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GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde yaklasik olarak her 700 yetiskinden biri kanser tedavisi olup, hayatta
kalmakta iken (1) 2010 yilinda her 250 yetiskinden birinin kanser tedavisi olup hayatta
kalabilecegi tahmin edilmektedir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 20.000’den
fazla ¢ocuk ve geng¢ tedavi amagli kemoterapi ve radyoterapi alip, mutagenlere maruz
kalmaktadir (2).

Radyoterapi sonucunda bazi kanserli ya da normal dokularda yenilenme (bagirsaklar,
testis, kemik iligi vs) gézlenmektedir. Ancak, miktar1 fetal hayatta belirlenen ovariyan stokta,
radyasyon etkisiyle yok olan germ hiicrelerinin yenilenmesi miimkiin degildir (3). Bugiin
kanser tedavisinde kullanilan yiiksek doz radyoterapi, hayatta kalma oranini belirgin olarak
artirmaktadir ancak, geng hastalarda ovariyan yetersizlik ve sterilite gibi 6nemli yan etkilere
sebep olmaktadir (4-6). Bazi kanser tiirlerinde ovaryumlarin radyasyon maruziyeti
engellenebilirken pelvik, abdominal ve (7-9) total viicut ismmlamasi (6,10,11) gerektigi
durumlarda bu miimkiin olamamaktadir.

Ovaryum, her siklusta farkli hormonlarin ve yardimer faktorlerin etkisiyle morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri yasayan dinamik bir organdir (12). Epidemiyolojik olarak,
radyoterapi ardindan ovariyan yetersizlik olusma riski hastanin yasina, tedavi protokoliine
(radyasyon dozu ve alan1 gibi) ve malignansinin tipine baglidir (13). Genglerde 5 Gray (Gy)
radyasyon %50 sterilite olustururken, 40 yas istii bireylerde 1,5 Gy’lik uygulamanin
fertilitede %90 kayba neden oldugu bildirilmistir (3,14).

Lenfoma ve losemi hastast olup, total viicut isinlamasi yapilmis ¢ocuklar tedavi
sonrast takip edildiginde puberte yasinin gecikmesi, sekonder cinsiyet karakterlerinin

olugsmamasi (9) ve implantasyon defektleri gozlenmistir (15). Kemik iligi transplantasyonu



oncesinde total viicut 1simnlamasi yapilmis prepubertel cocuklarda, cinsiyet 6zelliklerinin
olusmast i¢in hormon replasmani gerekli gorilmiistiir (10). Ayrica bu hastalar diizenli
menstruel sikluslara sahip olsalar dahi gebeligin erken doneminde spontan diisiikler meydana
gelmistir (15).

Memelilerde oosit stogu fetal hayatta belirlenir ve bu stogun insanda sadece %]1°1,
rodentlerde ise %10’u ovulasyon asamasina kadar olgunlasir (16). Ovaryumlarda disinin tiim
hayat1 boyunca gozlenen dogal dejenerasyon siireci olan atrezi, folikiil populasyonunun
stirekli azalmasina neden olmaktadir. Radyoterapi ile maruz kalinan iyonizan radyasyonlarin
atrezinin patolojik indiikleyicilerinden biri oldugu kabul edilmektedir (17).

Radyasyon etkisiyle ovaryumda, akut déonemde apoptozis ile folikiiler dejenerasyon
olusurken, uzun dénemde premature ovariyan yetmezlik gézlenir. Bu da diside, 35-40 yastan
once menapozun gerceklesmesi demektir (2,5,7,18,19).

Farelerle yapilan ¢alismalarda radyasyon etkisiyle oositlerde DNA kiriklar1 olustugu
(20-23) bildirilmistir. Ayn1 zamanda radyasyon, ovariyan folikiillerde mitoz aktivitesi yiiksek
graniiloza hiicrelerinde apoptozisi indiikleyerek dogal atretik siireci hizlandirabilir (24-26).
Iyonizan radyasyonlarin etkisiyle rodent ovaryumlarinda folikiiler gelisimin her asamasinda
kayiplar gozlenmistir (24-28). Bununla birlikte, radyasyondan en ¢ok etkilenen yapilarin
dinlenme fazindaki primordiyal folikiiller oldugu bildirilmistir (5,28,29).

Memelilerde disilerin biyolojik ritmi dongiisel bir 6zellik sergilemektedir (30).
Insanda genital siklus, deney hayvanlarinda ise &strus siklusu (31,32) olarak tanimlanan bu
donem, kendi icinde evrelere ayrilir. Baslica folikiiler evre, ovulasyon ve luteal evreden
olusan siklusun kontrolii hipotalamik, hipofizer ve ovariyan hormonlar tarafindan
saglanmaktadir (33). Vajinal smear yontemi ise ovariyan siklusun fazlarinin ayirt edilmesinin
yani1 sira hormonal ¢evre ile ilgili degisiklikleri de yansitan pratik ve giivenilir bir yontemdir
(31,34). Bu yiizden deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.

Giiniimiizde kadinlar, sosyal ve ekonomik nedenlerle, daha iyi korunma yontemleri
kullanip, ¢ocuk dogurmayi geciktirmektedir. Bu ylizden, kanser teshisi konulan kadinlar
fertilitelerini koruma hususunda olduk¢a hassastir. Kanserde yasam kalitesi sag kalim
stiresinin uzunlgu i¢in 6nemlidir ve yasam kalitesinin temel unsurlarindan biri, normal bir

cocuk diinyaya getirip bilyiitebilme yetenegidir (2).

Pelvik, abdominal ya da tiim viicut radyoterapi uygulanmis kadinlarda, tedavi sonrasi
spontan gebelik orani yaklasik %3 olarak bildirilmistir (35). Bu yiizden reprodiiktif donemde

kanser tedavisi almis kadinlar in vitro fertilizasyon (IVF) yolu ile ¢ocuk sahibi olmay1



denemektedir. Ovaryum indiiksiyonu, IVF laboratuvarlarinda infertil kadinlara yaygin olarak
uygulanmaktadir. Ekzojen gonadotropin uygulamasi ile siliperovulasyon saglanan bu
yontemin amaci, IVF uygulamasinda dollenme sansimi arttirmak i¢in en ¢ok sayida, en iyi
kalitede olgunlasmis oositler elde etmektir. Elde edilen oosit sayis1 ve olgunlugu ne kadar iyi

ise embriyo kiiltiirii ve implantasyon basarisinin da o oranda artacagi diisiiniilmektedir (36).

Kanser tedavilerinde disi gonadlar1 radyoterapinin olumsuz etkilerinden korumaya
yonelik pek ¢cok yontem gelistirilmektedir. Bunlar arasinda embriyo ya da oosit dondurma,
ovaryum dokusu dondurma, oosit donasyonu ve ¢esitli gonadotropin hormonlar ile ovaryum
fonksiyonlarinin baskilanmasi en sik kullanilan yontemlerdir (6,35). Ancak su ana kadar
pratik kullanima tam adapte olmus bir yontem bulunmamaktadir (4,37). Bu da yardimci

tireme teknikleri alaninda daha ¢ok deneysel ¢aligsma yapilmasini zorunlu kilmaktadir.

Calismamizda, erken iireme doneminde kanser teshisi almis kadinlar i¢in énemli bir
sorun olan radyoterapiye bagli infertiliteyi arastirmayir planladik. Yaptigimiz kaynak
taramalarinda, radyasyonun ovaryum dokusu ve fonksiyonu iizerine etkilerinin arastirildigi
deneysel modellerde, gerek radyasyon gerekse koruyucu ajan uygulamalarinin dstrus siklusu
fazlar1 dikkate alinmadan yapilmis oldugunu gozlemledik. Ayrica radyasyon uygulamasi
ardindan, spontan ovulasyon ile elde edilen oositlerin morfolojik yapilart ile ilgili
incelemelerin yetersiz oldugunu gordiik. Oysa ki, fertilite degerlendirilirken ovariyan siklusun
diizenliligi ve ovulasyon yetenegi oOncelikle géz Oniinde bulundurulan kriterler olarak
bilinmektedir (38). Bu yiizden ¢alismamizi planlarken, dstrus siklusu fazlarina bagimli olarak
uygulanan gamma radyasyonun ovaryum morfolojisi iizerine olan etkilerini vajinal smear
bulgulariyla desteklemeyi, bunun yani sira radyasyon uygulamasim takip eden ilk ve ikinci
Ostrus sikluslarinda, spontan ovulasyon ve siiperovulasyon oranlar1 ile ovaryum fonksiyonunu
test ederek, radyasyonun fertilite tizerine etkilerini morfolojik ve morfometrik verilerle ortaya

koymay1 amagladik.



GENEL BILGILER

OOGENEZ

Ovaryumlar, diside gametlerin iiretilmesi (gametogenesis) ve steroid yapidaki
hormonlarin sentezlenip salgilanmasiyla yilikiimliidiir. Ovaryumlardan olgun bir oositin
olusturularak atilmasi (ovulasyon) pubertede baslar ve menapoza kadar devam eder. Insanda
ovulasyon menstrilasyonun baglangicindan itibaren 13-14. giinlerde gergeklesir ve her 28
giinde bir oositin atilmasiyla tekrarlanan bu olaylar ovariyan siklus olarak bilinir. Ovariyan
siklus 3 fazdan olusur;

1- Folikiil biiyiime ve gelisiminin goriildiigii folikiiler faz,
2- Ovulasyon,
3- Korpus luteum (KL) olusumuyla birlikte duragan bir siirecin gozlendigi luteal faz

(39).

Folikiilogenez

Folikiilogenezin siirekliligini saglayan 3 mekanizma vardir; oosit biiyiimesi, graniiloza
hiicre boliinmesi, tekanin gelismesi. Folikiillogenez; oositlerin, ¢evresini saran somatik hiicre
tabakasi graniiloza hiicreleriyle birlikte gelisip biiylidiigi siirekli bir gelisim islemidir (16,31).

Insanda folikiilogenez fetal hayatta baslar. Yirminci hafta civarlarinda gelismekte olan
ovaryumlar icerisinde primordiyal germ hiicreleri (oogonia) populasyonu artmaya baslar.
Bunlar, dogumdan birkag¢ hafta 6ncesine kadar mitoz ile siirekli olarak boliiniirler. Bu siireden

sonra, yeni oositler iiretilmez. Gestasyonun ortalarinda yaklasik yedi milyon germ hiicresi



vardir, ancak ileri gestasyona kadar programli hiicre 6liimii nedeniyle sayilar1 dramatik olarak
azalir. Bu durumda, insan disisi yenilenemeyen yaklasik 1-2 milyon oosit ile dogar. Puberteye
kadar yaklasik 400.000 oosit ovaryumda kalir (12).

Erken gestasyon doneminde, pek ¢ok fetal oogonia mayoza girerek birinci profaza
kadar ilerler ve bloke olur. Bu hiicreler, oosit olarak ifade edilirler ve biiylime asamasina
baslayana kadar 50 yila yakin silire profaz asamasinda kalabilirler. Kiiciik ¢apli bir oosit ve
pregraniiloza adi verilen bazal membran {izerinde yerlesmis tek tabaka yassi epitel
hiicrelerinden olusan bu yap1 primordiyal folikiil olarak tanimlananir. Primordiyal folikiiliin
biiyiimesini baglatan sinyal heniiz bilinmemektedir (40,41). Ancak, primordiyal folikiiler
hiicrelerden salinan kit-ligand’in baslatict role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Toplam
say1l yasla birlikte azalsa da disi ovaryumundaki en fazla folikiil her zaman, primordial
asamaya aittir. Dogumdan once, ileri cocukluk dénemi, puberte, gebelik ve laktasyon boyunca
az sayidaki primordial folikdl siirekli olarak folikiilogeneze katilir. Bu uzun proses yaklasik 3
ay sliren biiylime ve farklilagsma stireglerini kapsar (16,40).

Biiylimenin erken asamasinda primer folikiil olusumu gozlenir. Graniiloza hiicreleri
kiibik sekil alir ve hiicre boliinmesi gozlenir. Bunun ardindan, oositi ¢evreleyen graniiloza
hiicre tabakasi1 sayisi artar ve folikiil preantral asamaya ulasir. Graniiloza hiicreleri oosit
maturasyonu i¢in gerekli g¢esitli biiyiime faktorlerini salgilamaya baslarlar. Ayn1 zamanda
folikiil ¢evresindeki bag dokusu da farklilasarak teka folikiilii adini alir (30). Graniiloza
hiicrelerine yakin olan hiicresel tabaka teka interna, stroma ile kaynasan dis tabaka ise teka
eksterna olarak adlandirilir. Capi artmakta olan oosit, graniiloza hiicreleri ile birlikte
nonselliiler bir matriks sentezler. Zona pellusida (ZP) denilen bu yapit homojen ve
mukopolisakkaritlerden zengin bir madde icerisinde, oositin ve graniiloza hiicrelerinin
yilizeyinden ¢ikarak birbirine dogru uzanan mikrovilluslart bulundurur. Folikiil ¢ap1 arttik¢a
ZP kalinlagir (33). Folikiil antral seviyeye ulastiginda, oositin olgun hacmi yaklasik 120 pm
capa kadar ulasir. Graniiloza hiicre sayilarinin oldukca artti§1 ve oositin tam olarak gelistigi
durumda, sivi dolu bosluk (antrum) gozlenir ve genislemeye baslar. Erken antral asamada
gozlenen kiiclik bosluklar, folikiil preovulatuvar asamaya ulastiginda birlesir ve tek, biiyiik bir
bosluk halini alir. Bu asamadaki folikiil Graaf folikiilii olarak isimlendirilmektedir. Graniiloza
hiicreleri folikiiliin periferinde birkag tabaka seklinde yerlesir ve membrana graniiloza
tabakasi olarak adlandirilirlar. Bir kisim graniiloza hiicreleri ise oositin etrafini sararlar ve
oosite yakin olanlar korona radiata, geri kalanlar ise kiimiiliis hiicreleri seklinde tanimlanirlar.
Folikiil riiptiire olup ovulasyon gerceklesecegi anda olgun oosit, korona ve kiimiiliis

hiicreleriyle birlikte atilir (33).



Her bir siklusun baglangicinda yiikselen folikiil stimiile edici hormon (FSH) etkisiyle
bir grup antral folikiil uyarilmakta ve Graaf folikiil asamasina dogru ilerlemesi
gerceklesmektedir. Folikiillerin kaderi endokrin ve parakrin faktorlerin kontroliindedir.
Folikiiller primordial, primer ve antral asamalara kadar gelisir. Antral asamada ¢ogu folikiil
atreziye ugrar, ¢ok azi1 ise siklik gonadotropinlerin uyarimi ile (puberteden sonra)
preovulatuar asamaya ulasir. Bu Graaf folikiiller reprodiiktif donemdeki kadinda ovaryan
Ostrojenlerin ana kaynagidir. Preovulatuar gonadotropin salinimina cevap olarak her siklusta
dominant Graaf folikiilleri fertilize olabilecek matur oositi disar1 atar. Kalan teka ve graniiloza

hiicreleri, korpus lutemu olusturmak tizere degisiklige ugrar (30).

Oosit Maturasyonu

Folikiilogenezin en 6nemli amaci ovulasyon ve fertilizasyon i¢in olgun yumurta
hiicresi Uretmektir (31). Oosit maturasyonu hem mayotik siklus ilerlemesini hem de
sitoplazmik olaylarin yeniden diizenlenmesini iceren kompleks bir siiregtir. In vivo’da
maturasyonun son noktast matur (MII) oositin folikiilden salinmasidir (42).

Disi tireme hiicrelerinin olustugu oogenez siireci, diizenlenmesi ve sonucu bakimindan
spermatogenezden farklidir. i1k disi {ireme hiicresi olan oogonia yumurtaliklarda tekrarlayan
mitozlarla ¢ogalip primer oosite doniisiir. Primer oosit, etrafi folikiil hiicreleri ile ¢evrili
olarak primordiyal folikiil i¢cinde gelisir (42). Oositin i¢inde bulundugu bu ortam oositin
bliylime ve gelisimi i¢in gereken faktorleri igerir ve ayn1 zamanda c¢evresinde bulunan bag
dokusuyla olan baglantistnt da gergeklestirir. Oositler biiylime ve gelisimlerini
ovaryumlardaki bu folikiiler ortamlarda tamamlayarak olgunlasir. Olgunlasan oositler
dollenebilme ve embriyonik gelisime devam edebilme yetenegi kazanir (12).

Primordial folikiillerde bulunan oositler birinci mayoz bdliinmenin profazindaki
diploten agamasinda durur. Maturasyonun germinal vezikiil (GV) asamasinda kabul edilen
oositler ovulasyona kadar hiicre siklusunun GO olarak adlandirilan dinlenme asamasinda
bekler. Bu siirede biiyiime ve gelisimleri sirasinda mayozun yeniden tamamlanmasi igin
niikleer lokalizasyon ve hiicre siklus regiilator proteinlerinde belirgin artiglara ve bunu izleyen
translasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlara gereksinim vardir (43,44). Matiirasyon
olarak adlandirilan bu asama, hiicrenin niikleer ve sitoplazmik boliimlerindeki degisimlerin
timiini  kapsar. Oosit ancak bu asamalar1 gectikten sonra fertilizasyona hazir hale

gelebilmektedir. Oositin niikleer matiirasyonu esnasinda mayoz yeniden baglar ve Metafaz
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Il’ye gecis olur. Bu sirada uzun siire folikiil i¢erisinde bekleyen oositler hem mayozu yeniden
baslatabilme yetenegi, hem de mayotik matiirasyonu tamamlamay1 saglayacak protein ve
RNA yiikiinii kazanirlar (45).

Preantral folikiillerde bekleyen oositler, mayozu yeniden baslatabilme yetenegine
sahip degildir. Ovulasyonun hemen oOncesinde, heniiz olgunlasmamis oosit niikleusunun
bozulmasi (germinal vezikiiliin dagilmasi) ile Metafaz I’1 tamamlayarak Anafaza giris yapar
ve Metafaz I[I’ye (MII) ulasarak, fertilizasyona kadar bu asamada dururlar (46).

Sitoplazmik matiirasyonda ise, oositin fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi
(preimplantasyon) i¢in hazirlandig1 ve mayotik ilerleme ile dogrudan ilgisi olmayan diger
matiirasyon olaylar1 gerceklesir (47,48). Bu asamada oositin sitoplazmasi ve organellerinin i¢
yapisinda degisiklikler gerceklesir (46). Bu sekilde inhibitor bir folikiiler ortamda bekleyen
oositlerde, folikiillerdeki in vivo luteinizan hormon (LH) artisina bagli olarak bir ‘pozitif
sinyal” geligir. Bu sinyal folikiiler inhibisyonu ortadan kaldirarak, primer oositin
sitoplazmasinin asimetrik olarak boliiniip, farkli biiyiikliikte iki hiicre olusturmasina yol acar
(49,50). Biiyiik olan sekonder oosit (Metafaz II), kiiciik olan ise kutup cisimcigi (polar
cisimcik) olarak adlandirilir. Bu haliyle oosit artitk tam olarak fertilizasyon i¢in hazir
durumdadir. Fertilizasyonla birlikte ikinci kutup cisimcigi de olusur ve embriyo mitoz

boliinmeler gegirerek hiicre sayisini artirmaya devam eder (50).

RODENTLERDE FOLIKUL GELIiSIMININ KRONOLOJISI

Rodentlerdeki ovaryan gelisim insanlardakine benzer ancak zamanlama farklidir.
Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisimde oogonya olusturmak iizere gonadlara
go¢c eder. Dogumda, rat ovaryumu kordonlardan ve oogonyalardan olusur. Primordiyal
folikiiller dogumdan sonra, {i¢iincii giiniin sonunda olusurlar (51). ilk folikiil dalgasinin antral
folikiile kadar gelisimi ii¢ haftay1 bulur (16). Iyi gelismis sekonder folikiiller yedinci giinde
gbzlenir. Minimal ovaryan hiicre apoptozisi ancak 18. giinde olusur (51,52). Bu donemde
erken antral folikiiller de gozlenir. Puberte ya da ilk Ostrus 34. giin civarinda meydana gelir.
Diizenli 6strus siklusu, 10-12. aylarda uzayan ve diizensiz sikluslarin olusumuna kadar devam
eder. 12-15. aylarin sonunda hayvanlar persistent siklusa girerler ve bunu persistent didstrus
ve ardindan andstrus takip eder. Folikiil gelisimi 25 pm’den (primordial folikiil) 500-800 pm
(preovulatuar folikiil) ¢apa kadar, 60 giinden fazla bir siirede ulasir (yaklasik 15 0Ostrus
siklusu). Primordiyal folikiiliin sekonder folikiile gelisim asamasi 30 glinden uzun olabilir.

Sekonder asamadan ovulasyona kadar olan gelisim siiresi 28+2-3 giin olabilir (16). Bu
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durumda erken folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde rodentlerde de olduk¢a uzundur

(Sekill).

Dominant Duiasyan
Folikiil
Secimi
SIKLIK
SAFHA
Graaf
BASLANGIC Tellihlen
SAFHASI
Sekonder
fERe)
Primer . .
Primordiyal ( . .
insan
| g4 | >120gin 71 giin 1 14 giin |
| >30 giin 28 giin | 2.3 giin |
Rodent

Sekil 1. Rodentler ve insanlarda prepuberte ve puberte asamasinda folikiil gelisimi
siireleri (16).

FOLIKULER ATREZININ MORFOLOJIK DEGERLENDIRMESI

Yenidogan memeli ovaryumunda smirli sayidaki primordiyal folikiil stogu pek ¢ok
kez ele alinmig bir konudur. Tiire bagh olarak, dogumun baglangicinda ya da kisa bir siire
sonra az sayida primordiyal folikiil her giin aktive olmaya baglar. Folikiiller atreziye girene
kadar ya da (tiire bagh olarak) bir ya da daha fazlas1 maturasyonunu tamamlayip, ovulasyon
ile sonuclanana kadar folikiilojenik biiylime devam eder. Erigkin hayatta, ilerleyen yaslara
dogru folikiil kaynag1 azalir, ¢linkii primordiyal havuz tiikenir (53).

Folikiiler atrezi apoptozis aracili bir prosestir (54). Apoptozis, secici hiicre azaltici bir
islem olarak aktif gen ekspresyonuna gerek duyar. Genellikle apoptotik hiicreler doku

icerisinde tek basina yer alirlar. DNA fragmantasyonu, plazma membraninda sisme ve
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hiicrenin biiziismesi seklinde biyokimyasal ve morfolojik belirtiler olusturan bir siirectir. Pek
cok hormon, sitokinler ve biiylime faktorleri genelde dokuya spesifik koruma faktorleri olarak
aktivite gostererek apoptozisi Onliiyor olsa da pek ¢ok hormonal faktdr de apoptotik siireci
indiikleyici ya da hizlandiric1 etki gostermektedir (55,56).

Apoptotik uyarim almig bir hiicre tipik olarak biliziismekte ve c¢evre hiicrelerle
baglantisin1 kesmektedir (56).

Primordiyal ve kiiciik ¢apli gelisen folikiilde oosit kiiciiliir ve dejenere olur. Sonra
benzer degisiklikler folikiil hiicrelerinde gozlenir. Hiicreler sindirilip goriinmez hale
geldiginde, etraftaki stromal hiicreler olusan bosluga go¢ eder ve folikiilden iz birakmaz (33).

Atrezinin erken fazi; az sayida, piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleridir. Bu fazi,
bazal membran diizensizligi (57) ve 10kositlerin graniiloza hiicre tabakalarina infiltrasyonu
izler (58). Bazal membran, graniiloza hiicrelerini teka hiicrelerinden ayirir. Bu yapi
dejenerasyonda graniiloza hiicresinden ayrilabilir ve kalinlagarak kivrimli bir hyalin membran
olusturur. Bu da, primatlarda ileri atrezi seviyesindeki folikiiliin 6zelligidir (33).

Dejenere oositteki niikleer degisiklikler kromatin kondensasyonu, piknoz ve
fragmantasyon seklinde iken, stoplazmik degisiklikler daha c¢ok vakualizasyon ve
fragmantasyon seklindedir (58).

Preovulatuar folikiillerde atrezi iki sathaya ayrilmistir (59):

I. asama : Dejeneratif degisiklikler sadece graniiloza tabakasinda goriiliir: Hiicre biiziismesi,
piknozis ve karyoreksis. Bu asamada folikiil hala sferik ya da ovaldir.

II. asama : Degisiklikler mayozun yeniden basladigini gosteren oositte de goriliir:
Pseudomaturasyon mekiginin olusup olusmamasi ile niikleer membranin yikilmasi ve oosit
fragmantasyonu. Antral folikiilde graniiloza hiicreleri dejenere olduktan sonra oositler
mayozu baslatma yetenegindedir. Bu asamada folikiillerin ¢cogu deformedir.

Zona Pellusida; hiicrelerde gozlenen otolitik degisikliklere direnglidir ve folikiil
kavitesi icinde yavasca yikilarak katlanir ve kollabe olur. ZP’nin kalint1 hiicresel atiklarinin
fagositozunu bag dokudan invaze olan makrofajlar saglar (60).

Bazi atretik folikiillerde teka interna hiicreleri genisler. Teka lutein hiicrelerine
benzer. Radial olarak yerlesip zincirler olusturur ve bag dokuya dagilir. Bag dokuda zengin
kapiler ag meydana gelir. Bu folikiillerin dejenerasyonu devam ederken hiicre yigiminin
ortasinda hyalin ¢izgili bir skar gelisir ve kii¢lik bir korpus luteum albikans izlenimi verir.
Ovariyan stroma dejenere oosit alanini istila ederken, folikiil kaybolur. Luteal hiicre
kordonlar1 hemen yok olmaz ancak parcalanir ve stromaya dagilir. Bu hiicre kordonlari

ovaryumda steroid hormon iireten interstisyel bezleri olusturur (61,62).
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Ovulasyondan sonra KL un bir pargasi olan teka hiicrelerinin bazilari liiteinize olarak,
LH wuyarimi ile androjen sentezi yapimimi saglayan P450c17 enzimi etkinligini
gosterememektedir. Diger liiteinize teka hiicreleri ise bu enzim aktivitesini koruyarak
Ostrojenlere aromatize olacak androjen yapimina devam ederler. Daha kiigiik folikiiller tam
olgunluga ulasamayip atreziye gidince teka hiicreleri stromal dokunun bir komponenti olarak
kaynagina donmekte ve LH’ya P450 aktivitesi ve steroid yapimi ile yanit verebilme
yetenegini korumaktadir. Tekal dokunun {iriinii androjenler oldugundan, ge¢ folikiiler fazda
stromal dokunun artig1, siklusun ortasinda, periferal plazmadaki androjen diizeyinin artisi ile
birlikte gergeklesmektedir. Androstendion %15, testosteron %20 artar. Bu yamit, LH

uyarimini artiran inhibinin artigiyla androjen yapiminin kuvvetlenmesi sonucudur (30).

OVULASYONUN MOLEKULER MEKANIZMASI

Memelilerde puberte 6ncesi donemde folikiiller antral agsamaya kadar gelisip atreziye
ugramaktadir. Puberte ile birlikte diizenli gerceklesen sikluslarda, olgun folikiil igerisindeki
oosit ovaryumdan atilmaktadir. Pubertede ovulasyonu gerceklestiren hipofizden salgilanan
LH (41).

Ovulasyon, matiir ovaryan folikiillerin LH artisina cevap verdigi ve fertilize olmaya
hazir oositleri salgilamak i¢in riiptiire oldugu essiz bir islemdir. LH tarafindan indiiklenmis
bir preovulatuar folikiiliin ovule olabilen bir folikiile doniisiimii zamanlama esasli, karmasik,
multigen ve ¢ok asamali bir siiregtir. Spesifik ovulasyon genlerinin LH-indiiklemeli
ekspresyonu, graniiloza ve teka hiicrelerini luteinize olacak sekilde yeniden programlayan
genlerin ekspresyonundan once gergeklesmelidir. Ovulasyon programi bozuldugu takdirde,
LH tarafindan diizenlenen ovulasyon ve luteinizasyon olaylar1 ayrilir ve oosit riiptiire olmayan
bir KL i¢inde kapali kalir (63).

Ovulasyon boyunca, ovaryan ylizey epitelinin yan1 sira folikiil ve stroma igerisinde
cesitli ovaryan hiicre tiplerinde fonksiyonel degisiklikler meydana gelir. Bu hiicre tipleri;
folikiil i¢in graniiloza ve teka hiicreleri, stroma icin fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerdir
(64).

Gonadotropin (LH/FSH) artis1, preovulatuar folikiillerin ovulasyonunu uyaran bir
fizyolojik tetikleyicidir. LH, kendi reseptdrii yoluyla, adenil siklaz aktivasyonunu ve
ovulasyon i¢in kritik oldugu bilinen spesifik genlerin hizli ve kisa siireli ekspresyonunu
saglayarak, preovulatuar folikiillerin graniiloza hiicreleri igerisinde indiiklenen A-kinaz

yolunu stimtile eder (64). Bu spesifik genler; progesteron reseptdriinii (PR) kodlayan genler,
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Prostaglandin Endoperoxide Synthase-2 (PGS-2) veya Cyclooxygenase-2 (COX2), ve CAAT
Cogaltic1 Baglayici Protein Beta’dir (C/EBPB) (65).

Baslangicta, progesteron ve prostaglandinler, LH artisin1 izleyen sentezlerinin
zamanlamasi baz almarak ve spesifik inhibitér ve antagonistlerin bunlarin sentezleri ve
faaliyetleri {lizerine olan etkileri nedeniyle ovulasyonla iligkilendirilmislerdir. Daha yakin
zamanda, prostaglandin sentezi ve progesteron aksiyonu inhibitorleri, folikiillerin in vitro
rliptiire olmasin1 engellemek i¢in kullanilmistir. Bu molekiillerin rolleriyle ilgili belirsizlik,
PR ve PSG-2 ekspresyonunun LH tarafindan selektif olarak preovulatuar folikiiller igerisinde
indiiklendigi caligsmalarla ve PR, PGS-2 ve C-EBPB eksikligi bulunan genetik olarak mutant
farenin anovulatuar yapisi ortaya konularak giderilmistir. Ek olarak, hiicre siklus diizenleyici
molekiil (Cyclin D2) eksikligi bulunan farelerde de ovulasyon gézlenmemistir (63,64).

Cesitli hayvan deneylerinde gosterildigi gibi, oositin fiziksel atilimi folikiil i¢indeki
prostaglandin sentezinin ovulasyon Oncesi ani yiikselmesine baglidir. Prostaglandin sentezinin
engellenmesi, oositin hapsedildigi bir KL olusturur. Hem prostaglandinler hem de
gonadotropinlerin siklus ortasinda yiikselmesinin, plazminojenin plazmine c¢evrilmesi gibi
lokal proteazlarin aktivasyonunu ve konsantrasyonunu artirdigi diisiiniilmektedir. Hiicreler
arasindaki gap tipi baglantilarin biitiinligliniin kaybolmas: ve elastik liflerin bozulmasi
sonucu ani antral sivi1 birikimi olur ve ardindan folikiilii ¢evreleyen zayiflamis doku zarinin

rliptiirii gerceklesir (66).

Ovulasyonun Morfolojik Ozellikleri

Memelilerde ovulasyon, ovaryum yiizeyindeki saglikli dokunun fiziksel
disintegrasyonunu gerektiren biyolojik bir olaydir. Olgun ovaryan folikiil, G protein-reseptor
ikilisi ile reaksiyona giren hipofizer gonadotropinlerle uyarildiginda, ovaryum yiizeyinde
dagilma baglar (G protein reseptorleri graniiloza ve teka interna hiicrelerinin plazma
membranlarinda yer alir). Gonadotropik uyarima molekiiler cevabin hizli olduguna dair pek
cok kanit mevcuttur (64). Bu biyokimyasal degisiklikler sadece folikiil duvarinda degil,
folikiilii tamamen cevreleyen dokuda da gozlenir. Genellikle folikiiliin riiptiir alani,
morfolojik olarak folikiiliin en zayif bolgesi olan tepe kismidir. Tavsanlarda ovulatuvar islem
yaklasik 10 saat gerektirir. Ik birkac saatin sonunda folikiiliin makroskopik gériiniimiinde
hicbir degisiklik gdzlenmez. Ancak dordiincii saatin sonunda folikiil kizarmaya baslar. Clinkii
folikiil duvarindaki kapilerler dilate olur ve doku hiperemik hale gelir. Folikiil duvari

tamamen parcalanmadan birkag saat onceye kadar baska morfolojik belirti goriilmez. Riiptiir
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zamani yaklasinca, olgun folikiiliin apeksi ovaryum yiizeyinden oldukc¢a yiiksek bir ¢ikinti
haline gelir ve folikiil duvar1 kademeli olarak incelir. Sonugta, riiptiirden birka¢ dakika once
folikiiliin apikali biiylik oranda seffaf hale gelir ve balonlagarak stigma yapisin1 (Resim 1)
olusturur. Folikiil genellikle stigma olustuktan sonra, birka¢ dakika icerisinde riiptiire olur.
Ovulasyon, kiimiiliis-oosit kompleksi genislediginde ya da atildiginda tamamlanir. Genellikle,
folikiil duvar yirtildiktan 1-2 saat sonra gergeklesir. Bununla birlikte oosit saliniminin pasif
oldugu diisiiniiliir. Ciinki kiimiiliis-oosit kompleksi tarafindan {iretilen matriks olan
hyaluronan, yumurta salinimi i¢in énemli bir maddedir. Kiimiiliis-oosit kompleksi ve onu
cevreleyen matriksin mural granuloza hiicreleriyle birlikte folikiiler riiptiire yardimci oldugu,
bunu da matrikse baglh proteazlarla ya da matriksin kendi molekiilleriyle gerceklestirdigi
diistintiliir. Bu matriks ayrica kiimiiliis-oosit kompleksinin oviduktta goriiniir olmasina da

yardimci olur (67).

Stigma

A B

Resim 1. Ovulasyon donemindeki bir ovaryuma ait stigma goriintiisii. A- X1, B-X22.4.
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OVARIYAN SiKLUSUN HORMONAL DUZENLENMESI

Her menstriiel siklusta, ovaryum siklik degisikliklere ugrar ve folikiiler fazdan luteal
faza gecer. iki faz birbirinden ovulasyon ile ayrilir (Sekil 2). Folikiiler fazin baslangicinda 10-
20 adet preantral folikiil FSH ve LH etkisiyle gelismeye baslar (16,30,41). Siklusun ilk 8-10.
giinlerinde folikiil biiylimesini etkileyen baslica hormon FSH’tir. FSH teka ve graniiloza
hiicrelerini uyararak folikiiler liimene Gstrojen sentezlemelerini saglar. Yiiksek seviyelerdeki
FSH’nin, erken antral folikiillere ait graniiloza hiicrelerinin boliinme ve farklilasmalarinin
tamamlamalarina izin vererek, folikiillerin hayatta kalabilmelerini sagladigi goriilmektedir.
Boylece, s6z konusu folikiiller LH’a cevap olarak liiteinize olma potansiyeli kazanirlar (33).

Ileri folikiiler fazda, ovulasyondan 6nce LH’mn etkisi altinda progesteron artmaya
baslar. Folikiil limeninde dstrojen birikmeye baglar. Sonunda 6yle bir degere ulasir ki, folikiil
siirekli biiyiime ve gelisme icin FSH’dan bagimsiz hale gelir. Ostrojen seviyesi
adenohipofizden FSH salinimini inhibe eder. FSH’dan bagimsiz asamaya ulasamayan
folikiiller dejenere olur. Hormonal olarak kontrol edilen gelisim sonucunda sadece bir folikiil
tam olarak mature olur ve ovaryumdan salinir. LH’ nin pik seviyesi ovulasyonu baslatirken,
FSH daha az oranda yiikselir (33).

LH, ovulasyona gidecek dominant folikiiliin steroidojenik fonksiyonu i¢in menstriiel
siklusun ortasinda salinir. Bu, folikiil tarafindan Ostrojen {iretimi icin iki hiicre, iki
gonadotropin modeli ile agiklanir (33). Teka interna hiicreleri LH reseptdrleri igerir ve artan
LH’ya cevap olarak androjen iiretimini artirir. Bunun yaninda graniiloza hiicreleri FSH
reseptorii bulundurur ve FSH’ya cevap olarak androjen-Gstrojen doniisiimiinii artirir.
Dolasimdaki ostradiol seviyesinin artmasi, hipotalamik-hipofizer aks gibi hedef organlarda
siklusun ortasindaki gonadotropin salmimini saglayarak olgun folikiilde periovulatuar
olaylara neden olur. Bununla birlikte, primatlarda gelisen folikiilde LH’ nin vital rol oynayip
oynamadigi netlik kazanmamaistir (68).

Ovulasyonun ardindan luteal faz baglar ve graniiloza ve tekal hiicreler KL olusturmak
tizere hizl1 bir morfolojik transformasyona ugrar. KL, dstrojen ve biilylik oranda progesteron
salgilar. Bu iki hormonun etkisiyle (daha c¢ok progesteron olmak iizere) endometrium
sekretuvar faza girer. Bu faz, fertilize olmus yumurtanin implantasyonu i¢in hazirlik fazidir.
Menstriiel siklus boyunca LH, KL’un gelismesi ve siirekliliginden sorumlu goriiliir.
Fertilizasyon olmazsa, hormon seviyesi diiser ve KL birka¢ giin i¢inde dejenere olur.

Fertilizasyon olursa KL progesteron ve Ostrojenleri salgilamaya devam eder. hCG, fetiis

13



tarafindan daha sonra da plasenta tarafindan salgilanarak KL’ u uyarir ve gebelik boyunca
siirekliliginden sorumludur (33).

LH’nin preovulatuvar donemdeki salininmindan once ovaryumda iiretilen baglica
hormon 6strojendir. LH ile birlikte teka ve graniiloza hiicrelerinin liiteinize olmas1 sonucunda

her iki hiicreden de salinan temel hormon artik progesterondur (68).

LH

Onvulasyon
o RN (EEEEE
Folkcller faz Luteal faz
A
OVULASYON

Sekil 2. Ovarian siklus boyunca ovaryumda gozlenen degisiklikler ve hormonal durum
(66).
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OSTRUS SIiKLUSU

Farelerde genital siklus (6strus siklusu) post-natal 28-42. giinlerde (16,51,69) vajinal
acikligin gozlenmesiyle, vajinal smear yontemi kullanilarak takip edilebilir. Yaklagik 4-5 giin
siirer (69-71).

Fare ve ratlarda, insanlardakine benzer olarak, genital siklus c¢esitli hormonlar ile
kontrol edilir. Ostrus siklusu, prodstrus (P), dstrus (O), metdstrus (M)ve didstrus (D) olmak
lizere baslica 4 fazdan olusur. Prodstrus fazi 12 saat, Ostrus fazi 12-24 saat, metdstrus fazi 6-8
saat, diostrus fazi ise 52-60 saat siirer (32,72,73). Yaklasik iki giin stiren didstrus fazi boyunca
smearde farkli hiicreler gozlendiginden, diostrus 1 (D1) ve didstrus 2 (D2) olmak iizere iki alt
faza ayrilir. Siklusun diizenliligi, aydinlik-karanlik siklusunun kontrolii altindadir (74,75).
Deney hayvanlar1 laboratuvarlarinda 12 saat aydinlik (L): 12 saat karanlik (D) uygulamasi

yapilir. Bu uygulamaya gore fazlar ve siireleri Sekil 3 ‘de gosterilmistir.

Sekil 3. Ostrus siklusu fazlarma ait siireler. L:Ay@mhk siklus 12 saat (7:00-19:00), D:
Karanlik siklus 12 saat (19:00-7:00). P: proostrus, O: ostrus, M: metostrus, D1: diostrus
1, D2: diostrus 2.

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin siklik degisimleri vajinal epitelin
histolojik goriinlimiinde belirgin degisiklikler meydana getirir. Prolaktin, LH ve FSH
prodstrus fazimin aksam saatlerinde yiikselmeye baglar. Ostradiol seviyesi metdstrusta
artmaya baslar, prodstrus fazinda pik yapar ve Ostrus fazinda tekrar bazal seviyeye ulasir.
Progesteron sekresyonu metostrus ve didstrus fazlar siiresince yiiksektir, didstrusun ardindan
azalir. Progesteron degeri ikinci pik seviyesine prodstrus fazinin sonunda ulasir (74,75). Bu
hormonal etki ile prodstrus ve Ostrus fazinda ovaryumda folikiil gelisimi, Ostrus fazinin
ortalarinda ovulasyon, metdstrus fazinda KL olusumu gerceklesir. Didstrus fazi ise dinlenme
fazidir (32, 76).

Ik defa 1917°de Stockard ve Papanicolou tarafindan, guinea pig’lerde baslayan dstrus
siklusu caligmalarindan bugiine kadar, farklt memeli tiirlerinde Ostrus agamalarini belirlemek

icin kabul edilen yontem ‘vajinal smear’dir (73). Bu yontem, vajinal duvardan siiriintii
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alinmasi ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar iizerinde, her bir faz ile ilintili
hiicre tiplerinin (epiteliyal hiicre, kornifiye hiicre, lokositler) histolojik olarak taninmasi
esasina dayanir. Ostrus siklusu fazlarina ait hiicre dagilimlar1 ve smear yogunlugu Tablo 1°de
(70) gosterilmektedir. Bu yontem canli hayatta iken, tekrarlayan sikluslara ait gozlemler i¢in
giivenilir bir kayit saglar. Ayrica hayvanlarda ovulasyon zamani, kizginlik doénemi
(davranigsal 6strus) ve gebeligin tespiti i¢in de kullanilan pratik bir yontemdir (32,74,77,78).
Laboratuar hayvanlarindan sik smear alinmasi ise bazi dezavantajlar dogurabilir.
Kastre edilmis ve normal ratlarda, pamuk ¢ubuklar kullanilarak sik sik alinan smearlerde
kornifiye hiicrelerin ya da Ostrus benzeri smearlerin normalden fazla sayida gozlendigi
bildirilmistir (79). Sik smear almak vajinal epitelde kornifikasyona neden olmaktadir. Ayrica
ozellikle ostrus fazinda smear almak, yalanci gebeligi indiikleyerek, uzun sikluslarin

gbzlenmesine de neden olabilir (32,69,72).

VAJINA

Genital kanalin higbir pargasi, dstrus siklusu boyunca, vajina epitelinden daha fazla
degisiklige ugramaz (33).

Proostrusta, epitel iic tabakadan olusur (80). Dis tabaka, az ya da ¢ok mukus igeren,
piknotik niikleuslu hiicrelerden olusur. Bunun altinda yer alan stratum graniilozum, Gstrus
fazinin  baslamasiyla birlikte stratum korneuma doniisiir. Ugiincii tabaka stratum
germinativum’dur. Yaklagik yedi hiicre tabakasi kalinligindadir. Prodstrus siiresince ve erken
Ostrusta dis tabaka liimene dokiiliir ve karakteristik niikleuslu hiicre smeari verir. ileri
proostrus ve devaminda Ostrus hiicreleri kornifiye tabakadan ayrilirlar. Metostrusun baglamasi
tiim tabakanin dokiilmesiyle karakterizedir. Vajinal smearde de kornifiye hiicre miktar1 artar.
Diostrus-1’de niikleuslu hiicre miktar1 artar. Bu, dokiilme isleminin sonlandigini gosterir.
Stratum germinativumun birkag¢ siiperfacial tabakasinda ise siddetli lokosit infiltrasyonu
gozlenir. Smearde de olduk¢a fazla goriliir. Siiperfacial tabakanin delaminasyonunun
sonucunda didstrustaki vajina epiteli sadece bir hiicre tabakasi igerir. Didstrus 2’de stratum
germinativumda aktif biiylime baglar ve proostrus ile birlikte stratum graniilozum yiizeyin

altinda pek cok hiicre tabakasi igerir ve boylece siklus tamamlanir (72,73,80).
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Tablo 1. Vajinal smeardeki hiicre morfolojisi ile ostrus siklus safhalarimin siniflandirilmasi (70).

Hiicre tipi®

Siklus Niikleuslu Kornifiye Smear
Sathasi Lokositler Epitel Epitel Yogunlugu
Diostrus- +/++ + 0/+ Ince
Proostrus (Predominant) Iyi gelismis
(DP)
Prodstrus 0/+ +/+++ 0/+ Orta
(P) Sik dejenere Iyi gelismis
(Predominant)
Proostrus- 0 +/++ ++ [+ Orta
Ostrus (PE) (Predominant)
Ostrus 0 0 =+ /
Ortadan
Goreceli olarak siddetliye
kiigiik hiicreler
(Predominant)
Metdstrus 0 /++ 0 +/+++
Ortadan
M) Ostrustakinden siddetliye
daha genis,
daha diiz ve daha
kiimelenmis (6bek)
Diostrus 1 ++ / +++ ++ / +++ +/++
Ortadan
(D) (Predominant) Cogunlukla siddetliye
diizensiz sekilli
ve vakuollii
Didstrus 2 + dan +++ ya + 0 Ince
(D2) (Predominant) Cogunlukla

diizensiz sekilli
ve vakuollii

“Hiicre yogunlugu: 0 = yok, + = az, ++ : orta yogunlukta, +++ : siddetli.
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SUPEROVULASYON YONTEMI

Multifolikiilasyon ve siiperovulasyonun temel amaci belirlenen bir zamanda bir
hayvandan elde edilen kullanilabilir oosit ya da embriyolarin sayisim1 artirmak olarak
belirtilmektedir (35). Reprodiiktif biyoteknolojik uygulamalardan bir¢ogunun ilk asamasi
hayvanlarin siiperovulasyona sevkedilmesi ile baslar. Ovum pick up (OPU), in vitro embriyo
iiretimi (IVEP), intrauterin tohumlama (IUI), gamet intrafallopian transfer (GIFT), oosit ya da
in vitro embriyolarinin dondurulmasi, embriyo transferi, gamet fizyolojisinin arastirilmasi
veya sexing calismalari, pronuklear DNA mikroenjeksiyonu, intra sitoplazmik sperm
injection (ICSI) gibi gamet manipulasyonlar1 i¢in ihtiya¢ duyulan ¢ok sayida oosit ya da
embriyolar siiperovulasyonun basarilmasiyla gerceklestirilebilmektedir (81,82). Bu amagla
ekzojen gonadotropinler bir¢ok laboratuvar hayvam ile evcil hayvanlarda ovulasyonun
uyarilmasinda basariyla kullanilmaktadir.

Multifolikiilasyon ve siiperovulasyonu saglamak amaciyla hipofiz kokenli
gonadotropinler FSH, LH ve HMG (Human Menopausal Gonadotrophin), plasental kokenli
gonadotropinler PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) ve hCG (Human Chorionic
Gonadotrophin), pituitar extrat ve GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) preparatlari ile
Clomiphene citrate, Difenil-ilen tiirevleri gibi bazi sentetik preparatlar kullanilmaktadir.
Treloar ve ark. sliperovulasyon uygulanmis disilerden elde edilen embriyo sayisinin bireyler
arasinda degisiklik gosterdigini belirtmislerdir (83).

Fare, ireme tibb1, genetik ve toksikolojide iyi bilinen bir hayvan modelidir. Fare igin
stiperovulasyon protokolii basarili bir sekilde uygulanmaktadir ve pek ¢ok faktor tarafindan
etkilendigi bilinmektedir. En 6nemli faktorler arasinda yas ve soy gelmektedir. Genellikle 3-6
haftalik disilerden maksimum sayida yumurta elde edilmektedir. Fare soylar1 iki kategoriye
ayrilir; yiiksek seviyede yanit verenler (30-50 yumurta/fare), diisilk seviyede yanit verenler
(<15 yumurta/fare). C57BL/6J, BALB/cByJ ve SJL/J soylarn yiiksek seviyede ovulatuvar
iken, A/J, C57/L ve 129/] diisiik seviyede ovulatuvar soylardir (84).

Ostrus siklusu fazlar1 dikkate alinmaksizin yapilan hormon uygulamalarmin farelerde
ovulasyon orani ve kalitesi agisindan farklilik yaratmadigi ispatlanmistir (85). 5 ITU PMSG ve
hCG kullanilan siiperovulasyon protokolii ile ovulasyon hCG uygulamasindan yaklasik 11-14
saat sonra gerceklesir (80,81,85,86).
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IYONIZAN RADYASYON INDUKSIYONUYLA GELISEN
FOLIKULER ATREZIi

Iyonizan radyasyonlar, radyoizotoplarin pargalanmasi ile olusan alfa (o), beta (B),
gamma (y) 1sinlar, ndtronlar ve yapay olarak olusturulan ise X 1sinidir. Bu radyasyonlar ile
iyonizasyon sonucunda hiicre i¢inde ya da ¢evresinde olusan primer lezyon pek ¢ok organelin
hasarlanmas1 seklinde gerceklesir. Radyolezyonlar niikleus ya da sitoplazmada meydana gelir
ve belirli bir kismi1 tamir edilebilir. Ancak, radyasyon hasarinin en 6nemli sonucu olan
kromozom kirilmalari, hiicre 6limii ya da genetik degisiklige neden olmaktadir (14) .

Iyonize radyasyon cesitli hiicresel lezyonlar1 artirir. Bunlar genellikle DNA ve
membran hasarlarindan olugmaktadir. DNA hasari, sinyal iletim yolaklarin1 koordine edip
hiicre siklusunu duraksatir. Strese cevap olusturarak DNA tamir proseslerini baslatir (87,88).

Radyasyon, DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusturur ve mitokondriyal apoptotik yolagi
baslatici rol oynar (8). Ayrica, diger yolaklar da (hiicresel membranda seramid olusumu gibi)
iyonize radyasyon maruziyeti sonrasinda apoptozisi baslatabilir (89, 29).

Isinlama anindaki fiziksel kosullar (doz araligi, radyasyon tipi ve kalitesi, akut ya da
fraksiyonel olusu, hormonal durum, oksijen tansiyonu, sicaklik, vb.) hiicrenin radyasyona
cevabin1 biiyiik Olciide etkiler. Bu yiizden tek basma radyosensitivite terimi anlamli
bulunmamaktadir. Etkiyi Olgecek biyokimyasal degisiklikler, morfolojik etkiler, iireme
kapasitesi ve genetik etkiler gibi kriterler de 6nem tagimaktadir (14).

Folikiiler atrezi baslangicinin en 6nemli belirtisi graniiloza hiicrelerindeki apoptozistir.
Biyokimyasal olarak interniikleozomal DNA fragmantasyonu, morfolojik olarak ise hiicre
biizlismesi ve apoptotik cisimlerin olusumuyla karakterize edilir. Graniiloza hiicre
apoptozisinde rol alan apoptotik uyarim ve hiicre ig¢i sinyal iletim yolaklar1 hala
arastirilmaktadir (88).

Radyasyon indiiksiyonu ile mitokondrilerden sitokrom C salinimi baglar ve intrinsik
apoptotik yolak harekete gecirilir. Ardindan, kaspaz 3 ve 9 aktive edilir (8). Farkli apoptotik
uyaranlara cevap olarak pek ¢ok bilesik mitokondriyal apoptotik yolagi aktive edebilirken,
kaspaz 2 mitokondriyal aktivasyon yoluyla DNA hasariyla indiiklenen apoptozisi baglatan
esas protein olarak diisiintilmektedir (89).

Sitotoksik stres ile indiiklenen apoptoziste kaspaz 2’ye gerek duyulmaktadir. Iyonizan
radyasyon gibi uyaranlara maruziyetin hemen ardindan aktive oldugu gézlenmistir. Bununla

birlikte, prokaspaz 2, niikleustaki tek prokaspazdir ve mitokondriyal apoptotik yolag
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baslatabilmektedir. Bu goriis ile direkt olarak DNA ¢ift zincir kiriklarinin kaspaz 2’yi aktive
ettigi diisliniilebilir (89).

Tiimor supresor proteini p53 iyonize radyasyon gibi DNA hasar1 olusturan cesitli
ajanlara cevap olarak aktiflesen bir niikleer fosfoproteindir. p53 ekspresyonu DNA hasari
uyarimiyla artar ve c¢esitli genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Bdylece, mitokondriyal
hasar olusur ve p53 baglantili sinyal mekanizmasi1 harekete gecer. Ayrica p53, hiicre siklusu
ilerlemesindeki 6nemli kontrol noktalar1 kadar apoptozis indiiksiyonu icin de gerekli
goriilmektedir. DNA’ya baglanarak ve siklin bagimli kinaz inhibitoér p21°i transaktive ederek
hiicre siklusunun kontroliinde 6nemli rol oynar (91).

p53’iin baglica atretik folikiillerden eksprese oldugu ve apoptozis baskilayict genlerin
(bcl2) ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (92). Radyasyon ve kemoterapiye cevap olarak
p53, apoptozis ve hiicre siklusunda duraksamaya aracilik eder. p21, p53°ln direkt
transkripsiyonel hedefidir ve DNA hasartyla gii¢lii bir sekilde uyarilir. DNA hasari, p53
ekspresyonunu arttirir ve niikleusa tasinmasini hizlandirir. Sonugta, pek cok genin aktive
olmasiyla hiicre ya apoptozise ugrar ya da hiicre siklusu duraksar. Genellikle iyilesme
gozlenmez. p21 ekspresyonu p53 bagimli ve bagimsiz olarak transkripsiyona ugrayabilir.
p21’°in proapoptotik ve antiapoptotik etkileri spesifik hiicresel yapiya bagimlidir (93).

Ovaryumda FSH, kit-kit ligand etkilesimi, epidermal biiyiime faktorii, fibroblast
biiylime faktorii ve siklik guanozin 3°5’-monofosfat gibi spesifik diizenleyiciler folikiillerin
hayatta kalmasini ve apoptozisini kontrol etmektedir. DNA c¢ift zincir kiriklar1 i¢in tamir
sistemlerinin yetersiz olmasi1 nedeniyle kromozom kiriklar1 sonucunda radyasyonun ardindan

oosit kayb1 gézlenmektedir (29).

Folikiil Atrezisinin Intraovaryan Hormonal Kontrolii

Degisik peptid ve steroid hormonlarin folikiil atrezisinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynadiklart agiktir. Folikiil hiicrelerinin temel iiriinleri, ovaryan steroidler ve inhibin
protein ailesi, apoptozun diizenleyicileridir. Benzer sekilde, iizerinde daha az caligilan IL-6 ve
GnRH-benzeri peptidler de intraovaryan diizenleyici roller oynayabilirler. Ayrica, birgok
ovaryan biiytime faktorleri de folikiil atrezisinin 6nemli diizenleyicileridir. Rat preovulatuar
folikiillerini kullanan ¢alismalar temel alinarak, folikiil apoptozunun, bu biiylime faktérlerini
de igeren intraovarian hormonal mekanizmalar yardimiyla diizenlenmesi i¢in bir model

Onerilebilir.
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Graniiloza hiicreleri; ratlarda apoptotik hiicre Oliimiiniin 6zel bdlgesi (alani)
oldugundan, bu hiicre tliriinde endokrin ve parakrin sinyaller apoptozu diizenleyecek bigimde
birlesmelidirler. Bununla birlikte, kiiltiire edilmis graniiloza hiicrelerinin kullanildig:
calismalar, FSH, LH/hCG ve insulin biiylime faktorii I (IGF-I) tedavilerinin kiiltiire edilmis
folikiiller {izerindeki apoptoz baskilayici faaliyetlerine ragmen, spontan apoptozun
Onlenmesinde etkisiz kaldiklarim1 ortaya koymustur. FSH reseptorleri 6zellikle graniiloza
hiicrelerinde bulundugundan, bu bulgular komsu tekal hiicrelerin 6nemli rol oynadiklarini
onermektedir (93). FSH veya LH, graniiloza hiicrelerinde endotelial biiyiime faktorii (EGF)
veya transforme edici biiyiime faktorii o (TGFa) salgilanmasini artiran tekal hiicre uyaricilart
olarak calisabilirler. Daha sonra, bu biliylime faktorleri apoptozu engellemek i¢in graniiloza
hiicrelerine difiiz olabilirler. Roy ve Greenwald (94), bir hamster folikiil kiiltiirii modeli
kullandiklar1 ¢alismalarinda, miirin EGF antikorlariyla tedavinin FSH yoluyla folikiil DNA
sentezi uyarimini Onledigini ortaya koymuslardir. bFGF graniiloza hiicreleri tarafindan
iiretildiginden, TGFa. mRNA’larin kiiltiire edilmis rat graniiloza hiicrelerinde bulunduguna
dayanarak (95), bu peptidlerin de folikiil apoptozunun diizenlenmesinde otokrin bir rol

oynadiklar1 sdylenebilir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanmizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde {iretilen,
6-7 haftalik, agirliklar1 25-30 g arasinda degisen 50 adet disi Balb/c tiirii fare kullanildi. Tiim
denekler, deney siiresi boyunca optimum laboratuvar kosullart (22+1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda (07.00/19.00)) altinda, giinliik icme suyu ve %21 ham protein
iceren pelet yemlerle (Purina) beslendi.
Calisma igin Trakya Universitesi Etik Kurulu’ndan (Ek) 14.12.2006 tarihinde onay
alindi.
Ostrus siklusu ve ovulasyon orani gibi parametrelerin deney hayvanlarinda bireysel
farkliliklar gostermesi nedeni ile tiim gruplara ait denekler rastgele segildi.
Deney gruplari; 1-Kontrol (n=6),
2-Radyasyon-Sham (n=6),
3-Radyasyon I (n=8),
4-Radyasyon II (n=8)
5-Siiperovulasyon (n=6),
6-Radyasyon-+Siiperovulasyon I (n=8),
7-Radyasyon+Siiperovulasyon II (n=8) seklinde olusturuldu.
Ilk dort grup spontan ovulasyon gruplari, son ii¢ grup ise siiperovulasyon gruplari
olarak ayrilip, uygulamalar gergeklestirildi. Ostrus siklusu takibi yaparken, yalanci gebelik ve
anostrus (dlizensiz) sikluslar1 engellemek amaciyla, fareler ikiserli olarak kafeslendi

(70,96,97). iki giinliik adaptasyon siiresinin ardindan, ii¢ siklusu tamamlayana kadar vajinal
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smear takibi yapildi. Bu silirenin sonunda 4-5 giinliik 6strus siklusu gosterip, fazlar1 diizenli
devam eden denekler deneye dahil edildi.

Radyasyon hasari olusturmak amaciyla Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dali’nda, radyasyon gruplarindaki her bir denek, didstrus fazindan-
prodstrus fazina gecis doneminde intraperitoneal (i.p.) yoldan, 50 mg/kg Ketamin HCI (10 ml
Flakon, Sigma-USA), 5 mg/kg Xylazine HCl (50 ml Flakon, Sigma-USA) ile anestezi
saglandiktan sonra supin (sirtiistii) pozisyonunda sabitlendi. Kaynak-cilt mesafesi 65 cm
olmak {iizere 1,5 cm derinlikte doz hesaplanarak, belirlenen alana Cis-Bio marka Cirus
Kobalt-60 teleterapi cihazi ile tek fraksiyonda 330.63 cGy/dk doz hizinda tiim viicut 7.2 Gy
151n uygulanda.

Radyasyon-sham grubu deneklere ketamin/xylazin anestezi uygulandi ve radyasyon
uygulanmaksizin 1sinlama siiresi boyunca sabitlenerek bekletildi.

Spontan ovulasyon donemlerinin ve radyasyon uygulama zamanlariin tespit
edilmesinde, ayrica radyasyonun ardindan oosit elde etme zamanina kadar olan siirede, Ostrus
siklusundaki degisimleri gozleyebilmek amaciyla vajinal smear yonteminden yararlanildi.
Deney siiresince her giin, sabah 9:00°da bir kez smear alinmak suretiyle, dstrus fazlar takip
edildi. Ovulasyonun gergeklestigi, Ostrus fazindan metdstrus fazina gecis doneminin
belirlenmesi ic¢in; sabah smearde Ostrus fazi tespit edilen deneklerden aksam saat 20:00°da
tekrar smear alinarak ovulasyon zamam teyit edildi. Vajinal smear yoOntemi asagida
aciklandig sekilde gerceklestirildi:

Deneklerin vulva bolgesi %70 etil alkolle (Merck) silindikten sonra, steril tahta
cubuklarin pamukla kaplanmis ug¢ kisimlar1 nemlendirildi. Vajina igerisinden, nazikge siiriintii
almip, lam iizerine yayildi. Oda sicakliginda kuruyan smearlere %70 metanol (Merck)
uygulanip, yine oda sicaklifinda kurutularak fiksasyon saglandi. %]1’°lik Toluidin mavisi
(Sigma-USA) ile 5 dakika boyanan preparatlar distile su ile yikanip kurutulduktan sonra
Kanada balsami (Fluka-Almanya) ile kapatildi (98,99). Fazlara ait fotograflarin ¢ekimi igin,
CX31 Olympus marka 151k mikroskobu ve C-5060 Olympus marka kamera kullanildi.
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OVULASYON ORANI VE MORFOLOJIK INCELEME iCiN OOSITLERIN
ELDE EDILMESI

Spontan Ovulasyon Doneminde Oositlerin Elde Edilmesi

Kontrol ve sham gruplarinda, sabah smearde 6strus fazi gézlenen deneklerden aksam
yaklagik saat 20:00°da tekrar smear alinarak, metOstrusa gecis doneminde ovulasyonun
gerceklestigi tespit edildi.

Metostrusa gecis doneminde servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen hayvanlarin
ovaryum-tuba uterina kompleksleri ¢ikarildi ve Olympus SZX7 stereo mikroskop altinda
incelendikten sonra birbirinden ayrildi. Isik mikroskopik inceleme i¢in ovaryumlar Bouin
soliisyonuna alindi.

Bu donemde, genisleyip belirgin hale gelen tuba uterinalarin ampulla bdlgeleri
patlatilarak, oositler elde edildi. Morfolojik inceleme ve sayim islemleri stereo mikroskop
yardimiyla gerceklestirildi. Fotograflar C-5060 Olympus marka kamera ile ¢ekildi.

Radyasyon I ve II grubu deneklerde didstrus fazindan proostrus fazina gecis
doneminde, 50mg /kg ketamin + 5 mg/kg xylazin anestezisi altinda, 7.2 Gy tek doz, tiim
viicut gamma radyasyon uygulamasi yapildi. Radyasyon I grubunda, radyasyon uygulamasini
takip eden ilk Ostrus fazinda, radyasyon II grubunda ise, ikinci Ostrus fazinda oositler elde

edildi. Bu gruplara ait deney semasi Sekil 4’te gosterildi.

20:00 20:00
§o 0 n Holo

2. Oosit
toplama

toplama

Smear D2 [ o) D.1 D2 ) )

Sekil 4. Radyasyon I ve II gruplarmna ait deney semasi. RT: Radyasyon, L:Aydinhk;
sabah 7.00-aksam 19.00, D:Karanlik periyod; aksam 19.00-sabah 7.00. P: prodstrus, O:
ostrus, M: metostrus, D1: diostrus 1, D2: diostrus 2. 1. oosit toplama radyasyon I
grubuna ait deneklerin, 2. oosit toplama ise radyasyon Il grubuna ait deneklerin
sakrifikasyon zamanlarini ifade etmektedir.
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Radyasyon I ve II gruplarinda denekler, vajinal smear ile belirlenen ovulasyon
zamanlarinda (6strus fazindan metostrus fazina gecis doneminde) sakrifiye edildi. Ovaryum
ve tuba uterinalari stereo mikroskopta incelendikten sonra birbirinden ayrildi. Ovaryumlar 151k
mikroskopik inceleme i¢in Bouin soliisyonuna alindi.

Tuba uterinalarin ampulla bolgeleri patlatilarak oosit-kiimiiliis kompleksleri elde

edildi. Morfolojik olarak degerlendirilip, sayilan oositler fotograflandirildi.

Siiperovulasyon Gruplarinda Oositlerin Elde Edilmesi

Siiperovulasyon gruplarindada, ekzojen hormonlar yardimiyla ovaryum indiiksiyonu

olusturuldu. Bu gruplara ait deney semasi1 Sekil 5.’te verildi.

18:00 18:00 0700 1800 1@00 0700

" B B B B B B

1. Oosit 2. Oosit
79 G
é?f toplamna toplama

'
PMSG.1 hCG.1 PMSG.2 hek2

Sekil 5. Radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarina ait deney semasi. RT: Radyasyon,
L:Aydinlik; sabah 7.00-aksam 19.00, D:Karanhk periyod; aksam 19.00-sabah7.00. P:
proostrus, O: ostrus, M: metostrus, D1: diostrus 1, D2: diostrus 2. PMSG.1, hCG.1:
RT+Siiperov. I grubuna ait uygulama, PMSG.2, hCG.2: RT+Siiperov. II grubuna ait
uygulama.

Stiperovulasyon grubunda, folikiil gelisimini uyarmasi amaciyla, FSH etkisine sahip
Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG, Sigma-USA), ovulasyonu uyarmasi amaciyla da
LH etkisine sahip Human Chorionic Gonadotropin (hCG, Sigma-USA) kullanildi. Bu gruba
ait her bir denege, Ostrus fazi dikkate alinmaksizin saat 18:00’da 50 / ml IU olacak sekilde
serum fizyolojik (SF) ile diliie edilen PMSG intraperitoneal (ip) yoldan 5 TU uygulandi. 48
saat sonra yine 50 IU / ml olacak sekilde SF ile diliie edilen hCG, ip yoldan 5 IU uygulandi.

Yaklasik 13 saat sonra denekler sakrifiye edilerek, oositler elde edildi..

Radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarinda tiim denekler, vajinal smear ile tespit

edilen, didstrus fazindan proostrus fazina gecis doneminde, 50 mg /kg ketamin + 5 mg/kg
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xylazin anestezisi altinda, 7.2 Gy tek doz, tiim viicut gamma radyasyon ile 1sinlandi.
Radyasyon uygulamasini takip eden ilk prodstrus fazinda radyasyon-+siiperovulasyon I, ikinci
proostrus fazinda radyasyon-+siiperovulasyon II grubuna siiperovulasyon protokolii uygulanda.

Oositlerin eldesi i¢in hCG’den 13 saat sonra denekler sakrifiye edildi.

Ovaryum ve tuba uterinalar, stereo mikroskopta incelendikten sonra birbirinden
ayrildi. Ovaryumlar, 1s1k mikroskopik inceleme i¢in Bouin soliisyonuna alindi. Oositlerin
toplanabilmesi i¢in, tuba uterinalarin ampulla bdlgeleri stereo mikroskop altinda patlatildi.

Oosit-kumulus kompleksleri morfolojik olarak degerlendirilip, oosit sayilar1 kayit edildi.

Oositlerin olgunlugu polar cisimcigin incelenmesine gore yapildi. Polar cisimcigin
saptanmas1 oositin Metafaz Il (MII) déneminde oldugunu ortaya koydu. Polar cisimcigin
olmadig1 durumlarda oositin sitoplazmasindaki degisiklikler incelendi. Germinal vezikiil
(GV) goriildiigi durumlarda GV oosit olarak kabul edildi. GV goriilmedigi durumlarda ise
Metafaz I (MI) oosit olarak kabul edildi.

Siiperovulasyon gruplarindaki oosit-kiimiiliis kompleksleri, in vitro fertilizasyon
uygulamalarinda kabul goren, Wolf ve arkadaslarinin oosit morfolojisi icin inceleme

sistemine (Tablo 2) gore degerlendirildi (82). Bu sisteme gore;
1. derece (A) olarak siiflanan kumulus-oosit kompleksleri; olgunlagmamus,

2. derece (B) olarak siniflanan kumulus-oosit kompleksleri; olgunluga yakin ya da

olgunluk 6ncesi oositler,
3. derece (C) olarak siniflanan kumulus-oosit kompleksleri; olgun,
4. derece (D) olarak siniflanan kumulus-oosit kompleksleri; dejenere

olarak kabul edildi.

Tablo 2. Wolf ve arkadaslarinin oosit-kumulus kompleksi icin inceleme sistemi (82).

1. Derece | Seyrek ya da bulunmayan kumulus ooforus hiicreleri ve 1-3 tabaka korona radiata
(A) hiicreleri.

2. Derece | Yogun kumulus ooforus hiicreleri ve siki paketlenmis korona radiata hiicreleri.

(B)
3. Derece | Genislemis, yumak seklinde kumulus ooforus hiicreleri ve genislemis korona
©) hiicreleri.

4. Derece | Genislemis, seyrek kumulus ooforus hiicreleri ve genislemis, genellikle kismen yok
(D) olmus korona radiata hiicreleri.
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Oosit sayis1 / denek sayis1 orani ile, her gruba ait ‘ovulasyon oranlar1’ elde edildi.

Tiim deney siiresi boyunca agirlik takibi yapilan deneklerin, deney sonunda ovaryum
agirliklart olgtilerek, her bir grup i¢in ortalama ovaryum agirligr (mg)/100 g viicut agirlig
hesaplandi.

Tiim deneklere ait ovaryumlarin, en (mm) x boy (mm) x yiikseklik (mm) degerleri
Olctildii. 0,523 elipsoid hacim katsayist (100,101) ile carpilarak, her gruba ait ortalama
ovaryum hacimleri (mm®) hesaplandi.

Dokular 151k mikroskopik inceleme icin islemlendirilmesi, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Dokular

bir giin fiksator igerisinde tutulduktan sonra asagida belirtilen islemlerden gegirildi.

Doku takip calismalar:

A) Fikasasyon

Bouin soliisyonu: 75 ml Pikrik asit (Fluka-Almanya)
25 ml Formaldehit (Merck-Almanya)
5 ml asetik asit (Akkimya-Tiirkiye)

B) Dehidratasyon

Alkol derecesi Siire

%70 (Merck-Almanya) 1 gece
%90 (Merck-Almanya) 1 saat
%96 (Merck-Almanya) 1 saat
%100 (Merck-Almanya) 1 saat
%100 (Merck-Almanya) 1 saat
%100 (Merck-Almanya) 1 saat

C) Seffaflastirma

Toluol (Merck-Almanya) 1/4 saat

Toluol (Merck-Almanya) 1/4 saat

Toluol (Merck-Almanya) 1/4 saat

D) Inkliizyon

Yumusak parafin (Merck-Almanya) (60 °C etiivde) 2-3 saat
Sert parafin (Merck-Almanya) (60 °C etiivde) 4 saat

Sert parafin (GOmme)
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Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5
mikron (p) kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, ovaryum dokusunun genel 6zelliklerini ortaya
koyabilmek i¢in Hematoksilen+Eozin (H+E), bag doku yapilarim1 ayirt edebilmek igin
Masson Trichrome ve ovaryumun hasarlanmig folikiiler yapilarini daha ayrintilh
gbzleyebilmek amaciyla da Periyodik asit shifft + Hemalen (PAS+HL) ile boyandi. Inceleme
ve bulgularin fotograflandirilmasinda, Olympus BX51 marka 151k mikroskobu ve Olympus

DP20 dijital kamera kullanildi.

Istatistiksel Degerlendirme

Morfometrik ol¢iimlerden elde edilen veriler, gruplar arasinda agirlik, ovulasyon
orani, radyasyon Oncesi ve sonrasi Ostrus siklusu siireleri, ovaryum agirliklart ve hacim
bakimindan anlamli fark olup olmadiginin degerlendirilmesi i¢in Kruskal Wallis testi
kullanildi. Kruskal Wallis testinde gruplar arasinda farklilik ¢ikmasi durumunda bu farkliligin
hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla Dunn’s ¢oklu karsilastirma
testi kullanildi. Radyasyon sonrasi Ostrus siklusu uzunlugu bakimindan fark olup olmadigim
arastirmak i¢cin Mann Whitney U testi kullanildi. Gruplar iginde deneye baslamadan onceki
agirlik ile deney sonundaki agirlik ve radyasyon oncesi Ostrus siklusu uzunlugu ile radyasyon
sonras1 Ostrus siklusu uzunlugundaki degisim, Wilcoxon T testi ile incelendi. Tanimlayici

istatistikler, medyan (%25-%75 persantil) bi¢iminde verildi.
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BULGULAR

MORFOMETRIK BULGULAR

Tiim gruplara ait ovulasyon orani ve ovaryum agirligi (mg)/ 100 g viicut agirligi
bulgular1 Tablo 3.’te gosterildi.

Radyasyon uygulamasini takip eden birinci (Radyasyon I grubu) ve ikinci (Radyasyon
IT grubu) 6strus fazlarinda oositlerin toplandig1 gruplara ait ovulasyon oranlarinda, kontrol ve
sham gruplarina gore azalma tespit edildi. Bu azalma radyasyon I grubunda p<0.01 oraninda
anlamlilik tagimakta iken, radyasyon II grubunda anlamli fark gézlenmedi (p>0.05).

Ovaryum indiiksiyonu sonucunda, siiperovulasyon grubu ile
radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarina ait ovulasyon oranlar1 kiyaslandi. Radyasyonun
ardindan, ovaryumun ekzojen hormonlara verdigi yanit radyasyon+siiperovulasyon I
grubunda olduk¢a azalmisti. Bu gruba ait ovulasyon orani ile siiperovulasyon grubu arasinda
anlaml derecede farklilik goézlendi (p<0.01). Radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplari
kendi aralarinda kiyaslandiginda, ovulasyon oranlarinin farklilik tasidigi, ancak istatistiksel
olarak bu farkliligin anlamli olmadig tespit edildi (p>0.05).

Deney siiresince agirlik takibi yapildi ve gruplar arasinda radyasyona bagli olarak
viicut agirliklar agisindan fark gozlenmedi (p>0.05). Ancak ovaryum agirliklar1 bakimindan,
kontrol gruplariyla radyasyon gruplar1 kiyaslandiginda, radyasyon etkisiyle hem birinci hem
de ikinci siklusta elde edilen ovaryum agirliklarinda azalma oldugu goriildii. Bu azalma

istatistiksel olarak, p<0.01 oraninda anlamlilik tagimakta idi.
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Deney sonunda her denege ait ovaryumlarin hacimleri hesaplanip, radyasyon gruplari
ile kontrol gruplarina ait degerler kiyaslandi. Gruplar arasinda ovaryum hacimleri bakimindan

istatistiksel fark gézlenmedi (p>0.05).

Tablo 3. Deney gruplarina ait ovulasyon oram ve ovaryum agirhg (mg)/100 g viicut
agirh@: degerlerinin karsilastirilmasi.

Gruplar Ovulasyon Orani Ovaryum agirhigi (mg)/100g viicut
agirligy

Kontrol (n=6) 11 (9.5-12) 18.4 (16.9-23.7)

Radyasyon (RT)- 10.5 (9.75-12) 17.33 (16.0-19.9)

Sham (n=6)

RT I (n=8) 7 (0-9)* 15.7(13.7-15.9) *

RT II (n=8) 9.5 (7.75-10.5) 15.1 (12.8-16.8) *

SUPEROV (n=6) 19.5 (16.5-24) 36.5 (29.1-39.9)

RT+SUPEROV 1 2.5(0-7.25) 1 28.6(27.1-32.1)

(n=8)

RT+SUPEROV 11 8(2.25-28) 30.6 (24.0-38.1)

(n=8)

RT:Radyasyon

p<0,01 *Kontrol ve RT-Sham gruplariyla kiyaslandiginda,
p<0,01 § Siiperovulasyon grubuyla kiyaslandiginda
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Sekil 6. Deney gruplarina ait ovulasyon oranlarinin dagilimi.

RT:Radyasyon
p<0,01 *Kontrol ve RT-Sham gruplartyla kiyaslandiginda,
p<0,01 t Stiperovulasyon grubuyla kiyaslandiginda
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Sekil 7. Deney gruplarina ait ovaryum agirhgi (mg) / 100 g viicut agirh@ degerlerinin
dagilimi.

RT:Radyasyon
p<0,01 *Kontrol ve RT-Sham gruplariyla kiyaslandiginda.
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Semikantitatif Degerlendirme Bulgular:

Tiim gruplara ait ovaryum kesitleri 151k mikrosbu ile incelendi. Saglikli ve atretik

folikiillerin dagilimi Tablo 4’te gosterildi. Radyasyon uygulanmayan gruplarda saglikli

primordiyal, preantral ve antral folikiillerin yogunlugu, atretik folikiillerden fazla oranda

gozlendi. Saglikli primordial ve preantral folikiiller ovaryumda en cok bulunan folikiil

grubuydu. Radyasyon alan gruplarda ise, atretik folikiillerin orani saglikli folikiillerden daha

fazla idi. Radyasyon almig gruplarda, saglikli folikiiller daha ¢ok preantral folikiil asamasinda

idi. Antral folikiillerin az yogunlukta oldugu gozlenirken, primordiyal folikiillere nadiren

rastlanmakta 1di.

Radyasyon uygulanmis spontan ovulasyon gruplan ile radyasyontsiiperovulasyon

gruplarinda, ovulasyon sonrasi folikiil yogunlugunun dagilimi agisindan benzerlik oldugu

gozlendi. Kontrol gruplariyla sadece siiperovulasyon uygulanan grup arasinda da benzer

dagilim s6z konusu idi.

Tablo 4. Gruplara ait saghkh ve atretik folikill yogunlugunun semi-kantitatif
degerlendirme sonuglari

Gruplar Primordial folikiil Preantral folikiil Antral folikiil | Atretik folikiil
Kontrol ++++ ++++ ++++ ++
RT-Sham -+ Ao ++++ ++

RTI + +++ ++ ++++

RT II + ++ ot e
Siiperovulasyon +++ +++ 4+ T+

RT + Siiperov 1 + +++ ++ ot

RT + Siiperov 11 + ++ T+ T+

RT: Radyasyon.

+ = nadir, ++ = az, +++ : orta, ++++ : fazla
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MORFOLOJIK BULGULAR

Radyasyona bagl olarak gruplar arasinda vajinal smear bulgular1 yoniinden farklilik
tespit edilmedigi i¢in, Ostrus siklusu fazlarma ait sonuglar bir arada verilmistir. Stereo
mikroskopik ve 151k mikroskopik bulgular agisindan ise kontrol ve sham gruplari arasinda fark

gozlenmediginden, bu iki gruba ait deney sonuglari birlikte sunulmustur.

Vajinal Smear Bulgulan

Deneye alinmadan once yaklasik {i¢ siklus boyunca vajinal smear alinarak Ostrus
siklusu takibi yapilan deneklerde prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus fazlar1 diizenli
olarak gdzlendi.

Prodstrus fazina ait smear Orneginde kiimeler olusturmus niikleuslu epitel hiicreleri
bulunmakta idi (Resim 2). Proostrus fazinin ilerleyen doneminde ise kornifiye hiicrelerle
birlikte salgi yapma Ozelligine sahip, apikal yerlesimli niikleus iceren musindz hiicrelere
rastlanmakta idi (Resim 2,3).

Hiicre populasyonunun %90’1n1 niikleussuz kornifiye hiicrelerin olusturdugu smeari
veren denekler Ostrus fazinda kabul edildi (Resim 4). Aymi deneklerden aksam saat 20:00
civarinda tekrar smear alindiginda, Ostrus fazindan metdstrus fazina gegis doneminde,
kornifiye hiicrelerin hacimlerinin arttig1 ve biiyiik kiimeler olusturdugu goézlendi (Resim 5).
Bu smearin elde edilmesi ovulasyonun belirteci kabul edilip bu donemde denekler sakrifiye
edildi.

Metostrus fazinin erken asamasinda yiginlar olusturan kornifiye hiicrelerin arasinda
noétrofillerin yer aldigi dikkati ¢ekmekte idi (Resim 6). Fazin ilerleyen donemlerinde ise,
sikica paketlenmis ¢ok sayida niikleuslu epitel hiicresi smearde gozlenirken, bu hiicrelerin bir
kisminda sitoplazmik vakuoller yer almakta idi. Ayrica smearde epitel hiicreleri arasinda
olduke¢a artmis sayidaki nétrofiller de gézlenmekteydi (Resim 7,8).

Diostrus fazinin erken asamasinda notrofil sayisi daha da artarken niikleuslu epitel
hiicreleri azalmakta idi. Fazin ileri agsamasinda ise, vajina epiteli 1-2 tabakadan olustugundan,
smearde de az sayida kiigiik capli niikleuslu epitel hiicresiyle birlikte, kornifiye hiicreler ve
notrofiller gdzlenebilmekte idi (Resim 9,10).

Radyasyon uygulama zamanlar1 belirlenirken, hiicre yogunlugunun olduk¢a az olup,
farkli biiytikliikteki niikleuslu epitel hiicreleri, bir ka¢ notrofil ve az sayida kiigiik kornifiye

hiicrelerin bulundugu smear didstrus fazindan prodstrus fazina gecgis olarak kabul edildi
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(Resim 11). Radyasyon uygulamasi sonucunda, isinlamayi takip eden birinci ve ikinci
sikluslarda, fazlara ait hiicre populasyonunda ve morfolojik goriiniimlerinde radyasyon dncesi
ve sonrasinda bir farklilik gézlenmedi.

Deney siiresince alinan vajinal smearler yardimiyla Ostrus siklusu siireleri de tespit
edildi. Kontrol, radyasyon+sham, radyasyon I ve radyasyon+siiperovulasyon I gruplarinda
ortalama siklus siiresi 4-5 giin olarak belirlendi. Radyasyon 6ncesi ve sonrasinda dstrus siklus
stiresi degisiminin olup olmadigi, 1sinlamadan sonra ikinci siklusa kadar takip edilen (n=16)
hayvanlara ait smearlerin degerlendirilmesiyle elde edildi. Sekiz hayvanda, Ostrus siklusu
stiresinde p<0,05 oraninda uzama meydana geldigi tespit edildi. Sonug Tablo 5.’te gosterildi.
Siklustaki bu uzamanin nedeni kornifiye hiicrelerden olusan 6strus fazinin 2 giin ya da daha

fazla gozlenmesinden kaynaklaniyordu.

Tablo 5: Radyasyon oncesi ve sonrasinda ostrus siklusu siirelerinin karsilastirilmasi

RT oncesi siklus sturesi | RT sonrasi siklus siiresi

-3 4 (4-5) 5.5 (4.75-6.5)*

RT: Radyasyon

*P<0.05 , RT Oncesi Ostrus siklusu siiresi ile kiyaslandiginda
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Proostrus Fazina Ait Smear Fotograflan

Resim 2. Proostrus asamasindaki smearde kiimeler olusturmus cok sayida niikleuslu epitel hiicresiyle (E)
birlikte, salg1 hiicresi 6zelligine sahip musinéz (M) hiicrelere de rastlanmaktadir. Toluidin mavisi. X 400.

Resim 3. Proostrus fazinin ileri asamalarina ait smearde kornifiye hiicrelerin (K) ve musin6z hiicrelerin
(M) arttig1 gozlenmektedir. Toluidin mavisi. X 400
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Ostrus Fazina Ait Smear Fotograflari

Resim 4. Ostrus fazina ait smear orneginde kornifiye hiicrelerin (K) genellikle dagimik yerlestigi
gozlenmektedir. Toluidin mavisi. X 100.

Resim 5. Spontan ovulasyon donemindeki smear orneklerinde kornifiye hiicrelerin yiginlar (*)
olusturdugu gozlenmektedir (A, X 200). Bu donemdeki kornifiye hiicreler (K) oldukca genislemis bir
goriiniim sergilemektedirler. (B, X 400). Toluidin mavisi.
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Metostrus Fazina Ait Smear Fotograflar:

Resim 6. Erken metostrus doneminde kiimeler (*) olusturmus kornifiye hiicreler (K) arasinda
notrofillerin (N) varh@: gozlenmektedir. Toludin mavisi. X 200.

Resim 7. Fazin ilerleyen asamalarinda, niikleuslu epitel hiicreleri (E) ve nétrofillerin (N) sayisinin arttigi
gozlenmistir. Ayrica, cok sayida sitoplazmik vakuol iceren niikleuslu epitel hiicrelerine de (P>) sikhkla
rastlanmaktadir. Toluidin mavisi. X 200.

38



Resim 8. Metostrus fazinin ilerleyen asamalarinda sayica artan vakuollii niikleuslu epitel hiicreleri (p )
gozlenmektedir. E: Niikleuslu epitel hiicresi, N: Notrofil. Toluidin mavisi. X 400.

Diostrus Fazina Ait Smear Fotograflar

“m

’I'I'I

Resim 9. Vajinal epitel kalinhginin en az oldugu bu fazda, smear drneklerinde de az sayida epitel hiicresi
gozlenmektedir. Toluidin mavisi. X 400.
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Resim 10. Didstrus fazinin erken déonemlerinde niikleuslu kiiciik epitel hiicrelerinin (E) yam sira az sayida
notrofillerin (N) varh@: da dikkati cekmektedir. Toluidin mavisi. X 100.

Diostrus-Proostrus Gecis Fazina Ait Smear Fotografi

Resim 11. Kiiciik caph niikleuslu epitel hiicreleri (E) ile birlikte daginik olarak yerlesmis az sayida
notrofil (N) didstrus fazindan prodstrus fazina gecis doneminde smear érneklerinde gozlenmektedir. X
400. Toluidin mavisi.
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Stereo Mikroskobik Bulgular

Spontan ovulasyon bulgulari:

Ovulasyonun ardindan kontrol grubu ve sham gruplarina ait tiim deneklerinovaryum-
tuba uterina komplekslerinde kanlanma artis1 gozlendi (Resim 12,13). Ovaryum yiizeyi,
KL’lar ve gelismis folikiil yapilar1 nedeniyle kabartili goriiniim sergilemekteydi (Resim 12).
Bu donemdeki tuba uterinalarin ampulla bolgeleri, seffaf ve siskin bir sekilde ayirt
edilmekteydi (Resim 13). Elde edilen oositlerin biiyiik ¢ogunlugu ise MII ve MI fazinda idi
(Resim 14). Oositlerin etrafinda ZP’lar bulunmakta olup, M II asamasinda; oosit ile ZP
arasindaki perivitellin aralikta. polar cisimcigin izlenmekteydi.

Radyasyon I grubu deneklerin bir kismindan oosit elde edilemedi. Bu deneklere ait
ovaryumlarda kontrol gruplarina oranla ovaryum yiizeylerinin daha diiz oldugu ve
vaskiilarizayon artiginin olugmadigi gézlenmekteydi (Resim 15,16). Bu gruba ait geri kalan
deneklerde ise ovulasyonun gergeklestigi ve ampulla bdlgelerinin siskin bir sekilde ayirt
edilebildigi izlendi (Resim 17). Bu grupta oositler genellikle MI (GVBD=germinal vezikiil
membraninin yikilmasi) asamasinda elde edilirken (Resim 18), bazi deneklerde perivitellin
aralikta ¢entikli yapiya sahip polar cisimcik gézlendi (Resim 19).

Radyasyon II grubuna ait tiim deneklerde ovulasyon goézlendi. Ovaryum ylizeyleri
kabartili goriinimde olup (Resim 20), az sayida hemorajik korpus luteum kirmizi noktalar
seklinde izlenmekte idi. Ampulla bolgeleri ise seffaf ve siskin bir sekilde ayirt edilebilmekte
idi (Resim 21). Oositler genellikle MI asamasinda olup, M-II asamasindaki oosit sayist GV
asamasindaki oositlerden daha fazla idi. Oositlerin etrafinda az sayida kiimiiliis hiicreleri yer
almaktaydi. Oosit-ZP arasindaki perivitellin bosluk tiim gruplarda normal goriintimli olup, M
IT oositlerde 1. polar cisimcigi icermekteydi (Resim 22,23). Bu gruba ait deneklerin
bazilarinda, olgun oositlerin yaninda kii¢iik hacimli ve anormal morfolojiye sahip oositlere de

rastlanmakta idi (Resim 22).

Siiperovulasyon grubu bulgulari:

Hormonal indiiksiyon uygulanan siiperovulasyon grubunda, ovaryumlarin neredeyse
tiim ylizeyinde gelismis folikiil yapilar1 ya da KL’lar nedeniyle kabarikliklar gbzlenmekteydi
(Resim 24,25). Hemorajik korpus luteumlar koyu renkli noktalar seklinde ovaryum yiizeyinde
yer almakta idi (Resim 24). Kanlanma tiim genital kanalda olduk¢a artmisti (Resim 25,26).
Ampulla bolgesi oldukca belirgin olup igerisinde oosit-kiimiiliis  komplekslerini

bulundurmakta idi (Resim 26).
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Spontan ovulasyondan farkli olarak oosit kiimiiliis kompleksleri mukus yogunlugu
nedeniyle daha siki paketlenmisti (Resim 27,28). Bu gruplarda oosit-kiimiiliis degerlendirmesi
Wolff ve ark.’in kriterlerine goére yapilarak, oosit olgunlugu degerlendirildi. Siiperovulasyon
ve radyasyon+siiperovulasyon gruplarinda, ovule olan oositlerin etrafinda kumulus hiicreleri
cok sayida olup, 1sinsal olarak yerlesmekte idi. Korona hiicreleri de oositin hemen yakininda
bir-kag¢ tabaka seklinde olup, 1s1nsal olarak yerlesmisti (Resim 27,28). Bu 6zelliklere sahip
oositler, Wolff ve arkadaslarinin kriterlerine gore 3. dereceye (olgun) uygun bulundu.

Radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarinda deneklerin biiyiik bir kismindan oosit
elde edilemedi. Bu deneklere ait ovaryum yiizeyleri nispeten diiz bir goriinimde olup,
ovaryum-tuba uterina komplekslerinde vaskiilarizasyon artis1 olusmamistt (Resim 29). Elde
edilen oositler wollf ve ark’nin oosit-kiimiiliis kompleksi kriterlerine goére degerlendirildi.

Kiimiiliis hiicrelerinin oositler etrafinda 1sinsal olarak yerlestigi tespit edildi (Resim 30,31).
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Kontrol ve Radyasyon-sham Gruplarina Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 12. Ovulasyonun ardindan ovaryum (Ov) yiizeyinde kanlanmanin arttigi (—» ) gozlenmektedir.
X8.

Resim 13. Ovulasyonun ardindan tuba uterinanin (Tu) ve ovaryumun (Ov) vaskiilarizasyoununda artis
(A, X6.4) dikkati cekmekte iken, oositlerin yer aldig1 ampulla (A) bélgesi seffaf ve siskin bir goriiniim
sergilemektedir (B, X10).
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Resim 14. Ampulla bélgesinden elde edien GVBD asamasindaki oositlerde (Oo) morfolojik goriiniimlerin
normal oldugu, oositlerin etrafim1 ¢evreleyen zona pellusida (ZP) ile oositler arasinda kalan perivitellin
arahgin (PVA) tiim oositlerde esit oldugu ve oositlerin etrafinda daginik yerlesmis kiimiiliis hiicreleri
(KH) gbézlenmektedir. X 22.4
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Radyasyon I Grubuna Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 15. Radyasyon uygulamasi-
nin ardindan ilk ovulasyon déne-
minde sakrifiye edilen ancak oosit
elde edilemeyen deneklere ait ovar-
yumlarda (Ov) vaskiilarizasyonda
bir artisin olmadig1 gézlenmektedir.
X 6.4

Resim 16. Az sayida oosit toplanan
ovaryum (QOv) yiizeyleri kontrol
gruplarina oranla diiz bir goriiniim
sergilemektedir. HKL: Hemorajik
korpus luteum. X 8.

Resim 17. Ovulasyonun ardindan ampulla (A) bélgesinde yer alan oosit-kiimiiliis kompleksleri (—»)
gozlenmektedir. X 12.
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Resim 18. Radyasyon uygulamasim takip eden ilk ovulasyon doneminde GVBD asamasindaki oositler
(Oo) ve etraflarinda yer alan kiimiiliis hiicreleri (KH) gozlenmektedir. X 22.4

Resim 19. Bu gruba ait oositlerin bazilar1 M 1II fazinda olmasina ragmen, polar cisimciklerin normal
goriiniimde olmayip, centikli yapiya (— ) sahip olduklar gozlenmektedir. X22.4
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Radyasyon II Grubuna Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 20. Ovulasyonun ardindan ovaryum yiizeyinde ¢ok sayida genis ¢aph folikiiliin (Of) olusturdugu
kabartilar gézlenmektedir. X 10

Resim 21. Ovulasyonun ardindan ovaryum (Ov) yiizeyinde ¢cok sayida hemorajik korpus luteum (HKL)
gozlenmekte iken, oositlerin toplandig1 ampulla bélgesinin (—) belirgin hale geldigi gozlenmektedir.
Tu: Tuba uterina. X 10
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Resim 22. Radyasyonu takip eden ikinci ovulasyon doneminde, M II fazindaki normal goriiniimlii
oositlerin (Oo) yani sira, zona pellusidasi (ZP) belirgin olmayan ve normalden kiiciik boyuttaki oositler de
(*) goriilmektedir. —» : Polar cisimcik. X 22.4

Resim 23. M II fazindaki normal goriiniimlii oositlerin perivitellin araligina yerlesmis normal goriiniimlii
polar cisimcikler (—» ) gozlenmektedir. X 22.4
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Siiperovulasyon Grubuna Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

=

B

e

Resim 24. Ovulasyonun ardindan
bu gruba ait ovaryumlarda cok
saylida hemarojik korpus luteum-
lar (HKL) ile birlikte ovaryum
yiizeyinde kabarti olusturan
folikiiller (Of) gozlenmektedir.

X 6.4

Resim 25. Ovaryum (Ov) yiizeyinde

vaskiilarizasyonun arttig1 (—»)

ve cok sayidaki genis caph folikiiliin

(Of) yiizeyde kabartilar olusturdugu
gozlenmektedir. X 12.

Resim 26. hCG uygulamasindan yaklasik 14 saat sonra sakrifiye edilen deneklerde belirgin hale gelen
ampulla bolgesi (—) icerisindeki oosit-kiimiiliis kompleksi (OKK) gozlenmektedir. *: Oosit, Tu : Tuba

uterina, K : Kan damar. X 16.
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Resim 27. Ampulla bolgesinin patlatilmasiyla elde edilen oositler (*) ve etrafinda 1s1msal dagilmis kiimiiliis
hiicreleri (—» ) gozlenmektedir. X 20.

Resim 28. Merkezinde oositlerin (*) yerlestigi oosit-kiimiiliis komplekslerinde, kiimiiliis hiicrelerinin
(—» ) 1s51nsal dagilmasi, bu oositlerin olgun seviyede olduklarini ifade etmektedir. X 22.4
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Radyasyon + Siiperovulasyon I Grubuna Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 29. Radyasyon uygulamasim takip eden ilk oOstrus fazinda siiperovule edilen deneklere ait
ovaryumlarda (Ov), vaskiilarizasyon artis1 gozlenmemekte ve ovaryum yiizeyleri siiperovulasyon grubuna
oranla daha diiz bir goriiniim sergilemektedir. — : Hemorajik korpus luteum. X 8.

Resim 30. Oositlerin (*) etrafinda kiimiiliis hiicrelerinin (KH) 1s1nsal dagilmasi oositlerin olgun seviyede
oldugunu ifade etmektedir. X 22.4
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Radyasyon + Siiperovulasyon II Grubuna Ait Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 31. Radyasyon uygulamasim takip eden ikinci dstrus fazinda siiperovule edilen deneklerden elde
edilen oositlerde (*), kiimiiliis hiicrelerinin (—) 151nsal olarak yerlestigi gozlenmektedir. X 20.
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Ovaryum Dokularmin Isik Mikroskopik Bulgulari
Tlim gruplara ait ovaryum kesitlerinin 151k mikroskopik olarak incelenmesinde folikiil
siniflamasi agagida belirtilen 6zelliklere gore yapildi.

Primordial folikiil: ZP’s1z oositler etrafinda tek tabaka yassi, graniiloza progenitdr hiicrelerine

sahip folikiil,

Primer folikiil: Oositler etrafinda tek tabaka kiibik graniiloza hiicreleri gdzlenen folikiil,

Preantral folikiil: Oositler etrafinda 2 ya da daha fazla graniiloza hiicre tabakasi bulunan

ancak, graniiloza hiicreleri arasinda bosluk gézlenmeyen folikiil,
Antral folikiil: Graniiloza hiicreleri arasindaki bosluklarda folikiil sivis1 birikimi baslamis olan
folikil,

Graaf folikiilii: Tek ve biiyiikk bir bosluga (antrum) sahip olup, sayisi azalan graniiloza

hiicrelerinin folikiil s1vist ile dolu bir antrumu ¢evrelemekte oldugu, oositin ise bazi graniiloza

hiicreleri (kiimtiliis hiicreleri) tarafindan ¢evrelenmis oldugu folikiil.

Kontrol ve Radyasyon-Sham Gruplar Isik Mikroskopi Bulgular::

Ovulasyon donemindeki ovaryum dokusunun baslica yapilari, farkli jenerasyondaki
KL’lar ile gelisimin degisik donemlerindeki saglikli ovariyan folikiiller idi (Resim 32).

Ovaryumu cevreleyen germinal epitel, riiptiir bélgesinde tek katli yass1 epitel halinde
bulunurken, geri kalan yiizey epiteli tek katl kiibik epitel (Resim 33) seklinde gozlenmekte
idi.

Kortikal bolgede germinal epitel altinda yogun bir sekilde primordiyal, primer ve
preantral asamalardaki folikiiller izlenmekte idi (Resim 33). Medulla bolgesine yakin kisimda
ise daha ¢ok antral folikiiller gdzlenmekte idi (Resim 32,34). Gerek preantral gerekse antral
folikiillerde, graniiloza hiicre tabakasi igerisinde ¢ok sayida mitotik figiirlere rastlanmakta idi
(Resim 33,34). Tim folikiillerin merkezinde yuvarlak ya da oval sekilli, agik boyanmis
sitoplazmasi ile oositler yer almaktaydi. Birinci mayoz béliinmenin profaz sathasinda bulunan
oosit niikleusu (germinal vezikiil asamasinda) vezikiiler kromatin yerlesimli olup, eksentrik
konumlu niikleolus icermekteydi (Resim 33,34).

Ovaryum kesitlerinde farkli jenerasyondaki KL’lar izlenebilmekte idi. Gegmis
sikluslara ait olanlar asidofilik boyanmakta olup, medullaya yakin yerlesmisti. Yeni olusmus
KL’lar ise bazofilik boyanmis ve kortekse yakin olarak gézlenmekte idi (Resim 35). Liiteinize
olmus graniiloza hiicreleri biiylik hacimli ve merkezi yerlesimli niikleuslara, teka hiicreleri ise

daha kii¢iik hacimli ve merkezi yerlesimli niikleuslara sahipti.
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Ovaryum dokusunda ovariyan stogun eliminasyonunu, fizyolojik bir siire¢ olan atrezi
gerceklestiginden, farkli atretik dejenerasyon seviyelerindeki folikiiller kontrol grubuna ait
ovaryum kesitlerinde de gozlendi. Bunlar genellikle graniiloza hiicrelerinde piknotik
niikleuslarm varligi ile tespit edilmekteydi. leri atrezi siirecinde asidofil sitoplazma gdzlenen
oositin fragmantasyonu, niikleer membran kaybi, oosit- graniiloza hiicreleri baglantilarinda
kopmalar, graniiloza hiicreleri tabakasinda c¢ok sayida piknotik niikleus seklinde antral
seviyedeki folikiillerde gozlenirken, atretik graaf folikiillerinde graniiloza hiicre tabakasinin
oldukca azaldig1 ve antrumda asidofilik boyanan hiicresel atiklarla birlikte (Resim 36,37) teka
tabakasinin hipertrofiye oldugu gézlenmekte idi (Resim 37).

Gelismekte olan folikiillerde oosit ile graniiloza hiicre tabakasi arasinda asidofilik
karakterde gozlenen, aselliiler yapidaki ZP bulunmaktaydi (Resim 38,39). Graniiloza hiicre
tabakasi ile stroma arasinda, bag dokusunun farklilasmasi ile olusan “teka folikiilii” yine bu
tip folikiillerde olusmustu (Resim 38). Teka tabakasinin folikiile yakin kismi hiicresel
karakterde olup teka interna, distaki tabaka ise stromayla kaynasmis halde bulunan teka
eksterna seklinde farklilasmisti. Avaskiiler karakterdeki folikiiliin beslenmesini saglayan kan
damarlar teka tabakasinda yer almakta idi.

Folikiiller ve KL’lar arasinda bag dokusu karakterindeki stroma yer almakta idi.
Atreziye ugramig biiylik c¢apli folikiillerin, teka hiicrelerinin farklilagsmasiyla olusan
interstisyel bezler, merkezi yerlesimli biiyiik niikleuslara sahip olup, polihedral sekilleri ile
kolayca ayirt edilen hiicrelerden olugmakta idi (Resim 32,39).

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde PAS(+) boyanma gosteren yapilar bazal
membranlar, gelismekte olan folikiillerde gézlenen ZP’lar ve atretik folikiile ait oositler idi

(Resim 40,41). Folikiil capr ile birlikte ZP kalinliginda da artis gézlenmekteydi.
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Kontrol ve Radyasyon-sham Gruplarina Ait Isik Mikroskopik Fotograflar:

Resim 32. Ovulasyon sonrasi ovaryum Kkesitlerinde normal goriiniimlii antral asamadaki folikiiller (AF),
dagmik yerlesnmis preantral folikiiller (*), korpus luteumlar (KL) ve interstisyel bezlere (iB)
rastlanmaktadir. H+E. X40.

Resim 33. Germinal epitel (GE) tek kath kiibik epitel 6zelligindedir ve altinda yer alan ovaryum stromasi
icerisinde yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili primordiyal folikiillere (p») siklikla rastlanmaktadir. Preantral
folikiillerin (PAF) graniiloza hiicrelerinde (GH) mitoz figiirler (—» ) goézlenmektedir. Oo: Oosit, N:
Niikleus. H+E, X400.
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Resim 34. Ovarian stroma (OS) icerisinde yer alan, antral asamadaki normal goriiniimlii folikiiliin (AF)
merkezinde, acik renkli homojen sitoplazmasiyla oosit (Oo) yer almakta, etrafin ise cok sayida graniiloza
hiicreleri (GH) cevrelemektedir. Bu asamadaki folikiilde graniiloza hiicreleri arasinda ¢ok sayida mitotik
figiirlere () rastlanmaktadir. H+E, X 400.

Resim 35. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde son ovulasyon déoneminde meydana gelen korpus

luteumlar bazofilik boyamirken (*), gecmis doneme ait korpus luteumlar eozinofilik boyanmaktadir  (y).
H+E, X 200.
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Resim 36. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitinde atretik graaf folikiiliiniin antrumunda (A) ¢ok sayida
hiicresel atiklar (*) yer almakta olup, graniiloza hiicreleri (GH) folikiiliin periferine yerlesmistir.
Antrumda eozinofilik sitoplazmasiyla serbest halde bulunan oosite (Oo) ait fragmantasyonlar
(—>) gozlenmektedir. (J») : Primordiyal folikiil. H+E, X 400.

Resim 37. Tek kath kiibik epitelden olusan germinal epitel (GE) altinda, bag doku 6zelligine sahip Tunika
albuginea (TA) yer almakta olup, onun da altinda kiiciik ¢caph primer folikiiller (*) gozlenmektedir. ileri
atrezi asamasindaki folikiilde (X), teka hiicreleri (TH) hipertrofiye olurken, asidofilik boyanan liilmende
hiicresel atiklar &) gozlenmektedir. K: Kan kapilleri. Masson trichrome, X 400.
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Resim 38. Antral asamadaki foli-
kiiliin (AF) merkezinde homojen
sitoplazmasiyla oosit (Oo) yer al-
makta olup graniiloza hiicreleriyle
(GH) oosit arasinda zona pellusida-
nin (ZP) olustugu gozlenmektedir.
Graniiloza hiicreleri arasinda olusan
bosluklarda biriken folikiiler

sivi (*) asidofilik karakterde boyan-
miustir. Graniiloza hiicreleriyle
ovariyan stroma teka folikiilii (TF)
ile birbirinden ayrilmaktadir.

N: Niikleus, n: niikleolus.

Masson Trichrome, X 400.

Resim 39. Ovariyan stromada yer
alan normal goriiniimlii preantral
folikiil etrafinda biiyiik hacimli
hiicreleriyle dikkati ceken ¢cok
sayida interstisiyel bez (iB) goz-
lenmektedir. Oo: Oosit ZP: Zona
pellusida, N: Niikleus.

Masson Trichrome, X 400.

Resim 40. Germinal epitel (GE) altinda yer alan ¢ok sayida primordiyal folikiil ( P> ) ile farkh
asamalardaki normal goriiniimlii ovariyan folikiiller gézlenmektedir. Atretik folikiil (X) liimeninde

fragmante ve PAS (+) boyanmis oosit yer almaktadir. —»

PAS+HL, X 200.
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Resim 41. Normal goriiniimlii antral (AF) ve preantral folikiillerde (PAF) oositler (Oo) ile graniiloza
hiicreleri (GH) arasinda zona pellusidanin (ZP) gelistigi ve PAS (+) boyandig1 gézlenmektedir. *: Primer
folikiil, N: Niikleus. PAS+HL, X 400.
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Radyasyon Grubu Isik Mikroskopi Bulgular:

Tek doz 7.2 Gy uygulanan iyonize radyasyonun, 1isinlamanin ardindan gergeklesen ilk
ovulasyon ve takip eden ikinci ovulasyon déneminde ovaryum folikiilleri iizerine etkileri
incelendi.

Radyasyon I grubu bulgulari:

Radyasyona maruz kalmis ovaryumda, kontrol grubundan farkli olarak, atretik
dejenerasyonlar olduk¢a yaygin idi (Resim 42-51). Bunun yami sira, daha ¢ok preantral
folikiillerde normal morfoloji izlenmekte idi (Resim 44,45).

Kontrol grubuyla benzer sekilde, germinal epitel riiptiir bolgesinde tek katli yassi
epitel halinde bulunurken, ovaryumun genelinde tek kath kiibik epitel seklinde idi (Resim
43,47).

Germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea igerisinde, primordial folikiil sayis1
kontrole gore azalirken, bu folikiillere yakin yerlesmis kiiciik ¢apli primer folikiiller
cogunlukla oositten yoksundu. Bu tip folikiilde bir bazal membran iizerine yerlesmis 4-8 adet
graniiloza hiicreleri yer almakta idi. Bir-iki graniiloza hiicre tabakasina sahip preantral
folikiilde diizenli bazal membran yapist ve oosit-folikiiler hiicre biitiinliigii nispeten
korunurken (Resim 44), antral folikiillerde ileri atretik degisiklikler gozlenmekteydi.

Folikiillerdeki degisiklikler; bazal membran ondiilasyonu (Resim 47,48), teka tabakasi
hipertrofisi (Resim 47), graniiloza hiicre tabakasinda piknotik niikleus sayisinda artis (Resim
44,48,49), graniiloza hiicreleri-oosit iligkisinde kopmalarin yani sira, graniiloza hiicreleri
biitiinliglinde bozulma (Resim 47,50,51), hiicrelerde vakuolizasyon (Resim 44,46,49), atretik
antral folikiil llimeninde membran ile ¢evrili hiicresel atiklardan olusan apoptotik cisimler
(Resim 43) seklinde idi.. Bununla birlikte az sayida mitotik figiir gozlenmekte idi.

Oosit niikleusunda niikleer membran kaybolmus, niikleusta mayoz boliinmeye hazirlik
benzeri degisiklikler (pseudomaturasyon mekigi olusumu) yer almakta idi. Bazi folikiillerde
oosit ZP’den ayrilmis, ZP kivrimli hale gelmis (Resim 51), bazilarinda ise oosit
fragmantasyonlarini ¢evrelemis olarak varligin1 korumaktaydi (Resim 46,50).

Kortekste farkli gelisim donemlerine ait folikiillerin kollabe oldugu gézlenmekteydi.
Bu tip folikiillerde, graniiloza hiicreleri tabaka sayis1 azalmis, oosit ve graniiloza hiicrelerinde
vakuolizasyon (42,49), teka hiicreleri ve graniiloza hiicrelerinde hipertrofi gézlenmekteydi
(Resim 44,46,50).

Ovaryumun radyorezistant yapilarindan olan farkli jenerasyondaki KL’lar normal

goriiniimlerini korumaktaydi (Resim 45).
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Radyasyon II grubu bulgular:

Bu grupta radyasyon I grubuyla benzer sekilde germinal epitel tek kath kiibik veya
yasst epitelden olusmakta idi (Resim 52). Altinda yer alan tunika albuginea igerisinde
primordiyal folikiillere nadiren rastlanmakta idi (Resim 52). Biiyiik capli folikiillerde
radyasyona bagli olarak hem oosit hem de graniiloza hiicrelerinde ileri atrezi seviyesinde
degisiklikler gozlendi (Resim 53). Bunun yani sira gerek KL olusumlar1 (Resim 54,55)
gerekse ileri gelisim asamasindaki antral folikiiller (Resim 56,57) normal goriiniim
sergilmekte idi. Oositin atilmasinin ardindan Graaf folikiilii liimenine eritrositlerin go¢ ettigi
ve hemorajinin olustugu gozlendi. Bu asamada graniiloza ve teka hiicrelerinde
liiteinizasyonun bagladig1 da dikkati cekmekte idi (Resim 54,55).

Kiiciik capli primer folikiillerin sayis1 da kontrol gruplarina oranla azalmis olup,
¢ogunun oositten yoksun oldugu izlenmekte idi (Resim 60). Ayrica bu grupta normal
goriiniimlii preantral folikiiller ile saglikli antral folikiillerin orani birbirine yakin idi (Resim
56,57).

Radyasyon etkisiyle hizlanan folikiiler atrezi siirecinde, erken seviyedeki degisiklikler
graniiloza hiicreleri arasinda piknotik niikleus sayisinda artig, apoptotik cisimler seklinde
gbzlendi (Resim 53,58). Ileri atrezi asamasinda ise asidofil ve PAS (+) 6zellik tasiyan oositin
(Resim 59) fragmantasyonlar1 dikkati ¢ekmekte idi (Resim 53). Gerek graniiloza hiicreleri
arasinda gerekse teka tabakasinda hipertrofi dikkati ¢cekmekte idi (Resim 60). Ayrica atretik
folikiil limeninde hiicresel atiklar nedeniyle PAS (+) boyanma gozlenmekte idi (Resim 60).
Niikleer membranin kayboldugu oositlerde ise genellikle pseudomaturasyon mekigi
olusmustu.

Bu grupta birinci gruptan farkli olarak, folikiiller kist benzeri yapilar da
gozlenmekteydi. Bu tip folikiillerde liiteinizasyon go6zlenmesine ragmen, ovulasyona

ulagsamamis oosit, folikiiliin merkezinde gomiilii kalmist1 (Resim 61).
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Radyasyon I Grubuna Ait Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 42. Radyasyon uygulamasim takip eden ilk ovulasyon doneminde elde edilen ovaryum Kkesitinde
kortekste yer alan farkl asamalardaki folikiillerin (X) cesitli atretik siireclerde oldugu gozlenmektedir.
H+E, X 100.

Resim 43. Merkezinde dejenere olmus oositin (Oo) yer aldig1 atretik folikiilde (X) oositte fragmantasyon
ile birlikte pseudomaturasyon mekiginin ( > ) olustugu gozlenmektedir. Graniiloza hiicreleri arasinda
membran ile ¢cevrilmis hiicresel atiklardan olusan apoptotik cisimler (—») yer almaktadir. GE: Germinal
epitel. H+E, X 400.
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Resim 44. Biiyiik caph preantral folikiiliin (PAF) graniiloza hiicreleri arasinda cok sayida piknotik
niikleuslara (PN) rastlanmasma ragmen, folikiil normal goriiniimiinii korumaktadir. ileri asamadaki
atretik folikiil (X) icerisinde oosit (Oo) dejenerasyonu ile birlikte graniiloza hiicreleri arasindaki vakuoller
(%) gozlenmektedir. H+E, X 400.

Resim 45. Oositin olgun folikiilden atilmasinin hemen ardindan liimende olusmus hemoraji ile birlikte bir
hemorajik korpus luteum (HKL) gozlenmektedir. Gecmis sikluslara ait korpus luteum (KL) ise asidofil
boyanma sergilemektedir. *: Prentral folikiil. H+E, X 100.
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Resim 46. Radyasyon uygulamasim takip eden ilk ovulasyon déneminde, ovariyan kortekste ileri atretik
degisikliklerin gozlendigi folikiilde (X), oositin tamamen dejenere oldugu, graniiloza hiicrelerinin (GH)
azalip, biiyiik vakuollere (> ) sahip oldugu, radyorezistant karakterli, asidofil boyanan zona pellusidanin
(ZP) ise katlant1 olusturdugu goézlenmektedir. TH: Teka hiicreleri, (— ): Bazal membran. Masson
trichrome. X400.

Resim 47. Germinal epitel (GE) altinda yer alan antral folikiilde (AF) graniiloza hiicreleri (GH)
birbirinden uzaklasmis, oosit (Oo) ile graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar (*) meydana gelmistir.
Graniiloza hiicrelerini teka folikiiliinden (TF) ayiran bazal membranda (BM) ondiilasyon gozlenmektedir.
PAS+HL, X 400.

64



Resim 48. Biiyiik caph antral folikiilde (AF) erken asamadaki atretik degisiklikler piknotik niikleus (PN)
sayisinda artis seklinde kendini gostermekte olup, PAS (+) boyanan graniiloza hiicrelerinin (GH) bazal
membraninda (BM) ondiilasyon gozlenmektedir. PAS+HL, X 400.
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Resim 49. Merkezinde sitoplazmik
vakuollere (V) sahip oositin (Oo)
gozlendigi ileri atrezi asamasindaki
folikiilde (X) graniiloza hiicreleri
(GH) arasinda ¢ok sayida piknotik
niikleus (—») dikkati cekmektedir.
PAS+HL, X 400.

Resim 50. Erken atrezi asamasin-
daki folikiilde (X) graniiloza hiic-
releri arasinda PAS(+) boyanan
hiicresel atiklar gozlenmekte
olup, ileri atrezi asamasindaki
diger bir folikiilde (*) granii-
loza hiicreleri sayisinda sid-

detli azalmayla birlikte oositin
(Oo0) PAS (+) boyandig1 ve
dejeneratif degisiklikler goster-
digi gozlenmektedir. PAS+HL, X 400.



Resim 51. Antral asamadaki atretik folikiilde (AF) graniiloza hiicreleri (GH) ile oosit baglantisi
birbirinden kopmus olup, graniiloza hiicre sayisinin azaldig1 dikkati ¢cekmektedir. Dejenere oositte (Oo)
hafif PAS(+) boyanma gozlenmektedir. ileri atrezi asamasindaki folikiilde (X) PAS(+) boyanmis ve
fragmante olmus oosit (*) dikkati cekmektedir. fleri atrezi asamasindaki diger bir folikiilde ise tiim
folikiiler yapilar kaybolurken radyorezistant ozellikteki PAS(+) boyanmis zona pellusida (ZP) liimen
icerisinde kivrim yapmis bicimde gozlenmektedir. PAS+HL, X 400.
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Radyasyon II Grubuna Ait Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 52. Radyasyon uygulamasim takip eden ikinci ovulasyon donemindeki ovaryum kesitinde germinal
epitel (GE) tek kath kiibik epitelden olusmaktayken, altinda yer alan tunika albuginea (TA) icerisinde
primordiyal folikiillerin ve kiiciik caph primer folikiillerin nadir olarak bulundugu dikkati cekmektedir.
PAF: Preantral folikiil, PF: Primer folikiil. H+E, X 400.

Resim 53. Radyasyon I grubuyla benzer bicimde, atretik folikiillerde (X) oosit (Oo) morfolojisindeki
degisiklikler ve graniiloza hiicreleri arasinda apoptotik cisimler (—») radyasyon uygulamasim takip eden
ikinci ovulasyon doneminde de ovaryumlarda gozlenmektedir. H+E, X 400.
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Resim 54. Oositin Graaf folikiiliin-
den (GF) atilmasimin ardindan,
antrumda (A) eritrositlerin (Er)
kiimelendigi ve folikiiliin
hemorajik korpus luteum haline
doniistiigii gozlenmektedir.

GH : Graniiloza hiicreleri.

H+E, X 200.

Resim 55. Oositin folikiilden atilma-
siin ardindan, graniiloza hiicrele-
rinin (GH) hipertrofiye oldugu ve
folikiiliin hemorajik korpus

luteum (HKL) haline doniistiigii
gozlenmektedir. A: Antrum.
Masson Trichrome, X 200.

Resim 56. Radyasyon II grubuna ait ovaryum kesitinde merkezinde normal goriiniimlii oositin (Oo) yer
aldig1 antral folikiill (AF) icerisinde graniiloza hiicreleri (GH) arasinda folikiiler sivi bulunduran
boslukarin (*) meydana geldidi ve graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki baglantinin korunmus oldugu
goriilmektedir. N : Niikleus.. Masson Trichrome, X 400.
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Resim 57. Erken antral asamadaki folikiilde (AF), graniiloza hiicreleri (GH) arasinda kiiciik bosluklarin
(*) olusmaya basladigl, folikiiliin merkezinde normal gériiniime sahip oositin (Oo) etrafim1 ¢evreleyen
asidofilik karakterli zona pellusidanin (ZP) yer aldig1 goézlenmektedir. Folikiil ile ovariyan stroma
arasinda teka folikiiliiniin (TF) gelistigi dikkati cekmektedir. Masson Trichrome, X 400.

Resim 58. Biiyiik capl folikiillerin graniiloza hiicreleri (GH) arasinda PAS(+) boyanan hiicresel atiklarin
yer aldig1 cok sayida apoptotik cisimler (—» ) dikkati ¢cekmektedir. PAS+HL, X 400.
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Resim 59. Germinal epitel altinda cok sayida atretik folikiil (X) gozlenmekte olup, oositin (Oo) hacimce
kiiciildiigii, hafif PAS(+) boyandig1 ve graniiloza hiicreleri (GH) ile baglantisinin nispeten kayboldugu
gozlenmektedir. PAS+HL, X 200.

Resim 60. Ovariyan stroma icerisinde biiyiik ¢aph atretik folikiillerin () liimeninde PAS(+) boyanan
yapilarmn (*) yam sira, graniiloza hiicrelerinin (GH) ve teka folikiiliiniin (TF) hipertrofiye oldugu
gozlenmektedir. Primer folikiillerin (X) merkezinde ise oositin yer almamaktadir. PAS+HL, X 400.
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Resim 61. Radyasyon uygulamasinin ardindan ikinci ovulasyon doneminde ovaryumda hipertrofiye olmus
graniiloza hiicreleri (GH) arasinda sikismis halde bulunan ve PAS(+) boyanmis dejenere oosit (Oo)
gozlenmektedir. Hipertrofiye graniiloza hiicrelerinde olusmus sitoplazmik bosluklar (—» ) dikkati
cekmektedir. GE: Germinal epitel, ZP: Zona pellusida. PAS+HL, X 400.
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Siiperovulasyon Grubu Isik Mikroskopi Bulgular:

Ekzojen gonadotropinler yardimiyla ovaryum indiiksiyonu yapilan bu grupta, ¢ok
sayida folikiiliin ovulasyon asamasina kadar ulagsmasi nedeniyle, kesitlerde ovaryumun
tamamina yakin kismi KL lar ile kapli idi.

Ovarian stroma hipertrofiye olmus hiicrelerden dolayr 6demli bir goriiniim
sergilemekte idi. Ayrica kortikal bolgede ve KL’lar igerisindeki kapillerlerde dilatasyon
dikkat c¢ekici idi. Kortikal ve mediillar veniillerde eritrosit yogunlugu oldukca fazla
gozlenmekte idi. Hormonal uyarim nedeniyle gerek stromal hiicreler gerekse interstisyel
bezler normalden daha hacimli hale gelmisti.

Farkli gelisim donemlerindeki folikiiller genellikle korteks bolgesinde lokalize
olmustu (Resim 62). Kontrol grubuyla benzer sekilde, folikiil populasyonunun biiyiik
cogunlugunu saglikl folikiiller olusturmakta idi (Resim 62-66). Preantral ve antral asamadaki
folikiillerde, graniiloza hiicre tabakasinda mitoz figiirlere siklikla rastlanmakta idi. Bu
folikiillerde teka tabakalar1 da olugsmus olup, normal goriinim sergilemekte idi (Resim
62,65,60).

Germinal epitel yer yer tek katli yass1 ve tek katl kiibik epitel yapisinda idi (Resim
64). Tunika albuginea, kontrol ve radyasyon gruplarina oranla genislemis olup, icerisinde
normal morfolojiye sahip, primordial ve kii¢iik capli primer folikiilleri barindirmakta idi
(Resim 65,66).

Atretik folikiiller kontrol grubuyla benzer sekilde, bu grupta da gozlenmekte idi
(Resim 62). Bu folikiiller agirlikli olarak piknotik niikleusa sahip graniiloza hiicreleri, oosit
fragmantasyonlar1 ve kayiplari seklinde kendini gosteren erken atretik degisikliklerden
olusmakta idi.

Atreziye ugramis graaf folikiillerinde ise, birinci mayoz bdliinme tamamlanip, birinci
polar cisim olugmasina ragmen, ovulasyonun gerceklesmedigi gozlenmekte idi (Resim 63).
Bu asamadaki bazi folikiillerde ise, kiimiiliis hiicrelerinin genislemesi gerceklesmis ancak,

oosit atreziye ugradigi i¢in ovulasyon gergeklesmediginden, KL sekillenmemisti.
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Siiperovulasyon Grubuna Ait Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 62. hCG uygulamasimin ardindan 14 saat sonra sakrifiye edilen deneklere ait ovaryum kesitinde
ovariyan kortekste ¢ok sayida kiiciikk ¢caph primer folikiiliin (*) varh@ dikkat ¢cekmekte olup, normal

goriiniimlii preantral folikiillerin (PAF) yam sira az sayida atretik folikiile (X) de rastlanmaktadir. H+E,
X 400.

Resim 63. Siiperovulasyon uygulanmis deneklere ait ovaryum Kesitinde atretik graaf folikiilii (GF)

gozlenmekte olup, oositin (Oo) folikiilden atilamadig: izlenmektedir. KH: Kiimiiliis hiicreleri. — : Polar
cisimcik. H+E, X 200.
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Resim 64. Germinal epitel (GE) altindaki ovariyan kortekste normal goriiniimlii erken asamadaki Graaf
folikiilii (GF) gozlenmektedir. Antrumda (A) oosit (Oo) etrafinda kiimiiliis hiicreleri (KH) yer almakta

olup, graniiloza hiicreleri folikiiliin periferinde membrana graniiloza hiicreleri (MGH) seklinde
yerlesmektedir. H+E, X 400.

Resim 65. Ovariyan Kkortekste normal goriiniimlii preantral folikiillerle (PAF) birlikte primordiyal
folikiiller (—») gozlenmektedir. AF: Antral Folikiil. Masson Trichrome, X 200.
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Resim 66. Ovariyan kortekste primordiyal folikiillerle () birlikte, normal gériiniimlii antral asamadaki
folikiiller de (AF) gozlenmektedir. ZP: Zona pellusida, GH: Graniiloza hiicreleri, Oo : Oosit, *: Antral
bosluk. PAS+HL, X 400.
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Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu bulgular:

Radyasyonun ardindan ekzojen hormonlarla birinci ve ikinci Ostrus fazlarinda
ovulasyon fonksiyonunun test edildigi bu grupta, ovaryuma hakim olan yap1 preovulatuar
donemde bloke olmus Graaf folikiilleri idi. KL sayis1 hem kontrol gruplarindan hem de
stiperovulasyon grubundan daha az idi (Resim 67).

Germinal epitel tek katli yass1 ve kiibik epitelden olugmakta idi (Resim 68). Bazi
kesitlerde germinal epitelin ortadan kalktigi, oositin atilmasinin ardindan antral sivi ve
kiimiiliis hiicrelerinin de atilmakta oldugu riiptiir bolgesi belirgin olarak gozlenmekte idi
(Resim 69).

Bu grupta gozlenen erken asamadaki etretik degisiklikler piknotik niikleuslar ve oosit
deformasyonlari seklinde izlenmekte idi (Resim 68,70).

hCG ile ovulasyon uyarimi uygulamasi yapilan deneklere ait bu kesitlerde, Graaf
folikiiliinde normalde ovulasyondan hemen 6nce gdzlenen, kiimiiliis hiicrelerinde genisleme
meydana gelmisti (Resim 71). Folikiilde genellikle oosit deformasyonlari olusmustu. Niikleer
membran kaybolmus ve pseudomayotik goriintiiler olusmustu (Resim 72). Erken liiteinize
olmus folikiillerde, gerek ganiiloza hiicreleri arasinda sikisip kalan dejeneratif oositler (Resim
73) gerekse genislemis kiimiiliis hiicreleri arasinda atretik goriiniimlii oositler dikkati
cekmekte idi (Resim 74).

Radyasyon etkisiyle oositten yoksun kiiclik capli primer folkiiller ovariyan kortekste
siklikla yer almakta idi (Resim 68,75). Genellikle 1-2 tabakali graniiloza hiicrelerinden olusan
preantral folikiiller normal goriintimlerini korumaktaydi (Resim 76). Bazi1 Graaf folikiillerinde
1. polar cisimcik olusmus ve oosit ile ZP arasina yerlesmisti ancak folikiilde riiptiir
gerceklesmemisti.

Tunika albuginea genislemis olup, primordiyal ve kiiciik ¢capli primer folikiil sayis1
siiperovulasyon grubuna gore daha az gozlenmekteydi (Resim 69,76). Damarlarda dilatasyon
ve siddetli konjesyon gozlenmekte idi (Resim 69,71). Intersitisyel bezler ve stromal

hiicrelerde hormonal indiiksiyon sonucu hacim artis1 gézlenmekte idi.

Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu bulgular::

Germinal epitel ovaryumun genelinde tek katli kiibik epitelden (Resim 77) olugsmakla
birlikte yer yer tek kathi yassi epitel seklinde gozlenmekte ta idi (Resim 78). Farkli
jenerasyonlardaki az sayida korpus luteum ovaryum yilizeyine yakin yerlesmisti. Oositin

atilmasimin ardindan bazi folikiillerde liimende hemorajinin gozlendigi hemorajik korpus
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luteumlar bazilarinda ise, limende bag doku olusumunun basladigi KL’lar izlenmekte idi
(Resim 78).

Tiim radyasyon gruplarina benzer sekilde, kortekste oositini kaybetmis kiiciik ¢aplt
primer folikiiller gézlenmekte idi (Resim 79). Gelismekte olan folikiillerde ise graniiloza
hiicreleri arasinda piknotik niikleuslar, oosit sitplazmasinin asidofil 6zellik kazanmasi ve
fragmantasyonlar izlenmekte idi (Resim 80).

Bu grupta bir 6nceki siklus ile benzer sekilde ovaryumun genelinde, ovulasyon oncesi
asamada atreziye ugrayan genis ¢apli folikiiller izlenmekte idi (Resim 81). Bunun yam sira
hem korteks hem medulla bolgesinde algak tek katli kiibik epitel ile ¢evrili, asidofil boyanan
liimeni ile atretik folikiillere ait kalint1 alanlara da rastlanmakta idi (Resim 82).

Graaf folikiil asamasinda atreziye ugramis folikiillerde ise dejenere olmus oositin
etrafinda genislemis kiimiiliis hiicreleri (Resim 83) ve erken liiteinize olmus folikiiller
igerisinde sikisip kalmis oositler gozlenmekte idi (Resim 84).

Germinal epitel altinda tunika albuginea genislemis olup, igerisinde az sayida normal
goriiniimlii primordiyal ve primer folikiil bulundurmakta idi (Resim 77,85). Siiperovulasyon
uygulanan diger gruplarda oldugu gibi, tunika albugineada yer alan kan damarlarinda

dilatasyon ve eritrosit yogunlugu dikkati ¢cekmekte idi.
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Radyasyon + Siiperovulasyon I Grubuna Ait Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 67. Radyasyon uygulamasmin ardindan siiperovule edilen deneklere ait ovaryum Kkesitlerinde
ovulasyon dncesi asamada atreziye ugramis cok sayida Graaf folikiilii (*) gozlenmektedir. H+E, X 40.

Resim 68. Germinal epitelin (GE) yass1 epitelden olustugu bu boélgede Tunika albuginea (TA) icerisinde
primordial folikiillere rastlanmazken, ovariyan stromada folikiiller etrafinda dilate olmus ¢ok sayida kan
damari (K) bulunmaktadir. X: Atretik folikiil, Oo: Oosit. H+E, X 400
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Resim 69. Graaf folikiiliinde (GF) ovulasyon aminda genislemis kiimiiliis hiicreleri (KH) ile birlikte
folikiiler sivimin da atilmakta oldugu riiptiir bolgesi gozlenmektedir. GH: Graniiloza hiicreleri. H+E, X
400.

- -
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Resim 70. Ovariyan stroma icerisinde primer folikiillerde (*) radyasyona bagh olarak oositler
kaybolurken, biiyiik caph folikiillerde piknotik niikleus (PN) sayisinda artis dikkati ¢cekmektedir. Ileri
atrezi asamasindaki folikiilde dejenere olmus fragmante oosit () yer almaktadir. H+E, X 400.
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Resim 71. Ovulasyon dncesi asamada atreziye ugramis Graaf folikiiliinde asitofil boyanmis oosit (Oo)
etrafinda genislemis Kkiimiiliis hiicreleri (KH) antrumda (A) serbest halde gozlenmektedir. MGH:
Membrana graniiloza hiicreleri. Masson Trichrome, X 400.

Resim 72. Graaf folikiil (GF) asamasinda atreziye ugramis folikiiliin antrumunda (A) Kkiimiiliis
hiicreleriyle (KH) cevrelenmis oosit (Oo) icerisinde pseudomaturasyon mekiginin ( —» ) olustugu
gozlenmektedir. Stroma icerisinde eritrosit kiimeleri ile dolu dilate olmus kan damarlar1 (K) dikkati
cekmektedir. MGH: Membrana graniiloza hiicreleri. Masson Trichrome, X 200.
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Resim 73. Graniiloza hiicrelerinin erken liiteinizasyonu sonucu folikiiliin (X) korpus luteum goériiniimiine
sahip oldugu ve icerisinde dejeneratif oositleri (Oo) bulundurdugu izlenmektedir. Masson Trichrome, X
200.

Resim 74. Ovulasyon oncesi asamada atreziye ugramis Graaf folikiillerinde (GF) antrumda dejeneratif
oositler (Oo) ile birlikte kiimiiliis hiicreleri (KH) gézlenmektedir. PAS+HL, X 200.
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Resim 75. Ovariyan kortekste radyasyon etkisiyle oositlerini kaybetmis ve limende PAS(+) boyanma
gozlenen kiiciik caph primer folikiiller (*) dikkati ¢cekmektedir. PAS+HL, X 400.

Resim 76. Radyasyon uygulamasim takip eden ilk 6strus siklusunda siiperovule edilmis deneklere ait
ovaryumda tunika albuginea (TA) icerisinde primordial folikiiller gézlenmezken, ovariyan stromada
diizenli ve PAS(+) boyanan bazal membranlara (BM) sahip normal goriiniimlii preantral folikiiller (PAF)
dikkati cekmektedir. ZP: Zona pellusida, Oo : Oosit. PAS+HL, X 400.
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Radyasyon + Siiperovulasyon II Grubuna Ait Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 77. Radyasyon uygulamasim takip eden ikinci ostrus siklusunda siiperovule edilen deneklere ait
ovaryum Kkesitinde, tek kath kiibik epitelden olusan germinal epitel (GE) altindaki tunika albuginea (TA)
icerisinde normal goriiniimlii primer folikiiller (PF) izlenmektedir. H+E, X 200.

Resim 78. Oositin folikiilden atilmasimin ardindan, folikiil liimeninde eritrositlerin (Er) varhg ile birlikte
bag dokunun (*) gelismekte oldugu hemorajik korpus luteum (HKL) goézlenmektedir. GE: Germinal
epitel. H+E, X 200.
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Resim 79. Radyasyon uygulamasini takip eden ikinci 6strus siklusunda siiperovule edilmis deneklere ait
ovaryum Kkesitinde oositlerini kaybetmis ¢ok sayida kiiciik caph primer folikiil (X) gozlenmektedir. H+E,
X 400.

Resim 78. Antral asamadaki atretik folikiilde (X) asidofil boyanmis oositin (Oo) fragmantasyonlar (*) ile
birlikte graniiloza hiicreleri (GH) arasinda apoptotik cisimler (—») gozlenmektedir. H+E, X 400.
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Resim 81. Ovulasyon oncesi asamada atreziye ugramis cok sayida genis caph folikiil (*) ovaryum Kkesitinde
goriilmektedir. Masson Trichrome, X 40.

Resim 82. Tek kath yass1 epitelden olusmus germinal epitel (GE) altinda ovariyan kortekste asidofil
liimene sahip ¢ok sayida atretik folikiiliin (X) varhg dikkati cekmektedir. Masson Trichrome, X 400.
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Resim 83. Oositin gozlenmedigi Graaf folikiiliinde (GF) az sayidaki graniiloza hiicrelerinin folikiiliin
periferinde membrana graniiloza hiicreleri (MGH) seklinde yerlesmis olup, folikiiliin antrumunda (A)
genislemis kiimiiliis hiicrelerinin (KH) yer aldig1 gozlenmektedir. Masson Trichrome, X 400.

Resim 84. icerisinde dejeneratif oosit (Oo) bulunduran erken liiteinize olmus folikiiliin (X) yanminda
ovulasyon Oncesi asamada atreziye ugramis Graaf folikiilii (GF) liimeninde kiimiiliis hiicreleri (KH) ve
dejeneratif oosit gézlenmektedir. PAS+HL, X 200.
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Resim 85. Ovaryumun hilus bélgesine ait bu goriintiide kiiciik caph primer folikiiller (*) arasinda seyrek
olarak yerlesmis primordiyal folikiillerin (> ) varhg: gozlenmektedir. PAS+HL, X 200.
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TARTISMA

Memeliler, sayis1 fotal hayatta belirlenen oosit stogu ile dogarlar ve bu stogun atrezi
ya da ovulasyon sonucu tiikenmesi menapoz olarak tanimlanir. Insanda menapoz, menstrual
kanamanin ger¢eklesmemesi ile karakterizedir ve 50 yas civarinda gozlenir (8). Farelerde
endometrial kanama olmadigindan, yaklasik 12. ayda vajinal smearde persistant kornifikasyon
ve ardindan persistant didstrus izlenmesi ile anlagilmaktadir (12).

Ureme doneminin baslarinda kanser teshisi almis kadinlarda pelvik, abdominal ya da
tiim viicut radyoterapi ile maruz kalinan yiiksek doz iyonizan radyasyonlar, sag kalim oranini
artirmaktadir (35). Bununla birlikte yiiksek doz radyoterapi, gonadal disfonksiyon ve
premature ovariyan yetmezlik (erken menapoz) gibi dnemli yan etkilere neden olmaktadir (6).
Ayrica radyasyon etkisiyle oositlerde olusacak kromozomal bozukluklar yavru bireylere de
aktarilabileceginden, tedavinin genetik etkileri de izlenmektedir (20,102). Nitekim Baker (14)
oositlerde mutasyon olusturmayan radyasyon dozunun bulunmadigini bildirmistir.

Genel populasyonda infertilite oran1 %15 olarak tahmin edilmektedir. infertil olgularin
%251 ise ovariyan disfonksiyon ile iligkilidir (58).

Radyasyon alanindan ovaryumlarin uzaklastirilmast (oophoropexy), pelvik ya da
abdominal 1sinlamalarda koruyucu bir yontem olarak uygulanmakla birlikte, tiim viicut
1s1nlamalarda etkili olamamaktadir (27). Ayrica invaziv bir yontem olmasi nedeniyle kanserli
hiicrelerin dagilmasina neden olabilecegi icin riskli oldugu kabul edilmektedir. Bunun disinda
oosit, embriyo ya da ovaryum dokusunun dondurulmasi da son dénemde kullanilan koruyucu
yontemlerdir. Medikal bir yontem olarak GnRH analoglan ile gerceklestirilen koruma,
invaziv islem gerektirmeyen ve bugiin icin en olumlu sonuglari veren yontemler olarak

bilinmektedir (2). Ancak, yukarida bahsedilen yontemlerin tiimii ilizerinde hala deneysel
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arastirmalar yapilmaktadir ve daha ¢ok in vitro kiiltiir calismalariyla elde edilen sonuglarin
tam olarak klinige adaptasyonlar1 gerceklesmemistir (37).

Oositlerin  rejenerasyonunun olmadigr kabul edilir ancak, ilk defa 2004 yilinda,
Johnson ve ark. (103) tarafindan yiiriitilen calismalar ile ovaryumda kok hiicrelerin
varligindan bahsedilmistir. Bu ¢alismada, kok hiicre kaynagi olarak germinal epitel
diistiniilmiistlir ve mitotik aktivasyon sonucu primordiyal folikiil sayisinda artis gézlenmistir.
Buna karsin Tan ve Fleming (104), yiizey epitelinden ovulasyon alanina kadar olan alanda
prolifere olmus hiicreye ait niikleer antijenin diisiik immiin reaktivite gosterdigini bildirmistir.
Genellikle ovaryumda primordiyal folikiil sayisini artiran kok hiicrelerin hematopoetik
kaynaklt oldugu hatta, kemik iligi transplantasyonu sonrasinda spontan gebeliklerin
gbzlenmesinin, kemik iliginden ovaryuma taginan kok hiicreler ile gerceklesebilecegi kabul
edilmektedir (11, 105). Deney hayvanlarinda ve kiiltiir ortamlarinda elde edilen bu sonuglar
heniiz netlik tagimamaktadir. Bu ylizden hem ovariyan rezerv degerlendirme kriterleri hem de
oosit stogunu koruyucu yontemlerin gelistirilebilmesi icin daha ¢ok deneysel ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Fertilite ile ilgili deneysel calismalarda, dikkate alinan degerlendirme kriterleri
sonucun anlamliligr agisindan 6nem tasimaktadir. Kimmel (38), planlanan ¢alismada vajinal
aciklik yasi, vajinal sitoloji, siklus siiresi, oosit populasyonunun tahribati, ¢iftlesme zamant,
gestasyon uzunlugu ve Ostrus siklusu fazina bagli olarak {ireme organi agirlig1 gibi kriterlerin
bulundurulmasini1 6nermektedir.

Geng erigkin 6-7 haftalik, disi fareler kullandigimiz c¢aligmamizda, vajinal smear
yontemi ile Ostrus siklusu takibi yaparak, 4-5 giinliik sikluslara sahip denekleri deneye dahil
ettik. Radyasyon uygulamasi i¢in ise, hormonal kontrol altinda fonksiyon goéren ovaryumun
luteal fazdan, folikiiler faza ge¢is donemini sectik. Farelerde bu donem didstrus fazindan
proostrus fazina gecis asamasina karsilik gelmektedir. Diostrus fazi, folikiiler biiylimenin
daha az olup, ovariyan ve gonadotropik hormonlarin ovaryumda daha az degisiklige neden
oldugu uzun bir donemdir. Bu donemde ovaryumda folikiilogenezin antral asamasi
goriilmektedir (32,106,107). Prodstrus fazi ise, hormon seviyelerinin yiikseldigi, folikiillerin
hizli bir biiylime ve farklilasma siirecine girerek ovulasyon dncesi asamaya kadar ulastig1 kisa
bir donemdir (108). Ovaryumda folikiilegenezin preovulatuvar asamasi gozlenir (32,107).

Calismamizda kullandigimiz 7,2 Gy tek doz, tiim viicut radyasyon, uygulamay1 takip
eden birinci ve ikinci ovulasyon donemlerinde hem ovulasyon oranlar1 hem de ovaryum
morfolojisinde degisikliklere neden olmustur. Ancak, radyasyon uygulamasinin ardindan

vajinal smearlerde, fazlara 6zgii hiicre oranlarinda ya da karakterinde degisiklik saptanmadi.
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Radyasyon sonrasinda, ikinci ovulasyona kadar takip edilen radyasyon II ve
radyasyon+siiperovulasyon II grubu deneklerden sakrifikasyon zamanina kadar alinan
smearler degerlendirildi ve sadece 8 denekte siklus siiresinin normalden (p<0.05) uzun oldugu
gbzlendi. Geri kalan deneklerin bir ¢ogunda, kornifiye hiicrelerden olusan Ostrus fazina ait
smear sayisi, bir giin yerine birkag giin gozlense de bu ortalama siklus siiresini belirgin olarak
degistirmemisti. Nitekim, yliksek radyasyon dozlarinda vajinal siklusun bir siire diizenli
devam ettigini bildiren calismalar bulgularimizi desteklemektedir (109,110). Bunun nedeni
olarak ise ovaryumda hayatta kalabilen folikiillerin ovariyan dongiiyii devam ettirebilecek
hormon destegini saglamasi gdsterilmektedir (23).

Bazi caligmalarda radyasyondan sonra Gstrojen iiretimi geciktiginden daha az vajinal
siklus gozlenebildigi bildirilmistir. Hipofiz radyasyondan sonra kendine yeni bir duyarlilik
esigi olusturabilir (111).

Calismamizda, radyasyon uygulanmis gruplarda ovaryum kesitlerine bakildiginda,
primordiyal ve kiiclik ¢apli primer folikiillerin kontrol ve sham gruplarina oranla daha az
oldugu gozlenmistir. Bu tip folikiillerdeki hasar oosit kayiplar seklinde oldugundan ovariyan
stogun azalmasina dair direkt bir bulgu sunmaktadir.

Iyonizan radyasyon ile primordiyal ve kiiciik ¢apli primer folikiillerde oositlerin yok
oldugu ya da piknotik niikleuslar1 nedeniyle koyu renkli goriindiikleri bildirilmistir. Cesitli
iyonizan radyasyonlar kullanilarak ovaryumda sayisi en ¢ok azalan folikiillerin, bu tip kiigiik
folikiiller olduguna dair pek c¢ok morfolojik ve istatistiksel ¢alisma bulunmaktadir (24-
26,112).

Guigon ve ark.(112), ratlarda i1simnlamanin ardindan, oositten yoksun kiiciik capli
primer folikiillerin varligini bildirmistir. Morfolojik olarak bu folikiillerde bir bazal membran
tizerinde 4-8 adet kiibik hiicre gézlenmistir.

Ovaryumda hormonlar kadar oosit ve graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen
parakrin faktorler de folikiiliin hayatta kalmasinda etkili goriilmektedir (113,114). Parakrin
faktorlerin varligi 2-3 tabakali graniiloza hiicrelerine sahip preantral folikiillerden itibaren
tespit edilmistir (16). Bu ylizden, kiigiik ¢apli folikiillerde oosit ve folikiiler hiicre
olgunlagmasi ger¢eklesmediginden radyasyona karsi direng gosterememektedirler (89).

Ayrica primordiyal folikiillerde kaspaz 2’nin yiiksek oranda gozlenmesi nedeniyle
apoptozis aracilt atreziye duyarli olduklar1 6ne siiriilmektedir (89).

Calismamizda radyasyon gruplarina ait ovaryum kesitlerinde en ¢ok rastlanan saglikli
folikiiller, 2-3 tabakali preantral asamadakiler idi. Bu tip folikiiller, radyasyon I ve

radyasyon-+siiperovulasyon I gruplarinda daha fazla gézlendi.
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Ovariyan folikiiller, preantral asamadan itibaren gonadotropin bagimli duruma
gelmektedirler. Preantral folikiilde graniiloza hiicreleri spesifik FSH reseptorleri
bulundurmaktadir ve FSH varliginda, folikiil kendi mikrogevresini olusturmak iizere sinirlt
miktarda androjenleri aromatize edebilmektedir. Boylece dstrojen yapimi FSH reseptor icerigi
ile sinirlandirilmaktadir. FSH reseptorleri folikiiliin baslangi¢ biiyiimesi {izerine, graniiloza
hiicreleri plazma membraninda hemen ortaya c¢ikmakta ve kisa siirede 1500 reseptor/
graniiloza hiicreleri konsantrasyonuna ulagsmaktadir. FSH, dstrojen ile birlikte hareket ederek,
graniiloza hiicrelerilerinde sinerjistik mitotik etki gdsterir ve proliferasyonunu uyarir (30). Bu
ylizden preaantal ve antral folikiiler hiicrelerinde mitotik figiirlere siklikla rastlanmaktadir.
Calismamizda kontrol gruplarinda, gelismekte olan folikiillerin graniiloza hiicreleri arasinda
mitotik figlirler ¢ok sayida iken, radyasyon uygulanmis tim gruplarda olduk¢a nadir
gbzlenmistir.

Kaya ve ark.’nin (29) calismalarinda da radyasyon uygulamasindan 16 saat sonra
TUNEL (+) primordiyal ve antral folikiil sayisinda %42 ve %12 artis gozlenirken, preantral
asamadaki boyanma anlamli bulunmamustir. Jarrel ve ark. (111) ile Ataya ve ark. (115) da
radyasyon uygulamalar1t ardindan preantral asamadaki folikiillerin normale yakin morfoloji
gosterdigini bildirmistir. Anti-apoptotik protein bel-2’nin preantral folikiillerde yiiksek oranda
bulunmasi, bu folikiillerin radyasyon hasarindan korunmalarim1 saglayan bir faktor olarak
diistiniilmektedir (116).

Radyasyon etkisini 6zellikle mitoz aktivitesi yiiksek hiicrelerde gostermektedir (3) ve
folikiiler hasar apoptozis mekanizmalar1 iizerinden olusmaktadir (51,92,115). Radyasyon,
DNA hasar1 olusturup endoniikleazlar1 aktive etmekte ve hiicre i¢i sinyaller araciligiyla
kaspaz sistemini harekete gecirmektedir. Atretik folikiillerin graniiloza hiicrelerilerinde
kaspaz 3 ve 9 varligi, TUNEL teknigi kullanilarak tespit edilmistir (29,89). Oositte tamir
mekanizmalarmin smirli olmasi nedeniyle, radyasyon kaynakli DNA zincir kiriklarinin
kromozam anomalileri ve oosit kayiplarindan sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (117).

Folikiiler atrezide apoptozisin baglica gostergesi piknotik graniiloza hiicreleri
niikleuslaridir (94,117). Calismalarda graniiloza hiicreleri tabakasinda 2 ya da daha fazla
sayida piknotik niikleus bulunduran folikiil atretik kabul edilmistir (119). Takagi ve ark.’na
gore (60), piknotik hiicrelerin atreziye neden olmasi 2 hiicre 2 gonadotropin kurali ile
aciklanabilmektedir: Bu teoriye gore, folikiile FSH saglanmasindaki bir eksiklik, folikiildeki
graniiloza hiicrelerinde Ostrojen iiretiminde azalmaya neden olur. Bu durumda, yetersiz

ostrojen folikiil gelisiminde duraksamaya neden olur. Seradaki gonadotropinlerin azalmasi
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steroid hormonlarin ve hiicre siklik faktorlerinin salinimini etkileyerek homeostazisi bozar ve
graniiloza hiicrelerinde apoptozisi, ovaryumda ise folikiiler atreziyi indiikler.

Atrezinin diger morfolojik gostergelerinden biri de apoptotik cisimlerdir. Radyasyon
gruplarinda preantral sathada graniiloza hiicreleri tabakasi igerisinde, antral asamada ise daha
cok antrumda apoptotik cisimlere siklikla rastladik. Hirshfield (118), apoptotik cisimleri
iclerinde daha c¢ok niikleus parcalarinin bulundugu, membranla ¢evrili antral cisimler olarak
tanimlamistir. Radyasyona bagli olarak folikiiler atrezinin incelendigi bazi c¢aligmalarda
antrumda makrofajlarin gozlendigi ve apoptotik cisimler i¢inde makrofaj niikleusunun
bulundugu bildirilmistir (17). Kim ve ark (25), prepubertal farelerde radyasyonun ardindan
bazal membranin biitiinligli bozuldugu i¢in infiltre olan noétrofilleri bildirmislerdir. Bazi
calismalarda ise atreziye, prepubertal donemde nétrofillerin, puberte sonrasinda ise
makrofajlarin katildig1 bildirilmektedir (52). Son donemde, apoptotik proseste inflamasyon
gelismedigi icin, folikiilde hiicresel atiklari fagosite eden hiicrelerin polimorfoniikleer
hiicrelerden ¢ok graniiloza hiicreleri benzeri hiicreler oldugu bilgisi kabul gdérmektedir.
Devine ve ark. (120), folikiil liimenindeki bu hiicrelerin, graniiloza hiicrelerinin gap tipi
baglantilarina sahip oldugunu elektron mikroskopik incelemelerinde belgelemistir.

Calismamizda radyasyon uygulanmis gruplarda, antral ve daha ileri folikiiler gelisim
asamalarindaki folikiillerde, erken atretik degisiklik olarak graniiloza hiicreleri ve oosit-
kiimiiliis hiicreleri arasinda baglantilarin zayifladigini gozlemledik. Devine ve ark. da (120),
primer ve daha biiyiik folikiillerin erken atrezik belirteci olarak, graniiloza hiicreleri apoptozu
ve oosit-graniiloza hiicreleri kontaginda kayiplar1 bildirmistir. Elektron mikroskopik olarak
ise graniiloza hiicrelerinin oosite dogru olan mikrovilli uzantilarinda kayiplar gézlenmistir
(120,121).

Cok sayida deneysel veri, plazma membrani akiciligindaki bozulmanin radyasyon
hasarinin karakteristik bir o6zelligi oldugunu gostermektedir. Iyonize radyasyona akut
donemde yanitin karakteristik 6zelligi dezmozomlari, adharens baglantilar1 ve siki baglantilar
iceren hiicreleraras1 baglantilarin hasarlanmasidir. X ya da y 1sinlamay:1 takiben, geri
doniisiimlii  olarak hiicreler arast sahada ©Onemli Ol¢lide genislemenin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (122).

Oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilar bu iki tip hiicrenin gelisip
farklilagmasi, oositin olgunlagsmasi ve folikiil biiylimesinin ilerlemesi agisindan kritik 6neme
sahiptir. Siki baglant1 yapisindaki kompleksler, temel olarak konneksin proteini igerir.

Konneksin 43 eksikligi bulunan farelerde folikiil gelisimi erken preantral asamadan ileriye
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gitmezken (123,124), oosit ile kiimiiliis hiicreleri arasinda yer alan konneksin 37 eksikligi
ovulasyonun ger¢eklesmemesine neden olmaktadir (125).

Radyasyon ardindan, daha az yogun hale ile cevrilmis, yliziik benzeri kromatin
agregatlar1 olarak goriilen niikleer cisimcikler saptanmistir. Bu olusumlarin pre-mRNA ve
pre-rRNA’nin transport veya iiretiminde artisla birlikte ortaya ciktigi sanilmaktadir. Morales
ve ark. (126) tarafindan niikleolus sayis1 ve niikleolar organizer bolgelerin ortalama hacminin
isinlamadan  sonra belirgin olarak artabilecegi bildirilmistir. Bu olay niikleusun
transkripsiyonel aktivitesinin radyasyona bagli artisindan kaynaklanabilir. Somosy (122),
diisiik doz 1sinlamaya yanit olarak niikleer lamina altinda marjinal kromatin yogunlasmasi ve
niikleer matriks i¢inde genis, yogun kromatin kiimelerinin olustugunu bildirmistir. Biz de
graniiloza hiicre niikleuslarinda bu tip kromatin yogunlagmalarina rastladik.

Calismamizda atretik oosit sitoplazmalarini, graniiloza hiicre tabakasi igerisindeki
apoptotik hiicre sitoplazmalarin1 ve atretik folikiile ait folikiiler siviyi H+E boyasinda koyu
pembe, PAS+HL boyasinda siddetli PAS (+) ve Masson trichrome boyasinda yesil renkte
gozlemledik. Atretik folikiillerde, oosit sitoplazmasinda hiicre kalintilarini igceren sekonder
lizozomlarin artmasindan dolay1 eozinofilik (120,121) ve PAS(+) boyanma gdzlenmektedir
(127).

Ileri antral seviyedeki folikiillerde atretik degisiklikler, graniiloza hiicreleri arasinda
piknotik niikleuslar ve apoptotik cisimlerin varliginin yaninda, ileri seviyede graniiloza hiicre
sayisinda siddetli azalma ve oosit dejenerasyonlarini icermekte idi. Osman (59)’nin
calismasiyla uyumlu olarak, oositte fragmantasyonlar ve ZP’nin katlantili hal almasi, ileri
atretik degisikler olarak gozlendi.

(Calismamizda radyasyon I ve II gruplarinda ovulasyon oranlar1 kontrol grubuna oranla
anlamli olarak azalirken, vajinal sitolojide degisiklik gozlenmedi. Ayrica radyasyon
uygulamasinin ardindan ovaryum indiiksiyonu yapilan deneklerde de ovulasyon orani oldukga
azalmisti. Bu deneklere ait histolojik kesitlerde ovule olamamis matur folikiilleri
gozlemlememiz, radyasyona bagli olarak ovulasyon mekanizmasinin hasarlanmis
olabilecegini disiindliirmektedir. Bulgularimizla paralel olarak Duncan ve ark. (109),
prematiire ovariyan yetmezligin erken asamadaki belirtilerini normal seyreden menstriiel
siklus, yetersiz ovaryan fonksiyonlar ve serum gonadotropin seviyesinde artis seklinde ifade
etmistir.

Ayrica radyasyon uygulamasi sonrasinda, PMSG (FSH) uygulamas: folikiil gelisimini
saglayarak antral folikiilii atreziden korumussa da, hCG’ye (LH) verilen yanit yetersiz

oldugundan ovulasyon orani diismiis olabilir. Buna karsin, Jacquet ve ark (22), in vitro
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caligmalarinda, radyasyon uygulamasindan sonra hem folikiil gelisiminin hem de
ovulasyonun sorunsuz gergeklestigini bildirmistir.

FSH maruziyeti genis antral folikiili atreziden koruyan bir olaydir. Rodentlerde
oldukca kisa bir luteal faz vardir ve periovulatuar donemdeki FSH salinim1 sonraki siklusta
ovulasyona gidecek folikiil se¢imi i¢in 6nemlidir (89,128). Calismamizda farelerde radyasyon
uygulamasint didstrus-proostrus gecis doneminde gerceklestirdik. Bu dénemde ovaryuma
hakim olan yapilar antral folikiillerdir (108). Radyasyon uygulamasindan bir giin sonra,
proostrus-Ostrus gegis doneminde uygulanan PMSG, hem ovulasyona ulasacak antral folikiil
populasyonunu hem de preantral folikiillerin gelisimini uyarmistir.
Radyasyon+siiperovulasyon 1 grubunda, ovulasyon orani oldukg¢a diisiik gozlenmistir. Bu
durum bize, PMSG’den bir giin dnce radyasyon alan antral folikiillerde LH reseptorlerinin
olusmamis ya da LH cevabinin gecikmis olabilecegini diisliindiirmektedir. Bu yiizden,
preovulatuvar asamaya ulasan bu folikiillerde ovulasyonun gerg¢eklesmedigi kanisindayiz.
Dogal siiregte, preantral folikiillerin antral asamaya gecis donemlerinin atrezi i¢in oldukca
hassas oldugu bildirilmistir (16). Bununla birlikte atrezinin yiiksek doz radyasyon ile
indiiklenmesi, folikiiler dejenerasyonu daha da dramatik hale getirmis olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu durumda, radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarinda, riiptiiriin
gerceklesemedigi preovulatuvar folikiiller ovaryumda gozlenmistir.

Radyasyon+siiperovulasyon II grubunda, bir onceki siklusta secilen antral folikiil
grubu, yani radyasyona maruz kalmig antral folikiiller ve preantral folikiil grubu PMSG ile
uyartlmistir. Radyasyon hasarinin ilk birka¢ giinlik donemde daha siddetli oldugu
bilinmektedir. ilk 4 giin folikiiler dejenerasyon fazla iken, 8-10 giin sonra ovaryum
morfolojisi kontrol grubuna yakin gézlenmistir (24). Literatiir ile uyumlu olarak, radyasyonu
takip eden ikinci ovulasyon donemindeki deneklerde spontan ve indiiklenmis ovulasyon
oranlarini, ilk siklusa gore daha yiiksek gozlemledik. Radyasyon uygulamasinin ardindan
ikinci ovulasyona kadar ovaryumda tamir ya da eliminasyon i¢in daha uzun siire olmasi
nedeniyle, ovaryum morfolojisinin kontrole yakin gézlendigini diisiinmekteyiz.

Hiicre boliinmesini GO’dan G1 fazina ilerletmeye yarayan siklin D2 gelismekte olan
folikiillerde graniiloza hiicrelerinden salinmaktadir. Siklin D2 eksikligi bulunan farelerde
ovulasyonun ger¢eklesmedigi ve oositin korpus luteum benzeri liiteinize bir yapi iginde
kaldig1, ayrica ovaryumda folikiiler biiylimenin kiiclik ¢apl folikiillerden Gteye gidemedigi
bildirilmistir (63). Calismamizda radyasyon etkisi ile graniiloza hiicrelerinin hasara ugradig:
ve gelismekte olan folikiillerde saglikli hiicre sayisinin azaldigi histolojik bulgularimizla

ortaya konulmustur. Literatiir ile iligkili olarak radyasyon+siiperovulasyon gruplarinda
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ovulasyon oranlarmin diisilk gézlenmesinin, graniiloza hiicrelerinin sayica azalmasi ve bu
hiicrelerden ovulasyonun gerceklesmesinde yardimer faktorlerin yeteri kadar salgilanamamis
olmasindan kaynaklandigin1 diistinmekteyiz.

Lee ve ark. (24), atretik folikiillerdeki LH reseptorlerinin saglikl folikiillerden daha az
oldugunu bildirmektedir. Ovaryumda LH reseptorii expresyonundaki azalma nedeniyle, asir
miktarda hCG ile baglanan teka hiicre tabakasinda kalinlasma gozlenmistir (124). Lee ve ark
(24), LDso gamma radyasyon dozlar1 uyguladiklar rat ve farelerde, progesteron ve testosteron
seviyelerinde artis, dstradiol seviyesinde ise azalma tespit etmislerdir. Fare teka hiicrelerinde
radyasyon etkisiyle hidroksi steroid dehidrogenaz ya da izomeraz enzimi inaktivasyonu
gerceklesebilir. Boylece fare ve ratlarda graniiloza hiicrelerinin aromataz aktivitesi
engellenebilir (115). Bu durumda 6stradiol iiretimi de azalacaktir. Ancak radyasyonun enzim
inaktivasyonu olusturduguna dair direkt sonuglar heniiz elde edilmemistir (24).

Calismamizda radyasyon ardindan siliperovulasyon uygulanmis digilerden elde
ettigimiz ovulasyon oranlari ile birinci ve ikinci ovulasyon doénemlerinde ovaryum
fonksiyonlarinda anlamli azalmanin oldugunu goézlemledik. Ovariyan fonksiyonun
degerlendirilmesi i¢in bu giine kadar en giivenilir yol olarak, ekzojen gonadotropin
uygulamalar1 kullanilmaktadir (2,109,129). Calismamizda FSH yerine PMSG ve LH yerine
hCG kullandik. Her iki hormonun da uygulanmasi 17:30-18:00 saatleri arasinda
gerceklestirildi. Tarin ve ark (85), gilinilin bu saatinde yapilan uygulama sayesinde, ovulasyon
zamaninin tam olarak belirlenebildigini ve spontan endojen LH saliniminin engellendigini
bildirmistir.

Duncan ve ark’na (109) gore, ekzojen gonadotropinlere normal yanit, ovulasyona
ulasacak folikiil sayisindaki artis nedeniyle progesteron seviyesinde yiikselme seklinde ortaya
cikmaktadir. Ancak radyoterapi ardindan premature ovariyan yetmezlik gelismis kadinlarin
¢ogunda  siliperovulasyon uygulamasina cevap olusmamaktadir.  Caligmamizda,
radyasyon+siiperovulasyon 1 ve II gruplarinda ovulasyon oranlarmmin diisiik olmasi,
radyasyonun ovaryum fonksiyonunu hasara ugrattigini diisiindiirmektedir.

Ataya ve ark. (115), Rhesus monkey tiirii maymunlarda, Jarrel ve ark (109), ratlarda
radyasyon ardindan FSH seviyesinin yiikseldigini bildirmiglerdir. Aragtirmacilar baslangi¢
radyasyon dozlarinin E, ve inhibinin baslica kaynagi olan gelismekte olan folikiilleri
tiikettigini, boylece E, ve inhibin, FSH iizerine negatif feedback olusturamadigindan FSH
seviyesinin arttigim one siirmiislerdir. Ostradiol seviyesinin azalmasi ve FSH seviyesinde

artis ovaryum fonksiyonlarinda yetersizligin gostergelerinden sayilmaktadir.
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Calismamizda radyasyon sonrasi ilk ovulasyon déneminde dahi ovaryum agirliginda
kontrole oranla anlamli azalma go6zlendi. Deney hayvanlar1 ile yapilan calismalarda,
radyasyon uygulamasindan kisa siire sonra ovaryum agirliginda kontrol gruplarina oranla
azalma oldugunu bildirilmistir. Azalma genellikle ovaryumdan silinen folikiiller ile
iligkilendirilmistir (51,109,130).

Spontan ovulasyon gruplar1 arasinda hacim oranlarinda fark gézlenmemesini, tiim
deneklerde ovulasyonun gergeklesip KL’larin olugsmus olmasina baglamaktayiz. Normalde,
siiperovulasyon uygulamasi yapilmis fare ovaryumlarinda gerek ¢ok sayida KL varligi
gerekse  O0demli  ovariyan  stroma  nedeniyle hacim  artisi  gdzlenmektedir.
radyasyon+siiperovulasyon gruplarinda ise, KL sayisi az olmasina ragmen hem ekzojen
hormon uyarimi ile ovaryumun 6demli hal almasi hem de Graaf folikiil asamasina ulasmis
ancak riiptiire olamamig folikiillerin varlig1 nedeniyle ovariyan hacim farklilig1 olusmadigi
kanaatindeyiz. Bununla birlikte, son donemde ovaryum hacminin degerlendirilmesi, ovariyan
rezervin degerlendirilmesinde kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Yapilan
calismalarda ovaryum hacmi folikiil deposunu yansittig1 i¢in fertilite degerlendirmede 6nemli
oldugu one siiriilmiistiir (131,132).

Kromozom bozukluklarinin degerlendirilmesi, iyonizan radyasyonun genetik riskinin
anlasilmasi ic¢in yaygin sekilde kullanilan i1yi bir biyolojik belirtectir. Kaldi ki, bir germ
hiicresi olarak oosit kromozomlarinda meydana gelecek bozukluklar, embriyoya da
aktarilacagindan, bu tiir bozukluklarin tespiti oldukca kritik 6neme sahiptir. Martinez-Flores
(133), preovulatuvar donemde 2 Gy X- ray uyguladigi oositlerde MII ve zigot asamasinda
kromozomal anomali oraninin yiiksek oldugunu, 14 giinlik embriyoda ise anomali
gbzlenmedigini bildirmistir. Reichert ve ark (134), x-ray ile kromozom anomalisi olusan
embriyolarin gelisimini tamamlayamayacagini one siirmistiir. Streffer ve Miiller (135) ise
preimplantasyon doneminde X 1sinlamasi yapilan zigotlarda malformasyonlarin ya hep ya hig
kuralina gore gerceklestigini bildirmislerdir.

Jacquet (23), radyasyon kaynakli koromozomal hasarin oositlerin kaybina neden
oldugunu 6ne siirmiistiir. Radyasyon uygulama zamani ile ovulasyon orani arasindaki iligki in
vitro olarak Brewen (20) ve Russel (102) tarafindan ortaya konmustur. Russel ve ark (101), 6
haftadan daha 6nce yapilan 1sinlama sonucunda mutasyonlarin sifir degerine kadar diistiigiini
gormustur.

Preantal folikiillerde kiiltiiriin 12. giiniinde, ovulasyon uyarimindan 3 saat 6nce 2-4 Gy

X-ray uygulamis ve ovule olmus tiim oositlerin GV asamasinda oldugunu goézlemistir. Bu
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asamadaki kromozom anomalileri kiriklar, fragmentasyonlar ve kromatid degisimleri seklinde
bildirilmistir (22).

Jacquet ve ark.’a gore (22) radyasyon, ne folikiiler biiylimeyi ne de ovulasyonu
etkilemistir. Oosit maturasyonunun baglangicin1 gosteren GVBD engellenmistir. Ayrica bu
calismada bu giine kadar in vivo 1simlanmis fare oositlerinde GV asamasinda oosit
bildirilmedigi de belirtilmektedir.

Calismamizda radyasyon uygulanmis spontan ovulasyon gruplarinda genellikle
GVBD asamasinda MI oositler elde ettik. Geri kalan oositlerde MII asamasindakiler agirlikli
olmakla birlikte, az sayida GV oosit ve birka¢ bos zona pellusida gozlemledik. Oositlerin
etrafinda yer alan kiimiiliis hiicreleri ise gevsek bir sekilde yerlesmisti.

IVF’te maturasyona ya da fertilizasyona uygun oositlerin secilmesi olduk¢a énemli bir
konudur. Genellikle fertilizasyon i¢in, ovule oositlerin MII ya da GVBD asamasinda olmast
gerekmektedir. Eger oosit maturasyonu uygulanacak ise, preantral ve antral folikiillerden GV
asamasindaki oositler aspire edilip, preovulatuvar asamaya kadar maturasyonu saglanmakta,
daha sonra ekzojen hormonlarin ortama verilmesi ile ovulasyon gerceklestirilmektedir (82).

Stiperovulasyon gruplarinda oositleri kiimiiliis hiicrelerinden uzaklagtirma islemini
gergeklestirmedigimiz i¢in, maturasyon degerlendirmesini Wolf kriterleri (82) dogrultusunda
oosit-kiimiiliis morfolojisine gore yaptik. Tiim gruplarda genellikle, etraflarinda genislemis
kiimiiliis hiicrelerini bulunduran olgun asamada oositler elde ettik.

Morishita ve ark. (136), spontan ovulasyon ve indiiklenmis ovulasyon sonucunda elde
edilen kiimiiliis-oosit komplekslerini kiyasladiginda, indiiklenmis ovulasyon sonucunda tuba
uterinadaki oositin siki paketlenmis cok sayida kiimiiliis hiicresiyle birlikte bulundugunu
gozlemlemistir. Spontan ovulasyon grubunda kiimiiliis hiicrelerinin daha seyrek godzleniyor
olmasini ise oositin yliksek fertilizasyon yetenegi ile iliskilendirmistir.

Un ZP ve Un M (137), in vitro maturasyon uyguladiklar1 sigir oositlerinde kiimiiliis
hiicrelerinin genisleme derecesine gore fertilize oosit oranlarmi arastirdiklar1 c¢aligmada,
genisleme ile oosit maturasyonu arasinda giivenilir bir bag olmadigini ortaya koymuslardir.
Genigleme gorlilmeyen oositler fertilize olabildigi gibi, yeterince genisleme gozlenen
oositlerin fertilize olamadigini1 bildirmislerdir. Bununla birlikte Delilbas1 L. da (82), IVF
laboratuarlarinda, oosit-kiimiiliis kompleksini Wolf ve ark.’nmin kriterlerine gore
degerlendirmenin subjektif oldugunu kabul etmektedir.

Stiperovulasyon gruplarinda daha fazla olmak iizere, tiim deney gruplarinda niikleer
membranin kayboldugu oositlerde, mayoz boliinmesini tamamlama asamasindaki oositlere

rastladik. Atrezi belirtisi olan, kiimiiliis-oosit komplekslerinde organellerin yeniden
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diizenlenmesi ve niikleer degisiklikler, dominant oositin final maturasyonuna benzer belirtiler
gostermektedir. Bu olay pseudomaturasyon olarak tanimlanmaktadir (138). Atrezi folikiilde
post-LH degisikliklerine benzer olaylari taklit edebildiginden pseudomaturasyon olusabilir
(139,140). Inflamatuvar durumlarda olusan &stradioliin hizli azalmasi, androjen, progesteron
ve PGE;’nin hizl1 artis1 oositin gelisme kapasitesini kazanmasinda 6nemli olan degisikliklerin
meydana gelmesini indiiklemis olabilir (141).

Oositin niikleer maturasyonu kadar boliinme mekigi yapisinin da ovulasyonda 6nemli
oldugu bilinmektedir. Radyasyona bagli olarak mayoz mekiginin sekil ve yapisi
degismektedir (22). Ayrica kafein etkisiyle bolinme mekigi seklinin bozulmasi sonucu,
mayotik duraksamanin gergeklestigi one stiriilmiistiir (142).

Oositler gelisme kapasitelerini Ostrus siklusunun ileri folikiiler fazinda kazanir.
Ilerlemis atrezi, oositin gelisme kapasitesi kazanmasimi bir siirelifine duraksatir. in vitro
gelisme kapasitesi iizerine atrezinin pozitif etkisi, oositin kendini maturasyon, fertilizasyon ve
gelisme i¢in daha uzun bir biiylime periyodu saglamak seklinde olabilir. Diger yandan oositin
in vitro gelisme yetenegi, eger atrezi ileri seviyede ise daha diisiik olabilir (143).

Oositin DNA tamir 6zelligi ile ilgili ¢ok az bilgi olmasina ragmen, bu 6zelligin oosit
biiylimesi ile degismedigi de bilinmektedir. DNA onarimi kismen oositin gelismekte olan
folikiil icerisinde olmasiyla iligkilidir. Ciinkii hormonlar ve mayotik duraksamanin devamu,
mayotik yeterliligin kazanilmasi, oosit maturasyonu ve ovulasyon gibi metabolik olaylarda rol
alan faktorler tamir mekanizmalari i¢in 6nemlidir. TNFa, memelilerde folikiil atrezisinde
intraovaryan diizenleyici olarak rol oynar. Kiiltiirdeki folikiile uygulandiginda, progesteron
yukselir. Cilinkii DNA tamiri lizerine negatif etkisi bulunmaktadir. Progesteron seviyesi ile
kromozom readyoensitivitesinin artigi arasinda dogru orant1 oldugu bildirilmistir (22).

Fareler i¢in 7.2 Gy radyasyon, ovariyan stogun %>50’sini tliketen doz olarak
bildirilmistir (17). Kaynak arastirmalarinda gordiik ki, radyasyon hangi dozda uygulanirsa
uygulansin ovaryumda dejeneratif degisikliklere neden olmaktadir. Doz farklili§1 sadece yok
olan oosit sayisini etkilemektedir (10,14).

Hormonal seviyedeki degisiklikler —morfolojik degisikliklerden daha Once
gerceklesmektedir (24). Radyasyona bagli olarak 6stradiol seviyesindeki ani azalma nedeniyle
graniiloza hiicrelerinin farklilagsmasi ve olgunlasmasi geciktiginden, bu hiicrelerle etkilesim
halinde bulunan oositin maturasyonu da gecikmektedir. Ayrica radyasyon etkisiyle enzim
mekanizmalarinin inaktif hale gelmesi ovulasyon icin gerekli faktorlerinde salgilanmasini
engellemekte ve radyasyon II ve radyasyontsiiperovulasyon II gruplarinda sik rastlanan,

erken liiteinie olmus, kist benzeri folikiilerin gozlenmesine neden olmaktadir.
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Calismamizin sonunda, elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, gen¢ disi farelerde
radyasyonun ovaryum {izerindeki etkilerinin ¢ok kisa slirede ortaya c¢iktigi gorilmiistiir.
Deney siiresi boyunca 0Ostrus siklusu takibi yapilmasi sayesinde, genital sistemdeki hormonal
ortam hakkinda da ipucu sunulmustur. Siiperovulasyon ve spontan ovulasyon ile elde edilen
ovulasyon oranlari, ovaryum agirligi ve hacmi gibi parametreler gerek folikiil stogu gerekse
fonksiyon kaybinin erken donemde dahi hasarlandigini bildirmektedir. Spontan ovulasyon ile
radyasyon I ve II gruplarinda ¢ogunlukla MI oositlerin elde edilmesi, yiiksek doz radyasyon
nedeniyle oosit maturasyonunun tamamlanamadigini ve bu oositlerin fertilizasyon agsamasina
ulagmasi i¢in in vitro maturasyona gerek oldugunu ifade etmektedir.

Bu calisma ile sadece iyonizan radyasyonun ovaryum morfolojisi ve ovulasyon orani
tizerine etkileri incelenmemis ayn1 zamanda, spontan ovulasyon doneminin tespiti ve
kullanilan siiperovulasyon protokolii ile temel ovaryum histolojisi ve oosit maturasyonunun

anlagilmasina da katki saglanmistir.
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SONUC

Tiim viicut radyasyon uygulamasi, ovaryumlarda folikiiler atrezinin siddetini artirmis
ve uygulamayi takip eden birinci ve ikinci Ostrus siklusunda, spontan ovulasyon oranini
diistirmiistiir. Bu donemlerde elde edilen oositlerin biiylik ¢ogunlugunun MI fazinda kalarak,
maturasyonunu tamamlayamadigi, bazilarinda ise hem oosit hem de polar cisimcigin
morfolojilerinin bozuldugu gézlenmistir.

Radyasyon uygulanmis ovaryumlarda, stiperovulasyon uygulamasi sonucu ovulasyon
oranlar1 olduk¢a diigmiis hatta ¢ogu denekte ovulasyon gozlenmemistir. Graaf folikiilii
asamasinda atreziye ugramis folikiiller ovaryumda gozlenmistir. Radyasyon uygulamasi
sonrasinda, ikinci Ostrus siklusunda incelenen radyasyon II ve radyasyon+siiperovulasyon II
gruplarina ait ovulasyon oranlari, radyasyon I ve radyasyon+siiperovulasyon I gruplarina gore
daha yiiksek elde edilmisse de kontrol gruplarindan diisiiktlir. Bulgularimiz dogrultusunda,
radyasyon etkisiyle hasarlanmis ve sayisi azalmisg graniiloza hiicrelerinden, ovulasyonda
gorevli faktorlerin daha az oranda salgilanmasi nedeniyle ovulasyon prosesinin aksadigini
diisiinmekteyiz.

Genital siklus diizenli devam etmesine ragmen, radyasyonun ardindan ovaryumun
ekzojen hormonlara yanitinin zayif olmasini, gen¢ kadinlarda ileri luteal fazda alinan
radyoterapi sonucu premature ovariyan yetmezligin erken dénem gostergesi olabilecegini
diisiinmekteyiz. Ostrus fazlari dikkate almarak yapilan uygulamalar sonucu elde ettigimiz
morfolojik ve morfometrik bulgularin, radyasyonun folikiiler hasar ve oosit kalitesi iizerine

etkilerinin agiklanmasina katki saglayacagi kanisindayiz.
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OZET

NORMAL VE SUPEROVULE FARELERDE iYONIZAN
RADYASYONUN OVARYUM MORFOLOJISI, OSTRUS SIKLUSU VE
OVULASYON ORANI UZERINE ETKIiLERININ iINCELENMESI

Melike SAPMAZ METIN

Calismamizda, y radyasyonun ovaryum morfolojisi, ovulasyon orani ve dstrus siklusu
lizerine olan etkilerinin morfolojik ve morfometrik parametrelerle gosterilmesi amaglandi.
Yaklasik 3 diizenli siklus gosteren denekler deneye alindi ve yedi grup olusturuldu. Kontrol,
radyasyon-sham, radyasyon I ve II gruplarinda spontan ovulasyon; siiperovulasyon,
radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarinda ise siiperovulasyon oranlar elde edildi. Tek
doz, 7.2 Gy ve tiim viicut y radyasyon uygulamasi, didstrus fazindan prodstrus fazina gegis
doneminde yapildi. Radyasyon I grubundaki deneklerden radyasyonu takip eden ilk
ovulasyon doneminde, radyasyon II grubunda ise ikinci ovulasyon doneminde ampulla
bolgeleri patlatilarak oositler toplandi. Radyasyon+tsiipeovulasyon I grubunda, radyasyonu
takip eden ilk proostrus fazinda, radyasyon+siiperovulasyon II grubunda ise ikinci prodstrus
fazinda siiperovulasyon protokolii uygulandi ve oositler toplandi. Tiim gruplara ait
ovaryumlar ise 151k mikroskopik inceleme i¢in islemlendirildi.

Radyasyonun ardindan ilk ovulasyon doneminde ovulasyon orani ve ovaryum agirligi
kontrol ve sham grubundan daha diisiiktii. Bu donemde oositlerin ¢ogu MI fazinda idi. Ayrica
ovariyan folikiillerde atretik degisiklikler oldukca fazla idi. Kii¢iik capli folikiillerde oosite

rastlanmazken, preantral folikiiller normale yakin goriiniime sahipti. Paralel sekilde
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radyasyon+siiperovulasyon 1 grubunda da siiperovulasyona yanit oldukca zayifti.
Ovaryumlarda ovulasyon 6ncesi donemde bloke olmus folikiiller gozlendi. Radyasyon II ve
radyasyon+siiperovulasyon II gruplarinda, ovaryumda atretik degisikliklerin yaninda folikiiler
kist benzeri yapilar gozlendi.

Radyasyon uygulamasinin ardindan 16 denekten 8’inde Ostrus siklusu siiresinin
uzadig1 gozlendi. Ancak, fazlara ait sitolojilerde degisiklik izlenmedi.

Calismamizda, radyasyonun ovaryum morfolojisi, ovulasyon orani ve oosit morfolojisi
ve maturasyonu iizerine etkileri in vivo olarak ortaya konmustur. Preantral ve antral asamada
radyasyona maruz kalan folikiillerin ovulasyon yeteneginin azaldigi tespit edilmistir.
Radyasyonun ardindan, siklus diizenli iken siipeovulasyona yanitin zayif olmasi, radyasyona

bagl olarak premature ovariyan yetmezligin erken isareti kabul edilebilir.

Anahtar kelimeler: radyasyon, ovulasyon orani, ovaryum, ostrus siklusu
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SUMMARY

EFFECTS OF IONIZING RADIATION ON OVARIAN MORPHOLOGY,
ESTROUS CYCLE AND OVULATION RATE IN NORMAL AND
SUPEROVULATED MICE

Melike SAPMAZ METIN

The aim of our study was to show the effects of y radiation on ovarium morphology,
ovulation rate and estrus cycle by using morphologic and morphometric parameters. Only
mice demonstrating at least 3 regular concecutive cycles and randomly divided into 7 goups.
Spontaneous ovulation rates were obtained from Control, Radiation-Sham, Radiation-I and
Radiation-II groups while superovulation rates were obtained from Superovulation,
Radiation+Superovulation-I and Radiation+Superovulation-II groups. 7.2 Gy single dose and
whole body radiation was appplied during the transition period from diestrus phase to
proestrus phase. Oocytes were collected by exploding the ampulla region of mice in
Radiation-I group, in the first ovulation period after radiation. Oocyte collection in Radiation-
II group was done in the second ovulation period. In Radiation+Superovulation-I group,
superovulation protocol was applied in the first proestrous phase and oocytes were collected
after radiation. The same protocol was applied for Radiation+Superovulation-II group during
the second proestrous phase. Ovaries of all groups were prepared for light microscopic

observation.
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In the first ovulation period after the radiation, spontaneous ovulation rate and ovary
weight were smaller than the control and the sham groups. Most of the oocytes were in MI
phase during this period. Furthermore, atretic changes in ovarian follicles were quite dramatic.
Preantral follicles had an appearance close to normal while no oocytes were found in small
sized follicles. Similarly, response to superovulation was weak also in
Radiation+Superovulation-I group. Follicles which blocked in pre-ovulatuary period were
observed in the ovary. In radiation-II and Radiation+Superovulation-II groups, structures like
follicular cyst’s were observed in addition to atretic changes in ovary.

After radiation, longer estrus cycle periods were observed in 8 of 16 subjects.
However, no changes in the cytologies of phases were detected.

It was identified that in vivo effects of radiation even in early phases on ovarian
morphology, ovulation rate, oocyte morphology and oocyte maturation in mice. Reduction in
ovulation ability of follicles which are exposed to radiation during preantral and antral stages
was determined. After radiation, low response to superovulation while the cycle is regular,

can be accepted as an early sign of premature ovarian failure due to radiation.

Keywords: radiation, ovulation rate, ovary, estrous cycle.
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RESIMLEMELER LISTESI
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Sekiller

Sekil 1. Rodentler ve insanlarda prepuberte ve puberte asamasinda folikiil gelisimi siireleri 8
Sekil 2. Ovarian siklus boyunca ovaryumda gézlenen degisiklikler ve hormonal durum 14
Sekil 3. Ostrus siklusu fazlarina ait siireler 15
Sekil 4. Radyasyon I ve II gruplarina ait deney semasi 24
Sekil 5. Radyasyon+siiperovulasyon I ve II gruplarina ait deney semasi 25
Sekil 6. Deney gruplarina ait ovulasyon oranlarinin dagilimi 31

Sekil 7. Deney gruplarina ait ovaryum agirligi (mg)/100 g viicut agirlig1 degerlerinin dagilimi 32

Tablolar
Tablo 1. Vajinal smeardeki hiicre morfolojisi ile 6strus siklus sathalarinin siniflandirilmasi 17
Tablo 2. Wolf ve arkadaslariin oosit-kumulus kompleksi i¢in inceleme sistemi 26

Tablo 3. Deney gruplarina ait ovulasyon orani ve ovaryum agirligi (mg)/100 g

viicut agirhigi degerlerinin karsilagtirilmast 30
Tablo 4. Gruplara ait saglikli ve atretik folikiil yogunlugunun semi-kantitatif degerlendirme
sonugclari 33
Tablo 5: Radyasyon Oncesi ve sonrasinda dstrus siklusu siirelerinin karsilastirilmasi 35
Resimler

Resim 1. Stigma A X12, B X22.4 12
Vajinal Smear Fotograflari

Resim 2. Proostrus fazi, Toluidin mavisi. X 400 36
Resim 3. Proostrus fazi, Toluidin mavisi. X 400 36
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Resim 4. Ostrus fazi, Toluidin mavisi. X100

Resim 5. Ovulasyon dénemi, Toluidin mavisi. A X200, B X 400

Resim 6. Erken metdstrus fazi Toluidin mavisi. X200

Resim 7. {leri metostrus fazi Toluidin mavisi. X200

Resim 8. {leri metostrus fazi Toluidin mavisi. X400

Resim 9. Diostrus fazi Toluidin mavisi. X400

Resim 10.

Resim 11. Didstrus-Prodstrus gegis fazi Toluidin mavisi. X400

Diostrus fazi Toluidin mavisi. X100

Stereo Mikroskopik Fotograflar

Resim 12.
Resim 13
Resim 14.
Resim 15.
Resim 16.
Resim 17.
Resim 18.
Resim 19.
Resim 20.
Resim 21.
Resim 22.
Resim 23.
Resim 24.
Resim 25.
Resim 26.
Resim 27.
Resim 28.
Resim 29.
Resim 30.
Resim 31.

Kontrol ve radyasyon-sham grubu X8

. Kontrol ve radyasyon-sham grubu A X6.4, B X10

Kontrol ve radyasyon-sham grubu X22.4
Radyasyon I grubu X6.4

Radyasyon I grubu X8

Radyasyon I grubu X12

Radyasyon I grubu X22.4

Radyasyon I grubu X22.4

Radyasyon II grubu X10

Radyasyon II grubu X10

Radyasyon II grubu X22.4

Radyasyon II grubu X22.4
Siiperovulasyon grubu X6.4
Siiperovulasyon grubu X12
Siiperovulasyon grubu X16
Siiperovulasyon grubu X20
Siiperovulasyon grubu X22.4
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu X8
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu X22.4
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu X20

Isik Mikroskopik Fotograflar

Resim 32.
Resim 33.
Resim 34.
Resim 35.
Resim 36.
Resim 37.
Resim 38.

Kontrol ve Sham Grubu, H+E, X40

Kontrol ve Sham Grubu, H+E, X400

Kontrol ve Sham Grubu, H+E, X400

Kontrol ve Sham Grubu, H+E, X200

Kontrol ve Sham Grubu, H+E, X400

Kontrol ve Sham Grubu, Masson trichrome, X400

Kontrol ve Sham Grubu, Masson trichrome, X400
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43
44
45
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45
46
46
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49
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Resim 40.
Resim 41.
Resim 42.
Resim 43.
Resim 44.
Resim 45.
Resim 46.
Resim 47.
Resim 48.
Resim 49.
Resim 50.
Resim 51.
Resim 52.
Resim 53.
Resim 54.
Resim 55.
Resim 56.
Resim 57.
Resim 58.
Resim 59.
Resim 60.
Resim 61.
Resim 62.
Resim 63.
Resim 64.
Resim 65.
Resim 66.
Resim 67.
Resim 68.
Resim 69.
Resim 70.
Resim 71.
Resim 72.
Resim 73.
Resim 74.
Resim 75.

Kontrol ve Sham Grubu, Masson trichrome, X400
Kontrol ve Sham Grubu, PAS+HL, X200
Kontrol ve Sham Grubu, PAS+HL, X400
Radyasyon I grubu, H+E, X100

Radyasyon I grubu, H+E, X400

Radyasyon I grubu, H+E, X400

Radyasyon I grubu, H+E, X100

Radyasyon I grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon I grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon I grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon I grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon I grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon I grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon II grubu, H+E, X400

Radyasyon II grubu, H+E, X400

Radyasyon II grubu, H+E, X200

Radyasyon II grubu, Masson trichrome, X200
Radyasyon II grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon II grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon II grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon II grubu, PAS+HL, X200

Radyasyon II grubu, PAS+HL, X400

Radyasyon II grubu, PAS+HL, X400
Siiperovulasyon grubu, H+E, X400
Siiperovulasyon grubu, H+E, X200
Siiperovulasyon grubu, H+E, X400
Siiperovulasyon grubu, Masson trichrome, X200
Stiperovulasyon grubu, PAS+HL, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, H+E, X40
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, H+E, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, H+E, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, H+E, X400

Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, Masson trichrome, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, Masson trichrome, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, PAS+HL, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, PAS+HL, X400
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74
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Resim 76.
Resim 77.
Resim 78.
Resim 79.
Resim 80.
Resim 81.
Resim 82.
Resim 83.
Resim 84.
Resim 85.

Radyasyon+Siiperovulasyon I grubu, PAS+HL, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, H+E, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, H+E, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, H+E, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, H+E, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, Masson trichrome, X40
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, Masson trichrome, X400
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, PAS+HL, X200
Radyasyon+Siiperovulasyon II grubu, PAS+HL, X200
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