OMI) salgilayarak, oositin mayotik

boliinme stirecini durdururlar (Koylii, 2014). Erkeklerde puberte sonrasinda primer

spermatozonyum yapimi devam ederken disilerde dogumdan sonra oosit olusmaz.

Puberteye kadar disi gonad artik preantral follikiiller olarak adlandirilan primordiyal ve

primer follikiiller igeren bir follikiil havuzuna sahiptir (Moore ve Persaud, 2009).

2.1.2. Ovaryum anatomisi

Ovaryum, pelvis mindriin dis duvarinda ve fossa ovarii (Waldeyer’in ovaryan

cukuru) denilen ¢ukurun iginde yerlesmistir. Bu ¢ukur, 6nden lig. umlicale medialis,

oblitere olmus a. umbilicalis, arkada iireter ve a. iliaka interna ile smirlanmistir.

Cukurun tabaninda, arter ve vena obturatoria ile noro obturatorius geger. Ust ucu
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mediale bakar. Vena iliaca externaya yakindir. Iginde arter ve vena ovarikanmn
bulundugu lig. suspensorium ovari bu uca tutunur. Tuba uterina’nin infundibulum
pargasinda ¢ikan fibria ovarica’lar da bu ucun tzerindedir. Alt ucu laterale bakar.
ligament ovarii proprium denilen ligament ile uterus’un cornu’suna baglanir. Bu
ligament gubernaculum’un kalintisidir ve lig. latum uteri icindedir. On kenar1 (margo
messovaricus), tuba uterina ve mezosalpinksin arkasinda yer alan mezenter ile lig. latum
uter’nin iist siirma yakin, arka yiiziine tutunur. Mesovarium iginde, hilum ovari’ye
giden damarlar ve sinirler bulunur. Hilum ovari, ovaryumun mesovaryuma tutundugu
kenardir. Arka kenar1 (margo liber), serbesttir ve iiretere bakar (Ozan, 2014) (Sekil 4).

tuba uterinanin

tuba uterinanin tuba uterinanin mezosalfinks
ampullasi

uterusun uterin pargasi istmusu
fundusu pap
\ ) el Sy Covaryan arter
— @)} ovaryumun
/ / “!." y ) suspensor
uterus —__ . ~, ligamenti
kavitesi > N gty 4 infundibulum
l ’ ',‘ ~ \ﬂmbriyalar
uterusun ————— | .
govdesi ) mezovaryum
/4 ovaryum
ovaryan ligament
internal os mezometriyum
servikal kanal = perimetriyum
serviks uterin arter
endometriyum
eksternal os miyometriyum
i mukozal katlantilar
vajina

Sekil 4. Kadin i¢ genital organlari. Uterus duvarinin, tuba uterinalar ve vajina, ovaryum
ve ligamentler goriilmektedir. Ovaryumun uterusa baglanmasimi ve fallop tiipi ile

iliskisi sematize edilmektedir (Mescher, 2015).

Ovaryum; grimsi pembe renkte, boyutlar1 3x1.5x1 cm, erigkinlerde ortalama
deger 5x3x1 cm’dir, 4-6 g agirhigindadir (Mescher, 2015). Embriyonal hayatta
ovaryumlar, karin arka duvarinda bobreklerin yaninda bulunurlar. Sonra da yavas yavas

pelvise inerler (Moore ve Persaud, 2009). Bu inis gubernaculumun kontrolii altindadir.
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Gubernaculum, yukarida ovaryumlarin alt uglarindan tuba uterinalarin uterusa girdigi
yere yakin uterusa tutunur. Asagida ise gelecekte labium majus olan bolgedeki fasyaya
tutunur. Ileri donemde gubernaculumun kraniyal parcasi lig. ovarii proprium, kaudal
pargasi da lig. Teres uteri olarak kalir (Ozan, 2014). Ovaryumlar eriskinlerde periton ile
ortiiliic olmadig1 icin yiizeyleri parlak degildir. Tunika albuginea korteksteki bag
dokunun kalinlagsmasi ile olusur (Moore ve Persaud, 2009).

Ovaryumlar1 aort abdominalisin dallar1 olan a. ovarica’lar besler ve a.v. ilyaca
externa’nin iizerinden gegerek a. uterina’nin dallar1 ile anastomoz yapar. Hilum ovarii
’den ¢ikan venleri, plexsus pampiniformis denilen bir vendz ag olusturur. Ag1 olusturan
venler birleserek v. ovarica’yi yapar. Sol ovaryan ven, v. renalis sinitra’ya, sag ovaryan
ven ise v. cava inferioro’a agilir. Ovaryum’lar lenf damarlari, lateral aortik (paraaortik)
lenf diigiimlerine gider. Sempatik sinirler T 10-11 den gelir. Ovaryumun agri duyusunu
tasir (Ozan, 2014).

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

(Moore ve Persaud, 2009).
2.1.3.0varyum histolojisi

Insan disi {ireme sistemi; ovaryum, bir cift tuba uterina, tek bir uterus ve
vajinada olusan i¢ genital ile labia major, labia minér ve klitoriste olusan dis genital
organlardan olusur. Disi tireme sistemi disi gametleri olusturur, cinsiyet hormonlari
salgilar, dollenme i¢in ortam saglar, fetiisii doguma kadar tasir ve fetiisii biitiin geligim
igin gerekli ortami saglar (Ovale ve Nahirney, 2009). Bu sistem iginde yer alan
ovaryumlar pelvis boslugunun derinlerine yerlesmis, bir kismi mezoovaryum adi verilen
periton katlantis1 araciligiyla broad ligament, diger bir kism: da ovaryum ligamenti
araciligiyla uterus duvarina tutunmustur (Eroschenko, 2013). Ovaryumlar digtan priton
ile ortilidiir. Ovaryumun eriskinde boyu 3 c¢cm, eni 2 cm ve kalinligi 1em olan solid,
badem bi¢iminde bir bezdir (Mescher, 2015).ortalama 6 g agirligindadir (Ozan, 2014).
Boyutlar1 ve histolojik goriinimleri menstrual siklus, gebelik ve postmenopozal

donemlerde degisir (Ovale ve Nahirney, 2009).
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Histolojik kesitlerde ovaryumlar igte medulla ve dista korteks olmak iizere 2
bolgeye ayrilir (Esrefoglu, 2009). Ovaryumun yiizeyi basit ya da kiibik epitelle kaphdir.
Bu epitel germinal epitel olarak adlandirilsa da, ovaryumun kaynagi degil peritonel
kaviteyi Orten modifiye mezotel hiicreleridir (Moore ve Persaud, 2009). Bir grup
aragtirmaci germinal epitelde oosit gelistirmislerdir. Bu da germinal epitelin bipotent
hiicreler oldugunu gostermektedir (Esrefoglu, 2011). Germinal epitelin altinda,
ovaryumun beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan siki bir bag
dokusu katmani bulunur (Moore ve Persaud, 2009) ve tiim ovaryumu bir kapsiil gibi
sarar (Esrefoglu, 2011). Tunika albuginea’nin altinda oositleri igeren ovaryum
follikiillerinin bol miktarda bulundugu kortikal bolge yer alir. Cocukluk caginda
ovaryum korteksinde bol miktarda primordiyal follikiiller puberteden sonrada riiptiire
follikiillerin yerini alan KL yer alir (Ovale ve Nahirney, 2009). Follikiiller, kortikal
bolgenin bag dokusu (stroma) i¢inde gomiiliidiir. Bu stroma tipik ig bigiminde fibroblast
icerir ve bu fibroblastlar, hormonla uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli
yanit verir. Korteks, ovaryum follikiillerini igeren, medullay1 distan saran ince kollagen
liflerden ve ig bigimli fibroblast benzeri hiicrelerden olusan zengin siki bag dokusudur.
Ovaryumun en i¢ kismi gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi iceren
medulla bolgesidir. Medulla zengin kan ve lenf damarlari, sinirleri, az miktarda elastik
lifler ve diiz kas hiicrelerini igeren gevsek bag dokusu yapisindadir. Korteks ile medulla
bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur (Jungoueria ve Carneiro, 2009; Esrefoglu, 2011;
Mescher, 2015) (Sekil 5). Hilusta korteks kesintiye ugrar ve mesoover medullaya dogru
devam eder. Kiiciik diizensiz kanal kalintilar1 olan reteoveriler bu bolgede bulunabilir.
Biiyiik epiteloid olan hiicreler hilus hiicreleridir. Ovaryum hilusunda ve mezooverde
kiigiik gruplar halinde bulunurlar. Kolesterol esterlerinden zengin ¢ok sayida lipid

damlalar1 ve lipofuksin pigmenti igerirler (Ovale ve Nahirney, 2009) .
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Sekil 5. (a) Ovaryumun histolojik yapisi, (b) primordiyal follikiil, (c) primer follikiil, (d)
sekonder ya da antral follikiil, (e) graaf veya preovulatuvar follikiil, (f) korpus luteum,
(9) korpus albikans ( (Mescher, 2015).

2.1.4. Ovaryum follikiilleri

Ovaryumda follikiilogenez olay: istirahat halindeki primordial follikiillerin
aktivasyonu ile baslar. Follikiilogenezis gonadotropine bagli olmayan (preantral) ve
gonadotropine bagli (antral ve graaf) olan iki ana asamada olusur. Follikiilogenezis
uykudaki primordiyal follikiiliin biiyiiyerek pimer, preantral, antral ve preovulatuar

follikillerin olusmasidir. Follikiilogenezis ovaryumun korteksinde gerceklesir (Koylii,
2014).
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Primordiyal germ hiicreleri fetal donemin 3. ayindan itibaren vitelliis
endoderminde gelismeye baglar. Dorsal mezenter boyunca go¢ edip ovaryuma ulasir.
Oogonyumlara farklilagir. 5. aydan itibaren oogonyumla mitozla ¢ogalir ve sayilar1 6-7
milyona ulasir. Bir kismi primer oosite diger kismi ise atreziye ugrar (Koyli, 2014).
Elekron mikroskobunda oosit organelden zengin, belirgin golgi kompleksi, yaygin bir
endoplazma retikulumu, bol mitokondriyon, lizozom igerir. Caplari 25-30 pm olan
oositler, genis ve vezikiiler niikleuslu, belirgin bir ve birkag heterokromatik
niikleouluslu yuvarlak hiicrelerdir (Esrefoglu, 2011). Oosit eksantrik bir niikleusa
sahiptir ve ooplazma adi verilen stoplazma, aniiler lameller ve balbani cisimcigi
icermektedir. Balbani cisimcigi golgi memranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik
retikulum birlikte bir¢ok mitokondriumun ve lizozomlarinin olusturdugu bir kiimedir.
Antiler lameller bir niiklear zarf kesitler dizisidir. Dizideki her tabaka por yapilari igerir
ve bunlar morfolojik olarak niiklear porlarin yapisiyla dzdestirler (Ross ve Pawlina,
2014).

Primordiyal follikiil

Primordiyal follikiiller primer oositi igerir ve tek sirali yassi follikiil hiicreleriyle
sarilidir (Jungoueria ve Carneiro, 2009). Primordiyal follikiil etrafinda diiz kas hiicreleri
de bulunur (Sekil 6). Primordiyal follikiilerin ¢evresindeki tek katli epitel (yassi
graniiloza) hiicreler oositin beslenmesini saglarken ayn1 zamanda oositin olgunlasmasini
baskilayan OMI faktorii de salgilar. Bu faktdr oositi mayozun profaz sathasinda
kalmasini saglar (Esrefoglu, 2011). Primordiyal follikiiller distan bir bazal laminayla
sinirlandirilmistir.  Primordiyal ~ follikiiller  erken  gelisimi  gonodotropin
stimulasyonundan bagimsizdir (Ross ve Pawlina, 2014). Puberteden 6nce primordiyal
follikiiller hemen tunika albiigineanin altindadir (Esrefoglu, 2011). Primer oositi birinci
mayoz bdliinmenin profazin diploten evresinde 12-50 yil arreste ugrar (Ross ve

Pawlina, 2014).
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PRIMORDIYAL FOLIKOL

Sekil 6. a. Primordiyal follikiilin sematik ¢izimi, b. Primordiyal follikiiliin bu
fotomikrografigi goriilmektedir. N primordiyal oositi, FH follikiil hiicresi. (X640, Ross
ve Pawlina, 2014).

Primer follikiil

Primordiyal follikiilleri gelismesi, primer oositin ve oositi ¢evreleyen yassi
hiicrelerin ve stromasinin biiyliimesiyle baslar (Esrefoglu, 2011). Follikiil hiicreleri
mitozla boliinilir ve biiyliyen oositin ¢evresinde tek katli kiibik epitel olur. Tek kath
kiibik hiicrelerle gevrili olan primer follikiillere unilaminer, ¢ok katli kiipiik hiicrelerle
cevrili olanlara multilaminer (preantral) primer follikil denir (Mescher, 2015). Primer
follikiil 50-80 um biiyiikliigiine ulastiginda zona pellusida goriiliir. Follikiil biiyiidiikce
ozel proteinler salgilanir ve bu proteinler bir araya gelerek zona pellusiday: olusturur.
Zona pellusida oosit ile graniiloza hiicreleri arasindadir (Sekil 7). Eksraseliiler madde
olan zona pellusida graniiloza hiicreleri ve oosit tarafindan salgilanan glikoprotein
yapisinda bir maddedir ve oositin ¢evresinde bir tabaka olusturur (Ross ve Pawlina,
2014). Zona pellusida fertilizasyon sirasinda spermin tiire 6zgii ovuma baglanmasini
saglar (Diizova ve Emre, 2011). Zona pellusida, en az t¢ farkli siilfatlanmis
glikoprotein ( ZP1, ZP2, ZP3) iceren kalin amorf bir ortiidiir (Celik ve Yildirim, 2010).
Bu iicli arasinda en 6nemli olan ZP3’tlir. ZP3 spermatozoa baglama reseptdrii ve
akrozom reaksiyonu indiikleyicisi olarak fonksiyon gormektedir (Ross ve Pawlina,
2014). follikiil hiicrelerin uzantilar1 (filopodlar) ve oositin mikrovilluslari zona pellusida
icerisinde gap junction baglantilarla birbirleryle haberlesir (Mescher, 2015).
Memelilerde primer follikiiliin oositinin memranin1 hemen altinda kortikal graniiller

denilen graniiller goriiliir. Bu graniillerin proteazlardan zengin igerikleri spermiyumla
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karsilaninca salgilanir. Primer ve preantral follikiiller AMH salgilar (Moore, 2009;
Esrefoglu, 2011).

-

PRIMER FOLIKOL

Sekil 7. Primer (Unilaminer) follikiil. b. Primer follikiiliin fotomikrografisi. X640.
(Ross ve Pawlina, 2014).

Preantral follikiil (multilaminer follikiil)

Primer follikiiliin biiylimesi ve onu g¢evreleyen graniiloza hiicre tabaka sayisi
artinca bu follikiile preantral follikiil denir. Preantral follikiil antrum olmaksizin, birden
fazla kiibik graniiloza hiicresi tabakasi ile cevrilidir. Stroma hiicreleri graniiloza
hiicrelerin etrafin1 teka hiicreleri denilen siki bag dokusu cevreler (Leung ve Adashi,
2004; Esrefoglu, 2011). Graniiloza hiicreleri arasinda zonula okludenslere sahip
degillerdir ¢iinkii ovumun ve follikiillerin beslenmesi i¢in makro molekiillerin kandan
gecmesi gerekir (Ross ve Pawlina, 2014). follikiiller kan damarindan zengin teka interna
ve diiz kas ve kollejen liflerden olusan teka eksterna ile kusatilir (Esrefoglu, 2011).
Teka interna yiiksek diizeyde vaskiilarizedir ve kiibik salg1 hiicrelerinden olusmus bir i¢
tabakadir. Teka interna hiicreleri c¢ok sayida LH reseptorlerine sahiptir. LH
stimulasyonuna yanit olarak Ostrojen prekiirsorleri olan androjenleri salgilar. Zengin
kiigiik damar agina sahiptir. Teka eksterna dig bag dokusu hiicreleri tabakasidir. Temel
olarak diiz kas hiicreleri kollejen lifler demetini igermektedir. Teka interna ile graniiloza
hiicreleri arasinda bazal lamina bulunmaktadir. Teka tabakalar1 ve onu distan ¢evreleyen
stroma arasinda sinir belirgin degildir. Oosit olgunlastik¢a organellerin dagilimi degisir.
Golgi, mitokondrium, graniillii endoplazmik retikulum ve vezikiiler cisimciklerin sayist

artar. Oositin oolemmasi hemen altinda kortikal graniilleri yer alir. Kortikal graniilleri
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(salg1 graniilleri) ovum sperm tarafinda aktive edildiginde ekzositoz ile serbestlestirilen
proteazlar1 igermektedirler. Fertilizasyonda kortikal graniilleri yilizeye dogru hareket
ederler ve oolemma ile kaynagirlar. Oolemma yeniden diizenlenir. Fertilizasyonda
polispermi engellemek igin krotikal graniiller perivitelin araliga salgilanir. Perivitelin
aralik oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicreleri arasinda bulunur (Sekil 8). Graniiloza
hiicrelerinde ince uzantillar olusur ve oosite dogru uzanir. Graniiloza hiicresinin
uzantilar1 oositin mikroviluslariyla i¢ igce geger ve bazilar1 da oositin plazma
memraninin i¢ine dogru invajine olur. Uzantilar plazma memranina temas edebilirler

fakat sitoplazmik devamlilik saglamaz (Ross ve Pawlina, 2014)

oositin mikrovillusian
4

A R olukiu baglant:
granuloza \\&

hacreleri \
granaloza
hiacresinin

oosit uzantisi

sitoplazmasi

granulozs
hacreleri

* N on

stratum granGalozum
GEC PRIMER FOLIKOL

Sekil 8. Preantral (Geg¢ Primer) follikiiliin bu sematik ¢izimi, ¢ok tabakali graniiloza
hiicreleri, zona pellusida, dis tabakada bulunan bazal lamina, teka hiicreleri, balbiani

cisimcigi ve kortikal graniiller gostermektedir (Ross ve Pawlina, 2014).
Sekonder follikiil

Stratum graniilozum 6-12 hiicre katina sahip olunca bu hiicreler arasinda follikiil
stvist ile dolar ve hilal bicimde tek bir kavite olusur. Kaviteler birlesirek antrum adi
verilen aralarinda diizensiz bosluklar meydana gelir (Ross ve Pawlina, 2014) (Sekil 9).

Graniiloza hicreleri tarafindan sentezlenen 1likér sivi: Steroid hormonlardan
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(progesteron, adrojenler ve Ostrojenler), glikozaminoglikanlardan, sreroid baglayici
proteinlerden (Junqgoueria ve Carneiro, 2009), biiylime faktolerden, plazminojenden,
antikoagulant heparan siilfat proteoglikandan (Mescher, 2015), hiyaluronik asitten
(Ovale ve Nahirney, 2009) ve gonodotrompinlerden (Kierszenbaum, 2006) zengindir.
Ayrica graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan Call-Exner cisimcikleri olarak
adlandirilan hyaluronan ve proteoglikanlar iceren exraseliiler metaryal goriilebilir. Bu
asamaya gelen follikiile sekonder ya da antral follikiil denir. Eksantrik yerlesimli
yaklasik 125um ¢apina ulasan o0osit daha fazla biiyiimez. Biiylimenin inhibisyonu,
graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salgilanan AMH tarafindan saglanmaktadir.
Biiylik Olciide graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile hacimce biiyliyen primer
follikiiller, kortikal stromanin derinliklerine dogru ilerler. Oosit ve follikiil gelisimi igin
FSH, biliyiime faktorleri ve kalsiyum iyonlar1 gerekir (Ross ve Pawlina, 2014). Ayrica
follikiiliin bliylimesi anjiogenesize de baghdir. Bilindigi gibi biri teka eksterna digeri
teka interna tabakasinda olmak tizere iki kapiler ag bulunmaktadir. Ancak bu kapiller
bazal memran1 gecemedikleri i¢in graniiloza hiicreleri ovulasyona kadar damarsizdir.
Antral follikiilere nazaran ovulasyona giden preovulatuar follikiillerede kapiller ag daha
fazladir, daha fazla gonodotropine maruz kalmaktadir ve diger follikiillere gore
biiylimesi, gelismesi daha fazladir. Bu da ovulasyona gidecek follikiilii belirler. FSH’1n
etkisiyle graniiloza hiicresinde aromatoz enzim salgilanir. Aromatoz enzim
androstenedioni ostrojene doniistiiriir  (Esrefoglu, 2011; Koyli, 2014). Sekonder
follikiiliin boyutu ile AMH konsantrasyonu arasinda direkt korelasyon bulunmaktadir.
Konsantrasyon kiigiik follikiillerde en yiiksek biiyiik follikiillerde en diisiiktiir. Erken
sekonder follikiil ¢ap1 0,2 mm olan follikiil, biiyiimeye devam eder ve ¢ap1 10 mm yada
daha fazlasina ulagir. follikiil igerisinde likor sivi artip antrum genisledik¢e bir grup
graniiloza hiicreleri oositin etrafini sarar ve kumulus ooforus adi verilen bir tiimsek
olusur (Sekil 9). Oositin hemen etrafin1 saran hiicrelere korona radiata denir (Ross ve
Pawlina, 2014)
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Sekil 9. Sekonder veya antral follikiil. Sekonder follikiilii, graniiloza hiicreleri ve sivi
dolu antrumunu gosteren sematik ¢izim. Burada Call-Exner cisimcikleri bazal lamina,

teka interna ve teka eksterna gosterilmektedir (Ross ve Pawlina, 2014)
Graaf follikiil

Graaf follikiil ¢cap1 yaklasik 10 mm ya da daha fazladir. Biiyiikliigiinden dolay1
ovaryum yiizeyinde c¢ikintilar olusturur. Maksimum boyutuna ulasinca graniiloza
hiicrelerinde mayoz boliinme azalir. Antrum boyutu arttikca graniiloza tabakasi incelir
(Sekil 10) (Ross ve Pawlina, 2014). Bu dénemde graaf follikiil . mayoz boliinmesini
tamamlamig ve II. mayoza girmis sekonder o0ositi tasir. Tipik olarak {i¢ ana boliimden
incelenir; graaf follikiil kiigiik, orta, genis, follikiiller olalark siniflandirilabilir. follikiil
biliyiimesini siirdiirtir. follikiiliin  biyiikliigi 10 mm’ye ulasinca 00Sit ve 00siti
cevreleyen hiicrelerin diger hiicrelerle baglantis1 gevser ve bdylece atilmasi kolaylagir.
Teka interna hiicreleri sitoplazmasinda lipit biriktirerek steroid sentezleyen hiicre
ozelligini kazanir (Moore, 2009; Esrefoglu, 2011).

Korona radyata mikrovillusu ile oositin mikrovilluslari arasinda gap junction tipi
baglanti kompleksi bulunur. Bu donemde kumulus ooforus belirgindir. Gerek
follikiilogenezisde gerekse oogenesizde oosit ve onun kombleksleri gap junction

baglantiyla haberlesirler (Esrefoglu, 2011). Gap junction tipi baglantilar sayesinde osit
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ile graniiloza ve teka hiicreleri arasinda haberlesme ayn1 zamanda hiicrelerin birbirlerini
aktiflestirmesini saglar. Ayrica hipofiz ve ovaryum hormonlarinin birbirleri arasindaki
diizenli dongiisiinii siirdiirtir. Gap junctionla follikiillele ovaryum hormonlari arasinda
stirekli bir iletisimi siirdiiriilmekte, metabolit, amino asit, sinyal proteinleri tasinma gibi
islevleri yillarca uyum halinde gergeklestiriller (Celik ve Yildirim, 2010). follikiiliin
biiylimesi i¢in baglica FSH, epidermal biiylime faktor, insiilin benzeri bliylime faktorii
ve kalsiyum iyonlarina ihtiyag vardir. Foliikiiliin biiylikligii graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanan OMI kontrolii altindadir. follikiiliin gelisimi vaskiilarizasyona da
bagimhidir. Follikiil anjiogenezsisi kontrol eden endotelyal biiyiime faktoriidiir
(Esrefoglu, 2011). Follikiilin biiyiimesi ve farklilasmasi; Trasforming growth faktor b
(TGFb) gibi biiyiime faktorlerle olusur. TGFDb ailesi, activin, inhibin, AMH, biiyiime ve
gelisme faktorii 9 (GDF-9) ve kemik morfogenetik proteinlerinden olusur. Bu faktorler
hiicre biiytimesi, morfogenesiz, hiicre farklilasmasi ve apoptoz gibi biyolojik olaylarda
¢ok 6nemli rol oynarlar. Primordiyal follikiiliin tamamen gelismis sekonder follikiile
doniismesi i¢in biiyiime faktorler esliginde 290 giin ya da 10 diizenli menstriiel sikliis

gereklidir (Celik ve Yildirim, 2010).

bazal lamina toka toka grancioza hacrelen
akstarnma
folikOior i SR

siviyla ovulasyondan sonrm Kkorons

radiatay: olugturacak hicroler
e i

OLGQUN GRAAF FOLIKOLO

Sekil 10. Graaf follikiil kumulus ooforus (KO), oositi, genis antrum (A), korona
radiyata, graniiloza hiicreleri (SG), teka interna (TI), a olgun graaf follikiil sematik
¢izimi ve b. matiir bir sekonder follikiiliin fotomikrografi gortiilmektedir, x45 (Ross ve
Pawlina, 2014).
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Preovulatuar Follikiil

Preovulatuar ovulasyona giden follikiildiir. Antrum olusumundan sonra
biiyiimesi hizlanir ve sivi birikimi ¢ogalir. Tersiyer (graaf) follikiilden preovulatuar
follikiile kadar gecen zaman 60 giindiir. Preovulatuar follikiiliin dominant hale gelmesi
icin 15-20 giin daha gereklidir. Boylelikle biiyiikliigii 1 cm ye ulasir ve ovaryumun
yiizeyine dogru kabariklasir. Oosit ve oositi ¢evreleyen hiicrelerin diger graniiloza
hiicreleriyle olan baglantilar1 gevser. Boylece oosit atilmaya hazir olur. Bu dénemde
teka hiicreleri stoplazmasinda lipit biriktirirler ve steroid sentezleyen hiicre 6zelligini
kazanirlar. LH ile androjenler salgilanir. Sekonder oosit likor sivi iginde ylizer duruma
gelir ve ovulasyondan hemen once kiigiik bir alanin kanlanmasi bozulur ve bu alana
stigma denir (Esrefoglu, 2011). LH pikinden sonra graniiloza hiicrelerinden inflamatuar
sitokinler ve hidrolitik enzimlerin salgilanmasini saglar. COX-2, plazminojen aktivatorii
ve metaloproteazlarin i¢inde bulundugu cesitli faktorler, follikiiliin yirtilmasini saglar.
Ovulasyonda etkili olan faktorler; follikiiler stvinin hacim ve basincinin artmasi, follikiil
duvarinin plazminojenlerle enzimatik olarak parcalanmasi, 0osit-kumulus kompleksi ile
stratum graniiloza arasinda glikozaminglikan birikmesi, PG’lerin teka intenadaki diiz
kaslarda olusturdugu kontraksiyondur (Diizova ve Emre, 2011). Preovulatuar follikiil 1.
mayozun II. metafazda ovulasyona ugrar, follikiil tuba uterinaya atilir, 24 saat canl
kalir ve bir spermle déllenirse II. mayoz tamamlanir, ovum ve II polar cisimcik olusur,
doéllenemezse 1l. mayoz tamamlamadan atrezi olur (Celik ve Yildirim, 2010; Esrefoglu,
2011). Her menstriiel siklusta ovulasyona ugrayan dominant follikiil yaklasik bir yil

once ortaya ¢ikan primordiyal follikiilden meydana gelir (Celik ve Yildirim, 2010).
Atretik follikiil

Puberte dolaylarinda ovaryumlar yaklagik 400.000 oosit igerir. Atrezi, en fazla
fetal donemde olmak iizere, yeni dogan da 2 milyon olan primordiyal follikiil biiyiik bir
kismi ortadan kaldirilir ve puberteden sonra disinin iireme c¢agi boyunca devam eder.
Her ay (28 giin) yaklasik 7. giinde 6-12 follikiil gelisir ve iglerinden sadece biri
dominant hale gelir, gerisi atreziye ugrar. Genellikle tek bir oosit serbest birakildigindan
ve disinin dogurganlik ¢cagi 30-40 yil siirdiiglinden, yalnizca 450 kadar oosit salinmis
olur (Esrefoglu, 2011; Mescher 2015). Atrezide ilk olarak oosit biiziilerek lizize ugrar.

Bunun ardindan follikiil hiicreleri piknotiklesirler, birbirinden ayrilir ve otolize ugrarlar.
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Zona pellusida siser. Teka hiicreleri uzun kordonlar seklinde diizenlenir, dejenere
olurlar ve yerlerini daha sonra bag dokusu doldurur. Stromada ¢ok sayida makrofajlar
vardir (Ovale ve Nahirney, 2009). Bu atrezinin sebebi oositin 6liimii veya graniiloza

hiicrelerinin 6liimiine bagli olabilir (Celik ve Yildirim, 2010).
2.1.5. Ovaryum Korpuslari
Ovulasyon sonras1 geriye kalan hiicreler korpuslari olusturur.
Korpus hemorajikum

Ovulasyon sonrasi teka internadaki kapillerin yatagin yirtilmasiyla follikiil
bosluguna az miktarda kanama olur ve korpus hemorajikum olusur. Bag dokusu
hiicrelerinin follikiilii istila etmesi ile graniiloza ve teka hiicreleri morfolojik degisiklige

ugrarlar (Esrefoglu, 2011).
Korpus luteum

Gegici endokrin doku 6zelligini kazanan yapilardir (Esrefoglu, 2011). Oositini
atan follikiilin geriye kalani, korpus luteum (KL) olarak bilinen bir yapiy1 olusturur.
Follikiil kollabe olur ve igeriye dogru ¢ok fazla ¢okiintiiler ve kivrilmalar olusur ve
liimeni fibrin iceren sivi ve kan ile dolar. Antral bosluktaki bu ¢okelti pihtiya doniisiir
ve yerini fibroz skar dokuya birakir (Ovale ve Nahirney, 2009). Dogal siiresi 14 giindiir.
LH reseptorleri igerir (Koyli, 2014). Korpus luteum az miktarda teka lutein, ¢ok
miktarda graniiloza lutein, fibroblast, endometriyal hiicreler ve immin hiicrelerinden
meydana gelir. Uyarilmas1 KL un ana steroid olan progesteronun (10-12 giin) (Ovale ve
Nahirney, 2009) yaninda ostradiol ve inhibin A sentezini saglar (Diizova ve Emre,
2011). Progesteron da uterusu gebelige hazirlar (Jungoueria ve Carneiro, 2009).
Ovulasyondan sonra graniiloza hiicreleri boliinmemesine ragmen boyutlarinda biiyiik
bir artis gozlenir. Bu hiicreler KL un %80 ini olustururlar. Teka internanin hiicreleri de
teka lutein hiicrelerini olusturarak KL’un olusumuna katkida bulunurlar (Junqueira ve
Carneiro, 2006; Mescher, 2015). KL 10-12 giin siireyle hormon salgilamak iizere
programlanmistir. Daha ileride LH uyaris1 olmadiginda ve gebeligin yoklugunda KL
tiim ana hiicreleri sreroid yapimimi durdurur, geriler, apoptoza girer ve dogal dliim ile

dejenerasyona ugrar (Junqoueria ve Carneiro, 2009 ).
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Gebelik korpus luteumu

Zigotun fertilizasyon ve implatasyon gerceklesirse gebelik KL’u olusur. Korpus
luteumu varligi luteotropin denen parakrin ve endokrin salgilarin kombinasyonuna
baghdir. Parakrin luteotropin ovaryumda lokal olarak {iretilirler, bunlar Gstrojenler,
IGF-1ve 1I’dir (Insiilin Benzeri Biiyiime faktorii I ve 11). Endokrin luteotropin; hCG
(Humaen Caryonik gonodotropin), LH, prolaktin ve insiliindir. hCG karyon
trofoplastlar1 tarafindan sentezlenir ve KL iizerindeki reseptorleri stimule ederek
dejenerasyonunu engeller. LH ve prolaktin pitiitier bez tarafindan salgilnir. Gebelik KL
"udan {iretilen progesteron ovaryum follikiillerinin siklik degisikligini bloke eder (Ross
ve Pawlina, 2014). Progesteron ayni zamanda uterusu gebelige hazirlar (Jungoueria ve
Carneiro, 2009). Erken gebelikte gebelik KL’u 2-3 cm’dir ve ovaryumun biiyiik bir
kismin1 doldurur. Fonksiyonu gebeligin 8. haftasinda kademeli olarak azalir fakat
gebelik siiresince devam eder. Gebeligin 6. haftasinda plesenta kademeli olarak KL’un

fonksiyonlarini iistlenir (Ross ve Pawlina, 2014).
Menstruasyon korpus luteumu

Gebelik olmazsa KL’unda progesteron iiretimini durdurur. Gebelik igin
diizenlenen  uterusun  mukozasinin  bir  bolimiinlin  progesteron  {iretimi
durduruldugundan dolay1 dokiiliir ve menstruasyon olusur. Korpus luteum bozulduktan
sonra kandaki steroid miktar1 azalir ve bir baska follikiilii uyarmak ve bir sonraki
menstruasyon dongiiyii baglatmak iizere FSH salgisi yeniden artar. Yalnizca bir
menstruasyon boyunca varligimi siirdiiren KL’a menstruasyon KL’u denir (Ross ve
Pawlina, 2014).

Korpus albikans

Mentruasyon KL’u ovulasyondan yaklasik 12 giin sonra korpus albikans’a
doniisiir ve bir siire sonra yerini bag dokusuna birakir. Burada kademeli olarak beyaz bir

skar dokusu olusur ve yap1 korpus albikansa doniisiir (Esrefoglu, 2011).
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2.1.6. Menopoz sonrasi ovaryum

Menopoz iireme periyodunun bittigini ifade eder. Bu donemde ovaryum artik

oosit atamaz ve hormon iiretemez. Postmenopozla ovaryumlarin hacmi kiigiiliir. Bu

evredeki ovaryumlar birkag¢ gelismemis biiyiikce follikiil ile korpus albikansa doniismiis

bircok KL kalintis1 igeren burusuk bir goriintii sergiler. Yasla birlikte stroma daha

yogunlagir, tunika albuginea kalinlasir, ovaryum ylizey epiteli ise ¢ok incelir. Yash

ovaryumlarinda biiyiik, anormal, siviyla dolu Kisttik follikiiller yaygin olarak goriiliir

(Ovale ve Nahirney, 2009) (Sekil 11).

- = Postmenapozal bir ovaryumun kiguk buyutmedeki igsk mikroskobu
QOrontls0. Korteks (Ko) dolduran, medullada (Me) da bulunan soluk-boyah
birgok korpus albdians (KA) gortimektodsr. Stroma, hicreden son derece zengin,

KOguk folikuio (ok bagi) bubundudu, ovaryum yUzeywun yer yor knnm yapbd
porUimektodir. x4, HE

NGRS .
e < R PR Dt

Postmenapozai ovaryumun bir boitmtntn yoksek biyutmeli ik mikroskobu gortinttistt. Korpus
albikans (KA), yogun hiyalin bag dokusu yapssindadir, Cok saysda boyak, kiveumls Kan daman
(KD) vardir. Yem olugan korpus albikansta genellikle makrofajlar vardir; mattir bir korpus albikansin
kiviimbchir ve az saywda fibroblast tle yogun mikica paketlenmiy kollagen lifler igerir. Yaglanmayla
birlikie korpus albikanslarda kalsifikasyonlar gdriiimektedir. Korpus albikanslarm ¢ofu rezorbe olur
ve buras ovaryum stromast tle Kugatilir, varhim stirdtiren korpus albikanslar postmenapozal
ovaryumlann medullasinda ok fazladir, x85. JE

Sekil 11. Postmenopozal ovaryum (Ovale ve Nahirney, 2009).
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2.1.7. Ovaryum fizyolojisi

Overler endokrin ve ekzokrin 6zelligine sahip organlardir. Overin Oositi iiretmesi
ekzokrin fonksiyonu iken, Ostrojen, progesteron ve anti-miiller iiretmesi endokrin
fonksiyonudur (Esrefoglu, 2011; Koyli, 2014). Overler hem oogenesiz hem de
follikiilogenezisin gerceklestigi yerdir (Koylii, 2014). Oogenesiz embriyonik donemde
3. hafta dolaylarinda primordiyal germ hiicreleri vitelliis endodermi dorsal mezenter
boyunca go¢ edip ovaryuma ulastiktan sonra burada oogoniumlara farklilasmasi ve
mitozla ¢ogalarak 5. ayda 6-7 milyona ulasmasidir (Moore ve Persaud, 2009; Koylii,
2014). Oogoniumlar biiyiikk bir kismi1 apoptoza ugrar, geriye kalanlar farklilasarak
primer oosite (2 milyon) doniisiir. Dogundan 6nce tim oogoniumlar primer oosite
dontistiikkten sonra yeni oogonium olusmaz (Koylii, 2014). Primer oositler graniiloza
hiicreleri tarafindan gevrilerek olusan kiiciik follikiillere dontisiir (Esrefoglu, 2011).
Dogumdan puberteye kadar ovaryumlar inaktiftir. Primordiyal follikiiller oosit AMH
salgilayarak oositin olgunlagsmasini engeller. 9-10 yaslarinda FSH ve LH salgist baslar
ve 11-16 yaslarda gittikce artar. FSH ve LH salgilanmasiyla follikiillerde biiylime
goriliir. Yaklagik iki yil sonra LH diizeyi Keskin bir sekilde arttiktan sonra ilk
mentruasyon (11+2) goriiliir. ilk birka¢ menstriiasyunda ovulasyonsuzdur (yumurtlama
gerceklesmez). Pubertede ovaryumda yaklasik 400.000 oosit vardir. Ilk birkag
mentruasyon ile menopoza kadar (13-52 yas) toplam 500-700 primer oosit ovulasyonla

ugrar, gerisi atrofiye ugrar (Koylii, 2014).

Primer oositlerin tamami prenatal donemde 8. haftada 1. mayozun profaz
evresine girer. Ancak profaz evresinde puperteye kadar durur. Puberte ile menopoz
arasinda herhangi bir menstruasyon siklusunda gelismeye baslayincaya kadar bekler. Bu
bekleme siiresine diktiyoten donemi denir. Bu dinlenme dénemini saglayan follikiil
graniiloza hiicreleri tarafinda salgilanan AMH saglamaktadir. Pubertede gonodotropin
releasing hormon (GnHR) uyarmasiyla FSH ve LH salgilanir. FSH follikiillerin
biiylimesini, LH ise ovulasyonu saglar. Dolayisiyla primer oosit LH 1n salgisinin pik
yaptig1 zamanda 1. mayoz boliinmesini tamamlar. 1. mayozda 23 tek kromozom (23x)
sahip iki hiicre olusur. Bunlardan biri sekonder oosittir. Besince zengin ve ebatca
biiyiik, digeri kiiglik ve besince fakir I. kutup hiicresidir. Bu arada sekonder oosit II.

mayoz bolinmeye girer fakat metafaz evresinde durur, ovulasyona ugrar ve fibrialar
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tarafinda yakalanir, tuba uterinaya alinir. Sekonder oosit spermle déllenirse 1. mayoz
tamamlanir. II. moyoz sonrasinda 23 kromozom igeren ovum ve II. polar cisimcigi

olusur (Koyli, 2014). Dollenme gergeklesmezse 24 saat canli kalir II. mayoz

tamamlamadan atrezi olur (Celik ve Yildirim, 2010; Esrefoglu, 2011 ) (Sekil 12).

Dogumdan énce Oogenez Folikil Gelisimi
(embriyonik ve fetal siireg) (oositin geligimi)
Oositlerin kdkeni olan oogonyumlar
diploid hicrelerdir (23 ¢ift ve ya 46 Oogonyum
toplamda 46 kromozom igerirler).
Oogonyumun mitotik bélinmesi
diploid hiicreler olan primer oositleri l m .
olusturur. - S Folikul hicreleri
A
Primer oositler mayoz bolinmeye “ﬁ% | Ry p—— Primer oosit \‘( ('3 Primordiyal folikl
baslar ama 1. profazda duraklar. (1. profazda duraklamig) 8 5
Cocukluk
Ovaryum aktif degildir. Primordiyal
folikulleri igerir. Primordiyal I. Mayoz
folikillerin bazilarinda atrezi
gergeklesir
Ergenlikten menapoza, ayhk oM
% R
Her ay yaklagik olarak 20 ( Primer folikiil
primordiyal folikl primer folikile ¥ y
olgunlasir. Bazi primer folikuller P ; ]
sekonder folikile olgunlasir. 46 « <+ Primer oosit 1
Olgunlagmayan primer folikiiller (1. Profazda duraklamis)
atreziye ugrar. 4
Sekonder
Duraklamig| foliktl
Il. Mayoz

Tipik olarak yalnizca bir sekonder k ‘
folikuil vezikuler folikal haline olguniasir. /
Bu evrede primer oosit birinci mayoz -

2 Vezikuler
b % s o -—— Sekonder oosit —> ieit
bélinmeyi tamamlayarak kutup cismi 2 folikal
ve sekonder oositi olusturur. Haploid 23 3' (I1. Mayozda duraklamis)
hiicre (Yalniz 23 kromozom igerir) olan  Birinci
sekonder oosit, ikinci mayoz kutup cismi
bélinmenin metafazi evresinde (bozunur) Ovulasyon Ovulasyon ile atilan
duraklar. sekonder
oosit
——Sperm
of 23
23" Il. Mayoz
Eger sekonder oosit dollenirse P tamamlanmig
ikinci mayoz bélinmesini tamamlar (déllenme olursa)

ve ovum olusur. Eger sekonder # %
oosit déllenmezse bozunur. * Korpus luteum
< L

23; 23 o l
ikinci AL

Sekil 12. Oogenez ve mayoz boliinmenin asamalari (Mescher, 2015).

Ovaryum Siklusu

Kadin cinsel siklusu sirasinda ovaryumlarin goriilen degisikliklere ovaryum
siklusu denir (Koyli, 2014). Ovaryan dongii ile her ay follikiilogenezis gergeklesir
(Diizova ve Emre, 2011). Ovaryum siklusu gonadotropinlere baghdir (FSH, LH).
Gonadotropinler yaklagik her 28 giinde ovaryumlarin yeni follikiillerin gelisimini

saglar. Follikiillerden sadece biri dominant follikiil siklusun 14. giiniinde bir ovum
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(yumurta) karin bogluguna atilir. Gonadotropinler sadece bir siklusta bir kez ovulasyona

neden olurlar (Koyli, 2014).

Ovaryum siklusunun esit siireli iki evresi vardir. Bunlar follikiiler evre ve luteal
evredir. Ovaryum siklusunun ovulasyona kadar olan ilk yarisina (1-14. giinler)
follikiiler evre, ovulasyondan sonraki (14-28. giinler) ikinci yarisina luteal evre denir.
Follikiiler evrede FSH, luteal evrede LH etkilidir. FSH follikiillerin gelisimini saglar ve
graniiloza hiicrelerini etkilerken LH ise teka hiicrelerini, ovulasyonu ve ovulasyondan
sonra kalan follikiiliin KL’a doniismesini saglar. Follikiiler evre ve luteal evre arasinda

ovulasyon olay1 ger¢eklesmektedir (Koylii, 2014).
Follikiiler evre

Follikiiler evre ovaryum siklusun ovulasyona kadar devam eden ilk evresidir (1-
14. giinler) ve follikiiller geligir. Bu evre uterusta follikiiler veya proliferatif donemle
paralel devam eder ve mentruasyon kanamasinin birinci giiniine tekabiil eder. Bu evrede
dominant follikiil, 17 b-6stradiol ve inhibin B yiiksek oranlarda iiretilir. Ostradiol
yiiksek konsatrasyonda iken hipotalamus ve hipofizde diisikk amplitiitlii ve yliksek
frenkansli Ostradioliin pozitif geribildirim mekanizmasi ile gondotropin hormonu
salgisinda pik meydana gelir. Inhibin B ve FSH artar (Diizova ve Emre, 2011). Bu
donemde FSH baskindir ve her ay yaklasik 7. giinde 6-12 follikiil gelisir ve sadece 1
adet dominant hale gelir, gerisi atreziye ugrar. Follikiiliin gelisiminde en énemli homon
FSH ile birlikte 6strojen hormonudur. Ostrojenin onemli iki pik noktas: vardir. Biri
ovulasyondan hemen Once digeri luteal fazin ortasinda. Primer follikiilerin gelisimi
lokal faktorlerin etkisi altinda iken sekonder follikiilden preovulatuara kadar
follikiillerin gelisimi FSH’in kontroliindedir. Primer oosit 6nce etrafindaki graniiloza
hiicrelerin mitozla ¢ogalmasi igin aktivin salgilar. Cogalan graniiloza hiicreleri stratum
graniiloza tabakasini olusturduktan sonra ovaryumun intersitiyal hiicrelerinden
kaynaklanan ig hiicreleri graniiloza hiicrelerin etrafini1 sararak teka adi verilen ikinci bir
hiicre kitlesini olusturur. Teka tabakasi teka interna ve teka eksterna diye iki tabakaya
ayrilir. Teka eksterna damarsi bir yapidir ve follikiiliin kapsiiliinii sara ve teka interna
steroid yapida androjenleri salgilar. Androjenler aromatoz etkiye sahip graniiloza
tabakasina gecerek Ostrojene ve ostradiol doniisiir. Bu arada follikiiliin i¢inde antrumlar

olusur ve antrumlara 6stradiol birikerek sekonder follikiil olusur. Bu asamadan sonra
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gelisen tiim follikiillerde etkili olan hormon FSH’dir. Olgunlasan follikiiliin boyu 1,5-2
cm ye ulasacak kadar biiyiir ve graaf follikiil olusur. Graaf follikiil sekonder oositi tasir
ve bir siire sonra ovulasyona ugrar diger follikiiller atreziye ugrar (Koylii, 2014) (Sekil
13).

m FOLIKULER FAZ

ovaryan hormonlar

= (kanda)

Sekil 13. Hipofiz, ovaryum, dolasimda hormonal seviye ve uterus arasindaki iliski
(Ross ve Pawlina, 2014).

Yukaridaki sekil incelendiginde ovaryum siiklusunun, pitiiterin gonodal
hormonlar ile uterus arasinda nasil bir baglanti oldugu goriilebilir. Ovaryum follikiiler
evredeyken follikiiller gelismekte, pituiter bezden FSH fazla miktarda salgilanir.
Uterusta ise menstrual siklusun menstrual ve proliferasyon fazini gergeklesmektedir.
Ovaryumda LH pikinden sonra ovulasyon gerc¢eklesmekte akabinde KL olusmaktadir.
Ovaryumda ovulasyondan sonra luteal evre baslamistir. Ovaryum luteal evredeyken
progesteron ve Ostrojen salgilanmakta, Pitiiiter bezden FSH azalmakta ve LH salgisi

devam etmekte ve ayn1 zamanda uterus sekretuvar fazi ger¢eklesmektedir.
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Ovulasyonun gerceklesmesi i¢in LH yiikselmesi, follikiill duvarinin yani
graniiloza, teka interna ve eksterna tabakasi, tunika albuginea ve ovaryumun yiizey
epitelinin agilmasi (erimesi) gerekir. Luteal evrede LH 8-10 kat artarken FSH 2-3 kat
artar ve ovulasyon gergeklesir. LH uterus proliferasyonunun 14. giiniinde pik yapar ve
preovulatuar follikiil ovulasyona ugrar. 14. giin sabittir siiresi degismez ¢linkii KL un
omrii 14 (Koyli, 2014) veya 10-12 (Jungoueria ve Carneiro, 2009) giinliiktiir. Bu
asamada LH graniiloza hiicrelerinden PG, l6kotrien ve plazminojen aktivatorii enzim
salgilatirir. Ovulasyondan Once kollejenaz enzimi artar. Prostaglandin ve lokotrienler
teka eksternadaki ve follikiil ¢evresindeki diiz kaslart uyararak permeabilite artar,
vazokontriksiyon ve vazodilatasyon vaskiiler degisikliklere yol agarak ovulasyona
katkida bulunur. Plazmin follikiiliin bazal laminay1 parcalar ve kollejenaz ise teka ve
tunika albugineada kollejen fibrillerinin pargalanmasini saglar ve bdylece stigma
(makula pellusida) olusur. Yarim saat stigmada follikiil sivisi sizmaya baslar ve iki
dakika sonra follikiil ve duvarmi eriterek seksonder oosit onu ¢evreleyen korona
radyata, kumulus ooforus ile birlikte bir miktar siviyla ovulasyon gergeklesir, karin
bosluguna atilir ve fibriyalar tarafinda yakalanir. Bazi durumlarda 2-3 ve daha fazla
oosit atilabilir (¢oklu gebelik) ve bazen de oosit hi¢ atilmayabilir (anovulatuar) (Koyli,
2014).

Luteal evre

Luteal evre (14-28 giinler) Luteal evre ovaryum siklusunun ovulasyondaki ikinci
yarisidir. Ovaryumun luteal evresi uterusun sekretuar donemiyle paralel devam eder.
Ovulasyondan sonra geriye kalan graniiloza ve teke interna hiicrelerinin degisime
ugrayarak (lutein hiicreleri), progesteron ve ostrojen salgilayan endokrin bir yap1 olan
KL’a doniisiir ve bu salgilarla uterus uyararak sekretuvar donemini olusturur (Diizova
ve Emre 2011). Lutein hiicreleri ¢api biiylir ve lipit miktar1 artarak sarimtirak
(luteinizasyon) bir renk alir. Teka lutein hiicreleri androstenedion ve testesteron salgilar
ancak bunlar graniiloza lutein hiicrelerinde aromatoz enzimi sayesinde ostrojene ve
progesterona doniisiir. Ovulasyondan 4-6 giin sonra en yiiksek seviyeye ulasir ve 9-11
giin siirlir. Korpus Iuteumun varligi délenme olup olmamasina gore degisiklik gosterir
(Koylii, 2014). Dollenme olmazsa KL menstrilasyon KL’a donisiir. 9-11 giinlerde

gerilemeye baslar. 14. giinde KL dogal olarak otolize ugrar ve makrofajlarca ortadan
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kaldirilir ve korpus albikansa dontigiir. KL’da salgilanan 6zellikle Ostrojen ve
progesteron ile inhibin artmasi negatif geri besleme ile LH ve FSH salgilamasini
baskilar. Korpus luteumun O6mrii LH ve FSH seviyesine baglhidir ve azalmasi
dejenerasyonuna sebep olur. Korpus luteum gerileyip Ostrojen ve progesteron
hormonlarinin seviyesi diisiince hipofiz bezinden o6nce FSH sonra LH tekrar
salgilanmaya baglar. Boylece yeni bir siklus tekrar baglar (Koyli, 2014) (Sekil 13).
Dolenme olursa KL gebelik luteumu olarak adlandirilir. implatasyon sonrasinda
gelismeye baslayan plesantada sinsityotrofoblastlar hCG salgilamasiyla KL gelismesini
stirdiiriir. hCG azalan LH’1n yerini alir. Dogumdan sonra Korpus luteum gerilerek

korpus albikansa doniisiir (Koylii, 2014).
Ovaryum fonksiyonlarmin diizenlenmesi ve hormonlar:

Ovaryum ti¢ grup hormonun kontrolii altinda ¢alisir. Bunlar : (1) Gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH); hipotalamusta arkuat ¢ekirdekte salgilanir. (2) FSH ve
LH: Adenohipofizden salgilanir ve salgilari GnRH ile baslar. (3) Ostrojen ve
Progesteron: FSH ve LH etkisinde ovaryumlarin salgilanir. Aylik cinsel siklus
esnasinda bu hormonlarin salgi miktar1 degiskenlik gosterir. Hipotalamus-hipofizer-
ovaryal aks kontroli ile kadinda birbirleri ile paralel iki siklus; ovaryum siklusu ve

uterus siklusu ortaya ¢ikar (Koyli, 2014).

Cesitli dis uyarilarla (kanda diisiik Ostrojen ve progesteron seviyesi) GnRH
sentezleyerek adenohipofizden FSH ve LH arttirmaktadir (Tirkéz ve Celik, 2011).
Arkuat ¢ekirdegindeki noronlarda salgilanan GnRH bu néronlarin uzantilariyla
hipotalamusun median eminence bolgesinde sonlanir. GnRH buradan hipofizal portal
sistemle adenohipofize tasinir ve burada FSH ve LH salinimina sebep olur. GnRH
salgis1 asil dstrojen olmak iizere progesteron tarafinda kontrol edilir. Ostrojenin artmasi
GnRH’nin salgisin1 azaltir. GnRH azalmast FSH ve LH azalmasina sebep olur.
Ostrojenin azalmast GnRH artmasina ve dolayisiyla FSH ve LH artmasina sebep olur
(Koyli, 2014).

FSH ve LH glikoproten yapisinda biiyiik molekiillii hormonlardir. Her bir
molekiil alfa (o) ve beta (B) alt birimlerinden olusur. FSH ve LH’nin biyolojik

etkilerinden B alt birimleri sorumludur. FSH ve LH kan dolagimi yoluyla ovaryumun

31



degisik hiicre gruplarini etkileyerek steroid ve protein yapida ¢ok sayida hormon
sentezini ve Ureme hiicrelerinin  (follikiilleri)  gelistirerek  olgunlagmasini
diizenlemektedir (Tiirkéz ve Celik, 2011). FSH ve LH’ nin overlerdeki spesifik
reseptorlerine baglanmasi overde follikiil biiylimesi ve olgunlagsmasini saglanirken ayni
zamanda hem hipofiz hem de hiptalamusa geri besleme regiilasyon saglayan 6strojen ve
progesteronun salgilanmasin1 saglar (Koyli, 2014). Primordial ve primer follikiil
gelisimini uyaran implus kesin olarak bilinmemekle birlikte, primer follikiilden sonraki
gelisim FSH bagimlidir. Salinan FSH’nin ¢ok katli primer follikiildeki graniiloza
hiicrelerinin memranlarinda bulunan reseptorlerine baglanmasi bu follikiillerin sekonder
follikiile doniisiimiinii uyarir ayn1 zamanda 17 B-estradiol (Gstrojen) tiretimini saglayan
aromatoz enzimini ve FSH salimminin diizenlemesinde rol alan inhibin, aktivin,
folistatin gibi diger bazi hormanlar1 da tretir. FSH ve LH etki mekanizmasi ikinci
haberci olarak c-AMP iizerinden gergeklesir. c-AMP, protein kinaz olugmasini ve
cinsiyet hormonlarinin sentezini uyaran anahtar enzimlerin fosforilasyonunu saglar.
FSH ovaryumda graniiloza hiicrelerinde, LH teka interna hiicrelerinde reseptorleri
vardir ve bu hiicrelere baglanirlar. LH teka interna hiicrelerindeki reseptorlerine
baglanmasi ve teka hiicrelerinin oksidazlar ve 3 B-hidroksisteroid dehidrogenaz ile
kolesterolii, androjenlere (androstenedion ve testosterona) cevirir, androjenler graniiloza
hiicrelerine gegerek FSH’in etkisiyle sentezlenen aromatoz enzimi ile Ostradiole
dontigiir. Bu olaya ‘iki hiicre-iki gonadotropin teorisi’ denir (Koylii, 2014) Ovaryum
siklusunun follikiiler evresinde 12-13. giinlerde ¢ok miktarda Ostrojen salgilanir. Artan
Ostrojen pozitif geri besleme ile adenohipofizden LH salinimini aniden arttirir. LH’nin
ani artig1 ilk once ovulasyona daha sonra KL un olusmasina ve KL’dan progesteronun
salgilanmasina sebep olur. Artan Gstrojen ve progesteron miktart GnRH, FSH ve LH

salinmasini inhibe eder (Koylii, 2014).

Baslica ovaryum hormonlari; progesteron, dstrojen, AMH, inhibin, aktivin ve
folistatin hormondur. Androjen, Ostrojen ve progesteron steroid yapida hormonlardir.
Steroid yapida hormonlarin tamami kolesterolden, teka ve graniiloza hiicrelerinin is

birligi ile sentezlenmektedir (Tiirk6z ve Celik, 2011).

Ostrojen baslica ovaryumlar olmak iizere plesenta ve ovaryum disi yapilardir

(bobrek istii bezler). Cinsel olgunluga ulasmis disilerin kaninda en baskin olarak
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bulunan 6strojen; 17 B-6stradiol (E2), postmenapozal dénemde dstron (E1), gebelikte
ise Ostriol (E3) hormonudur. Progesteron, steroid yapili 21 karbonludur ve kolesterolden
sentezlenmektedir. Progesteron sentezi ovaryumlarda ve follikiillerde meydana
gelmektedir. Bu dokularda kolesterol dezmolaz etkisi ile kolesterolden pregnenolon ve
daha sonrada progesterona déniismektedir (Tiirkoz ve Celik, 2011). Inhibin-B graniiloza
hiicrelerinde salgilanan bir glikopoteindir ve hipofizden FSH salinimini inhibe eder
(Citili ve Oral, 2011). Ovaryumda salgilanan 6nemli bir diger hormon AMH’dir. Bu

hormonu ayr1 bir baslik altinda asagida islenecek.
2.2. Anti-Miiller Hormonu

AMH, transforme edici biliylime faktorii (TGF) siiper ailesinin iiyesi olan
dimerik bir glikoproteindir. Sadece gonadlarda iiretilir ve follikiiler biiylime ve
gelismenin diizenlenmesine katilir (La Marca ve Volpe, 2006). AMH dogrudan
preantral ve antral follikiillerden salgilanir ve follikiil sayisindaki yasla ortaya g¢ikan
azalmay1 yansitan yararli bir 6zellige sahiptir. Serum AMH diizeyleri, yumurtalik
rezervini O0lgmek i¢in gonadotropin'den etkilenmedigi i¢in gilivenilirligi yiiksek bir
belirtectir ve. AMH menstriiel sikluslar igerisinde veya arasinda minimal degiskenlik
gosterir (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine).
Primordial follikiillerde AMH ekspresyonu gozlenmezken, primer follikiillerin
graniiloza hiicrelerinin % 74'0 ¢ok az sentezlenir. AMH ekspresyonunun en yiiksek
seviyesi, preantral ve kii¢iik antral follikiillerin ¢ap1 <4 mm olan graniiloza hiicrelerinde
salgilanir. Biyiik (4-8 mm) antral follikiillerde, AMH ekspresyonu giderek kaybolur.
Insan AMH ekspresyonunda, follikiilogenezde AMH'nin nemli bir rol oynamaktadir
(Weenen ve ark., 2004). AMH'nin follikiilogenez sirasinda iki onemli diizenleyici
asamay1 etkilemektedir. Ilki, AMH primordial follikiillerin biiyiimekte olan havuza
girmesini engellerken, ikincisi, AMH follikiillerin FSH hassasiyetini diigiiriir. Bu yolla,
AMH, yumurtalik follikiil biiylimesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Gruijters, 2003). AMH konsantrasyonlari, antral follikiil sayist ile baglantili oldugu
gibi yas ile de korelasyon gostermektedir. AMH konsantrasyonlart yumurtalik
yaslanmasinda yeni bir belirteg olabilir (de Vet, 2002). AMH (AMH) embriyonik
donemde erkeklerde testis Sertoli hiicreleri tarafindan, kadinlarda ovaryumda iiretilir.

Embriyoda iireme organlarinin gelisiminde AMH 6nemli rol oynar (Moore ve Persaud,
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2014). AMH’nin zayif over yanitini, antral follikiil sayis1 degerlendirilmesi ve asiri

yanit veren ovaryumu da belirler (Kwee ve ark., 2007)

Yakin zamanda, AMH tip II reseptorii (AMHR II) ve mRNA'larinin ¢ogunlukla
preantral ve kiiciik antral follikiillerden graniiloza hiicrelerde eksprese edildigi
belirlendi. KL’da, biiyiik antral follikiillerde, primordial follikiillerde ve oositlerinde az
veya hi¢ salgilanmaz. Ayrica AMH teka ve interstisyel hiicrelerde de salgilamaz.
Follikiiller atretik hale geldiginde azalmis bir AMH seviyesi vardir. Siganlarda dogum
sonrasi 5. giinde, toplam over AMH ekspresyonu diisiiktir ve kiiglik preantral
follikiillerde bulunur. Postnatal gelismenin ilk haftalarinda, preantral follikiillerde AMH
ekspresyonu artar ve daha sonra olusan kiigiik antral follikiilleri de AMH eksprese eder
(Baarends ve ark., 1995).

Glinlimiize kadar yapilan bir¢cok calismada diisilk serum AMH diizeylerinin
azalmis over rezervi ile iligkili oldugu ve siklus giiniinden bagimsiz olarak over rezervi
hakkinda bilgi verdigi gosterilmistir (Gruijters, 2003; van Rooij, 2002). Ovaryan
rezervinin en iyi tahmini, Transvajinal ultrason, inhibin B artisini ve ovaryumlarin bazal
hacmini eszamanli olarak i¢eren ¢oklu regresyon tahmin modelinde belirlenebilir ancak
AMH diger yaygin olarak kullanilan ovaryan rezerv testlerine goére daha c¢ok tercih
edilir (Sekil 14).

o—»()——( )——>< >——>< —

Smatll | Large
preantra preantral Small antral Large antral

2-10mm /V Preovuilatory

Sekil 14: Ovaryum follikiilleri ve salgilari, AFC antral follikiil sayis1 (Tal ve Seifer,
2017).
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Yukaridaki sekil incelendiginde AMH primer ve sekonder (¢cogunlukla erken antral)
follikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan tretilir. Ayrica Ostradiolun biiyiik preantral
folikiilden preovulatuara kadar tiim follikiillerden sentezlenmektedir. Preovulatuar
donemde en biiyiik follikiillerde estradiol iiretimi artar. inhibin B, kiigiik ve biiyiik
antral follikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan iretilir. Hem 0&stradiol hem de

inhibitér B, FSH hipofiz sekresyonunu inhibe eder (Tal ve Seifer, 2017).

Transvajinal ultrason ile her iki yumurtaliktaki kii¢iik antral follikiil sayisi, kalan
primordiyal follikiil havuzunun boyutunu iyi yansitabilir, fakat erken follikiiler fazda
transvajinal USG gerekmektedir (Scheffer ve ark., 1999). Serum AMH, Transvajinal
ultrasona kiyasla daha az bireysel intra ve inter-sikliis varyasyon gosterdigi ve bu
nedenle subfertil kadinlarda over rezervinin degerlendirilmesinde daha giivenilir ve
saglam bir ara¢ olarak disiiniiliir (van Disseldorp ve ark., 2010). Menstriiel dongi
boyunca AMH konsantrasyonlari sabittir. AMH 6l¢limiiniin en kokli rolii kadinlarda In
Vitro Fertilization (IVF) tedavisine ve yumurtalik hiperstimiilasyon sendromu riski

tastyan kadinlarin belirlenmesinde agik bir degere sahiptir (Anderson ve ark., 2012).

Serum AMH diizeyleri, bebeklikten ¢ocukluk donemine kadar hafif yiikselir ve
15-18 yaslarinda maksimuma ulasir ve bundan sonra AMH seviyeleri 20'li yillarin
baslarina kadar istikrarli devam eder, 25 yasindan itibaren AMH seviyeleri yas arttikca
azalir, serum AMH diizeyleri yasla ters iligkilidir (Lie Fong ve ark., 2012). Serum AMH
diizeyleri yasla birlikte azalirken, bu azalma, biiylimekte olan follikiil sayisindaki
azalma ile dogrudan iliskilidir (Kevenaar ve ark., 2006). Ayrica kemoterapiden sonra
dogurganlik riskinin degerlendirilmesi, PCOS (polikistikover sendromu) tanisinda ve
graniiloza hiicre tiimorlerinde bir timor isaretleyicisi belirlenmesinde kullanilmaktadir
(Anderson ve ark., 2012). Ayrica ¢ocukluk cagindaki kanserlerin tedavisinden sonra
yumurta yaglanmasinin riski tasiyan kadinlar i¢in yararli olmaktadir (Kevenaar ve ark.,
2006). Bunun yaninda yumurtalik tepkisinin kestirmek ve over yanitlar1 zayif olan ve
kadinlarin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Anderson ve ark., 2012). AMH’nin
azalmasi primordiyal follikiil havuzundaki follikiil sayisinin azalmasina baglh oldugu da
diistiniilmektedir. AMH'yi yumurtalik follikiili havuzunun boyutu ve yumurtalik
disfonksiyonu i¢in ideal bir belirtegtir (Visser, 2006). Ayni zamanda serum AMH

diizeyleri over rezervinin tarama testinden ziyade, kotli yumurtalik yanitinin tanisal bir
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testi olabilir (Maheshwari ve ark 2009). Bununla beraber yumurtalik rezervi igin genis
bir test yelpazesinin varligi, tek bir testin yeterince kesin bir sonu¢ vermedigini

gostermektedir (Johnson ve ark., 2006).

Biiyliyen follikiil sayisinin primordial follikiil sayisiyla korele oldugunu
gozlenen fare caligmasinda, benzer sekilde, AMH diizeyleri ile primordial follikiil say1s1
arasinda giiclii bir korelasyon tespit edilmistir. Serum AMH seviyeleri yaslanan
farelerde primordiyal follikiil havuzunun boyutunu yansitmakta, bu nedenle, AMH,
yumurtalik rezervinin kantitatif yoniinii degerlendirmek i¢in miikemmel bir belirtegtir

(Kevenaar ve ark., 2006).

AMH degeri perimenapozal-menopozal dénemde 0,6 ng/ml’den kiigiiktiir ve
ovaryum rezervinin ¢ok az veya hi¢ olmadigin ifade eder. Cok sayida kiigiik follikiil ile
birlikte olan polikistik over sendromu, AMH diizeyini 2-5 katina kadar yiiksek olabilir.
Bu yiiksek degerler ovulasyonsuz ve diizensiz dongiilerin belirteci olarak
degerlendirilebilir (Laven ve ark., 2004). Dogurganlig1 ispatlanmig ve gebelik kaybi
gecmisi olan kadinlarda AMH diizeyleri: diisiik (<1.00 ng / ml, n = 124); normal
(referans1 1.00-3,5 ng / ml, n = 595); ve yiiksek (> 3,5 ng / ml, n = 483) tespit edilmistir.
Sonug olarak daha diisiik ve daha yiiksek AMH degerleri belirlenmistir (Zarek ve ark.,
2015).

Yaglanma ile birlikte yumurtalik follikiillerinin kademeli olarak azalmasi primer,
preantral ve antral follikiillerden salinan AMH ve inhibin B diizeylerinde azalmalara
neden olur. Merkezi negatif geri beslemedeki azalmalar, hipofiz FSH salgilanmasinda
bir artisa neden olur. Bunu, gec luteal ve erken follikiiler FSH diizeylerinde bir artis
takip eder. Boylece, yeni follikiillerin daha erken biiyiimesi hizlanir; buna adet
dongiisliniin 2-3. gilinlerinde Olgiilen bazal estradiol diizeylerinde bir artis olur.
Follikiiler fazin uzunlugu kisalir, bu da menstriiel sikliisiin toplam uzunlugunun da

azalmas1 demektir (Park ve ark 2016).
2.3. Non-Steroidal Anti Inflamatuvar ilaclar (NSAII)

NSAII kullanilmanim alanlari, etki mekanizmalar1 yan etkileri benzer olsa da,

kimyasal yapilar1 farkli ilaglardir ve kimyasal yapilarina gore simiflandirilirlar. Etki
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giicleri ve farmakokinetik Ozellikleri farkli olmasmna ragmen degisen derecelerde
antipretik ve antiiflamatuar etkiye sahiptir. Antitrombosit etki cogunda goriliir.
Glukokortkoidler gibi antiinflamatuar etki gosterdiklerinden dolay1 aralarindaki
farkliliklari belirtmek i¢cin NSAII olarak adlandirilirlar (Dural Esen, 2002)

NSAITI’lerin hepsi az ya da ¢ok giiclii COX inhibitorleridir. COX-1 ve COX-2
enzimini inhibe ederek PG sentezini baskilarlar. NSAII’ler COX-1 ve COX-2‘ye
selektivitesi farklilik gosterebilir. Bazit NSAII’ler disinda (indometazin diklofenak gibi)
¢ogu LO enzimini etkilemezler (Dural Esen, 2002).

Yeni tirevlerin disinda Kimyasal yapi olarak zayif asitlerdir. Yagda fazla
¢oziiniirler. GIS’den emilimleri iyidir. Degisen oranlarda (cogunlukla yiiksek oranda)
plazma proteinlerine baglanirlar. Bu ilaglarin ¢ogu sinovyal siviya iyi penetre olur.
Burada birikebilirler. Karacigerde metebolize olurlar. Cogu glukuronid konjugatlar
seklinde bobreklerde atilirlar. Eliminasyon yar1 omiirleri 1-2 saaten 70-80 saate kadar
uzayabilen degiskenliktedir (Dural Esen, 2002).

Eski Misir ve Yunan yerlilerinin s6giit agac1 kabugu, mersin agaci yapragi vb.
bitkilerden ekstrakte ettikleri salisilatlar1 agri, ates ve Odemi tedavi etmekte
kullandiklarina iliskin kaynaklar bulunmustur. 1763 yilinda Edward Stone sdgiit agaci
kabugundan elde ettigi tozu, ates diisiirmek i¢in kullanmistir. Almanya’da 1860
yillarinda salisilik asidin sentez yoluyla elde edildi. 1875’ten itibaren sodyum salisilat
tedavide antipiretik olarak kullanildi. Bayer’de kimyaci Felix Hoffman 1899°da asetil
salisilik asitti sentez edilerek (aspirin) piyasaya siirdii. Aspirin, NSAII‘lar igin prototip
olarak kabul edilmistir. NSAIl’ler aspirin benzeri ilaglar adi altinda tanimlanmistir.
Antiinflamatuvar ilaglardan fenilbutazon 1949°da, indometazin 1963°te antiromatizmal
olarak tedaviye girmislerdir. Vane, 1971 yilinda NSAII’larin etki mekanizmasinin PG
sentez inhibisyonu oldugu gosterilmistir. Simmons ve ark. 1989, COX-l ve COX-2
olarak COX enzimlerinin 2 izoform oldugun tanimlamslardir. Selekoksib ve rofekoksib
ozellikle COX-2 enzim inhibitdrleri olarak 1999°da kullanima sunulmustur. ilk
NSAII’lerden sonra ibuprofen, naproksen, piroksikam, diklofenak, sulindak vb. pek ¢ok
NSAII sentez edilmis ve hala kullanilmaktadir (Dural Esen, 2002).
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2.3.1. Etki mekanizmalari
Antiinflamatuvar etki

Antiinflamatuvar etki; NSAII’larin antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik
etkileri vardir. Bunlarin temel mekanizmasi periferide prostanoidlerin sentez enzimi
olan COX’u (PG sentetaz) inhibisyon etmesidir. NSAII’larin sadece PG sentezinin
engellenmez ayn1 zamanda kemotaksinin inhibisyonu, sitokinlerin olusumunun

azaltilmasi yaparlar (Dural Esen, 2002).

Kronik inflamasyonda lokositlerden serbestlenen lizozomal enzimler hiicre
membranindaki fosfolipidlerden aragidonik asidi ayrir. Arasidonik asitten siklooksijenaz
enzimi (COX-l, COX-2) ile prostasiklin (PGI2), PG, tromboksan A2 agiga ¢ikar. LO
enzimi araciligi ile de lokotrienler sentezlenir (Sekil 15). Prostaglandinlerin ve
l6kotrienlerin inflamasyonun baslatirlar. En etkili inflamatuvar prostanoidler PGE2 ve
PGI2’dir. inflamasyonun akut fazinda monositer makrofajlar ve epitelden serbestlenen
sitokinler de énemli rol oynar. Ozellikle interlokin -1 (IL-1) ve tiimdr nekroz faktor
(TNF- a ) inflamasyonda en etkinli sitokinlerdir. Sitokinler ates, graniillii 16kositlerin
aktivasyonu, COX ve LO’un indiiksiyonu ve oteki sitokinlerin uyarilar. Ayrica COX-
2’nin kolon kanseri gelisimini artirdigi belirtilmektedir. Aktif oksijen radikalleri de
inflamatuvar reaksiyonlarda artar. NSAll’larin ¢ogunun inflamasyon l6kotrienler ve
diger mediatorler tizerinde etkinlikleri yoktur. Buna karsin antiinflamatuvar etki
gosterirler. Bu ¢eliski; NSAII’larin etki mekanizmalarinin sadece PG sentez inhibisyonu
olmadigin1 disiindiiriir. NSAII’lerin periferide prostanoidlerin sentezini baskilayarak
16kosit inflamatuar bolgeye goclini ve kemotaksinin inhibisyonunu, fagositozun
Onlenmesini saglar. Ayrica sitokinerin (interlokin-1, TNF) olusumunu azaltirlar. Aktif
oksijen radikallerinin artigin1 engellerler. Lizozomal enzimlerin salinmasini baskilar.
Bradikinine bagli inflamasyon belirtilerini onlerler. Siiperoksit iiretimini baskilarlar.
Membranlardan fosfolipaz-C akvitesini inhibe ederler. Kikirdak metabolizmasini
etkiler. Plazma proteinlerinden antiinflamatuvar peptid olusumunu uyarir. Bazi

NSAII’lar degisen derecelerde LO enzimini yolunu inhibe eder (Dural Esen, 2002).
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Hiicre Zar1 Bozulmasi

v

Membran Fosfolipit

Arasidonik Asit

Prostaglandin G2 Lokotrienler, Kemotaksis, Bronkospazm, SRSA

Peroksidaz

Prostaglandin H2

rostasiklin 12

Tromboksan A2 Endoperoksit Enzimler

Sekil 15. Hiicre membranindi bulunan arasidonik asitten ¢esitli enzimlerle olusan

prostanoidler (Gokg¢imen ve Malas, 2003).
Analjezik etki

Agrn yapict kimyasal ve mekanik etkenler periferilerde PG sentezini artirirlar.
PG ve PGE2, bradikinin ve 6teki aljezik mediyatorlere de nosiseptorlerin duyarliligini
artirirlar ve hiperaljezik agrt mediyatdrieri olarak gorev yaparlar. Siklooksijenaz enzimi
(COX-1 ve COX-2) hiperaljezinin santral ve periferik mekanizmalarini diizenlemekte
oldukga etkilidir. NSAII’lar periferde PG olusumunu baskilayarak nosiseptorlerin agri
mediyatorlerine duyarliligin1 baskilar. Agrinin algilanmasini azaltirlar. Agridan baska
duyular1 etkilemezler. NSAII’lar periferik etkili analjeziklerdir fakat merkezi sinir
sistemin’de de PG sentezini inhibe ederler ve santral yoldan da analjezi saglayabilirler
(Dural Esen, 2002). Hem geleneksel non-secici NSAIll'leri hem de selektif COX-2

39



inhibitorlerini igeren nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII'ler) anti-inflamatuar ve
analjezik etkileri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. NSAIll'ler, agrinin biyokimyasal
olarak taninmasi ve iltihaplanma siirecinde COX yolaginin biitiinlesik rolii nedeniyle

agr1 gidermede gerekli bir segimdir (Simon, 1996).
Cesitli etkiler

NSAIl'larin  terapdtik — etkileri  de  vardir.  Menstlirasyon — esnasinda
endometriyumdan agiga ¢ikan PG’lerle olusan primer dismenorenin siddetli agrilar1 ve
diger semptomlar1 hafifletirler. Yeni doganda geciken ductus arteriosus’un kapanmasini

da saglarlar.

NSAIl’larin antitrombositik istenmeyen etkilerdir. NSAII’lar trombositlerin
COX’1n1 inhibe ederler. NSAII’lar tromboksan A2 ile PG sentezini engellerler. Boylece
trombosit agregasyonunu engellenir ve kanama zamanini uzatir. Antitrombosit etkisi
geri dontlisiimsiizdiir. Bundan dolay1 aspirin kardiyovaskiiler hastalarda koruma amagh
kullanilir (Dural Esen, 2002).

NSAIP’larla prostaglandin sentezi inhibisyonu

COX-l normalde gastro intestinal sistemde, bdbrekte, trombositlerde ve
endotelyal hiicrelerde fazla miktarlarda salgilanir. Tromboksan A2 ve PG’lerin
olusumuna aracilik eder. COX-l, midede PGE2 ve PGI2 sentezini saglar. PG’ler
normalde hiicresel olaylar1 diizenler. Ozellikle mide mukozasinin biitiinliigiinii korur
yani koruyucu etkiye sahiptir. Ayrica trombosit fonksiyonunu diizenler. Vaskiiler
hemostaza aracilik ederler. Bobrek kan akimini ve fonksiyonlarini diizenlerler (Dural

Esen, 2002).

COX-2 izoformu indiiklendiginde ortaya g¢ikar. Fizyolojik durumlarda birkag
0zel dokuda, diisik diizeyde bulunur. COX-2 bobrek gelisiminde, ovulasyon ve
dogumda, bilinmeyen beyin fonksiyonlarinda PG olusumuna aracilik eder (Dural Esen,
2002).
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2.3.2. Diklofenak sodyum

Beher ti¢ ml’lik steril ampul; 75 mg DS; 30 mg mannitol; ii¢ mg asetilsistein;
105 mg benzil alkol; 600 mg Propilen glikol; 0,7 mg sodyum hidroksit ve yeteri
miktarda enjeksiyonluk su icerir (Sekil 16) (Novartis ilag sektdrii Istanbul Tiirkiye).

Cl

NH

ci OH

Sekil 16. Diklofenak sodyum kimyasal yapis1 (Novartis ilag sektorii istanbul Tiirkiye).

Fenil asetik asit tiirevidir. DS giigliit COX inhibitoriidiir. Lokotrienlerin sentezini
de engeller. Lokositlerden salinan arasidonik asidin intraseliiler konsantrasyonunu
azaltir. Oral yoldan alindiginda emilimi iyidir. DS 25 dakika ile 6 saat arasi kanda
konsantrasyonu doruk noktaya ulasir. Plazma proteinlerine %99 oraninda baglanir.
Sinovyal sivida birikir ve bdylece etkisi uzun siirer. Sistemik biyoyararlanimi ilk gecis
etkisinden dolay1 %50 oraninda azalir. Karacigerde DS metabolize olur. Bu metabolit
ve diger hidroksillenmis sekilleri bilyiik oranda idrarla, %35 oraninda da safraya atilir.
Eliminasyon yar1 omrii 1-2 saattir. Romatoid artrit, osteoartrit ve ankilozan spondilitin
uzun siireli tadavisinde oldukca etkilidir. Diklofenak sodyum veya potasyum tuzu
seklinde kullanilir. Parenteral yoldan kullanmak i¢in (im. enjeksiyon) ve cilde lokal
uygulamaya 0Ozgii jel seklinde preparatari, soliisyonlari, supozituvarlart ve oftalmik

preparatlar1 vardir (Dural Esen, 2002).

DS ile de uzun siireli tedavi sirasinda kan sayimlar1 yapilmas: tavsiye edilir.
Diger NSAII ilaglar gibi, trombosit agregasyonunu gecici olarak inhibe edebilir.
Hamilelik esnasinda, sadece mecbur kalinan durumlarda ve etkili en diisiik dozunda
uygulanmalidir. DS igin de hamileligin &zellikle son 3 ay1 igin gegerlidir (uterus
tembelligi ve/veya ductus arteriosusun erken kapanmasi olasiligindan dolay1). Giinde 3
defa verilen 50 mg'lik oral dozlar1 takiben, etken madde siite gecer, fakat bebekte

istenmeyen etki olusturmayacak kadar kiigiik miktarlardadir (Abacioglu ve ark., 2004).

41



2.4. Timokinon

TQ (C10H1202, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon) ¢orek otu ugucu yaginda
% 18,4-24 oraninda bulunan en 6nemli biyoaktif bilesendir (Pari ve Sankaranarayanan,
2009) (Sekil 17).

Sekil 17. TQ nun kimyasal yapist (Pari ve Sankaranarayanan 2009).

Bitkinin faydalanilan kismi tohumlaridir. Tohumlar1 Ortadogu ve Hindistan’da
bahat olarak kullanilmaktadir. Ayrica tipta gaz ve idrar soktiiriicii, bronsit Oksiirligi
hafifletici, anne siitii arttirici, bel gevsekligi, solucan disiiriicii, tansiyon disiiriicii,
sarilikta, soguk alginligi, c¢esitli romatizma, astim, kullanilmaktadir (Baytop, 1984;
Kog, 2002).

NS (¢orek otu)’nin anavatan1t Dogu Akdeniz ve Giiney Avrupa veya Bat1 Asya
olarak bilinmektedir. Ikinci vatani olarak Kuzey Amerika, Hindistan ve Tiirkistan’dur.
Ulkemizde yabani olarak bulunur. Birgok ilimizde tarimi1 yapilmaktadir. Ulkemizde 12
kadar Nigella tirii yetismektedir. NS tek yillik bir bitkidir. Fazla sayida ince iplik
seklinde dikine gelisen govde, kok ve otsu bir yapiya sahiptir. Ug parcali yapraklari,
beyaz, agik-mavi, sarimsi hermofrodik ¢igekleri, siyah tohumlu bir bitkidir. Tohumun
2.5-4x1.5-2.8x1 mm ebatlindadir (Kog, 2002) (Sekil 18 ve 19).
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Sekil 18. Nigella sativa bitkisi (Anonim-1) Sekil 19. Nigella sativa tohumu (Anonim-2)

2.4.1. Kimyasal bilesenleri

NS yagi’nin i¢indeki aktif bilesenlerin TQ, ditimokinon, timohidrokuinon ve
timol bilesiklerin i¢ermektedir (Ghosheh ve ark., 1999). NS tohumlarinin yiiksek
miktarda yag (% 30-48) igerdigini ve ana doymamis yag asitleri; linoleik asit, oleik
asitin, doymus yag asitleri; sirasiyla palmitik stearik ve miristik asitler, tokoferol icerigi
acisindan zengin ve antioksidan oldugu bildirmistir (Al-Nageeb ve ark., 2009). Bunlara
ilaveten sabit yaglardan linoleik asit (% 55,6), ugucu yag baslica bilesikler, trans-anetol
(% 38.3), p-simen (% 14.8), limonen (% 4.3), ve karvon (% 4.0) bildirmislerdir. Baska
bir yayinda ugucu yagm ana bilesenleri; para-simen (% 54.13), alfa-tiijen (% 10.43),
hidrokarbol (% 10.40), uzun oyplen (% 6.97), beta-pinen (% 3,10) ve diger bilesenlerin
miktar1 eser miktarda bulunmustur (Nickavar ve ark., 2003). Diger bir ¢alismada fixed
oil %32-%40, volatile oil %0,4-%0.45, protein %16-%19.9, minerals %1.79-%3.74,
karbonhidrat %33.9, fiber %5.5, su %6 oranlarim bulmuslardir (Randhawa and Al-
Ghamdi, 2002).

Yapilan ¢alismalar NS, anti-kanserojenik, anti-timoral (Badary, 1999), anti-
ilserojenik (Kanter, 2008), anti-bakteriyel (Halawani 2009), anti-inflamatuar ve
analjezik, anti-nosiseptif (Randhawa and Al-Ghamdi, 2002), anti-oksidan (Badary ve
ark., 2000), hipoglisemik (Badary ve ark 1998; Badary, 1999), anti-diyabetik (Fararh ve
ark., 2005) ozelikleri vardir. Ayrica anjiyogenezi azaltmakta ve bagisiklik sistemini

giiclendirici (Salem, 2005) etkilerinin oldugunu da bildirilmistir. Hormona direncli
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prostat kanserinin yani sira hormona duyarl tedavide etkili olamaktadir (Kaseb ve ark.,
2007). TQ kronik toluene maruz kalan siganlarda meydana gelen norodejenerasyona

kars1 potansiyel koruyucu etkiye sahip (Kanter ve ark., 2005).
2.4.2. Etki mekanizmalary
Anti-oksidan etki

NS giiclii bir siiper oksit anyon temizleyicisidir (Badary ve ark., 2000). insan
merkezi sinir sistemde taklit eden deneysel otoimmiin ensefalomiyelit fare modelinde,
TQ’nun antioksidan etkiler % 90 oraninda koruyucu ve % 50 oraninda tedavi
etmektedir (Mohamed ve ark., 2009).

Anti-diyabetik etki

TQ kan glikoz seviyesinin diismesine neden olmaktadir ve antihiperglisemik
potansiyelini belirlenmistir. Bununla beraber hipoglisemiye neden olmamaktadir (Pari
ve Sankaranarayanan, 2009). N. sativa yaginin, B-hiicrelerinin fonksiyonu {izerinde
uyarici bir etkisini oldugunu, Serum insiilin diizeyinde artisin sonucu N. sativa yaginin
tip 2, benzeri insiilinotropik 6zelliklere sahip oldugunu gosterilmistir (Fararh ve ark.,
2005). Diger bir ¢alismada; STZ ile diyabet olusturulan farelerde gebelik esnasinda TQ
verilmesinin embriyolarin maturasyonu ve biiyiikliiklerinde artisa neden oldugu ve
serbest radikalleri azaltip embriyo malformasyon oranlarini diisiirdiigii bildirilmektedir.
Baz1 galismalarda antidiyabetik etkisinde dolay1 pankreasin langerhans adaciklarindaki
rejenerasyonunun rol oynadigimi gostermislerdir. Sonu¢ olarak, NS, [-hiicrelerini
oksidatif strese karsi korumak i¢in klinik olarak faydali olabilecegini bildirmislerdir

(Kanter ve ark., 2004).
Anti-tiimoral ve anti-kanserojenik etki

TQ'nun apoptoz indiikledigi ve S ve G 1 hiicre dongiisii lizerine etki gostererek
kanser hiicrelerini 6ldiirdiigiinii ve kanserli olmayan hiicrelerin ise TQ'na nispeten
direngli oldugunu gostermislerdir (Shoieb ve ark., 2003). TQ’nun deri tiimorlerine karsi
gicli kimyasal tepki Onleme faaliyetlerine sahiptir. Hiicrelerin TQ'mun biiylimeyi

onleyici etkilere kars1 GO / G1 hiicre déngiilerini baskilar. Ozellikle tiimor gelisiminin
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erken evrelerinde, TQ'nun kemopreventif bir madde olarak potansiyel bir roliinii
desteklemektedir. TQ ve ditimokinon, sitotoksik etkisini, hiicre G1 fazinda iken
apoptozu tetikleyerek durdurmaktadir. Hiicre bliyiimesinin durdurulmasi ise p53°lin gen
ekspresyonu ile protein ekspresyonunun arttirilmasi ve anti-apoptotik, anti apopotik gen
(Bcl-2) proteininin inhibe edilmesi ile saglanmaktadir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004a).
TQ’nun gogiis ve ovaryum adenokarsinomu (kolorektal kanser) gibi pek ¢ok kanser
¢esidinde hiicrelerin  proliferasyonu iizerine inhibitor etki gostermektedir (Gali-
Muhtasib ve ark., 2004b). Hiire kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada; hiicre 6liimiine ve
timor biiyiimesini inhibe edici aktivitelere ek olarak, TQ'nun anjiyojenez ve metastaz
dahil olmak {izere diger tiimor olusturucu siire¢leri hem in vitro hem de in vivo
etkiledigi bulunmustur. Ustelik osteosarkomda TQ’un antitiimdr ve anti-anjiyojenik
aktivitesinin olas1 bir altta yatan mekanizmasi, Niikleer Faktor kappa B’nin ve asagi
akis efektor molekiillerinin inhibisyonu oldugunu belirtilmistir (Peng ve ark., 2012).
Nigelle sativa "nin etanolik ekstraktinin kolon timérlerinin ilerlemeyi geciktirebildigini,
yayilmay1 kisitladigini ve kolon tiimorlerinin agresifligini hafiflettigini bildirmislerdir.
Boylece, NS’nin etanolik ekstraktinin kolon kanserinin birincil korunmasinda umut
verici bir aday olabilecegini bildirmislerdir (Asfour ve ark., 2013). Kolon kanseri ve
16semi tedavisinde TQ zengin fraksiyonunun ve TQ'nun potansiyel kullanimini

destekledigini belirtilmektedir (Norsharina ve ark., 2011).

45



Kardiyovaskiiler etki

NS'nin ugucu yagmin, merkezi etkili antihipertansif bir ajan olma potansiyeline
sahip oldugunu belirtmistir (EI Tahir ve ark., 1993). (0.5mg/kg/giin) TQ verilen
sicanlarda ortalama arteryal basing sirasiyla yiizde 22 ve yiizde 18'e diistii ve aynm
zamanda diiiretik oldugunu belirtilmistir (Zaoui ve ark., 2000). TQ nun enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemlerde in vitro siiperoksit radikal iiretimini inhibe ettigi,
siganlarda nitro-l-arginin metil esterlerinden kaynaklanan, hipertansiyon ve bdbrek
hasar1 kars1 korudugunu belirtmislerdir (Khattab ve Nagi, 2007). Kalbi ve diger hayati
organlari iskemiye karsi korur ve miyokardiyal infeksiyon ve iskemi-iskemi olaylarini
azaltmaktadir (Bader, 2015).

Karaciger iizerine koruyucu etkileri

Kursun asetata maruz kalan hayvanlarin NS ile kombine tedavisi hem
biyokimyasal hem histopatolojik bulgularin yani sira hasar goren alanlarda azalma
oldugunu gosterilmistir (Farrag ve ark., 2005). TQ’un gii¢lii bir siiperoksit radikal
stiptiriiclisii oldugunu, uzaklastirma giiciiniin siiperoksite karsi siiperoksit dismutaz
kadar etkili oldugunu belirtilmistir (Nag1 ve Mansour, 2000). NSnin hepatotoksisitede
lipid peroksidasyonunu 6nlemek, antioksidan savunma sistemini aktivitesini arttirmak
ve karaciger hasarmi onlemek i¢in kullanilabilecegini boylece karacigeri korudugunu
gostermislerdir (ilhan ve Secgkin, 2005). Baska bir calismada TQ’un lipit
peroksidasyonu ve inflamasyonda azalma ve ayrica apoptozu kesintiye ugratarak
karaciger ve bobrek dokusunda etanol toksisitesine karsi koruyucu etkileri olabilecegini
gostermislerdir (Hosseini ve ark., 2017). Laboratuvuar hayvanlarina oral olarak verilen
TQ’nun kimyasal karsinojenlere ve toksisiteye karst umut verici profilaktik tespit
edilmistir (Nagi ve Almakki, 2009).

2.5. Stereoloji

Yunancada stereoloji terimi, li¢ boyutlu cisim anlamima gelen “stereos”
kelimesinden tiiremistir (Mouton, 2002). Stereoloji, ii¢ boyutlu érneklerin, iki boyutlu
kesitlerinden elde edilen veriler kullanilarak, gercekte ii¢ boyutlu ozelliklerine ait

yorumlar yapmaya yarayan bilim dali olarak tanimlanmaktadir (Mayhew ve Gundersen,
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1996). Stereoloji hemen hemen biitin bilim dallar1 tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Makroskobik ve mikroskobik yapilarin morfolojisi, organ ve
yapilardaki hiicre sayisi, organin uzunlugu, hacmi, yiizey alani, hacim bilesenleri gibi
geometrik ozellikler stereolojik yontemler kullanilarak hesaplanabilmektedir. Klinikte
hastaliklarin teshisi, etkilerinin belirlenmesi, tedavinin ya da cerrahi uygulamalarinin
takibi gibi konularda stereoloji siklikla kullanilmaktadir (Akalan ve Cevik Demirkan,
2013). Biyolojik yapilardaki taneciklerin toplam sayilarinin veya birim hacime diisen
sayisal yogunluklarinin belirlenmesi, birgok ¢alisma i¢in vazgecilmez bir parametredir

(Unal ve ark., 2002). Bu parametreye stereolojik calismalarla ulasilabilmektedir.

Mikroskop altinda incelenen yapilarin tiimii, gercekte li¢ boyutlu yani uzunluk,
genislik ve yiikseklige sahip Ogelerdir. Oysa bunlarin mikroskobik incelemelerinde
kullanilan kesit goriintiileri, yapilarin iki boyutu (x ve y eksenleri) hakkinda fikir
verirken, derinlik (z ekseni) ile ilgili olarak arastiriciya dogrudan bilgi saglamamaktadir.
Mikroskobik c¢alismalarin baslangicindan yeni stereolojik metotlarin ortaya ¢ikisina
kadar olan siire boyunca kullanilan yontemlerde derinlik boyutu gérmezden gelinmis
veya bir takim yetersiz diizeltme faktorleriyle, bu verinin yoklugu doldurulmaya
calistlmigtir. Daha sonra ilgilenilen objeleri ii¢ boyutlu olarak degerlendiren
yaklagimlardan biri olan "disektor" metoduyla, yapilarin derinlik boyutu da g6z oniine
almarak yontem gelistirilmistir. Boylece daha giivenilir sonuglar elde edilmistir (Unal
ve ark., 2002). Disektor ilk kez Cruz-Orive tarafindan tarif edilmistir. Cruz-Orive gore
stereoloji, bir nesnenin geometrik ve istatistiksel yapisi hakkinda nicel bilgileri elde
etmek i¢in nesnenin kesitlerini kullanan bir yontem olarak tanimladi (Cruz-Orive,
1993). Disektoriin temel mantigi, taneciklerin kesit alma dogrultusu boyunca ilk ortaya
ciktiklar1 veya son goriildiikleri kisimlari, yani taneciklerin “ug¢larini” bulmaktir
(Gundersen ve ark., 1988a). Her tanecigin sekli ve yoneliminden bagimsiz olarak, bir
yonde bir tek ucu oldugu diisiiniiliirse, bu mantikla gercek tanecik sayisina ulagilmasi
saglar. Disector yontemi kullanilarak yapilacak bir ¢alismada, herhangi bir sayisal
cokluk; ilgilenilen objenin biiyiikliigii, bicimi, doku i¢indeki yerlesimi, alinan kesitlerin
kalinliklar1 ve dokularin biiziigme veya genislemelerinden dogabilecek faktorlerden
etkilenmeksizin hesaplanabilmektedir (Sterio 1984). Sahip oldugu bu o6zellikleri
nedeniyle disektor yontemi sayisal biyolojik ¢okluklarin hesaplanmasinda bilinen en

tarafsiz ve etkin yontemdir (Unal ve ark., 2002). Disektdr yontemi, iki boyutlu iki kesit
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diizleminin kullanilmasiyla olusturulan {i¢ boyutlu bir "sonda" yardimiyla, bilinen bir
hacimde yer alan taneciklerin sayilarini, sekillerinden, biyiikliiklerinden ve
yonelimlerinden bagimsiz olarak belirleyebilme olanagi saglar. Dolayisiyla, bu
yaklasimin temeli, belirli bir "t" mesafesi ile birbirlerinden ayrilmis iki paralel kesit
diizleminden olusmaktadir. Disektor metodu ile yapilacak sayimin kurallar1 da oldukga
basittir. izdiisiimii bu kesit ¢iftlerinden sadece birinde gdzlenip digerinde gdézlenmeyen
tanecikler sayima dahil edilir. Stereoloji terminolojisinde, bu sekilde sayilabilen tanecik
izdlistimleri "disektor tanecigi" olarak isimlendirilir ve " Q™" simgesi ile gosterilirler
Charleston bu yontemle, sinapslar, néronlar ve kanser hiicreleri, glomeriiler cisimler ve
yumurtalik follikiilleri dahil olmak iizere genis bir histolojik uygulamalarinin pratik

ornekleriyle gosterilmistir (Gundersen ve ark., 1988a).

Stereoloji tarafsizlik, etkinlik, sistematik rastgele 6rnekleme (SRO) esaslarma
dayanir. “Tarafsizlik”; gercek degerden sistematik bir sapma gostermemek, “etkinlik”
ise makul bir siirede minimum degiskenlik gdostermek demektir (Gundersen ve ark.,
1988a). Etkinlik, yapilacak biyolojik arastirmada kaynaklarin (materyal, malzeme,
zaman) optimum diizeyde kullanilmasi boylece gercek degere en yakin degeri bulmayi,
yani daha kisa zamanda daha az hatali is yapmay1 ifade eder (Gundersen ve Jensen,
1987; Mouton, 2002). SRO “sistematik” sozciigii, ilgili yapidan alman kesitlerin veya
kesit tlizerindeki inceleme alanlarinin 6nceden belirlenmis araliklarla, yani sistematik
araliklarla Orneklenmesidir. “Rastgele” sozciigii ise bu sistematik Orneklemenin
ornekleme araligr igerisinde rastgele bir sayi ile baslamasini ifade eder ve bdylece
yapmin her noktasi esit olarak Orneklenme sansina sahip olur (Gundersen ve ark.,
1988a). Ciinkii mikroskobik analizlerde {izerinde calisilacak biyolojik dokunun
orneklenmesi sistematik tarafliliktan uzak olmadir. Ornekleme yapilacak nesnenin her
bir pargasi esit oranda Orneklenme sansina sahip olmalidir (Cruz-Orive, 1999).
Nesnenin her pargasina érneklemede esit sans verilerek drneklemenin tarafliligi 6nlenir
(Howard ve Reed, 1998). SRO, rastgele yapilan drneklemeye gore istatistiki anlamda
gercege daha yakin sonuglar elde edilmesini saglar (Gundersen ve ark., 1999). SRO,
onceden belirlenmis sabit bir drnekleme aralifi boyunca, ilk aralik iginden rasgele bir
noktadan baslanmak suretiyle, ilgilenilen yapinin tamaminin sistematik bir sekilde
orneklenmesini igerir. Ornegin, her 40. kesiti veya parcay! secmeye karar verildiginde

ilk 40 kesit i¢inde rasgele bir kesitle baglanmasi, 6rnegin 7-8 kesit ¢ifti alindiginda, bir
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sonraki kesit ¢iftleri ise 47.-48., 87.-88., gibi kesit alma devam edilir. Boylelikle
orneklemenin rasgeleli 6zelligini saglanir (Canan ve ark., 2002a). SRO, rastgele yapilan
orneklemeye gore istatistiki anlamda gergege daha yakindir (Gundersen ve ark., 1999).
Burada “sistematik”™ sézciigii, dokudan alinan kesitlerin 6nceden belirlenmis araliklarla,
yani sistematik araliklarla Orneklenmesini, ‘“rastgele” sozcligli ise bu sistematik
orneklemenin 6rnekleme araligi igerisinde ilk araligin rastgele bir say1 ile baglamasin

ifade eder (Gundersen ve ark., 1988a).

Stereolojik bir ¢alismaya baslanacagi zaman ilk dnce bir 6n ¢alisma yapilir. On
calismada; sayilacak tanecigin sayisal miktari, boyutunun biiyiikligi, kesit kalinliginin,
dokuyu temsil edecek oranda en az miktarda preparat sayisinin belirlenmesi, uygun
histolojik takip ve boyama igleminin se¢ilmesi ¢alismay1 en iyi sekilde tamamlamay1
saglar. En kiiclik tanecik capin goére kesit kalinlig1 belirlenir. Ciinkii biiylik tanecige
gore belirlenirse daha kiigiik tanecikler kesit diizleminden daha az goriilecektir (Sekil
20). Kesit kalinlig1 sayilacak tanecigin ¢apinin tigte biri ya da dortte biri kadar olmalidir
(Unal ve ark., 2002). Ornegin primordiyal follikiil ¢apr yaklasitk 25-30 pm’dir
(Esrefoglu, 2011). Kesit kalinlig1 yaklagik 25/3~7 um’dir. Hata katsayist 0.05 ve daha
kiigiik (Cruz-Orive ve Weibel, 1990) verecek sekilde kesit sayisi belirlenir. On
calismada sayilacak tanecigin sayisal miktar1 bir kag binlerle ve daha fazlaysa uygun
ornekleme yapilir (West, 1993). Bunlardan biri dokuda fraksiyonlama yapmaktir
(Canan ve ark., 2002b). Sayisal tanecik miktar1 bir kesitte bir ka¢ yliz kadar ise
fraksiyonlama yapilmayabilir, dokuda disektér yonteminin kuralina uyarak sayim
yapilabilir (Gundersen ve Jensen, 1987; West, 1993). Fraksiyonlama fiziksel ve optik
olmak tiizere iki sekilde yapilir. Disektor sayim yontemi de kendi arasinda fiziksel ve

optik disektor olmak tizere iki sekilde uygulanir (Gundersen, 1986).

Sekil 20. En kiiciik tanecik ¢apin gore kesit kalinligmin belirlenmesi (Unal, 2002).
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2.5.1. Fiziksel disektor

Disektor; bilinen bir "t" mesafesi ile birbirinden ayrilmis ardisik iki kesit
diizleminden olusan ve ii¢ boyutlu (eni, boyu ve yiiksekligi) sanal bir hacimde sayi
parametresinin hesaplanmasina imkan veren bir yontemdir. On calisma ve fiziksel
fraksiyonlamadan sonra doku takip islemlerinden sonra mikrotomda kesit alacak hale
getirilir. Kesit alma agamasinda, seri kesit diizlemlerinin birbirlerine paralel olmasi ve
tiim kesitlerin ayni1 kalinlikta olmasi oldukc¢a 6nemlidir Sayilacak tanecik ¢apina gore

kesit kalinlig1 (disektor yiiksekligi) belirlenir (Sekil 21) (Unal ve ark., 2002).

3 boyutlu disektér
sondasi

i
4

——————————<—Sayim alan (a)
7

Kesit 1 |
Disektor ylksekligi (t)

Kesit 2

Sekil 21. Disektor yonteminin esasi olan disektdr sondasinin sematik gosterimi (Unal ve

ark., 2002).

Bu asamada disektér kuralma gore SRO yapilir. Ornegin 40 ta bir kesit
alinacaksa ilk kesit rastgele 1-40 arasindan se¢ilen bir sayiyla baslanir sonraki kesitler
iginde bu sayiya 40 ilave edereck devam edilir (Canan ve ark., 2002b). Doku bitinceye
kadar sistematik olarak devam edilir. Disektor yontemi geregi lam tizerine ardisik iki
kesit alinir. Bu iki adet kesit diizleminden birisi "6rnek", digeri "gozlem" kesiti olarak
adlandirilir (Sterio, 1984). Disektor taneciginin sayimi, rnek kesitinde bulunup gézlem
kesitinde bulunmayan izdiisiimlerin sayilmasidir. Bazi dokularda sayilacak tanecigin
cap1 oldukca biiyiiktiir. Ornegin bdbrek glomeriil capr oldukga biiyiiktiir. Boyle
durumlarda ardigik kesit alinmaz. Gozlem kesiti alindiktan sonra arasinda belirli sayida
kesit atilir ve gozlem kesiti alinir. Burada kesit kalinlig1 artik disektor yiiksekligi degil
ornek ve gozlem kesitler arasindaki gergek mesafeye esit olacaktir. Disektor taneciginin
saymmi igin belirli kriterlere gére sayilir. Burada tanecigin “uglart (alt veya {ist)”
sayilabildigi gibi, sayilacak tanecigin c¢ekirdegi, follikiil hiicreleri, follikiiliin oosit

cekirdegi (Mayers ve ark., 2004), glomeriilii kapsiilii, glomeriiliin (Unal ve ark. 2002)
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kendisi gibi kriterler géz oniine almaraktan sayilabilir. Ornegin tanecik sayimi
cekirdegine gore yapilacaksa tiim kesitlerde ayni sekilde sadece tanecigin g¢ekirdegi
goriiliince sayilir, kesitler karsilastirilirken de ayni tanecige ait ya da farkli taneciklere
ait olan iz diisiimlerin birbirinden iyi bir bi¢imde ayirt edilmesi gerekir. Sayim sirasinda
uyulmast gereken kurallarin biride her bir tanecigin sadece bir defa sayilmasini
saglamaktir (Gundersen, 1986). Kesitler karsilagtirildiginda birbirlerine karsilik gelen
ayni alanlarin bulunmasi gerekir. Alanlar belirlendikten sonra, sayimlarin yapilabilmesi
icin, uygun biyiikliikteki belli bir bdlgenin bir sayim c¢ergevesiyle sinirlandirilmasi
gereklidir. Bu disektér sayim metodunda en onemli basamagidir. Sayim gergeveleri
arasinda bilinen en tarafsiz kurallara sahip olani, ‘tarafsiz sayim gercevesi’dir (Sekil
22). Gundersen1977°te, ‘tarafsiz sayim c¢ergevesi’ olarak adlandirilan bir sayim

cercevesi modeli gelistirmistir (Unal ve ark., 2002).

d

A= a.b

Sekil 22. Tarafsiz sayim ¢ergevesi. Devamli ¢izgiler yasak kenarlari, kesikli ¢izgiler ise
serbest kenarlar1 gostermektedir. Cergevenin alani (A), iki kenarinin carpimi (axb) dir

(Gundersen 1977).
2.5.2. Tarafsiz sayim cercevesinin sayim kurallar:

1- Izdiisiimleri tamamen sayim cercevesi icerisinde kalan, yani herhangi bir

kenar veya koseyle kesismeyen tanecikler sayima dahil edilir.
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2- Cercevenin "yasak" cizgileri ile ifade edilen kenarlar ile kesisen izdiigiimleri

sayilmazlar.
3- Serbest ¢izgi ile temas eden tanecik izdiistimleri sayima dahil edilir.

4- Cergevenin yasak cizgilerinin uzantilar1 ile herhangi bir sekilde kesisen
izdiistimleri de sayima dahil edilmezler (Gundersen, 1977). Sayim gergevesi ve sayim

kurallar1 bir 6rnekle ag¢iklanmustir (Sekil-23).

A L0
' [ J
Y /
A
- J_" ),
Omek Kesit / / /

GozlemKest  /

Sekil 23. Kesitlerden biri (A) 6rnek, digeri (B) gozlem kesitidir, 6rnek kesitte bulunup,

gozlem kesitinde bulunmayan pargacik izdistimleri, disektor pargacik (Q)olarak
sayilir. Temel olarak, ince ve kesikli ¢izgiler “dahil” kenarlar, kalin ve devamli ¢izgiler
de “hari¢” veya ‘“yasak” kenarlardir. Yani kesikli c¢izgilere rastlayan tanecikler
sayilirken, devamli ¢izgilere isabet eden tanecikler sayim dis1 birakilir. Isaretlenmis (*)

nesneler sayilirken digerleri sayilmaz (Gundersen,1986).

Bu cergevenin ve saymm kuralinin temel mantigi, iki boyutlu diizlemlerde bir
tanecigin yalnizca ilgili alanda 6rneklenmesini saglamaktir. Sekil-22'de goriildiigii gibi,
alman iki ardisik kesitten, Ornek kesitte bulunup, gozlem kesitinde bulunmayan
tanecikler, disektdr hacmi iginde (t kalinlikta) sayilir. Tanecik izdiisiimlerinin herhangi
bir ucu sayet devaml ¢izgilerle ifade edilen yasak bolge ve bunlarin uzantilari ile temas
etmiyorsa sayima dahil edilir, temas ediyorsa sayima dahil edilmez. Disektor yontemi
uygulayarak, belli adimlarla, tiim kesitler iizerinde sayimlar yapilir. Sonucta, disektor

taneciklerini (Q7)sayisal degeri belirlenmis olur. Bu degerlerden yola ¢ikarak, birim
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hacime diisen tanecik sayisini, ya da diger bir deyisle sayisal yogunluk (Nv) degerini

asagidaki gibi hesaplanabilir:
Nv=3Q /3> Vuis
Ny=Sayisal yogunluk.
> Q =Bir hayvan dokusunda hesaplanan toplam disektor parcacigi.
Y Vais=Birim hacime diisen tanecik sayis1 (Unal ve ark., 2002).

Toplam tanecik sayisin1 hesaplamak igin ise, yapinin toplam hacmini bilinmesi
gereklidir. Bunun i¢in en uygun yontem Cavalieri hacim prensibine gore hacim
hesaplama yontemidir. Tarafsiz bir yontemle elde edilmis olan toplam hacim degeri,
disektor yonteminden elde edilen sayisal yogunluk degeri ile carpildiginda, bize
ilgilendigimiz taneciklerin tiim yapidaki toplam sayisinin tarafsiz bir hesabini1 verecektir

(Unal ve ark., 2002). Formiil asagida verilmistir.
N=NvxVref

Dogrudan toplam say1 hesaplamasina yonelik fraksiyonlama yontemi ile elde
edilen oranlarin disektdr kurallarina gore yapilan sayimlarin ¢arpimi, toplam sayiya

ulagmayi saglayan bir bagka 6rnekleme ve sayim yontemidir (Gundersen, 1986).
2.6. Cavalieri Prensibi

Stereolojik yontemlerde toplam hacmi hesaplamak igin yaygin olarak Cavalieri
prensibi kullanilir (Gundersen, 1988b). Oldukga basit ve ucuz olan Cavalieri prensibi,
gerek makroskobik, gerekse mikroskobik tiim yapilarin hacim ve onunla iligkili
Olgtimlerinde rahatlikla kullanabilir. Diizensiz sekilli nesnelerin hacmini hesaplamaya
yarayan bu yontem Italyan matematik¢i Bonoventura Cavalieri tarafindan XVII yilinda
gelistirilmistir. Cavalieri prensibini uygulamak igin, hacmi hesaplanmak istenen yap1
esit araliklar ile ve birbirine paralel olarak dilimlere ayrilir. Daha sonra ise her bir
dilimin ayn1 yone bakan kesit yilizeylerinin alanlar1 hesaplanir ve tiim dilimlerden elde
edilen ylizey alanlar1 toplanarak, ortalama dilim kalinlig1 ile ¢arpilir. Sonugta elimizdeki

yapinin toplam hacmini tarafsiz bir sekilde hesaplanir (Canan ve ark., 2002).
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Cavalieri yontemiyle hacim hesaplamak igin ilk once, kesitlerdeki alanlarini
hesaplamaktir. Bu alanlar, bilgisayar destekli goriintii analiz cihazlar1 araciligiyla,
planimetrik olarak izdiisimi alanlarim1 dogrudan Olgmektir (sterio programi). Bu
yontem oldukc¢a hizli ve giivenilirdir. Bu program yoksa bu program kadar giivenirli
kesitlerin bilgisayar goriintiileri iizerine konulan noktali alan 6l¢iim cetvellerinden
(Sekil 24) (genellikle, seffaf bir asetata c¢izilmis noktalar dizgesi) faydalanilarak
hesaplanabilir. Noktali alan 6l¢iim cetvelleri ve sterio programinda noktalar birbirinden
esit araliklarla ayrilmis noktalardan olusan sistematik nokta dizgeleridir. Boyle bir
dizgide, her bir art1 isaretinin orta noktasi, cetveldeki bir noktay: temsil ederken, bu
noktalardan her biri ise, dort adet noktanin arasinda kalan bir birim cetvel alanini temsil

eder (a/p) (Canan ve ark., 2002a).

t ot hgt + o+
Q
+ + 7+ o+ o+

+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + 4
+ + + + + +

Sekil 24. Noktali alan 6l¢iim cetveli (Canan ve ark., 2002a).

Yukaridaki sekilde cetvelde arti isaretlerini merkezleri ile simgelenen her bir
nokta, P(a) ile gosterilen bir birim alan1 temsil eder. Dolayisiyla, boyle bir cetvel rasgele
olarak bir kesit ylizeyine atilirsa, kesit ylizeyi igerisine isabet eden noktalarin sayisi,
bize o yiizeyin kag birim kare oldugunu gosterecektir. Burada nokta sayimi yaparken
kaglik objektifte dokularin goriintiisii ¢cekilmisse; 0 objektifte biiylitme orani hesaplanir
(Canan ve ark., 2002a).

Bu cetvel, biiylitme derecesi dogru bir bicimde saptandiktan sonra, mikroskopta
gozlenen, monitére veya fotograflanmis her tiirlii goriintli i{izerinde rahatca
uygulanabilmektedir. Tek bilinmesi gereken, cetveldeki noktalar arasindaki uzakligin,
biiylitme derecesine gore doku diizeyindeki ger¢ek uzunlugunun hesaplanmasidir.

Biiyiitme derecesini bulmak i¢cin mikrometrik disk kullanilabilir, Noktal1 alan cetvelinin
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nokta sikligi; genellikle, sinirlar i¢ ice karmasik yapilanma gosteren izdiisiimleri igin
daha sik, diizgiin smirlara sahip yapilar i¢in daha seyrek noktalar yeterli olmaktadir.
Nokta sikligini i¢in hata katsayis1 (CE< 0.05 ten kii¢iik olacak sekilde) miimkiin olan en
seyrek nokta dizgesini kullanilir. Noktali alan cetveliyle kesitteki izdiistimii iizerine
isabet edecek noktalarin sayisi hesaplanir (Canan ve ark., 2002a). Bu noktalardan her
biri belli bir birim alan1 (a/p) temsil eder. Ilgilendigimiz izdiisiimiin sinirlar1 igine diisen
toplam nokta sayisinin (XPi) bu birim alan (a/p) degeriyle ¢arpimi, bize o kesitteki
izdiistimiin toplam alaninin (Xai) tarafsiz bir hesaplamasini1 verecektir. Noktali cetvelde
iki nokta arasindaki alan hesapladiktan sonra, toplam hacmi elde etmek igin kesit
kalinlig: ile (Gundersen, 1986), 6rnekleme orani (Gundersen ve ark., 1988b) ve toplam

nokta sayis1 ¢arpilir.
YV=XPixkxtx(a/p) (Gundersen ve ark., 1988b)

YPi=Noktali alan 6l¢im cetveli yardimiyla bir dokunun tamaminda kag¢ nokta

sayildigini belirtir.
k=Adim aralig1, kacta bir kesit ¢iftinin alindigin1 ifade eder.
t=Kesit kalinlig1.
(a/p)=Noktal1 alan cetvelde bir noktanin temsil ettigi alan.

Bu deger daha sonra istenilirse histolojik islemler sirasinda doku biiziisme

faktoru ilave edilir.

Nokta sayim yontemi ile alan ve hata katsayisinin (CE) hesaplanmasi (Noise):
Genellikle nokta sayim yontemiyle hacim veya hacim orani hesaplamalarinda,
uygulanan yontemin toplam degiskenlik hata katsayisi1 (CE) miktar1 bir formiille

hesaplanir (Canan ve ark., 2002a).

Hata katsayis1 (coefficient of error, CE) degeri % 5 ve altinda ise 6rnekleme
stratejisinin uygun olduguna karar verilir. Hata katsayisinin % 5 den biiyiik oldugu
durumlarda % noise degerine bakilir. Bu deger % 25 ve altinda ise kullanilan noktali
alan ol¢iim cetvelinin nokta sikligi uygun ancak her bir birey i¢in kullanilan kesit

sayisinin yetersiz oldugu anlamina gelir. Bu durumda kesit sayis1 arttirilarak hata
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katsayisi istenen diizeye gekilir. % noise degeri 25 iizerinde ise kullanilan noktali alan
Ol¢iim cetvelinin nokta sikliginin yetersiz oldugu sonucuna varilir. Bu durumda nokta

sayis1 attirilarak uygun degerdeki CE elde edilir (Canan ve ark., 2002a).
2.7. Cavalieri-Disektor Kombinasyonu

Morfometrik ¢aligsmalarda, bir organin veya dokunun toplam hacimdeki toplam
tanecik sayis1 onemli bir parametredir (Unal ve ark., 2002). Bir ovaryumun toplam
hacminde primordiyal follikiil, testisin toplam hacminde sertoli, leydig hiicre sayisi
hesaplamak i¢in Cavalieri-disektér kombinasyonundan faydalanilabilir. Bu yontemle
kesit kalinlig1 6l¢timiinii ortadan kaldirarak belli bir hacimde toplam tanecik sayisina
ulagilabilir. Burada esas olan, referans bir hacimde (Vie), tanecigin sayisal yogunlugu
(Nv) ayni kesitlerden elde edilmesine dayanir. Sonugta dokunun tamamindaki toplam
tanecik sayist (N), Nv ile Ve carpimindan elde edilir,

Nv=YQ /3 Vdis (Unal ve ark., 2002)
Nv=Sayisal yogunluk
> Q =Bir hayvanda hesaplanan toplam disektor parcacigi

Y Vdis=Calismada kullanilan dokunun toplam disektor hacmidir. Y Vdis ise

asagidaki formiil ile hesaplanir.
Y Vdis=Xpxa(gerceve) xt
Yp=Disektor parcacigin sayildig alan sayisi
a(cerceve)=tarafsiz sayim cetvelinin alani
t=kesit kalinligina

Howard ve Reed, 1998’de dokunun tamamindaki toplam tanecik sayist asagidaki

formiille ifade etmistir.

N=NvxV (Howard ve Reed, 1998).

N=Toplam follikiil sayisi.
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Nv=Disektor tanecigin sayisal yogunlugu.

V=Disektor tanecigi sayildigi dokunun hacmi (Cavalieri prensibine gore

hesaplanan hacim)

Nv degeri aym1 zamanda Howard ve Reed, (1998) de asagida belirtilen

formiillerde ifade etmislerdir.

alani.

__zxQ
NV—W (Howard ve Reed, 1998)

Nv=Sayisal yogunluk

>Q =Bir dokuda toplam disektor tanecigi
Yp=Disektor parcacigin sayildigi alan sayisi
h=Kesit kalinlig1

a/f=a(¢erceve)=Toplam disektdr partikiiliiniin sayildig tarafsiz sayim ¢ergevenin

Cavalieri prensibi hacim formiilii asagida gosterilmistir.
V=2V=XPixkxtx(a/p) (Howard ve Reed, 1998)

V=Disektor tanecigi say1ldig1 dokunun hacmi,

YPi=Noktal1 alan cetvelinde toplam nokta sayisidir.

k=Adim aralig

t=h=Kesit kalinlig.

(a/p)=Noktal1 alan cetvelde bir noktanin temsil ettigi alan.

Formiiller yeniden diizenlenerek birlestirildiginde ve gerekli sadelestirmeler

yapildiginda ¢alismada kullanilan formiil elde edilir. Burada sonugta elde edilen formiil;

N=Q"xZPixkx O

a (cerceve)
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N=Referans bir hacimde toplam tanecik sayisi.

Q =Disektor yontemiyle elde edilin ortalama tanecik sayisimi ifade eder.
Disektor yontemiyle elde edilen tanecik sayisinin (Q°), sayimin yapildig1 toplam alan
sayisina boliinmesi ile elde edilir. Toplam alan sayisi ise; bir dokunun tamaminda kag
alanda tanecik sayilmissa, o alanlarin tiimiiniin sayisal miktarini ifade eder (Howard ve

Reed, 1998).

YPi=Noktali alan 6l¢iim cetveli yardimiyla bir dokunun tamaminda ka¢ nokta

sayildigini belirtir.
k=Ornekleme orani, kagta bir alindigini ifade eder
(a/p)=Noktal1 alan cetvelde bir noktanin temsil ettigi alan.

a(cerceve)=Tarafsiz sayim cetveli.
2.8. ELISA

Antijen veya antikordan herhangi birisinin kati bir faza absorbe edilmesiyle
gerceklestirilen, enzyme-linked-immunoabsorbent assay (ELISA), antijen arandiginda
antikorun, antikor arandiginda antijenin kati bir faza baglanmasidir. Kat1 faz olarak
mikroplak kuyucuklar, plastik boncuklar, plastik tiipler, manyetik parcaciklar ve filtreli
lateksler kullanilir. Yontem hasta 6rneginde aranilan antijen ya da antikorun, isaretli
antikor ya da antijene baglanmasi, enzim aktivitesinin, 6zgiil substrat ile test edilmesi
esasia dayanir. Genel olarak 2-3 saat gibi bir siire igerisinde sonug alinabilmektedir,

kompetitif olanlar daha kisa siirede sonug vermektedir (Willke ve ark., 2017).
2.8.1. Kompetitif ELISA

Kompetitif yontemde test edilen Orneklerde isaretlenmemis antijen veya
antikorun onceden isaretlenmis bir antijen veya antikorlarin kati faza (mikroplaklara)
absorbe edilmis antikor veya antijene baglanmak i¢in yarigabilmesidir. Kat1 faza aranan
analite 6zgiil antijen veya antikor absorbe edilmistir. Kompetitif yontemler tek ve iki
adimda gerceklesir (Willke ve ark., 2017).
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Hasta 6rneginde antijen aranmasi kat1 faza antijen baglanarak da yapilabilir. Bu
yontemde yine hasta drnegi dnce isaretli antikorlar ile reaksiyona girmesi i¢in inkiibe
edildikten sonra, antijenlerin baglanmis oldugu kati faza eklenir. Eger hasta serumunda
antijen var ise isaretli antikorlar ile reaksiyona girdiginden, kat1 fazdaki antijenlerle
reaksiyon gerceklesmeyecek ve yikama ile kat1 fazdaki antijenler ile immunkompleks
olusturmayan isaretli antikorlar yikama islemiyle uzaklastigindan test sonucunda renk

degisimi olmayacaktir (Willke ve ark. 2017).
2.8.2. Non-kompetitif ELISA

Non-kompetitif ELISA klinik laboratuarlarda daha fazla kullanilan immiinolojik
yontemlerden birisidir. Indirekt ve Sandvi¢ ELISA olarak adlandirilan iki farkli yontemi

vardir (Willke ve ark. 2017)
Indirekt ELISA

Bu yontemde kuyucuklara antikora 6zgiil antijen baglanmistir ve hasta 6rnekleri
eklendiginde 06zgiil antikorlar varsa antijen-antikor (Ag-Ab) kompleksi olusur.
Inkiibasyondan, insan immunoglobulinine (anti IgG veya anti IgG/IgM) kars1 enzim ile
isaretlenmis antikor iceren konjugat eklenir. Konjugat isaretli test antikoruna baglanir.
Reaksiyonda antikor-enzim veya antijen-konjugat baglanmis ise renk olusturan substrat
eklenir (Willke ve ark. 2017).

Sandvi¢c ELISA

Bu yontemde aranan antijene spesifik antikorlar ile kaplanmis mikroplaklar
kullanilir. Spesifik antikorla kapli kuyucuklara test edilecek antijen eklenir. Eger test
orneginde aranan antijen varsa antikor baglanir, antijen-antikor reaksiyonu gergeklesir,
yikama islemiyle ile uzaklastirilmaz. Daha sonra aranan antijenin farkli bir epitopuna
Ozgiil ve enzim ile isaretli ikinci antikor (konjugat) eklenir. Kuyucuklardaki antikor-
antijen kompleksi enzim isaretli test antikoruna baglanir. Sonug olarak en dista antikor-
enzim, ortada antijen ve icte de antikor olacak sekilde (Ab-Ag-Ab) katli bir sandvig
olusur. Enzim tarafindan renkli bir {iriine doniisen substratin eklenmesi sonrasinda stop
solusyonuyla reaksiyon durdurulup, plagin optik dansitesinin dlglilmesi ile kantitatif
olarak {irlin dlgiliir (Willke ve ark. 2017).
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2.9. Transmisyon (Gegirgenli) Elektrom Mikroskobu

Elektron mikroskobunun 1sin demetinin dalga boyu 1sik mikroskobu 1sininin
yaklasik olarak 1/2000°1 olmasidir. Bu sayede reziilasyon 10% kat attirmaktadir.
Transmisyon (Gegirgenli) Elektrom Mikroskobu (TEM) de bir elektron demeti bir
numune ile etkilesimiyle goriintii olusmaktadir. Elektrom demeti haricinde TEM 151k
mikroskobuna benzer (Ross ve Pawlina, 2014). TEM c¢alisma prensibi: Isiltilmig
tungsten filament gibi bir elekron kaynagi yani katot elektron tabancasi ile elektron
sacar. Bu elektronlar anoda dogru c¢ekilir. Katot kapagi ile anot arasindaki elektiriksel
fark ile elektronlara 20.000-200.000 volt arasinda hizlandirma voltaji uygular ve

boylelikle elektron demeti olusur.

TEM’de mercekler kondansor, objektif ve projektér merceklerdir. Kondansor
mercegi elektron demetini sekillendirir ve c¢apini degistirir. Objektif mercegi
numuneden gegen demeti odaklar ve biiyiitiiliir. Bir ya da daha fazla projektor mercek
goriintiiyli daha da biiyiitiiliir. Goriintii, fosfor kapli floresan ekranda izlenir. Fotografik
plak iizerin de fotograflanir. Numunede elektronlarin gectigi bolgeler parlak goriiniir.
Numunenin koyu bdliimleri elektronlar1 absorbe etmis ya da sagcmistir. Gozlem
ekraninda goriintiiyli bir monitérden izlemek i¢in 1s18a duyarli bir sensorii bulunan bir
elektron dedektorii yerlestirilir. Bu goriintiileri ya da videolarin bilgisayarlarda dijital

formatta arsivlenebilmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

Elektron mikroskopi i¢in numune hazirligi daha hassastir ve 11k
mikroskobununkine benzemektedir. TEM’de kullanilan numuneler 3-4 kat kii¢iik ya da
incedir. Elektron demeti dalga boyu yaklasik 0,1 nm olan TEM’in teorik olarak 0,05 nm
rezoliisyonu vardir. Numunelerin rutin hazirligi1 glutaraldehid fiksasyonu ile baglar.
Ideali hayvandan dokuyu ¢ikarilmadan tamponlanmis glutaraldehid ile tesbit edilmeleri
gerekir. Amag glutaraldehid, proteinleri ¢apraz baglama siiretiyle korumaktadir. Bunu
tampon soliisyon ile galkalama; akabinde osmiyum tetroksit ile fiksasyon takip eder.
Osmiyum, agir metaldir ve ayni zamanda hiicreye ve doku yapilarina elektron
yogunlugu kazandirmaktadir. Boylece TEM’de goriintii olusumunu iyilestirmektedir.
TEM igin doku pargalar 1 mm*’ten biiyiik olmayanlar fikse edilir. Dehidrasyon islemi,
151k mikroskopide kullanilanla aynidir. Doku, monomerik rezin (re¢ine) de, siklikla da

epoksi rezin ile infiltre edilir. Daha sonra polimerize edilir (Ross ve Pawlina, 2014).
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Ultramikrotomlarda elmas bigaklar kullanilir. Epoksi rezine (plastige) gémiilen
dokudan kesit alinir (Ross ve Pawlina, 2014).

Elektronlarin sinirli  penetrasyon yetenekleri nedeniyle, TEM Kesitlerinin
kalinliklar1 50 nm ile 150 nm’den fazla olmamalidir. EImas bigakla kesilen kesitler
tutmak icin ¢ok incedirler. Bu kesitler, siv1 i¢inde bigak kenarindan uzaklagtirmak igin
yuizdiiriliirler ve plastik kapli bakir agli gridler {izerine toplanirlar. Gridlerin, {izerinde
seri kesitleri inceleyebilmek i¢in 50-400 delik/ing kadar delikleri ya da 6zel yuvalari
bulunmaktadir. Elektron demeti numunenin iizerine odaklanir, i¢inden gegmesi saglanir.
Sonra da bakir griddeki deliklerden geger ve olusur. Bu goriintii gozlem ekranina,

fotografik filme odaklanir ve goriintii elde edilir (Ross ve Pawlina, 2014).

TEM kesitlerinin dogal kontrastlarin1 arttirmak i¢in boyanmalar1 gereklidir.
Boylece hiicre yapisinin detaylar1 daha net goriilebilir veya fotograflar anabilir. Genelde
numuneye agir metal iyonlart eklenmesi ile boyanmaktadirlar. Agir metal iyonlari, ya
dokuya fiksasyon ve dehidrasyon sirasinda ya da kesit alindiktan sonra kesitlerin
iyonlarin soliisyonlarina daldirilmasi suretiyle yapilir. Rutin olarak kullanilan bir
fiksatif olan osmiyum tetroksit, membranlarin fosfolipidlerine baglanir ve membranlara

ek yogunluk katar (Ross ve Pawlina, 2014).

Uranil nitrat hiicre baglanti komplekslerinin ve diger bolgelerin yogunlugunu
ayrica dehidrasyonda kullanilan alkol soliisyonlarmin da etkinligini arttirmak igin
eklenir. Arkasindan uranil asetat ve kursun sitrat soliisyonlarina daldirilir, yiiksek
rezoliisyonlu, yiiksek kontrastli elektron mikrograflar elde edilir (Ross ve Pawlina,
2014).
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Sekil 25. Gegirgenli Elektron Mikroskobu ile elde edilen hiicrenin ¢ekirdek goriintiisii.
H heterokromatini, C ¢ekirdek¢igi gostermektedir. x25000 (Mescher, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Deneyin uygulamasi

Bu c¢alismayr gerceklestirmek icin, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 02.06.2016 tarih ve TDK-2016-5304 proje kodu ile
onay1 alindiktan sonra baslandi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan 20 adet Wistar albino tiiri disi Si¢an saglandi. Calismada agirliklar
(200-350) g arasinda olan daha Once hi¢ ¢iftlesmemis 20 adet eriskin Albino Wistar
cinsi disi Sigan ve kullanildi. Ciftlesme i¢in 4 adet disi Sigan i¢in 1 erkek Sigan 24 saat,
38x12x30 cm boyutlardaki ayni kafeste tutuldu. Ciftlesme sonrasi disi ve erkek Siganlar
ayr kafeslere alindi. Damizlik olarak kullanilan erkek siganlar, ¢iftlesmeden sonra
tiretim {initesine iade edildi. Disi siganlar denek olarak kullanildi. Her grupta 4 adet disi
kullanildi.

Disi siganlarin ¢iftlestigi glin gebeligin sifirinc1 giinii olarak kabul edildi.
Siganlar her giin tartildi, agirliklarindaki artis gebeliklerinin gostergesi olarak kabul
edildi. Siganlar 12 saat normal 151k ve karanlik siklusu ile (21 +2 °C) takibe alinarak,

yem ve sular1 standartlara uygun olarak verildi.

Ciftlesme olaymin ardindan 5 giin sonra 1. gruba gebeligin 5. giiniinden itibaren
10 giin stireyle giinde bir kez 6.1mg/kg DS (Voltaren, 75mg/3 ml ampul, CIBA GEICY,
Istanbul) intramiiskiiler (IM) enjekte edildi. Sicanlara uyguladigimiz 6.1mg/kg DS dozu
insanlarda kullanilan 1mg/kg DS dozuna karsilik geldigi bildirilmistir (Aksoy ve ark.
2010). 2. gruba gebeliklerinin 5. giiniinden itibaren 10 giin siireyle giinde bir kez
6.1mg/kg DS IM olarak enjekte edildi ayn1 gruba Smg/kg/giin dozunda TQ (Santa Cruz
2 mg) (isitilmag distile suda eritildikten sonra) igme sularina katilarak oral olarak veridi.
3. gruba sadece Smg/kg/giin dozunda TQ i¢me sulara katilarak oral olarak veridi. 4.
gruba, gebeliklerinin 5. giinlinden itibaren 10 giin siireyle giinde bir kez Iml/’kg serum
fizyolojik IP yolla enjekte edildi. 5. gruba herhangi bir islem (piir kontrol) yapilmadi.
TQ’nun ¢esitli dozlarda (4, 8, 12,5, 25 ve 50 mg/kg, i.p) oral olarak verilmesi
biyokimyasal parametreleri degistirmemistir, ancak, yiiksek dozlarda (90,3 mg/kg)
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verildiginde oldiiriicti etki gostermis (Mansour ve ark 2001). Bu nedenlerden dolayi
yaklagik en kiiciik doz olarak TQ 5mg/kg oral olarak verildi.

Doguma yakin her gebe si¢an ayri kafese alindi. Dogumdan sonra, anag Sigan ve
yavrularin giinliik bakimlari saglandi. Dogumdan sonra 21 ve 22 giinlerde siitten kesilen
yavrular disi ve erkek olarak birbirinden ayrildi erkek siganlar sakrifiye edildi, disi
yavrular gruplarina gore ayri kafeslere alindi. Siitten kesilen disi Sicanlar 4 ve 10
haftalik olmak tizere iki ana gruba ayrildi. Her iki ana grup kendi aralarida 5 alt gruba
ayrildi. Her grup i¢in postnatal 7°ser disi yavru Sigan ayrildi. Bu ¢alismada toplam 70
yavru sican kullanildi. ilag¢ ve serum fizyolojik verilen anag¢ Siganlar anestezi altinda
sakrifiye edildi. Kontrol grubuna ait anne si¢anlar Deney Hayvanlar1 Labaratuvar’ina
iade edildi.

3.1.2 Kullanilan cihazlar

Laboratuvarda; SHANDON Citadet 2000 oto teknikon takip cihazi, Leica Model
2125RT (Nussloch) marka rotary, Nuve marka TS-5151 etiiv, Thermo Shandon marka
su banyosu kullanildi. DS (Voltaren, 75mg/3 ml ampul, CIBA GEICY, istanbul, IM) ve
TQ (Santa Cruz 2 mg.) kullanildi. Follikiil sayiminda fotograf atismanli Zeiss axioskop
4 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany) mikroskop, hacimde ise AxioVision 3,1 (Zeiss
axioplan 2 imaging Gottingen Germany) mikroskobu kullanildi. Ovaryumda salgilanan
serum AMH degerini belirlemek i¢in mikro ELISA yontemi kullanildi. Shanghai LZ
Biotech Co., Ltd China Cat No: YHB0745Ra ELISA kiti kullanildi. Mikro ELISA
caligmas1 Veterinerlik Fakiiltesi Biyokimya ABD. laboratuvarinda, Zenyty 200rt (Mikro
ELISA Okuyucu) kullanilarak gergeklestirildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Perfiizyon islemi

Sicanlar 4 ve 10 haftalik oldugunda 50 mg/kg ketalar’dan 0.1 ml ve 0.2 rampon
karisimi ile derin anesteziye alinarak kalbin sag atriumda AMH belirlemek igin 2cc kan
alind1 (bkz sekil: 22). Kan 6rnekleri hemoliz olmamasi i¢in insiilin ignesi ¢ikarildiktan
sonra biyokimya tiipiine enjekte edildi. Biyokimya tiiplerine gruplarin adlar1 ve sican

numaralar1 yazildi.
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Sekil 26. Sigan kalbinden insiilin ignesiyle kan alinmasi.

Akabinde kalbin sol ventrikiilinden bir kaniil vasitasiyla Once kanin
pihtilagsmasini 6nleyen 1ml'lik heparin ve ardindan serum fizyolojik verildi. Kalbin sag
atriuma bir kesi atilarak kanin tamamen akitilmasi saglandi. Sicanin tiim kani akatilip
serum fizyolojik goriiliince ve ilgili bolgeler (6rnegin bobrek ve Kkaraciger)
beyazlasincaya kadar isleme devam edildi, ardindan % 10’luk noétral formaldehit

verilerek canlida dokularin tespiti igin perfiizyon islemi tamamlandi (Sekil: 23).
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Sekil 27. Perfiizyon Oncesi ve sonrast

3.2.2. Dokularin histolojik takibi ve hazirlanmasi

Perflizyon isleminden sonra yavru Siganlarin ilk olarak alinan kan Ornekleri
10000 devirde 10 dakika santriifiij edilerek serumlarina ayrildi. Serum 6rnekleri -20 °C
dipfirizde calisma yapilacagi zamana kadar tutuldu. Daha sonra sicanlarn karin 6n
duvan diseksiyonla agilarak, ovaryum dokusu ¢ikarildi biiyiite¢ altinda ovaryumlarin

etrafindaki dokulardan temizlendi ve bir cetvelle eni, boyu, yiiksekligi 6l¢iildii. Kontrol
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grubu 4, 10 haftalik ovaryumlar sirasiyla yaklasik ovaryum ebatlart 4x3x1 ve 6x5x2mm
olarak ol¢iildii (Sekil 28).
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Sekil 28. Sigandan ovaryum dokusunun ¢ikarilmasi ve ebatlarinin 6l¢iilmesi.

Cikarilan ovaryumlar tespiti i¢in % 10’luk tampon formaldehitte bekletildi.
Sonra bovin solusyonunda 24 saat bekletilerek tespiti giiglendirildi. Akabinde akan
¢esme suyun altinda 24 saat tutuldu. %70’lik alkolde 5 saat bekletildi. Dokular
SHANDON Citadet 2000 oto teknikon cihazinda takibe alindi. %70’lik alkolle takibe
baslandi, sirayla %75, %80, %90, %96 ve %96’lik alkollerde, {i¢ adet ksilende olmak
lizere tiim tanklarinda birer saat bekletildi. Iki adet parafin tankinda 2.5 saat bekletildi.
Takip islemi bittikten sonra Ovaryumlar boyuna gore 60°C’de sivi parafine gomiildii.
Parafin bloklar +4 °C’de bekletildi, Leica Model 2125RT (Nussloch, China) marka
rotary mikrotomdan 7u kalinliginda Kesitler alindi. 10 haftalik sican ovaryumunda 1/17
kesit alinirken, ilk kesit rastgele 1-17 arasindan kura ile se¢ilen bir sayiyla baslandi. Bu
say1 7. ve 8. kesit ¢ifti olarak se¢ildi. Bir sonraki kesitler bu sayiya 17 ilave ederek 24-
25 kesit ¢ifti alindi1 ve doku bitinceye kadar devam edildi ve ortalama 15-18 kesit elde
edildi. 4 haftaliklarda 10°da bir, yukarida belirtildigi gibi, SRO gére kesit alind1 ve
ortalama 15-20 arasi kesit elde edildi. Bununla beraber alinan kesitler birbirlerine
paralel olmasi i¢in hep 7p kalinhiginda kesitler alindi. Ardisik kesit ¢iftlerinden birisi
ornek kesiti, digeri gozlem kesiti olarak segildi. Parafin erimesi i¢in 80 derecede 40
dakika etiivde bekletildi, deparafinizasyon ve boyama islemi yapildi. Deparafinizasyon
icin ksilenlerin her birinde (1., 2. ve 3. ksilende) 20’ser dakika bekletildi. Akabinde
alkollerde (%70, %80, %96’lik alkol serilerinde) 10’nar dakkika bekletildi. Alkolun
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dokuda uzaklasmasi igin hafif akan ¢esme suyu altinda 10 dakika tutuldu. Boyama i¢in
Hematoksilende 5 saniye tutuldu. Tekrar hafif akan ¢esme suyu altinda 2 dakika
tutuldu. Eozinde 15 saniye ve akarsu altinda tekrar 2 dakika tutuldu. Kesikler entellan

ile kapatildi.
3.2.3. Stereolojik calisma

Calismada kullanilan tiim ovaryumlar isleme tabi tutulmadan Once kontrol
grubuna ait bir ovaryumda stereolojik 6n ¢alisma yapildi. Disektér sayim yontemine
gore primordiyal, primer, preantral ve erken antral follikiillerin toplam sayimmi igin
follikiillerin morfolojik smiflandirilmas1 ve sayim kriterleri belirlendi. Cavalieri
prensibine gore ovaryumun toplam, korteks ve medulla hacimleri ile medullanin

kortekse ve toplam hacime orani hesaplandi.
Stereolojik 0n ¢calisma

Ovaryumda stereolojik bir ¢alisma yaparken yayinlanan benzer calismalarin
incelenmesi oldukca yararli olmaktadir. Bununla beraber stereolojik bir 6n c¢alisma
yapmak her zaman daha dogru ve daha az hata yapmay1 saglar. Bu amagla 6n calisma

yapildi.
1- Preantral faz ve erken antral follikiillerin morfolojik siniflandirilmasi yapildi.

2- On calismada dokuda fraksiyonlama yapilmadan ovaryumu biitiin olarak
bloklanmasina karar verildi. Ciinkii sayilacak pargacik birkag yiiz arasinda degisiyorsa
fraksiyonlama yapilmayabilir. Dokuyu temsil edecek oranda en az 100-200 tanecik

sayacak miktarda preparat (kesit) sayisi belirlenir (Gundersen, 1986).

3- Tanecik boyutunun biiyiikliigiine (¢apina) gore kesit kalinlig1 belirlendi. Kesit
kalinlig1 sayilan en kiigiik ¢apli tanecigin 1/3 veya 1/4'iinden kiiciik olmalidir (Unal B.
Ve ark). Bu yiizden en kiiciik follikiil olan primordiyal follikiil ¢apina (25-30 um’dir)
(Esrefoglu, 2011) gore kesit kalinlig1 belirlendi. Kesit kalinligi 25/3 yaklasik 7 pm

olarak alindu.

4- Calismada, "hata katsayisinin"HK (coefficient of error, CE), 0.05 ten kiigiik
(Cruz-Orive ve Weibel, 1990) olmasi i¢in sayilan parcacik en az 100-200 (Gundesan,
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1986) arasinda olacak sekilde uygun oOrnekleme alan cetveli hazirlandi. Olgiim
yogunlugu i¢in 4 haftalik sigan ovaryumunda 15-20 aras1 kesit ve her 10 kesitte biri, 10
haftalik sican ovaryumunda 15-18 arasi kesit ve her 17 kesitte bir alinmasina karar

verildi. On ¢alismada HK degeri ortalama olarak 0.03 olarak hesaplandi.

5- Bireyler arasi nicelik farkliliklarinin Degisim Katsayis1 (DK), toplam
degisken en aza indirmek proje asamasinda i¢in her grubta hayvan sayisi 7 olarak kabul
edildi. Saymm ig¢in uygun tarafsiz sayim cgergeveleri belirlendi ve c¢ergeve alanlari
hesapland1 (Unal ve ark., 2002). Varyasyon katsayisi istatiksel anlamda (P<0.005)
olmasi i¢in (CE ve CV), primordiyal ve primer (unilaminer) follikiil saymmi 4’lik
objektifte 44 944 pm? araliklarla ilerleyerek daha fazla alanda sayim yapildi. Preantral
ve erken antral follikiil sayimi i¢in genis sayim g¢ergevesi kullanarak 10’luk objektifte ve

265 225 pm? tarafsiz sayim cergevesiyle tanecik sayimi yapildi.

Sayim i¢in kullanilan 6rnekleme alan cetvelinde sistematik bir sekilde ilerlendi
ve rasgele bicimde dokunun baslangi¢ noktasinda herhangi bir yerinde baslandi.
Disektdr kuralma gére SRO yapildi (Gundersen ve Jensen, 1987). Kesit ¢iftlerinin drnek
kesitte bulunup, gbzlem kesitinde bulunmayan tanecikler, tarafsiz sayim g¢ergevesinin
kurallarina gére sayildi (Unal ve ark., 2002). Tarafsiz sayim cergevesinin sayim

kurallarina gore sayim yapildi.

Calismay1 hatasiz ve eksiksiz tamamlamak i¢in, mikrotom, doku takip cihazi,
etliv, su banyosu, deparafinizasyon, boyama, lam kirilma gibi hatalara kars1 bir yedek
lam alindi. Yedek lamlarin asil lamlarin ardisigi olmasina dikkat edildi. ELISA

caligsmasi i¢in sigan serumlari ikiye ayrilarak yedekleri elde edildi.
Disektor sayim yontemine gore follikiil sayim

Follikiillerin morfolojik siniflandirilmasinda kriterler belirlendi. Calismada
primordiyal, primer, preantral ve erken antral follikiiller sayildi. Primordiyal follikiiler,
oositi ¢evreleyen tek tabaka yassi graniiloza hiicrelerinin gozlemlendiginde (Esrefoglu,
2011) sayildi. Hem kiibik hem de yass1 graniiloza hiicrelerle ¢evrili transizyon follikiiler
(gecis follikiiller) goriildiigiinde ve yassi hiicreler baskin oldugunda primordiyal olarak

sayild1 (Pedersen ve Peters'in 1968; Alves ve ark., 2015). Primer follikiiller, oositi
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cevreleyen tek tabakali kiibik graniiloza hiicrensin varliginda (Mescher, 2015.) sayildi.
Preantral follikiiller (multilaminar) antrum olmaksizin, birden fazla kiibik graniiloza
hiicresi tabakasi ile ¢evrelendigi (Leung ve Adashi, 2004; Esrefoglu, 2009) ve erken
antral follikiiller antral bosluklar goriildiigiinde yani antral follikiillerde agik¢a bir veya
iki antral bosluga sahip oldugunda (Mayers ve ark., 2004) sayildu.

Sayim kriterleri i¢in ovaryumun heterojen yapist nedeniyle primordiyal, primer
ve diger follikiiller arasinda var olan biiyiik boyut farklarindan dolay1 follikiil sayilarini

belirlemek i¢in farkli yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir (Mayers ve ark. 2004).

Primordiyal ve primer follikiiller, oositi ve onu g¢evreleyen graniilaza hiicreleri
ile birlikte referans boliimiine uygulanan tarafsiz sayim gergevesinde iist ve sag yan
kesikli sinirlarina degen ve tamamen g¢erc¢evenin iginde kalan follikiiller sayima dahil
edildi. Saymm gergevesinin alt ve sol devamli sinirlarina degen, gergevenin disinda
kalan (Gundersen, 1986) ve parcalanan follikiiller sayima dahil edilmedi. Boylece bir

ovaryumda ham primordiyal ve primer follikiil sayis1 (Q ) hesaplandi.

Preantral ve erken antral follikiil caplari oldukga birbirinden degiskenlik
gosterdiginden oosit ¢ekirdegi referans alindi. Cekirdek sayisi follikiiller sayisina
esitleyerek preantral ve erken antral follikiil sayildi. Preantral ve erken antral ardigik
kesitler kullanarak oosit c¢ekirdegi goriinen ornek kesitine uygulanan tarafsiz sayim
cercevesi icinde, sag iist ve sag yan kesikli ¢izgilere degen yani dislama sinirlar ile
kesismeyen (Gundersen, 1986) ve goézlem bolimiinde ise goriinmeyen follikiiller
sayildi. Sayim gergevesinin alt ve sol devamli smirlarina degen ve disinda olanlar
sayima dahil edilmedi (Gundersen, 1986). Boylece ham preantral ve erken antral
follikiil sayilar1 (Q) hesapladi. Hesaplanan tiim follikiiller toplam alana boéliinerek

ortalama follikiil sayis1 bulundu (Q").

Primordiyal, primer, preantral ve erken antral follikillerin toplam sayimi igin
primordiyal ve primer follikiiller 40°lik objektifte, 6rnekleme alan cetvelinde adim
araligi 212x212 (44944) um?® olacak sekilde 6762 pm? tarafsiz sayim cercevesi
kullanildi. Preantral ve erken antral oosit ¢ekirdek sayisi preantral ve erken antral

follikiil sayisina esitlenerek (Mayers ve ark., 2004) 1’luk objektifte, 6rnekleme alan

69



cetvelinde 425x425 (180625) um® adim araligi olacak sekilde 265225 pm’ tarafsiz

sayim ¢ergevesi kullanildi.

Bir ovaryumda toplam follikiilleri sayisinin (N) hesaplanmasi i¢in kullanilan

formiil asagida gosterilmistir:

N= Q" X ZPi X k X _e/p) (Howard ve Reed, 1998)

a(sergeve)
N=Toplam follikiil saysi,
Q™=Ortalama follikiil sayis1,
k=Kag¢ adimda bir kesit alindigini ifade eder yani adim araligidir.
> Pi=Noktal1 alan cetvelinde toplam nokta sayisi,
(a/p)=Noktal1 alan cetvelde bir noktanin temsil ettigi alandir.
a(gerceve)=Tarafsiz sayim ¢ergevesinin alanidir.

(a/p)= Noktali alan cetvelinde bir noktanin temsil ettigi alanin hesaplanmasi;
biiyiitme derecesine gore (6rnegin 4’likk objektifte), ovaryum diizeyindeki gergek
uzunlugunun karsiliginin hesaplanmasi gerekir. Bu amagla iki nokta arasindaki mesafe
bir cetvel yardimiyla 6l¢iidiir. Bu mesafe 24 mm olarak hesaplandi ve 24 000 pm
cevrildi. Biiylitme orani mikrometrik disk yardimiyla bulundu. Mikrometrik disk
yardimiyla 4’lik objektifte 6’mm=50"um karsilik geldigi bulundu. 6mm uzunlugun
karsilig1 olarak 6000 um elde edildi.

Biiyiitme orani=6000/50=120

Biiylitme oram1 120 olarak bulundu. Bu oran bize 1Imm’yi ka¢ defa

biiyiittiiglimiizii géstermektedir.

Noktali alan cetvelinde iki nokta arasi uzunluk biiylitme oranina bolerek iki
nokta arasmin sanal uzunlugunu mikrometre karsiligi bulundu. iki nokta arasindaki

uzunluk:
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24000 pm olarak yukarida hesaplandi. Bu durumda Iki nokta arsindaki sanal
uzunluk= 24000/120=200 pm’dir.

Dolayisiyla 200 pum, iki nokta arasindaki uzunluk olan 24 mm’nin sanal ortamda

um karsiligidir. Bu durumda; noktali alan 6l¢iim cetveldeki bir nokta alan:

(a/p)= 200x200=40000 pm?dir. (a/p) degeri Cavalieri prensibine gére hacim

hesaplanmasinda ve toplam follikiil sayisinda kullanilda.

Tarafsiz sayim ¢ergevesinin alanin hesaplanmasi; ¢alismada follikiillerin ¢aplar
birbirinden oldukca farkli olduklari i¢in, iKi ayr1 tarafsiz sayim gergevesi kullanildi.
Primordiyal, primer (unilaminer) follikiilleri 40’hk ve 6762 pm? tarafsiz sayim
gergevesi ve preantral ve erken antral 10’luk objektifte ve 265 225 pm? tarafsiz sayim

cetveli kullamldi.

Tarafsiz sayim g¢ercevesinin bir kenarinin uzunlugu cetvelle 6lgiidiir. Bu deger
um’ye cevrildi. Sayim yapildig1 objektifin derecesi goz Oniine alinarak, biiyiitme orani
hesaplanir. Tarafsiz sayim ¢ergevesinin bir kenarinin um uzunlugu biiyiitme oranina
boliinerek bu uzunlugun sanal ortamda doku seviyesindeki mikrometre karsiligini
bulundu. Iki kenarinin c¢arpilmasi ile a(gerceve)’nin alani hesaplandi. Calismada

kullanilan a (¢erceve)’lerin alanlarinin hesaplanmasi asagida gosterilmistir.

Tarafsiz sayim c¢ercevenin alanmin 40°lik objektifte hesaplanmasi; 40’lik
biyiitmedeki 38 mm karsiligt 50’um. Bu biiylitmede primordiyal ve primer
(unilaminer) follikilleri sayildi. a(¢er¢eve)’nin bir kenarinin uzunlugu (a) = 6.25 cm’dir.

40’11k objektif i¢in hesaplamalar.

38x1000=38000 pm’ye ¢evrildi. Bu say1 50 um’ye boliinerek biiyiitme orani
hesaplandi.

Biiyiitme oran1=38 000/50=760

a(gerceve) bir kenarmin uzunlugu 62.5mm’dir. 62.5x1000=62500 pm’dir. Bu
say1 biiyiitme oranina boliiniir. Bdylece a(¢ergeve)’nin bir kenarinin sanal ortamda doku

tizerinde mikrometre karsilig1 bulunmus olur.
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a(gerg¢eve)’nin bir kenarin sanal uzunlugu=62500/760=82.23 um’dir. Dolaysinla

a (¢erceve)’nin alani:
a(cerceve)=axa
a=tarafsiz sayim cetvelinin bir kenarinin uzunlugudur.
a(cerceve)’nin alani= 82.23x82.23=6762 umz

Tarafsiz sayim ¢ercevenin alaninin 10’lik objektifte hesaplanmasi; 10’lik
objektifte 50’um karsiligi 10 mm’dir. Bu objektifte Preantral (Multilaminer) ve erken
antral follikiil sayildi. 10’ luk objektif i¢in hesaplamalar:

10mm x1000=10000um’ye g¢evrildi.

Biiyiitme Orani=10000/50=200 hesaplandi.

a(gergeve) bir kenarinin boyu=103mm= 103x1 000=103000 pm
a(gergeve) nin bir kenarinin sanal uzunlugu=103 000/200=515 pm.
a(¢cerceve)’nin alan1=515x515=265 225 pmz

10 haftalik kontrol grubu sican ovaryumunda primordiyal, primer (unilaminer),
preantral (multilaminer) ve erken antral follikiillerin sayim1 i¢in adim araligi = 17, kesit
kalinlig 7 pm, (a/p)=40000 pm? 40’lik objektifte 6762 pm? 10°lik objektif 265 225
um®lik tarafsiz sayim ¢ercevesi kullamldi. Elde edilen follikiil sayilari rnekleme alan
cetvelindeki fraksiyonlama oraniyla ¢arpildiginda 10 haftalik kontrol grubu bir Sigan
ovaryumunda ham primordiyal follikiil sayis1 (Q)=366, ham primer (unilaminer)
follikiil sayis1 (Q)=80, ham preantral (multilaminer) follikiil (Q)=128, ham erken
antral follikiil i¢in (Q)=144’tiir. 4 haftalik sigan ovaryumunda ham primordiyal (Q")
=384, ham primer (unilaminer) follikiil (Q) =112, ham preantral (multilaminer) follikiil
(Q) =192, ham erken antral follikiil i¢in (Q )=112 olarak hesaplandi.

Kontrol grubu 10 haftalik primordiyal follikiil ham sayisi= (Q) =366 ve primer
(unilaminer) ham follikiil say1s1=80’dir. Bu follikiiller 4’liik objektifte, drnekleme alan

cetvelinde 16 da bir ilerleyerek 3282 alan taranarak elde edildi. Preantral ham follikiil
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(Q)=128, erken antral ham follikiil i¢in (Q) =144 olarak hesaplandi. Bu follikiiller
1’lik objektifte 6rnekleme alan cetvelinde 16 da bir ilerleyerek 161 alan taranarak elde

edildi. Bu durumda bir alana diisen ortalama follikiil sayilar1 asagida gosterilmistir:

Q_(primordiyal) :£=0.0069

3282x16

~— _ 80 _
Q (primer)—m—o.omﬁ
- 128

Q (preantral):m =0.0496

Q_(erken antral):£:0.0559

161x16

¥Pi=4023 Cavalieri prensibine gore bir ovaryumda sayilan toplam nokta
sayisidir. 10 haftalik kontrol grubu bir sigan ovaryumumda toplam nokta sayis1 4023
olarak hesaplandi.

(a/p)=40000 pm?

a(¢cergeve)’nin alani=6762 umz 40’lik objektifte
a(gergeve)’nin alani=265225 um? 10°lik objektifte
k=Adim araligi=17

N=0"xEPixkx —2L

a (cerceve)

Disektor-Cavalieri Kombinasyonuna formiiliinde veriler yerlerine yerlestirildi 10
haftalik bir sigan ovaryumunda toplam disektor pargacik sayist hesaplandi.

Hesaplamalar asagida verilmistir.

N=0.0069x4023x17x

40000 : .
p =2791 primordiyal follikiil

62

20099 _ ¢ 06 Primer follikiil
6762

N=0.0015x4023x17x

40000
265225

N=0.0496x4023x17x% =513 preantral follikiil
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40000
265225

N=0.0559 x4023x17x =576 erken antral follikiil sayis1

Fiziksel disektoriin sayim prensibine gore 10 haftalik kontrol grubu sican
ovaryumlarinda hesaplamalar yapildi ve ilgili formiiller kullanildi. 2791 primordiyal,
606 primer (unilaminer) follikiil, 513 preantral ve 576 erken antral follikiil sayisidir. Bu
yontemle diger 10 haftalik sigan gruplarinda da yapildi. Tiim sonuglar ve CD
degerleriyle beraber bulgular kisminda Tablol2-16’larda gosterilmistir. Bu sayim,
Cavalieri-disektor sayim prensibi kombinasyonuna gore tek bir formiille dayanarak elde
edilmistir. Bu islemler 4 haftalik Sican ovaryumuna da uygulandi, tiim sonuglar

bulgular kisminda CV degerleriyle beraber, Tablo17-21’larda gosterilmistir.
3.2.4. Korpus luteumlarin sayimi

Disi siganlarda jlivenil donem 3-4,5 hafta arasidir. Jiivenil donemde follikiiller
Ostrojen sekresyonuna baglarlar. Jiivenil donemden {i¢ giin sanra peripubertal donem
baglar. Peripubertal donemde uterus suyla doludur. Bu dénemde gonadotropinlerdeki
artis ilk ovulasyonlara neden olur. Ovaryum gelisimi gonadotropinlere, FSH, LH,
GnRH, prolaktin ve biiyiime hormonu baghdir (Advis ve Ojeda, 1979). Disi sicanlarda
puberteye vaginal agiklik ve ilk prodstrusiin girmesiyle baslar. Vaginal agiklik ilk defa
33-42. giinlerde, viicut agirligr yaklasik 100 gram iken meydana gelir (Maeda ve ark.,
2000). Siganlarda prodstrus déoneminde salinan LH dalgalar1 ovaryumda preovulatuvar
follikiillerde (preovulator follikiil 0,9-1,0 mm ¢apinda) ovulasyonun meydana gelir ve
KL’un olusmasina neden olur (Fortune, 1994). Bu durumda 4 haftalik sigan juvenil
donemdedir ve puberteye ancak 5-6 haftalar arasinda girmektedir. Dolayisiyla

calismada 4 haftalik sican ovaryumlarin hi¢birinde KL’a rastlanmadig i¢in sayilamada.

Calismada 10 haftalik sigan ovaryumunda ovulasyon gdstergesi olan KL sayildi.
Bir ovaryumda elde edilen tim lamlar Zeiss Axioskop 4 (Carl Zeiss, Gottingen,
Germany) mikroskobunda, biitiinligii bozulmamis, sinirlari belirgin olan geng ve yash
tim KL’lar sayildi. En fazla KL sayisina sahip kesit belirlendi. O kesitteki toplam KL
sayis1 hesaplandi. Sonuglar bulgular kisminda Tblo 12-16’larda verilmistir.
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3.2.5. Ovaryumun toplam hacminin hesaplamasi

Ovaryumun toplam hacim (XV) hesaplamak i¢in Cavalieri prensibi kullanildi.
>Pi= Noktali alan 6l¢iim cetveliyle bir ovaryumda toplam nokta sayisini hesaplanmasi
icin tiim kesitler 4’liikk objektifte fotograflar1 g¢ekildi. Tiim kesitlerin hep ayni yone
bakan kesitlerin yiizleri 6l¢iim i¢in kullanildi. Shtereom 1.5 paket programimda ilk
olarak kalibrasyonu yapildi, 4’lik objektife gore noktali alan cetveli agildi ve
fotograflar lizerine goriintiilendi. Kesit kalinligi 7um olarak yazildi. HK 0.05<olacak
sekilde, iki nokta aras1 mesafe belirlendi. Once medullaya diisen noktalar sayild: sonra
kortekse diisiin noktalar sayildi. Medulla ve kortekse diisen tiim noktalar toplanarak
ovaryuma diisen toplam nokta sayisi hesaplandi. Dolayisiyla medulla, korteks ve toplam
ovaryum hacimleri ayri ayr1 hesaplanirdi ve medullanin kortekse ve medullanin toplam

hacime oran1 belirlendi.
>V=XPixkxhx(a/p) (Howard ve Reed, 1998)
YPi=Noktal1 alan cetvelinde toplam nokta say1s1=4023
k=Adim aralig1 ifade eder=17
h=Kesit kalinligi=7um
(a/p)=Noktal1 alan cetvelde bir noktanin temsil ettigi alan= 40000 pm?

YV=4023x17x7x40000=19 149 480 000 pm®

19149 480 000

TV= =19.14948 mm?.
1000X1000x1000

Buna gore 10 haftalik kontrol grubuna ait bir sican ovaryumunun Cavalieri
prensibine gore hacmi 19.14948mm? diir. Bu islem tiim ovaryumlara uygulandi. Ayrica
deney grublarin korteks ve medulla hacimleri hesaplandi. Deney grubuna ait Cavalieri
prensibine gore tiim hacim ve CD degerleri sonuglart bulgular kisminda tablo 2-10 ve

11°da gosterilmistir.
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3.2.6. Biiziisme orani hesaplanmasi

Sican ovaryumlarin diseksiyonundan hemen sonra bir cetvel yardimiyla ve
biiyiite¢ altinda eni ve boyu 6l¢iildii. Ornegin 10 haftalik bir sican ovaryumun boyu ve
eni (6x5) mm olarak ol¢iildii. Ayni rat ovaryumu doku takip, boyama isleminden sonra
lam tizerindeki o kesitin en genis eni ve boyu ayni cetvelle itinayla 6lgiildii. Ovaryumun
en genis ylizey alan1 5x4mm olarak 6igiildii. Asagidaki formiil kullanilarak % biiziisme

hesaplanda.

Islem sonrasi1 ovaryumun yiizey alani

Biiziisme oran % = (Noorafshan, 2013)

islem 6ncesi ovaryumun yiizey alani

Bu islem 70 sigan ovaryumu igin yapilarak her bir ovaryumun biiziisme oran
hesaplandi. Her grubun kendi i¢inde ortalamasi alindi ve ortalama biiziisme degeri

bulundu.
5x4
Biizlisme oran1 %= £:%66

Kontrol grubuna ait 10 haftalik siganlardaki ovaryum dokularinin biiziisme orani

%66°dir. Cavalieri prensibine gore hesaplanan hacime biizisme orani ilave edildi.
TV=19.14948x%66=31.788 mm".

Bu deger bir ovaryumun doku takibinden sonra hesaplanan hacimidir. Diger

sonuglar ve CD degerleri bulgular kisminda tablo 2-10 ve 11°da gosterilmistir.

Sigan ovaryumuna ait medullanin korteks hacime orani asagida gosterilen
formiille hesaplandi.

YL, p medulla hacim

0, = .
Vv %6medulla L, p korteks hacim

2717 _ 9416.898

Vv %medulla= =
16.078

Kontrol grubuna ait 10 haftalik sigan ovaryum medullasinin korteks hacime
oranini %16.898’dir. Diger sonuglar ve CD degerleri bulgular kisminda tablo 2-10 ve

11°da gosterilmistir.
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Sican ovaryumuna ait medullanin toplam hacime oranmi asagida gdosterilen

formiille hesaplandi.

Yiv, p medulla hacim

Vvo =
V %medulla Y[, Ptoplam hacim

2.717
VvV %medulla= mz 9014.188

Kontrol grubuna ait 10 haftalik sigan ovaryum medullasinin toplam hacime orani
%14.188°dir. Diger sonuglar ve CD degerleri bulgular kisminda tablo 2-10 ve 11°da

gosterilmistir.
3.2.7. ELISA ¢alisma prosediirii
Biotech Co., Ltd. China Cat No: YHB0745Ra ELISA Kkite ait ¢alisma prosediirii:

1. Siganlara ait serum Ornekleri -20 de diprizde ¢ikarildi ve oda sicakligina
getirildi. Sican serumlart grublarina gore ayrildi. Listelenerek kuyucuklardaki yerleri

belirlendi.

el

1

L

Sekil 29. ELISA prosediiriine gore standart kuyucuklarin diliisyon semasi.

2. Ik bes kuyucuk standartlar igin ayrildi. Bu amagla bes tiipe 120ul standart
solusyonu konuldu. Ilk kuyucuga 120pl standart konuldu ve iyice pipetlendi. Ilk
kuyucuktan 120ul alinarak 2. kuyucuga pipetlendi. Bu islem son kuyucuga kadar devam
edildi. Son kuyucukta toplan hacim 240ul’ye ulasti (Sekil 25).

3. Ik bes kuyucuga diliie edilmis standarttan 50ul diliient pipetlendi. Diger
kuyucuklara 40ul sigan serumlari pipetlendi. 50ul streptomicin-HPR standart
kuyucuklarm ve sigan serumlarm iizerine pipetlendi. Akabinde 10ul MIS-AMH
antibodies sadece calisma serumlarinin {izerine pipetlendi. Ayrica bir kuyucuk blank

olarak ayrildi. Bu kuyucuga hicbir sey konulmadi.
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4. Mikrostriplermn tizeri mikroflimle kapatildi ve 37 °C, 60 dakika inkiibasyona
birakildu.

5. Yikama soluyanu 1/30 oraninda hazirland1 ve mikrostripler 5 defa yikanda.

Ters gevrilip kurutma kagidina birkag kez vurularak kurutulmasi saglandi.

6. Her kuyucuga Chromogen Solution A 50ul ve Chromogen Solution B 50ul
pipetlendi, 15 dakika karanlik odada inkube edildi.

7. Stop solution 50ul her kuyucuga pipetlendi.

8. 450 nm de okuyucuda mikrostribler okutuldu.

kon
18
16 ——V:—Hﬂ—ZE-X’%E-En_‘G?—
14 RZ = 0,9969
12
12 S + kon
6 /' Dogrusal (kon)
4 &
2 /
0 T T 1
0 0,5 1 1,5

Sekil 30. ELISA sonuglari igin standart egri olusturulmasi. Konsatrasyon (kon)
R?=0,9969 olmasi calismanin %100 yakin ¢iktigini ifade eder.

Tablo 1. AMH ig¢in optik dansite ve konsantrasyon karsilig

Konsatrasyon oD ng/mi
500 1.689 32 ng/ml
250 1.17 16 ng/ml
125 0.796 8 ng/ml
62,5 0.524 4 ng/ml
31,25 0.365 2 ng/ml
Blank 0.102 0 ng/ml

Veriler standart egri olusturularak degerlendirildi. 450 nm konsantrasyonlari
2ng/ml—32ng/ml (Biotech Co., Ltd. China Cat No: YHBO0745Ra ELISA kiti referans

degerlerine) gore diisiik, normal ve yiiksek olarak AMH hormon deger ng/ml 6l¢iildii.
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Bu degerler 1.00 ng/ml kiigiik ise diisiik, 1.00-3.5 ng / ml arasindaki degerler normal,
3.5’ten biiyiik degerler yiiksek (Zarek SM ark., 2015) olarak degerlendirildi. Ayrica
daha diisiik ve daha yiiksek AMH degerleri de belirlendi. ELISA calismalarinda CD
degeri %15’1n altinda olmas1 sonuglarin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir %15 tizerinde
olan degerlerde pipetleme ve laboratuvar hatalarindan kaynaklanmaktadir (Stanton SJ
and Schultheiss OC, 2009). Calismada ELISA i¢in CD= 0.2-0.4 olarak bulundu.

Serum AMH ve CD sonuglar1 bulgular kisminda Toblo 12-21’larda verilmistir.
3.2.8. Gegirgenli elekron mikroskobun calisma prosediirii

Gegirgenli elekron mikroskobun ¢alismas1 Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji

Uygulama ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir

Kullanilan kimyasal maddeler

Glutaraldehit: Dokularin fiksasyonunda kullanilmistir.

Paraformaldehit: Dokularin fiksasyonunda kullanilmigtir.

0,1 M Sodyum fosfat tamponu: Dokularin fiksasyonu i¢in kullanilmustir.
Osmium tetroksit: Dokularin ikinci fiksasyonu i¢in kullanilmistir.
Ethanol: Doku takibinde kullanilmistir.

Propilen oksit: Doku takibinde kullanilmistir.

Araldit resin: Dokularin gémiilmesinde kullanilmistir.

Toluidin blue: Dokularin yar1 ince kesitlerinin boyanmasinda kullanilmistir.
Potasyum fosfat: Tampon hazirlanmasinda kullanilmistir.

Sodyum fosfat: Tampon hazirlanmasinda kullanilmistir.

Uranil asetat: Dokularin ince kesitlerinin boyanmasinda kullanilmistir.
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Elektron mikroskobunda kullamlan kimyasal maddelerin icerikleri ve

hazirlanmasi
Osmium tetroksit’in hazirlanmasi

Yiizde 2 lik osmium tetroksit hazirlamak i¢in siyah bir siseye 5ml distile su konulduktan

sonra osmium tetroksit ampulii sise icinde ¢alkalanarak kirilir ve 24 saat beklenir.
Araldit’in hazirlanmasi

Araldit CY 212 0.02 M (20 ml)

Dodesennilsukinik anhidrit (DDSA) 0.02 M (20ml)

Benzil dimetilamin (BDMA) 0,0006 M (0.6ml)

Dibutilfitalat 0.001 M (1 ml)

Maddeler yukaridaki sirayla hava kabarciklar1 yok oluncaya kadar oda sicakliginda

karistirilir
Toluidin blue boyasinin hazirlanmasi
Toluidin blue 0.001 M (1g)
Borax 0.001 M (1g)
Distile su 0.01 M (100ml)

Toluidin blue boyasi yukarida verilen maddelerin sirasiyla karistirilmasiyla 1sitict

tablada hazirlanir.

Kursun Nitrat Hazirlanmasi
Kursun nitrat 0.001 M (1.33g)
Sodyum sitrat 0.001 M (1.799)

Distile su 0.03 M (30ml)
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Yukarida verilen maddeler karistirilarak 50 ml lik beherde yavas bir sekilde 30 dakika

stire ile karistirilir ve daha sonra bu karisim 50 ml distile su ile tamamlanir.
Uranil Asetat Hazirlanmasi

Uranil asetat etil alkolde ¢oziinerek yanina NaOH tabletlerden konulur ve 2 saat

beklenilir.
Orneklerin elektron mikroskobu incelemesi icin hazirlanmasi

Sican ovaryum dokularinin tampon formaldehit solusyonundan sonra 12 saat
akar su altinda tutuldu. pH:7.4 0.1 M fosfat tamponu ile %2.5’lik glutaraldehit (pH:
7.2) solusyonu igerisinde gergeklestirilmistir. %2,5’lik glutaraldehit igerisinde 24 saat
boyunca dokularin ilk fiksasyonu yapilmistir. Daha sonra 3 kere 15°er dakikada bir
degistirilmek suretiyle pH: 7.4, 0.1M fosfat tamponu ile yikanmustir. Ikinci fiksasyon
olan osmium tetroksit igerisinde 2 saat rotatorda dondiiriilerek oda sicakliginda
bekletilmistir. Doku daha sonra 3 kez 15’er dakika fosfat tamponunda yikanmistir.
Dehidratasyon isleminde, +4 °C’ de %50, %70, %90’lik etil alkolde 2 ser kez 15’er
dakika; %96, %100°’lik etil alkolde 2’ser kez 30 dakika olarak uygulanmistir. Daha
sonra dokular propilen oksitte 2 kez 30‘ar dakika, rotatorda 1:1 oranindaki propilen
oksit ve araldit karisiminda 2 saat bekletilmistir. Dokular saf araldit igerisinde rotatorda
bir gece bekletildikten sonra gomme islemi yapilmistir. Polimerizasyon islemi 2 giin

boyunca 60°C lik etiivde gerceklestirilmistir.
Yar1 ince Kesitlerin alinmasi

Plastik bloklar trimlendikten sonra Leica ultramikrotomda 80nm’lik yar1 ince
kesitler alinmistir. Alinan ince kesitler, petri kabina konulan toluidin blue boyasi i¢inde
7 dakika bekletilmistir. Daha sonra kesitler temiz petri kabina konulan distile su iginde
2-3 dakika bekletildikten sonra fazla boyadan arindirilmistir. Lamlara alinip kuruduktan

sonra 151k mikroskobunda incelenerek bdlge secimi yapilmustir.
Ince Kkesitlerin alinmasi

70-100 nm olan ince kesitler 200 mesh bakir gridler iizerine alinip %2’lik uranil

asetat’ta 1 saat siiresince boyanmistir. Gridler, fosfat tamponu ile yikandiktan sonra 15
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dakika kursun asetat ile muamele edilmistir. Kursun asetat ile muamelesinden sonra
tekrar yikanmis, bdylece numuneler elektron mikroskobunda incelemeye hazir hale

getirilmistir.
Orneklerin gegirgenli elektron mikroskobunda incelenmesi

Ornekler Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan Jeol Marka JEM-1100 model TEM ile incelenmis ve sitopatolojik
degisiklikler ayni elektron mikroskobuna bagli GATAN marka, 782 yandan girisli
ES500W Erlangshen Model CCD kamera ile fotograflanmustir.

82



4. BULGULAR

Gebe siganlara uygulanan DS’un (Voltaren, 75mg/3 ml ampul, CIBA GEICY,
Istanbul, IM) ve TQ’un dogum sonras1 4 ve 10 haftalik yavru sicanlarin ovaryumlarinda
toplam hacim, korteks hacim, medulla hacim ile primordiyal, primer, preantral ve erken
antral follikiil sayisi lizerine etkisi stereolojik ve biokimyasal yontemle arastirildi.
Ayrica gebelikte kullanilan DS ve TQ’un postnatal ovaryumlarin ovulasyona, toplam,
korteks, medulla hacimlerine ayrica medullanin korteks ve toplam hacim oranina
etkileri stereolojik yontemlerle degerlendirildi. Dolayisiyla DS ve TQ’un postnatal disi
ovaryumda etkileri belirlendi.

Calismamizda; 4 haftalik ve 10 haftalik sicanlarda primordiyal, primer,
preantral, erken antral follikiillerin sayimi igin fotograf atismanli mikroskop (Zeiss
Axioskop 4 Carl Zeus Géttingen, Germany) kullanilarak belirlendi. Stereolojik olarak
Cavalieri-disector prensibi kullanilarak hesaplandi. Cavalieri yontemine gére Shtereom
1.5 paket programi hacim oOlglimii i¢in kullanildi. AMH mikro ELISA yontemiyle
calisild1 ve Biotech Co., Ltd China Cat No: YHB0745Ra ELISA kiti kullanildi.

4.1. Ovaryum Hacim Bulgulari

Calismada 10 haftalik sigan ovaryumda; Kontrol grubu ortalama toplam hacim
18.501mm?®, korteks hacim 15.425mm° medulla hacim 3.024mm?® ile medullanin
kortekse oran1 19.671 ve medullanin toplam hacime orami 16.278 yiizde olarak
hesaplandi. Biiziisme oram ilave edildikten sonra toplam hacim 30.630mm?Zolarak
hesapland: (Tablo 2). SF grubunda ortalama toplam hacmi 10.681mm?, korteks hacmi
8.799mm?, medulla hacmi 1.883mm? ile medullanin kortekse 19.97 ve toplam hacime
oran1 17.771 yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani ilave edildikten sonra toplam
hacim 17.730mm? olarak hesapland: (Tablo 3). DS grubunda ortalama toplam hacim
14.634mm?®, korteks hacim 11.320mm?, medulla hacim 3.310mm? ile medullanin yiizde
olarak kortekse 27.941 ve toplam hacime oran1 22.731 olarak hesaplandi. Biiziisme
oran1 ilave edildikten sonra 24.291mm?® olarak hesapland: (Tablo 4). DS-TQ grubunda
ortalama toplam hacim 13.497mm? korteks hacim 10.280mm?® medulla hacim
3.217mm? ile medullanin kortekse 31.273 ve toplam hacime oram 24,587 yiizde olarak

hesaplandi. Biiziisme oram ilave edildikten sonra 17.880mm? olarak hesapland: (Tablo
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5). TQ grubunda ortalama toplam hacim 16.168mm?®, korteks hacim 12.342mm?,
medulla hacim 3.546mm? ile medullanin kortekse 28.652 ve toplam hacime orani 21.93
yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani ilave edildikten sonra 26.501mm? olarak
hesaplandi (Tablo 6).

Calismada 4 haftalik sigan ovaryumda; Kontrol grubu ortalama toplam hacim
3.019mm?, korteks hacim 2.721mm?* medulla hacim 0.297mm? ile medullanin kortekse
11.004 ve toplam hacime oran1 10.078 yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani ilave
edildikten sonra 4.529mm? olarak hesaplandi (Tablo 7). SF grubu ortalama toplam
hacim 3.203mm?, korteks hacim 2.833mm?®, medulla hacim 0.263mm? ile medullanin
kortekse 9.994 ve toplam hacime oran1 8.791 yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani
ilave edildikten sonra 4.826mm? olarak hesaplandi (Tablo 8). DS grubu 4 haftalik sigan
ovaryumun ortalama toplam hacim 3.041mm?, korteks hacim 2.718mm?, medulla hacim
0.352mm? ile medullanin kortekse 12.776 ve medullanmn toplam hacime orani 11.930
yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orami ilave edildikten sonra 4.456mm® olarak
hesaplandi (Tablo 9). DS-TQ grubu ortalama toplam hacim 2.432mm?, korteks hacim
3.092mm?®, medulla hacim 0.340mm? ile medullanin kortekse 11.450 ve toplam hacime
oran1 10.004 yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani ilave edildikten sonra 5.148mm?®
olarak hesaplandi (Tablo 10). TQ grubu ortalama toplam hacim 4.054mm?, korteks
hacim 3.560mm?, medulla hacim 0.488mm? ile medullanin kortekse 13.592 ve toplam
hacime orani1 12.180 yiizde olarak hesaplandi. Biiziisme orani ilave edildikten sonra
6.092mm? olarak hesaplandi (Tablo 11).
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Tablo 2. Kontrol grubu 10 haftalik sican ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

Kontrol | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %61
10 hacim hacim | hacim korteks | Toplam Biiziisme | HK
haftalk | (mm)®* | (mm)® |[(mm)®> | %oran | hacim CD=0.09

CD=0.1 | CD=0.1 | CD=0.2 |CD=0.2 | % oran

CD=0.1
Sican1 | 19.149 | 16.078 | 2.717 16.898 14.188 30.829 0.01
Sican 2 | 18.054 | 14.296 | 3.759 26.264 20.820 29.066 0.01
Sigan 3 | 18.287 | 16.036 | 2.250 14.030 12.303 30.356 0.01
Sican4 | 17.597 | 14.906 | 2.691 18.053 15.295 28.331 0.01
Sican5 | 14.299 | 11.763 | 2.535 21.550 17.728 28.014 0.01
Sican 6 | 19.203 | 16.699 | 2.503 14.988 13.034 30.916 0.01
Sican 7 | 22.915 | 18.198 | 4.716 25.914 20.580 36.895 0.01
Ort. 18.501 | 15.425 | 3.024 19.671 16.278 30.630 0.01
Tablo 3. SF grubu 10 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

SF10 | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %66
haftalik | hacim hacim hacim Korteks | Toplam | Biizisme | HK

(mm)®* | (mm)®* | (mm)® | %oran | hacim mm?

CD=0.11 | CD=0.08 | CD=0.2 | CD=0.2 | % oran CD=0.1

CD=0.1

Sican 1 | 10.520 8.848 1.672 18.896 15.893 17.463 0.02
Sican 2 | 10.085 8.405 1.680 19.986 16.658 16.741 0.02
Sican 3 | 9.964 8.384 1.580 18.838 15.857 16.540 0.02
Sican 4 | 8.943 7.635 1.308 17.131 14.625 14.845 0.02
Sican 5 | 10.154 8.532 1.622 11.234 19.010 16.855 0.03
Sican 6 | 12.689 9.990 2.699 27.017 21.270 21.061 0.02
Sican 7 | 12.415 9.797 2.618 26.722 21.087 20.608 0.02
Ort. 10.681 8.799 1.883 19.975 17.771 17.730 0.02
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Tablo 4. DS grubu 10 haftalik sican ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

DS 10 | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %66
haftalik | hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK

(mm)®> | (mm)®* | (mm)® |%oran | hacim mm?®

CD=0.1 |CD=0.1|CD=0.2 |CD=0.2 | % oran CD=0.1

CD=0.1
Sican 1l | 12.196 9.455 2.741 28.989 22.474 20.245 0.02
Sican 2 | 12.043 9.170 2.873 31.330 23.856 19.991 0.02
Sican 3 | 17.735 14.789 | 2.946 19.920 16.661 29.440 0.01
Sican 4 | 12.305 9.372 | 2.933 18.636 23.835 20.426 0.02
Sican 5 | 17.345 13.804 | 3.547 25.655 20.449 28.792 0.01
Sican 6 | 13.485 10.500 | 2.984 28.422 22.128 22.385 0.01
Sigcan 7 | 17.326 12.147 | 5.148 42.633 29.712 28.761 0.01
Ort. 14.634 11.320 | 3.310 27.941 22.731 24.291 0.01
Tablo 5. DS -TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri.

DS-TQ | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %66
10 hacim hacim | hacim Korteks Toplam | Biizisme | HK
haftalik | (mm)®* | (mm)® | (mm)® | % oran hacim % | mm?®

CD=0.1 |CD=0.2 |CD=0.1 |CD=0.2 CD=0.2 | CD=0.1
Sigcan 1 | 16.878 13.888 | 2.990 21.532 17.715 28.017 0.01
Sigan 2 | 12.135 9.100 |3.035 33.353 25.010 20,144 0.02
Sigan 3 | 15.993 12.420 | 3.572 28.764 22.334 25.548 0.01
Sigcan 4 | 12.518 8.986 3.531 39.300 28.207 20.779 0.02
Sican 5 | 10.153 7.178 2.975 27.519 29.301 16.853 0.02
Sigcan 6 | 11.890 8.068 3.822 47.374 32.144 19.73 0.02
Sigan 7 | 14.913 12.318 | 2.595 21.066 17.401 24.755 0.01
Ort. 13.497 10.280 | 3.217 31.273 24,587 17.880 0.02
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Tablo 6. TQ grubu 10 haftalik sican ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

TQ10 | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %63
haftalik | hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK

(mm)®> | (mm)® | (mm)® |%oran |hacim% | mm?

CD=0.1 |CD=0.1|CD=0.3 |CD=0..2 |oran CD=0.1

CD=0.2
Sican1 | 16.707 13.615 | 3.013 22.071 18.036 27.232 0.01
Sican 2 | 18.873 13.937 | 4.936 35.416 26.153 30.762 0.01
Sican 3 | 13.506 11.138 | 2.365 21.239 17.509 22.014 0.01
Sican 4 | 16.588 11.592 | 4.996 43.098 30.118 27.033 0.01
Sican 5 | 17.369 14,503 | 2.862 19.757 16.478 28.832 0.01
Sican 6 | 17.455 14.099 | 3.356 23.803 19.226 28.973 0.01
Sican 7 | 12.675 9.377 | 3.298 35.177 26.019 20.660 0.01
Ort. 16.168 12.342 | 3.546 28,652 21.936 26.501 0.01
Tablo 7. Kontrol grubu 4 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri.

Kontrol | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %50
4 hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK
haftalik | (mm)® | (mm)®* | (mm)®> | %oran | hacim mm?

CD=0.1 |CD=0.1 CD=0.2 | % oran CD=0.1

CD=0.2

Sican1 | 3.398 3.081 | 0.305 9.923 8.975 5.097 0.03
Sican 2 | 3.026 2.769 0.256 9.245 8.460 4.539 0.03
Sican 3 | 3.277 2.885 0.411 14.266 13.457 4.915 0.03
Sican 4 | 2.677 2.397 0.280 10.459 11.681 4.015 0.03
Sican 5 | 2.704 2.520 0.184 7.309 6.804 4.059 0.03
Sican 6 | 3.386 2.994 0.384 14.896 11.340 5.079 0.03
Sigan 7 | 2.665 2.402 | 0.262 10.929 9.831 3.997 0.03
Ort. 3.019 2.721 0.297 11.004 10.078 4.529 0.03
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Tablo 8. SF grubu 4 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

SF4 Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %53
haftalik | hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK

(pm)® (mm)® [ (mm)® | %oran | hacim mm?®

CD=0.2 |CD=0.2 CD=0.1 | %oran CD=0.2

CD=0.2
Sigan 1 | 2.920 2.126 | 0.225 10.583 7.705 4.467 0.03
Sigan 2 | 4.166 3.818 |0.348 9.137 8.353 6.373 0.03
Sigan 3 | 3.473 3.132 0.262 8.385 7.543 5.313 0.03
Sigan 4 | 2.448 2.243 | 0.205 9.139 8.374 3.764 0.04
Sigan 5 | 2.187 2.026 |0.16 7.930 7.315 2.813 0.04
Sigan 6 | 3.304 2.920 |[0.372 12.700 11.259 5.055 0.03
Sigan 7 | 3.920 3.567 0.431 12.087 10.99 5.997 0.03
Ort. 3.203 2.833 |0.263 9.994 8.791 4.826 0.03
Tablo 9. DS grubu 4 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri

DS 4 Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %50
haftalik | hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK
CD=0.1 | (um)® (mm)® [ (mm)® | %oran | hacim mm?®

CD=0.1 |CD=0.1 CD=0.1 | %oran CD=0.1

CD=0.1

Sigan 1 | 3.179 2.908 |0.270 9.299 8.493 4.768 0.03
Sigan 2 | 2.642 2311 0331 12.528 14.068 3.490 0.04
Sigan 3 | 2.073 1.803 | 0.270 14.975 13.024 3.109 0.03
Sigan 4 | 3.763 3.371 | 0.392 11.628 10.417 5.644 0.03
Sigan 5 | 2.763 2.422 0.341 14.077 12.341 3.812 0.03
Sigan 6 | 3.512 3.053 | 0.458 14.019 13.037 5.338 0.03
Sigan 7 | 3.356 3.159 | 0.407 12.903 12.127 5.034 0.03
Ort. 3.041 2.718 | 0.352 12.776 11.930 4.456 0.30
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Tablo 10. DS-TQ grubu 4 haftalik sican ovaryumunda hacim ve yiizdeleri.

DS-TQ | Toplam | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %50
4 hacim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK
Haftalk | (mm)® [ (mm)® |(mm)®* |%oran | hacim mm?
CD=0.1 |CD=0.1 CD=0.1 | % oran CD=0.1
CD=0.1
Sigan 1 | 3.484 3.175 | 0.309 9.753 8.869 5.226 0.03
Sigan 2 | 3.269 2.881 |0.388 13.469 11.869 4,903 0.03
Sican 3 | 3.818 3.473 0.344 11.972 9.009 5.727 0.03
Sican 4 | 2.677 2.359 0.317 13.451 11.841 4.015 0.03
Sican 5 | 2.971 2.716 0.254 9.379 8.549 4.456 0.03
Sican 6 | 4.272 3.896 0.376 9.657 8.801 6.408 0.03
Sigan 7 | 3.535 3.143 | 0.392 12.468 11.089 5.302 0.03
Ort. 2.432 3.092 0.340 11.450 10.004 5.148 0.03
Tablo 11. TQ grubu 4 haftalik sigan ovaryumunda hacim ve yiizdeleri
TQ Toplamh | Korteks | Medulla | Medulla/ | Medulla/ | %50
4 acim hacim | hacim Korteks | Toplam | Biiziisme | HK
haftalk | (mm)®> | (mm)® | (mm)® | %oran | hacim mm?®
CD=0.1 |CD=0.1 CD=0.2 | % oran CD=0.1
CD=0.2
Sican1 | 4.758 4.069 0.654 16.072 13.745 7.137 0.02
Sican 2 | 3.763 3.373 0.390 10.447 10.367 5.644 0.03
Sican 3 | 4.308 3.971 0.337 8.486 9.217 6.462 0.03
Sican 4 | 4.535 4.037 0.497 12.330 10.959 6.802 0.02
Sican 5 | 3.943 3.343 0.599 17.915 15.191 5.993 0.03
Sican 6 | 4.016 3.374 0.642 19.027 15.986 6.024 0.03
Sican 7 | 3.053 2.752 0.299 10.864 9.793 4.579 0.03
Ort. 4.054 3.560 0.488 13.592 12.180 6.092 0.03

89




4.2. Sicanlarda 4 ve 10 Haftallk Ovaryumun Follikiil Sayim Bulgulari

Kontrol grubu 10 haftalik sigan ovaryumunda; ortalama primordiyal 2929,
primer 719, preantral 478, erken antral 524 ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil
sayis1 997 olarak belirlendi (Tablo 12). SF grubu ortalama primordiyal 2061, primer
848, preantral 403, erken antral 374 ve AMH nin salgilandig1 toplam follikiil sayis1 734
olarak belirlendi (Tablo 13). DS grubu ortalama primordiyal 2013, primer 580, preantral
434, erken antral 538 ve AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 814 olarak
belirlendi (Tablo 14). DS-TQ grubu ortalama primordiyal 2874, primer 781, preantral
293, erken antral 279 ve AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 553 olarak
belirlendi (Tablo 15). TQ grubu ortalama primordiyal 2485, primer 570, preantral 356,
erken antral 307 ve AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 663 olarak belirlendi
(Tablo 16).

Kontrol grubu 4 haftalik sigan ovaryumunda; ortalama primordiyal 2623, primer
849, preantral 428, erken antral 318 ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil sayist 745
olarak belirlendi (Tablo 17). SF grubu 4 haftalik sican ovaryumunda ortalama
primordiyal 2970, primer 669, preantral 441, erken antral 341 ve AMH nin salgilandigi
toplam follikiil sayis1 768 olarak belirlendi (Tablo 18). DS grubu 4 haftalik si¢an
ovaryumunda ortalama primordiyal 2327, primer 843, preantral 355, erken antral 179 ve
AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 544 olarak belirlendi (Tablo 19). DS-TQ
grubu 4 haftalik sican ovaryumunda ortalama primordiyal 2235, primer 416, preantral
615, erken antral 413 ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil sayisi 1053 olarak
belirlendi (Tablo 20). TQ grubu ortalama primordiyal 2615, primer 579, preantral 657,
erken antral 538 ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil sayis1 1118 olarak belirlendi
(Tablo 21).

4.3. Korpus Luteum Sayim Bulgular:

Calisma grubunun sadeca 10 haftalik sican ovaryumunda stereolojik olarak
sistematik rastgele kuralina gore ve 1/17 alinan ardisik, boyali kesitlerde sayim yapildi.
Sayim kriteri olarak; sadece drnek kesitlerde ve biitiinliigli bozulmamus, sayisal olarak
en ¢ok KL’lar1 iceren kesitler esas alindi. Bu sekilde sadece bir kesitteki en fazla KL’lar

sayildi. Kontrol grubunda 10 haftalik sican ovaryumunda ortalama maksimum KL
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sayis1 13 (Tablo 12), seyum fizyolojik 10 (Tablo 13), DS 8 (tablo 14), DS-TQ 11(Tablo
15) ve TQ 8 (Tablo 16) olarak sayildi.

Calisma grubunun 4 haftalik sigam ovaryumunda KL’lara rastlanmadigi igin

sayim yapilamadi.
4.4. ELISA Bulgulan

Calisma grubunda yer alan tiim sican serum Ornekleri mikro ELISA yontemiyle
kit prosediiriine gore ¢alisildi, 450nm de okutuldu. Elde edilen optik dansite verileri
standart egri olusturulmasi i¢in ng/ml’ye ¢evrildi. Siganlarda elde edilen sonuglar 10 ve
4 haftalik kontrol grubuyla karsilastirildi. Ayrica sigan serum AMH degeri insanlardaki
serum AMH degerleriyle karsilastirildi. 1.00 ng/mi<ise diisiik, 1.00-3.5 ng/ml
arasindaki degerler normal, 3.5ng/ml’den biiyiik degerler yiiksek (Zarek SM ve ark.
2015) olarak degerlendirildi. Anadol ve ark., (2016) siganlarin kontrol grubu serum
AMH degeri 3.96+0.53 ng/ml olarak, ovaryohisterektomi yapilan sicanlarda serum
AMH degeri <0.312 ng/ml (P<0.05) olarak bildirmektedir.

Calismada kontrol grubu ait 10 haftalik sigan ovaryumunda ortalama serum
AMH degeri 2.258 ng/ml (Tablo 12), serum fizyolojik 3.880 ng/ml (Tablo 13), DS
6.191 ng/ml (tablo 14), DS-TQ 4.243 ng/ml (Tablo 15) ve TQ 6,00 (Tablo 16) olarak
belirlendi.

Kontrol grubuna ait 4 haftalik sigan ovaryumunlarinda ortalama serum AMH
degeri 2.00 ng/ml (Tablo 17), seyum fizyolojik 3.00 ng/ml (Tablo 18), DS 2.22 ng/ml
(tablo 19), DS-TQ 2.26 ng/ml (Tablo 15) ve TQ 2.20 ng/ml (Tablo 16) olarak belirlendi.
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Tablo 12. Kontrol grubuna ait 10 haftalik sigan ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL

say1st ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

Kontrol | Primordiyal | Primer | Preantral | Erken AMH- KL | AMH
10 follikdil follikiil | follikiil Antral STFS CD | ng/ml
haftalik | CD=0.2 CD=0.1 | CD=0.1 | follikiil CDh=0.1 |=0.1 |CD=0.1
CD=0.1
Sican1l | 2791 606 513 576 1089 13 2.042
Sican 2 | 2048 650 413 660 1073 14 1.747
Sican 3 | 3029 757 402 452 854 13 1.952
Sican 4 | 3796 830 499 403 862 10 1.401
Sican 5 | 2153 597 428 482 910 10 2.705
Sican 6 | 3145 887 525 656 1181 13 2.722
Sican 7 | 3538 707 567 441 1008 16 1.834
Ort. 2929 719 478 524 997 13 2.258

Tablo 13. SF grubuna ait 10 haftalik sigan ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’ nin ng/ml bulgulari.

SF 10 | Primordiyal | Primer Preantral Erken AMH- | KL | AMH
haftalik | follikiil follikiil follikiil Antral STFS CD | ng/ml
CD=0.2 CD=0.06 | CD=0.09 | follikiil |CD=0.1|=0.1 | CD=0.2
CD=0.2

Sigan 1 | 3747 780 443 394 837 9 3.087
Sigan 2 | 2291 881 401 351 452 11 3.595
Sigan 3 | 3280 745 358 405 763 12 2.909
Sigan 4 | 2696 898 447 335 782 12 2.991
Sigan 5 | 2192 923 367 314 681 8 5.276
Sigan 6 | 2041 850 440 330 770 8 4.305
Sigan 7 | 2061 858 366 488 854 7 5.061
Ort. 2061 848 403 374 734 10 3.88
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Tablo 14. DS grubuna ait 10 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

DS 10 | Primordiyal | Primer | Preantral | Erken | AMH KL AMH
haftalik | follikiil follikiil | CD=0.1 | Antral |-STFS CD=0.2 | ng/ml
CD=0.1 Cv=0.2 follikiil | CD=0.05 CD=0.4
CD=0.1
Sigan 1 | 2397 719 576 288 864 7 9.174
Sigan 2 | 1933 743 466 259 725 8 4.955
Sigan 3 | 1577 573 636 231 867 9 3.953
Sigan 4 | 1673 456 616 168 784 8 3.982
Sigan 5 | 2168 406 573 220 793 6 10.727
Sigan 6 | 2349 503 426 355 781 12 3.897
Sigan 7 | 1991 663 475 329 814 6 6.649
Ort. 2013 580 538 263 814 8 6.191

Tablo 15. DS-TQ grubuna ait 10 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL

sayist ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

DS-TQ | Primordiyal | primer | Preantral | Erken | AMH - | KL AMH
10 follikiil follikiil | follikiil Antral | STFS CD=0.1 | ng/ml
haftalik | CD=0.1 CD=0.1 | CD=0.2 | follikiil | CD=0.1 CD=0.3
CD=0.1
Sigan 1 | 2750 916 240 288 528 12 3.908
Sigan 2 | 2229 913 332 196 528 12 3.630
Sigan 3 | 3245 695 293 276 439 10 3.752
Sican 4 | 3035 850 243 291 534 10 3.089
Sigan 5 | 2938 587 387 341 728 8 6.143
Sigan 6 | 2736 651 200 351 551 8 6.422
Sigan 7 | 3182 856 353 210 563 14 2.757
Ort. 2874 781 293 279 553 11 4.243
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Tablo 16. TQ grubuna ait 10 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

TQ 10 | Primordiyal | Primer | Preantral | Erken AMH- KL AMH
haftalik | follikiil follikiil | follikiil Antral STFS CD ng/ml
CD=0.2 CD=0.1 | CD=0.1 |follikil |cp=p2 |=03 |CD=0.2
CD=0.3

Sican 1 | 1596 456 446 357 803 8 4.068
Sican 2 | 2438 464 309 220 529 7 5.741
Sican 3 | 2918 707 290 207 497 5 7.330
Sigan 4 | 2436 463 310 221 531 5 8.603
Sican 5 | 3280 587 396 446 842 14 4.046
Sican 6 | 2886 S77 460 430 890 8 7.207
Sigan 7 | 1839 735 283 270 552 8 6.562
Ort. 2485 570 356 307 663 8 6.00

Tablo 17. Kontrol grubuna ait 4 haftalik sigan ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL

say1s1 ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

Kontrol | Primordiyal | Primer Preantral | Erken | AMH- AMH ng/ml
4 follikiil follikiil | follikiil | Antral | STFS CD=0.3
haftalik | CD=0.1 CD=0.2 | CD=0.1 | follikil | CD=0.1

CD=0.1
Sigan1l | 2851 916 370 246 616 2.798
Sigan 2 | 2321 677 476 283 759 2.722
Sigan 3 | 2510 1195 419 366 785 3.043
Sigan4 | 2191 836 419 309 722 1.996
Sigan5 | 3273 1028 406 258 664 3.021
Sigan 6 | 2258 645 380 415 795 1.815
Sigan 7 | 2956 646 524 349 873 1.798
Ortalama | 2623 849 428 318 745 2.00
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Tablo 18. SF grubuna ait 4 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

SF 4 | Primordiyal | Primer Preantral Erken | AMH- AMH
haftalik | follikiil follikiil follikiil Antral | STFS ng/ml
CD=0.2 CD=0.05 | CD=0.1 follikiil | CD=0.1 CD=0.3
CD=0.2

Sigan 1 | 3974 612 302 385 687 0.524
Sican 2 | 3025 641 425 255 680 3.211
Sigan 3 | 3256 708 422 317 739 6.876
Sigan4 | 3260 724 443 307 750 1.832
Sican 5 | 2970 665 549 366 915 2.705
Sigan 6 | 2103 630 541 492 933 1.152
Sigan 7 | 2205 701 402 268 670 4.084
Ortalama | 2970 669 441 341 768 3.00

Tablo 19. DS grubuna ait 4 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’ nin ng/ml bulgulari.

DS 4 | Primordiyal | Primer Preantral Erken | AMH- AMH
haftalik | CD=0.1 CD=0.2 CD=0.1 Antral | STFS ng/ml
CD=0.2 | CD=0.1 CD=0.3
Sigan 1 | 2443 905 409 112 521 3.106
Sigan2 | 1914 604 265 159 424 1.815
Sigan 3 | 1943 583 323 161 484 2.321
Sigan 4 | 2235 1166 373 224 597 1.222
Sigan 5 | 2201 792 411 123 534 1.309
Sigan 6 | 2671 1130 353 223 576 2.530
Sigan 7 | 2881 720 354 248 672 3.211
Ortalama | 2327 843 355 179 544 2.21
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Tablo 20. DS-TQ grubuna ait 4 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL

say1st ve serum AMH’nin ng/ml bulgulari.

DS-TQ 4 | Primordiyal | Primer Preantral | Erken AMH- AMH
haftalik CD=0.1 CD=0.1 | CD=0.1 Antral STFS ng/mi
CD=0.1 CD=0.01 CD=0.2
Sican 1 1858 530 592 507 1099 2.339
Sican 2 1841 368 728 383 1113 2.251
Sican 3 2704 416 536 402 983 1.518
Sican4 | 2355 362 549 487 1036 1.798
Sican 5 2808 401 662 389 1051 3.071
Sican6 | 2030 387 669 433 1102 2.862
Sigan 7 2050 445 568 416 987 2.042
Ortalama | 2235 416 615 413 1053 2.26

Tablo 21. TQ grubuna ait 4 haftalik sican ovaryumlarinda follikiil degerleri, KL sayisi

ve serum AMH’ nin ng/ml bulgulari.

TQ4 Primordiyal | Primer Preantral | Erken AMH- AMH
haftalik follikiil follikiil follikiil Antral STFS ng/ml
CD=0.1 CD=0.1 | CD=0.1 | follikiil CD=0.01 |CD=0.2
CD=0.1

Sigan 1 2335 406 542 610 1152 1.6584
Sigan 2 2469 594 690 640 1331 2.9296
Sigan 3 2282 496 564 706 1270 1.8268
Sigan 4 3182 809 867 495 1362 3.1190
Sigan 5 2542 813 822 528 1350 2.7229
Sigan 6 2150 488 627 385 1009 2.5484
Sigan 7 3348 449 489 399 837 1.5778
Ort. 2615 579 657 538 1187 2.2
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4.5, istatistiksel Analiz

Uzerinde durulan 6zellikler igin tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu 6zellikler
bakimindan gruplar karsilastirmada Kruskal-Wallis analizi yapilmistir. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar igin SPSS (Ver.20)
istatistik paket programi kullanilmustir. istatiksel veriler Tablo 22-25’larda sonuglar

verilmistir.

Tablo 22. Siganlarda 10 haftalik ovaryum hacim 6l¢iimlerinin istatistiksel sonuglari.

Medyan Ort. St.Sap. Min. Mak. p.
Kontrol 18.287a  18.501 2.553 14.299 22.915
SF 10.154d 10.681  1.368 8.943 12.689
DS 13.485bc  14.634 2.696 12.043 17.735 0.001
DS-TQ 12518c 13.497 2.458 10.153 16.878
TQ 16.707ab  16.168 2.242 12.675 18.873
Kontrol 16.036a | 15.425 2.044 11.763 18.198

Toplam hacim mm?®

SF 8.532d 8.799 834 7.635 9.990
Korteks hacim (mm)® DS 10.500bc 11.320 | 2.290 9.170 14.789  0.001
DS-TQ 9.100cd  10.280 2.560 7.178 13.888
TQ 13.615b  12.609 1.925 9.377 14.503
Kontrol 2.691a 3.024 0.887 2.250 4.716
SF 1.672b 1.883 0.545 1.308 2.699
Medulla hacim (mm)3 DS 2.946a 3.310 0.850 2.741 5.148 0.004
DS-TQ 3.035a 3.217 0.432 2595 3.822
TQ 3.298 a 3.547 1.023  2.365 4.996
Kontrol 18.053b ' 19.671 5.001 14.030 26.264
Medulla /korteks hacimin SF 18.896b  19.975 5.509 11.234 27.017
DS 28.422a 27.941 8.008 18.636 42.633 0.01
% orani DS-TQ 28.764a 31.273 9.552 21.066 47.374
TQ 23.803a | 28.652 9.110 19.757 43.098
Kontrol 15.295¢  16.278 3.486 12.303 20.820
L. SF 16.658bc  17.771 2.680 14.625 21.270
Ezef:;fmp'am hacimin | re 22474ab 22731 3952 16.661 29.712 0.1
DS-TQ 25.010a  24.587 5.724 17.401 32.144
TQ 21.226ab 21.934 5.375 16.478 30.118
Kontrol 30.356a @ 30.630 3.001 28.014 36.895
%61biliziisme faktori ilavel SF 16.855d | 17.730 2.271 14.845 21.061
. DS 22.385bc  24.291 4476 19.991 29.440 0.001
toplam hacim
DS-TQ 20.779c 22.261 3.926 16.853 28.017
TQ 27.232b | 26.501 3.759 20.660 30.762
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Tablo 23. Si¢anlarda 4 haftalik ovaryum hacim 6l¢iimlerinin istatistiksel sonuglari.

Medyan Ort. St.Sap. Min. Mak. p.

Kontrol  3.026b 3.019 0.338 2.665 3.398
SF 3.304b 3.203 0.731 2.187 4.166

Toplam hacim (mm)°® DS 3.179b | 3.041 0.582 2.073 3.763 0.02
DS-TQ  3.484b | 3432 0529 2.677 4.272
TQ 4.016a = 4.054 0.562 3.053 4.758
Kontrol  2.769b = 2.721  0.283 2.397  3.081
SF 2.920b | 2.833 0.719 2.026 3.818
Korteks hacim (mm)® DS 2.908b | 2.718 0.557 1.803 3.371 0.04
DSve TQ 3.143ab = 3.092 0504 2.359 3.896
TQ 3.374a | 3560 0.487 2.752 4.069
Kontrol  0.280 0.297 0.078 0.184 0.411
SF 0.262 0.286 0.099 0.160 0.431
Medulla hacim (mm)? DS 0.341 0.353  0.071 0.270 0.458 | 0.05
DS-TQ  0.344 0.340 0.050 0.254 0.392
TQ 0.497 0.488 0.148 0.299 0.654
Kontrol 10459  11.004  2.708 7.309 14.896
SF 9.139 9.994  1.842 7.930 12.700
Medulla /korteks hacimin DS 12.903 12.776 | 1.896 | 9.299 14.975 0.14
9% oram DS-TQ  11.972 11.450 1.815 9.379 13.469
TQ 12.330 13592  4.070 | 8.486 19.027
Kontrol  9.831ab  10.078  2.243 6.804 | 13.457
SF 8.353b | 8778  1.624 7.315 11.259
Medulla/toplam hacimin DS 12.341a | 11.930  1.884 | 8.493 14.068 0.02
% oram DS-TQ  9.009ab 10.004  1.521 8.549 11.869
TQ 10.959a ' 12.180  2.746 | 9.217 15.986
Kontrol 4539 @ 4529 0507 3.997  5.097
T U SF 5.055b | 4.826  1.249 2.813 6.373
. DS 4768b | 4.456 0.982 3.109 5.644 0.02
toplam hacim
DS-TQ  5.226ab = 5.148 0.793 4.015 6.408
TQ 6.024a = 6.092  0.840 4.579 7.137
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Tablo 24. Siganlarda 10 haftalik ovaryum follikiilleri ve korpus luteum sayisi ile serum
AMH ng/ml degeri

Median Mean St.Sap. Min Max p.
Kontrol  3029a 2929 655 2048 3796

SF 2291ab = 2615 665 2041 3747
Primordiyal follikiil DS 1991b = 2013 315 1577 2397 0.03
DS-TQ 2938a 2874 345 2229 3245
TQ 2438ab = 2485 605 1596 3280
Kontrol 707a 719 111 597 887
. - SF 858a 848 64 745 923
Primer follikil DS 573b 580 132 406 743 0.001
(unilaminer)
DS-TQ 850a 781 134 587 916
TQ 577b = 570 117 456 735
Kontrol 499a 478 64 402 567
Preantral follikiil SF 401b = 403 40 358 447
(multilaminer) DS 573a 538 82 426 636 0.001
DS-TQ 293¢ 293 68 200 387
TQ 310bc | 356 76 283 460
Kontrol 482a 524 106 403 660
SF 351b 374 60 314 488
Erken antral follikiil DS 259c 264 65 168 355 0.001
DS-TQ 288c 279 59 196 351
TQ 270c 307 103 207 446
Kontrol ~ 1008a 997 125 854 1181
. SF 770bc | 734 136 452 854
AMH’nin salgilandigy DS 793 804 50 725 867 0.001
toplam follikiil sayisi
DS-TQ 534d 553 87 439 728
TQ 552cd | 663 172 497 890
Kontrol 13a 13 2 10 16
SF 10a 10 2 7 12
Korpus luteum sayisi DS 8b 8 5 6 12 0.006
DS-TQ 10ab 11 2 8 14
TQ 8b 8 3 5 14
Kontrol 2.042c 2.258 0.464 1.747 2.801
SF 3.595bc = 3.889 0.997 2.909 5.276
Serum AMH ng/ml Degeri DS 5.191a 6.191 2.780  3.897 10.728 0.001
DS-TQ 3.958ab 4.543 1.198 3.630 6.423
TQ 6.562a 6.223 1.712 4.046 8.604
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Tablo 25. Sicanlarda 4 haftalik ovaryum follikiilleri ve korpus luteum sayisi ile serum
AMH ng/ml degeri.

Median Mean St.Sap Min Maximum p.

Kontrol ~ 2510 2623 410 2191 3273

o _sF 3025 2970 647 2103 3974
Primordiyal follikiil ¢ 2035 2327 361 1914 2881 0.08

DS-TQ = 2050 2235 395 1841 2808

TQ 2469 2615 464 2150 3348

Kontrol ~ 836a 849 212 645 1195

A —— SF 665ab 669 43 612 724
@l DS 792a 843 236 583 1166  0.001

DS-TQ = 40lc 416 58 362 530

TQ 496bc 579 168 406 813

Kontrol ~ 419b 428 55 370 524

Preantral follikiil SF 425p 441 85 302 549
(multilaminer) DS 354b = 355 51 265 411 0.001

DS-TQ  59a 615 72 536 728

TQ 627a 657 143 489 867

Kontrol 309¢c 318 62 246 415

~IsF 317c 341 81 255 492
Erken antral follikil 161d 179 53 112 248 0.001

DS-TQ  416b 431 48 383 507

TQ 528a 538 121 385 706

Kontrol  759c 745 86 616 873

S 739c 768 111 670 933
AMH’nmn salgilandigy - o 534d 544 80 424 672 0.001

toplam follikiil sayisi

DS-TQ = 1051b 1053 54 983 1113

TQ 1270a 1187 200 837 1362

Kontrol 2722 2456 0.564 1.798 3.043

Serum AMH degeri  SF 3212 2970 1.067 1.824 4.084
ng/ml DS 2322 2402 0576 1815 3212 058

DS-TQ 2252 2269 0553 1519 3.072

TQ 2548 2340 0.639 1578 3.119
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Tablo 26. Sican ovaryumlarmin toplam hacim Olgiimleri ve standart sapmalari

(1Ohaftalik).

Ovaryumlarin toplam hacim 10 haftalik

m Kontrol mm?

m Serum Fizyolojik mm?

m Diklofenak Sodyum mm?

m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?

m Timokinon mm?

25.000
20.000
15.000
10.000 -
5.000
o
Kontrol mm? 18.287
Serum Fizyolojik mm?* 10.154
Diklofenak Sodyum mim?® 13.485
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?® 12.518
Timokinon mm? 16.707

SF, DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore toplam

hacminin tiim p degerlerinde (p=0.001) anlamli azaldig: belirlendi (Tablo 26).

Tablo 27. Sican ovaryumlarinin korteks hacim Olglimleri ve standart sapmalari

(10 haftalik).

20.000

18.000

Ovaryumlarin korteks hacim (10 haftalik)

16.000

14.000

12.000

10.000

8.000

6.000

4.000 -~

2.000

m Kontrol mm?

m Serum Fizyolojik mm?

m Diklofenak Sodyum mm?

m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?

m Timokinon mm?

Kontrol mm?

16.036

Serum Fizyolojik mm?

8.532

Diklofenak Sodyum mm?

10.500

Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?*

9.100

Timokinon mm?

13.615

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore korteks

hacminin anlamli azaldigi (p<0.05), bu azalma DS, DS-TQ grubunda daha belirgin

oldugu belirlendi (Tablo 27).
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Tablo 28. Sican ovaryumlarinin medulla hacim o6l¢iimleri ve standart sapmalari
(10 haftalik).

5.000 .
Ovaryumlarin medulla hacim (10 haftalik)
4.500
4.000
3.500
3.000
2.500 - m Kontrol mm?
2.000 - m Serum Fizyolojik mm?
1.500 - m Diklofenak Sodyum mm?
i i i 3
1.000 | m Diklofenak sodyum-Timokinon mm
m Timokinon mm?
500
o -
Kontrol mm?* 2.691
Serum Fizyolojik mm?* 1.672
Diklofenak Sodyum mm? 2.946
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 3.035
Timokinon mm? 3.298

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gére medulla
hacminin anlamli arttig1 belirlendi (p<0.05), (Tablo 28).

Tablo 29. Sigan ovaryumlarin medulla hacminin /korteks hacimine yiizde orani ve

standart sapmalar1 (10 haftalik).

45.000 -
Ovaryumlarin medulla/korteks hacim orani (10 haftalik)
40.000
35.000 1
30.000
25.000 -
m Kontrol mm?
20.000 -
m Serum Fizyolojik mm?
15.000 ~ m Diklofenak Sodyum mm?
10.000 - m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?
5.000 m Timokinon mm?®
o
Kontrol mm? 18.053
Serum Fizyolojik mm? 18.896
Diklofenak Sodyum mm? 28.422
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 28.764
Timokinon mm? 23.803

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gére medulla
hacmi/kortekse hacime % orani1 anlamli arttig1 belirlendi (p<0.05), (Tablo 29).
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Tablo 30. Sigan ovaryumlarin medulla hacminin /toplam hacimine yiizde orani ve

standart sapmalar1 (10 haftalik)

Ovaryumlarin medulla/toplam hacim oram (10 haftahk)

m Kontrol mm?

m Serum Fizyolojik mm?3

m Diklofenak Sodyum mm?

m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?

m Timokinon mm?

25.000

30.000

25.000

20.000

15.000

10.000

5.000

0]
Kontrol mm?* 15.295
Serum Fizyolojik mm?* 16.658
Diklofenak Sodyum mm?* 22.474
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 25.010
Timokinon mm? 21.226

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore medulla

hacmi/toplam hacime yiizde orami anlamli arttigi (p<0.05), bu artig DS, DS-TQ

grubunda daha belirgin oldugu belirlendi (Tablo 30).

Tablo 31. Sigan ovaryumlarmin toplam hacim Olglimleri ve standart sapmalari

Ovaryumlarin toplam hacimleri (4 haftahk)

m Kontrol mm?*

M Serum Fizyolojik mm3

m Diklofenak Sodyum mm?

m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?3

m Timokinon mm?*

(4 haftalik).

4.500

4.000

3.500

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

500

(0]
Kontrol mm?3 3.026
Serum Fizyolojik mm?3 3.304
Diklofenak Sodyum mm? 3.179
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?* 3.484
Timokinon mm?3 4.016

TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin toplam hacmi kontrol grubuna gére anlamli artis
oldugu belirlendi (P=0.002) (Tablo 31). DS ve DS-TQ grublarin toplam hacmi kontrol

grubuna gore anlamli bir fark goriilmedi.
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Tablo 32. Sican ovaryumlarinin korteks hacim Olglimleri ve standart sapmalari
(4 haftalik).

4.000 -
Ovaryumlarin korteks hacim 4 haftalik
3.500
3.000
2.500 -
2.000 - m Kontrol mm?
1 i1 3
1.500 - M Serum Fizyolojik mm:
m Diklofenak Sodyum mm?
1.000 ~ m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?
500 - m Timokinon mm?
O -
Kontrol mm? 2.769
Serum Fizyolojik mm? 2.920
Diklofenak Sodyum mm? 2.908
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 3.143
Timokinon mm? 3.374

TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin korteks hacmi kontrol grubuna gore anlamli artis
belirlendi (P=0.04) fakat DS, DS-TQ grubunda anlamli bir fark belirlenmedi (Tablo 32).

Tablo 33. Sican ovaryumlarinin medulla hacim 6lgiimleri ve standart sapmalari

(4 haftalik).

1 .
Ovaryumlarin medulla hacim 4 haftalik
1
0]
0 = Kontrol mm?
m Serum Fizyolojik mm?
07 = Diklofenak Sodyum mm?
m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?
0 —
m Timokinon mm?
0 -
Kontrol mm? o
Serum Fizyolojik mm? u]
Diklofenak Sodyum mm? 6]
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? o]
Timokinon mm? o]

DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin medulla hacmi kontrol grubuna goére
anlamli bir fark belirlenmedi (P=0.05) (Tablo 33).
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Tablo 34. Sican ovaryumlarinin medulla hacminin /korteks hacimine yiizde orani ve

standart sapmalar1 (4 haftalik).

18.000
Ovaryumlarin medulla/korteks oram (4 haftalik)
16.000 T
14.000 T
12.000 -
10.000 -
m Kontrol mm?3
8.000 -
M Serum Fizyolojik mm?*
6.000 m Diklofenak Sodyum mm?3
4.000 — m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm?
2.000 - m Timokinon mm?
o
Kontrol mm? 10.459
Serum Fizyolojik mm? 9.139
Diklofenak Sodyum mm? 12.903
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 11.972
Timokinon mm? 12.330

DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin medulla hacminin/kortes hacime orani

kontrol grubuna gére anlaml bir fark belirlenmedi (P=0.05) (Tablo 34).

Tablo 35. Sigan ovaryumlarmin medulla hacminin /korteks hacimine yiizde orani ve

standart sapmalari (4 haftalik).

16.000 -
Ovaryumlarin medulla/toplam hacim orami (4 haftalik)
14.000 T
12.000 T
10.000
8.000 - m Kontrol mm?
6.000 | M Serum Fizyolojik mm?2
m Diklofenak Sodyum mm?
4.000 | . . . R
m Diklofenak Sodyum-Timokinon mm
2.000 m Timokinon mm?
0 .
Kontrol mm? 9.831
Serum Fizyolojik mm? 8.353
Diklofenak Sodyum mm? 12.341
Diklofenak Sodyum-Timokinon mm? 9.009
Timokinon mm? 10.959

DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin medulla hacminin/toplam hacime
oran1 kontrol grubuna gére anlaml bir fark belirlenmedi (P=0.05) (Tablo 35).
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Tablo 36. Sican ovaryumlarin primordiyal follikiil sayisi ve standart sapmalari

(10 haftalik).
4000 < - e
Sican Ovaryumlarinda primordiyal follikil sayisi (10 haftalik)
3500 il
3000 T
2500
2000 m Kontrol
1500 M Serum Fizyolojik
m Diklofenak Sodyum
1000 m Diklofenak Sodyum-Timokinon
500 m Timokinon
0
Kontrol 3029
Serum Fizyolojik 2291
Diklofenak Sodyum 1991
Diklofenak Sodyum-Timokinon 2938
Timokinon 2438

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin primordiyal follikiil sayis1 kontrol

grubuna gore anlamli bir fark belirlenmedi (Tablo 36).

Tablo 37. Sigan ovaryumlarin primer follikiil sayisi ve standart sapmalari (10 haftalik).

1200

1000

800

600

400

200

Sican Ovaryumlarinda primer follikiil sayisi (10 haftalik)

Kontrol 707
Serum Fizyolojik 858
Diklofenak Sodyum 573
Diklofenak Sodyum-Timokinon 850
Timokinon 577

m Kontrol

M Serum Fizyolojik

m Diklofenak Sodyum

m Diklofenak Sodyum-Timokinon

® Timokinon

DS veTQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin primer follikiil sayis1 kontrol grubuna goére

anlamli azalma oldugu (p<0.05) fakat DS-TQ grubunda anlamli bir fark olmadigi

belirlendi (Tablo 37). DS grubu ovaryumlarin ise primer follikiil sayis1 anlamli bir fark

gorilmedi.
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Tablo 38. Sican ovaryumlarin preantral follikiil sayis1 ve standart sapmalart (10
haftalik).

700 P
Sican Ovaryumlarinda preantral follikiil sayisi (10 haftalik)
600
500
400
m Kontrol
300 -
m Serum Fizyolojik
200 | m Diklofenak Sodyum
m Diklofenak Sodyum-Timokinon
100 - m Timokinon
o
Kontrol 499
Serum Fizyolojik 401
Diklofenak Sodyum 573
Diklofenak Sodyum-Timokinon 293
Timokinon 310

DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin preantral follikiil sayisin1 kontrol
grubuna gore anlamli azaltigi (p<0.05) dolayisiyla TQ’un preantral follikiil sayisini
azallig1 belirlendi (Tablo 38). DS grubu 10 haftalik ovaryumlarin preantral follikiil

say1s1 kontrol grubuna gore anlamli bir fark goriilmedi.

Tablo 39. Sigan ovaryumlarin erken antral follikiil sayisi ve standart sapmalari
(10 haftalik).

700

Sican Ovaryumlarinda erken antral follikiil sayisi (10 haftalik)

m Kontrol

m Serum Fizyolojik
m Diklofenak Sodyum
m Diklofenak Sodyum-Timokinon

m Timokinon

Kontrol 482
Serum Fizyolojik 351
Diklofenak Ssodyum 259
Diklofenak Sodyum-Timokinon 288
Timokinon 270

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin erken antral follikiil sayis1 kontrol
grubuna gore anlamli azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Tablo 39).
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Tablo 40. Sigan ovaryumlarin AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil sayis1 ve standart
sapmalar1 (10 haftalik).

SI};ZaE}'ID Ovaryumlarinda AMH'nin salgilandigi toplam follikiil sayisi (10 haftahik)

1000
800
600 - m Kontrol
m Serum Fizyolojik
400 m Diklofenak Sodyum
m Diklofenak Sodyum-Timokinon
200

m Timokinon

o -

Kontrol

Serum Fizyolojik

Diklofenak Sodyum

Diklofenak Sodyum-Timokinon

Timokinon

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin AMH’nin salgilandigi toplam
follikiil sayis1 kontrol grubuna gore anlamli azaldigi belirlendi (p<0.05) ve bu azalma
DS-TQ ve TQ grubuda daha belirgindi (Tablo 40).

Tablo 41. Sigan ovaryumlarin serum AMH degeri ve standart sapmalar1 (10 haftalik).

9000 . -
Sican Ovaryumlarinda serum AMH ng/ml degeri (10 haftalik)
8000 -+
7000
6000
5000
m Kontrol
4000 -
M Serum Fizyolojik
3000 m Diklofenak Sodyum
2000 m Diklofenak Sodyum-Timokinon
1000 - m Timokinon
o
Kontrol
Serum Fizyolojik 3595
Diklofenak Sodyum 5191
Diklofenak Sodyum-Timokinon 3958
Timokinon 6562

DS ve TQ grubu 10 haftalik postnatal siganlarda serum AMH degeri kontrol grubuna
gore anlamli artis belirlendi (p<0.05) (Tablo 41).
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Tablo 42. Sigan ovaryumlarinda korpus luteum sayisi ve standart sapmalari
(10 haftalik).

16
Sican Ovaryumlarinda korpus luteum sayisi (10 haftalik)
14
12
10
8 m Kontrol
6 | M Serum Fizyolojik
m Diklofenak Sodyum
4 m Diklofenak Sodyum-Timokinon
2 m Timokinon
[0 =
Kontrol
Serum Fizyolojik 10
Diklofenak Sodyum 8
Diklofenak Sodyum-Timokinon 10
Timokinon 8

DS ve TQ grubu 10 haftalik ovaryumlarin KL sayist kontrol grubuna gére anlaml
azalma oldugu belirlendi (P=0.006) (Tablo 42).

Tablo 43. Sican ovaryumlarinda primordiyal follikiil sayisi ve standart sapmalari
(4 haftalik).

4000 - - .
Sican Ovaryumlarinda primordiyal follikiil sayisi (4 haftalik)
2500 T
3000
2500 —
2000 m Kontrol
1500 - M Serum Fizyolojik
m Diklofenak Sodyum
1000 + m Diklofenak Sodyum-Timokinon
500 m Timokinon
o
Kontrol 2510
Serum Fizyolojik 3025
Diklofenak Sodyum 2235
Diklofenak Sodyum-Timokinon 2050
Timokinon 2469

DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin primordiyal follikiil sayis1 kontrol

grubuna gore anlamli bir fark belirlenmedi (Tablo 43).
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Tablo 44. Sigan ovaryumlarinda primer follikiil sayisi ve standart sapmalari
(4 haftalik).

1200 - P,
Sican Ovaryumlarinda primer follikiil sayisi (4 haftahk)
1000 T T
800
600 m Kontrol
MW Serum Fizyolojik
400 m Diklofenak Sodyum
m Diklofenak Sodyum-Timokinon
200 - . N
m Timokinon
0 -
Kontrol 836
Serum Fizyolojik 665
Diklofenak Sodyum 792
Diklofenak Sodyum-Timokinon 401
Timokinon 496

DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin primer follikiil sayis1 kontrol grubuna gore
anlaml1 azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Tablo 44). Zamanlar aras1 karsilagtirildiginda TQ 4
ve 10 haftalik ovaryumlarin primer follikiil sayisini anlamli olarak azaltigi (p<0.05)

belirlendi.

Tablo 45. Sigan ovaryumlarinda preantral follikiil sayist ve standart sapmalari
(4 haftalik).

900 P
Sican Ovaryumlarinda preantral follikiil sayisi (4 haftalik)
800
700 T
600
500
m Kontrol
400
M Serum Fizyolojik
300 ~ m Diklofenak Sodyum
200 m Diklofenak Sodyum-Timokinon
100 m Timokinon
o -
Kontrol 419
Serum Fizyolojik 425
Diklofenak Sodyum 354
Diklofenak Sodyum-Timokinon 592
Timokinon 627

TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin preantral follikiil sayis1 kontrol grubuna gore anlaml
arttig@1 (p<0.05) belirlendi (Tablo 45). TQ grubu 4 ve 10 haftalik ovaryumlarin preantral
follikiil sayis1 karsilastirildiginda; 4 haftalik sigan ovaryumlarinda anlamli arttigi, 10
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haftaliklarda ise anlamli azaldigi (p<0.05) fakat serum AMH degeri 10 haftaliklarda

anlamli artt181, 4 haftaliklarda ise anlamli bir fark goriilmedi.

Tablo 46. Sican ovaryumlarinda erken antral follikiil sayisi ve standart sapmalari
(4 haftalik).

700 .
Sigan Ovaryumlarinda erken antral follikiil sayisi (4 haftalik)
600
500
400
m Kontrol
300 ~ M Serum Fizyolojik
200 - m Diklofenak Sodyum
m Diklofenak Sodyum-Timokinon
100 - m Timokinon
[0 =
Kontrol
Serum Fizyolojik 317
Diklofenak Sodyum 161
Diklofenak Sodyum-Timokinon 416
Timokinon 528

DS grubu 4 haftalik ovaryumlarin erken antral follikiil sayis1 kontrol grubuna gore
anlamli azalma, DS-TQ ve TQ grubunda anlamli artma belirlendi (p<0.05) (Tablo 46).
DS ve TQ 10 haftaliklarda erken antral follikiil sayisinida ayni, 4 haftalik ovaryumlarin
ise farkl etki gosterdigi belirlendi.

Tablo 47. Sigan ovaryumlarinda AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 ve
standart sapmalari (4 haftalik).

600 " P
glgan Ovaryumlarinda AMH'nin salgilandigi toplam follikiil sayisi (4 haftalik)
1400 T
1200
1000
800 m Kontrol
600 | M Serum Fizyolojik
m Diklofenak Sodyum
400 m Diklofenak Sodyum-Timokinon
200 - m Timokinon
0 -~
Kontrol
Serum Fizyolojik
Diklofenak Sodyum
Diklofenak Sodyum-Timokinon 1051
Timokinon 1270
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TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayist kontrol
grubuna gore anlamli arttigt ve DS grubunda ise anlamli azaldig1 belirlendi (p<0.05)
(Tablo 47).

Tablo 48. Si¢an ovaryumlarinda serum AMH degeri ve standart sapmalar1 (4 haftalik).

4.500

Sican Ovaryumlarinda serum AMH degeri (4 haftalik)
4.000

3.500

3.000

2.500 -
m Kontrol
2.000 -
W Serum Fizyolojik

1.500 - Diklofenak Sodyum

1.000 - m Diklofenak Sodyum-Timokinon

500 - m Timokinon

o -

Kontrol 2.722
Serum Fizyolojik 3.212
Diklofenak Sodyum 2.322
Diklofenak Sodyum-Timokinon 2.252
Timokinon 2.548

DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik siganlarin serum AMH degeri kontrol grubuna gore
anlaml1 bir fark belirlenmedi (P>0.05) (Tablo 48).

4.6. Histopatolojik ve Mikroskobik Bulgular

Anjiyogenez adi verilen yeni kan damarlarimin olusumu kanser ve kronik
inflamasyon gibi birtakim patolojik kosullarda ortaya cikar. Son bulgular COX izo
enzimlerinin indiiklenebilir formunun COX-2 anjiyogenezin kuvvetli bir uyaricisi

olarak hareket ettigini gostermektedir (Monnier, 2005).

DS 10 haftalik sigan ovaryumun medullasinda vaskiiler yapida minimal ektazi,
hafif orta derecede konjesyon ile birlikte lenfaktasizi mevcuttur. Medulla kalinlasmasi

artmus, korteks incelmistir ve KL sayist azalmis oldugu gozlenmistir (Sekil 33).

DS-TQ 10 haftalik sigan ovaryumunda spiral arterlelerde ve medullada orta
siddette ektazi ve 6dem daha belirgindi. Ayrica medulla hacmi artmig, korteks ise
azaldig1 gozlendi. Bununla beraber luteinize graniiloza hiicrelerinde artis oldugu
gozlendi (Sekil 34).
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TQ grubunda 10 haftalik sigan ovaryumun medulasinda vaskiiler yapida minimal
ektazi orta derecede konjesyon ile birlikte lenfaktasizi mevcuttur. Medulla belirgin

sekilde kalinlasmasi artmus, korteks incelmistir ve KL sayist azalmis oldugu tesbit

edilsimtir (Sekil 35). Fakat 4 haftalik sican ovaryumlarinda medulla ve korteks
yapisinda 10 haftaliklara gibi bir fark goriilmedi (Sekil 36-39’a kadar).

Sekil 31. A ve B’de Kontrol grubu 10 haftalik sigan ovaryumunda maksimum KL
sayisi, medulla ve korteks goriilmektedir. Ok medullayr gostermektedir. x1. Bar: 500

pm.
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Sekil 32. A ve B’de DS 10 haftalik sigan ovaryumunda maksimum KL sayisinda
azalma ve korteksin inceldigini gostermektedir. Oklar KL’u ve bozulmus follikiilleri

gostermektedir. x1. Bar: 500 um.
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Sekil 33. A ve B’de DS 10 haftalik sican ovaryumun medulasinda vaskiiler yapida
minimal ektazi, hafif orta derecede konjesyon ile birlikte lenfaktasizi mevcut, medulla
kalinlagmas1 artmus, korteks incelmistir ve korpus luteum sayist azalmigtir. KL korpus

luteumu, Ok medullayr géstermektedir. X1. Bar:500 um.
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Sekil 34. A. B. C’de DS-TQ grubuna 10 haftalik sigan ovaryumunda sipiral arterlelerde
ve medullada orta siddette ektazi ve 6dem daha belirgindir. Ayrica medulla artmas,
korteks azalmistir. Bununla beraber luteinize graniiloza hiicrelerinde artis

gozlemlenmistir. x1. Bar:500 pm.
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Sekil 35. A. B’de TQ grubunda 10 haftalik sican ovaryumun medulasinda vaskiiler
yapida minimal ektazi, orta derecede konjesyon ile birlikte lenfaktasizi mevcut. Medulla
belirgin sekilde kalinlasmasi artmis, korteks incelmistir ve maksimum KL sayisi

azalmigtir, Ok medullayr gostermektedir. x1. Bar:500 pm.
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1000 pm

Sekil 36. A ve B 4 haftalik kontrol grubuna ait ovaryumu gostermektedir. P preantral
follikiilii ve EA erken antral follikiilii gostermektedirA x1. Bar:500 pm, B x1. Bar 1000

pm.
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Sekil 37. DS grubu 4 haftalik ovaryum. P preantral follikiilii ve EA erken antral
follikiilii gostermektedir. x1. Bar:1000 um.

1000 pm

Sekil 38. DS-TQ gruplarina ait 4 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore preantral
ve erken antral follikiil sayisinda anlamli artis goriildii P preantral follikiilii ve EA erken

antral follikiili gostermektedir. x1. Bar:1000 pm.
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Sekil 39. A ve B’de TQ gruplarina ait 4 haftalik ovaryumlarin kontrol grubuna gore

preantral ve erken antral follikiil sayisinda anlamli artig gortildi. x1. Bar:500 pm.
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4.7. TEM Bulgulan

TEM ile oosit ¢ekirdegi, ¢ekirdek zari, Sitoplazma ve mitokondrion ince yapist

gozlendi. Mitokondriyal memranin i¢ ve dis zarin biitinliigiinde olabilecek degisiklikler

arandi.

Sekil 40. Kontrol grubu 4 haftalik ovaryuma ait TEM goriintiisii.

Kontrol grubu 4 haftalik sican ovaryumlarma ait TEM fotograflar
incelendiginde; oosit ¢ekirdek zar1 ve sitoplazmik yapilar normal goriiniime sahip

olduklar1 gézlemlendi (Sekil 40).

Sekil 41. TQ grubu 4 haftalik ovaryuma ait TEM goriintiisii.
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TQ grubu 4 haftalik sigan ovaryumlarina ait TEM fotografi incelendiginde;

¢ekirdek zar1 normal ancak sitoplazmada erimeler s6z konusudur (Sekil 41).

Sekil 42. DS grubu 4 haftalik ovaryuma ait oositin TEM goriintiisti.

DS grubuna ait 4 haftalik ovaryuma ait TEM fotografi incelendiginde; oosit
hiicre ¢ekirdegi ve ¢ekirdekgigin yanisira stoplazmik yapilar normal goériiniimlii oldugu

belirlendi (Sekil 42).

Sekil 43. Seyum Fizyolojik grubu 4 haftalik ovaryum oositi TEM goriintiisii.
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Sican ovaryumlarindan 4 haftalik Serum fizyolojik grubu TEM fotografi
incelendiginde; ¢ekirdek zar1 ve raf yapilari belirgin olarak orta hatta gézlenmektedir

(Sekil 43).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamiza gebelikte uygulanan DS ve TQ’un postnatal 4 ve 10 haftalik
preantral follikiil (primordiyal, primer, preantral follikiil) sayisi {izerine etkilerinin
setreolojik metotlarla ve serum AMH degerlerine etkisi ELISA yontemiyle arastirildi.
Ayrica ¢aligmamizda erken antral ve AMH’nin salgilandigi toplam follikiillerin de
sayimi yapildi. Bunun yaninda ¢alisma gruplarinda Cavalieri prensibine gore toplam,
korteks, medulla hacimleri ile medullanin kortekse ve toplam hacime orani hesaplandi.
Tiim ovaryumlarin biiziisme orani hasaplanarak toplam hacim hesaplamasina ilave

edildi ve gergek hacimleri hesaplandi.

Kaynak taramalarimizda Rezaee ve ark., (2015) Cavalieri prensibine gore >120
giinliik sican ovaryumlarmin kontrol grubunda toplam hacmi 16.4 mm?®, primordiyal
follikiil sayis1 1658, primer ve preantral follikiiliin toplam sayist 1608 olarak tesbit
etmistir. Ayn1 prensibe gore Mehranjani ve Mansoori (2016) calismalarinda >120
giinliik kontrol grubu sigan ovaryumun toplam hagim 18.16 mm?®, toplam korteks
15.77+1mm? ve toplam medulla 2.39+0.4 mm?®, primordiyal follikiil sayis1 3164, primer
ve preantral ait toplam follikiil sayis1 1235 olarak belirlemistir. Mehranjani ve ark.,
(2010) >120 giinliik kontrol grubu sigan ovaryumunda toplam hacmi 9.1 mm?, korteks
hacmi 7.8+0.8 mm?® medulla hacmi 3.5+ 0.8mm?® belirlemislerdir. Mayers (2004) 70
giinliik sican ovaryumunda fiziksel disektor yontemlerini kullanarak 1930-2227 arasi
primordiyal, 135-265 arasi primer follikiil hasaplamistir. Noorafshan (2013) primer ve
preantral ait toplam follikiil sayis1 939 olarak bulmuslardir. Calismada 10 haftalik
kontrol grubunda ortalama primordiyal follikiil sayis1 2485, primer ve preantral toplam
follikiil sayis1 926, 4 haftalik kontrol grubunda ise ortalama olarak primordiyal 2615,
toplam primer ve preantral follikiil sayis1 1236 olarak hesaplandi (bkz. Tablo 12). Bu
durumda calismamiz 10 haftalik kontrol grubu primordiyal follikiil sayisi, Mayers
(2004) bildirdigi primordiyal follikiil sayistyla uyumlu iken primer ve preantral toplam
sayist ise Noorafshan (2013) bildirdigi primer ve preantral toplam follikiil sayisi ile
uyumlu oldugu gozlendi. Ayn1 zamanda Mehranjani ve Mansoori (2016) >120
primordiyal, primer ve preanrtal toplam follikiil sayisi1 ile yaklasik olarak uyumlu
¢ikmaktadir. Calismamizda 70 giinliik kontrol grubu sigan ovaryumunun toplam hacim
18.501mm?, korteks toplam hacim 15.425 mm?®, medulla toplam hacim 3.024 mm?
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olarak hesaplandi (Tablo 2 ve 3). Serum fizyolojik grubu 70 giinlik ovaryum toplam
hacim 10.681 mm?®, korteks hacim 8.799 mm? medulla hacim 1.883 mm® olarak
hesaplandi. Calismamizin kontrol grubunun Cavalieri prensibine goére hesaplanan
toplam hacim, korteks ve medulla hacim verileri Mehranjani ve Mansoori (2016)
yaptiklar1 g¢alismada siganlar arasinda giin farki olmasiyla beraber uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica c¢alismamizda Serum fizyolojik grubu ait hacim verileri
Mehranjani ve ark., (2010) yaptigi ¢alismanin kontrol grubu hacimleri ile uyum
gostermektedir. Calismamizda kontrol grubu 4 haftalik ovaryumlara ait toplam hacim
3.026 mm®, korteks hacim 2.721 mm®, medulla hacim 0.297 mm?®, serum fizyolojik
grubu toplam hacim 3.304 mm?, korteks hacim 2.920 mm?®, medulla hacim 0.262 mm?®

olarak hesaplandi.

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryum toplam hacimleri kontrol ve
SF grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark belirlenmedi (Tablo 2-6 ve 26).

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryumlarin korteks hacimleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi (p<0.05) ve bu azalma DS-
TQ grubunda daha belirgindir (Tablo 4-6 ve 27). DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik
sican ovaryumlarin korteks hacminin histopatolojik bulgularda korteksin inceldigi
medullanin kalinlastig1 belirlendi. Dolayisiyla hem stereolojik hem de histopatolajik

olarak veriler birbirleriyle ortiismekte oldugu gozlendi (Sekil 34-35).

DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik sican ovaryum ait medullanin toplam
hacimi kontrol grubuna gore anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-6 ve 28).
DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryumlarin medulla hacminin korteks
hacmine ve toplam hacime oranlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
arttig1 gozlendi (p<0.05) (Tablo 5 ve 29). Bu artis DS ve DS-TQ grubunda daha
belirgindir. DS ve TQ ayni etki gostererek sigan ovaryumlarin medulla hacminin toplam
hacime ve korteks hacime oranini anlamli olarak arttirdig1 gézlendi (p<0.05) (Tablo 4-6
ve 30).

DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik sigan ovaryumlarin toplam hacmileri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlaml artis gézlendi (p<0.05) bu artis TQ grubunda daha
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belirgidi. SF ve DS grubna ait ovaryumlarin toplam hacmileri kontrol grubuna gore
anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 5-6 ve 31).

DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik sigan ovaryumlarin korteks hacmileri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamh artis gézlendi (p<0.05) bu artis TQ grubunda daha
belirgidi. SF ve DS grubna ait ovaryumlarin Korteks hacimi kontrol grubuna gore
anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 5-6 ve 32).

SF, DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 haftalik sigan ovaryumlarmn medulla hacmileri ile
medulla hacminin korteks hacmine ve topla hacimine oranlar1 kontrol grubula
karsilastirildiginda anlamlibir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 6-11 ve 44). Giiven ve
ark., (2013) gebe siganlara giinde 1mg/kg, gebeligin 5. giiniinden 15. giiniine kadar
uyguladiklart DS’un postnatal 4 haftalik sican ovaryumlarin korteks hacminde anlaml
artts oldugunu bildirmislerdir. Oysa caligmamizda gebe siganlara giinde 6.1mg/kg,
gebeligin 5. giiniinden 15 gilinline kadar uygulanan DS’un doz miktar1 fazla olmasina
ragmen DS grubu 4 haftalik sigcan ovaryumlarinin korteks haciminin anlamli bir artig

tarafimizdan gézlenmedi (p=>0.05).

Disektor sayim prensibine gore SF, DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 ve 10 haftalik
sican ovaryumlarin primordiyal follikiil sayis1 kontrol grubuna goére anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 12, 17,36 ve 43).

DS grubu 4 ve 10 haftalik sican ovaryumlarin primer follikiil sayisi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 4 haftalik ovaryumlarda anlamli bir fark goézlenmedi
(p>0.05) (Tablo 19 ve 44) fakat 10 haftalik ovaryumlarda anlamli olarak azaldigi
gozlendi (p<0.05) (Tablo 14 ve 37). DS grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarin
preantral ve erken antral follikiil sayis1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda preantral
follikiil sayisinda anlaml bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 14, 19, 38 ve 45) fakat
erken antral follikiil sayis1 anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p<0.05) (Tablo 14, 19, 39
ve 46). Bundan dolayt AMH’nin salgilandigi toplam follikiil sayis1 da anlamli olarak
azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Tablo 14, 19, 40 ve 47). DS grubu 4 ve 10 haftalik sigan
serum AMH ng/ml degeri kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda 4 haftalik sicanlarda
anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 19 ve 48) fakat 10 haftalik sicanlarda
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anlaml artig gozlendi (p<0.05) (Tablo 14 ve 41). DS grubu 10 haftalik ovaryumlarda

erken antral follikiil sayisinda azalma artam serum AMH ng/ml degerine bagli olabilir.

TQ grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarmn primer follikiil sayis1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi gozlendi (p<0.05) (Tablo 16, 21, 37
ve 44). TQ grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarin preantral, erken antral ve
AMH’nmm salgilandig1 toplam follikiil sayis1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4
haftaliklarda anlamli olarak artis (p<0.05), 10 haftaliklarda anlamli azalma (p<0.05)
gozlendi. TQ grubu 4 ve 10 haftalik sigan serum AMH ng/ml degeri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 4 haftalik siganlarda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 16,
21) fakat 10 haftalik siganlarda anlamli artig (p<0.05) gozlendi. TQ grubu 10 haftalik
ovaryumlarin preantral erken antral ve AMH’ nin salgilandig1 follikiil sayis1 4 haftalik

ovaryum gore azalmasi artan serum AMH ng/ml degerine bagli olabilir.

DS ve TQ birlikte uygulandigi DS-TQ grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarin
primordiyal preantral, erken antral ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiil sayis1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha ¢ok TQ grubuna benzer etki gosterdigi
belirlendi (Tablo 15, 20, 36-40 ve 43-47).

DS ve TQ grubu 4 haftalik sican ovaryumlarinda KL’a rastlanmadigi igin
sayllmadi. DS ve TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryumlarin KL sayis1 kontro grubuna
gore anlamli olarak azaldigi (p<0.05) (Tablo 14-16 ve 42) buna karst AMH degeri
anlamli olarak artig gozlendi (Tablo 14, 16, 42). Korpul luteum sayist dolayisiyla

ovulasyonun azalma DS ve TQ’un COX -2 inhibe etmesine bagli oldugu sdylenebilir.

Literatiir incelemerinde c¢esitli sebeplerden dolay1 NSAII’lerin dogurgan
yastaki kadinlarin ovaryumudaki ovulasyonu olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Gaytan
ve ark., 2006; Akil ve ark., 1996; Sherif ve ark., 2014). Normalde ovulasyonda LH
dalgalanmasindan sonra graniiloza hiicreleri inflamatuar stokinlerini ve hidrolik
enzimlerin  salgilar.  Siklooksijenaz-2 (COX-2), plazminojen aktivatori ve
metaloproteazlarin i¢cinde bulundugu cesitli faktorler de follikiiliin yirtilmasini saglar.
Bu faktorler; follikiiler sivinin hacim ve basincinin artmasi, follikiill duvarinin
plazminojenlerle enzimatik olarak parcalanmasi, oosit-kumulus kompleksi ile stratum

graniiloza arasinda glikozaminoglikan birikmesi, PG’lerin teka internadaki diiz kaslarda
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kontraksiyonlar olusturmasi ile ovulasyon gerceklesmektedir (Diizova ve Emre, 2011).
DS ise gii¢lii COX-2 inhibitoriidiir ve ayn1 zamanda 16kotrienlerin sentezini de engeller
ve sitokinlerin olusumunun azaltirlar (Ozalp Dural, 2002). Oysa COX-2, preovulatuar
follikiiliin ovulasyonunda ve dollenmis zigotun implantasyon iizerine biiylik etkiye
sahiptir. NSAIll'ler. COX-2 inhibisyonuna bagl olarak simdiye kadar arastirilan tim
memeli tlirlerinde ovulasyonu inhibe ettigi bildirilmektedir. NSAII tedavisinde
kadinlarda ovulasyon bozukluguna ve dolayisiyla infertilitenin nedenlerinden bir
olabileceg bildirilmistir (Gaytan ve ark., 2006). 10 giin boyunca, giinde 100mg bir kez
DS dogurgan ¢aginda kadinlarda ovulasyonu 6nemli bir sekilde geri doniisiimli olarak
inhibe ettigi bildirilmistir (Sherif ve ark., 2014). Ovaryum COX-2 aktivitesinin
inhibisyonu ve ardindan, PG sentezinin inhibisyonu ile oosit salinimini 6nledigi, follikiil
riptiiri gorildiigi, PGE2 ile diizenlenen kumulus genislemesinin 6nledigi, oositin
graniiloza hiicrelerine yakalandigindan dolay1 ovulasyonun basarisiz olmasina neden

oldugu bildirilmistir (Duffy, 2002).

Ayrica insan gebeliginin ilk trimesterinde DS plasenta transfer oldugu,
maternal vendz Orneklerde bulunan konsantrasyona benzer sekilde, tiim fetal doku
orneklerinde saptanmustir (Siu ve ark., 2002). Plesental gecis gebelik yasina bagh degil
her durumda gegisi devam eder. ilaglarn yarilanma &mrii fetal dolasimda (14.7 saat)
maternal dolasimda (2.2 saat) daha uzundur (Vermillion ve Newman, 1999). Bu

durumda DS gebeden daha ziyade fetiisii etkilemektedir.

Caligmamizda gebelikte uygulanan DS postnatal 4 ve 10 haftalik sican
ovaryumlarinda kontrol grubuna gore erken antral follikiil sayisinda anlamli (p<0.05)
olarak azaldig1 belirlendi. DS'un ovarian follikulogenezis tizerine etkisini arastiran bir
caligmada 10 giin stire ile giinde bir kez 0.2 mg/kg DS subkutan olarak 15 erigkin sigana
verilmistir. Sonugta sekonder follikiil sayisinin anlamli derecede diisiik oldugu (p<0.05),
tersiyer follikiil sayisinda ise farklilik olmadigi (p>0.05) bildirildi (Ustiin ve ark., 1993).
Gebe si¢anlara DS postnatal 4 haftalik yavru ovaryumumda etkilerinin belirlemek i¢in
gebelik donemde 5. giiniinden 15 giin boyunca giinde 1 mg/Kg. IM olarak verilen bagka
bir ¢alismada primordiyal follikiillerin tizerine etkisi arastirilmis ve primordiyal follikiil
sayisinda anlamli bir fark goriilmedigi bildirilmistir (Colgimen ve ark., 2017).

Calismamiz hem Ustiin ve ark., (1993) hem de Célgimen ve ark., (2017) calismalariyla
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kismen ortiismektedir. Clinkii DS 4 ve 10 haftaliklarda primordiyal follikiil sayisinda
anlamli bir fark gozlenmedi fakat erken antral follikiil sayis1 anlamli olarak azaldig
gozlendi (p<0.05).

DS ve TQ arasidonik asit metabolizmasinin COX (Ozalp Dural, 2002; EI
Mezayen ve ark., 2006) ve LO (Ozalp Dural, 2002; Mansour ve Tornhamre. 2004)
yollarini inhibe etmektedir. DS ve TQ un COX-2 (Ozalp Dural, 2002) ve Prostaglandin-
D2 (PGD2) ayrica, COX-1 ekspresyonunu ve Prostaglandin-E2 (PGE2) iiretimi
tizerinde inhibitor etki yaptigi fakat TQ’nun COX-1 ekspresyonunu ve Prostaglandin-E2
(PGE2) inhibitor etkisini hafif oldugu belirtmislerdir (El Mezayen ve ark., 2006).
Bunun yaninda NS ovaryum follikiillerinde dejeneratif degisiklikler gosterdigi
bildirilmistir (Yadav ve Agarwal, 2011). Sonug olarak gebelikte uygulanan DS ve TQ
postnatal disi ovaryumda da benzer sekilde erken antral follikiil ve korpus luteum
sayisint anlamli olarak azaltili (p<0.05) ayrica ovulasyonu kismen o6nledigi belirlendi.
Gebelikte uygulanan DS ve TQ postnatal 10 haftalik disi ovaryumda ovulasyonu
geridoniisiimsiiz bir sekilde azaldigi belirlendi. Calismamizin literatiir i¢in yeni bir bilgi

oldugu sodylenebilir ve diger calismalardan bu yoniiyle ayrilmaktadir.

Calismamizda serum AMH degeri kontrol grubuna gére DS ve TQ grubu
sicanlarda attig1 belirlendi (p<0.05). AMH ‘nin artmasi ovaryumda primer, preantral ve
erken antral sayisini azaltabilir. Literatiir ¢aligmalarinda AMH primer ve sekonder
(cogunlukla erken antral) follikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlendigi
bildirilmektedir (Tal ve Seifer, 2017). Ayrica AMH’ nin dogrudan preantral ve erken
antral follikiillerden salgilandigi da bildirilmektedir. Serum AMH diizeyleri yumurtalik
rezervini Olgmek i¢in gonadotropin'den etkilenmedigi i¢in giivenilirligi ytliksek bir
belirtectir ve. AMH menstriiel sikluslar icerisinde veya arasinda minimal degiskenlik
gosterir (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine).
Ayrica Primordial follikiillerde AMH ekspresyonu gozlenmezken, primer follikiillerin
graniiloza hiicrelerinin % 74'i ¢cok az sentezlenir. AMH ekspresyonunun en yiiksek
seviyesi, preantral ve kiiciik antral (erken antral) follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
salgilanir. Biiyiik antral follikiillerde, AMH ekspresyonu giderek kaybolur (Weenen ve
ark., 2004). Ayrica yakin zamanda, AMH tip II reseptorii (AMHR II) ve mRNA'larinin

cogunlukla preantral ve kiiciik antral follikiillerden graniiloza hiicrelerde eksprese
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edildigi belirlendi. AMH KL’da, biiyiik antral follikiillerde, Primordial follikiillerde ve
oositlerinde az veya hi¢ salgilanmaz. AMH teka ve interstisyel hiicrelerde de salgilamaz
(Baarends ve ark., 1995). Dolayisiyla serum AMH degerinde artis 6zellikle preantral ve
erken antral follikiil sayin1 azaltabilir. Calismamizda DS ve TQ 10 haftalik sicanlarda
serum AMH degeri anlamli olarak artis1 (p<0.05), preantral (TQ grubunda) erken antral
follikiil (DS ve TQ grubunda) sayisinin anlamli olarak azalmasima neden olabilir
(p<0.05).

AMH ekspresyonu, follikiilogenezde onemli bir rol oynamaktadir (Weenen ve
ark., 2004). AMH'nin follikiilogenez sirasinda iki Onemli diizenleyici asamay1
etkilemektedir. Ilki, AMH primordiyal follikiillerin biiyiimekte olan havuza girmesini
engellerken, ikincisi AMH follikiillerin FSH hassasiyetini diisiirir. Bu sebeblerden
dolay1 AMH, yumurtalik follikiil biiyiimesinin diizenlenmesinde ©6nemli bir rol
oynamaktadir (Gruijters. 2003). Calismamizda artmis AMH degeri DS ve TQ grubu 4
ve 10 haftalik ovaryunlarin primer follikiil sayisini anlamli olarak azaldigi gozlendi
(p<0.05). Sonug¢ olarak artmis AMH degeri follikiilogenezisi etkileyerek yeni
follikiillerin biiylimekte olan follikiil havuzuna girmesini kismen engelleyebilir ve

sayisini azaltabilir.

DS ve TQ grubunda AMH’nin artis1 negatif geri besleme mekanizmasina da
bagl olabilir. Normalde ovaryum siklusunun follikiiler evresinde 12-13. giinlerde ¢ok
miktarda Ostrojen salgilanir. Artan Ostrojen pozitif feedback ile adenohipofizden LH
salimimin1 aniden arttirir.  LH’nin ani artis1 ilk 6nce ovulasyona daha sonra KL’un
olusmasina ve KL’dan progesteronun ve Ostrojenin salgilanmasina sebep olur. Artan
Ostrojen ve progesteron miktart GnRH, FSH ve LH salinmasini inhibe eder (Koylii.
2014). Calismamizda DS ve TQ grubunda KL sayisinda kontrol grubuna gére anlaml
(P=0.006) azaldig1 goriildii. Korpus luteum sayisinda azalma, dstrojen ve progesteron
salgisinin azalmasina sebep olabilir. Progesteron ve Gstrojenin azalmasi ise geri besleme
mekanizmasinda azalmaya neden olabilir. Merkezi geri besleme azalmasi, hipofiz
follikiil uyarict hormonun (FSH) salgilanmasinda bir artisa neden olur. Bunun
sonucunda, ge¢ luteal ve erken follikiiler FSH diizeylerinde bir artis takip eder. Boylece,
yeni follikiillerin daha erken biiyiimesi hizlanir; buna ilaveten adet dongiisiiniin 2-3.

giinlerinde 6l¢iilen bazal estradiol diizeylerinde bir artis olur. Follikiiler fazin uzunlugu
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kisalir, bu da menstriiel siklusiin toplam uzunlugunu azaltir (Park ve ark., 2016). Buda
follikiillerin daha erken biiyiimesine ve serum AMH oranini artmasina sebep olabilir
(Joop 2004).

Serum AMH’un degerleri ayn1 zamanda zayif over yamtini, antral follikiil
sayisinin degerlendirilmesi ve asir1 yanit veren ovaryumu da belirler (Kwee, 2007).
Serum AMH diizeyleri over rezervinin tarama testinden ziyade, kotii yumurtalik
yanitinin tanisal bir testi olabilir (Maheshwari ve ark., 2009). Bunun yaninda yumurtalik
tepkisinin kestirmek ve over yanitlar1 zayif olan ve kadinlarin belirlenmesinde énemli
bir yere sahiptir (Anderson ve ark., 2012). AMH’nin azalmasi1 primordiyal follikiil
havuzundaki follikiil sayisinin azalmasina bagli oldugu da disiiniilmektedir. AMH'yi
yumurtalik follikiili havuzunun boyutu ve yumurtalik disfonksiyonu i¢in ideal bir
belirtegtir (Visser, 2006). Calismamizda 10 haftalik ovaryumlarin hem DS hem de TQ
grubuda AMH’nin artmasina ragman primordiyal follikiil sayisinda anlamli bir azalma
goriilmedi fakat owvulasyonunun kismen azalmasma bagli olarak ovaryumun
fonksiyonlarinda bir bozulma olabilir. AMH serum seviyesinin artmasinin kiigiik antral
follikiilerin androjen kaynakli asir1 {iretimin bir sonucudur ve her follikil AMH

tiretmektedir (Pigny ve ark., 2003).

Maternal uygulanan DS siirmekte olan implantasyon ve plasentasyon siirecini
engelledigini, buna karsin in vitro maruz kalmanin ardindan embriyonun etkiden
kurtulabilecegini gosterildi (Carp ve ark., 1988). Yapilan baska bir caligmada
blastomerin uterusa imlatasyonunu engelledigi icin disiiklige neden oldugu
belirtilmektedir (Kennedy, 1977). Ovulasyon, implantasyon, desidualizasyon,
fertilizasyon ve dogum gibi birgok iireme islemi PG ligand-reseptor etkilesimlerine
baglidir (Matsumoto Ve ark., 2001). NSAII'lerin kullanimi, normal farelerde infertiliteye
neden olabilir. COX-2-ve COX-I farelerde, zayif ovulasyona (oosit sayilart agisindan),
diisiik dolleme oranlarina, implantasyonun basarisizlifina ve yetersiz desidualizasyona
sebep olmaktadir (Lim ve ark., 1997). Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvarindan 6zelikle DS-TQ grubu gebe siganlarda kontrol ve serum fizyolojik
grubuna gore hem gebe Sican sayisi ve bunlarda dogan yavru sayist belirgin bir sekilde
azdi. Yeteri kadar yavru elde etmek i¢in agirliklar1 (200-350) g arasinda olan daha 6nce

hig ¢iftlesmemis deney grubu haricinde toplamda 20 adet Wistar Albino cinsi disi si¢an
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tekrar gebe birakildi. Bu disilerde dogan yavru sayisi 6-3 arasinda degismekteydi.
Ayrica bu grubta gebe kalan disi sayis1 gebe olmayan disi sayisina gore daha azdi.

NSAIIl'ler hamile kadinlara tedavi etmek i¢in regete edilen en yaygin ilaglardir
(Ostensen ve Skomsvoll, 2004). NSAII’lerin simdiye kadar yapilan ¢alismalarda birgok
memeli tiirlerinin maymunlarda (Duffy ve Stouffer., 2002), si¢anlarda (Gaytan ve ark.,
2002), farelerde (Downs ve Longo, 1982), ineklerde (De Silva ve Reeves, 1985)
ovulasyonu engelledigi bildirilmistir. DS %50 oraninda inhibisyona neden olan en
yiiksek anti-ovulasyon aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Yokota ve ark.. 2016).
Bununla beraber diklofenak ve naproksen verildikten sonra spontan diisiiklerde bir artig
gozlemlemistir (Daniel ve ark., 2015). Disiik riski prenatal NSAII kullanim1 sonucunda
% 80 oraninda arttirmaktadir (Li ark., 2003). Ayn1 zamanda DS, iireme ¢agindaki
kadinlarda da yaygin olarak kullanilan steroidal olmayan bir anti-inflamatuar ilagtir (Siu
ve ark., 2002). Dolaysiyla tedavi igin uygulanan DS dogurgan cagdaki kadinlar
ovaryumlarinda ovulasyonu engellemekte ve geri doniistimlii olarak infertiliteye neden
olmaktadir (Sherif ve ark., 2014). Bu kadinlarin DS’un tedavisinden sonra gebe
kaldiklar bildirilmektedir. Oysa ¢alismamizda 10 haftalik postnatal sigcan ovaryumunda

etkisi kismen geri doniisiimsiiz olmaktadir.
Sonug ve Oneriler

Gebelik boyunca 5. giinden itibaren 10 giin siireyle uygulanan DS ve oral olarak
verilen TQ’un postnatal 4 ve 10 haftalik sicanlarda ovaryum preantral follikiil sayisina
etkileri stereolojik tarafsiz sayim yontemi ile ele alindi. Ayrica ¢aligmamizda
primordiyal, primer, erken antral ve AMH’nin salgilandig1 toplam follikiillerin de
sayimi yapildr ve serum AMH degerlerine etkisi ELISA yontemiyle arastirildi. Bunun
yaninda c¢alisma gruplarinda Cavalieri prensibine goére toplam, korteks, medulla

hacimleri ile medullanin kortekse ve toplam hacime orani hesaplandi. Sonuglar séyledir;

1) DS, DS-TQ ve TQ grubu 10 haftalik sigan ovaryumun medulla haciminin
korteks ve toplam hacime orani arttig1 gozlendi (p<0.05). DS ve TQ ayn1 etki gostererek
sican ovaryumlarin medulla hacminin toplam hacime ve korteks hacimine orani1 anlamli

olarak arttirdig1 sonucuna varildi (p<0.05).
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2) Disektor sayim prensibine gore SF, DS, DS-TQ ve TQ grubu 4 ve 10 haftalik
sican ovaryumlarin primordiyal follikiil sayis1 kontrol grubuna gére anlamli bir fark
gozlenmedigi (p>0.05). DS ve TQ’nun primordiyal follikiil saymna etkisi olmadgi

sonucuna varildr.(

3) DS grubu primer follikill sayis1 4 haftalik ovaryumlarda anlamli bir fark
gozlenmedi (p=>0.05) fakat 10 haftalik ovaryumlarda anlamli olarak azaldigi gézlendi
(p<0.05). DS grubu 10 haftalik ovaryumlarin primer follikiil sayisinin azalmasi, artmis

serum AMH degerine bagli olabilecegi sonucuna varildi.

4) DS grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarin preantral follikiil sayis1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark goézlenmedi (p>0.05) DS’nin postnatal

ovaryumlarin preantral follikiil sayisina etkisi olmadigi sonucuna varildi.

5) DS grubu 4 ve 10 haftalik sigan ovaryumlarin erken antral follikiil sayisi
anlamli olarak azaldig1 (p<0.05) dolayist AMH’ nin salgilandig1 toplam follikiil sayis1 da
anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p<0.05). DS grubu 10 haftalik ovaryumlarin KL say1s1
anlamli olarak azaldigi (p<0.05) fakat serum AMH degeri anlamli arttig1 goézlendi
(p<0.05). DS’nin postnatal ovaryumlarda folikiilogenezis ve ovulasyon iizerine olumsuz

etkileri oldugu sonucuna varildi.

6) TQ grubu 4 haftalik sican ovaryumlarin preantral, erken antral ve AMH nin
salgilandig1 toplam follikiil sayis1 anlamli olarak arttigi (p<0.05) fakat 10 haftaliklarda
anlamli olarak azaldigi (p<0.05) gozlendi. TQ grubu haftalik 4 sicanlarda serum AMH
ng/ml degerlerinde anlaml bir fark goézlenmedi (p>0.05) fakat 10 haftalik si¢anlarda
anlamli olarak artis (p<0.05) gozlendi. TQ grubu 10 haftalik si¢anlarin serum AMH
ng/ml degerinin artmas1 preantral ve erken antral follikiil sayisin1 azalmasina neden
olabilir. Dolayisiyla TQ’nun serum AMH degerini arttirdig1 ve folikiilogenezis olumsuz

etkiledigi sonucuna varildi.

7) DS ve TQ grubu 10 haftalik sican ovaryumlarin KL sayis1 kontro grubuna
gore anlamli olarak azaldigi gozledi (p<0.05). Korpul luteum sayist dolayisiyla
ovulasyon sayisinda azalma DS ve TQun COX -2 inhibitorii olmasia bagli olabilir

sonucuna varildi.
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8) Cesitli kimyasallarin ovaryan follikiil sayisina, follikiilogenezis
tizerine etkileri sayisal olarak belirlemek igin stereoloji en etkin tekniktir ancak
mekanizmada etkenin belirlenmesi i¢in yardimci tekniklere de ihtiyag vardir. Ornegin;

immiinohistokimyasal, biyokimyasal, hormon analizleri.
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OZET

Korkoca A. Gebelikte Uygulanan Diklofenak Sodyum ve Timokinonun Postnatal 4 ve 10 Haftalik
Sican Ovaryum Preantral Follikiil Sayisina Etkilerinin Stereolojik Yontemle Arastirilmasi, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Doktora Tezi, Van 2018. Diklofenak Sodyum (DS) gebelikte uygulandiginda embriyo, fetiis ve
yenidogan {izerine zararli etkilere neden oldugu bildirilmektedir. Timokinon (TQ) ise ovaryum
follikiillerinde degisikliklere yol actig1 bildirilmektedir. Bu ¢alismada gebelikte uygulanan DS ve TQ’un
postnatal sican ovaryumlarinda preantral follikiil sayisina etkileri arastirildi. Calisma icin 20 Albino
Wistar disi siganlar rastgele grublara ayrildi. Siganlar gebeligin besinci giiniinde 10 giin siireyle; 1. gruba
6.1mg/kg DS IM uygulandi, 2. gruba 6.1mg/kg DS IM enjekte edildi ve Smg/kg/glin TQ oral olarak
verildi. Ayni siirede 3. gruba Smg/kg/giin yalnizca TQ oral olarak verildi, 4. gruba ise 1ml/kg/glin Serum
Fizyolojik IP enjekte edildi. 5. gruba herhangi bir islem uygulanmadi. Postnatal disi yavrular 4 ve 10
haftalik grublara ayrildi. Siganlar 4. ve 10. haftanin sonunda anestezi altinda, sag atriumdan kan (2 cc) ve
perflizyon yapilarak akabinde sag overler alindi. Overlerin Bouin tesbitinden sonra, rutin histolojik takibi
yapildi. Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Follikiil sayiminda fiziksel disektdr yontemi, over hacmi
belirlemede Cavalieri prensibi kullamldi. ELISA yontemi ile de AMH degeri belirlendi. Istatistik igin
Kruskal-Wallis analiz testi kullanildi. Bulgular; DS grubu 4 ve 10 haftalik ovaryumlarin preantral
follikiillerin sayisinda anlamli bir fark goriilmedi fakat erken antral follikiil sayisin1 anlamli azalma
gozlendi (p<0.05). TQ grubu 4 haftalik ovaryumlarin preantral ve erken antral follikiil sayisini anlamli
artma (p<0.05) ve 10 haftalik ovaryumlarinda ise anlaml azalma gézlendi (p<0.05). Deney gruplarin
timiinde primordiyal follikiil sayisinda anlamli bir fark gozlenmedi. DS ve TQ grubu 10 haftalik
ovaryumlarin korpus luteum sayisinda anlamh azalma ve AMH degerinde anlamli artis belirlendi
(p<0.05). DS ve TQ 10 haftalik ovaryumlarin medulla haciminin korteks hacimine oranini anlamli olarak
artigr gozlendi (p<0.05). Sonug olarak. Gebelikte uygulanan DS’nin postnatal 4 ve 10 haftalik
ovaryumlarin preantral follikiillerin sayisina etkisi olmadigi fakat erken antral follikiil sayisini anlamli
azalttig1 gozlendi. TQ 4 haftalik ovaryunlarda preantral ve erken antral follikiil sayisini arttirdigi fakat 10
haftaliklarda azalttigi gézlendi. Hem DS hem de TQ 10 haftalik siganlarda serum AMH degerini anlamli
arttirmasi ve korpus luteum sayisini ise anlamli azaltmasi ovulasyon kismen onleyebilecegi fikrini verdi.
Ayrica DS ve TQ 10 haftalik ovaryumlarin medulla/korteks hacmini arttirdig: belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, Diklofenak Sodyum, Preantral follikiil sayisi, Sican, Stereoloji.
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SUMMARY

Korkoca A. Investigation of effects of Diclofenac sodium and thymoquinone administered during
pregnancy on ovarium follicle number of postnatal 4 and 10 weeks old rats with stereological
method. Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, Department of Medical
Histology and Embryology, PhD. Thesis, Van 2018. Diclofenac sodium (DS) is reported to cause some
deleterious effects on embryo, fetus and neonatals. Thymoquinon (TQ) is known for its alterations on
ovarium follicles. In this study, effects of diclofenac sodium and thymoquinone administered during
pregnancy on preantral follicle numbers in rat overs. 20 albino Wistar rats were divided into groups
randomly for the study. Rats were administered at 5 day of pregnancy and continued for 10 days; 6.1
mg/kg DS IM was administered to 1* group, 6.1 mg/kg DS IM was injected and TQ was given orally as 5
mg/kg/day to 2" group. During same time period, only Thymoquinone was administered orally as 5
mg/kg/day to 3" group.4™ group was administered 1 ml/kg/day saline solution IP. 5" group in any
transaction implemntede. Postnatal female offspring was separated into groups of 4 and 10 weeks of old.
At the end of 4™ and 10™ weeks, blood (2 cc) was withdrawn from right atria and perfused, then right
overs were extracted under anesthesia. Ovaries were fixed in Bouin and later routine histological
investigation follow-up was performed. They were stained with Hematoxylen-Eosin. Physical dissector
method for estimating follicle number and Cavalieri’s principle for estimating the ovary volumes were
used. ELISA method was used for quantitative measurement of anti-mullerian hormone (AMH).
Kruskal-Wallis test was used for statistical analysis. Diclofenac sodium group showed a significant
decrease in antral follicle number (p<0.05) in 4 week old ovary, primary, early antral follicle number and
corpus luteum number (p<0.05) decreased significantly at 10 week old ovary and an increase in AMH
value (p<0.05) was observed. In thymoquinone group significant increase in preantral and antral follicle
numbers in 4 weeks old ovarium (p<0.05) and a significant decrease in primary, preantral, early antral
follicle and number of corpus luteum (p<0.05), a significant increase in AMH value (p<0.05) was
observed. No significant difference in primordial follicle number in all groups was observed. DS and TQ
grubul0 weekly cortex volume ratio of ovaries was observed medulla volume increased significantly. As
a result it was observed that DS did not affect the number of prenatal follicles in postnatal ovaries but
decreased significantly primary, early antral follicle number at 10 week old ovary. TQ increased the
number of preantal follicles at 4 weeks and decreased at 10 weeks. Both DS and TQ gave the idea that
ovulation could be partially prevented by a significant increase in serum AMH and a significant reduction
in corpus luteum counts in 10 week old rats. In addition, DS and TQ 10 week old ovaries were found to
increase medulla/cortex volume.

Keywords: Thymogquinone, Diclofenac Sodium, Preantral follicle number, Rat, Stereology.
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