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OZET

Farkh Dozlardaki Gonadotropinlerin Fare Ovaryumu Uzerine Etkisinin Histolojik

Diizeyde Incelenmesi

Calismamizin amaci 7 haftalik farelere, farkli dozlarda PMSG ve takiben hCG
uygulamalarinin, ovaryumda follikiiler gelisime ve korpus luteum olusumuna olan
etkilerinin, histolojik ve istatistiksel yontemler ile belirlenmesidir.

Calisma materyali olarak 7 haftalik 40 adet BALC/c soyu disi fare kullanildi. Fareler,
rastgele dort gruba ayrilarak, kontrol grubuna, 0.2 ml serum fizyolojik enjekte edildi.
Diger ii¢ gruba subkutan yolla sirastyla 2.5; 5 ve 7.5 I. U. PMSG hormonu verildi. PMSG
enjeksiyonunu izleyen 48'inci saatte, deney gruplarina, PMSG'nin artan dozuna paralel
olarak, gruplara sirasiyla 2.5; 5 ve 7.5 I. U. hCG, kontrol grubuna ise 0.2 ml serum
fizyolojik subkutan yolla enjekte edildi. Histolojik incelemeler i¢in alinan ve tespit edilen
ovaryumlar rutin histolojik metodlar uygulanarak histolojik yapinin incelenmesi igin
Crossmon’1n {iglii boyama teknigi uygulandi.

Calismamizda 3 farkli dozda yapmis oldugumuz uygulamalarda tiim deney
gruplarinda follikiiler gelisimin kontrole oranla daha fazla oldugu goriildii. Gelisen follikiil
sayisinin I. deney grubunda en ¢ok oldugu sirasiyla III. ve II. deney grubu ile en az kontrol
grubunda oldugu saptandi. Ovulasyon ag¢isindan korpus luteumlar degerlendirildiginde en
cok III. deney grubu sirasiyla II. ve 1. deney gruplari bulunurken en az kontrol grubunda
oldugu goriildii. Uygulanan protokollerin hepsinde kullanilan gonadotropin dozuna bagl
olarak follikiiler gelisimin ve ovulasyonun arttig1 saptandi.

Sonug olarak; hazirlanan bu tez ¢alismasinda en ¢ok korpus luteum olusumunun
saptandigi III. deney grubunun (7.5 I.U. PMSG ve ardindan 7.5 [.U. hCG’nin s.c.
enjeksiyonunun) histolojik degerlendirmeler sonucunda, en uygun siiperovulasyon
protokolii olduguna karar verildi.

Anahtar kelimeler: Siiperovulasyon, PMSG, hCG, ovaryum, fare



SUMMARY

The Effect of Different Doses of Gonadotrophins on Mouse Ovary by Histological
Analysis

The aim of our study is to determine the effect of PMSG and following hCG
administration to seven-week-old mice follicule development and corpus luteum formation
by histological and istatistical methods.

Seven-week-old, fourty BALB/c breed female mice were used in this study. Mice
were divided in to four groups randomly, and 0.2 ml buffer saline was injected to control
group. PMSG hormone was administrated doses of 2.5; 5 and 7.5 1.U. respectively to other
three groups. hCG was injected 2.5; 5 and 7.5 1.U. subcutanous doses respectively to the
experiment groups after 48 hours later than PMSG administration and 0.2 ml buffer saline
was injected subcutanously to control group. Ovaries were gathered and fixed for
histological examination and Crossmon’s triple staining method was applied for
examination of histological structure after routine histological methods.

In our study, administration of three different doses, follicular development in all
experiment groups were more than control group. First experiment group had the most
developing follicule number, followed by third and second experiment group respectively
and at least control group. Corpus luteums were evaluated for ovulation and third
experiment group had the most numbers of corpus luteums than followed by second, first
and control group respectively. In all procedures, follicular development and ovulation
were increased depending on the applied dose of gonadotrophin.

As a result of this thesis; after histological examination, it was decided, Third
experimental group had the most number of corpus luteum formation (7.5 I.U. PMSG and
following 7.5 I.U. hCG subcutanous administration) was the most appropriate
superovulation procedure.

Key Words: superovulation, PMSG, hCG, ovarium, mouse.



GIRIS

[k embriyo transferi ¢alismalar1 1890°larda yapilan tavsan deneyleri ile baslamistir.
1934 yilinda Pincus ve Enzmann (1) ilk in vitro fertilizasyon (IVF) deneyini
gerceklestirmis ve memeli ovositlerinin canli disinda da déllenebilecegini gdstermistir.
1949°dan itibaren ¢iftlik hayvanlarinda embriyo transferi calismalar1 yapilmis, boylece
hayvanlarin genetik potansiyellerinin arttirilmasi hedeflenmistir. Giinlimiizde bu amagla
IVF diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. 1969’larin sonlarinda Edwards ve
arkadaglar1 (2), insan ovositleriyle ilk basarili IVF’ u gergeklestirdiklerini agiklamiglardir.
[k IVF gebeligi 1976 yilinda Steptoe ve Edwards (3) tarafindan gergeklestirilen ektopik
gebelik olup 1978 yilinda yine ayni arastirmacilar (4) tarafindan gergeklestirilen IVF ile ilk
tiip bebek, Camridge’de Loise Brown adinda saglikli bir bebek diinyaya gelmistir.
Zamanla IVF tedavisinin Gamete Intrafallopian Transfer (GIFT) (5), Zigot Intrafallopian
Transfer (ZIFT) (6), Intra Cytoplasmic Sperm Enjeksiyonu (ICSI) (7) gibi ¢esitli
modifikasyonlari ortaya ¢ikmig ve bu yontemler uygun hastalarda kullanima girmistir.
1983 de Trounson ve Mohr (8) tarafindan ilk kez donor ovosit ve dondurulmus embriyo
kullanilarak gebelik ve dogum elde edilmis, 1984 de ilk GIFT bebegi (5) ve 1986 da ilk
ZIFT bebegi (6) diinyaya gelmistir. 11k ICSI gebeligi 1992 de Palermo ve arkadaslar1 (7)
tarafindan gergeklestirilmistir. 1989 yilinda ise ilk Tiirk tiip bebek diinyaya gelmistir (9,
10).

Canlinin olusumu ve gelisimi, ovum ile sperm tarafindan tuba uterinanin ampulla
bolgesinde dollenme ile baslayan, bircok farkli siireci icermektedir. Bu siirecte en 6nemli
gorevi disi lireme hiicresi olan ovosit ile erkek lireme hiicresi olan spermatozoon
tistlenmektedir. Bunun yaninda basarili bir ddllenme gergeklestikten sonra gebeligin
saglikli sekilde devam edebilmesi i¢in disi lireme sisteminin de saglikli olmas1 ve gelisecek
olan embriyoyu desteklemesi gerekmektedir. IVF yonteminin gelismesiyle birlikte ovosit
ve sprematozoonun fizyolojisi, d6llenme siirecinde rol alan mekanizmalar ve implantasyon
biyolojisi hakkinda énemli bilgiler giin yiiziine ¢ikmigtir (11).

Ureme biyolojisi; jinekoloji, histoloji ve embriyoloji bilimlerinin temel konularini
kapsamaktadir. Esas amaci infertilite olgularina bir agiklama getirmek ve infertilite
problemi olan giftlere yardim ederek ¢ocuk sahibi olmalarini saglamaktir. Infertilite,
ciftlerin gebelikten korunma yontemi kullanmayarak bir senelik diizenli koitus sonucunda

gebeligin gergeklesmemesidir (11). Giinlimiizde ciftlerin yaklasik % 10-15’1 infertilite
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problemi yasamaktadir. Ciftlerde goriilen infertilite olgularinin % 40’1n1n erkek kaynakli,
%50’sinin kadin kaynakli, %10 unun da her iki ¢ifte bagl olarak gelistigi ya da
aciklanamayan olgular oldugu diistintilmektedir (12).

Stiperovulasyon, infertilite nedeniyle tedavi gormek isteyen kadinlara yaygin olarak
uygulanmaktadir. Amag, IVF uygulamasinda déllenme sansin1 arttirmak, ¢ok sayida, iyi
kalitede ve olgunlasmis ovositler elde etmektir. Elde edilen ovosit sayis1 ve olgunlugu ne
kadar fazla ise embriyo kiiltiirii ve implantasyon basarisi da o oranda artacaktir. Fakat
siiperovulasyon amacli tedavi siireci sorunsuz degildir. Karsilagilan en 6nemli
problemlerden biri erken Luteinize Hormon (Luteinizing Hormon-LH) artisidir. Erken LH
artisiyla birlikte luteinizasyon goriilmekte ve kaliteli, olgun ovosit elde edilme sans1 da ¢cok
azalmaktadir. Hem bu problemleri asmak hem de en fazla sayida dollenebilecek, saglikli
ovosit elde etmek i¢in degisik doz ve siklikta, farkli stiperovulasyon protokolleri
kullanilmaktadir (13).

Multifollikiilasyon ve siiperovulasyonu saglamak amaciyla hipofiz kokenli
gonadotropinler; Follikiil Stimiile Hormon (Follicule Stimulating Hormone-FSH), LH ve
Insan menopozal Gonadotropini (Human Menopausal Gonadotrophin-HMG), plasental
kokenli gonadotropinler; Gebe Kisrak Serum Gonadotropin (Pregnant Mare Serum
Gonadotrophin -PMSGQG) ve insan koriyonik gonadotropini (Human Chorionic
Gonadotrophin-hCG), pituitary extract (hipofiz ekstresi) ve Gonadotropin Salgilatici
Hormon (Gonadotrophin Releasing Hormone-GnRH) agonisti ile klomifen sitrat,
difenileilen tiirevleri gibi bazi sentetik preparatlar da kullanilmaktadir (14-16).

PMSG, kompleks bir glukoprotein olup PMSG igeren ticari preparatlar yiiksek oranda
FSH ve takiben LH etkisi gosterirler. Serum gonadotrophinin FSH aktivitesi ovaryum
intersitisyel hiicrelerinin gelismesini, follikiillerin biiyiimesini ve olgunlagmasini stimiile
eder. LH aktivitesi ise ovulasyonu indiikleyerek siiperovulasyon olusturur (17-19). LH,
diger bir hipofiz hormonu olan FSH ile birlikte, lireme organlarinin faaliyetlerini kontrol
altinda tutar. hCG igeren ticari preparatlar kadinlarin ve erkeklerin hipofiz bezinde
tiretilen, LH ile ayni etkileri gdsterir (20).

Viicudun yeterli miktarda FSH ve LH iiretememesi biiyiik dl¢lide iireme kapasitesinin
azalmasina yol agar. Siiperovulasyon protokollerinde FSH igeren preparatin -folligon-
enjekte edilmesi, ovositin olgunlasmasini, takiben LH igeren preparatin -pregynl-
uygulamasi ile olgunlasan ovositin ovule olmasini saglamasi nedeniyle oldukca sik

kullanilmaktadir (20).



Bu ¢alismada iki aylik farelere, farkli dozlarda PMSG ve takiben hCG
uygulamalarinin, ovaryumda follikiiler gelisime ve korpus luteum olusumuna olan

etkilerinin, histolojik ve istatistiksel yontemler ile belirlenmesi amaglanmaktadir.



GENEL BIiLGILER

Ovaryum

Ovaryum, salgiladig1 dstrojen ve progesteron hormonlartyla, disi genital sisteminin
biitiin organlar1 tizerinde etkili olan, genital siklusu diizenleyen, cift, badem seklinde,
pembe beyaz gériiniimde bir organdir (21-23). Insanda uzunlugu 3 cm, genisligi 1.5 cm ve
kalinlig1 da yaklagik 1 ecm’dir. Puberteden 6nce ovaryum yiizeyi diizgiin goriiniimde iken
tireme donemi boyunca tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle diizensiz bir goriiniim alir.
Puberte doneminde, ovaryumda bir grup primordiyal follikiilde “Follikiiler Biiyiime”
olarak adlandirilan siire¢ baslar. Bu siire¢ ovositler, granuloza hiicreleri, teka hiicreleri ve
follikiilleri ¢evreleyen stromadaki fibroblast benzeri hiicrelerdeki degisimleri kapsar (21).
Menopoz sonrasi donemde ovaryumda follikiiler biiylime sona erer ve hacim olarak
kiictiliir. Ovaryum gevsek bag doku i¢inde ovaryum follikiillerinin bolca bulundugu
kortikal bolge (korteks) ile damardan zengin medullar bolgeden (medulla) meydana gelir
(24).

1- Korteks Bolgesi: Germinatif epitelin altinda, hiicreden zengin bag dokusuna
gdmiilmiis olarak bulunan ovaryum follikiillerinden olusur. Follikiiller etrafinda stromada
dagilmis olarak diiz kas fibrilleri ve intersitisyel hiicreler bulunur.

2- Medulla Bélgesi: Ovaryumun merkezi kisminda bulunan bu bolge gevsek bag
dokusu, yogun bir sekilde diizenlenmis kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirlerden
olusur. Korteks ve medulla arasinda belirgin bir sinir bulunmamaktadir (25, 26).

Ovaryumun yiizeyini hormonal degisime bagl olarak tek katl kiibik, prizmatik ya da
yass1 epitel hiicreleri doser. Epitel hiicrelerinin olusturdugu bu tabaka “Germinatif Epitel
(dogurucu epitel) ” adin1 alir. Germinatif teriminin kullanilmasi, embriyonal donemde
cogalarak seks kordonlar1 olusturmasindan ileri gelir. Dogumdan sonra ¢ogalip
cogalmadig: tartismalidir (24, 25). Epitel gelismekte olan canlida kiibik-pirizmatik, erigkin
canlida pirizmatik, yaslida ise yassidir. Bazal membran iizerine oturan bu epitelin altinda
sik1 bag doku 6zelliginde “Tunika Albuginea” yer alir. Bu bag doku ¢esitli yonlerde
farklilagma yeteneginde olan hiicreler igerir. Bu hiicreler hem fibroblast, hem diiz kas
hiicresi 6zelligi gosterirler ve hormon sentezleyen hiicrelere farklilasabilirler. Bunlar
ovaryumun parensim bdliimiindeki bag doku i¢inde yaygin olarak goriilen epiteloid

karakterde intersitisyel hiicrelere doniiserek Ostrojen salgilarlar (24).
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Korteks icerisinde gelisim ve degisim safhalarina bagli olarak farkli gériintimleri olan,
stroma ile ¢evrilmis hiicre topluluklart bulunur. Bunlar degisik gelisim siireci i¢erisinde
olan follikiiller ve geligmesini tamamlayan ya da gerileyen follikiillerin yerinde sekillenen

yapilardir (24-26).

Follikiil Gelisimi
Ovaryum follikiilleri degisen biiyiikliiktedir, her biri tek ovosit icerir ve korteks
stromasina dagilmis olarak bulunurlar.
Histolojik olarak {i¢ tip ovaryum follikiili bulunur;
1- Primordiyal Follikiil
2- Biiyiiyen Follikiil
a- Primer Follikiil
b- Sekonder Follikiil (Antral Follikiil)
3- Graaf Follikiil (Tersiyer Follikiil)

Primordiyal Follikiil

Insanda fotal gelisimin 3. ayinda ovaryumda belirir. Primordiyal follikiillerin erken
bliylime asamasi gonadotropin uyarimindan etkilenmez. Ovaryumda primordiyal
follikiiller tunika albugineanin hemen altinda korteks stromasi iginde bulunur. Primordiyal
follikiillerde ovosit tek tabaka yass1 follikiil hiicreleriyle sarilmistir. Follikiil hiicrelerinin
dis boliimii bazal lamina ile sinirlandirilmistir. Bu agamada follikiil icindeki ovosit
yaklagik 30 um capindadir. Eksantrik yerlesmis niikleusu i¢inde ¢ok belirgin niikleolusu
vardir. Ovosit sitoplazmasinda Balbiani cisimcigi goriiliir. Balbiani cisimcigi; golgi
aygiti, endoplazmik retikulum (ER), mitokondria ve lizozomlarin bir araya toplanmasi

sonucu olugmus bir yapidir (27).

Biiyiiyen Follikiil

Primer Follikiil

Primordiyal follikiil biiyiiyen follikiil asamasina girdiginde, ovositte, follikiil epitel
hiicrelerinde ve buna eslik eden stromada da degisiklikler meydana gelir. Baslangi¢ olarak
ovosit hacimce biiyiir ve onu saran follikiil epitel hiicreleri cogalmaya baslayarak kiibik bir
sekil alirlar. Follikiil epitel hiicreleri kiibik yapiya farklilastiginda follikiil “Primer
Follikiil” olarak adlandirilir. Ovosit biiyiidiik¢ce, homojen ve yogun boyanan, asidofilik

151k kirict tabaka olan “Zona Pellusida” (ZP), ovosit ve follikiil hiicreleri arasinda olusur.
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Isik mikroskobunda ilk olarak ovosit 50—80 um’ye biiylidiigiinde belirir. Biiyiiyen ovosit
jel yapisinda olan, glikozaminoglikandan ve glikoproteinden zengin ZP’y1 salgilar (27).
Tek tabaka olan follikiil hiicreleri mitotik boliinmelerle birlikte ¢ok katli epitel goriintiisii
alir ve buna “Membrana Granulosum” denir. Bu asamada follikiil hiicreleri ise “Granuloza
Hiicreleri” olarak adlandirilir. Bazal lamina follikiil hiicrelerinin dig kismiyla stroma
arasindaki yerini korur. Follikiiler biiylime sirasinda granuloza hiicreleri arasinda ¢ok
sayida gap junction gelisir; ¢iinkii besin ve kii¢iik makro molekiillerin kandan follikiiler
stviya gecmesi ovosit ve follikiil gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir (28).

Granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla follikiilii cevreleyen stromal hiicreler “Teka
Follikiilii” denen bag doku yapisini olustururlar. Teka follikiilii daha sonra iki ayr1
tabakaya farklilasarak “Teka Interna” ve “Teka Eksterna” y1 meydana getirir (29).

1-Teka Interna: Cok iyi damarlanmus i¢ tarafta bulunan, kiibik ve salg1 yapan
hiicrelerdir. Teka internaya ait hiicreler steroid hormon iireten hiicrelere benzer
ultrastruktiirel bir yap1 gosterirler, bol miktarda agraniiler endoplazmik retikulum, tubular
kristaya sahip mitokondriyonlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklari igerir (29). Ayrica
proostrus, Ostrus ile erken gerileme doneminde sayica oldukc¢a fazladirlar. Hiicreler
arasinda kan ve lenf kapillar ag1 vardir. Bu 6zellik sadece teka internada mevcut olup
granuloza hiicrelerinde yoktur. Bag dokudan gelistigi halde hiicreleri epiteloid karakterde
olup biiytik, oval ya da polygonal bi¢imli hiicreler olarak gelisip dstrojen hormonu
sentezler (24). Bununla birlikte granuloza hiicreleri ile teka tabakasi arasinda bulunan
bazal lamina bu iki tabakay1 kesin sekilde ayirir. Boylece bazal lamina, follikiiler biiyiime
sirasinda damarsiz olan granuloza hiicre tabakasini, teka interna tabakasindan ayirmis olur.
Teka interna hiicrelerinde LH reseptorii vardir (29).

Teka interna hiicreleri LH nun etkisi ile androstenedion ve testosteron, granuloza
hiicreleri FSH nun etkisi ile dstrojen iiretir. Artan dstrojen miktar1 granuloza hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarir. Ayrica intersitisyel hiicreler de ostrojen kaynagidir. Granuloza
hiicreleri ayn1 zamanda protein yapida, FSH’nun negatif feed back etkisine sahip bir
hormon olan “Follikiilostatin”de salgilarlar (24).

2-Teka Eksterna: Bag doku hiicrelerinin dis kismidir. Esas olarak diiz kas hiicreleri
ve kollajen lif demetlerinden olusur. Teka tabakalar1 arasinda ve teka eksterna ile gevre
stroma arasindaki sinir belirgin degildir. Primer follikiil biiyiikligii arttik¢a stroma iginde

derinlere dogru ilerler (29).
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Sekonder Follikiil (Antral Follikiil)

Granuloza tabakas1 6—12 hiicre tabakasina ulastiginda granuloza hiicreleri arasinda sivi
dolu bosluklar belirmeye baslar. Bu asamada follikiil, “Sekonder” veya “Antral Follikiil”
adini alir. Bu hyaluronik asitten zengin siviya “Follikiil Sivis1” denir. Bu sivi miktari
arttikca bosluklar birlesir ve tek biiyiik bir bosluk halini alir ki bu “Antrum” olarak
tanimlanir. Antral follikiil asamasindan sonra eksantrik olarak yerlesmis ovosit
biliyliyemez ve azami 125 pm ¢apinda kalir. Biiyiime inhibisyonu ise 2 kDa biiytiikliigiinde
bir peptid olan “Ovosit Olgunlasma Onleyici” (Oocyte Maturation Inhibitor-OMI)
tarafindan saglanir. OMI, granuloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinir. OMI
yogunlugu ile antral follikiil biiyiikliigii arasinda dogrudan bir iliski vardir (30).

Antral follikiil ve dolayis1 ile antrum biiyiidiik¢e granuloza hiicreleri de genisler.
Granuloza hiicre tabakasinin kalinlig1 ovositle iliskide oldugu yer disinda aynidir.
Granuloza hiicrelerinin ovositle iliskide oldugu bolgede hiicreler kalinlagmis tepe seklinde
bir yap1 olusturur ki buna “Kumulus Ooforus” denir. Kumulus ooforus hiicreleri ovositi
sarar ve ovulasyonda da ovositle birlikte atilan bu hiicreler “Korona Radiata” olarak
tanimlanir. Korona radiata ovosit mikrovilluslariyla, gap junction araciligiyla baglanti
kuran granuloza hiicrelerinden olusur. Follikiillerin olgunlagsmasi sirasinda granuloza
hiicrelerinin yiizey uzantilarinin sayisi artar ve bu serbest antral yiizeydeki LH reseptor

sayistyla yakindan iligkilidir (31).

Graaf Follikiil (Tersiyer Follikiil)

Tersiyer ya da graaf follikiilii olarak da bilinen olgun follikiiller 10 mm veya daha
biiylik olabilirler. Bu biiyiikliigiinden dolay1 ovaryum yiizeyinde bir ¢ikinti olarak
goziikiirler. Follikiil azami biiyiikliigline yaklastik¢a granuloza hiicrelerinin mitotik
aktivitesi azalir. Granuloza hiicre tabakas1 antrumun genislemesine bagli olarak incelir.
Granuloza hiicreleri arasindaki bosluk biiyiidiik¢e, ovulasyona hazirlik olarak, birbirleriyle
olan baglantilar1 ve iligkileri zayiflar. Follikiil olgunlagmasinin bu asamasinda teka hiicre
tabakas1 belirgin bir 6zellik kazanir. Teka interna hiicrelerinin sitoplazmasinda yag
damlaciklar belirir ve hiicreler morfolojik olarak steroid iireten hiicre goriintiisiinde olur.
LH, teka interna hiicrelerini androjen salgilamak i¢in uyarir. Androjenler, granuloza
hiicreleri i¢indeki diiz ER’a taginirlar. FSH’a cevap olarak granuloza hiicreleri
androjenlerin dstrojenlere doniistiiriilmesini katalize ederler. Ostrojenler de granuloza
hiicrelerini uyararak ¢ogalmasini ve boylece follikiil bliylimesini uyarirlar. FSH ve/veya

LH salinimindaki artis ovulasyondan yaklasik 24 saat 6nce adenohipofiz tarafindan
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uyarilir. LH artisina cevap olarak granuloza hiicrelerinde bulunan LH reseptorleri azaltilir
ve bundan sonra granuloza hiicreleri dstrojen iiretmezler (31).

Ovosit olgunlastik¢a organellerin de dagilimi degisir. Primordiyal ovositte bulunan
Balbiani cisimciginden kaynaklanan Golgi aygit1 parcalari sitoplazmaya dagilmis olarak
goriiliir. Serbest ribozom, mitokondria, kii¢lik vezikiiller ve graniillii ER sayis1 da artar.
Seyrek olarak yag damlaciklar1 ve lipokrom pigmenti de gortilebilir (29). Memeli dahil
bir¢ok tiire ait ovositlerde kortikal graniiller bulunur. Bunlar plazma membraninin
(ovolemma) hemen altinda yerlesmislerdir. Kortikal graniiller proteaz igerirler ve ovosit
sperm tarafindan ddllendiginde ekzositoz yoluyla salinirlar. Ovum tizerindeki
spermatozoon giris reseptorlerinin kapanmasini saglayarak sperm girisini engellerler.
Ovosit ile granuloza hiicreleri arasinda siki iligkiyi saglayan uzantisal yapilar vardir. Bu
uzantilar, plazma membraniyla iliski halindedir fakat sitoplazmik devamlilik saglamaz
(29). Ovulasyona yakin bir ya da daha fazla olgun follikiil gelisimini tamamlayarak
ovulasyona hazirlanir. Bu follikiillerdeki ovosit mayoz boliinmenin 1. evresini
tamamlayarak sekonder ovosit asamasindadir. Boliinme siirecinde sekonder ovosit ve ¢ok
az sitoplazmali I. polar cisimcigi sekillenir. II. mayoz boliinme I. mayoz béliinmenin
ardindan baslar ve metafaz asamasinda durur. Ovulasyon sonucu fertilizasyon olmadikga
boliinme tamamlanmaz. Fertilizasyon asamasinda sekonder ovositten ovum ve II. polar

cisimcigi olusur (24).

Ovulasyon

Graaf follikiiliindeki ovosit, etrafindaki korona radiyata hiicreleriyle birlikte likor
follikiilii igersinde serbest kalir. Follikiil duvar ylizeye dogru incelir. Ovaryumun
korteksinde yer alan ve yiizeye dayanan graaf follikiilii germinatif epitele basing yapar.
Ovosit, follikiil sivisinin basinci ile etrafindaki korona radiyata hiicreleriyle birlikte

oviduktta atilir (24).

Korpus Luteum

Ovulasyon sonrasinda, arta kalan granuloza ve teka hiicrelerinden olusan follikiil
duvar follikiil katlandik¢a kivrintilar olusturur. Ilk olarak teka internada bulunan kan
damarlarinin follikiil bosluguna dogru kanamasi “Korpus Hemorajikum” olusumuna neden
olur. Daha sonra stromadaki dokular follikiil bosluguna dogru ilerler. Granuloza ve teka
interna hiicre tabakasinda ciddi morfolojik degisiklikler meydana gelir (32). Granuloza ve

teka hiicreleri ¢ogalirlar, farklilagirlar ve hipertrofiye ugrayarak granuloza lutein hiicreleri

13



ile teka lutein hiicrelerini sekillendirirler. Bu biiyiik olusum “Korpus Luteum (sar1
cisim)”’dur (24). Lutein hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan, yagda ¢oziilebilen bu
pigment, lipokromdur ve sarimtirak bir renk verir (32). Biiyiik, poligonal bi¢imli olarak
tanimlanmus iki tip luteal hiicre vardir;

1- Granuloza Lutein Hiicreleri; yaklasik 30 um ¢apinda, biiyiik, granuloza
hiicrelerinden olugsan merkezi yerlesimli hiicrelerdir.

2- Teka Lutein Hiicreleri; granuloza lutein hiicrelerine gore daha ufak, 15 um
capinda, daha yogun boyanan teka internadan meydana gelen periferik yerlesim gosteren
hiicrelerdir (24).

Korpus luteumun olugsmaya baslamasiyla teka internada bulunan kan ve lenf damarlar1
granuloza tabakasina dogru hizli bir sekilde biiyiir. Korpus luteum i¢inde genis bir damar
ag1 meydana gelir (32). Ovaryum korteksinde yerlesmis bulunan korpus luteum endokrin
bir bez gibi aktivite gostererek progesteron ve az miktarda da oksitosin ve dstrojen
salgilayarak hipofizden FSH ve LH salgilanmasini onler. Progesteron ovaryumda yeni
follikiillerin gelisimini ve ovulasyonu engeller (24). Doéllenme olmus ise bu hormonlar
endometriyumun biiyiime ve salgi aktivitesini uyararak implantasyon i¢in hazirlanmasini
saglarlar (32). Gebeligin olusmasi ile birlikte plasenta tarafindan salgilanan koriyonik
gonodotropin hormonu korpus luteumun etkisini arttirir, gelisimini devam ettirerek, uterus
diiz kaslarinin kontraksiyonunu engeller ve uterus bezlerinin gelisimini uyarir. Bdylece
korpus luteum gebelik sonuna kadar varligini siirdiiriir. Gebelik korpus luteumuna
“Korpus Luteum Verum, Korpus Luteum Pregnansi ya da Korpus Luteum Gravididasgibi
adlar verilir (24). Doéllenme ve implantasyon meydana gelmemis ise korpus luteum sadece
14 giin islevsel halde kalir ve bu durumda da “Korpus Luteum Periyodikum, Korpus
Luteum Spurium yada Menstriiasyon Korpus Luteum™u olarak adlandirilir. Insanda
menstriilasyon kanama sekillenir. hCG ve diger luteotropinlerin yoklugunda dstrojen ve
progesteron salgilanmasi azalir ve ovulasyondan yaklasik 10—12 giin sonra korpus luteum
dejenere olmaya baslar. Korpus luteum, dogumdan ya da ovulasyonla déllenmenin
olmadig1 durumlarda dejenere olur ve yavas sekilde geriler. Hiicreler yag damlaciklartyla
dolmaya baslar, boyutlar1 kiigiiliir ve otolize gider. Dejenere olan korpus luteumda

hiicreler aras1 hiyalin maddesi birikmesiyle “Korpus Albikans™ olusur (32).

Atretik Follikiiller
Ovulasyon gerceklestikten sonra gelismekte olan follikiillerde gerileme baglar. Atretik

follikiiller, gelisimin her doneminde goriilebilir. Atretik follikiiliin goriiniimii gerileyen
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follikiiliin bulundugu devreye gore degisir. Primer follikiil ve sekonder follikiilde olusan
atrezi ile graaf follikiiliinde olusan atrezi hacim agisindan farklidir. Ayrica dejenerasyon
primer follikiilde ovositten baslar, bunu follikiil epitel hiicrelerindeki dejenerasyon izler.
Sekonder follikiildeki atrezi ise ovosit ve granuloza hiicrelerinden baslar. Granuloza
hiicrelerinde mitozun durmasi, bazal laminadan granuloza hiicrelerinin ayrilmasi ve

ovositin 6liimiiyle karakterizedir (24).

Intersitisyel hiicreler

Ovaryumdaki androjenlerin kaynagi intersitisyel hiicrelerdir. Bu hiicreler epiteloid
kokenli hiicreler olarak tanimlanirlar.

Follikiillerde atrezi gerceklesirken granuloza hiicreleri ve ovosit dejenerasyona ugrar.
Teka interna hiicreleri durumlarini koruyarak intersitisyel hiicrelere doniistirler. Bunun
yaninda intersitisyel hiicreler granuloza hiicrelerinden ve primordiyal follikiillerden de

koken alabilirler (24).

Hipotalamus-Hipofiz ve Ovaryum Hormonlarinin Etkilesimleri

Hipotalamustan Salgilanan GnRH ve Bu Hormonun LH ve FSH Sekresyonuna
Etkileri

On hipofiz hormonlarmin ¢ogu hipotalamustan salgilanan “Serbestlestirici- Releasing
- Hormonlar” tarafindan kontrol edilir. Bu hormonlar 6n hipofize, hipotalamus-hipofizer
portal sistem yoluyla taginirlar. Gonadotropinlerin uyarilmasinda, bir serbestlestirici
hormon olan GnRH ¢ok 6nemlidir. Hormonun formiilii su sekildedir:
Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH»

Deneysel arastirmalara gore, hipotalamusun GnRH salgisi siirekli degildir. Sekresyon,
her 1-2 saatte bir gergeklesir ve 5-25 dakika siireyle devam eder. Hipotalamik GnRH nun
pulsatil atilimi1, hipotalamusun pulsatil elektriksel uyarisina baghdir. GnRH siirekli
uygulandiginda 6n hipofiz bezinin FSH ve LH salgis1 kaybolur. Buna bagli olarak, GnRH
salgilanmasinda pulsatil 6zellik, bilinmeyen nedenlerle hormonun fonksiyonel olmasi
acisindan 6nemlidir. GnRH’nun pulsatil salgisi, ayn1 sekilde LH sekresyonunun da her 90
dakikada bir intermitent atilimina neden olur (33).

Ostrojen ve Progesteronun LH ve FSH Salgilanmasindaki Azalmaya Karsi Negatif
Feedback Etkisi

Kii¢iik miktarlarda strojen, FSH ve LH olusumunda ¢ok giiclii baskilayici bir etki

gosterir. Ayrica progesteron varliginda, 6strojenin baskilayici etkisi iki kat artar. Oysa
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progesteronun tek basina inhibisyon etkisi ¢ok azdir. Belirtilen feedback etkiler esas
olarak dogrudan 6n hipofiz bezi lizerinde diizenlenmektedir. Bu etkilerin hipotalamusun
GnRH salgist lizerinde GnRH pulzasyon frekansini degistirmek yoluyla azaltici etkisi cok
daha azdir. Ostrojen ve progesteronun feedback etkisine ek olarak, korpus luteum
granuloza hiicrelerinden, steroid seks hormonlariyla birlikte salgilanan “inhibin
hormonu”dur. Inhibin kadinlarda, 6n hipofiz bezinden FSH sekresyonunu, daha kiigiik
Olciide de LH salinimini inhibe eder. Bu nedenle, inhibin hormonunun disilerde, siklusun
sonuna dogru FSH ve LH azalmasinda 6nemli rolii oldugu kabul edilmektedir (33).

On hipofiz bezi ovulasyondan 24-48 saat 6nce 1 ya da 2 giin siireyle LH salgisin
arttirir. Deneyler, kadinlara ovaryal siklusun ilk yarisinda, son iki-ii¢ giinliik siire¢ i¢inde
kritik hizin {istiinde strojen infiizyonu yapildiginda follikiillerin hizla biiytidiigiinii ve
ovaryumda Ostrojen salgisinin hizlandigini gostermistir. Bu donem icinde, 6n hipofizden
FSH ve LH sekresyonu baslangigta hafifce baskilanir. Daha sonra birden bire LH alt1 kat,
FSH yaklasik iki kat artar. LH saliniminin bu ani ve biiyiik artis1 ovulasyonun
gergeklesmesini saglar (33).

Hipotalamus-Hipofiz-Ovaryum Ekseninde Feedback Mekanizmast

1- Ovulasyon Sonrasi Ovaryum Hormonlarinin Sekresyonu ve Gonadotropinlerin
Baskilanmasi: Ovulasyon sonrasinda korpus luteum, bityiik miktarlarda progesteron ve
Ostrojenle, ayn1 diizeyde inhibin hormonu salgilar. Bu hormonlarin tiimii birlikte, 6n
hipofiz ve hipotalamus {izerinde negatif feedback etki yaparlar. Bu sekilde FSH ve LH
salgis1 baskilanir. Menstriiasyondan yaklasik 3-4 giin 6nce, bu hormonlar en diisiik
diizeylerine inerler (33).

2- Follikiler Buylme Fazi: Menstriiasyondan 2 ya da 3 giin 6nce, korpus luteum
gerilemeye baslar ve involusyona gider. Bu sirada 6strojen, progesteron ve inhibin
hormonlar1 en diisiik diizeylerine inerler. Boylece, hipotalamus ve 6n hipofiz bu
hormonlarin baskilayici etkisinden kurtulur. Bir giin veya daha sonra, menstriiasyonun
baslamasi ile FSH yeniden salgilanmaya baglar ve hormon diizeyi yaklasik iki katina
ulagir. Menstriiasyon basladiktan sonra, daha ileriki giinlerde LH salgis1 da hafifce artar.
Bu hormonlarin etkisi altinda yeni follikiiller bliylimeye ve Ostrojen salgisi giderek artmaya
baslar. Ostrojenin en yiiksek diizeye ulasmasi menstriiasyonun baslangicindan yaklagik 12
veya 13 giin sonra gergeklesir. Follikiillerin biiyiidiigii ilk 11-12 giin i¢inde, 6zellikle
Ostrojenin 0n hipofiz bezi lizerindeki negatif feedback etkisiyle FSH ve LH hafif¢e azalir.
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Daha sonra her iki hormonun sekresyonu birden artar. LH ve FSH sekresyonunda
ovulasyon dncesi pik goriiliir ve bunu takiben ovulasyon meydana gelir (33).

3- Ovulasyon Oncesi LH ve FSH Zirvesi Ovulasyona Yol Agar: Menstriiasyonun
baslamasindan 11-12 giin sonra FSH ve LH salgisinda azalma goriiliir. Bu sirada, yiiksek
Ostrojen diizeyi (ya da follikiillerden progesteron sekresyonunun baglamasi) 6n hipofiz
tizerinde pozitif feedback etki yapar. Bu da LH salgisinda daha biiytik, FSH salgisinda
daha kiiciik dlgiide artiglara neden olur. Ovulasyon 6ncesi LH ve FSH salgisinin asir1 ve
ani artisinin nedeni ne olursa olsun, ovulasyona ve onun ardindan da korpus luteum
sekresyonuna yol agar. Boylece hipotalamus, hipofiz ve ovaryumlar iizerindeki hormonal
etki ile bir ovulasyondan diger ovulasyona kadar devam eden siklus donemi gergeklesir

(33).

Gonadotropik Hormonlar ve Ovaryum Uzerindeki Etkileri

Gentital siklus siirecinde ovaryumdaki degisiklikler tamamen, 6n hipofiz bezinden
salgilanan gonadotropik hormonlar, FSH ve LH’a baghdir. Gonadotropik hormonlarla
uyarilmayan ovaryum inaktif durumdadir. Bunu, gonadotropik hormonlarin hemen hig
salgilanmadig cocukluk déneminde gorebiliriz. Insanda 9-12 yaslarinda hipofiz giderek
daha ¢ok FSH ve LH salgilamaya baslar, 11-15 yaslar arasinda hormonal gelisimin
baslamasiyla en yiiksek diizeye ulasir. Bu degisim periyoduna “puberte” ve ilk menstrual
siklusa “menarj” adi verilir (33).

FSH ve LHun molekiil agirliklar1 yaklasik 30.000 I.U./L olan kii¢iik glikoprotein
yapida hormonlardir. Kadinlarda aylik genital siklus siirecinde, FSH ve LH devingen
olarak artar ve azalir. Bu donemsel degisme, siklik over degisimlerine neden olur. FSH ve
LH ovaryumdaki hedef hiicreleri, hiicre membranlarinda bulunan son derece spesifik
reseptorlere baglanarak uyarirlar. Aktive olan reseptorler, bu hiicrelerde hem sekresyon,
hem de biiylime ve proliferasyon hizini arttirirlar. Bu uyarici etkilerin hemen hepsi hiicre
sitoplazmasindaki ikincil haberci siklik AMP (cAMP) sisteminin aktivasyonu sonucu
cAMP protein kinaz olusumuna ve seks hormonlarinin sentezini uyaran g¢esitli anahtar
enzimlerin fosforilasyonunun saglanmasina baglidir (33).

Menstriiasyonun baglamasindan sonra ilk birkag giin i¢inde FSH ve LH
konsantrasyonlari, hafif ya da orta derecede artig gosterir. Bu donem i¢inde FSH’nun artis1
LH’a gore biraz daha fazladir. Bu hormonlar 6zellikle FSH her ay 6 ila 12 primer

follikiiliin biiylimesini hizlandirir. Hormonun ilk etkisi granuloza hiicrelerinin
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proliferasyonunu hizlandirmak ve pek ¢cok granuloza hiicre tabakasinin olusumunu ve
steroid hormonlarin salgilanmasini saglamaktadir. Hizli biiylimeye yol acan etkenler;

-Follikiil i¢ine serbestleyen dstrojen, granuloza hiicrelerinde FSH reseptdr sayisinin
artmasina neden olur. Bu olay pozitif feedback etki yaratir, ¢linkii granuloza hiicrelerinin
on hipofiz bezinden salgilanan FSH’a kars1 duyarlik kazandirir.

-Hipofizden salgilanan FSH ve ovaryumdan sentezlenen ostrojenler ile birlikte,
granuloza hiicrelerinin yiizeyinde, ayn1 zamanda LH reseptdrlerinin yapimi hizlanir.
Boylece bu hiicrelerde FSH uyarisina ek olarak, LH uyarisida saglanmis olur ve follikiil
sekresyonunun daha da hizlannasina yol agilir.

-Follikiilde Ostrojen salgisinin artmasi, 6n hipofizden salgilanan LH’1n ytlikselmesi ile
birlikte follikiiler teka hiicrelerinin proliferasyonuna neden olacak ve ayn1 zamanda
sekresyonunun artmasina yol agacaktir. Bu nedenle, antral follikiil biiylimeye
basladiginda, ileri asamalarda biiylime ¢ok daha biiytik bir hizla gerceklesir (33).

LH follikiil bliyiimesinin son fazinda ve ovulasyon aninda gerekli bir hormondur. Bu
hormon olmadiginda, ¢ok biiylik miktarlarda FSH olsa bile, follikiil ovulasyon evresine
kadar gelisemeyecektir. Ovulasyondan yaklagik iki glin 6nce, 6n hipofizin LH sekresyon
hiz1 belirgin sekilde yiikselir. Bu artig ovulasyondan yaklasik 16 saat 6nce, 6 ila 10 katlik
bir artis seklindedir. FSH da ayni siireg i¢inde 2-3 kat kadar artar. Bdylece iki hormon
ayn1 anda birlikte etki ederek ovulasyon dncesi son birkag giin i¢inde follikiiliin hizla
biiylimesini saglar. Ayrica LH granuloza ve teka hiicreleri lizerinde de spesifik etkilere
sahiptir. Bu hiicreler dncelikle daha ¢ok progesteron, daha az dstrojen salgilayan hiicrelere
dontisiir. Bu nedenle, ovulasyondan yaklasik bir giin 6nce Ostrojen sekresyonu azalirken
kiigiik miktarda progesteron salgilanmaya baslar. Bu ortamda follikiil hizla biiyiir, uzun
stire agir1 miktarda Ostrojen salgilandiktan sonra, Gstrojen sekresyonu azalir. Ovulasyon 6n
hipofiz bezinden asir1 miktarda LH nin salgilanmasi ile baslar. LH 6ncelikle, hizla
baslangicta progesteronun daha fazla oldugu follikiiler steroid hormonlarin salgilanmasina
yol agar. Birkag saat i¢inde ovulasyon icin gerekli iki 6nemli olay gelisir (34).

1- Teka eksterna lizozomlardan proteolitik enzimleri salgilamaya baglar. Bu enzimler
teka eksternanin ¢6ziilmesine ve duvarin zayiflamasina neden olur. Bdylece tiim follikiil
daha fazla biiytir.

2- Ayni anda follikiil duvarinda hizla yeni kan damarlar1 olusurken follikiiler dokuda
prostoglandinler salgilanir. Bu iki etki follikiiliin biiylimesi ve eszamanli olarak stigmanin

dejenerasyonu, follikiiliin yirtilmasina ve ovumun digart atilmasina neden olur (34).
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Ovulasyon sonrasinda korpus luteum, biiyilik miktarlarda progesteron ve dstrojenle,
ayni diizeyde inhibin hormonu salgilar. Bu hormonlarin tiimii birlikte, 6n hipofiz ve
hipotalamus tizerinde negatif feedback etki yaparlar. Bu sekilde FSH ve LH salgis1
baskilanir. Menstriiasyondan 3-4 giin 6nce, bu hormonlar en diisiik diizeylerine inerler.
Menstriiasyondan 2 ya da 3 giin 6nce, korpus luteum gerilemeye baslar ve involusyona
gider (32). Menstrual dongiiniin ge¢ luteal faz1 sirasinda korpus luteumun kaybolmasina
bagl olarak, Ostrojen 2 (Estradiol 2-E2), inhibin A ve progesteron (P) seviyeleri diiser (34,
35).

Siiperovulasyon Yontemi

Multifollikiilasyon ve siliperovulasyonun temel amaci belirlenen bir zamanda bir
hayvandan elde edilen kullanilabilir ovosit ve bunun sonucu olarak daha fazla embriyo
elde edebilmektir (36). Reprodiiktif biyoteknolojik uygulamalardan birgogunun ilk
asamasi hayvanlarin siiperovulasyona sevkedilmesi ile baglar. Ovum pick up (OPU), in
vitro embriyo iiretimi (IVEP), intrauterin tohumlama (Intra Uterin Insemination-IUT),
GIFT, ovosit ya da in vitro embriyolarinin dondurulmasi, embriyo transferi, gamet
fizyolojisinin aragtiritlmasi veya cinsiyet se¢im (sexing) ¢alismalari, pronuklear DNA
mikroenjeksiyonu, intra sitoplazmik sperm injection (ICSI) gibi gamet manipulasyonlar1
icin ihtiya¢ duyulan ¢ok sayida ovosit ya da embriyolar siiperovulasyonun basarilmasiyla
gerceklestirilebilmektedir. Bu amacla ekzojen gonadotropinler bir¢ok laboratuvar hayvani
ile evcil hayvanlarda ovulasyonun uyarilmasinda basariyla kullanilmaktadir (37, 38).

Multifollikiilasyon ve siiperovulasyonu saglamak amaciyla hipofiz kokenli
gonadotropinler FSH, LH ve HMG, plasental kokenli gonadotropinler PMSG ve hCG,
hipofiz ekstresi ve GnRH preparatlari ile klomifen sitrat, difenililen tiirevleri gibi bazi

sentetik preparatlar kullanilmaktadir (36).

Gonadotropinler

Ovule olan ovositlerin sayisini arttirmak amaciyla, ¢iftlesmeden 6nce disilere
gonadotropinler uygulanir. PMSG, FSH gibi etkilidir ve follikiilii uyaran dogal hormonu
taklit eder. hCG ise LH gibi etkilidir ve ovulasyonu saglayan dogal hormonu taklit eder
(39, 40). hMG, genis bir sekilde ilk olarak Amerika Bilesik Devletlerinde kullanilmaya
baslanmistir (41, 42). Yirmi seneden fazla olarak IVF uygulamalarinda gonadotropinlerin
kullanilmasinin nedeni fertilizasyon icin gerekli olan ovositlerin sayilarinin miimkiin

oldugunca arttirilmak istenmesidir. Kullanilan hMG preparatlarinin FSH ve LH biyolojik
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etkinlik oranm1 1:1°dir. Hormonun saflig1 arttikca biyolojik etkinlik oranini korumak ic¢in
hCG eklenmesi gereklidir (43). Ilk hazirlanan preparatlarin saflig1 ¢ok diisiiktii ve preparat
icinde bulunan proteinlerin sadece %5°1 biyolojik olarak etkindi. Protein saflagtirma
tekniklerinin gelismesiyle birlikte etkinligi daha az olan proteinlerin karigtminin en aza
indirildigi hMG tiretilmeye baslandi ve 1980’lerin basindan itibaren monoklonal
antikorlarinda kullanimiyla idrardan saflastirilmis FSH elde edildi (44). Giiniimiizde
kullanilan ticari preparatlar sayesinde asir1 duyarlilik durumu daha az meydana gelmekte
ve daha agrisiz deri alt1 uygulamalar1 yapilabilmektedir. Rekombinant teknolojinin
gelismesiyle birlikte giivenilirlik, saflik ve etkinin giderek arttig1 goriilmektedir. Daha
sonralar1 rekombinant DNA teknolojilerinin gelismesiyle birlikte biliyiik miktarlarda
rekombinant insan FSH (recFSH)’s1 tiretilmistir (45, 46). Bu iiretim sirasinda glikoprotein
hormon olan FSH’nin genel a ve hormona 6zel olan f alt iinitelerini kodlayan genler Cin
hamster1 ovaryum hiicre soyu ile transfeksiyonu yapilarak elde edilmistir (47).
Stiperovulasyon (48) ve IVF’ de (49, 50) recFSH kullanilarak elde edilen ilk hamilelik
1992°de bildirilmistir. Rekombinant {iriinler, artmis saflik, genis bir kulanim alani ve
biyolojik etkinliklerinin kararliliklariyla tercih edilmektedirler. Su anda recLH (51, 52) ve
rechCG (53, 54) de kullanilmaktadir.

Stiperovulasyon protokoliine asir1 cevap veren kadinlarda, ovosit ve embriyo kalitesi
izerine gonadotropin uygulamasinin olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir (55). Aym
zamanda fertilizasyon ve embriyodaki blastomer sayisinin gruplar arasinda benzer,
gruplardaki embriyolarin kalitesi ve yariklanma kapasitelerinde de fark olmadig:
bildirilmistir (56). Yiiksek FSH seviyelerine maruz kalmanin da embriyo gelisimi iizerine
dogrudan etkisi yoktur. Pre-antral follikiilden elde edilen ovositlerin kiiltiirii yapilirken
ortama FSH eklendiginde yararli bir etki goriillmemistir (57).

Stiperovulasyon protokollerinde sik¢a kullanilan hCG hormonunun alfa (a)) ve beta ()
olmak tizere iki ayr1 alt grubu (sub-unit) vardir. Alfa hCG, kanda dolasan LH ve Tiroid
Uyarict Hormon (Tiroid Stimulan Hormon-TSH) ile olduk¢a benzer yapidadir. Hatta kanda
Olciim degerleri bu benzerlikten 6tiirii yanlis sonuglar verebilmektedir (18, 20). hCG
hormonunun B alt grubu ise bahsi gecen hormonlarda oldukga ayri bir yapiya sahiptir ve bu
nedenle kanda gebelik testlerinde daha duyarl bir sonug¢ vermektedir. Tiim bu sebeplerden
dolay1 kanda gebelik testlerinde 6lgiilen hCG hormonunun B alt grubu veya daha kisa
adiyla f hCG’dir (18, 20).
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GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullar:

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi ve Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali1 laboratuvarinda yiiriitiildii. Calisma materyali olarak 7 haftalik 40 adet BALB/c soyu
disi fare kullanildi. 7 haftalik disi fareler tiim deney boyunca 14 saat aydinlik/10 saat
karanlik dongiisline maruz birakildi. Fareler 6zel hazirlanmis fare yemi ile beslenerek,
onlerinde su siirekli bulunduruldu. Caligmadaki tiim deneysel uygulamalar Uludag

Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi Komitesi tarafindan onaylandi (Karar No: 2012-
02/06).

Deney Plam

Fareler, rastgele dort gruba ayrilarak, kontrol grubuna, 0.2 ml serum fizyolojik enjekte
edildi. Diger ii¢ gruba subkutan (s.c.) yolla sirasiyla 2.5; 5 ve 7.5 Internasyonal Unite
(International Units-I. U.) PMSG (Folligon®-Intervet, Kanada) hormonu (1000 I. U.)
verildi. PMSG enjeksiyonunu izleyen 48'inci saatte, deney gruplarina, PMSG'nin artan
dozuna paralel olarak, gruplara sirasiyla 2.5 (I. deney grubu); 5 (II. deney grubu) ve 7.5 1.
U. (III. deney grubu) hCG (Pregnyl-Organon, ingiltere) (1500 I. U./ ml) ; kontrol grubuna
ise 0.2 ml serum fizyolojik s.c. yolla enjekte edildi. Deney ve kontrol gruplarindan 10’ar
farenin hormon enjeksiyonundan ve servikal dislokasyondan 6nce canli agirliklart alinarak
17 ile 20. saatler arasi di-etil eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi. Takiben
siiratle ovaryumlar ¢evresindeki yag dokusu temizlenip, tartimlar1 yapilarak Bouin tespit
sollisyonuna alindi. Histolojik incelemeler i¢in alinan ve tesbit edilen ovaryumlar rutin
histolojik metodlar uygulanarak doku takibi yapildi. Elde edilen parafin bloklarindan 5-6
pum kalinliginda kesitler alinarak histolojik yapinin incelenmesi i¢in Crossmon’in ti¢lii
boyama teknigi (58) uygulandi. Her gruba ait farelerin ovaryumlari stereo (Nikon

SMZ1000, Japonya) ve arastirma mikroskobu (Nikon Eclipse 801, Japonya) ile incelendi.
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Tespit ve Crossmon Uclii Boyama Tekniginde Kullanilan Soliisyonlar

Bouin Tespit Soliisyonunun Hazirlanisi

Doymus Pikrik Asit................. 75 ml
Notr Formol................o.oo. 25 ml
Asetik ASit......ooovieiiiiiiiiinn.. 5 ml (Kullanilacag1 zaman eklenir.)

Crossmon’in U¢lii Boyama Teknigi Soliisyonlarinin Hazirlanis

Weigert Hematoxylin Soliisyonu

Solusyon A ; Solusyon B ;

Hematoxylin ( Crist)............... 1 gr Distile su...........c.ouen. 99 ml

%95alkol...........oool, 100 ml Demir-3-Klortir............. 1 gr (s1v1ile 4 ml)
HCL ... 1 ml

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra erimeleri i¢in bir gece bekletildi.

A ve B soliisyonlar1 esit miktarda hazirlanip karistirildi.

Metil Alkol (Metil Karbonat) Soliisyonu

Distile Su.......ccovvviiiiiiinn., 125 ml

Metil alkol (Metanol)................ 125 ml

Sodyum karbonat..................... 0.5 gr (Kendiliginden erimesi i¢in bir gece bekletildi).

Asit Fuksin Orange G Soliisyonu Fosfotungistik Asit Soliisyonu

Asit fuksin.................... 1.4 gr Fosfotungistik Asit................ 3gr
Orange G.......c.oevviiiinnenn.n. 0.6 gr Distile sU......oovviiiiiiiiii, 100 ml
Distile su........c.ccoveeinenn.n. 400 ml

Tymol.......c.oooviiiiiiiiin. 0.26 gr

Asetik asit...........coooienn. 4 ml
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Anilin-Blue Soliisyonu Asetik Asit Soliisyonu

Anilin-Blue.......................... 2gr Asetik Asit...........ooeeenee 2 ml
Distile SU....uuueeeeeiieee 100 ml Distile SU.....ccvvvvvevennnn... 100 ml
Asetik asit..........ooooeeeiiiii. 2 ml

Doku Takibi

Kontrol ve deney gruplarina ait ovaryumlar alinarak, numune bilgilerinin yazildig:
kasetlere yerlestirildi ve dnceden hazirladigimiz Bouin tespit soliisyonu igine konularak 24
saat bekletildi. Sirasiyla % 70, % 80, % 96, absolii I, absolii II ve ksilol soliisyonlarinin
her birinde birer saat bekletilerek ksilol II’de 1 gece birakild.

Ertesi giine hazirlik olmasi agisindan vakumlu etiiviin sicakligi 58 °C’ye ayarlandi.
Etiiv igerisine erimesi i¢in ksilol-parafin, yumusak parafin, parafin I ve parafin II
kavanozlar yerlestirildi. En son ksilolde bekleyen ovaryumlar sirasiyla vakumlu etiiv
icindeki ksilol-parafin, yumusak parafin, parafin I kavanozlarina konuldu ve birer saat
bekletildi. Parafin II’de 1 saat vakum yapildi. Blokaj i¢in; blokaj kaplar1 hazirlanarak,
kaplar tizerine numune bilgileri yazildi. Metal kaba parafin tankindan biraz parafin

dokiiliip, ovaryum yerlestirilerek iizeri parafin ile doldurulup +4 °C’ye kaldirild1.

Kesit Alma

Benmarinin sicakligi 58 °C’ye ayarlandi. Beher icine distile su doldurularak 1sinmast
icin benmariye yerlestirildi. Kesitlerin lama ¢ekilmesi amaciyla distile su ile
doldurdugumuz beher icine % 0.1 oraninda jelatin konuldu. Mikrotom (Leica RM 2135,
Almanya) ve Mikrotom bigagi (Microtome Blades S35 Type, Feather, Japonya)
hazirlanarak, 5-6 um kalinlikta kesitler alindi. Kesitler daha iyi agilabilmeleri i¢in, siyah
bir zemin lizerine yerlestirilmis, i¢inde distile su bulunan petri kabina alindi. Kesitler daha
sonra firga yardimiyla benmaride hazir bulunan 58 °C’deki jelatinli distile suya gegirilerek
firga yardimiyla, grup bilgilerinin yazildigi lamlara ¢ekildi. Alinan kesitler boyanmadan

once kurumaya birakildi.
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Crossmon’mn Uclii Boyama Teknigi

Boyama i¢in hazirlanan lamlar koprii igersine yerlestirildi.

1. Koprii igersindeki lamlar deparafinizasyon islemi i¢in dnce ksilol I’e (10 dakika) ve
daha sonra ksilol II’ye (10 dakika) alind.
2. Dehidrasyon islemi icin; sirasiyla  -absolii alkol I (3 dakika) ve
-absolii alkol II'ye gegirilip (3 dakika).
-%96’ lik alkol (3 dakika),
-%80’ lik alkol (3 dakika), ve
-%70’ lik alkol (3 dakika) soliisyonlarindan
gecirildi.
3. Distile suda ¢alkalamaya alindi (2x3 dakika).
4. Kesitler sonrasinda ¢ekirdek boyamasi i¢in Weigert Hematoxylin soliisyonunda
bekletildi (8 dakika).
Kesitler akarsuda yikamaya alind1 (5 dakika).
Metil alkolde 1 dakika bekletildi.
Tekrar kesitler akarsuda yikamaya alind1 (5 dakika).
Sonra distile suda yikama yapildi (2x3 dakika).

I

Sitoplazma boyasi i¢in kesitler Asit Fuksin i¢ine alind1 (5 saniye daldirip

cikarilarak).

10. Tekrar distile suda yikama iglemi yapildi (2x3 dakika).

11.  Daha sonra kesitler fosfotungstik asit i¢ine alindilar (15 dakika). Ancak pembe
rengin kontrolii i¢in mikroskop altinda kesitler incelendi.

12. Tekrar distile suda yikama yapildi (2x3 dakika).

13. Kesitler daha sonra bag doku boyamasi i¢in Anilin-Blue soliisyonuna alind1 (2
dakika).

14. Tekrar distile suda yikama yapildi (2x3 dakika).

15. Sonra asetik asit i¢ine alind1 (1 dakika).

16. Distile suda yikama yapildir (2x3 dakika).

17. Yikama igsleminden sonra kesitler  -%96’ lik alkol I (3 dakika),

-%96°lik alkol II (3 dakika) den gegirilip,

-absollii alkol I (3 dakika) ve

-absollii alkol II’ye alind1. (3 dakika).
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18. Kesitler daha sonra -ksilol I (5 dakika),

-ksilol IT (10 dakika),

-ksilol III’den (15 dakika) gegirildi.
19.  Kesitler lizerine entellan (Merck, 1.07961.0100, Almanya) damlatilarak lamel ile
kapatildi.

Istatistiksel Analizler

Deney ve kontrol gruplarina ait farelerin enjeksiyon dncesi (canli agirlik I) ve servikal
dislokasyon Oncesi canli agirliklart (canli agirlik IT), ovaryum agirliklari ile ovaryumlarda
gelismekte olan follikiiller ve korpus luteum sayilarinin istatistiksel degerlendirmeleri
yapildi. Tiim veriler SPSS 20.0 programi kullanilarak analiz edilerek enjeksiyon dncesi ve
dislokasyon Oncesi canli agirliklarinin karsilastirilmasinda Wilcoxon Signed Ranks Testi
kullanildi. Gruplar arasi1 fark olup olmadiginin belirlenmesinde Kruskal-Wallis Testi

yapilarak fark ¢ikan gruplarda Mann-Whitney U Testi uygulandi (59).
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BULGULAR

Calismamz siiresince kontrol ve deney grubunu olusturan farelerde yaptigimiz

deneysel uygulamaya bagli olarak 6liim goriilmemistir.

Morfolojik ve Istatistiksel Bulgular
Canly Agwrlik

Kontrol ve deney grubuna ait hayvanlar ¢alismanin baslangici (canli agirlik I) ve doku
aliminda (canli agirlik IT) olmak tizere canli agirliklar tespit edilmistir. Canli agirliklar
istatistiki agidan degerlendirildiginde, deney gruplart kendi aralarinda p < 0.05 diizeyinde
Oonem gosterirken kontrol grubu arasinda 6nem goriilmemistir (Tablo 1, Sekil 1). Ancak
canli agirlik II degerlerinde kontrol grubu ile I. , II. ve III. deney gruplar1 arasinda p < 0.05
diizeyinde 6nem saptanmistir (Tablo 1, Sekil 1).

Kontrol ve deney gruplarina ait ovaryumlarin makroskobik goriiniimlerinde de ayn1
bulgular saptanmistir. Hazirlanan histolojik preparatlarin stereo mikroskop (Nikon
SMZ1000) goriintiileri sekil 5-8’de gdsterilmistir. Ayrica preparatlarin kiigiik objektif ile
151k mikroskobunda da (Nikon Eclipse 801) degerlendirmeleri yapilmistir (Sekil 9-12).

Tablo 1: Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin canli agirliklari (g)
Kontrol I. Deney I1. Deney II1. Deney
n Grubu Grubu Grubu Grubu
X4SE X+SE X+SE X+SE
Canli Agirlik 1 10 27.240.64 26.0+0.85*% | 28.4+0.92* | 26.6+0.89*
Canli Agirlik 11 10 27.240.67 | 27.4+0.94*" | 29.5+0.90*" | 27.7+0.01*"

* Deney gruplari ile kontrol grubu arasinda énem, p<0.05
* Deney gruplarinda “canli agirlik II” degerleri ile “canli agirlik I degerleri arasinda

onem, p<0.05
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Sekil-1: Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin canli agirliklari (g).
* Deney gruplari ile kontrol grubu arasinda 6nem, p<0.05
* Deney gruplarinda “canli agirlik II” degerleri ile “canli agirlik I degerleri arasinda
onem, p<0.05
Ovaryum Agwrhig
Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin ovaryum agirliklar: Tablo 2 ve Sekil 2°de

gosterilmistir. Deney gruplarinda ovaryum agirlik ortalamalar1 kontrol grubu degerlerine

oranla daha fazla bulunarak p < 0.05 diizeyinde istatistiki 6nem saptanmistir.

Tablo-2: Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin toplam ovaryum agirliklari (mg)

Kontrol I. Deney II. Deney II1. Deney
n Grubu Grubu Grubu Grubu
X4SE X4SE X4SE X4SE
Ovaryum Agirligi | 10 6.25+1.37 18.75+2.04* 19.66+2.85%* 22.56+2.02*

* Deney ile kontrol gruplar1 arasinda 6énem, p < 0.05
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Sekil-2: Kontrol ve deney gruplarina ait farelerin toplam ovaryum agirliklart (mg)
* Deney gruplari ile kontrol grubu arasinda énem, p < 0.05

Follikiil ve Korpus Luteum Sayilari

Hazirlanan preparatlarda primer, sekonder ve Graaf follikiil ile korpus luteum sayimi1
yapilarak istatistiksel olarak degerlendirildiginde 1. deney grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiki dnem bulunurken II. ve III. deney gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiki
onem goriilmemistir (Tablo 3, Sekil 3, 4). Ortalama degerlere bakildiginda I. deney

grubunda follikiil gelisiminin en fazla oldugu belirlenmistir.
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Tablo-3: Kontrol ve deney gruplarina ait ortalama follikiil, korpus luteum ve gelisen

follikiil say1si.

Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Gelisen
Primer Sekonder Graaf Korpus Follikiil (pri.
n | Follikiil Sayis1 Follikiil Follikiil Luteum (KL) | +sec. +graaf)

Sayisi Sayisi Sayisi Sayis1

XiSE X4SE X4SE X4SE XiSE
Kontrol Grubu 10 20.10+£2.63 17.00£2,23 1.00£0.00 11.30+1.56 37.50+3.45
I. Deney Grubu 10 28.704+2.92 21.70+£2.78 2.00+0.36 11.50+1.84 52.60+4.83%*
I1. Deney Grubu 10 26.10+2.40 15.40+2.43 1.25+0.25 12.90+1.60 42.00+2.93
I11. Deney Grubu | 10 29.90+2.36 12.60£1.24 1.85+0.55 13.20+1.33 43.80+2.51

* 1. deney grubu ile kontrol arasinda 6nem, p<0.05
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1 1 Deney
B 2 Deney
1 3 Deney

Kontrol | Deney

IIl. Deney lIl. Deney

Sekil-3: Kontrol ve deney gruplarina ait toplam gelisen follikiil sayisi.
* 1. deney grubu ile kontrol grubu arasinda énem, p<0.05
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Sekil-4: Kontrol ve deney gruplarina ait korpus luteum ortalamasi.

Follikiiler gelismeyi uyarmak ve ovulasyon olusturmak amaciyla 2.5 I. U. PMSG ve
48. saatte 2.5 1. U. hCG uygulanan I. deney grubuna ait 10 adet farenin ovaryumlarinin
mikroskobik incelenmesinde, toplam primer follikiil sayisinin ortalama degeri 28.70+£2.92
oldugu, bu grupta maksimum follikiil sayisinin 44’°e kadar ¢iktigr minimum primer follikiil
sayisinin 10 oldugu gézlemlendi. Toplam sekonder follikiil sayisinin ortalama degeri
21.70+2.78 oldugu, maksimum sekonder follikiil sayisinin 37’ye kadar yiikseldigi,
minimum sekonder follikiil sayisinin 5 oldugu goriildii. Toplam korpus luteum sayisinin
ortalama degeri 11.50+1.84 iken maksimum korpus luteum sayis1 24, minimum korpus
luteum say1s1 5 olarak tespit edildi. Gelisen follikiil sayisinin degeri 52.60+4.83 iken, en
yiiksek gelisen follikiil sayisinin 75, en diisiik 17 oldugu saptandi.

Deri alt1 yolla 5 I. U. PMSG ve 5 I. U. hCG uygulanan II. deney grubunun toplam
primer follikiil sayisinin ortalama degeri 26.10+2.40 oldugu, bu grupta maksimum primer
follikiil sayisinin 43°e kadar ¢iktig1, minimum primer follikiil sayisinin 19 oldugu
gozlemlendi. Toplam sekonder follikiil sayisinin ortalama degerinin 15.40+2.43 oldugu,
maksimum sekonder follikiil sayisinin 28’e kadar yiikseldigi, minimum sekonder follikiil
sayisinin 7 oldugu goriildii. Toplam korpus luteum sayisinin ortalama degeri 12.90+1.60

iken maksimum korpus luteum sayisinin 22, minimum korpus luteum sayis1 5 olarak tespit
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edildi. Gelisen follikiil sayisinin degeri 42.00+2.93 iken, en yiiksek gelisen follikiil
sayisinin 52, en diisiik 26 oldugu saptandi.

En yiiksek dozda PMSG ve hCG hormonlarinin 7.5 I. U. uygulandig III. deney
grubunda toplam primer follikiil sayisinin ortalama degeri 29.90+2.36 oldugu, bu grupta
maksimum primer follikiil sayisinin 43’°e kadar ¢iktigi, minimum primer follikiil
sayisininl9 oldugu gozlemlendi. Toplam sekonder follikiil sayisinin ortalama degerinin
12.60+1.24 oldugu, maksimum sekonder follikiil sayisinin 28’e kadar yiikseldigi,
minimum sekonder follikiil sayisinin 7 oldugu goriildii. Toplam korpus luteum sayisinin
ortalama degeri 13.20+1.33 iken maksimum korpus luteum sayisinin 22, minimum korpus
luteum sayis1 10 olarak tespit edildi. Gelisen follikiil sayis1 ortalama degeri 43.80+2.51
olarak belirlendi. Bu grupta, en yliksek gelisen follikiil sayisinin 52, en diisiik 31 oldugu
saptandi.

Sadece 0.2 ml serum fizyolojik uygulanan kontrol grubunda, toplam primer follikiil
sayisinin ortalama degeri 20.10+2.63 oldugu, maksimum primer follikiil sayisinin 36’ya
kadar ¢iktig1, minimum primer follikiil sayisinin 9 oldugu gozlemlendi. Toplam sekonder
follikiil sayisinin ortalama degerinin 17.0042.23 oldugu, maksimum sekonder follikiil
sayisinin 29’a kadar yiikseldigi, minimum sekonder follikiil sayisinin 8 oldugu goriildii.
Toplam korpus luteum sayisinin ortalama median degeri 11.30+1.56 iken maksimum
korpus luteum say1s1 20, minimum korpus luteum sayis1 4 olarak tespit edildi. Geligmekte
olan follikiillerin ortalama degeri 37.50+3.45 olarak bulunurken, en diisiik ve en yliksek

follikiil sayis1 23-57 arasinda degiskenlik gdsterdigi saptandi.

Histolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarina ait ovaryum kesitleri Crossmonn’in {i¢lii boyama yontemi
(58) uygulanarak degerlendirildi.

Ovaryumun korteks bolgesinde germinatif epitelin altinda tunika albuginea ile
primordiyal ve gelisme doneminde olan follikiiller, interstisyel hiicreler ve korpus luteum;
medulla bolgesinde ise kan damarlar1 ve sinir tellerinin bag doku igerisindeki yerlesimi
kontrol ve deney gruplarinda histolojik agidan incelendi. Deney gruplarinda uygulanan

PMSG ve hCG hormonlarina bagli patolojik bir durum gézlenmedi (Sekil 9-12).
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Sekil-5: Kontrol grubuna ait ovaryumun genel goriiniimil, li¢lii boyama, stereo mikroskop
goriintlisii, X 1,5 ob.

Sekil-6: I.deney grubuna ait ovaryumun genel goriiniimii, ticlii boyama, stereo mikroskop
goriintiisii, X 1,5 obj.
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Sekil-7: II.deney grubuna ait ovaryumun genel goriiniimii, ti¢lii boyama, stereo mikroskop
goriintlisii, X 1,5 ob.

Sekil-8: IIl.deney grubuna ait ovaryumun genel goriiniimi, ti¢lii boyama, stereo mikroskop
goriintiisi, X 1,5 obj.
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Sekil-10: 1. deney grubuna ait ovaryumun genel gériiniimii. Uglii boyama, X 4 ob;.
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Sekil-12: I1I. deney grubuna ait ovaryumun genel goriiniimii. Uglii boyama, X 4 obj.
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Kontrol ve deney gruplarini primer follikiil yoniinden degerlendirdigimizde en az

kontrol grubu olmak iizere sirasiyla, II, I, ve III. deney grubunda arttig1 saptanmastir.
(Sekil 13-16)

-y P o ‘3' E
. Y a‘;‘& i i 1‘}‘ i “*h" “ i &
Sekil-13: Kontrol grubuna ait primer follikiillerin genel gériiniimii. Uclii boyama, X 10
obj. ( P), Primer follikdil.
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Sekil-14: 1. deney grubuna ait primer follikiillerin genel gériiniimii. Uglii boyama, X 10
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Sekil-15: II. deney grubuna ait primer follikiillerin genel goriiniimii. Uglii boyama, X 10
obj. (P), Primer follikiil.
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Sekil-16: I11. deney grubu na ait primer follikiillerin genel gériiniimii. Uclii boyama, X 10
obj. ( P), Primer follikdil.
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Preparatlar sekonder follikiil yoniinden degerlendirildiginde sirasiyla III., II., kontrol

ve . deney grubunda artis gosterdigi goriildi (Sekil 17-20).

- : s&ﬁ.w\%z:‘f;‘;l:?,d SR St P RT o B A
Sekil-17: Kontrol grubuna ait sekonder follikiillerin genel gériiniimii. Uclii boyama, X 10
obj. (S) Sekonder follikiil.

a A - : e PN o
Sekil-18: 1. deney grubuna ait sekonder follikiillerin genel goriiniimii. Uglii boyama, X 10
obj. (S) Sekonder follikiil.
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Sek11—19 II. deney grubuna ait sekonder follikiillerin genel goriiniimii. Uglii boyama, X 10
obj. (S) Sekonder follikiil.

Sek11-20 I11. deney grubuna ait sekonder folhkullerm genel goriiniimii. Uglii boyama, X
10 obj. (S) Sekonder follikiil.
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Graaf follikiilii ise en az kontrol grubunda olmak iizere sirasiyla artan miktarlarda

olmak {iizere II., I1I. ve I. Deney grubunda goriildii (Sekil 21-24).

Sekil-21: Kontrol grubuna ait graaf follikiiliin genel goriiniimii. Uglii boyama, X 10 obj.
( G ) Graaf follikiil.

O

i

( G ) Graaf follikil.
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Sekil-23: Il.deney grubuna ait graaf folllkulun genel goriiniimii. Uclii boyama X 10 Ob]
( G ) Graaf follikiil.

Sekil-24: I1I.deney grubuna ait graaf folhkul genel goriiniimii. Uglii boyama, X 10 ob;.
( G ) Graaf follikdil.
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Korpus luteum sayilar1 en az kontrol grubunda olmak iizere sirasiyla I., II. ve III.

deney grubunda arttig1 goriildii (Sekil 25-28).

Sekil-25: Kontrol grubuna ait korpus luteumlarm genel goriiniimii. Uglii boyama X4 ob;.
(KL) Korpus Luteum

Sekil-26: 1. deney grubuna ait korpus luteumlarm genel goriiniimii. Uglii boyama X4 obj.
(KL) Korpus Luteum
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Sekil-27: 1. Deney grubuna ait korpus luteumlarin genel goriiniimii. Uglii boyama X4 obj.
(KL) Korpus Luteum

obj. (KL) Korpus Luteum
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TARTISMA ve SONUC

Ovaryumdaki follikiillerin gelismesi, memelilerde tireme fonksiyonunun
gerceklestirilmesinde vazgecilmez 6neme sahiptir. Follikiillerin gelismesi sirasinda bir
yandan dollenme yetenegi olan bir ovosit iiretilirken, diger yandan da iireme sistemine ait
diger organlarda es zamanli degisim ve gelismeler saglanir (60). IVF uygulamalarinin hiz
kazanmastyla birlikte ovaryumun hormonal yénden uyarilmas1 Uremeye Yardimci
Teknikler (UYTE)’nin vazgegilmez bir pargasi olmustur. Ovaryumun uyarilmast ile
follikiiller gelisimin arttirilmasi hedeflenmektedir. Ayrica hem in vivo hem de in vitro
olarak elde edilen fazla sayidaki ovositlerin dollenme sansi1 da yiiksek olacaktir (61, 62).
UYTE’de siiperovulasyon, nesli tilkenmekte olan tiirlerin korunmasi, transgenezis, niikleer
transfer, lireme amacl klonlama rejeneratif tipta ve embriyonik kok hiicre liretiminde
oldukca dnemlidir (62).

Deneysel caligmalarda, 6zellikle tireme, genetik ve birgok arastirma konularinda fare,
iyi bilinen bir deney hayvan olup siiperovulasyon protokolleri i¢in bagarili bir modeldir
(63). Siiperovulasyon, follikiil gelisimi ve ovosit salinimi i¢in hormon tedavilerini igerir
(64, 65). Follikiil gelisimini tesvik etmek i¢in kullanilan hormonlar; FSH, PMSG veya
HMG’dir (66, 67). PMSG/hCG kombinasyonunun uygulandig: siiperovulasyon
protokoliiniin, farenin siklus doneminin her asamasinda follikiiler gelisimi ve ovulasyonu
uyardig1 bilinmektedir (68, 69). Fare soylar1 ve yas siiperovulasyon protokol sonuglarini
etkileyen dnemli faktorler arasindadir (70-72). Genellikle 3-6 haftalik disilerden
maksimum sayida ovosit elde edilebilmektedir. Fare soylari, siiperovulasyon
uygulamalarina yiiksek seviyede yanit verenler (30-50 ovosit/fare), diisiik seviyede yanit
verenler (<15 ovosit/fare) olmak {izere iki kategoriye ayrilir. C57BL/6J, BALB/cBylJ ve
SJL/J soylar1 yiiksek seviyede ovulatuvar iken, A/J, C57/L ve 129/ diisiik seviyede
ovulatuvar soylardir (73). Literatiir bilgileri dogrultusunda ¢alismamizda 7 haftalik yasta
cok sayida ovosit elde edilebilen BALB/c soyu disi fareler kullanildu.

Stiperovulasyon uygulamasi ile birden fazla ovosit elde edilmesi hedeflenir. Bu
uygulama sayesinde hastalarin biiyiik cogunluguna birden ¢ok embriyo aktarilabilir, artan
embriyolar sliperovulasyon uygulamasi yapilmadan tekrar hamilelik elde etmek igin
dondurularak saklama imkan1 da saglamaktadir (74-77). Bununla birlikte bu yontem,
ovosit olgunlagmasinda, IVF’de, embriyo kiiltliriinde, IVF tedavisi uygulanmis kadina

embriyolarin aktarilmasinda ve implantasyon siire¢lerinde yardimeidir (78). Bu
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avantajlarindan dolay1 IVF’in ilk donemlerinden beri siiperovulasyon uygulamasi yontemi
¢ok onemli bir yer tutmaktadir (79, 80). Calismamizda 3 farkli dozda yapmis oldugumuz
uygulamalari ile tiim deney gruplarinda follikiiler gelisimin kontrole oranla daha fazla
oldugu goriilerek siiperovulasyon protokollerinin avantajlari birkez daha saptanmustir.

Lehtonen ve Kankondi (81) gonadotropinlerin intraperitonal uygulamalarinin,
subkutan uygulamaya gore anormal ovosit oranini artirdigi bildirilmislerdir. Bu bulgular
1s18¢1nda ¢calismamizda s.c. uygulama tercih edilmis olup anormal ovosit goriiniimii de
saptanmamuigtir.

Yapilan ¢aligmalar (79, 80) follikiil havuzunda bulunan aktive olmamis follikiillerin
aktivasyonunda gonadotropinlerin etkili olabilecegini gdstermistir. Insan FSH
reseptoriiniin mRNA’s1 sadece primer follikiil asamasindan sonra olan gelisim
asamalarinda goriiliir (82). Aktive olmus follikiil grubu i¢inde tek bir baskin follikiil
seciminde follikiiler fazdaki FSH’nin azalmasinin (83) ve LH nin etkilerinin de ¢ok énemli
oldugu bilinmektedir. Erken antral follikiildeki granuloza hiicrelerinin sadece FSH’ya
cevap vermelerine ragmen olgun follikiillerdeki granuloza hiicreleri hem FSH’ya hem de
LH’ya cevap verdikleri saptanmistir. Olgunlasan follikiil LH’ya cevap verebilme 6zelligi
kazandigindan dolay1 FSH’ya ise bu donemde daha az bagimli oldugu bildirilmistir (84,
85). Calismamizda bu bilgiler dogrultusunda uygulanan PMSG enjeksiyonu ile gelismekte
olan follikiillerdeki olgunlagmay1, devaminda hCG enjeksiyonu ile olgunlasan follikiillerde
ovulasyonu arttirmay1 hedefledik. Sonug olarak gelisen follikiil sayisinin I. deney
grubunda en ¢ok oldugu sirastyla III. ve II. deney grubu ile en az kontrol grubunda oldugu
saptandi. Ovulasyon agisindan korpus luteumlar degerlendirildiginde en ¢ok III. deney
grubu sirastyla II. ve 1. deney gruplar1 bulunurken en az kontrol grubunda oldugu goriildii.

Tarin ve arkadaslari (86) ostrus siklusu fazlarini dikkate alinmaksizin yapilan hormon
uygulamalarinin farelerde ovulasyon orani ve kalitesi agisindan farklilik yaratmadigini
bildirmislerdir. 5 IU PMSG ve 48 saat sonra hCG kullanilan siiperovulasyon protokolii ile
ovulasyon hCG uygulamasindan yaklasik 11-14 saat sonra gergeklestigini saptamiglardir
(87, 88). Numazawa ve Kawashima (89) PMSG ve hCG uygulamalarinin sadece antral
follikiilleri artirmakla kalmadig1 ayn1 zamanda bunlarin gelismelerini de hizlandirdig1 ve
bliylime asamasinda olan preantral follikiillerin diger asamadaki follikiillere gére daha hizl
gelisim gosterdigini bildirilmiglerdir. Bu gelisme hizinin, dstrus siklusu doneminden
etkilenmedigi Fowler ve Edward (68, 69) tarafindan agiklanmistir. Hazirlanan bu tez
calismasinda farelerin dstrus donemleri dikkate alinmaksizin rastgele se¢ilmis deney

hayvanlarina uygulanan 3 farkli siiperovulasyon protokolii ile gelismekte ve ovule olan
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follikiiller degerlendirildi. Uygulanan protokollerin hepsinde de sonug olarak kontrole
oranla follikiiler gelisimin ve ovulasyonun arttig1 saptandi.

Barnes ve arkadaslari (82) hipofizektomi yapilmis kadinlara digsardan verilen FSH ile
follikiil gelisimini saglayarak ovulasyon dncesi asamaya kadar uyarilabildigini
gostermislerdir. Stern ve Schuetz (90), sliperovulasyon amaci ile gonadotropinle uyarilan
farelerde ovositlerin ovulasyonunu, iki asamali olarak gergeklestirdikleri protokoller ile
degerlendirmislerdir. Birinci asamada 5 I.U. PMSG enjeksiyonunu izleyen 20 saat i¢inde,
ikincisi ise 48 saat sonra uygulanan hCG’ye yanit arastirilmistir. Farelere enjekte edilen 5
I.U. PMSG enjeksiyonuyla (20 saat icinde) % 77.9 oraninda ovulasyon meydana gelmis ve
bu hayvanlardan ovosit kanalinda ortalama 8.56 ovosit elde edilmistir. Serum fizyolojik
enjekte edilen kontrol grubunda bu oran % 5.5 olup ortalama 7.64 ovosit elde edilmistir.
PMSG ve 48 saat sonra uygulanan hCG ile ¢iftlesme oranlarina bakildiginda, salin verilen
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, goze ¢arpan bir artis olmustur. Sadece PMSG enjekte
edilen hayvanlardaki ¢iftlesme davranisi serum fizyolojik verilen kontrol grubundan farkl
bulunmamistir. Bizim ¢alismamizda 6zellikle korpus luteum, ovule olan ovosit olarak
diistiniip degerlendirildiginde, en yiiksek ortalama korpus luteum sayisinin 13.20+1.33
degeri ile III. deney grubunda, sonra 12.90+1.60 degeriyle II. deney grubunda, 11.50+1.84
degeri ile 1. deney grubunda ve son olarakta 11.30+1.56 degeriyle kontrol grubunda
saptandi. Bu da bize siliperovulasyon amagli olarak belli dozlarda arttirdigimiz PMSG
hormonunun tedaviye olumlu yonde cevap verdigini ve artan dozlarin ovosit olusumuna
pozitif etki saglayabilecegini gostermektedir.

Estradiol ve progesteron konsantrasyonundaki dengesizliklerin bazi ovositlerde
dejeneratif degisimler meydana getirecek fertilizasyonun basarisizligina neden olabilecegi;
ayrica 10 I. U. PMSG enjeksiyonunun kiimiiliissiiz ovositlerin olusumu ile
sonuglanabilecegi saptanmustir (91). Caligmamizda en yiiksek dozun uygulandig: I11.
deney grubu da dahil olmak tizere kullanilan PMSG dozunun ovaryumda gelismekte olan
follikiillerde ve korpus luteumda patolojik bir goriiniim olusturmamastir.

Neal ve Challoner (92) puberteye yakin fareler ile yaptiklar1 ¢aligmada, PMSG ve hCG
uygulamalarina hayvanlarin % 95'inin siiperovulasyon ile yanit verdigini bildirmislerdir.
Calismamizda kullanilan fareler puberte doneminde olup PMSG ve hCG uygulanan deney
grubundaki farelerin tiimii siiperovulasyona pozitif cevap vermislerdir.

Neal ve Challoner (92) ¢alismalarinda, 12, 14, 18, 21, 28, 36, 42 ve 48 giinlik
yaslardaki farelere tek doz 4 I.U. hCG ya da 3 1.U. PMSG ve 48 saat sonra 2 [.U. hCG

uygulamasi yapmislardir. Tek doz hCG uygulamasi ile ovulasyon saglanmis ve 21.
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gilinden 28.gline agamali olarak ovosit sayisinin arttig1 ve sonra sabit kaldigi, PMSG + hCG
uygulamasi ile 24. ve 28. giinler arasinda en {ist diizeyde indiiklendigi goriilmiistiir.
Hayvanlarin buna yanit1 yas ve uygulanan siiperovulasyon protokoliiniin etkili oldugu
vurgulanmaktadir. PMSG + hCG kombine uygulamasindan sonra hayvanlarin %90’1inda
21. giinde ovulasyon goriilmiistiir. Ovaryumdaki follikiiler gelisime yanit yas ve
uygulamaya bagl degistigi saptanmustir. 42 giinliiklerde ¢ok sayida ovulasyon, korpus
luteum ve graaf follikiilleri bulunurken teka follikiillerin kan damar1 yoniinden zengin
oldugu goriilmiistiir. 49 giinliiklerin ovaryumlarinda intersitisyel doku miktarinda artis
olmakla birlikte korpus luteumlarinda da artis saptanmistir, ancak graaf follikiillerin 42
giinliiklere gore daha az oldugu bildirilmistir. Calismamizda korpus luteum sayisinin en az
oldugu I. deney grubunda en fazla graaf follikiilii saptanmistir. Ancak II. ve III. deney
gruplart I. deney grubundan daha fazla korpus luteum icermesine karsin daha az graaf
follikiilii saptanmistir. Sonug olarak aragtirmamizda kullanilan gonadotropinin dozuna
bagl olarak follikiiler gelisim ve ovulasyon hizinin etkilendigi goriilmiistiir.

Arastirmamizda kullanilan hayvanlar rastgele olarak kontrol ve deney gruplarina
ayrilmistir. Ayni bakim-besleme kosullarinda canli agirlik artiglar: 2 giinliik kisa bir siire
icersinde Ozellikle deney gruplarinda kontrol grubundan daha fazla bulunmustur. Ayni1
sekilde ovaryum agirliklar1 da bu artisa paralellik gostermektedir. Ayrica kontrol ve deney
gruplar1, ovaryum agirliklarina gore kiyaslandiginda, deney gruplarinda istatistiki olarak
Onem gosteren belirgin bir artig saptanmistir. Calismamizdaki bulgulara paralel olarak
Neal ve Challoner (92) uygulanan gonadotropinlerin dozuna bagli olarak antral
follikiillerin ve es zamanl olarak ovaryum agirliginin kademeli olarak arttigini
bildirmislerdir.

Rachael Pasco ve arkadaglar1 (71) Spindy farelerinin diger sican ve fare tiirleriyle
kiyaslandiginda uzun 6strus dongiileri (11 giin), uzun gebelik siireleri (39 giin) ve ortalama
3 yavru dogurma ozelliklerini degistirmek ve normal ovulasyon oranini 5 kat artirmak i¢in
siiperovulasyon protokoliinii optimize etmeye calismislardir. Bu farelere 9 saat arayla iki
kez 5 1. U. Equine chorionik gonadotropin (eCG) ve takiben 20 1. U. hCG uygulanmustir.
Bu protokol ile %100 basari elde edilmis ve 14.7£1.5 oraninda embriyolar elde etmislerdir.
Histolojik incelemelerinde ovaryumlarin biiyiik kisminda korpus luteum ve ge¢ ovule olan
follikiiller goriilmiistiir. J. Martin-Coello ve arkadaslar1 (72), 4 haftalik Mus musculus,
Mus spretus ve Mus spicilegus ii¢ ayri tiirdeki fareler ile siiperovulasyon kosullarini ve in
vitro ovosit maturasyon ile ¢ok sayida ovosit toplayip IVF i¢in ovositlerin kalitesini

degerlendirmeyi amaglamislardir. Bu ii¢ tiire 5 [.U. PMSG ve 48 saat sonrasinda 5 I.U.
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hCG uygulamasindan 14 saat sonra da ovositler toplanmistir. Mus musculus (18+1.3
ovosit/fare) ve Mus spretus (12+0.8 ovosit/fare) en iyi yanit veren tiirler iken Mus
spicilegus da ovulasyon meydana gelmemistir. Yine PMSG/LH uygulamas1 Mus musculus
(19+1.2) ve mus spretus (12+1.1) da iyi sonuglar verirken, Mus spicilegus (5+£0.9) iyi
sonug alinamamistir. Artan dozlarda uygulanan hormonlara ayni sekilde yine her iki fare
tiiriinde olumlu sonuglar alinirken Mus spicilegusda yine ovulasyon goriilmemistir. PMSG
enjeksiyonundan 48 saat sonra follikiillerden toplanan ovositler in vitro maturasyon ile 3
tiirde de yiiksek ovosit verimi saglanmistir (Mus musculus (23+0.9); Mus spretus (17+1.1)
ve Mus spicilegus (10+0,9) ). Siiperovulasyon ve in vitro maturasyonla elde edilen
ovositler IVF ile her 3 tiirde de yiiksek oranda fertilizasyonla sonu¢lanmistir. 48 saat ara
ile 5 .U. PMSG ve 5 I.U. hCG enjekte edilen Mus musculus ve Mus spretus tiirli farelerde
ovositler hCG’den 14 saat sonra toplandiginda, saglikli sonuglar elde edilmistir (76, 77).
Calismamizda BALB/c soyu farelerde 6zellikle I1I. deney grubunda yliksek oranda korpus
luteum dolayisiyla ovulasyon saptanmistir, ancak fertilizasyon yetenegi
degerlendirilmemistir.

Ozgiinen ve arkadaslarinin yaptig1 calismada (93) outbred BALB/c farelerde
ovosit/preembriyo sayisini ve kalitesini iyilestirmek, artan gonadotropinlerin miktarinda
dissal uyariin etkisini aragtirmiglardir. Ergenlik oncesi disilerde artan stimiilasyon dozlari
ovosit sayisinin artistyla sonuclanmistir. FSH/LH 20 [.U. uyarimla fare bagina 55 ovositle
maksimuma saytya ulagmistir ancak yiiksek stimiilasyon dozlar1 daha fazla ovosit artisina
neden olamamustir. Bizim ¢alismamizda ise maksimum korpus luteum sayisi, II1. deney

grubunda 22 olarak saptanmustir.

Gergeklestirdigimiz tez projesinden elde edilen sonuglar 6zetle:

- 7 haftalik yasta ¢cok sayida ovosit elde edilebilen BALB/c soyu disi farelere 3 farkl
dozda uygulanan siiperovulasyon protokolleri ile tiim deney gruplarinda follikiiler
gelisimin kontrole oranla daha fazla oldugu goriildii.

- Subkutan uygulama tercih edilmis olup anormal ovosit gorliniimii saptanmadi.

- Gelisen follikiil sayisinin I. deney grubunda en ¢ok oldugu sirastyla III. ve II. deney
grubu ile en az kontrol grubunda oldugu saptandi.

- Ovulasyon agisindan korpus luteumlar degerlendirildiginde en ¢ok III. deney grubu
sirastyla II. ve 1. deney gruplar1 bulunurken en az kontrol grubunda oldugu goriildii.

- Uygulanan protokollerin hepsinde kullanilan gonadotropin dozuna bagli olarak

follikiiler gelisimin ve ovulasyonun arttig1 saptandi.
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Sonug olarak hazirlanan bu tez ¢alismasinda en ¢ok korpus luteum olusumunun
saptandig III. deney grubunun (7.5 I.U. PMSG ve ardindan 7.5 I.U. hCG’nin s.c.
enjeksiyonunun) histolojik degerlendirmeler sonucunda, en uygun siiperovulasyon

protokolil olduguna karar verildi.
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TESEKKUR

Tez konumun secilmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi ve sonuglandirilmas siiresince
verdikleri destek ve Onerilerle bana rehberlik eden degerli danigsman hocam Sayin Prof. Dr.
Hatice ERDOST a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Bilgi birikimlerinden yararlandigim
ve desteklerini her zaman hissettigim Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sayin
Prof. Dr. Nesrin OZFILiZ’e, Sayin Prof. Dr. Berrin ZIK’a ve Sayin Yard. Dog. Dr. Cansel
G. OZGUDEN AKKOC’a ¢ok tesekkiir ederim. Basim her sikistiginda bana zaman
ayiran, katkilariyla destek olan, ¢alismalarimin her asamasinda bana zamanini, enerjisini
aktarmaktan hi¢ kaginmayan ve zaman zaman yasadigim umutsuzluklarda umut kapilarin
acan Sayin Aras. Gor. Dr. Tuncay ILHANa ve Laborant Sayin Nesrin SALCA AKTAS’a,
arkadasliklariyla hep yanimda olan Sayin Doktora Ogrencileri Sabire PEKER ve Eser
INCE ye saburlari, katkilar1 ve varliklari igin ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatimin her agamasinda yanimda olan ve olacaklarini bildigim, sikintilarim
sikintilari, zorluklarim zorluklari olan, bir¢ok seyle beraber varligimi borglu oldugum
canim ailem, annem Muhterem PANCAROGLU ve babam Necati PANCAROGLU na ve
cikarsiz sevgilerini her zaman yiirekten hissettiren ablalarim Berrin SISMAN ve Hayriye
TOPSAKAL’a ve agabeylerim Hasan SISMAN ve ihsan TOPSAKAL ’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum. Ve son olarak bana bu tezi yapmamui saglatan, hayatimin en
vazgecilmez varlig1 olan, son bir yil1 ondan uzakta gecirsem de varligini1 kalbimden bir an

bile ayirmadigim biricik kizim Deniz’ime sonsuz tesekkiir ederim.
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