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SIMGE VE KISALTMALAR

ACTH : Adrenocorticotropic hormone

AMH - Anti-Miillerian Hormon

AVP . Arjinin vazopressin

Bax : Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2

bFGF  : Basic fibroblast growth factor

BLIMP 1 : B lymphocyte-induced maturation protein-1

BMPs  : Bone morphogenetic proteins
CRH : Corticotropin-releasing hormone
EGF : Epidermal growth factor

FSH : Folikl stimilan hormon

GDF9 : Growth differentiation factor 9

GH : Growth hormone

H+E : Hematoksilen + Eozin

HPA . Hipotalamus-pituiter-adrenal eksen
HPG . Hipotalamus-pituiter-gonadal eksen
IGF-1  :Insulin-Like Growth Factor-1

IL-1 : Interlokin-1

KL : Korpus luteum

LH - Luteinizan Hormon

Ngf : Nerve growth factor



OCT4
OMI
PAB
PBS
PGH
POY
PVN
PCOS
SCF
Sohlh 1
TNF-
TGF-B
ZP
witl

: Octamer-binding transcription factor 4
: Oosit maturasyon inhibitori
: Primary Antibody
: Phosphate Buffer Saline
: Primordiyal germ hticresi
: Prematiir over yetersizligi
:Paraventrikuler niikleus
: Polycystic ovary syndrome
: Stem cell factor
: Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1
: TUmOr nekroz faktor alfa
: Transforming growth factor beta
: Zona pellusida
: Wilms timor 1



GIRIS VE AMAC

Modern toplumlarin ve 2l.yy’in en Onemli saglik problemlerinden bir tanesi
strestir (1). Stres (zorlanma), canlida var olan dengeyi bozmaya yonelik etkilerin tamami (2,3) ya
da homeostazdan sapma olarak tanimlanabilir (4). Strese sebep olan her bir faktor ise stressor
(stres etkeni) olarak isimlendirilir. Stresorler, niteliklerine ve kisinin duyarliligina bagli olarak
bireyler tizerinde farkli etkiler gosterirler (5). Stresin merkezi sinir sistemi, sindirim sistemi,
kardiyovaskdler sistem, noroendokrin sistem ve Ureme sistemi fonksiyonlarini etkiledigi
bilinmektedir (6).

Stres faktorleri temel olarak; fizyolojik stres faktorleri, fizyolojik bozukluklara neden
olan ve homeostatik mekanizmalar1 yok eden faktdrler ve psikolojik stres faktorleri, canlinin
icinde bulundugu durumu tehdit eden istenmeyen ¢evresel uyarimlar (7,8) olarak kategorize
edilir. Canlilar yasamlarimin farkli periyotlarinda (prenatal ya da postnatal dénemlerinde) kisa
stire (akut) veya uzun sure (kronik) strese maruz kalabilirler (9). Kronik stres; hastaliklar, ¢esitli
psikolojik rahatsizliklar ve bilissel degisimlerin artmasina neden olan riskleri igerir (10).

Kadinlarda yapilan c¢aligmalar, stres faktorlerinin infertiliteye de neden oldugunu
gostermistir. Infertilite olusumunda sirasiyla kortikotropin = salgilatict  hormon (CRH),
adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortizoliin salinmasinda etkili olan hipotalamus-
pituiter-adrenal eksenin (HPA) roli belirtilmistir (11). CRH 6nemli bir stres aracisi hormondur
ve stresle iligkili proteinler ailesinin bir liyesidir. CRH ve iliskili proteinler iireme, biiylime,
davranig ve diger onemli ¢evresel adaptasyonlarda rol alir. Strese maruziyet sonrasinda olusan
psikolojik ve fizyolojik yanitlarin, cinsiyete bagli olarak degisiklikler gosterdigi ortaya

konmustur. Disilerdeki stres yanitinin, menstrual siklus, gebelik ve menopoz gibi degisen



hormonal durumlar nedeniyle, erkeklerden daha farkli oldugu ileri siiriilmektedir (12). Farkli
menstrual siklus fazlariyla iliskili ovariyan hormon seviyeleri de stres sonrasinda kortizol
reaktivitesini etkilemektedir (13).

Stresin disi tireme sistemi tizerine olan etkileri, deneysel ¢alismalarla da ortaya konmustur.
Deneysel calismalar, stresin disi infertilitesine olan etkilerini gostermek konusunda, farkli
modelleme seceneklerine imkan vermesi sebebi ile nemlidir. Boylelikle stres ve saglik sorunlari
arasindaki baglantiy1 agiklayacak biyolojik yolaklarin arastirilmasi saglanabilir (1). Yapilan
deneylerde gebelik sirasinda kisitlama stresine maruz birakilan fareler ve siganlarda, korpus
luteumun islevinin bozuldugu, gebelik oranlarinin azaldigi ve yavru boyutlarmin kiigtldiigii
gosterilmistir (14). Basarili bir ¢ogalma, ovaryum ve ovariyan folikiler rezervin esas rol
oynadig1 sayisiz etkilesimin sonucudur (15).

Ovaryumda, folikil gelisimi ve sec¢imi esnasinda atrezi/apoptoz nedeniyle ovaryum
folikiillerinin biiyiik bir kism1 kaybolurken, az sayida folikiil gelisimini tamamlar ve ovulasyon
olay1 gergeklesir. Ovaryum rezervinin (primordiyal follikullerin) zamanindan 6nce tiiketilmesi,
biiyliyen folikiillerin sayisinda hizli azalma ve oosit kalitesinin diismesi gibi c¢esitli faktorlere
baglidir. Bu durum iireme ¢agindaki disilerde infertiliteye neden olabilir (16).

Stres, prematiir over yetersizliginin (POY) yaygin ve énemli bir sebebi haline gelmistir. Bu
nedenle, stres kaynakli POY mekanizmalarini ortaya koymak oldukga énemlidir (17). Bununla
birlikte, folikiilleri atreziden koruyan pek c¢ok ovaryum ig¢i faktér oldugu da bilinmektedir
(18,19). Bu faktorlerden B-hicre lenfoma 2 (Bcl-2); apoptoza ugrayan germ hiicrelerinin sayisini
azaltarak, follikil havuzunu koruyabilir (20). insiilin-benzeri biyiime faktori 1 (IGF-1); folikl
blylmesini kontrol eder ve follikilleri apoptotik stirecte yok olmaktan kurtarmak igin, hayatta
kalma faktorii olarak gorev yapmaktadir (21). Anti-mullerian hormon (AMH); hem buyiyen
follikiillerin sayisinin diizenlenmesinde, hem de ovulasyon igin secilmesinde 6nemli bir role
sahiptir (22).

Tim iireme donemi boyunca kullanilmak {izere, kisith sayida oosit havuzunu iceren
ovaryumlarda stres, oosit sayisini ve/veya kalitesini etkileyen giiniimiiziin 6nemli bir sorunudur
ve hasar mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Kronik immobilizan stres modeli
uyguladigimiz bu ¢alismada amacimiz; ratlarda stresin serum kortizol ve davranis parametreleri,
ovaryum morfolojisi ve ovariyan folikiil gelisiminde rol oynayan IGF-1, AMH, Bcl-2
immunoreaktiviteleri Gzerine etkileriyle birlikte, vajinal smear bulgularin1 da degerlendirerek,

kronik stres-infertilite iligkisine dair veriler ortaya koymaktir.



GENEL BIiLGILER

OOGENEZ

Ovaryum (over) siirekli degisen bir doku ve olduk¢a dinamik bir organdir. Disilerde
overlerin gorevi: 1) gamet Uretimi (oogenezis), 2) steroid yapili hormonlarin sentezlenmesi ve
salgilanmasidir. Bu islevlerin timi oositlerden ve folikuler hiicrelerden olusan ovaryum
folikiillerinin aktivitesine baglidir. Folikullerin aktivitesi ve gelisimi ise hipotalamus-hipofiz
ekseninden salgilanan gonadotropinler tarafindan diizenlenmektedir (23). Olgun bir oositin
overlerde olusturulup buradan atilmasina ovulasyon adi verilir. Ovulasyon, genel olarak puberte
doneminde baslayip menopoza kadar devam eden bir sdrectir. Saglikli insanlarda genital
siklusun 13-14. ginlerinde gergeklesmektedir. Her 28 ginde bir overlerden bir oositin

atilmasiyla tekrarlanan olaylar zinciri ise ovariyan siklusu ifade eder ve 3 fazda incelenir.

1- Folikiiler faz : Folikiillerin biiyiimesi ve gelisimi goruldr.
2- Ovulasyon : Olgun oosit atilir.

3- Luteal faz: Korpus luteum (KL) olusur, duragan bir siireg izlenir (24).

Folikller Faz

Folikilogenez; oositlerin ve oosit ¢evresini saran somatik hticre karakterindeki grantiloza
hiicrelerinin beraber gelisip biiylidiigii devamli bir gelisim siirecidir. Folikiilogenez, fetal
yasamda baglar, siirekliligini saglayan mekanizmalar; oosit blyumesi, graniloza hicrelerinin
boltinmesi ve teka tabakasmin gelismesidir (25). Insanda, fetal yasamin 3-4. haftalarinda, yolk
kesesinin dorsal duvarindan, allantoisin baslangi¢ boliimiine yakin yerde, ileride oositleri

olusturacak olan primordiyal germ hucreleri (PGH) belirir. Embriyogenez sirasinda embriyonun
3



katlanmasi ile yolk kesesine ait dorsal parca, embriyonun igine geger ve buraya dahil olur. Es
zamanlarda (fertilizasyondan yaklagik 6 hafta sonra) PGH’leri de arka bagirsagin dorsal
mezenterinde bulunan gonadal kabartilara gog¢ eder (Sekil 1) (26).

On Bagirsak Arka Bagirsak

llantois

Genital kabarts

’ : /

Primordiyal germ
hicreleri

Kalp

Genital kabart:
|

Mezonefroz

Vitellis Kesesi

Sekil 1. Primordiyal germ hicrelerinin gonadal kabartilara gocii (26)

PGH'lerinin gocii sirasinda cinsiyet tayini de baslamaktadir. Gelismekte olan gonadlara
PGH'lerinin gocu, proliferasyonu ve kolonizasyonu birgok faktor tarafindan kontrol edilir.
Biiylime ve farklilasma faktorii 9 (GDF9), kemik morfogenetik proteinleri (BMPs), kok hiicre
faktori (SCF), temel fibroblast blytme faktort (bFGF), transkripsiyon faktori Wilms ‘timér 1
(Wtl) gibi faktorlerin yami sira (27), PGH proliferasyonu ve gogi igin kritik olan B lenfosit
kaynakli olgunlasma proteini-1 (BLIMP1), PGH’lerin hayatta kalmasi i¢in oktamer baglayici
transkripsiyon faktori 4 (OCT4) bunlardan bazilaridir (28). Overlerin olugmasi ve devamliliginin
saglanmasi i¢in PGH’ler gereklidir, aksi takdirde over dokusu dejenere olur (29). Gonada ulasan
PGH, oogonium ismini alir ve gonadal kabartinin mezenkminden koken alan somatik hcreler ile
beraber hizlica prolifere olur ve gelecekteki oosit popiilasyonunu arttirir (26,27). Primordiyal
folikilleri olusturmak {izere oogonium adini alan germ hucreleri, tek tabaka somatik htcreler
tarafindan gevrelenir. Daha sonra oogoniumlar ilk mayoz bolinmeye giderek primer oosit ismini
alirlar. Primer oositler, ovulasyon evresine ulasana kadar mayoz bolunmenin diploten
asamasinda uzun sure istirahat halinde beklerler (27). Primer oositler hizli mitoz béliinmeler
sonucunda 6. haftada 10.000, 8. haftada 600.000, 20. haftada da 6.000.000 civarina

ulagsmaktadir. Es zamanli olarak ovaryumdaki oositlerin bir kismi o6liip fagositik hicreler



tarafindan imha edilen atrezi strecine girer (30). Atrezi 20. haftada en yiiksek seviyesine ulagir.
Bu dénemin sonrasinda mitoz azalmaya baslar ve 28. haftada biter. 20. haftadan sonra azalmaya
baslayan primer oosit sayisi, yenidoganda 1.000.000, pubertede ise yaklasik 300.000-400.000
kadardir. Bir disinin iireme déonemi boyunca ovulatuar asamaya yalnizca %1°1 ulagsmaktadir (26).
Cogu ise atreziye ugrar ve menopoz sonrast donemde yaklasik bin kadar1 overlerde kalir.
Ovaryumda bulunan folikuller, gelisen oositler igin bir mikrogevre saglar. Folikiler fazda,
ovaryum iginde gelisen folikiiller siras1 ile primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer (graaf)
folikil olmak Gzere 4 tipte incelenmektedir (30).

Primordiyal folikul

Fetal yasamin 3. ayinda 1. mayoz bolinmesine baslayan PGH’lerin ¢ogu gelisimin
7.ayinda primer oosite doniisiimlerini tamamlar. Ovaryum folikiillerini olusturmak i¢in primer
oositlerden her biri, yass1 folikiiler hiicreler ile ¢evrelenip primordiyal folikiilleri olustururlar. Bu
primordiyal folikuller ovaryumun yiizeyel korteksinde konumlanirlar (24). Primordiyal folikl
aktivasyonu ¢ok dinamik ve siki bir sekilde kontrol edilen bir surectir ve konuyla ilgili ¢ok
sayida c¢aligma olmasina ragmen, pek ¢ok molekiler mekanizma hala tam olarak
anlasilamamustir (28).

Folikiiler gelisim ve farklilasma; endokrin hormonlar, ovaryum ici duzenleyiciler ve
hlcre-hiicre etkilesimleri ile siki sekilde diizenlenen sirali olaylardir. Primordiyal folikulin
folikler hiicrelerinde gonadotropin ve folikul stimile edici hormon (FSH) igin reseptdrlerin
bulunmamasi, primordiyal folikul buytimesinin FSH dizenlemesinden bagimsiz oldugunu ortaya
koymaktadir (27). Primordiyal folikiiller olusurken bir yandan da apoptoza maruz kalirlar. Bu
sirecte apoptozu timor nekroz faktor alfa (TNF-a) uyarirken, germ hiicrelerinin korunmasini B-
hicre lenfoma 2 (Bcl-2) saglamaktadir. Apoptozu uyaran diger bir faktor Bel-2 iligkili X (Bax)
proteindir. Bax yetersizliginde primordiyal folikiil sayisinin arttign gozlenmistir (31). TGF-B
ailesine Uye olan GDF9 proteininin, primordiyal folikiillerin olusumlarina katkis1 olmasa da
oositlerin etrafinda yer alan graniiloza hiicrelerinin biiylimesinde, ayn1 zamanda farklilagmasinda
etkili bir role sahip oldugu bildirilmistir (32).

Dogumda ve puberteye kadar olan siirecte, primer oositlerin tiimii birinci mayoz
bolinmenin profaz evresinde dinlenme halindedir. istirahat halindeki primer oositlerin
olgunlagsmasi, folikiil hiicrelerinde {iretilen ve oositlerin olgunlagsmalarini inhibe eden oosit
maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan baskilanmaktadir (33). Primordiyal folikul iginde
bulunan primer oositler, yuvarlak sekillidir ve caplart ortalama 30 pum’dir. Yapilarinda genis

vezikiler bir nukleus ve belirgin bir ya da daha fazla nikleolus bulundururlar. Elektron



mikroskobunda incelendiginde, organelden zengin olan bu oositlerde yaygin endoplazmik
retikulum, oldukca belirgin Golgi kompleksi, bol lizozom ve mitokondri gézlemlenir. Pubertenin
baslamasi ile birlikte hipofizden salgilanan FSH sayesinde, bir grup primordiyal folikil her ay
gelisim siirecine katilir. Folikiillerin gelisimi hem oositin hem de etrafindaki yass1 folikiiler
epitelin proliferasyonu ile devam etmektedir. Erken folikiil gelisim evresi (primordiyal, primer)
daha c¢ok parakrin etkiler altindayken, multilaminar folikiillerden itibaren gonadotropin
hormonlar folikil bydmesini kontrol eder (24).

Primer folikal

Bu sirecte oositte, folikille komsu stromada, folikiil hiicrelerinde degisiklikler olmaya
baslar. Oncelikle oosit biyir. Biiyiiyen oositin ¢apt yaklasik 50-80 pm’dir. Oosit
sitoplazmasinda graniiler endoplazmik retikulum, ribozomlar, kiiciik vezikiiller, mitokondriler,
mikrovezikiiler cisimler, iyi gelismis Golgi kompleksi, lipokrom pigmenti ve lipid damlalari
bulunur (30). Oosit kokenli Sohlhl (spermatogenezis ve oogenezis spesifik temel helezon-halka-
helezon 1) ve Nobox'dan (the oocyte-specific transcription factor) gelen iki transkripsiyon
faktorinln erken ekspresyonu, primordial folikillerin bir sonraki primer folikiler evreye
ilerlemesi icin belirleyici niteliktedir. Nobox'dan yoksun ovaryumda, folikiillerin ¢ogunlugu
primordiyal asamada takili kalir, oositler dejenere olur ve tek tabakali kiibik primer folikillerin
Otesine gelisemez (28). Primer folikiile gelisim sirasinda, oositin ¢evresindeki yassi folikiiler
hicreler zamanla kiibik sekil alirlar. Artik bu tek katli kiibik hiicrelerden olusmus folikiile
unilaminar primer folikul denilmektedir. Folikul hicreleri proliferasyon ile oositin ¢evresinde
cok katli hale gelir ve folikul, multilaminar primer folikiil adin1 alir. Cok katli folikiil epiteline bu
asamada, graniiloza tabakasi ismi verilir (34). Graniiloza tabakasindaki hiicreler oluklu
baglantilar (gap junctionlar) ile iletisim kurmaktadir. Gap junctionlar, kandan folikiler siviya
besinlerin ve kii¢lik molekiillerin gegisine izin vererek hem oosit hem de folikiil gelisimine katk1
saglamaktadir. Granulloza hiicreleri folikiilogenezde folikiillerin gelisimi ve bilyiimesi sirasinda
6nemli role sahiptir. En iyi ¢alisan endokrin hiicrelerden biridir (35). Oositin bliyiimesi sebebiyle
salgilanan bazi 0zel proteinlerin birlesmesi sonucu, zona pellusida (ZP) adinda 5-10 pum
kalinliginda ekstraseliiler bir ortii olugur. ZP sentezine folikiil hiicrelerinin ve oositlerin katki
sagladig1 diisiiniilmektedir. Bu ortii folikiil hiicreleri ve oositin arasinda bulunur. Zona pellusida;
ZP1, ZP2, ZP3 ve ZP4 olarak bilinen glikoproteinlerden meydana gelmektedir. ZP3 ve ZP4 hem
spermatozoa baglanma reseptorii olarak islev goriir hem de akrozom reaksiyonunu indiklemede

rol oynar (30).



Gelisme sirasinda, folikil igerisindeki degisikliklerin yani sira folikiil etrafindaki bag
dokusu da degismektedir. Stroma, folikiil ¢evresinde siki bag doku olusturarak teka folikiili
ismini almaktadir. Teka folikiilii ile graniiloza tabakasi arasinda bazal bir membran olan camsi
membran bulunur. Teka folikiilii kendi iginde iki kistma ayrilir: I¢ tarafta fibroblastlarm, kollajen
liflerin, steroid karakterde salg1 yapan hiicrelerin yer aldig1 ve kan damarlar1 bakimindan oldukga
zengin “teka interna”, dis tarafta ise diiz kas ve kollajen liflerden olusmus bir “teka eksterna”
tabakas1 bulunur (24). Teka internadaki steroid salgi yapan hiicreler Luteinize hormon (LH)
reseptOrii tasimaktadir. LH’1in uyarilmasina cevap olarak androjenleri salgilarlar. Androjenler
ostrojen Onculleri olarak bilinirler (30).

Sekonder folikiil ve dominant folikl segimi

Primer folikuller, graniiloza hicrelerinin proliferasyonu ile hacim olarak buyir ve
ovaryum Korteksi igerisinde daha derinlere hareket eder. Graniuloza hicreleri yaklasik 6-12
tabakali hale geldiginde hiicrelerin arasinda, iglerinde sivi bulunan bosluklar meydana gelir (30).
Graniiloza hiicreleri arasinda biriken siviya folikiiler sivi veya likor folikuli adi verilmektedir.
Folikiler sivi; blyume faktorleri, hyaluronik asit, baglayic1 proteinler, plazminojen, Ostrojen,
progesteron ve androstenedion bakimindan olduk¢a zengindir. Bu asamadaki folikiile de
sekonder folikll denir. Ileri asamada sivi dolu kaviteler birlesir ve hilal bigiminde bir bitiin
olusturur. Olusan bu biiyiik hilal bigimli kaviteye antrum ismi verilir. Folikil icindeki oosit
ortalama 125 um capindadir ve eksantrik yerlesimlidir (24). Oosit biylimesi OMI tarafindan
inhibe edilir. OMI, graniuloza hicrelerinden antral sivi igerisine salinir, konsantrasyonu; kigik
folikiillerde maksimum seviyede iken folikiil olgunlastikca azalmaktadir (33).

Menstrual siklusun 5-7 giinleri arasinda dominant folikiil se¢imi olmaktadir. Belirli
sayidaki sekonder folikiilden olugsmus bir kohord, FSH’in etkisi altinda ileri asamaya dogru
biiylimeye baglar. Daha sonra kohord i¢inde biiyiiyen folikiiller, dominant folikil segimi igin
yarisa girer. Biiyiiyen sekonder folikiillerin graniiloza hiicre tabakalar1 artmaya bagladik¢a, FSH
ile aromataz aktivitesi uyarilir ve strojen yapimi artar. Bunun ardindan da inhibin B yapimi
indiklenir. Bu havuz iginde gelismekte olan folikillerden bir tanesinin aromataz aktivitesi
digerlerine kiyasla en yliksektir. Ayn1 zamanda bu folikiiliin 6strojenik ortami da en idealdir. Bu
Ozelikteki bir folikul “dominant folikll” olarak secilir ve ovulasyona kadar ulasir. Dominant
folikil seciminden sonra FSH, ovaryumda bulunan LH reseptdriiniin ekspresyonunu ve 1GF-1
gibi ¢esitli biiyiime faktorlerinin iiretimini arttirmaktadir. Inhibin B ve dstrojenin kanda artmasi
sebebiyle FSH salinimi1 baskilanir. Kohordda geriye kalan sekonder folikiller ise atreziye
ugramaktadir (30,36).



Tersiyer (graaf) folikul

Secilmis olan dominant sekonder folikiildeki antrum gelistik¢e, oosit etrafinda bulunan
graniiloza hiicreleri antrum i¢ine dogru “kimulis ooforus” adi verilen bir ¢ikint1 yapmaktadir.
Oositin zona pellusiday1 ¢evreleyen ve antruma bakan kismindaki graniiloza hiicreleri ise 6zel
olarak “korona radyata” ismini alir. Bu hiicreler ovulasyon esnasinda oosit ile beraber ovaryumu
terk etmektedir. Bu yapidaki folikiil tersiyer, preovulatuar veya graaf folikiilii ismini alir (24).
Buyumeye devam eden bu folikilde, graniiloza hiicre proliferasyonu azalir. Antrum giderek
genisler ve graniiloza tabakasi incelir. Teka interna ve eksterna tabakalari belirginlesir, teka
internada bulunan hicrelerin sitoplazmasinda lipid damlaciklart birikir. LH’1n teka internay1
aktive etmesi ile buradan Ostrojen prekiirsorii olarak bilinen androjenler salgilanir. Bazi
androjenler graniiloza hiicrelerine taginmaktadir. Graniiloza hicrelerinde bulunan androjenler,
FSH yanit1 olarak Ostrojene doniistiiriiliir. Boylece folikiiliin daha da biiylimesi uyarilmis olur.
Graaf folikiilii biiyilk olmasindan dolayr ovaryum yiizeyinde stigma adi verilen belirgin bir
cikint1 olusturur (30).

Ovulasyon

Olgun hale gelmis folikiilden sekonder oositin atilmasiyla sonuglanan olaya “ovulasyon”
ad1 verilir. Secilen dominant folikiil, 28 glinlik periyodda olusan menstrual siklusun yaklasik 14.
giintinde ovule olmaktadir. Ovulasyondan yaklasik 24 saat 6nce ani LH artis1 gozlenmektedir.
Artistan 12-24 saat sonra ise primer 0o0sit istirahat halinden ¢ikarak, 1.mayoz bdélinmesini
tamamlayip, 2. mayoz boliinmesine devam eder. Olusan oosit artik sekonder oosit olarak
isimlendirilir. Buna ek olarak birinci kutup cismi (polar cisim) de olusur (37).

Luteal Faz

Ovulasyon olduktan sonra, geriye kalan graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri tarafindan
olusturulmus folikiil duvar1 “korpus luteuma” déniisiir. ilk olarak teka interna tabakasindaki kan
damarlarmin riiptiire olmasiyla, folikiil boslugunda merkezi piht1 iceren “korpus hemorajikum”
gelisir. Bir muddet sonra bag doku hiicreleri folikiil bosluguna akin ederler. Bu evrede Ki
hicreler LH reseptorlerini icerirler. Derin kortekse yerlesmis olan korpus luteum 6strojen ve
progesteron salgilar. LH reseptdrlerinin uyarilmasi halinde korpus luteumun esas hormonu olan
progesteron salgilanmasi artar (30).

Gebelik mevcut ise endometriyumu implantasyona hazirlamak amaci ile korpus luteum
bir middet devamliligini surdlrir. Gebeligin olmamasi durumunda, korpus luteumun

dejenerasyonu gozlemlenir. Zamanla “korpus albikans” ad1 verilen skar dokuya doniisiir (34).



ATREZI SURECI

Programlanmis hiicre oliimii, diizenlenen ya da kontrol edilen hiicre Sliimiinii ifade
etmektedir. Boyle bir surecte, organizmanin gelisimi esnasinda fazlasiyla hasar géren hucrelerin
yok edilmesi ya da yetiskin dokularda homeostazin siirdiiriilmesi saglanmaktadir. Hicre
6lumundn en ¢ok bilinen 3 tipi apoptoz, nekroz ve otofajik hiicre 6lumudir. Apoptoza ugramis
bir hucrede, nlkleer fragmantasyon ve yogunlagsma ayrica hiicre hacminde de bir azalma
gozlenmektedir. Nekroz, hiicrede bulunan sitoplazmanin ve organellerin sismesi, plazma
membraninin dejencrasyonu ile karakterizedir. Otofaji ise hiicresel igerigin lizozomlara iletildigi,
hilcre i¢ci bozunma sistemi olarak bilinmektedir (38).

Ik olarak 1842 yilinda Carl Vogt’un kesfettgi apoptoz, ovaryumda her folikiiler asamada
gozlenir ve memelilerde folikller atrezinin temel mekanizmalardan birini olusturur (26).
Kemoterapi, radyasyon, endojen ve ekzojen stres faktorlerine maruz kalmanin bir sonucu olarak,
primordiyal folikiller ovayum rezervinden kaybedilebilir. Ayni zamanda da atrezi, ovulasyona
ilerleyemeyen folikillerin uzaklastirildigi hiicresel olaylar1 kapsar ve korpus luteumun
luteolizisinde rol oynar (39).

Ovaryumda atrezi, folikiilde (50 hiicreden az folikiller hari¢) Ucten fazla piknotik
niikleuslu graniiloza hiicresi bulunmasi, oositin ¢evresindeki graniiloza hiicrelerinden ayrilmasi,
granuloza ve teka hiicre katmanlari arasinda belirgin sinir kaybi, 0osit fragmantasyonu gibi bazi
histolojik  kriterlere gore skorlanir (40). Atrezi slrecinde, graniiloza hucrelerindeki
dejenerasyonu oositteki bozulmalar takip eder. Bununla birlikte, atrezinin baslangic1 folikiiler
hiicre ya da oositten kaynaklanabilir. Kumulus ooforus kompleksinin incelmesi ve oosit
dejenerasyonu da atretik folikiil kriteleri igerisinde yer almaktadir (41).

Son dénemde yapilan ¢alismalar, otofajinin stres kosullarina tepki olarak indiiklendigini
ve dogmatik bilgi olan folikil atrezisinde apoptozun rolii oldugundan baska otofajinin de
granuloza hiicre 6limunde etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Her iki hicre 6lim tipinin benzer
sekilde Bcl-2 ailesi proteinlerini kullanmasi, ge¢miste tam bir ayrim yapilmasina imkan
vermemis olabilir ancak giiniimiizde kullanilan teknikler bu ayrimin yapilmasini
kolaylastirmaktadir (42).

Yapilan in vitro calismalarda, atretik foliklllerden elde edilmis oosit-kumulus
komplekslerinden (COCSs) olusturulan embriyolarin, blastosist asamasia kadar ilerlemelerinin
zayif oldugu gosterilmistir (43). Ovaryum foliklllerinin hem buylmesi hem de gelismesinde
gonadotropinler rol oynamaktadir. Ovulasyondan Once ¢esitli nedenlerden dolay:

gonadotropinlerin artisinin engellenmesi veya serumda azalmasi, folikullerin atreziye gitmesine



sebep olur. Gonadotropinlerin diginda folikuller i¢in ¢ok sayida yasamsal faktor bulunmaktadir.
Bu faktorlerden bazilari; doniistiiriicti biiyiime faktori (TGF), EGF, interlokin-1 (IL-1), blyime
hormonu (GH), bFGF, ayrica pro apoptotik goreve sahip GNRH, fas ligand, TNF-a da sayilabilir
(44). Bununla birlikte, graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasini uyaran IGF-I,
grantiloza hcrelerinin apoptozunu ve folikller atreziyi oOnlerken (45), AMH primordiyal
folikillerin buytimesinde inhibitor etkiye sahiptir (46).

Apoptozun regllasyonunda 6zellikle Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar, p53 ve iliski
proteinler rol oynamaktadir. Hiicre oliim karar1 verildi§i zaman, apoptotik 6liim araglarinin
koordinasyonuyla, ¢cok sayida alt program aktive edilir. Kaspaz ailesi ve Bcl-2 ailesi en 6nemli
apoptotik regulator faktorlerdir. Saglikli folikiillerde kaspaz-3 inaktif formda bulunur. Atretik
folikillerde ise aktif kaspaz-3 konsantrasyonu artmaktadir. Folikiler atrezi, oositten ya da

folikiler hiicrelerden baslayabilir (47).

OVARYUMDA IGF-1, AMH VE Bcl-2°NIN ROLU

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1 (IGF-1)

Ovaryumda folikiiler atrezi mekanizmalarinin tespiti yaninda, folikiilleri atreziden
koruyan faktorlerin tespiti de 6nemlidir. IGF sistemi insanlar, kemirgenler ve evcil hayvan
tirlerinde folikiil gelisimi ve graniiloza hiicre apoptozunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Bu sistem iki ligant (IGF-1, IGF-2), iki reseptor (IGF-1R, IGF-2R) ve alt1 tane IGF baglayici
proteini (IGFBPs) icermektedir. IGF' ler folikiiler biiyiime, se¢ilim, atrezi, hiicresel farklilagma,
steroidogenezis ve oosit olgunlagmasi gibi ovaryum iginde gergeklesen birgok olayi diizenler.
IGF-1, en o6nemli IGF ailesi Uyesidir. Ozellikle ovaryumdaki graniiloza hicrelerinde ve
oositlerde ifade edilir. IGF-1, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini uyarirken,
bu hiicrelerdeki apoptozu ve folikiler atreziyi onlemektedir (48).

Ovaryumu hedef alan hormonlarla da etkilesime giren IGF-1, steroidogenezis ve folikuler
olgunlagsmay1 uyarmak i¢in FSH ve LH ile ¢alisir (49), (Sekil 2). FSH ile birlikte, grantiloza
hlcrelerinde o6stradiol-173 (E2) ve progesteron (P4) iiretimini arttirir; LH ile birlikte, teka

hiicrelerinde androjen sekresyonunu uyarir (45).
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Q Teka hicre katmani

‘ Granuloza hucre katmani
Sekil 2. IGF-1 proteininin erken folikiil gelisimi iizerindeki etkisinin sematik

gosterimi (49).

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii-1 proteininin ifadesi, biiyiikbas hayvanlarda graniiloza ve
teka hiicrelerinde gozlemlenmistir (23). IGF sistemi, tireme islevlerinin diizenlenmesinde buyuk
O6neme sahiptir. Hipotalamusta, hem somatotropik ekseni hem de Ureme eksenini dizenler,
boylece Greme ve blyimeyi koordine eder. IGF-1 ¢ogunlukla IGF-1R’ye diisiik diizeyde de IGF-
2R’ye baglanmak igin afinite gostermektedir. IGF-1 seviyesi folikiiliin atreziye yakalanmamasi
ya da olgunlagsmasinda belirleyici etkiye sahiptir. Dominant folikillerin, folikiiler sivisindaki
IGF-1 konsantrasyonu yuksektir. IGF-1, Bax ve apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunu

duzenlemesi sayesinde, hiicre 6lumuni engellemektedir (50).

Anti-Mullerian Hormon (AMH)

Fransiz bir fizyolog olan Alfred Jost’'un AMH’1 ilk kesfi, cinsel farklilasma siireci ile
ilgilendigi, ylizyilin ortalarina rastlamaktadir. AMH, dimerik glikoprotein yapisindadir. Blyiime
ve farklilagma faktOrlerinden olan transforme edici blyume faktoru g (TGF-g) ailesinin de bir
tyesidir (51). AMH, ¢ogunlukla erkek cinsel farklilasmasindaki rolii ile bilinmektedir. lk olarak
testislerde, Sertoli hiicrelerinin gebeligin 7. haftasina kadar, Miiller kanali gerilemesine neden
olan AMH’1 iirettiginin gosterilmesine karsin, ovaryumda gelismekte olan folikiil hiicrelerinden
de AMH dretilebildigi ortaya koyulmustur (52). AMH'm disideki rolii, esas olarak AMH
eksikligi olan fareler araciligiyla tespit edilebilmistir. AMH yoklugunda, primordial folikllerin
biiylimeye baslamasinda bir artis ve dinlenme halindeki primordiyal folikiillerde ise hizli bir

tikenme gozlenmistir (53). Granuloza hiicrelerinden postnatal donemde salgilanan AMH’1n
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serumdaki seviyesi, ¢ocukluk ve ergenlik donemlerinde artarken, 20'li yaslarin ortasinda pik
yapar ve sonra menopoz donemine kadar kademeli olarak azalir (54). Bu nedenle AMH,
ovaryumun yaslanma slrecinde bir belirte¢ olarak disiiniilmiistir. AMH, aktive edilen
primordiyal folikillerin sayisi ile dinlenme havuzunda kalanlar arasinda bir denge kurmak
zorundadir (55).

AMH'!n folikillogenez (zerinde iki ©6nemli anahtar rolii oldugu diistiniilmektedir:
Birincisi; primordial folikiilden primer folikile gegisi inhibe edici bir etki yaparak, primordiyal
folikiil havuzunu korumak. Ikincisi; FSH bagimli folikiil biiyiimesini engellemek. AMH,
gonadotropin bagimsiz folikiil biiyiimesi boyunca rol oynamaktadir (53).

Primordiyal foliklllerin pregraniloza hicrelerinin farklilasmasindan sonra, primer
folikullerin graniloza hiicrelerinde AMH ekspresyonu baslar. Insan ovaryumunda ilk once
primer folikullerin granuloza hiicrelerinde gorilen AMH ekspresyonu, preantral ve kiicuk antral
folikiillerde en yiiksek seviyesine ulasmaktadir. Biiyiik ¢apli folikillerde ise AMH ekspresyonu
kaybolur ve blyuk antral folikillerde sadece kumulusun grantloza hiicrelerinde zayif boyanma
gozlemlenir. Folikll biyimesinin, FSH-bagiml evreleri sirasinda ekspresyon gozlenmez (55).

Insan modelinde, primer folikiil bliylimesinin baslatilmas1 i¢in AMH tedavisinin pozitif
bir etki yarattigi bildirilmistir (28). Tum bunlara ek olarak AMH’1n polikistik over sendromunun
(PCOS) teshisinde ultrasonlu over morfolojisi kriterinin yerini alabilecegi ve prematir over

yetersizligini teshis etmek i¢in ek bir parametre olabilecegi ileri strtlmektedir (53).

B-Hucre Lenfoma 2 (Bcl-2)

Fetal ve yetiskin ovaryumlarinda graniiloza hiicrelerinden Bcl-2 salgilanmaktadir ve
ifadesi, cogunlukla gelisen folikiillerde goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, Bcl-2 eksik
farelerde folikiil sayisinda azalma goriiliirken, Bcl-2’nin asir1 expresyonu sonucunda folikiiler
apoptozun ve atrezinin azaldigi kaydedilmistir (56). Bcl-2 ile iliskili ailenin iyeleri de dahil
olmak (zere, c¢esitli hiicresel pro- ve anti-apoptotik proteinler, kaspaz aktivasyonunu
duizenlemektedir. Ozellikle Bcl-2 proteinleri, pro-apoptotik faktorlerin salinimini diizenler ve
intrensek yolagi kullanarak, mitokondrilerden sitoplazmaya sitokrom ¢ salinmasini saglayip etki
ederler. Sitokrom c, kaspaz-9 aktivasyonu igin oldukga dnemlidir. Kaspaz-9’un inaktif kaspaz-
3’11 aktiflestirmesi halinde, hlicrede apoptoz baslamaktadir. Kaspaz-9 eksik fare ovaryumlarinda,
graniiloza hiicrelerindeki basarisiz apoptoz sonucu c¢ok sayida gelismekte olan folikiil

gozlenmistir (47).
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STRES

Stres, organizmalarin dengesini bozan fiziksel ve psikolojik degisiklikler seklinde
tamimlanmaktadir. Ayn1 zamanda, birgok hastaligin da en &nemli nedenlerinden biri olarak
bilinir. lk olarak 1930’1u yillarda Hans Selye, stres (izerine arastirmalara baslamistir ve stres ile
insan saglhig arasindaki iliskinin anlagilmasima yardimci olmustur (57). Stres, hayat kalitesini
olumsuz etkileyen énemli bir faktordiir. Insanin stres seviyesi, depresyonun patogenezine de
katki1 saglamaktadir. Stres tepkisinin en belirgin 6zelligi, otonom sinir sistemi ve HPA eksenin
aktivasyonudur. Bu sayede bir tehdide kars1 fizyolojik ve davranigsal tepki olan "savas veya kag"
yanit1 ortaya ¢ikmaktadir (58).

Stres faktorleri genel olarak 4 gruptan olusur:

1. Yaklasan bir olumsuz durumun tehdidine kars1 6grenilmis bir cevaba dayanan psikolojik
stres faktorleri: Korku, endise, yeni veya kontrol edilemeyen bir ¢gevreye maruz kalma vb.

2. Fiziksel bir uyarandan olusan ve giiclii bir psikolojik bileseni olan stres faktorleri: Agr1,
ayak soku, immobilizasyon modellemelerindeki gibi.

3. Kardiyovaskiler homeostazi zorlayan stres faktorleri: Kanama, ortostatik stres, egzersiz,
1s1 maruziyeti vb.

4. Bireyler arasindaki etkilesimi bozan sosyal stres faktorleri: Esin 6liimii, bosanma, igsizlik

vb. (57).

Vucut, baslangigta farkli hormonlarin salinmasiyla homeostazi korumak i¢in otonom sinir
sisteminin tetiklenmesi de dahil olmak (izere, tiim olas1 yollart kullanarak stres ile bas etmeye
calismaktadir. Farkli stres tiirlerine maruz kalma, ¢cok uzun veya kritik hale geldiginde ise stres
tepkisine uyumsuzluk ortaya ¢ikmaktadir (59). Hayatin her alaninda bulunan ve oldukga yikici
etkilere sahip olan stres, siddetine ve uygulama siiresine gore 4 kategoride incelenmektedir:

Akut Stres

Aniden karsilagilan olaylar (6rnegin bir saldir gibi) ile birlikte gelisen stres tipidir. Ik
dort haftada meydana gelir. Dikkate deger bir uyarilmiglik durumu mevcuttur (heyecan, korku).

Subakut Stres

Donem igerisinde yasanmis sikintili durumlarda ve birbirini baslatan
bir seri olumsuz olaylar zinciri sonucunda ortaya ¢ikan stres tipidir (yas tutma, depresyona
girme, birini kaybetme).
Kroniklesme Surecindeki Stres
Farkli zaman araliklariyla, slrekli olarak, olumsuz ve stresli durumlara maruz kalinan

stres tipidir. Bu zaman araliklarinda stres faktorleri etkisini surekli gostermektedir.
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Kronik Stres

Araliksiz, surekli bir zorlanmaya ve agir sartlarda yasamak zorunda kalmaya dayanan
stres tipidir. Stresin uygulama siresi ne kadar fazla olursa kotu etkilerinin ortaya ¢ikma
potansiyeli de o kadar fazla olmaktadir (60).

Deneysel modellerde hareketsizlik/immobilizasyon stresi, hareketin yan1 sira
saldirganligr da kisitlayan, hem psikolojik (kagis reaksiyonu) hem de fiziksel stres modellemesi
icin kolay ve kullanigh bir yontemdir (61). Organizma olumsuz kosullara maruz kalma, ig
ortamin istikrarin1 savunma ve hayatta kalmayi artirmak i¢in bir dizi tepki baslatir. Genellikle
"stres tepkisi" olarak adlandirilan bu diizenlenmis siire¢, viicudun homeostatik meydan okuma
taleplerini gidermek icin gerekli, fizyolojik ve metabolik ayarlamalar1 yapan ¢esitli
mekanizmalart igerir. Bu tiir degisiklikler fizyolojik (duygusal ve bilissel), davranigsal ve
biyolojik seviyede (degismis otonomik ve noroendokrin fonksiyon) ortaya ¢ikabilir. Merkezi
sinir sistemi (MSS), stres yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (57). Stres
tepkisinde, vicut bircok olaya ya katekolaminler gibi kalp atis hizi ve kan basincini artiran
arabulucular1 serbest birakarak ya da bu arabulucularin kronik ylikselmesi sonucu ateroskleroz
gibi patofizyolojik degisikliklerle yanit verir (58).

Stresin olumsuz iireme sonuglarina yol agtigi mekanizmalar ve arabulucular tam olarak
anlasilmamigtir. Stresin tireme Uzerindeki etkilerinin nedeni olarak kortizoliin rolii hakkinda
genis ¢apl bir arastirma yapilmis olmasina ragmen, heniiz bir netlik kazanmamuistir (62).

Disilerde kronik stres, gonadotropik hormonlarin azalmasina yol acarak anovulasyona ve
ardindan infertiliteye Sebep olur. Yuksek stres; erken menopoz baglangici, dismenore, erken
dogum ve diisiikler icin etkili bir faktordir. Immobilizasyon stresi, psikolojik ve fiziksel
stresorlerin bir kombinasyonudur ve arastirmalarda siklikla kullanilmistir. Kemiriciler, sigirlar ve
koyunlar {izerinde yapilan arastirmalarda, immobilizasyon stresinin saglikli folikiillerin sayisinin
azalmasina, atretik folikiillerin de sayica artmasina neden oldugu rapor edilmistir (59). Stres
faktorleri testis ve ovaryumun iglevlerini bozarak fertilitenin azalmasina neden olmaktadir (6).
Yirmi bir ginlik kronik kisitlama stresinin, erkeklerde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu,
disilerde ise 6grenme gorevinde, disi siganlarin performansini arttirdigi veya etkilemedigi rapor
edilmistir (63). Baska bir ¢alismada, stresin disi farelerde diizensiz Ostrus siklusuna, kortizol
seviyesini arttirarak anovulasyona neden oldugu belirtilmistir (64). Kisitlama stresi uygulanmis

disi siganlarda ovulasyonda ve oosit gelisiminde azalma gozlenmistir (65).
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Kisitlama stresi sonucunda fare serumundaki Bcl-2 ve IGF-1 seviyeleri azalirken kortizol
ve progesteron seviyesi artmistir (66). Stres ic¢in kullanilan hayvan modellerinde beynin
etkilendigi ve bununla iligkili olarak psikiyatrik hastaliklarin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (67).

Psikososyal acidan zayif bir profile sahip veya hamileligi sirasinda depresyonda olan
kadinlarda prematiire bebek riski artmaktadir (68). Siganlarin kullanildigi deneyde, gebeligin
ortalarinda kisitlama uygulanmasi luteolizise, fetiisiin gelisiminde gecikmelere ve fetls
kayiplarina neden olmustur (68). Memelilerdeki stresin tUreme Uzerine etkileri arasinda 00sit
gelisim ve maturasyon bozukluklarinin yani sira, laktasyon bozukluklar1 da bulunmaktadir (69).
Ayrica, kronik kisitlama stresinin tiimor olusumuna katki sagladigi da one siirtilmistiir (70).

Stresin Hormonal Kontrolu

Stresin olumsuz Gireme sonuglarina yol agtigi mekanizmalar ve aracilari iyi anlasilamasa
da stresin en belirgin 6zelligi, glukokortikoid seviyesinin artmasina bagli olarak HPA ekseninin
aktivasyonudur. Genel anlamda ¢ogu memeli tlrlerinde, stresin bir sonucu olarak, HPA ekseni
aktive edildiginde sentezlenen asil glukokortikoid kortizol iken, kemirgenlerde kortikosterondur.
Glukokortikoidlerin tireme islevini inhibe edip etmediklerini belirlemek amaci ile detayl
arastirmalar yapilmaktadir (62). Farelerin kedi stresine maruz birakilmalari sonucu, plazmada
kortizol seviyesinin kontrol grubuna kiyasla arttigi gozlenmistir (68). Stres kaynakli
glukokortikoid seviyesinin degisimi cinsiyete gore farkhiliklar gdstermektir. Erkeklerde,
glukokortikoid disilere gore stresi takiben daha yiiksek seviyelere ulagmaktadir. Stresli olaylar
karsisinda beyin dokusunda, glukokortikoidlerin yiiksek seviyelere ulagmasi, stres aninda adrenal
korteksten hormon saliniminin giiclii kanitidir (71). Stres faktorleri araciligiyla HPA ekseninin
noroendokrin aktivasyonu, hipotalamusta bulunan paraventrikiiler niikleus (PVN) tarafindan,
CRH ve arjinin vazopressin (AVP) adindaki iki ndropeptidin salgilanmasi ile gergeklesir.
Ardindan da adrenal korteksten kortizol salinimi uyarilir. Hipofiz 6n lobundaki kortikotrop
hucreleri, CRH ve AVP noropeptidleri ile uyarilir ve kortikotrop hiicrelerinden ACTH genel
dolasima salinir. Bu sayede adrenal korteks kortizol salgilar (72) (Sekil 3). Normal bireylerde,
kortizol seviyeleri sabahin erken saatlerinde tipik bir sirkardiyen ritmi gosterir, ardindan giin

boyunca kademeli bir diisiise gider (73).
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Sekil 3. Stres sirasinda kortizol salinim ve etkileri (72).

Hipotalamus tarafindan salgilanan CRH, HPA eksenin temel aktivatorii sayilmaktadir.
Genel gorevi strese karsi otonomik, endokrin ve davranigsal tepkileri yonetmektir. CRH,
hipotalamus-pituiter-gonadal (HPG) ekseninin, stresli olaylar sirasinda baskilanmasinda da
onemli bir rol oynamaktadir. Yeni bulgular, CRH' i ovaryum stroma hcrelerinde, antral
folikillerde bulunan olgun oositlerde ve teka hiicrelerinde lokalize oldugunu ayrica, ovaryum
tarafindan da iiretilebildigini gostermistir (74,75). Ureme sistemi HPG ekseninin kontrolii
altindadir. Bu sistem de hipotalamustaki GnRH néronlarina baghdir (72). Stres, disilerde
tiremede rol oynayan GnRH/LH salinimini etkilemek kaydiyla, preovulatuar dalgalanmay: bloke
ederek, ovulasyonun ortadan kaldirilmasina ya da ovulasyonun gecikmesine sebep olmaktadir.
Sonug olarak, dollenmenin gergeklesme olasiligi diismektedir. Cok sayida ¢alisma, birgok stres
faktorinin LH dalgalanmalarina miidahale ettigini gostermistir. Ornegin siganlarda kisitlama
stresi preovulatuar dalgalanmay1 bloke edebilmektedir (62). Kisitlama stresi sonucunda plazma
kortizol seviyesinin artisinin yaninda, HPA ve HPG eksenleri etkilenerek oositlerin yeterlilikleri
bozulmaktadir. Stres sirasinda, HPA aktivasyonu ve buna bagli olarak HPG ekseninin
baskilanmasi iki eksenin arasindaki zit iligkiyi dogrulamaktadir. Arastirmalar, stresin GnRH’1n

aksine LH atim frekansini distirdiigiinii gostermistir (72).
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KEMIRGENLERDE OSTRUS SIKLUSU

Sicanlarin 6mrii cinsiyetine, soyuna, genetik kokenine, hastalik veya saglik durumuna
bagl olarak 2-3 yil arasinda degismektedir. Disi si¢anlar 2 aylik olduklarinda, reprodiiktif agidan
olgunlasarak Ostrus siklusu ve ovulasyon gosterirler. Insanlarda menstrual déngi 28 giinde bir
izlenirken, gen¢ sicanlarda Ostrus siklusu olarak bilinir ve 4-5 gun surmektedir. Bu nedenle
sicanlar ile ¢alismak, deney siiresini oldukga kisaltacagi icin avantajl goriilmektedir (76). Ostrus
siklusu sirasinda hormonlara bagli olarak vajinal epitelde meydana gelen degisiklikler, vajinal
smear ile kolaylikla gézlemlenebilir. Vajinal smearlarda bulunan hicrelerin mikroskobik olarak
degerlendirilmesi sonucu siganlarda ve farelerde hem Ostrus siklusunun evreleri hem de
hipotalamus-pituiter-gonadal ekseninin fonksiyonel durumu belirlenebilir. Yaslanmaya bagh
olarak gergeklesen ilk degisikliklerden biri Ostrus siklusu siiresinin uzamasidir. Fare ve
siganlarda siklusun uzamasi genellikle diizensiz siklus olarak kabul edilir. Siganlardaki 6strus
siklusu 4 evreden olusmaktadir. Bu evreler sirasiyla prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrustur
(77).

Proostrus

Yaklagik 12 saat siirmektedir. Bu evrenin baskin 6zelligi, nispeten tek tip goriiniiste ve
boyuttaki kicuk, yuvarlak, nikleuslu epitel hiicrelerinin varligidir. Genelde hiicreler dizenli
hiicre sinirlaria sahiptir. Cogu zaman birbirine bagl kiimeler halinde de goriiliirler. Tipik olarak
notrofil gorilmemektedir. Ancak rodentlerde didstrustan proOstrusa gegiste ya da erken
prodstrusta nadiren notrofillere, daha disiik sayida biiyiik epitel hiicrelerine ve nikleusu
olmayan Keratinize hucrelere rastlanir. Siklus 6strusa yaklastiginda, keratinize hiicreler sayica
artmaktadir (77). Evrenin basinda Ostradiol seviyesi en diisiik diizeydedir, sonuna dogru ise
oOstradiol seviyesi yiikselmeye baslar. LH maksimum seviyeye ulasir. Endometriyumdaki ylizey
epitelinin proliferasyon hizi azalir fakat yine de en yiiksek proliferasyona sahiptir. Tek katli
prizmatik ylizey epitelinin hiicre boylar1 artar ve yiiksek prizmatik hiicrelere doniisiim
gerceklesir. Ostrus evresine geciste, Ostradiol seviyesinde azda olsa azalma gézlemlenirken, FSH
artmaya baslamaktadir (78). Ovaryumdaki folikiller biiyiik ve igleri folikiil sivist ile doludur.
Folikuler hicrelerde mitoz bolunme oldukga az gézlemlenir (79).

Ostrus

Ozellikle niikleusu olmayan keratinize epitel hiicrelerin varhig ile karakterizedir.
Notrofil gorilmez. Geg Ostrusta notrofillerin ortaya ¢ikmasindan 6nce nikleuslu epitel hiicreleri,
yiiksek sayida gorilmeye baslar. Geg Ostrusun biyik, oval sekilli ve nikleuslu epitel hicreleri

siganin metostrusa hizla yaklastiginin bir isareti olarak goralur. 12-14 saat stren evrede uterusun
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endometriyum tabakasindaki yiizey epitel hiicrelerinde proliferasyon gozlenmez. Hiicrelerin
maksimum boyuta ulasmasindan dolay1 yiizey epiteli kalinlagir. Uterusun yizey epitelinde
gerceklesen bu degisiklikler aslinda blastosist implantasyonu i¢indir, ovulasyonun gergeklestigi
fazdir (80).

Metostrus

Ovulasyondan sonraki fazdir. Erken metdstrusta notrofiller ve epitel hicreleri yayilmis
halde, bazen birbirleriyle sikica paketlenmis olarak gdzlemlenir. Cogunlukla epitel hicreleri
egemen olmakla birlikte nétrofiller ile esit oranda da bulunabilmektedir. Metostrus ilerledikce
notrofiller, epitel hiicrelerine gore ¢ok yiiksek sayilara ulasir (81). Bu fazda serum progesteron
ve oOstradiol seviyelerinin diismesi ile birlikte, uterusun kanlanmasi azalmistir. Metdstrus evresi
ortalama 21 saat sirmektedir (78). Fazin basinda erken korpus luteum mevcuttur, faz ilerledikge
korpus luteumlar biiylimektedir. Cogu folikiil atreziye ugramistir. Folikiiler hiicrelerde mitoz
boliinme azalmistir (79).

Di6strus

Bu faz ortalama 60 ile 70 saat surer. Agirlikli olarak 16kosit, az sayida niikluslu epitel
hicresi gozlemlenir (82). Ovaryumda buytyen folikiller mevcuttur. Endometriyumda
rejenerasyon baslar. Diisiik olan Ostradiol seviyesi fazin sonuna dogru giderek artar. Bu stirece
FSH artis1 eslik etmektedir (79). Disiler tizerinde yapilan ¢ogu calismada, 6zellikle hormonal
islevlerle iligkili durumlarda, disiler i¢in menstrual siklusun hangi fazinda olduklar1 Gnem
tasimaktadir. Her bir faz farkli hormonlar ile kontrol edilir ve hormon konsantrasyonlarina ait
degisimlerin en iyi sekilde tespit edildigi faz didstrustur (83).

Smear Ornekleri incelenirken Tablo 1’deki kriterler g6z Oninde tutularak fazlar

belirlenmektedir.
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Tablo 1. Ostrus siklusuna ait fazlarin ve vajinal smearde bulunan hiicre morfolojisinin
siniflandirilmasi (77).

Faz Notrofil Kucuk Buyuk Nukleussuz Hiicre yogunlugu
epitel epitel keratinize
hicreleri hicreleri epitel
hicreleri
Prodstrus 0/+ ++ [ +++ 0/+ 0/+ Diusiik/Orta
Ostrus
Sican 0/+ 0/++ 0/++ ++ /[ +++ Orta/Yuksek
Fare 0/+ 0/ + 0/+ ++ /[ +++ Orta/Yliksek
MetOstrus
Sican +/ +++ +/++ +/ ++ +/ +++ Orta/Yliksek
Fare +/ +++ 0/+ 0/+ ++ [ +++ Orta/Yuksek
Didstrus ++/ +++ +/++ +/++ 0/+ Diisiik/Orta

Hiicrelerin yogunlugu: 0 = yok, + = az, ++ = orta, +++ = yiiksek

DENEY HAYVANLARINDA DAVRANIS TESTLERI

Davranis testleri, genellikle deney hayvanlarinda korkuyu, diisiik sosyal etkilesimi,
biligsel bozukluklari, asir1 irkilmeyi ve buna benzer anksiyete davranislarindaki degisimleri
olcmektedir.

Rota Rod Testi

Deney hayvaninin koordineli hareketlerini, dengesini, performansini ve direnme giiciinii
6lgmek amaciyla kullanilmaktadir (84). Rota rod testinde temel prensip deney hayvanlarinin,
sabit hizda donmekte olan bir ¢ubuk {izerinde diismeden kalma siirelerinin hesaplanmasidir. Test
genel olarak en az 5 cm c¢apa sahip ve bdlmeler ile ayrilmis bir ¢cubuk, ¢cubugu dondiiren bir
motor ve ¢ubugun altindaki bir 1zgaradan olusmaktadir. Her bélmede bulunan dijital saatler
stireyi 6lgmektedir. Denegin g¢ubuktan diismesi ile siire durmaktadir. Test boyunca deney
hayvanlarinin dénmekte olan ¢ubuk iizerinde diismeden kalma sureleri duzenekteki sayag ile
kaydedilmektedir. Saglikli bir denek, normal sartlarda belli bir siire gubuk tzerinde dismeden
kalabilmektedir. Eger deneklerde, motor koordinasyonla ilgili sistemlerde bir bozulma mevcut
ise denek yiiriimeyi birakir ve diser (85).

Acik Alan Testi (Open Field Test)

Deney hayvanlarinda, g¢esitli islemlerden Once veya sonra hayvanlarin duygusal

durumunu belirlemek amaci ile en ¢ok kullanilan testtir. Ayrica anksiyeteye bagli olarak gelisen
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lokomotor aktivitelerin ve duygularin saptanmasinda da kullanilir. Ag¢ik alan testi fare, sigan,
tavsan gibi kemirgen tiirlerine uygulanabilmektedir. Hayvan tlrlerine gore farkli boyutlar
olabilen, etrafi duvarlarla ¢evrilmis, pleksiglastan yapilmus tstii agik, farkli geometrik sekillerde
(kare, daire, dikdortgen) olabilen bir kutudur. Deney belli bir 151k siddetinde aydinlatilmis alanda
yapilir. Hayvan agik alana birakilir. Hayvanin kendi ortamindan uzaklastirilip bilmedigi bir
ortama tek basina birakilmasi ve agorofobi ismi verilen genis alan korkusu, anksiyete davranigini
tetikleyen iki faktordur (86).

Test slresi 2-20 dakika arasinda degisebilmektedir. Test stiresince hayvanin horizontal ve
vertikal duzlemlerde yaptigi hareketler, defekasyon sayist ve kasmnma davranisi tespit
edilmektedir. Arka ekstremiteler tizerinde yikselme hareketi ¢evreyi kesfetme davranisi olarak
kabul edilirken, otonom fonksiyonlarin gostergesi olarak defekasyon ve kasinma sayisi
sayilmaktadir (87). A¢ik alan diizeneginde, hayvanin merkezde ya da kenarlarda mi1 fazla zaman
gecirdigi oldukga Onemlidir. Alistigi ortamdan uzaklastirilan hayvan duzenekteki alanin
merkezine gitmekten kagiacaktir ve daha az hareket edecektir (86).

Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test)

Yerden belirli bir yikseklikte olan art1 seklinde iki kapal1 ve iki agik kolu bulunan bir test
diizenegidir. Fare ve sicanlar i¢in kullanimi olduk¢a uygundur ve farkli boyutlar1 bulunmaktadir.
Hayvanlarin testteki performansi mevsimsel olarak degisiklik gosterebilir (88). Diizenegin
yiksek olmasi, deneklerde stres kaynakli anksiyeteyi arttirmaktadir (89). Bu testin uygulandigi
sicanlar ¢ogunlukla (boyutlar1 110x110 cm ve yerden yiiksekligi 30 cm) diizenegin merkezine,
yiizii agik kollardan bir tanesine bakacak sekilde birakilirlar. A¢ik kola birakilmasinin nedeni ise
siganlarin dogustan hem yiiksek yerlerden hem de acik alanlardan korkmalaridir. Hayvanin
kapali kolda gecirdigi siire, acik kollara giris sayilarinda azalma, donakalma siresinde artma, iki
ayak lizerinde havay1 koklama sayisindaki artiglar, merkezi alanda bulunma suresinde azalmalar

anksiyeteyi gosteren davranig belirtileridir (90).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde iiretilmis, ayn1 biyolojik
ve fizyolojik Ozelliklere sahip Sprague Dawley disi si¢anlar kullanildi. Deney siresi boyunca,
tiim deneklerimiz, optimum laboratuvar kosullar1 (22£1°C, 12 saat karanlik/aydinlik siklusunda)
altinda, giinliik igme suyu ve %21 ham protein igeren pelet yemlerle (Purina) beslendi. Calisma
icin 26.02.2016 tarihinde, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (karar
n0:2016.03.06) etik onay: alind1 (Ek 1).

Sekiz — on iki haftalik 24 adet disi sigandan, kontrol ve deney olmak fiizere iki grup
olusturuldu.

Gruplar;

1-Kontrol grubu: (n=12) Deney siresi boyunca vajinal smear ornekleri alinip, deney
sonunda metostrus fazinda davranis testleri uygulandi. Ertesi glin (Didstrus fazinda) sakrifiye
edildi.

2-Stres grubu: (n=12) Sekiz hafta boyunca vajinal smear oOrnekleri alinip, kisitlama
stresine maruz birakildi ve deney sonunda, metostrus fazinda davranis testleri uygulandi. Ertesi
gun (Didstrus fazinda) sakrifiye edildi.

Kisitlama stres prosediirii: Her giin saat 12.00 ile 16.00 arasinda, her denege giinde 1 saat,
haftada 5 gun, toplam 8 hafta siiresince 40 guin, 0zel kafesler (restrainer) igerisinde hareket
kisitlamas1 uygulandi (91).

Ayrica tim gruplara, stres uygulamasinin davranis lizerine etkilerini incelemek igin Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji A.D. laboratuvarinda Rota rod, Agik alan ve Yikseltilmis arti
labirent testleri yapildi. Davranis testleri uygulandiktan bir giin sonra, ketasol (Ricterpharma,
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Viyana, Avusturya) ve basilazin (Rompun, Istanbul, Tirkiye) anestezisi altinda deney

sonlandirilarak tiim gruplarin kan ve ovaryum doku 6rnekleri alindu.

DAVRANIS TESTLERI

Her gruptan ikiser denek, ostrus sikluslari diizensiz oldugu i¢in, deney dis1 birakilmistir.
Bu nedenle, her gruptan 10’ar denege ait veriler, istatistiksel analize dahil edildi.

Rota Rod

Deneklerin lokomotor aktivitelerinin saglikli olup olmadigini belirlemek amaciyla rota
rod testi uygulandi. Test amaci ile yerden yiiksekligi 25 ¢cm, boyu 45 cm, eni 10 cm ve derinligi
30 cm olan, birbiri ile bitisik 4 kabini bulunan cihaz kullanildi1 (Sekil 4). Denekler, silindirin
dondugii yonin tersi yoniinde, asagi diismeden ylirimeye calisti. Sabit hizda donen bu silindir
(10 devir/dakika) uzerinde, toplamda 3 dakika kalabilen denekler, normal kabul edildi (84).

Sekil 4. Rota rod cihaz.

Acik Alan Testi (Open Field Test)
Acik alan testi uygulanan tiim denekler, 30 lux 151k ile aydinlatilmis karanlik bir odada,
80 x 80 cm boyutlarindaki iistii acik, kare seklindeki test diizeneginin merkezine birakildi (Sekil

5). Deneklerin diizenegin merkezinde ve koselerinde gegirdigi siireler, Etho Vision System
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kamera yardimi ile 10 dakika boyunca gézlemlendi. Test uygulanan her denekten sonra, kare test

alan1 %70 alkol ile temizlenip, bir sonraki denegin degerlendirilmesi i¢in hazirland: (87).

15

Sekil 5. Acik alan test diizenegi.

Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test)

Yerden yiiksekligi 30 cm olan, iki kolu agik, iki kolu kapal1 art1 bigimli labirent (110 X
110 cm, Sekil 6) iizerinde tiim denekler, bireysel olarak agik kollara bakacak sekilde diizenegin
merkezine yerlestirilip Etho Vision System kamera araciligiyla 5 dakika boyunca gozlemlendi.
Her denekten sonra test alan1 %70 alkol ile temizlenip, kurulandi. Denegin, kapali ve acik kolda

gecirdigi siireler, kola giris sayisi ve kollarda kat ettikleri mesafe degerlendirmeye alindi (90).
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Sekil 6. Yiikseltilmis arti labirent test diizenegi.

VAJINAL SMEAR YONTEMI

Deney siresince her sabah, gunde bir kez olmak Uzere, kontrol grubu ve stres grubu
(stres uygulamasindan once) disi siganlardan vajinal smearlar alind1. Bu islem; steril gubuklarin
pamukla kaplanmis u¢ kisimlar1 serum fizyolojik ile nemlendirildikten sonra vajinadan nazikge
stirtintii alinip, lam tizerine yayilmasi seklinde uygulandi. Lamlar, oda sicakliginda kuruyuncaya
kadar beklendi. Kuruyan smear érneklerine ise Hematoksilen-eozin (Sigma Aldrich, Almanya)
boyasi uygulandi (92). Boyama sonrasi oda sicakliginda kuruyan preperatlar, 151k mikroskobu

(Olympus BX51, Japan) altinda incelenerek fotograflandirildi.

Dibstrus indeksi

Deneklerde bir siklusun ostrus fazi ile ikinci siklusun 6strus fazi arasinda gegen siire “bir
siklus stiresi” olarak kabul edildi. Didstrus indeksi ise her bir denek i¢in, toplam didstrus giin
sayisinin, deney suresine (giin) boliinmesi ve ¢ikan sonucun 100 ile ¢arpilmasiyla (didstrus gin
sayist/deney siiresix100) bulundu (93).

Kortizol Analizi
Anestezi altindaki deneklerden, kardiak kan ornekleri alinarak elde edilen serumlar
Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Hormon Analiz Laboratuvari’na
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gonderildi. Otoanalizor Unitesi’nde Advia Centour XP cihazinin kullanimiyla kortizol diizeyleri

(ug/dL) lcalda.

OVARYUM DOKU TEMINI VE HAZIRLANMASI

Kontrol ve stres grubu deneklerden ovaryum doku ornekleri alindi. Her sigandan alinan 2
adet ovaryum dokusundan biri %10 luk tamponlu nétral formaldehit (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Almanya) fiksatifinde, digeri ise Bouin fiksatifinde 8’er saat tespit edildi. Dokular,
histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler igin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda islemlendirildi.

Histolojik Inceleme

Bouin fiksasyonu sonrasi, dokular bir gece %70 alkolde bekletildi. Ardindan 1’er saat
yukselen alkol (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) serilerinden gecirilerek (%90, %96,
%100, %100, %100) dehidratasyon uygulandi. %10 luk tamponlu nétral formaldehit ile fikse
edilen dokular ise bir gece akar suda yikanarak tespit soliisyonundan arindirildi. Yikama
isleminin ardindan dokular yikselen alkol serilerinden gecirilerek (%70, %90, %96, %100,
%2100, birer saat) dehidratasyon gergeklestirildi. Daha sonra saydamlastirma igin 3 kez 15’er
dakika toluolde (Merck Millipore) birakilan dokulara parafin (Merck Millipore) inkliizyonu
uygulanarak, bloklar elde edildi.

Bouin fiksatorii uygulanan ovaryum bloklarindan mikrotom (Leica RM-2245, ABD) ile 5
pum kalinligindaki kesitler alindi. Genel histolojik yapinin incelenmesi amaciyla
Hematoksilen+Eozin (H+E) ve Masson Trikrom boyalar1 uygulandi. Hazirlanan preperatlar 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX 51, Japan) incelenerek, fotograflandirildi.

Ovaryumun 151k mikroskobik incelenmesi sirasinda folikiillerin siniflandirilmasi asagidaki
kriterlere gore yapilmistir (94).

a. Oosit gevresinde az sayida yasst folikiiler hiicreleri bulunan kiiciik ¢apli folikiil,
primordiyal folikul.

b. Tek tabaka kiibik folikiiler hiicrelere sahip kii¢iik ¢apl folikiil, primer folikdil.

c. Oosit etrafindaki graniiloza hiicre katmaninin iki veya ii¢ sirali hale geldigi, folikilln
dis kisminda teka tabakalarmin goriildiigii, oosit ve graniiloza hiicresi arasinda zona
pellusida bulunan folikil, multilaminar primer folikul.

d. Folikildeki graniiloza hicreleri arasinda bosluklar igeren biiyiik c¢apli folikiil,
sekonder folikail.
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e. Antrum adi verilen biiylik ve tek bosluga sahip, folikiil sivisi ile dolmus anturumun
etrafindaki graniiloza hiicrelerinin dikkate deger sekilde azaldigi, oositin ise bir grup
graniloza hiicresi (kimulds hicre grubu) ile sarilarak antruma dogru ¢ikinti yaptigi

folikiil, graaf folikiilii olarak degerlendirilmistir.

Morfometrik degerlendirmeler igin, Masson Trikrom boyasi uygulanmis ovaryum
kesitleri kullanildi. Gortinttileme analiz sistemi (Versiyon 2.11.5.1, Kameram, Argenit, Turkiye)
ile her denege ait iki ovaryum kesiti tizerinde, rastgele segilen bes farkli alanda, 10X biiyiitmede

interstisyel alan dl¢timleri yapildi.

Hematoksilen+Eosin Boyasi

Bes pm kalinligindaki ovaryum doku kesitleri, parafinin giderilmesi icin 30 dk toluol ile
muamele edildi. Daha sonra kesitler, sirasiyla azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90,
%70’lik) gecirilerek suya indirildi ve Mayer’s hematoksilen (Merck Millipore) boyasi uygulandi.
Morartma iglemi i¢in akan ¢esme suyu altinda 10 dakika bekletilen kesitler, Eosin (Merck
Millipore) boyasi ile muamele edildi. Dehidratasyon igin; sirasiyla yukselen derecelerdeki alkol
serilerinden gecirilerek, toluol asamasindan gecen kesitler entellan (Merck Millipore) ile daimi

preparat haline getirildiler.

IGF-1 AMH ve Bcl-2 immiin Boyamalari

Immiinohistokimyasal boyamalar icin; nétral formaldehit fiksasyonu uygulanan ovaryum
bloklar1 kullanildi. Adheziv lamlar iizerine aliman 5 pm’lik kesitler 56 °C’ de bir gece inkiibe
edildi. Kesitler, deparafinizasyon isleminden sonra, azalan alkol serilerinden gecirilerek suya
indirildi. Antijen geri kazanimi i¢in kesitler; sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 6.0, Thermo Scientific,
AP-9003-500) icinde, 20 dakika slreyle, mikrodalgada (Vestel, 1550) inkibe edildi. Bu islemin
ardindan oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakilan kesitler, fosfat tampon soliisyonu (PBS;
pH:7.4,Life technologies, Frederik, ABD) ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Dokular, endojen
peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in %3’liikk hidrojen peroksit (H202) solisyonu iginde 10
dakika bekletildi ve tekrar PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarim bloklamak
uzere kesitlere %1 preimmin rabbit serum (Thermo Scientific, Ultra V Block, TA-125-UB,
Kaliforniya, ABD) 20 dakika siireyle uygulandi. Primer antikor basamaginda kesitler; Anti-IGF1
antikoru (LifeSpan LS-C388624) 1/100 diliisyonda, Anti-miillerian hormon antikoru (Santa
Cruz, MIS, sc- 6886 ) 1/100 dilusyonda ve Anti-Bcl-2 antikoru ile (LifeSpan LS-B6548) 1/200
dilisyonda, +4°C’de, bir gece inkube edildi. Dokularin primer antikor ile etkilesimleri sonunda
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PBS ile yikama islemi yapilarak, biotinlenmis sekonder antikor (Thermo Scientific, Biotinylated
Goat anti-Polyvalent, TP-125-BN, Kaliforniya, ABD) ile oda 1sisinda 10 dakika inkibe edildi.
Ug kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildi. HRP-streptavidine (Thermo Scientific, Streptavidin
perokxidase, TS-125-HR, Kaliforniya, ABD) 10 dakika maruz kalan kesitler PBS ile yikanip
AEC kromojeni (Abcam ab64252) ile muamele edildi. Mayer’s hematoksilende art alan
boyamasi yapilan dokular, su bazli kapatma medyumu (ScyTek Laboratories, Aqueous—Mount,
USA) ile kapatildi.

Tiim immuhistokimyasal boyama islemlerinin sonuglarini degerlendirmek igin histolojik
skorlama (HSCORE) yontemi kullanildi. Degerlendirmeler; her grupta 8’er denege ait 3
ovaryum Kesitinde, rastgele segilen bes alanda, X20 objektif kullanilarak yapildi. Boyanma
derecesi: 0 (boyanma yok), 1+ (zayif boyanma), 2+ (orta boyanma), 3+ (kuvvetli boyanma)
olarak degerlendirildi. Skorlama, kesitlerde imminreaktivite gosteren hiicrelerin yiizdesi ve
boyanma derecesinin (i X P; i: boyanma derecesi, P: her derecede boyanan hicrelerin ytizdesi)
ol¢iit olarak alindig1, semikantitatif bir yontemle gergeklestirildi. Formiil kisaca HSCORE = XPi
(i +1) seklinde ifade edilmektedir (95).

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler igin; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0 programi (Lisans no: 10240642) kullanildi, sonuglar
ortalama * standart sapma (SD) seklinde verildi. P<0,05 degerleri anlamli kabul edildi. Mann-
Whitney U testi ile; kontrol ve stres grubuna ait deneklerin, viicut agirlik farklarinda, ovaryum
agirliklarinda, ovaryum agirliginin viicut agirligina oranin1  hesaplamada, serum kortizol
diizeylerinde, Ostrus siklusuna ait toplam siklus sayilarinin toplam giin sayisina oranlarinda, bir
siklusun uzunlugunda ve digstrus indeksinde farklilik olup olmadig: arastirildi. Ayrica, iki gruba
ait interstisyel alanin toplam kesit alanina oraninda ve HSCORE degerleri arasinda fark olup

olmadigi Student T testi ile degerlendirildi.
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BULGULAR

AGIRLIK BULGULARI

Calismamizda, kisitlama stresine bagli olarak, stres seviyesini degerlendirmede
kullandigimiz parametrelerden biri de agirlik bulgularidir. Bu nedenle, gruplarin deney baslangic
ve son viicut agirliklar farki ile ovaryum agirhigi/viicut agirligi oranlari dl¢iilmiistiir.

Kontrol grubunun tiim deneklerinde, deney sonu viicut agirliklarinda belirgin bir artig
(23,58g) gozlenmistir. Bununla birlikte, stres grubunda bulunan siganlarin bir¢ogunda, agirlik
azalmasi ya da kilo alma oranlarinin diisiik olmas1 nedeniyle, deney sonu agirlig: ile ilk agirlik
arasindaki fark (2,929), oldukga diisiik tespit edilmistir (Sekil 7A). Iki grup arasinda, son agirlik—
ilk agirlik oranlar kiyaslandiginda ise stres grubu degerinin kontrolden anlamli derecede diisiik
oldugu saptanmistir (p<0,0001; Sekil 7B).

Gruplarin ovaryum agirliklar1 kiyaslandiginda, stres grubu degerinin (0,09g) kontrolden
(0,0129) anlaml derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (p=0,013; Sekil 7C). Bununla birlikte,
ovaryum agirligi/viicut agirlik oranlarinda, kontrol ve stres gruplart arasinda istatistiksel fark

bulunmamustir (p=0,065; Sekil 7D).
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A Deneklerin ilk ve son agirhklari ortalamasi B Viicut AgirhklariFarki (Son agirhk-ilk agirlik) (g)
250 - 45
Tk agirlik (g
245 = = hk(”(i) 40
onagirlik (g
240 & 35
235 30
230 25
225 20
4 5
220 1 =
215 +— 10
210 5
205 0
Kontrol Grubu (n=12) Stres Grubu (n=12) KontrolGrubu (n=12)  Stres Grubu (n=12)
C D
Ovaryum Agirhgi(g) Ovaryum Agirhigi/ Viicut Agirhigi (g)
0,16 0,0003
" 0,00025
0,12 i
0.1 0,0002
0,08 0,00015
0,96 0,0001
0,04
0,02 0,00005
0 0
Kontrol Grubu (n=12) Stres Grubu (n=12) Kontrol Grubu (n=12)  Stres Grubu (n=12)

Sekil 7. A-ilk ve son viicut agirhk degerleri (g) B-Viicut agirhklar farki (Son
agirhk-ilk agirhk) (g). *:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p<0,001. C-Toplam
ovaryum agirhk degerleri (g). ":Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p=0,013. D-
Ovaryum agirhiklarimin viicut agirhiklarina oram (g). Kontrol grubu ile stres grubu
karsilastirildiginda, istatistiksel fark bulunmamistir (p =0,065).

DAVRANIS TESTLERI BULGULARI

Calismamizda kullanilan deneklerin davranislari deney sonuna kadar takip edilerek,
uygulanan kronik stres modelinin, denekler tzerinde etki yaratip-yaratmadigi degerlendirilmistir.
[lk 2 hafta stres grubunda, bireysel kisitlama kafeslerine koyulan deneklerin, kafese koyulmadan
once sirtlarii kabartarak kafesi reddettikleri tespit edilmistir. Ayrica, 1 saat immobilizasyon
siiresi boyunca yiiksek ses cikarttiklar1 ve kafesi kemirerek, agizlarimi kanattiklari dikkati
cekmistir. Uciincii ila sekizinci haftalar arasinda ise bireysel kisitlama kafeslerine kendi
istekleriyle girmeye basladiklar1 gézlemlenmistir. Bu gozlemsel durum, deneklerin var olan stres
kosuluna adapte olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir. Kesin yargiya varilabilmesi i¢in hem

kontrol hem de stres grubu deneklerine deney sonunda davranis tesleri uygulanmustir.

29



Rota - Rod Testi Bulgular:
Deneklerin motor aktivitelerinin normal olup olmadigmin degerlendirildigi Rota rod
testinde, tiim deneklerin doner silindirler tizerinde, 3 dk siire ile kalabildigi gbzlenmistir. Bu testi

gecen denekler, Agik Alan ve Yiikseltilmis Art1 Labirent testlerine tabi tutulmuslardir.

Acik Alan Test Bulgular:

Anksiyete arastirmalarinda siklikla kullanilan ve giivenilir kabul edilen agik alan testinde,
deneklerin test diizenegi merkezinde gegirdikleri siireler ve alan igerisinde hareketli oldugu
sireler goz oniine alarak anksiyete seviyeleri degerlendirilmistir. 1ki grup kiyaslandiginda,
stres grubundaki deneklerin, merkez alanda bulunma surelerinin (11,140 saniye) ve diizenek
icinde gezdikleri mesafenin (1487,12cm), kontrol grubu degerlerinden (sirsiyla; 67,259 saniye ve
1627,29 cm) daha az oldugu saptanmistir (Sekil 8A,8B). Ancak iki gruba ait degerler

kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark elde edilememistir.

A Merkez Alanda Gegirilen Sire B Toplam gezilen mesafe
150+ 2400
g 100 3 i
5 2 N
15 a
® 504 &
0 & v

Kontrol Stres Kontrol Stres

(n=10) Gruplar (n=10) (n=10) Gruplar (n=10)

Sekil 8. A-Kontrol ve stres grubuna ait deneklerin, merkez alanda bulunma suiresi
(sn) ve B- test diizeneginde gezdikleri toplam mesafe (cm).

Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Bulgular:
Anksiyete arastirmasi i¢in kullanilan yiikseltilmis art1 labirent testinde, deneklerin her bir
kapali kolda gecirdikleri siireler baz alinip degerlendirilmistir. Stres grubunda kapali kola girme

siklig1 (7,4), kontrol grubuna (5,5) gore artis egilimi gostermekle beraber, iki gruba ait degerler
kiyaslandiginda, istatistiksel fark elde edilmemistir (Sekil 9).
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Kapall kola girme sikhdi
10 -

Frekans

kontrol stres

(n=10) (n=10)

Gruplar

Sekil 9. Kontrol ve stres gruplarina ait arti labirent kapah koluna girme sikhig1 degerleri.

OSTRUS SIKLUSU BULGULARI
Deney siresince hafta ici her gun, saat 09:00 -10:00 arasinda diizenli olarak, hem kontrol
grubundan hem de stres grubundan vajinal smear Ornegi alinmistir. GUnlik olarak H+E
boyasiyla boyanan smear preperatlari, 151k mikroskobu altinda incelenerek degerlendirilmistir.
Ostrus siklusunun takibi sonucunda, iki gruba ait siklus fazlarmin siireleri ve tekrarlama
oranlari tespit edilmistir. Bu parametreye ait veriler toplandiginda, diizensiz sikluslar gosteren
iki’ser denek, degerlendirme dis1 birakilmis ve bdylelikle her grupta 10’ar hayvana ait vajinal
smear sonuglart kullanilmigtir. Sekiz haftalik smear verileri; toplam siklus sayisi/toplam gun
sayist orani, bir siklusun slresi ve didstrus indeksi hesaplamalarinda kullanilmistir (Tablo 2).
Sekiz haftalik deney stiresince kontrol grubunda 11,7, stres grubunda ise 9 siklus tamamlandigi
belirlenmistir. 1ki gruba ait degerler kiyaslandiginda, stres grubuna ait toplam siklus
sayisi/toplam giin oraninin kontrol grubundan anlamli derecede diisiik oldugu gorilmiistiir
(p<0,0001). Kontrol grubunda, bir siklusun ortalama suresi 5,36 gun iken, stres grubunda 6,92
gln olarak hesaplanmistir. Bu siireler kiyaslandiginda ise stres grubunda gozlenen giin sayisi
artiginin istatistiksel anlamlilik tasidigi tespit edilmistir (p<0,001).
Yine vajinal smear incelemeleri sonucunda, stres grubunda siklus siiresi uzamasinin progestif
faz siirelerinin uzamasiyla iliskili oldugu saptanmistir. Bu veriye dayanarak, gruplara ait didstrus
indeksleri hesaplanmis ve stres grubu didstrus indeksinin (28,7), kontrole kiyasla (23,4) anlaml

derecede yiiksek oldugu gdézlenmistir (p=0,011).
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Tablo 2. Gruplara ait 8 haftalik vajinal smear bulgular
Kontrol Grubu | Stres Grubu p

(n=10) (n=10)
Toplam siklus sayis1 / 0,19 + 0,02 0,15+ 0,02 | <0,0001"

Toplam giin sayisi
Bir siklus uzunlugu 5,36 £ 0,56 6,92+1,17 | <0,001"
(guin)
Didstrus indeksi 2340+554 | 28,70+4,45 | 0,011"

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p<0,05 anlamh kabul edilmistir.

Vajinal smear preparatlarinin 11k mikroskobik incelemelerinde, kontrol grubunda Gstrus
siklusuna ait dort fazin da dizenli sekilde, kendine has hiicresel Ozellikler sergiledigi
gozlemlenmistir. Prodstrus fazindaki smearlerde, kiimeler halinde, niikleuslu, yuvarlak epitel
hlcreleri mevcut iken (Sekil 10,11), prodstrustan sonra, sadece niikleussuz kornifiye hicrelerle
karakteristik olan faz, dstrus olarak kabul edilmistir. (Sekil 12,13). Ostrustan metostrusa geciste
kiimeler olusturan kornifiye hiicreleri ve bu hiicre kiimeleri arasinda nétrofillerin bulundugu
gozlenmistir. MetoOstrusta alinan smear 6rneklerinde, niikleuslu, biytk hacimli epitel hiicreleri ve
notrofillerin sayica arttign tespit edilmistir (Sekil 14,15). Didstrus fazina gegildiginde ise
nlkleuslu epitel hiicre sayisinda ve notrofil sayisinda azalma gézlenmistir. Bu fazin ilerlemesi
sonucunda, smear Orneklerinde az sayida kornifiye hiicre, daha kiigiik ¢apli niikleuslu epitel
hicreleri ve nétrofillerin oldugu saptanmustir (Sekil 16,17).

Stres grubu smear Orneklerinde, prodstrus fazi kontrol ile benzer hiicre o6zellikleri
tagimasina ragmen, yogun Kiimeler olusturan niikleuslu epitel hiicrelerinin yaninda, salgi hiicre
ozelligindeki musindz hiicrelerin de sayica arttigi dikkati ¢ekmistir (Sekil 18). Ayrica kontrol
grubundan farkli olarak bu fazda, notrofillerin varligi da tespit edilmistir. (Sekil 19). Stres
grubunda 0Ostrus fazindaki niikleussuz kornifiye hiicreler kontrol ile aynmi hiicresel morfolojide
olup, smearde elde edilen hiicre sayisi artisindan dolayi, cogu zaman yiginlar olusturdugu tespit
edilmistir (Sekil 20,21). Metostrus fazina gegildiginde, stres grubunda kontrole kiyasla hem
nukleuslu epitel hicrelerinin hem de notrofillerin sayica daha fazla oldugu goézlemlenmistir
(Sekil 22,23). Metostrustan sonra gelen didstrus fazinda ise kontrole kiyasla nétrofil sayisi

artiginin Stresle iligkili olabilecegini diistinmekteyiz (Sekil 24,25).
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Kontrol Grubu Vajinal Smear Fotograflar:

Sekil 10. Kontrol grubuna ait bu mikrografta, proostrus fazinda, kimeler
olusturmus niikleuslu epitel hticreleri (E) izlenmektedir. H+E, X100.

B
Sekil 11. Proostrus fazinin ileri asamasina ait olan bu mikrografta, niikleuslu

epitel (E) ve muisin6z hucrelerin (M) yam sira Kornifiye hiicrelerde (K)
gbzlenmektedir. H+E, X400.
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Sekil 12. Kontrol grubu Ostrus fazina ait smear 6rneginde, kornifiye hiicreler
(K) gozlenmektedir. H+E, X100.

Sekil 13. Ostrus fazinda nikleus icermeyen kornifiye huicreler (K) genellikle

yiginlar halinde (yildiz) gozlenmektedir. Icsel sekil: kornifiye hiicre yiginlari.
H+E, X200.
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Sekil 14. Kontrol grubu smear 6rneklerinde, metostrus fazinda niikleusa sahip
biayuk hacimli epitel hicreleri (E) ve yogun nétrofiller (N) gorilmektedir. H+E,

X100.

=

Sekil 15. Kontrol grubuna ait smear 6rneginde, metostrus fazinda; niikleuslu,
biaylk hacimli epitel hicreleri (E) ve nétrofillerin (N) birlikte kimeler

olusturdugu izlenmektedir. H+E, X400.
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Sekil 16. Diostrus fazinin baslangicinda, nikleuslu kiguk epitel hiicreleri (E) ve
az sayida notrofil (N) varh@ dikkati cekmektedir. H+E, X100.
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Sekil 17. Kontrol grubu diéstrus fazinda, az sayida nétrofil (N) ve nukeuslu
epitel hicreleri (E) gortlmektedir. H+E, X400.
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Stres Grubu Vajinal Smear Fotograflar

‘ ‘ - 3 ‘..'. ..'. 3

Sekil 18. Kronik kisitlama stresi grubuna ait smear orneginde, prodstrus
fazindaki hiicrelerin yogun kiimeler (yildiz) halinde bulundugu gosterilmistir.

H+E, X100.
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Sekil 19. Stres grubunda prodstrus fazinda elde edilen smear 6rneginde, kontrol
grubundan farkh olarak, epitel (E) ve miisinoz hiicrelerin (M) yam sira,
notrofillerin (N) varhg izlenmektedir. H+E, X400.
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Sekil 20. Stres grubuna ait 6strus fazinda, kornifiye hiicreler (K) yiginlar
halinde gorilmektedir. H+E, X200.

Sekil 21. Stres grubuna ait Ostrus fazi smear orneginde, niikleus icermeyen
kornifiye hicreler (K), gézlenmektedir. H+E, X400.
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Sekil 22. Stres grubunun metdstrus fazina ait smear 6rneginde, hem nukleuslu

epitel hiicrelerinin (E) hem de nétrofillerin (N) sayica arttig1 gozlemlenmistir.
H+E, X200.

Sekil 23. Metostrus fazinda, hem nukleuslu epitel hicreleri (E) hem de
notrofillerin (N) sayica arttigl, ¢cok sayida sitoplazmik vakuol bulunduran
niikleuslu epitel hiicreleri de (ok basi) siklikla goriilmektedir. H+E, X400.
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Sekil 24. Stresin etkisine bagh olarak bu fazda da noétrofillerde sayica artis
gozlenmstir. H+E, X200.
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Sekil 25. Stres grubu didostrus fazinda, vakuolizasyon (ok basi) gosteren, yapisi

bozulmakta olan epitel hiicreleri ve ¢cok sayida notrofil (N) izlenmektedir. H+E,
X400.
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SERUM KORTIiZOL BULGULARI

Deney sonunda, deneklerden alinan kan 6rneklerinden serumlar elde edilmistir. Her bir
denege ait serum Kkortizol degeri 6l¢iildiigiinde, stres grubu (1,17 ug/dL) ve kontrol grubu (0,88
ug/dL) arasinda anlamli fark olmadigi tespit edilmistir (p=0,384; Tablo 3).

Tablo 3. Kortizol seviyeleri (ug/dL)
Kontrol Grubu | Stres Grubu p

(n=10) (n=10)

Kortizol seviyesi 0,88 £0,18 1,17+0,67 | 0,384
(ug/dL)

MORFOMETRIK BULGULAR
Stres ve kontrol grubu deneklerinin Masson Trikrom boyali ovaryum kesitlerinde,

ortalama 1,46 mm?’lik kesit alaninda, interstisyel alan olgtimleri yapilmistir. Kisitlama stresine
maruz kalan deneklerde, interstisyel hiicrelerde hipertofi ve interstisyel bezlerde artisa bagl
olarak, kontrol grubuna kiyasla, interstisyel alanlarda artis saptanmistir (0,62 mm?’ye kars1 0,80
mm?). iki gruba ait ovaryumlarda, interstisyel alan/toplam kesit alan1 oranlar1 kiyaslandiginda,

stres grubunda bu degerin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001; Sekil 26).

Interstisyel Alan / Kesit Alan1 (mm?)
0.70

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

Kontrol Grubu (n=8) Stres Grubu (n=8)

Sekil 26. Kontrol ve stres gruplarina ait ovaryum Kesitlerinde,
interstisyel alan/ toplam kesit alam1 oram1 (mm?). *:Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, p <0,001.

41



OVARYUM HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Isik mikroskobik degerlendirmelerde, kontrol ve stres gruplarina ait diostrus fazindaki
ovaryum doku ornekleri incelenmistir. Ovaryum dokusuna 6zgu genel histolojik 6zellikler, H+E
ve Masson Trikrom boyalari ile gosterilmistir.

Dibstrus fazinda, ovariyan kortekse hakim yapilarin, primer ve sekonder folikiller oldugu
belirlenmistir. Kontrol grubu ovaryumlara ait H+E ve Masson Trikrom boyanmis Kesitler
incelenerek, rat ovaryumunun korteks ve medulla bolgeleri tespit edilmistir (Sekil 27,28).
Ovaryum vyuizeylerini, tek katli yassidan kiibige dogru degisen germinal epitelin Orttigi
gozlenmistir (Sekil 29,30). Germinal epitelin altinda, tunika albuginea ve onun da altinda farkli
gelisim asamalarinda, saglikli folikiiller izlenmistir (Sekil 29-32). Tum foliklllerin merkezinde
yuvarlak sekilli, asidofil karakterli oositler bulunmaktadir. Oositlerin ntkleusu 1. mayoz
boliinmenin profaz sathasinda oldugundan, vezikiiler kromatin yerlesimi (germinal vezikiil
asamasi) sergilemektedir (Sekil 31-34). Korteks parankimi icerisinde az sayida normal
gorunumli interstisyel bezler de gozlemlenmistir (Sekil 32).

Genellikle biiyiik ¢apl folikiillerde, graniiloza hiicreleri arasinda ¢ok sayida mitotik figiir
oldugu tespit edilmistir (Sekil 31). Yine biiylik capli folikiillerde, graniiloza tabakasi disinda
ovaryum bag dokusunun, teka folikiilii seklinde farklilastigi izlenmektedir. Bu bdlgede folikil
beslenmesinden sorumlu kan damarlari yer almaktadir (Sekil 33-35).

Ovaryumda folikil havuzunda atrezi, fizyolojik bir slrectir. Bu yiizden, kontrol grubu
ovaryum Kkesitlerinde de atretik foliklller gozlenmistir (Sekil 35). Atretik folikiiller gogunlukla
grantloza hiicrelerindeki piknotik niikleuslar ve apoptotik cisimler ile tespit edilmistir.

Rodent ovaryumlarina 6zgii olan, farkli sikluslara ait KL’lar da kesitler Gizerinde dikkati
cekmektedir. KL’da bulunan iki hiicreden, liiteinize graniloza hucrelerinin hacmi biylk iken
teka hicrelerinin hacmi ¢ok daha kii¢iik gorinmektedir (Sekil 36).

Stres grubu ovaryum doku ornekleri incelendiginde ise kontrol grubu ovaryumlarina
benzer sekilde, ovaryumu saran germinal epitelin hemen altinda tunika albuginea bulunmaktadir.
Bununla birlikte, kontrole kiyasla daha az sayida, saglikli ve gelismekte olan folikiillere
rastlanmistir (Sekil 37,38). Bu grupta interstisyel bezlerde hipertrofi ve bezlerin sayisinda artis
dikkati ¢cekmektedir. Bu yiizden ovaryum korteksine hakim yapilarin interstisyel bezler oldugu
gozlenmektedir (Sekil 37-40). Atreziye ugramis folikiilden geriye kalan yapilar olan interstisyel
bezler, parankima igerisinde farkli degisim asamalarinda yer almaktadir. Teka folikulinden
kaynaklanan bu bezler, bir limen etrafinda yerlesmis polihedral hiicreler seklinde izlenmektedir

(Sekil 41,42).
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Stres grubu ile kontrol grubunun ovaryum dokular1 kiyaslandiginda, atretik folikullerin
sayisinda artis meydana geldigi goriilmiistiir. Bu grupta piknotik nukleuslu graniloza hicreleri
ve apoptotik cisimler, atretik foliklllerde oldukca fazla sayida bulunmaktadir (Sekil 43-45). Stres
grubunda, atretik folikll oositlerinde, eozinofili artisi, fragmantasyon (Sekil 44) ve

vakuolizasyon (Sekil 45) gozlenmistir.
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Kontrol Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 27. Kontrol grubuna ait ovaryum Kkesitinde, gelismekte olan saghkh
multilaminar primer foliktller (MPF) ve sekonder folikuller (SF)
gosterilmistir. GE: germinal epitel, K: korteks, M: medulla. H+E, X100.

Sekil 28. Kontrol grubuna ait mikrografta germinal epitel (GE), altinda
tunika albuginea ve ovariyan korteks gozlenmektedir. Farkh gelisim
asamalarindaki folikiiller ve Kkorpus luteum Kkorteks icerisinde
izlenmektedir. GF: graaf foliktll, KL: korpus luteum, MPF: multilaminar
primer folikul, SF: sekonder folikl. Masson Trikrom, X100.
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Sekil 29. Ovaryum korteksinden derinlere indik¢e saghkh sekonder
foliktller (SF) gozlenmektedir. AF: atretik folikil, GE:germnal epitel,
MPF: multilaminar primer folikiil, Ok basi: primordiyal folikiil, *: oosit,
PF: primer folikl. H+E, X200.

Sekil 30. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, germinal epitelin (GE)
hemen altinda tunika albuginea (TA) ve tek kath yassi folikiiler hiicrelerle
cevrelenmis saghkh primordiyal folikiiller (ok basi) gozlenmektedir. SF:
sekonder folikil. Masson Trikrom, X400.
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Sekil 31. Kontrol grubu ovaryum kesitinde, primordiyal folkiiller (ok basi) ve
kiiciik caph primer folikiill (PF) normal yapi sergilemektedir. Preantral
foliktlde oosit (*), oosit nikleusu (N), ve oosit ile graniloza hcreleri
arasinda bulunan saghkh zona pellusida (ZP) gosterilmistir. Sekonder
folikilin graniloza hiicrelerinde (GH) ise ¢ok sayida mitotik figurlere (MF)
rastlanmistir. Sekonder folikiilii saran teka tabakasi1 (T) normal goérinim
sergilemektedir. H+E, X400.

\\, §ﬁ=\ .
!) B ' . r\:(;‘

Sekil 32. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, ovaryumu saran germinal
epitel altina yerlesmis tunika albuginea (TA), ovariyan korteksten
medullaya dogru gelisen primordiyal folikiil (ok basi), kiiciik ¢caph primer
(PF), multilaminar primer folikil (MPF) ve interstisyel bezler (iB)
gOsterilmistir.*: oosit. Masson Trikrom, X400.

46



I ‘.".. x
p b %] -
g xt“s"-" § s
‘r\ .
AN

1 ot

Sekil 33. Kontrol grubu ovaryum kesitinde, folikiiler gelisimin son asamasinda
olan graaf folikiiliinde (GF) biiyiik tek bir antrumun (A) sekillendigi, graniiloza
hiicrelerinin (GH) periferde yerlestigi ve oosit (*) ile graniiloza hiicrelerinin
antrumda oosit-kumulis hucre kompleksini olusturdugu izlenmektedir. KH:
kamulus hucreleri, KR:korona radiata. H+E, X200.

Sekil 34. Kontrol grubuna ait ovaryum Kkesitinde, ¢ok sayida primordiyal
folikiil (ok basi) ve farklh asamalardaki saghkh folikiiller izlenmektedir. PF:
kiigiik caph primer folikiil, MPF: multilaminar primer foliktl ve GF: graaf
folikall, T: teka tabakasi. Masson Trikrom, X400.
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Sekil 35. Kontrol grubuna ait ovaryum Kkesitinde, saghkh folikiillerin
yaninda, apoptotik cisimlerle (ok) karakterize, atrezi asamasindaki
foliktllere de (AF) rastlanmustir. Ok basi: primordiyal folikiil. MPF:
multilaminar primer folikiil. T: teka tabakas1 H+E, X400.

Sekil 36. Kontrol grubuna ait rat ovaryum kesitinde, folikiillerin arasinda
farkh sikluslara ait korpus luteumlar (KL) ve ovaryumun medullas1 (M)
gosterilmistir. Masson Trikrom, X100.
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Stres Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 37. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, az sayida gelisen folikiil, artan
interstisyel bezler (IB) ve ovariyan korteksin altinda bulunan medulla (M)
gosterilmistir. GE: germinal epitel. MPF: multilaminar primer folikal. H+E,
X100.

Sekil 38. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, ovaryumu distan saran
germinal epitel (GE), hemen altinda bag doku ozelliginde tunika albuginea
(TA), interstisyel bezlerde (IB) artis ve atretik folikiiller (AF) gosterilmektedir.

M: medulla. KL:korpus luteum. Masson Trikrom, X100.
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Sekil 39. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, primordiyal folikiil (ok basi),
kiigiik caph primer folikiil (PF) ve sekonder foliktllere (SF) rastlanmaktadir.
Strese maruz kalma sonucu interstisyel bezlerdeki (IB) artis gosterilmistir.
*:00sit. H+E, X200.

Sekil 40. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, kicuk capa sahip primer
folikiiller (PF), atretik siirece girmis bir sekonder folikul (SF) ve hipertrofiye
insterstisyel bezler (IB) izlenmektedir. Masson Trikrom, X200.
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Sekil 41. Stres grubuna ait ovaryum Kesitinde, artan sayida interstisyel bezler
(IB) izlenmektedir. GE: germinal epitel, PF: primer folikiil. H+E, X400.
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Sekil 42. Stres grubuna ait ovaryum kesitinde, az sayida gelismekte olan folikiile
kiyasla, artan sayida interstisyel bezler (IB) gOsterilmistir. Masson Trikrom,
X200.
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Sekil 43. Stres grubuna ait ovaryum Kesitinde, atretik folikildeki (AF)
piknotik nukleuslar (ok) ve sekonder folikalin grantloza hucreleri
arasindaki ayrilmalar (gift tarafli ok) gordlmektedir. KL: korpus luteum.

H+E, X200.
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Sekil 44. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, oosit fragmantasyonu (*),
sayica az Kkiiciik caph primer folikiiller (PF) gozlenmektedir. AF: atretik
folikiil, IB: interstisyel bez. Masson Trikrom, X400.
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Sekil 45. Stres grubuna ait ovaryum kesitinde, sekonder folikul (SF) oositinde
vakuolizasyon (*) ve graniloza hticreleri arasindaki baglantilarin zayiflamasi
sonucu hiicreler arasindaki ayrilmalar (cift tarafh ok) gosterilmistir. iB:
Interstisye bez. H+E, X400.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
Kontrol grubu ve immobiliza stres grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde, folikuler

farklilagsmada rol alan biiyiime faktorlerinden IGF-1, AMH ve Bcl-2 igin immunohistokimyasal
boyamalar yapilmistir. Ug antikora ait ovariyan immiinoreaktivite degerlendirilmis,
semikantitatif olarak HSCORE yontemi ile de boyanma siddetleri hesaplanmistir. Elde edilen

veriler istatistiksel olarak degerlendirilip Tablo 4’te sunulmaktadir.

Tablo 4. Kontrol ve stres gruplarina ait IGF-1, AMH ve Bcl-2 i¢in
HSCORE degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol Grubu | Stres Grubu p
(n=8) (n=8)

IGF-1 HSCORE | 215,63 +21,3 128,75 + 13,6 | <0,0001~*

AMH HSCORE 233,75+ 13 143,75+ 22,6 | <0,0001*

Bcl-2 HSCORE 142,50+ 14,9 106,25 + 14,1 | <0,0001*

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p<0,0001.

IGF-1 immiinoreaktivite Degerlendirmesi
Kontrol grubu ovaryum kesitlerinde, sitoplazmik IGF-1 immiinoreaktivitesi farkli gelisim

asamasindaki tiim saglikli folikiillerde g6zlenmistir. Stromada ve korpus luteumlarda ise
herhangi bir immiinoreaktivite saptanmamistir (Sekil 46). En siddetli boyanmalar multilaminar
primer ve sekonder asamadaki folikillerin granuloza hicrelerinde ve oositlerinde tespit
edilmistir. Fakat teka tabakalarinda immiinoreaktivite olduk¢a zayif izlenmektedir (Sekil 47).
Germinal epitel ve interstisyel alanda da IGF-1 immiin boyanmasi gozlenmezken (Sekil 48),
atretik folikillerde, atrezinin derecesine bagli olarak graniiloza hucrelerinin zayif ya da negatif
immun boyanma sergiledigi goriilmektedir (Sekil 49).

Stres grubuna ait ovaryum Kkesitlerinde, az sayida IGF-1 pozitif boyanmis folikiiller
izlenirken, boyanma siddetinin de zayif oldugu gozlemlenmistir (Sekil 50). Bu grupta, saglikli
folikiillerin graniiloza hiicrelerinin ve oositlerinin sitoplazmalarinda, IGF-1 ifadesinin zayif ve
orta siddette oldugu izlenirken, teka tabakasi ve interstisyel alanda boyanma tespit edilmemistir
(Sekil 51). Atretik folikullerin graniiloza hucrelerinde ise IGF-1 immunoreaktivitesi negatif

olarak saptanmustir (Sekil 52).
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Her iki grupta, her bir denege ait IGF-1 ile boyanmis iic ovaryum preperati
incelendiginde stres grubu HSCORE degerinin (128,7), kontrol grubu degerinden (215,6) daha
diisiik oldugu ve iki skor arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlilik tagidigir goriilmiistiir

(p<0,0001; Tablo 4).
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Kontrol Grubu Ovaryum Kesitleri

] —

Sekil 46. Kontrol grubuna ait ovaryum Kesitinde, farkh gelisim asamalarindaki
cok sayida saghkh folikulin grantloza hicrelerinde sitoplazmik IGF-1
immdinoreaktivitesi gorulmektedir. MPF: multilaminar primer folikil, GF:
graaf folikll, KL: korpus luteum. Hematoksilen zit boyamasi, X100.

Sekil 47. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, multilaminar primer
foliktllerin (MPF) grantloza hicrelerinde (GH) ve oositlerde (*) belirgin IGF-1
immiinoreaktivitesi gozlenirken, folikiilleri saran teka tabakasinda (T) negatif
boyanma izlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 48. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, primer folikil (PF), sekonder
folikal (SF) ve graaf folikalinidn (GF) grantloza hticreleri ve oositlerinde (*),
orta siddette IGF-1 immiinoreaktivitesi izlenirken, interstisyel alanda (iA)
boyanma go6zlenmemektedir. T: teka tabakasi. Hematoksilen zit boyamasi,
X200.
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Sekil 49. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, saghkh folikiillerin arasinda
bulunan atretik foliktllerde (AF), IGF-1 immonoreaktivitesi gézlenmemektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Stres Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 50. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitlerinde, primer foliktl (PF) ile
sekonder folikillerde (SF), hem granuloza hicreleri hem de oositlerinde (*)
cok zayif IGF-1 imminoreaktivitesi gozlenmektedir. GE: germinal epitel.
Hematoksilen zit boyamasi, X100.

Sekil 51. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, blyik ve kuguk ¢aph folikiil
oositleri (*) IGF-1 icin orta siddette immiinoreaktivite gosterirken, grantloza
hicreleri (GH) zayif, teka tabakasi (T) ise negatif boyanma sergilemektedir.
iA: interstisyel alan, PF: primer folikil, SF: sekonder folikil. Hematoksilen zit
boyamasi, X400.

58



l;"'s';"b‘ s
0e <7 Al

Sekil 52. Stres grubuna ait ovaryum Kesitleri az sayida saghkh folikiil icermesi
ile karakterizedir. Sekildeki saghkh folikiilde, oosit (*) boyanmasi belirgin iken
granuloza hucreleri (GH), IGF-1 icin negatif boyanma sergilemistir. Atretik
foliktllerin (AF) graniloza hicrelerinde de negatif IGF-1 imminoreaktivitesi
izlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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AMH Immiinoreaktivite Degerlendirmesi

Kontrol ve stres gruplarima ait ovaryum doku ornekleri incelendiginde, AMH
immunoreaktivitesi sadece folikillerin graniloza hicre sitoplazmalarinda goriilmiis olup,
boyanma siddeti HSCORE kullanilarak degerlendirilmistir.

Kontrol grubu ovaryum Kesitleri Uzerinde, tiim gelisim asamasindaki saglikli folikiillerde,
AMH immiinoreaktivitesinin oldugu, ancak germinal epitel, korpus luteum ve interstisyel
bezlerde herhangi bir boyanmanin olmadig: tespit edilmistir (Sekil 53). Primer folikillerin ileri
asamasinda ve sekonder foliklllerde, olduk¢a yogun bir AMH immiinoreaktivitesi izlenmistir
(Sekil 54). Doniisim asamasindaki primordiyal folikullerde ve graaf folikillerinde zayif/orta
derecelerde AMH immiinoreaktivitesi oldugu gozlenirken (Sekil 55), atretik folikiillerin gogunda
negatif boyanma tespit edilmistir (Sekil 56).

Stres grubuna ait deneklerden alinmis ovaryum doku ornekleri incelendiginde, pozitif
boyanan folikll miktarinin, kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu gozlenmistir. Bu gruba ait
saglikli primer ve sekonder folikiillerde, AMH immiinoreaktivitesinin orta ve zayif siddette
oldugu tespit edilmistir (Sekil 57). Gerek primordiyal gerekse primer asamadaki folikiillerde,
AMH immiinoreaktivitesi zayif olarak gézlenirken, multilaminar primer ve sekonder folikiillerde
boyanma siddeti, kontrol grubuna gore belirgin olarak azalmistir (Sekil 58). Kontrol grubuna
benzer sekilde stres grubunda da, ovaryumu cevreleyen germinal epitelde (Sekil 58), interstisyel
bezlerde (Sekil 59) ve korpus luteumda negatif AMH immiin boyanmasi tespit edilmistir. Graaf
folikiillerinin graniiloza hiicre sitoplazmalarinda ise kontrol grubuna kiyasla, ¢ok diisiik siddette
AMH immiinoreaktivitesi gézlenmistir. (Sekil 60).

Her iki grupta, her denege ait ovaryum Kesitleri incelendiginde, stres grubunda AMH
immunoreaktivitesinin kontrole kiyasla daha zayif oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu HSCORE
degeri (233,7) ile stres grubu HSCORE degeri (143,7) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,0001; Tablo 4).

60



Kontrol Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 53. Kontrol grubu ovaryum Kesitinde, bashca graniiloza hiicre
sitoplazmalarinda olmak iizere, multilaminar primer folikillerde (MPF) ve
sekonder folikullerde (SF) siddetli AMH immunoreaktivitesi izlenmektedir.
Folikiillerin teka tabakasinda, interstisyel alan ve bezlerde (IB) ise negatif
boyanma gozlenmektedir. PF: kiiciik ¢caph primer folikiil. Hematoksilen zit
boyamasi, X100.

Sekil 54. Kontrol grubu ovaryum Kkesitinde, sekonder folikillerde (SF)
siddetli, kiiciik caph primer folikillerde (PF) ise orta siddette AMH
immiinoreaktivitesi gozlenirken, interstisyel bezlerde (iB) boyanma
saptanmamistir. MPF: multilaminar primer folikil. Hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 55. Kontrol grubu ovaryum kesitinde, ovariyan folikuller igerisinde en
siddetli AMH immiinoreaktivitesinin gozlendigi asama, multilaminar primer
folikiill (MPF) asamasidir. Sekildeki folikiilde oosit (*) negatif boyanirken
graniiloza hiicre boyanmasi oldukc¢a siddetli bir sekilde izlenmektedir.
PF:primer folikiil. icsel sekil: Bu mikrografta zayif/orta siddette boyanms
graaf folikulu gorilmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 56. Kontrol grubuna ait ovaryum Kesitinde, atretik folikillerde (AF),
saghkh folikiillere kiyasla, ¢ok sayida negatif AMH imminoreaktivitesi
gosteren graniiloza hiicrelerinin (sar1 ok) varhg izlenmektedir. Ok basi:
primordiyal foliktller. SF: sekonder folikiil. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Stres Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 57. Stres grubu ovaryum kesitinde, primordiyal folikillerin (ok basi)
cogunda AMH ile zayif immun boyanma gozlenirken, kiigiik ve orta ¢caph
primer folikuller (PF) ile sekonder foliktllerde (SF) grantloza hucre
sitoplazmalarinda zayif/orta AMH immunoreaktivitesi izlenmektedir. AF:
atretik folikul. GF: graaf folikult. Hematoksilen zit boyamasi, X100.

Sekil 58. Stres grubu ovaryum kesitinde, kontrol grubuyla benzer sekilde,
germinal epitelde (GE) ve interstisyel alanda AMH boyanmasi
goralmemektedir. Primer foliktller (PF) ve multilaminar primer
folikillerde (MPF) ise zayif siddette AMH immiinoreaktivitesi
gosterilmistir. SF: sekonder folikiil. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 59. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, primer foliktllerde (PF),
AMH i¢in cogunlukla negatife yakin bir immiinoreaktivite gozlenirken,
sekonder folikiillerin (SF) graniiloza hiicre (GH) sitoplazmalarinda,
kontrol grubuna kiyasla zayif bir boyanma siddeti oldugu izlenmektedir.
Ayrica oosit (*), teka tabakasi (T) ve interstisyel bezlerde (IB) AMH
immunoreaktivitesinin negatif oldugu goriilmiistiir. Hematoksilen zit
boyamasi, X400.

Sekil 60. Stres grubu ovaryum kesitinde, graaf folikuli (GF) granuloza
hicrelerinde (GH), sekonder foliklllere (SF) kiyasla olduk¢a zayif bir
AMH immiinoreaktivitesi oldugu goriilmektedir. *: oosit. Hematoksilen
z1t boyamasi, X400.
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Bcl-2 immiinorektivite Degerlendirmesi

Kontrol grubu ovaryum doku 6rneklerinde, basta folikiiller olmak {izere germinal epitel,
interstisyel bezler ve korpus luteumda da sitoplazmik Bcl-2 boyanmasinin belirgin seviyede
oldugu gozlenmistir (Sekil 61). Primordiyal foliktllerin folikller hicreleri ile oositlerinde orta
siddette boyanma gozlenirken (Sekil 62), baslica multilaminar ve sekonder folikullerin
oositlerinde  siddetli, graniiloza ve teka hiicrelerinde 1ise orta siddette Bcl-2
immunoreaktivitesinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 63). Atrezinin derecesine bagli olarak,
atretik folikiillerde zayif/negatif boyanma saptanmistir (Sekil 63). Ayrica bu grupta, korpus
luteumlarda orta, interstisyel bezlerde ise orta/siddetli immiin boyanma oldugu gorilmistiir
(Sekil 64).

Stres grubundaki deneklerden alinan ovaryum kesitleri incelendiginde, Bcl-2
immunoreaktivitesinin orta ve zayif siddette oldugu saptanmistir (Sekil 65). Germinal epitel,
interstisyel bezler ve korpus luteumlarda Bcl-2 immunoreaktivitesinin olduk¢a zayif oldugu
izlenmistir. Ayrica bu gruba ait ovaryum kesitlerinde, fazla sayida gozlenen atretik folikiiller,
Bcl-2 icin negatif boyanma sergilemektedir (Sekil 65,66). Primordiyal ve primer foliklllerin
folikiiler hiicreleri zayif siddette boyanirken, oositlerde Bcl-2 boyanmasi orta siddette
gozlemlenmistir (Sekil 67). Sekonder ve graaf folikillerinde de hem oosit hem de graniloza
hicrelerinde, Bcl-2 ifadesi zayif siddette tespit edilmistir (Sekil 68).

Her denege ait Bcl-2 immiin boyanmasi yapilmis ovaryum kesitleri incelendiginde, stres
grubunda boyanma siddetinin kontrole kiyasla daha zayif oldugu gérilmiistiir. Kontrol grubu
HSCORE degeri (142,5) ile stres grubu HSCORE degeri (106,2) arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001; Tablo 4).

65



Kontrol Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 61. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, saghkh primer folikiller
(PF), sekonder folikiller (SF) ve graaf folikilinde (GF) ayrica, interstisyel
bezlerde (IB) pozitif Bcl-2 immiinoreaktivitesi izlenmektedir. Hematoksilen zit
boyamasi, X100.

Sekil 62. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde, ovaryumu saran germinal
epitel (GE) ve ovariyan kortekste bulunan saghkh primordiyal folikillerde (ok
basi) orta siddetli Bcl-2 immiinoreaktivitesi gosterilmistir. Hematoksilen zit
boyamasi, X400.
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Sekil 63. Kontrol grubuna ait ovaryum Kesitlerinde, multilaminar primer
foliktl (MPF) ve sekonder folikullerin (SF), graniloza hiicrelerinde (GH) orta,
oositlerinde (*) ise siddetli Bcl-2 immunoreaktivitesi gorulmektedir. T: teka
tabakasi, iB: interstisyel bezler, I¢sel sekil: Atretik folikiillerde (AF) saghkh
foliktllere gore Bcl-2 boyanma siddeti olduk¢a zayiftir. Hematoksilen zit
boyamasi, X200.

Sekil 64. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde, primordiyal folikillerde
(ok basi), primer foliktllerde (PF) ve korpus luteumlarda (KL) orta siddetli,
interstisyel bezlerde (IB) ise siddetli Bcl-2 immunoreaktivitesi goriilmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Stres Grubu Ovaryum Kesitleri

Sekil 65. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde gozlenen az sayida saghkh
foliktllerde, Bcl-2 immunoreaktivitesi zayif siddette iken, atretik folikuller
(AF) negatif boyanmustir. Germinal epitel (GE) ve interstisyel bezlerde (iB)
Bcl-2 zayif siddette izlenmektedir. SF: sekonder folikul. Hematoksilen zit
boyamasi, X100.

Sekil 66. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, korpus luteumda (KL) zayif
siddette Bcl-2 immunoreaktivitesi var iken, atretik folikilde (AF) Bcl-2
immiin boyanmasi1 gozlenmemektedir. SF: sekonder folikul. *: fragmente
oosit. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 67. Stres grubuna ait ovaryum kesitinde, primordiyal foliktllerde (ok basi)
ve primer folikillerde (PF) zayif siddette Bcl-2 immunoreaktivitesi
gorulmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 68. Stres grubuna ait ovaryum Kkesitinde, biiyiik caph folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde (GH) negatife yakin, oositlerinde (*) ise orta siddette
Bcl-2 immanoreaktivitesi gozlenmistir. PF: primer folikil, SF: sekonder folikail,
T:teka tabakasi. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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TARTISMA

Giintimiizde toplum yapisi, kultlir(, ekonomisi ve yasam alanlarinin farklilagmasi, hatta
calisma ritminin degismesi gibi nedenlerle kadinlar Uzerindeki baski giderek artmaktadir. Bu
bask1 sonucu olusan stres maruziyetinin olumsuz etkilerinden biri de iiremeyle ilgili sorunlardir.
Calismalarda gebelik olusma siiresinin uzamasi ve infertilite riskinin artmasi, gebelik dncesi
yasanan stres ile iliskilendirilmistir. Kadinlarda, 6zellikle infertiliteye bagli olarak yasanan stres,
ureme tedavisinin sonucuna dogrudan ya da dolayli olarak olumsuz yonde etki edebilmektedir.
Uremenin olumsuz yonde etkilenmesi, stres yaratan olaylar tarafindan tetiklenebilir ve bu durum
yiiksek fizyolojik stres yaniti olusturmaya duyarli kadinlarda daha sik goézlenebilir. Disilerde
ureme potansiyeli, ovariyan rezervin kapasitesi ile baglantilidir. Ovaryumda ¢ok sayida folikiil
ve saglikli oositlerin bulunmasi ise iyi bir ovariyan rezervin belirtecleri arasinda
diistiniilmektedir. Bugiine kadar disilerde stres bulgulari {izerine ¢ok sayida calisma olmakla
birlikte, ovaryum dinamigindeki degisimleri ortaya koymak icin, folikiiler farklilagsma ve oosit
buytmesinde rol alan IGF-1, AMH ve Bcl-2 seviyeleri iizerine sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.
Calismamizda, kronik fizyolojik stres uygulamasinin disi eriskin ratlarda davranmigsal,
fizyolojik/endokrin ve ovaryum histolojisi izerine etkilerinin ortaya konmustur.

Kronik stresin fizyolojik etkileri arasinda, ilk gozlenen degisimlerden biri agirlik
bulgularidir. Yapilan calismalarda, immobilizasyon stresine maruz kalan erkek sicanlarda, vicut
ve testis agirhginda azalma oldugu saptanmustir (6,96). Wang ve ark. (97) u¢ haftalik kisitlama
stresine maruz biraktiklar1 siganlarin, viicut agirliklarinda diisiis oldugunu ileri stirmistiir. Bir
diger ¢alismada, 21 giin, giinde 6 saat kisitlama stresi uygulanmis disi siganlarda, stresin etkisi ve

uzunluguna bagl olarak viicut agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig: rapor
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edilmistir (71). Mairesse ve ark. (98) kronik stres uygulamasinin ardindan gozlenen agirlik
azalmasini, besin alimindaki azalma ile iliskilendirmislerdir. Disi siganlar kullandigimiz bu
calismada, 8 haftalik deney prosedlri sonunda, 6nceki ¢alismalara paralel olarak deneklerin kilo
alma oranlarinda ve ovaryum agirliklarinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma tespit
edilmistir.

Organizmalar, cevreleri ile denge kurarak ayakta kalmaktadir. Stresin kontrol altina
alinmas1 ve adaptasyon, bu denge icin dnemlidir. Stres uyaranlar1 bireylerde, fizyolojik ve
psikolojik ozellikleri degistirebilmektedir. Kisitlama stresi (immobilizasyon stres) de fizyolojik
ve psikolojik streslerin bir kombinasyonu olarak gortlmektedir. Bununla birlikte, kisitlama
stresinin duygusal davranis tizerine etkileri degiskenlik gostermektedir. Arastirmacilar kisitlama
stresi sonucu, deneklerde gozlenen farkli davranigsal sonuglarin, deneklerin var olan duruma
adaptasyon yeteneklerinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Bu adaptasyon ise deney
modelinin uygulanma sekli ya da maruziyet siiresiyle iligkili olabilir (99).

Calismamizda, 8 hafta siireyle, immobilizan kisitlama stresine maruz birakilan disi
eriskin deneklerde, uygulanan stresin lokomotor aktiviteler (izerine etkileri rota rod testi ile
degerlendirilirken, stres kaynakli anksiyete icin, altin standart kabul edilen, agik alan ve
yukseltilmis art1 labirent testleri kullanilmistir. Ramos-Ortolaza ve ark. (100), izolasyon stresi
uyguladiklart disilerde, lokomotor aktivitenin didstrus fazinda diger fazlardan daha yiiksek
oldugunu bildirseler de ¢alismamizda metostrus fazindaki deneklere uygulanan rota rod testi
sonucunda, kontrol ve stres gruplari arasinda, lokomotor aktivite agisindan herhangi bir
degisiklik saptanmamustir.

Uzun siireli strese maruz kalinmasi canlida kaygi, depresyon ve anksiyete gibi duygu
durum bozukluklarina karsi hassasiyetin artmasina katki saglamaktadir (101). Calismamizda
anksiyeteyi degerlendiren bir dlgiit olarak agik alan testinde, stres grubu deneklerin periferde ve
hareketsiz kalmasi, art1 labirent testinde ise kapali kola girme sikliginin kontrol grubundan fazla
olmasi, deneklerde anksiyete varli§i olarak degerlendirilmistir. Son zamanlarda strese karsi
davranigsal ve fizyolojik degisiklikler degerlendirilirken, cinsiyet farkliligini gbz Oniinde tutan
calismalar agirlik kazanmaktadir. Luine ve ark. (102), kisitlama stresi sonrasinda bu iki test icin,
erkek sicanlarda anksiyete artisi, disi siganlarda ise durum degisikliginin olmadigini
bildirmiglerdir. Pek ¢ok c¢alisma, dolagimdaki yiiksek Ostradiol seviyesinin disilerde, kronik
strese karsi bireysel dayaniklilik sagladigint gostermekle birlikte, hormonal seviye
degisikliklerinin disileri anksiyete bozukluklarina karst daha hassas hale getirdigine dair

caligmalar da bulunmaktadir (103). Bazi ¢alismalar, yiiksek seviyede Ostrojene sahip olmamalari
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nedeniyle, erkeklerin depresyona daha yatkin olduklarini bildirirken, hormonal degisikliklere
maruz kalmadiklar1 i¢in, erkeklerin strese karsi disilerden daha direngli oldugunu 6ne siiren
calismalar da bulunmaktadir (104). Gergekten de disilerde puberte, gebelik ve perimenopozal
donem, belirgin hormonal durum degisikliklerinin yasandigi evrelerdir ve depresyon-anksiyete
olusma riskinde artis ile yakindan iligkilidir (103). Erkek ve disiler arasinda, yukarida bahsedilen
farkliliklara cevap arayan ¢aligmalar, stres sirasinda Ostrojenin rolii izerine odaklanmaktadir.

Calismamizda Ostrus siklusu takibi ile immobilizan stres siiresince olast hormonal
degisikliklerin tespit edilmesi amaglanmistir. Ostrus doéngileri, ovaryumda, uterus ve vajinada
morfolojik degisiklikler ile karakterizedir (105). Ostrus siklusu boyunca salinan gonadal
steroidler, diside strese karst immun-inflamatuar yanitlar1 diizenleyen mediyatorler olarak
diistiniilmektedir (106). Stres kaynakli menstrual siklus diizensizliginde, merkezi ve periferal
yolaklar aktive edilir. Bu aktivasyon sonucunda HPG ekseninin inhibisyonu gerceklesmektedir
(107,108). Bununla birlikte literaturde, stresin dogrudan menstrual siklus diizensizligi iizerine
etkilerini ortaya koyan smirli sayida ¢alisma mevcuttur. Calismamizda, stresin genital kanal
uzerine etkilerini gézlemlemek icin, kontrol ve stres grubu deneklerden deney siiresince, giinde 1
kez vajinal smear 6rnegi alinmistir. Vajinal smear yontemi, kolay uygulanabilen ve hizli veri
saglayan bir teknik olarak kabul edilir (109). Dorfman ve ark. (110) siganlar iizerinde yaptiklari
kronik soguk stresi sonucunda, 3 ve 4 hafta siireli stres gruplarinin ostrus sikluslarinda degisiklik
gozlenmedigini vurgulamislardir. Insan olmayan primatlarla yapilan bir ¢calismada ise menstrual
dongiiniin folikiiler faz1 boyunca, 5 giin siireyle inflamatuvar benzeri bir stres atagi uygulanmis
ve tim maymunlarda folikiiler fazin 6nemli 6lgiide uzadigi tespit edilmistir (111).

Calismamizda diizenli olarak incelenen smearler sonucunda elde ettigimiz bulgular,
kronik fizyolojik stresin disi genital kanal iizerine etkilerini ortaya koymaya desteklik saglamis
ve ayrica calismamizin Ozgiin deger tasimasina katkida bulunmustur. Detayli bir sekilde
incelenen smearler sonucunda, stres grubu deneklerinin her fazina ait 6rneklerde, normal hucre
populasyonunun yani sira ndtrofillerin varligi saptanmistir. Bu durum, strese yanit olarak
MSS’nin stres yanitin1 diizenlemek ve homeostazisi korumak ic¢in inflamasyon baglattig1 ve
devam ettirdigine dair ¢ok sayida bulgu ile agiklanabilir (112). Bununla birlikte, stres grubu
deneklerimizde, deney siiresince tekrarlanan siklus sayisindaki azalma, metOstrus ve didstrus
fazlarinin siiresindeki artis nedeniyle ortaya ¢ikmustir. Ayrica stres grubunda, bir siklusun
siresinde ve diostrus indeksinde artis gozlenmistir. Bununla iligkili olarak, Xiao ve ark. (107)
inflamatuar/immun-stres uyguladiklart ¢aligmalarinda, Ostradiol seviyesinin baskilandigini

bildirmislerdir. Diger yandan, Ramos-Ortolaza ve ark. (100) ise izolasyon stresi uyguladiklari
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disilerde, Ostrus fazi siliresinde artigin yani sira, prodstrus gézlenmeyen sikluslarin olustugunu
rapor etmistir. Stres ile aktive edilen sistemlerin hipotalamusta, hipofiz bezinde ya da treme
organlarinda etki gostererek ¢ogalmay1 olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir (113).

Calismamizda degerlendirilen diger bir fizyolojik parametre de serum kortizol
seviyesidir. Yaptigimiz literatiir taramas1 sonucunda, maruz kalinan stres etkeninin tipi, siiresi ve
cinsiyete bagl olarak, dlgiilen serum kortizol seviyesinin degiskenlik gdsterdigi tespit edilmistir.
HPA ekseni, stres reaksiyonlarini indiikleyebilecek ekzojen ve endojen faktorler tarafindan
uyarilir, boylece fizyolojik tepkiler tetiklenmis olur. HPA ekseni, uyarici sinyalleri aldiginda,
glukokortikoidlerin salgilanmasi artmaktadir (114). Kortizol, en 6nemli stres belirteci olan
glukokortikoid turudur. Normal bir ovaryumda, folikiil gelisimi ve yiiksek kalitede oositlerin
uretimi, endokrin sistemin diizgiin ¢alismasina baglidir. HPA ekseni stres ile uyarildiginda, disi
tireme sistemi tizerinde engelleyici etkilere yol agmaktadir (115).

Disi siganlarin kullanildigi bir c¢alismada, 3 ve 4 hafta boyunca kronik soguk stres
ugulamas1 sonucunda, her iki stres grubunun serum kortizol seviyelerinde, kontrol grubuna goére
bir degisiklik olmadigi saptanmistir (110). Ayn1 stres faktoriine maruz kalan farkli hayvanlar
farkli kortikosteron diizeylerine sahip olabilir; bu da deneysel degiskenligin artmasina neden
olmaktadir (99). Galea ve ark. (116) erkek si¢anlarda, kisitlama stresinin 14. giliniinde
kortikosteron seviyelerinin, 1. ve 7. giinlere kiyasla daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.
Benzer sekilde Cengiz (117) stres ile indlklenen kortizol seviyesi artisinin, akut cevap olarak
ortaya ciktigini bildirmistir. Yirmi bir gilin, glinde {li¢ saat kronik kisitlama stresine maruz
birakilan erkek si¢anlarda serum kortikosteron miktarinin kontrole goére anlamli olarak arttigi
belirtilmistir (118). Erkek ve hamile disi siganlarin kullanildigi baska bir ¢aligmada ise, 15 giin,
giinde ii¢ defa 30 dakika uygulanan kisitlama stresinin disilerde kortikosteron seviyesini
arttirirken, erkek siganlarda bir degisiklik yapmadigi gosterilmistir (12). Bu bulgulara benzer
sekilde, kronik stres uygulanan ¢alismamizda, stres grubu serum kortizol seviyeleri ile kontrol
grubu arasinda farklilik gézlenmemistir. Bu durum, deney baslangicindan sonuna kadar izlenen
davranig degislikleri ile birlikte degerlendirildiginde, deneklerin var olan stres kosullarina alisip,
homeostazisi sagladigini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte, onceki ¢aligmalarda disi genital kanalda tanimlanmis olan CRH ve
reseptorlerinin, ovaryumda apoptozu indiikledigi (119), yiiksek strese maruz kalan kadinlarda
POY ile iliskili oldugu ve ovaryum i¢i parakrin faktorlerin degisimine neden olarak infertiliteyle

iligkili olabilecegi (115) 6ne siurulmektedir. Bu bulgular, stresin disi iireme sistemi {izerine
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etkileri arastirilirken serum kortizol seviyesinin yani sira, ovaryum CRH seviyesinin de goz
ontlinde tutulmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Strese maruziyetinde ovaryum fonksiyonlarini test etmeye yonelik ¢ok sayida ¢alisma
olmakla birlikte, Kkronik stres uygulamasi sonrasinda, ovaryum dokusunda histolojik
degisiklikleri degerlendiren sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Calismamizda stres grubu didstrus
fazindaki ovaryumlarda, saglikli folikiil sayisinda belirgin azalma ile birlikte atretik folikil ve
interstisyel bez olusumunda artis gOzlemlenmistir. Immobilizasyon stresi farelerde primer,
sekonder ve tersiyer folikiil sayilarinin azalmasina neden olmustur (59). Is1 stresi sonucunda disi
sican ovaryumlarinda dominant folikiil capinda kii¢iilme, atretik folikiil olusumunda artis ve
ovulasyonda azalma goézlenmistir (120). Disi fareler ile yapilan kisitlama stresi sonucunda
ovulasyonda ve oosit gelisiminde islevsel bozulmalar oldugu tespit edilmistir (65). Disi farelerin
kullan1ldig1 baska bir ¢aligmada, eCG enjeksiyonundan bir giin sonra 24 saatlik kisitlama stresi
uygulanmis ve stres grubunda metafaz 2 asamasindaki oosit yiizdesinde kontrole Kiyasla bir
degisiklik olmaz iken, oosit kiiltiiriinde blastosist yilizdesi anlamli derecede azalmistir (119).

Kemirgenler ve bazi memelilerin ovaryum stromalarinda, folikiillerin yani sira
interstisyel bezler de bulunmaktadir. Interstisyel bez hiicreleri, atretik folikiillerin teka
hiicrelerinden koken alirlar. Genis polihedral sekilli hiicreler, lipid depolarlar. LH reseptdriine
sahiptirler ve steroidojenik enzimlere de sahip olmalart sonucu androjen firetirler (121,122).
Ovaryumda, prematiire ovarian yaslanma sonucunda, rezidiiel ovaryum dokusunun interstisyel
bezlere doniistiigli, progesteron ve androstenedion iiretme yeteneginde oldugu ortaya konmustur
(123). Interstisyel bez artis1, graniiloza hicrelerinin apoptozisi ve folikiillerin atrezisi ile
yakindan iligkilidir (124). Calismamizda, stres uygulamasinin ardindan, Ostrus siklusundaki
diizensizlik ve progestif fazlarda gézlenen siire uzamasinin, ovaryumda interstisyel bez artisiyla
ve dolayisiyla degisen androjenik hormonal ortam nedeniyle gerceklesmis olabilecegini
diiginmekteyiz. Bu caligmada ayrica ilk kez, kronik stres maruziyeti sonrasinda interstisyel
bezler de degerlendirilmis, Stres grubunda interstisyel bezleri olusturan hiicrelerde hipertrofi ve
bez sayisinda artigin oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak, interstisyel alandaki artigin, toplam
kesit alanina oraninin istatistiksel anlamlilik tagidig1 gozlenmistir.

Folikiiler atrezi sirasinda, ovariyan hicre 6limlerine neden olan apoptozis, hem insan
hem de diger memeli tiirlerinde, ovaryumun homeostazisi igin 6nemlidir. Folikillerin graniiloza
hlcrelerinde gergeklesen apoptozisi, bircok faktdr kontrol etmektedir.  Folikuller IGF-1
proteinini iretir ve bu da folikiil gelisiminde olduk¢a 6nemlidir (23). IGF-1'den yoksun olan

farelerin, ovulasyon yapamadigi, ovaryum dokularinin mevcut agirliginin ve serum Ostradiol
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seviyesinin distigli gozlenmistir (125). Konu ile ilgili az sayida ¢alisma olmakla birlikte,
kiimulls hicreleri tarafindan ¢evrelenmis olan oositlere IGF-1 uygulamasi, metefaz 2 agamasina
ulasabilen oosit sayisim1 artirirken, ¢iplak (kiimalissiiz) oositlerde bdyle bir etkinin
gerceklesmedigi bildirilmistir. Boylece kiimiiliis hlicrelerinde IGF-I reseptorlerinin bulundugu
sonucu elde edilmistir (126). Disi fareler kullanilarak gergeklestirilen kisitlama stresi
calismasinda, stres grubunda kontrole kiyasla, serum ve ovaryumdaki IGF-1 seviyesinde azalma
gozlenmistir. Bu durum artan CRH’mn IGF-1 proteininin salinmasini  baskilamasiyla
aciklanmistir (119). Erkek siganlarda, suya daldirma ve kisitlama stresinin uygulandigi bir
calismada, gastrik mukoza dokusunda IGF-1 ekspresyonun arttigi ve IGF-1 in gastrik mukozanin
hiicre apoptozunu diizenledigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada, IGF-1 proteinin sperm ve leydig
hiicre sitoplazmalarinda lokalize oldugu bildirilirken, ekspresyonun stres grubunda kontrole
kiyasla arttigi ileri stirilmiistiir (114). Buna karsin ¢alismamizda kisitlama stres grubunda,
ovaryumdaki IGF-1’in ifadesinin azaldigi imminohistokimyasal yontem ile tespit edilmistir.
IGF-1, atretik follikiillerde negatif boyanirken, farkli asamalardaki saglikli folikiillerde, yogun
sekilde gozlenmistir. IGF-1, granuloza ve oosit hiicre sitoplazmalarinda kuvvetli bir sekilde
immiinoreaksiyon gdstermistir.

Kadmnlarin iretkenligi, ovaryum rezervine baghdir. GUnlmizde stres maruziyetinin,
ireme yetmezligi ile iliskili oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte ovaryum rezervinin giivenilir
Klinik belirleyicisi AMH’dir. AMH, folikul rezervini koruyan kritik 6neme sahip bir ovaryum
belirtecidir. Gelismis in vivo ve in vitro ¢aligmalarla, AMH’ nin primordiyal folikiillerin primer
folikiile gecisini baskiladigini gostermektedir. Buna ek olarak infertil kadinlarda AMH seviyesi
ve stres arasinda iliski oldugu belirtilmistir (127). Cin’de 23-45 yaslarinda 576 infertil kadinin
(ireme konusunda teknolojik destek alan, daha 6nce hormonal ila¢ almamis, mental veya
hormonal hastalig1 olmayan, ovaryum veya uterus amelyati gegirmemis) kullanildigi ¢alismada,
ovaryum rezervinin gostergesi olan AMH konsantrasyonu incelenmistir. Ozellikle 35 bes yasin
tistlindeki bayanlarda AMH konsantrasyonu anlamli derecede diisiik bulunmustur (127). Biz de
yaptigimiz ¢alisma ile kronik fizyolojik stresin, foliktllerde AMH ekspresyonunu diisiirdiigiinii
gosterdik. Bu sonuclar, meydana gelen AMH ekspresyon diismesine bagli olarak primordiyal
folikiil kaybinin yasanabilecegini ayrica infertiliteye etki edebilecegini diisiindiirmektedir (128).

B hicre lenfoma-2, mitokondriyi yeniden sekillendirerek, mitokondriyal dis membran
permeabilizasyonunu baglatir ve pro-apoptotik proteinlerin mitokondrilerden salinmasini saglar.
Boylece apoptoz sirecinde hayati bir rol oynar (129). Yapilan c¢alismalar kisitlama stresi

sonucunda, Bcl-2’nin mRNA ifadesinde diisiis oldugunu gostermektedir (97). Baska bir
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calismada kronik stres uygulanan disi farelerde ovaryum dokusunda Bcl-2 seviyesi, kontrol
grubuna gore stres grubunda azalmistir. Bu ¢alisma ile paralel olarak, stres grubu deneklerimizin
ovaryum dokusunda, Bcl-2 ifadesinin aym sekilde kontrol grubuna goére azaldigini
immunohistokimyasal yontem ile ortaya koyduk. Stres grubu ovaryum Kkesitlerinde Bcl-2
ifadesindeki azalmanin, atretik folikiil sayisindaki artisin nedeni olabilecegini diistinmekteyiz.
Calismamizda elde ettigimiz bulgular, kronik stresin disi ratlarda viicut agirliginda ve
ovaryum agirhiginda azalmaya neden oldugunu, Ostrus siklusu diizensizligi olusturdugunu,
ovaryumda ise IGF-1, AMH ve Bcl-2 ifadelerinde azalmaya neden olarak folikiil gelisimini
aksattigin1 gostermektedir. Stresin gostergesi olan serum kortizol seviyesinde, kontrol ve stres
gruplar1 arasinda fark gézlenmese de mevcut literatiir bilgileri, ovaryum dokusunda tespit

ettigimiz degisikliklerin, ovaryum i¢i CRH seviyesi ile iliskili olabilecegini diisiindlirmektedir.
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SONUCLAR

Calismamizda, eriskin disi ratlarda kronik immobilizan stres maruziyetinin, 0strus siklusu,

ovaryum histolojisi ve folikiiler gelisimde rol alan IGF-1, AMH ve Bcl-2 imminoreaktiviteleri

uzerine etkileri arastirilmistir. Elde ettigimiz bulgular 1s181inda sonuglarimiz;

1.

Immobilizan stres maruziyeti sonucunda deneklerde, son agirlik—ilk agirlik farki kontrol
grubuna kiyasla, belirgin olarak azaldi (p<0,0001). Ovaryum agirliklari, stres grubunda
anlamli olarak azalma gosterdi (p=0,013), bununla birlikte kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, ovaryum agirhigi/viicut agirligi oraninda anlamli fark gozlenmedi
(p=0,065).

Acik alan testinde, deneklerin hem merkezde bulunma siiresi hem de toplam gezdikleri
mesafe, stres grubunda (sirasiyla;11,40sn, 1487,12cm) kontrol grubuna kiyasla
(sirasiyla;67,259sn, 1627,29cm) azalma egilimi gozterdi. YUkseltilmis arti labirent
testinde ise kapali kola girme sikliginda, stres grubu deneklerinde (7,4) kontrol grubuna
gore artis (5,5) gozlendi. Davranis testleri sonuglarinda istatistiksel anlamlilik elde
edilemese de, bulgular deneklerde anksiyete varligini diisiindurmektedir.

Vajinal smear drneklerinde, stres grubunda kontrol grubundan farkli olarak, prodstrus ve
Ostrus fazlarinda notrofil varligr izlendi. Ayrica kontrol grubu ile kiyaslandiginda, stres
grubu deneklerde, toplam siklus sayisi/toplam giin oraninda anlamli bir azalma
(p<0,0001), bir siklusa ait faz sayisinda, bir siklusun uzunlugunda (p<0,001) ve didstrus
indeksinde (p=0,011) ise anlaml1 artig oldugu tespit edildi.

Deneklerin serum kortizol seviyeleri 6l¢ildii ve gruplar arasinda istatistiksel fark

olmadig1 saptandi (p=0,384).

77



5. Ovaryum histolojik kesitleri incelendiginde stres grubu deneklerinde, basta sekonder
folikiil olmak iizere folikiil sayisinda azalma, folikiil atrezisinde ise artis gozlendi.
Interstisyel bez sayisinin strese bagli olarak artmasindan dolay, interstisyel alan/toplam
kesit alan1 oraninda anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0,001).

6. IGF-1 immunoreaktivitesi ovaryum folikullerinin grantloza hucreleri ve oosit
sitoplazmalarinda belirlendi.  AMH imminoreaktivitesi, sadece graniloza hicre
sitoplazmalarinda tespit edildi. Bcl-2 imminoreaktivitesi ise granuloza hicre
sitoplazmalari, oositler, blyuk folikiillerin teka tabakalar1, korpus luteumlar, interstisyel
bezler ve germinal epitelde izlendi. IGF-1, AMH ve Bcl-2 boyanma yogunlugu
semikantitatif olarak degerlendirildiginde (HSCORE), stres grubunda her ug¢ proteinin
immunohistokimyasal ifadelerinin kontrol grubuna gore, anlamli derecede azaldig: tespit
edildi (p<0,0001).

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, kronik stresin disi ratlarda viicut agirliginda
ve ovaryum agirliginda azalmaya neden oldugunu, Ostrus siklusu diizensizligi
olusturdugunu, ovaryumda ise IGF-1, AMH ve Bcl-2 ifadelerinde azalmaya neden olarak
folikiil gelisimini aksattigin1 gostermektedir. Stresin gostergesi olan serum kortizol
seviyesinde, kontrol ve stres gruplar1 arasinda fark gozlenmese de mevcut literatiir
bilgileri, ovaryum dokusunda tespit ettigimiz degisikliklerin, ovaryum i¢i CRH seviyesi

ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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OZET

Stres, giiniimiiz modern toplumlarini fizyolojik ve psikolojik olarak etkileyen en 6nemli
dis faktor haline gelmistir. Bu galismadaki amacimiz, kronik fizyolojik stresin disi ratlarda
davranig parametreleri, 0strus siklusu ve ovaryumlarda folikiiler gelisim ile iliskili IGF-1, AMH
ve Bcl-2 proteinlerinin ifadeleri tizerine etkilerini ortaya koymaktir.

Yirmi dort adet Sprague dawley tlrl disi sigan kullanilarak; 1. grup: kontrol grubu
(n=12) ve 2. grup: stres grubu (n=12), (immobilizan kisitlama stresi, 5 giin/hafta, 1 saat/giin, 8
hafta) olmak Uzere iki grup olusturulmustur. Her iki gruptan da sekiz hafta boyunca vajinal
smear Ornekleri alinmigtir. Deney sonunda tiim denekler, metostrus fazinda davranis testlerine
tabi tutulup, diostrus fazinda sakrifiye edilmiglerdir. Alinan ovaryum doku 6rnekleri tartilip
islemlendirildikten sonra histolojik (H+E, Masson Trikrom) ve immdunohistokimyasal (IGF-1,
AMH, Bcl-2) olarak incelenmistir.

Gruplar arast son agirlik-ilk agirhik farklari kiyaslandiginda, stres grubunda anlaml
olarak azaldigi saptanmistir (p<0,0001). Ovaryum doku orneklerinin toplam agirliklar1, kontrol
grubuna kiyasla stres grubunda azalmistir (p=0,013). Metostrus fazinda uygulanan davranis
testleri sonucunda agik alan testinde, stres grubu deneklerin, diizenegin merkezinde bulunma
streleri ve toplam gezdikleri mesafe azalmis iken, yiikseltilmis art1 labirent testinde, bu grupta
kapali kola girme sikligi kontrol grubuna gore artmustir.

Diizenli olarak alinan vajinal smear ornekleri incelendiginde, stres grubunda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda, siklus sayilarinin azalmasina bagl olarak toplam siklus/toplam giin
sayisindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). Bununla birlikte, stres

grubunda kontrol grubuna kiyasla, digstrus indeksi anlamli derecede yiiksek tespit edilmistir
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(p=0,011). Serumlarda, deneklerin kortizol dlzeyleri olgiilmiis ve gruplar arasinda fark
gozlenmemistir (p=0,384).

Stres grubu ovaryum histolojisinde gozlenen degisiklikler, gelismekte olan folikiil
sayisinda azalma, atretik folikiil sayisinda ve interstisyel bezlerde artis seklindedir.
Immiinohistokimyasal degerlendirme sonucunda ise ovaryumda IGF-1, AMH ve Bcl-2
HSCORE degerlerinin stres grubunda anlamli olarak azaldigi saptanmistir (p<0,0001).

Sonug olarak; kronik fizyolojik stresin, disilerde hem ovaryum i¢i dinamigi hem de
ureme siklusu fizerinde olusturdugu degisiklikler gozoniine alindiginda, disi iireme
fonksiyonlarini etkileyerek infertiliteye neden olabilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Kronik stres, Ovaryum, Apoptoz, IGF-1, AMH, Bcl-2
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EFFECT OF CHRONIC PHYSIOLOGICAL STRESS ON THE
FOLLICULAR DEVELOPMENT AND OOCYTE RESERVE IN FEMALE
RAT OVARY: ROLE OF IGF-1, AMH AND BCL-2

SUMMARY

Stress has become the most important external factor that physiologically and
psychologically affects today's modern societies. Our aim in this study is to demonstrate the
effects of chronic physiological stress on the behavioral parameters, oestrous cycle and the
expression of IGF-1, AMH and Bcl-2 proteins which are associated with follicular development
in the ovaries of female rats.

Twenty-four Sprague-Dawley female rats were used and divided in the two groups: 1st
group: control group (n = 12) and 2nd group: stress group (n = 12), (immobilization restriction
stress, 5 days/week, 1 hour/day, 8 weeks). Vaginal smear samples were taken from both groups
for eight weeks. At the end of the experiment, all animals were subjected to behavioral tests in
the metrostus phase and were sacrificed in the diestrus phase. After weighing and processing,
the ovarian tissues were examined by histologically (H+E, Masson's trichrome) and
immunohistochemically (IGF-1, AMH, Bcl-2).

When compared to body weights differences were significantly decreased in the stress
group when compared to control group (p <0,0001). The total weight of the ovarian tissue
samples was significantly reduced in the stress group (p = 0,013). The results of behavioral tests
which were performed to the subjects in to the metrostus phase: In the open field test, staying in

the center of the area and the distance of total trips decreased in the stres group when compared
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the control group. In addition, in the stres group, the frequency of entring in to the closed arm
elevated when compared the control group.

As a result of regular vaginal smear analyses, in the stres group, we determined the
significant decrease in total cycle/total days, and an increase in the numbers of day for one cycle
(p <0,001). In the stress group, the diestrus index significantly increased when compared the
control group (p = 0,011). Serum cortisol levels were also measured and no difference was
detected between the groups (p = 0,384).

The histological alterations in the stress exposed ovaries: decreasing in the number of
developing follicles and increasing in the atretic follicle and interstitial gland numbers.
Immunohistochemical evaluation revealed that the IGF-1, AMH and Bcl-2 HSCORE values in
the ovaries of stres group were significantly decreased when compared to the control group (p
<0,0001).

As a result; Considering chronic physiological stress effects on ovarian dynamics and
reproductive cycle in female rats, we think that stress may cause infertility by affecting female
reproductive functions.

Key words: Chronic stress, Ovary, Apoptosis, IGF-1, AMH, Bcl-2
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