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ONSOZ

Kontrollii ovaryum hiperstimiilasyonu(KOH) yardimla iireme tekniklerine(YUT)
bagvuran hastalarda birden fazla oosit elde etmek, ovulasyon zamanini kontrol etmek
ve tedavi sonrasi gebelik oranini artirmak amaciyla uzun zamandir klinikte
uygulanmaktadir. Ovaryumu stimiile etmek i¢in kullanilan eksojen hormonlar
zamanla gelistirilmis ve gilinlimiizde rekombinant teknoloji ile iiretilen %99,9
oraninda saflia sahip FSH ve LH preparatlar1 kullanilmaya baslanmistir. Bu
gelismeler devam ederken kullanilan eksojen hormonlarin ovaryum dokusunun
yapisina, 00sit Kkalitesine ve ovaryum rezervi lizerine etkileri de arastirmacilar
tarafindan merak konusu olmustur. Bu yiiksek lisans tezi caligmasinda da farkli
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1.GIRiS

1.1 Ovaryum

Ovaryumlar birbiri ile iliskili iki fonksiyona sahiptir;

1. Gametogenezis: Gametlerin lretimidir. Kadinlarda gamet iiretimine oogenezis
denmektedir.

2. Steroidogenesis: Steroid hormonlarin iiretimidir. Ovaryumlar tarafindan iki ana
steroid hormon grubu salgilanmaktadir.

e Ostrojenler: I¢ ve dis cinsiyet organlarinin biiyiime ve olgunlasmasini
indiikler. Pubertede kadin cinsiyet karakterlerinin gelismesinden sorumludur.
Ayrica meme gelisiminde duktal ve stromal biiylimeyi ve yag doku birikimini
stimule ederek meme bezi gelisimi tizerinde de etkilidir.

e Progesteronlar: Endometriyumdaki sekresyon degisikliklerini uyararak
uterusu doguma hazirlar. Meme bezinde lobiiler proliferasyonu indiikleyerek

laktasyona hazirlar.

Iki hormon da uterus endometriyum tabakasini déllenmis oositin implantasyonuna
hazirlamada &nemli bir role sahiptir. Implantasyon gergeklesmezse uterus
endometriyumu dejenere olur ve menstruasyon kanamasi ile endometriyum

fonksiyonalis tabakasi dokiilerek vajinal yolla disar1 atilir. (Ross ve Pawlina 2011).

1.2 Ovaryum Histolojisi

Dogum yapmamis kadinlarda ovaryumlar bir ¢ift, badem seklinde, pembemsi beyaz
yapida yaklagik 3cm uzunlukta, 1,5cm geniglikte ve lem kalinhigindadir. Her
ovaryum mezovaryum denen peritoneal katlantiyla broad ligamentin arka yiiziine
tutunurlar. Tubal kutup ise pelvik duvara ovaryumun damar ve sinirlerini tasiyan

asic1 bagi ile tutunur. Ovaryum yliizeyi puberteden once diizdiir ancak {ireme donemi



boyunca tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle giderek yarali (skarli) ve diizensiz hale
gelir. Postmenopozal kadinlarda ovaryum biiyiikliigii tireme donemi siiresince

gozlenen boyutun dortte biri kadardir.

Boyuna alinan bir ovaryum kesitinde iki belirgin bolge agiga ¢ikar (Ross ve Pawlina
2011). Medulla veya medullar bolge; ovaryumun merkezi kisminda saptanmig bag
dokusu hiicreleri, interstisiyel hiicreler ve hilar hiicrelere ev sahipligi yapan
damardan oldukg¢a zengin fibroelastik bag dokusudur. Ayrica biiyiik kan damarlari,
lenfatik damarlar ve sinir fibrilleri igerir. Premenstrual insan ovaryumu 0&strojen
salgilayan birka¢ kiime halinde epitelioid interstisiyel hiicre icerir. Bu hiicrelere
topluca interstisiyel bez denir. Hilus hiicreleri ise medulladaki diger bir grup
epitelioid hiicre grubunu olusturur. Testisdeki Leydig hiicreleri ile benzer hiicresel

organizasyona sahiptir ve androjen salgilarlar (Gartner ve Hiatt 2007).

Korteks veya kortikal bolge; ovaryumun medullayr kusatan periferal kisminda
bulunur. Korteks zengin hiicreli bag dokusunun iginde gomiili halde bulunan
ovaryum folikiillerini igerir. Stromada folikiiller etrafinda daginik diiz kas fibrilleri

bulunur. Medulla ve korteks arasindaki sinir belirsizdir (Ross ve Pawlina 2011).

Ovaryum yiizeyi tek kath kiibik hiicrelerle baz1 bdlgelerde ise neredeyse yassi
hiicrelerle doselidir. Bu hiicre tabakasi “germinal epitel” olarak bilinir ve
mezovaryumu ddseyen mezotelyum ile devam eder. Germinal epitel terimi
embriyonal gelisim sirasinda disi gamet (germ) hiicrelerinin gelisim bdlgesi olarak
diisiiniilmiis olmas1 nedeniyle ge¢cmisten gelen yanlis bir tanimlama olmasina karsin
bazi kaynaklarda halen kullanilmaktadir. Giiniimiizde primordiyal germ hiicrelerinin
ekstragonadal orijinli olduklar1 ve embriyonik yolk kesesinden embriyonik gonadin
korteksine go¢ ettikleri ve ovaryumun farklilagsmasini indiikledikleri bilinmektedir
(Ross ve Pawlina 2011). Germinal epitelin hemen altinda tunika albuginea denen
damardan fakir, kaba diizensiz kollajen telleri iceren bag dokusu kapsiil bulunur

(Gartner ve Hiatt 2007)(Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Ovaryum korteks ve medulla bolgelerini olugturan elemanlar (Kierszenbaum A.L,
Histoloji ve Hiicre Biyolojisi’nden alinmistir)

Her biri tek oosit iceren g¢esitli biyiikliiklerdeki ovaryum folikiilleri Kkorteks
stromasinda daginik halde bulunurlar. Folikiiliin biyiikligii oositin gelisimsel
durumunu belirtir. Oogenezisin erken asamalari mitotik boliinmelerle oogonia
sayisinin diizenli olarak arttigi fetal yasam sirasinda meydana gelir. Oositler
dogumda gelisimin birinci mayoz boliinmesinde duraklamig halde bulunurlar.
Puberte siiresinde kiigiik folikiil gruplart siklik biiyiime ve olgunlasma dénemleri
gecirirler. Ilk ovulasyon menarstan bir yil veya daha uzun siire sonraya kadar
meydana gelmez. Folikiiler olgunlasma ve ovulasyonun siklik diizeni menstrual
siklusla paralel olarak kurulur. Genelde her menstrual siklusta yalnizca bir oosit tam
olgun hale ulasir ve ovaryumdan salinir. Ovulasyonla birden fazla oositin olgunlasip
salinmasi ¢oklu zigot olusumuna neden olur. Reprodiiktif yasam siiresince bir kadin
sadece 400 olgun oosit tiretebilir. Dogumda mevcut olan tahmini 600.000 ile 800.000
kadar primer oosit olgunlasmay1 tamamlayamaz ve asamali olarak atrezi, spontan
0liim ve daha sonra rezorbsiyon araciligi ile ortadan kaldirilir. Bu islem fetal yasamin
besinci ay1 gibi erken bir zamanda baslar ve oositi ¢evreleyen hiicrelerin apoptozu
aracilifi ile gerceklesir. Atrezi primer oositlerin sayisini logaritmik sekilde azaltarak
fetiiste yaklasik 5 milyonken dogumda bu saymin yiizde yirmisinden daha az hale
getirir. Menopozla birlikte aynen kalan oositler birka¢ yil i¢inde dejenere olurlar

(Ross ve Pawlina 2011).



1.3 Folikiil Gelisimi

Histolojik olarak gelisimsel asamalar1 kdken alan ii¢ temel tip ovaryum folikiilii
tanimlanmustir:
e Primordiyal folikiiller
e Gelismekte olan folikiiller; primer ve sekonder (antral) olarak alt kategorilere
ayrilir
e Olgun folikiiller veya Graff folikiilleri

Siklik bir ovaryumda folikiiller tim gelisim agsamalarinda bulunurlar ancak en fazla

primordial folikiiller gozlenir (Ross ve Pawlina 2011).

1.3.1 Primordiyal Folikiiller

Folikiiler gelisimin en erken asamasidir. Ovaryumlarda ilk olarak fetal gelisimin
liclincli aymda ortaya cikarlar. Primordiyal folikiillerin erken gelisim asamalar
gonadotropin uyarimindan bagimsizdir. Olgun ovaryumda primordiyal folikiiller
korteks stromasi iginde tunika albuginea’nin hemen altinda bulunurlar (Ross ve
Pawlina 2011).

Primer oosit ve onu cevreleyen tek tabakali yassi folikiiler hiicrelerden olusurlar
(Gartner ve Hiatt 2007). Folikiil hiicrelerinin dis yiizli bazal lamina ile sinirlanmustir.
Bu asamada oosit ve etrafin1 saran folikiil hiicreleri birbirlerine sikica yanagmustir.
Folikiil i¢cindeki oosit yaklasik 30 pm ¢apinda ve biiyiik, kenar duruslu, iyi bigimde
dagilmig kromatin, bir veya daha fazla iri nukleolus igeren ¢ekirdege sahiptir (R0OSS
ve Pawlina 2011) (Sekill.2 A,B). Niikleoplazma sarmal yapmamis kromozomlar
nedeniyle vezikiiler goriiniime sahiptir (Gartner ve Hiatt 2007). Ooplazma olarak
anilacak oosit sitoplazmasi Balbiani cismini igerir. Ultrastriiktiirel seviyede Balbiani
cismi Golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulum, ¢ok sayida
mitokondriyon ve lizozomlarin lokalize olarak birikimiyle meydana gelir. Buna ek

olarak insan oositi annulat lameller ve sitoplazma boyunca dagilmis kiigiik sferik



mitokondriyonlarla birlikte ¢ok sayida kiigiik vezikiil igerirler. Annulate lameller
cekirdek zari kesitlerinin kiimelerini andirmaktadir. Yigmin her bir kat1 por yapilari
icermektedir ve bunlar morfolojik olarak ¢ekirdek porlariyla 6zdestir (Ross ve

Pawlina 2011).

Sekil 1.2.A-B Primordiyal Folikiil, 1.2 A oklar: primordiyal folikiil, GEp: germinal epitel,KL: korpus
luteum, yildiz: primer folikiil Hematoksilen-Eozin, Bar:20pum 1.2 B ok primordiyal folikiil,yildiz: tek
katli yassi epitel, N: oosit ¢ekirdegi yari ince kesit , Toluidin Mavisi, Bar: 10um (Oya Evirgen-
E.Nazli Hayirli)



1.3.2 Primer Folikiiller

Primordiyal folikiiller gelismekte olan folikiil haline gelirken oositte, folikiil
hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir. Ilk olarak, oosit
genigler ve etrafini saran yass1 folikiil hiicreleri kiibik hale gelirler (Ross ve Pawlina

2011). Primer oositi ¢evreleyen folikiil hiicre tabaka sayisina gore iki tip primer

folikiil vardir.
e Tek tabakali primer folikiil (Sekil 1.3 A)
e Cok tabakali primer folikiil (Sekil 1.3 B)
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Sekil 1.3. Primer Folikiiller A.ok basi: ¢ok katli primer folikiil, ok: tek katli primer folikiil, H-E, X20
objektif Bar:20 pm B. Ok baglar1: kiibik ve prizmatik folikiil hiicreleri, yildiz: primordiyal folikiil, yar1
ince kesit, tolidine Mavisi, X40 objektif, Bar:10 um C. Ok bagt ¢ok katli primer folikiil, GH:
graniiloza hiicreleri, OSp: Oosit sitoplazmasi, yildiz: zona pellusida, K:Kapiller, yar1 ince kesit,
toluidine mavisi, X20 objektif, Bar: 20 um (Oya Evirgen- E.Nazli Hayirl)



Primer oosit genislemis nukleusu ile birlikte 100-150 um ¢apa ulasir. Birkag Golgi
kompleksi hiicreye dagilir, diiz endoplazma retikulumlar1 ribozomlarca zengin hale
gelir, serbest ribozomlar bollasir ve ¢ok sayida mitokondriyon hiicrede daginik halde

bulunur (Gartner ve Hiatt 2007).

Oosit biiylirken spesifik proteinler salgilar ve oosit ile komsu folikiil hiicreleri
arasinda ortaya ¢ikan bu ekstraseliiler kilifa zona pellusida (ZP) denir. Insanlarda
zona pellusiday1 ZP-1, ZP-2 ve ZP-3 olarak adlandirilan ti¢ smif silfatli asidik
glikoproteinler olusturur. Ucii arasinda en dnemlisi tiire 6zgii akrozom reasksiyonunu
heniiz gecirmemis spermatozoalarin baglanmasi igin primer reseptor ve akrozom
reaksiyonu basglaticis1 olan ZP-3tiir, ZP-2nin akrozom reaksiyonunu tamamlamig
spermatozoon i¢in ikincil baglanma reseptorii proteini olarak rol oynadigina inanilir,
ZP-1 ise heniiz fonksiyonel olarak karakterize edilmemistir fakat zona i¢in yapisal
proteindir. Zona pellusida 11k mikroskobunda agikga goriilebilir. Periyodik asit
Schiff (PAS) boyas! ve asidofilik boyalarla boyanir. ilk olarak oosit yaklasik 50-
80um biiyiikliige ulasip tek kath kiibik veya prizmatik folikiil epiteli ile dosendigi

zaman gozlenir.

Hizli mitozlar geciren folikiil epitel hiicreleri artik graniiloza hiicreleri olarak
isimlendirilir ve oositi ¢evreleyen bu hiicre tabakasina stratum graniilozum denir
(Ross ve Pawlina 2011). Graniiloza hiicrelerindeki proliferatif aktivite primer oosit
tarafindan tretilen sinyal molekiilii aktivinle iligkilidir (Gartner ve Hiatt 2007).

Bazal laminanin yeni konumu en dig prizmatik folikiil hiicre kat1 ile ¢evre bag doku
stroma arasindadir. Folikiiler gelisim esnasinda graniiloza hiicreleri arasinda genis
oluklu baglantilar meydana gelir. Testiste bulunan Sertoli hiicrelerinin aksine
graniiloza hiicrelerinin bazal katmani siki baglantilar icermez yani kan-folikiil
bariyeri yoktur. Besleyici maddelerin ve bilgi iletimini saglayan makromolekiillerin
kandan folikiiler siviya gegisi normal oosit ve folikiil gelisimi ig¢in gereklidir (Ross
ve Pawlina 2011).



Stromal hiicreler ¢ok katli primer folikiiliin ¢evresinde organize olmaya baglarlar
(Gartner ve Hiatt 2007) ve hemen bazal laminaya komsu teka folikiilii olarak bilinen
bag doku hiicreleri ile sararlar (Ross ve Pawlina 2011).

Teka folikiilii iki tabakaya farklanir:

e Teka Interna: Daha igte bulunan olduk¢a damarli kiiboidal salgi yapan
hiicrelerden olusan bir tabakadir. Tamamen diferansiye olmus teka interna
hiicreleri ultrastriiktiirel yapilar1 bakimindan steroid fireten hiicrelere
benzerler (Ross ve Pawlina 2011). Sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid
damlacig1 biriktirirler, olduk¢a bol diiz endoplazma retikulumlar1 vardir ve
tibtiler kristalara sahip mitokondriyonlar mevcuttur (Gartner ve Hiatt 2007).
Cok sayida LH reseptoriine sahiptirler (Ross ve Pawlina 2011). Graniiloza
hiicrelerine girerek aromataz enzimiyle Ostradiole ¢evrilen erkek seks
hormonu androstenedionu firetirler (Gartner ve Hiatt 2007). Salgi yapan
hiicrelerin yani1 sira teka interna fibroblastlar, kollajen demetleri ve endokrin

organlarda oldugu gibi zengin bir kilcal damar agi igerir.

e Teka Eksterna: Bag doku hiicrelerinin dis tabakasidir. Esas olarak diiz kas

hiicreleri ve kollajen fibril demetleri igerir.

Teka tabakalar1 arasindaki ve teka eksterna ile ¢evreleyen stroma arasindaki sinirlar
belirgin degildir. Ancak graniiloza tabakasi ile teka interna arasindaki bazal lamina
kesin bir smir olusturur ve teka internanin zengin kapiller yatagi ile graniiloza

tabakasini ayirir (Ross ve Pawlina 2011).

Oosit olgunlastikca organellerin dagiliminda degisiklikler meydana gelir. Serbest
ribozomlarin, mitokondriyonlarin, kii¢iikk vezikiillerin ve multivezikiiler cisimlerin
sayist ve diiz endoplazma retikulum miktar artar. Lipid damlaciklar1 ve lipokrom
pigment birikimleri de gozlenir. Memelilerin de i¢inde bulundugu bir¢ok tiirde
oositler kortikal graniiller olarak bilinen sekresyon yapan 6zel vezikiillere sahiptir.
Oolemmanin hemen altinda bulunan bu graniiller proteaz igerirler ve oosit spermle

aktive oldugunda ekzositoz ile birakilirlar. Cok sayida diizensiz mikrovillus oositten
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perivitellin araliga dogru ¢ikint1 yaparlar. Ayni1 zamanda graniiloza hiicrelerinden de
ince yollar gelisir, oosite dogru ¢ikint1 yaparlar ve oosit mikrovilluslar ile karigirlar,
bazen de oosit plazma membranina invajine olurlar. Hiicrelerin plazma membranlari
temas edebilir ancak hiicreler arasinda sitoplazmik devamlilik kurulmaz (Ross ve

Pawlina 2011).

1.3.3 Sekonder Folikiiller

Sekonder folikiiller siv1 -likor folikiili (Gartner ve Hiatt 2007)- igeren antrum ile

karakterizedir. Oosit ve folikiil gelisimi i¢in bazi faktorler gereklidir:

e Folikiil stimiile edici hormon (FSH)

e Biiylime faktorleri ( or: epidermal biliylime faktorii [EGF], insiilin benzeri
biiytime faktori-1 [IGF-1])

e Kalsiyum iyonlari (Ca?*) (Ross ve Pawlina 2011).

Cok katli primer folikiil gelismeye devam eder ve ¢apini 200 um’nin iizerine ¢ikartir
(Gartner ve Hiatt 2007). Stratum graniilozum tabakasi 6-12 hiicre katina ulastiginda
graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar gériilmeye baslanir (Ross ve
Pawlina 2011)(Sekil 1.4 A-B ve 1.5). Glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve
steroid-baglanma proteinleri igeren bu sivi graniiloza hiicreleri tarafindan iretilir.
Bunlardan bagka liiteinlestirici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormonun
(FSH) salimimimi kontrol eden hormonlar olan progesteron, Ostradiol, inhibin,
follikiilostatin ve aktivin hormonlarmi1 da igerir (Gartner ve Hiatt 2007). Sivi
birikmeye devam eder, bosluklar birlesmeye baslar ve sonunda hilal seklinde antrum
denen tek bir bosluk haline gelir. Artik folikiil sekonder veya antral folikiil olarak
tanimlanir. 125um c¢apa ulasan ve kenarda yerlesen oosit artik daha fazla biiyiimez.
Biiylimenin inhibisyonu graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinan 1-2 kD
agirligindaki bir peptid olan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan
gerceklestirilir. OMI konsantrayonu ile sekonder folikiil biiyiikliigli arasinda bir
korelasyon belirlenmistir. Konsantrasyon kiigiik folikiillerde daha yiiksek, olgun
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folikiillerde ise daha disiiktiir. Folikiil, sivinin ilk gdziikmeye basladigi erken
sekonder folikiil evresinde 0,2 mm ¢apa sahipken biiyiime ve birikme devam ettikge
10mm ve daha biiyiik hale gelir (Ross ve Pawlina 2011). Sekonder folikiildeki
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunun devami hipofizin 6n lobundaki bazofilik
hiicrelerden salgilanan FSH’a bagmmhdir (Gartner ve Hiatt 2007). Stratum
graniilozum oositle iligkili oldugu bolge disinda nispeten benzer kalinliga sahiptir.
Burada graniiloza hiicreleri antruma dogru kumulus ooforus adi verilen bir tepecik
meydana getirirler. Kumulus ooforus hiicreleri kisa siirede oositin etrafini sararlar ve
korona radiata adini alirlar. Korona radiata hiicreleri zona pellusidaya dogru
mikrovilluslarim1 ~ gonderirler ve oluklu  baglantilar  araciligiyla  oositin
mikrovilluslartyla iletisim kurarlar. Ekstraseliiler olarak bulunan PAS ile yogun
boyanma ozelligi gosteren Call-Exner cisimcikleri graniiloza hiicrelerinin arasinda
goriilebilir. Bu cisimcikler graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanirlar ve hiyaluronan

ve proteoglikanlari icerirler (Ross ve Pawlina 2011).
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Sekil 1.4.Sekonder folikiil A. Ok basi: Sekonder Folikiil, A: Yeni olusmaya baslayan Antrum, N:
Cekirdek, GH: Graniiloza hiicre tabakalari, Tk: Teka tabakasi, ok: primordiyal folikiil, H-E, X40
objektif, Bar: 10 pm B. Ok basi: Ovaryum korteksinde sekonder (Antral) folikiil, A:Antrum
bosluklari, GH:Graniiloza hiicre tabakalari, Tk: Teka tabakasi, GEp: Germinal epitel, H-E, X20
objektif, Bar: 20 pm (Oya Evirgen- E.Nazli Hayirl1)
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Sekil 1.5. Sekonder folikiil A: Antrum sivi birikimi, ZP: Oositi ¢evreleyen zona pellusida, GH:
graniiloza hiicre tabakalari, Ok bast: Teka tabakasi, TI: Teka Interna, TE: Teka eksterna, K: kapiller,
Ok: primordiyal folikiil, KL: korpus luteum, yar1 ince kesit, Toluidine Mavisi, X20 objektif, Bar: 20
um (Oya Evirgen- E.Nazli Hayirli)

1.3.4 Olgun Folikiil=Graaf Folikiilii

Graniiloza hiicrelerinde devam eden proliferasyon ve devam eden likor folikiili
olusumu olgun folikiil olarak da bilinen Graaf folikiilii (Sekill.6) olusumu ile
sonuglanir ve ovulasyon esnasinda yaklasik 2,5cm biiyiikliige ulasabilir (Gartner ve
Hiatt 2007). Folikiil maksimum biiyiikliigiine yaklastikca graniiloza hiicrelerinin
mitotik aktivitesi diiger. Ovulasyona hazirlanmak igin graniiloza hiicrelerinin
arasinda bosluklar olusur. Oositin etrafindaki korona radiata hiicreleri ve bunlara
zayif sekilde tutunmus olan kumulus hiicreleri ovulasyonda oositle birlikte kalirlar.
Bu donemde teka interna hiicre sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 goriilmeye
baslanir ve ultrastriiktiirel olarak tipik steroid sentezleyen hiicre goriiniimii kazanirlar

(Ross ve Pawlina 2011).
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Sekil 1.6. Ovaryum Korteksinde Graff folikili A: Antrum boslugu, KO: Kimiliis Ooforus,
GH:Graniiloza hiicre tabakalari, Tk: Teka tabakasi, KL:Korpus luteum, H-E, X10 objektif, Bar: 50 um
(Oya Evirgen- E.Nazl Hayirl)

1.4.0vulasyon

Ovulasyon hormon bagimli bir siiregtir ve olgun folikiilden sekonder oositin
saliverilmesi ile sonuglanir (Ross ve Pawlina 2011). Menstrual siklusun 14.giiniinde
cogunlukla gelisen graaf folikiil tarafindan ve sekonder folikiiller tarafindan yapilan
Ostrojen tiretimi kan strojen seviyesinde asagidaki etkilerin goriilmesi igin yeterince

yiikselmis olur.

e Negatif geri besleme inhibisyonu ile ©on hipofizden FSH salinimini
durdurmak.
e On hipofizin bazofil hiicreleri tarafindan salman LH da ani dalgalanma

olusturmak.
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LH seviyesindeki dalgalanma sonucunda ovaryumlara dogru olan kan akimi artar,
teka eksterna igine kapiller damarlardan plazma sizmaya baglar ve 6deme neden olur.
Olgun folikiil ¢evresine salinan histamin, prostaglandinler ve kollajenazda 6dem
olusumuna eslik eder. Ayrica folikiil iginde plazminojen aktivator proteini seviyesi
de artar ve yeni olusan plazmin membrana graniilozanin proteolizisine yardimci olur

(Gartner ve Hiatt 2007).

LH dalgalanmasma yanit olarak graniiloza hiicreleri iizerindeki LH reseptorleri

desensitize olurlar ve 6strojen tiretimini durdururlar (Ross ve Pawlina, 2011).

Bunlara ek olarak LH dalgalanmas1 asagidaki olaylardan da sorumludur.

1. Mayoz uyarici faktor salinir

2. Mayoz uyaric1 faktoriin etkisiyle graaf folikiiliin primer oositi kaldig1 yerden
l.mayoz boliinmeye devam eder ve tamamlar. Sonugta sekonder oosit ve
birinci polar cisim olusur.

3. Yeni olusan sekonder oosit ikinci mayoz boliinmeye girer ve metafaz
evresinde duraklar.

4. Graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilmeye devam eden proteoglikan ve
hyaliironik asit su c¢eker ve sadece graaf folikiiliinlin biiyiikliigiinde
degismeye neden olmaz ayni zamanda membrana graniilozada gevseme olur.

5. Ovulasyondan hemen 6nce graaf folikiiliin tunika albugineaya baski yaptigi
bolgede ovaryum yiizeyinde kan akimi zayiflar.

6. Bu incelen avaskiiler bolgenin rengi beyazlasir ve stigma olarak adlandirilir.
Stigma bolgesindeki bag dokusu ve folikiil duvar1 dejenere olur. Peritoneal

bosluk ile graaf folikiiliin antrumu arasinda bir agiklik meydana gelir.

Bu acikliktan sekonder oosit, eslik eden folikiiler hiicreler ve likor folikiiliiniin bir

kismi nazik¢e ovaryumdan salinir ve ovulasyonla sonuglanir (Gartner ve Hiatt 2007).
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Menstrual siklusun yaklasik 14. giiniinde sekonder oositin salinmasindan bir dizi

hormonal degisiklik ve enzimatik etkiler sorumludur. Bu faktorler;

e Folikiiler stivinin hacminin ve yaptig1 basincin artmasi

e Aktive edilmis plazminojen ile folikiiler duvarda enzimatik proteolizis

e Qosit-kumulus kompleksi ile graniiloza hiicreleri arasina hormon etkisiyle
glikozaminoglikanlarin birikmesi

e Prostaglandinlerin tetiklemesiyle teka eksterna tabakasindaki diiz kaslarin

kasilmasini igerir (Ross ve Pawlina, 2011).

Ovulasyonla ayni zamanda uterin tiip fimbriyalar1 ovaryum yilizeyine iyice
yaklasirlar ve kumulus hiicre y1gin1 i¢indeki oositi fimbriyalari ile nazikge siipiirerek
uterin tiiplerin abdominal ostiumu i¢ine alirlar. Kumulus yigin1 fimbriyalara yapisir
ve uterin tlipiin i¢ini kaplayan siliyali hiicreler tarafindan periton bosluguna

ka¢masini 6nlemek i¢in aktif olarak taginirlar.

Ovulasyondan sonra sekonder oosit yaklagik 24 saat hayatta kalabilir. Eger
fertilizasyon bu siirecte gerceklesmezse dejenere olur. Sekonder oositin ikinci mayoz
boliinmesi sadece fertilizasyon gergeklesirse tamamlanir. ikinci mayoz béliinmesini
tamamlayan sekonder oosit 23 kromozom setini tagiyan maternal proniikleus haline
gelir. Bu boliinme sonucunda olusan diger hiicre ise ikinci kutup cisimcigi olarak
adlandirilir ve fertilize oosit iki polar cisimcige sahip olmasi ile teshis edilir. Polar
cisimcikler gelisme yeteneginde degildirler ve apopitoza giderler (Ross ve Pawlina,
2011).
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Sekil 1.7. Ovulasyon (Kierszenbaum A.L, Histoloji ve Hiicre Biyolojisi’nden alinmistir)

1.5. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra yikilmis olan folikiil corpus luteum olarak yeniden organize
olur. ilk olarak teka interna tabakasindaki kapiller damarlardan folikiil liimenine
sizan kan merkezi bir pihti ile birlikte korpus hemorajikumun olugmasina yol acar.
Stromada bulunan bag dokuda daha onceki folikiiler boslugu istila eder. Graniiloza
ve teka interna hiicreleri liiteinizasyon denen bir siiregle graniiloza luteal ve teka
luteal hiicrelerine doniisiirler. Dramatik bir degisim geciren bu hiicreler biiyiirler ve

igleri lipid damlaciklart ile dolar. Iki tip luteal hiicre tanimlanmigtir:

1. Graniiloza hiicrelerinden kdken alan yaklasik 30um capinda biiyiik hiicreler
olan merkezi yerlesimli graniiloza liitein hiicreleri
2. Teka interna tabakasindan tiiremis daha kiiciik yaklasik 15 pm ¢apinda olan

daha koyu boyanan ve kenar yerlesimli olan teka liitein hiicreleri

Korpus luteum iginde zengin bir damar ag1 meydana gelir. Bu yap1 progesteron ve
Ostrojen salgilamaya baslar. Bu hormonlar gelismekte olan zigotun implantasyonuna
hazirlanmas1 i¢in endometriyumun gelisme ve salgi aktivitesini diizenlerler. Eger
fertilizasyon meydana gelmezse menstruasyon korpus luteumu meydana gelir ve

sadece 14 giin aktif kalir. Insan koryonik gonadotropini ve diger luteotropinlerin



18

yoklugunda progesteron ve Ostrojenin salgilanmasi azalir ve korpus luteum
ovulasyondan yaklasik 10-12 giin sonra dejenere olmaya baslar. Hiicreler yagla dolar
boyutlan kiigiiliir ve otolize gider. Bu hiicreler i¢inde hiyalin materyal birikimi olur
ve beyaz bir skar dokusu olan korpus luteum albikans olusur. Korpus luteum
albikans ovaryum korteksinin derinlerine dogru goger ve birkag¢ ay icinde kaybolur

(Ross ve Pawlina, 2011).

1.6.0varyumlarin Embriyolojisi

Cinsiyet farklanmasi otozomal genlerin de katildig1 bircok geni iceren karmasik bir
olaydir. Farklanmanin anahtari ise Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki SRY( sex-
determining region of the Y chromosome) bélgesinin iiretimini sagladigi testis
farklandiric1 faktoriin (TDF- Testis Determining Factor) varligidir. Bu faktoriin

yoklugunda disi gonadi gelisir (Tekelioglu, 2002).

Cinsiyet genetik acidan fertilizasyonda belirlenmis olmasina ragmen, gelisimin 7.
haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik 6zelliklerine sahip degildirler
(Sadler, 2005). Bu doéneme kadar farklanmamis dénem olarak bilinir (Tekelioglu,
2002).

[k primordiyal germ hiicreleri yaklasik 3. haftada allantoise komsu vitelliis kesesinin
endodermal hiicreleri arasinda gozlenir. Bunlar iri, soluk goriiniimlii ve alkalen

fosfatazla boyanan hiicrelerdir (Tekelioglu, 2002).

Doérdiincii ve altinct haftalar arasinda, yaklagik 10-100 primordiyal germ hiicresi
pasif olarak embriyonun biikiilmesi (Tekelioglu, 2002), aktif olarak amoeboid
hareketlerle vitelliis kesesinden bagirsak tiipline, oradan da mezenter boyunca arka

viicut duvarinin sag ve sol yanlarina go¢ ederler.

Arka wviciit duvarinda yaklagik olarak 2500-5000 primordiyal germ hiicresi

10.torasik vertebra seviyesinde mezensim i¢inde bulunur ve mezonefroz hiicreleriyle
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sOlomik ortii epitelinin hiicrelerini, bir ¢ift genital kabariklik olusturmak iizere,
cogalmak i¢in uyarir (Kierszenbaum, 2007). Cogalan solom epiteli hiicreleri
altindaki mezensime dogru diizensiz primitif cinsiyet kordonlarin1 meydana getirirler
(Tekelioglu, 2002). Bu solomik epitelyal kordonlar farklanmamis gonadin dis
korteks ve i¢ medulla bolgelerini olustururlar (Kierszenbaum, 2007). Primitif cinsiyet
kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir ve primitif germ hiicrelerini igeren bu
kiimeler daha ¢ok ovaryumun mediiller bolgesinde yerlesmislerdir. Bu hiicre
kiimeleri bir siire sonra kaybolarak yerlerini vaskiiler bir stromaya (ovarian medulla)
birakirlar. Disi gonadin yiizey epiteli cogalmaya devam eder ve yiizey epitelinden
7.haftada alttaki mezensim i¢ine gOmiilmesine ragmen gene de yiizeye yakin
kalmaya devam eden ve kortikal kordonlar ad: verilen ikinci nesil kordonlar gelisir
(Sadler, 2005). Bu kordonlar yiizeyle baglantilarini korurlar bu nedenle ovaryumun

tunika albugineast testise kiyasla incedir (Tekelioglu, 2002).

Dordiincii ayda bu kordonlar her biri bir veya daha c¢ok sayida primitif germ
hiicresini ¢evreleyen izole hiicre topluluklar1 haline gelirler. Bu germ hiicreleri
zamanla oogoniaya doniisiir (Sadler, 2005). Kortikal kordonlar da dagilarak
primordiyal germ hiicrelerini ¢evreler ve folikiil hiicrelerini yaparlar (Tekelioglu,
2002). Fotal ovaryumda oogonyumlar primer oosit olmak i¢in 1.mayoz boliinmenin
profaz evresine girer ve crossing-overin tamamlanmasindan sonra bu evrede
beklerler (Kierszenbaum, 2007). Cekirdek kromatininin seyrek ve diizensiz bir

yapilanma gosterdigi bu istirahat haline diploten donemi denir (Sadler, 2005).

1.7.In Vitro Fertilizasyon(IVVF) Tarihi

Hayvan gametleri kullanilarak yapilan ilk IVF girisimleri Shenk (1878) ve Long
(1912) tarafindan yayimnlanmistir. Ancak Shenk ve Long’un raporlar siipheli bir
degere sahiptir ¢linkii patojen aktivasyonunda sicaklik degisiminin rolii 1936’ya
kadar tanimlanmis degildi. Ayrica fertilizasyonu tanimlamada da oldukc¢a hatali

kriterler kullanilmistir.
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1951 yili muhtemelen kritik bir seneydi. Sperm kapasitasyonunun Colin Austin ve
M.C. Chang tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmasiyla modern bir c¢agin

baslangicidir.

Akabinde Austin ve Bishop (1958) spermin zona pellusidaya penetre olmasindan
once olusan akrozom reaksiyonu hakkindaki ilk bulgular1 yayinlamistir. Kapasite
olmus sperm kullanilarak ilk basarili IVF denemesi Yanagimachi ve Gang (1963)
tarafindan yapilmistir (Clarke, 2006).

Insan in vitro fertilizasyonu ile ilgili ilk rapor birkag¢ oositte pronukleus olusumunun
gozlemleyen Edwards ve ark. tarafindan 1969’da yayinlanmistir. 1970’de 16 hiicreli
asamaya kadar embriyonik gelisim sagladiklarin1 bildirmislerdir (Edwards ve ark.
1970). Insan oositinin in vitro fertilizasyonundan sonra elde edilen ilk hamilelik
Lancet’de Monash takimi tarafindan 1973°de yaymlanmis ancak sadece birka¢ giin
stirdlriilebilmistir. Glinlimiizde biyokimyasal gebelik olarak adlandirilmaktadir.
Bunu Steptoe ve Edwards’in Bob Edwards ile basarili ortakliklari sonucu 1978’de
Louise Brown (Edwards, 1980) ve Oldham’daki isimsiz bir diger dogum takip
etmistir. Bunlar diinyanin ilk IVF bebekleridir (Kovacs, 2007).

Bunlar1 Melbourne’de 1980’de Candice Reed’in dogumu izlemistir ve bu klomifen
sitrat ve insan koryonik gonadotropinin oosit maturasyon zamaninin kontrolii i¢in
kullanildig1 stimiile edilmis sikluslardir. Bu kontrol durumu in vitro fertilizasyonu
klinik tedavi i¢in bir arastirma konusu haline doniistiirmiistiir (Trounson, Leton ve
ark. ,1981; Kovacs, 2007).

Norfolk Virginia’daki simiile edilmis sikluslar1 Jones takimi FSH kullanimi ile
birlestirilerek daha da gelistirilmistir (Jones, Jones ve ark. ,1982; Kovacs,2007). Bu
uygulama daha sonradan kontrollii ovaryum hiperstimulasyonu(KOH) olarak

bilinmeye baslanmistir.
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KOH’un ilk kez uygulandigi 1981°de ilging olarak hamilelik olustuktan sonra hig
diisiik goriilmemistir. Ilk zamanlarda alinan sonuglar agtkca KOH’un IVF igin
avantajlarim1 isaret etmektedir. Normal menstruasyona sahip kadinlarda KOH
kullanimina ait basar1 bugiin diinyada bir¢ok IVF programinda kullanilmasina yol

acmustir (Jones 2008).

1.8.Kontrollii Ovaryum Hiperstimiilasyonu (KOH)

Endokrin hipofizyal gonadal aksisin 20.yy’in baglarinda hipofizin 6n lobunda
gbzlenen lezyonlarm genital organlarda atrofiye yol agmasiyla kanitlanmistir. Iki ayri
gonadotropin (baslarda Prolan A ve B olarak adlandirilan) varligin1 destekleyen ilk
ikna edici kanit 1931°de Fevold ve ark. tarafindan ortaya konmustur. LH ve FSH
sonradan izole edilmis ve saflastirilmistir.  1928’de  Ascheim ve Zondek hamile
kadinlardan elde edilen idrarin gonadal fonksiyonlari stimiile etme kapasitesini
tanimlamiglardir. 1940’da Hamblen saflastirilmig hamile disi at serumunun (PMS)
insanlarda intravendz uygulamayla ovulasyonu indiikledigini  bildirmistir.
Hayvanlardan elde edilen gonadotropinlerin insanda hizli immunolojik cevap

yaratmalar1 nedeniyle bu hormonlar insan kaynaklarindan elde edilmeye ¢alisilmistir.

1950’lerin sonunda yapilan klinik denemelerde insan hipofizinden elde edilen
ekstraktlarin gonad fonksiyonunu diizenlemede kullanilabilecegi ispat edilmistir.
Akabinde deneyler gonadotropik hormonlarin her ikisinin de postmenopozal
kadinlarin idrarindan ekstraksiyonunu kapsamis ve insan menopozal gonadotropini
(hMG) preparatlarinin gelisimine yol agmustir.1960’larin baginda bu hormonlar
gonadal fonksiyonun stimiilasyonu i¢in insanda kullanilmistir (Macklon ve ark.
,2006). Giiniimiizde hormonal preparatlar rekombinant teknoloji {irlinii olarak elde

edilmeye baslanmstir.
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Kontrollii Ovaryum Hiperstimulasyonunun (KOH) Amagclari

1) Birden fazla sayida olgun oosit elde etmek
2) Ovulasyon zamanini kontrol edebilmek
3) Yardimla tireme teknikleri tedavisi sonrasi gebelik oranimi artirmak olarak

Ozetlenebilir.

1.8.1.KOH Tedavisinde Kullanilan Ajanlar

1.8.1.1.Klomifen Sitrat: 1956 yilinda sentezlenmistir. 1961’de tartismasiz
biiyiikliikte bir terapotik atilim meydana gelmis ve estradiolun nonsteroidal bir
analogu olan klomifen sitratin anovulatuar infertil kadinlarda ovaryum

fonksiyonlarmi stimiile ettii Greenblatt ve grubu tarafindan kesfedilmistir.

Hipotalamustan hipotalmik-hipofiz portal akimina gonadotropin salgilatici faktor
(GnRH) salgilanmasin artirarak ve bu sayede hipofiz kaynakli gonadotropinlerinin

artisina yol agarak islev goriir.

En yaygin yan etkileri ates basmasi (%10), abdominal distansiyon, siskinlik veya
rahatsizlik (%S5), gogiiste rahatsizlik (%2), mide bulantis1 ve kusma (%2), optik
semptomlar ve basagrisi (%1.5). Bu etkiler nadirdir ve tedavinin kesilmesinin
ardindan kaybolur, kalic1 bir etkiye sahip degildir. Ancak bazi raporlar uzun siireli
(>12 ay) klomifen sitrat terapisinin gelecekteki ovaryum kanserine yakalanma
riskinde kiigiik bir artisla iliskilendirmistir. Bu raporlardan dolay: Ingiltere’deki ilag
Giivenlik Komitesi (CSM) doktorlara iireticinin Onerilerine sadik kalarak tedaviyi
maksimum 6 ayla siirlandirmay1 tavsiye etmistir (Gardner, Informa (Firm). Informa
Healthcare. ve ark. 2009).
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1.8.1.2.Aromataz Inhibitorleri: Aromataz sitokrom P-450 bagimli bir enzimdir.
Ostrojen sentezinin son basamaginda rol oynar ve androjenlerin Ostrojene
doniistliriilmesini katalizler. Aromataz inhibitorleri aromataz enzim sistemlerinin

kompetitif inhibitoriidiir ve androjenlerin dstrojene doniismesini inhibe eder.

Aromataz inhibitdrlerin (letrozole: AstraZenica) ovulasyon indiiksiyonu i¢in klinik
caligmalarda ilk kullanimi  Mitwally ve Casper tarafindan 2001 yilinda
yaymlanmistir. Letrozole tedavisiyle polikistik overli hastalarin %75’inde ovulasyon

meydana gelmis, %25’inde gebelik olusmustur.

Bildirilen yan etkileri kemik agris1 (%20), ates basmasi (%]18), sirt agrist (%17),
mide bulantist (%15) ve dispne (%14). Bu yan etkiler tipik olarak uzun donem
uygulamalardan sonra gozlenir (Gardner, Informa (Firm). Informa Healthcare. ve
ark. 2009).

1.8.1.3.insan koryonik gonadotropini(hCG): iki hormonun arasindaki homoloji
derecesi nedeniyle hCG, LH yerine kullanilabilir. En 6nemlisi iki hormonda ayni
dogal fonksiyona sahiptir, liiteinizasyonu indiiklemek ve liitein hiicrelerini
desteklemek. hCG’nin uzun bir serum yar1 Omriine sahip olmast klinik
uygulamalarda istenmeyen bir 6zelliktir. Korpus luteumun siirekli yiiksek seviyede
stimulasyonu gonadotropin terapisinin baslica komplikasyonu olan ovaryum

hiperstimiilasyon sendromuna (OHSS) yol agabilir.

Rekombinant teknolojideki son gelismelerle birlikte, rekombinant hCG (rhCG) klinik
kullanim i¢in ulasilabilir hale gelmistir. Yiiksek dozda rhCG kullanimi, 6rnegin
500ug, daha fazla oosit elde edilmesiyle sonuglanir ancak OHSS olugmasinda 3 misli

yiikselmeye neden olur (Gardner, Informa (Firm). Informa Healthcare. ve ark. 2009).

1.8.1.4.Gonadotropinler: 1927°de Aschheim ve Zondek hamile kadinlarin idrarinda
anterior hipofizdeki gonadotropik faktorlerle ayni etkiye sahip bir madde kesfettiler.
Bu maddeye gonadotropin veya “prolan” dediler. Ayrica prolan A ve prolan B olmak

tizere iki farkli hormon olduguna inaniyorlardi. Daha sonra bulgularini kendi adlarini
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tastyan  gebelik  testini  gelistirmek i¢in  kullandilar. 1930°da  Zondek
gonadotropinlerin ayni zamanda postmenopozal kadinlarin idrarinda da bulundugunu
rapor etti. Cole ve Hart gonadotropinleri hamile kisraklarin serumunda da buldular.
Hamile at serum gonadotropini denen bu hormonun (PMSG) hayvanlarda giiglii bir
gonadotropik etkiye sahip oldugu bulundu. Bununla birlikte 1937 yilinda Cartland ve
Nelson bu hormonun saf halini iiretmeyi basardilar. 1948’e gelmeden Stewart, Sano
ve Montgomery’nin yaptig1 bir ¢alismanin sonucunda hamile kadinlarin idrarindaki
gonadotropinlerin kaynaginin hipofiz degil koryonik villuslar oldugu gosterilmistir.
Akabinde ‘koryonik gonadotropin’ olarak tanimlanmistir. Yillar i¢inde primat
olmayan kaynaklardan elde edilen gonadotropin oOziitlerinin terapotik etkilerini
notralize eden antikorlarin gelisimi nedeniyle klinik kullanim i¢in sinirh bir degere
sahip oldugu anlasilmistir. 1947°de Pierro Donini adli Roma’li bir kimyac1 hMG’yi
saflastirmaya c¢alismustir. 11k idrar 6ziitii gonadotropin LH ve FSH icermekteydi ve
‘Pergonal’ olarak adlandirilmisti. 1961°de sekonder amenoreli bir hastanin Pergonal
ile tedavisinin ardindan ilk hamilelik gerceklesmistir ve 1962’de ilk normal kiz
bebegin dogumuyla sonuglanmigtir (Gardner, Informa (Firm). Informa Healthcare. ve
ark. 2009).

1.8.1.5.insan Menopozal Gonadotropini: 75 IU FSH ve 75 IU LH’a esit degerde
in-vivo biyoaktiviteye sahiptir. Cesitli hMG preparatlar1 iginde TNF baglanma
proteini I, transferin, lirokinaz, Tamm-Horsfall glikoproteini, epidermal biiyiime
faktorii ve immiinoglobulin iligkili proteinlerini de igeren degisik proteinler
bulunmustur. Bununla birlikte hMG preparatlar1 etkili ve nispeten giivenlidir; lokal
yan etkiler 6rnegin agr1 ve alerjik reaksiyonlar, muhtemelen gonadotropin olmayan
proteinlerle iliskili olan immiin reaksiyonlardir ve kesin vakalarla belgelenmistir

(Gardner, Informa (Firm). Informa Healthcare. ve ark. 2009).

1.8.1.6.Gonadotropin salgilatict hormon: Gonadotropin salgilatict hormon medial
bazal hipotalamustaki ve ventral hipotalamusun preoptik alaninda bulunan bir grup
birbiriyle zayif baglantili néron tarafindan {iretilir ve salgilanir. Hiicre gévdesinde
sentezlenir, akson boyunca sinapsa kadar tasinir ve pulsatil bi¢imde hipofiz bezinin

portal sisteminin kapiller agina salinir.
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Gonadotropin salgilatict hormon ilk olarak birbirinden bagimsiz olarak 1971 yilinda
Andrew Schally ve Roger Guillemin tarafindan izole edilmis, tanimlanmis ve
sentezlenmistir. Akabinde bu basarilarindan dolay1 Nobel ile 6dillendirildiler. Yapisi
insanda dahil biitiin memelilerde ortaktir ve etkisi hem kadinlarda hem erkeklerde

benzerdir (Gardner, Informa (Firm). Informa Healthcare. ve ark. 2009).

1.8.1.6.1.Gonadotropin salgilatict hormon agonistleri: Dogal GnRH’lar kisa
plazma yar1 Omriine sahiptir ve hizlica enzimatik par¢alamayla inaktive edilir.
Analoglar GnRH’in  enzimatik kirilim konumunda yapisal bir degisimle
olusturulmus, daha uzun yar1 6mre ve daha yiiksek reseptor aktivitesine sahiptir.
1000°den fazla GnRH analogu sentezlenmis ve test edilmis ancak yalnizca birkag
tanesi klinik kullanima sunulmustur. GnRH agonistik analoglarin akut uygulanmasi
gonadotropin salgilanmasini artirir ve genellikle hipofiz supresyonuna ulagmak igin
7-14 giin siireye ihtiya¢ duyar. Uzun siireli uygulamalar GnRH reseptorlerinin down
regiilasyonuna neden olur. GnRH agonist terapisinin yan etkileri diisen sex hormon
serum diizeyleriyle iliskilidir. Diisiik serum Ostrojen konsantrasyonunun baslica
semptomu ates basmasi, libidonun diismesi, iktidarsizlik, vajinal kuruluk, gogiis
dl¢iisiinde kiigiilme ve duygusal dengesizlik. Ostrojen azalmasmin endise verici
onemli etkilerinden biri kemik mineral yogunlugu iizerinedir. Ostrojen
osteoporozisin gelismesini Onlemede biiyilk 6neme sahiptir (Gardner, Informa
(Firm). Informa Healthcare. ve ark. 2009).

1.8.1.6.2.Gonadotropin salgilatict hormon antagonistleri: GnRH antagonist
analoglar1 direkt inhibitor reversibl supresif etkiye sahiptir. Antagonistik molekiiller
hipofiz GnRH reseptorleri i¢in yarisirlar ve isgal ederler. Agonistik analoglarla
karsilastirildiklarinda etkili bir baskilama i¢in yiiksek dozda antagoniste ihtiyag
vardir. Birbirinden farkli binlerce hasta insan herhangi bir sistemik veya lokal deri
reaksiyonu belirtisi gdstermeden {igiincili jenerasyon GnRH antagonistleri ile tedavi
edilmis ve yan etkiler nedeniyle hicbir terapi kesintiye ugramamistir. Gozlenen en
yaygin yan etkileri enjeksiyon alanindaki reaksiyonlar ve mide bulantisi, bas agrisi,
bitkinlik, huzursuzluk ihtimal dahilindedir. GnRH antagonistlerinin ovaryum,

oositler, granulosa hiicreleri, endometrium ve fertilite ve implantasyonla iligkili
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olarak embriyo lizerine etkileri incelenmistir (Gardner, Informa (Firm). Informa
Healthcare. ve ark. 2009).

1.9.0varyum Stimulasyonunun Yan Etkileri ve Komplikasyonlar

1.9.1.0varyum Hiperstimulasyon Sendromu(OHSS): OHSS ovaryum biiyiimesi,
yiikksek serum seks steroidleri ve ilk olarak periton boslugunda damar dis1 sivi
birikimi ile karakterize potansiyel olarak yasami tehdit eden bir komplikasyondur.
Siddetli olgularda hipotansiyon, artmis koagiilasyon, azalmis bobrek perfiizyonu ve
oligliri meydana gelebilir. OHSS etiyolojisi ovaryum stimulasyonu ile baglantili
olarak yilikselmis LH, FSH, hCG ve E2 diizeyleri ile iligkilidir. Bozulmus karaciger
fonksiyon testleri, venoz ve arteriyel trombosis, bobrek yetmezligi ortaya ¢ikabilir ve
Olimler rapor edilmistir. Hafif formu IVF sikluslarinin %20-35’ini, orta dereceli

formu %3-6 ve siddetli formu ise %0,1-0,2’sinde meydana gelir.

1.9.2.Vené6z Tromboembolizm(VTE): VTE, IVF i¢in yapilan ovaryum
stimulasyonunun nadir bir komplikasyonudur. Oliimle sonuglanabilir. IVF
tedavisinden sonra ortaya ¢ikan derin ven trombozu ile ilgili raporlar siklikla OHSS
ile veya hCG uygulamasindan sonra 5-10 haftalar arasinda erken gebelikle iliskili

oldugunu belirtmektedir.

1.9.3.Coklu Gebelikler: Coklu dogumlarin sikliginin ve sonuglarinin IVF nedeniyle
artis1 Diinya genelinde IVF organizasyon ve uygulamalarinda esas yakinma sebebi
olarak durmaktadir. Amerika’daki ikiz dogum orani 1980 ile 2000 yillar1 arasinda
%75 oraninda yilikselmis ve halen toplam dogumlarin %3’tinu olusturmaktadir.
Benzer gidis Avrupa iilkelerinde de rapor edilmistir. Infertilite terapileri,
uygulanmalar1 sonucu olusan %1-3 tek, %30-50 ikiz ve %75’den fazla daha yiiksek

mertebeden ¢oklu dogumlardan sorumludur (Macklon, Stouffer ve ark. 2006).
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1.9.4.1leri Dénem Ovaryum Kanseri Riski: Over kanserlerinin yaklasik %90°1 over
yiizey epitelinden koken almaktadir (Scully, 1977). Yiiksek mortaliteye sahip
(Parker, Tong ve ark., 1996) over kanserlerinin olusumunu agiklamak i¢in iki ana
hipotez One siiriilmiistiir. Bunlardan birincisi silirekli ovulasyona bagli over kanseri
riski ile agiklanan ovulasyon hipotezidir (Fathalla,1971; Russell , Hickey ve
ark.,1990). Fathalla’nin (1971) bu hipotezine goére araliksiz ovulasyon ovaryum
epitel kanseri i¢in bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Digeri ise Ostrojeni de
arttiran gonadotropin diizeylerinin artmasi ile agiklanan pituiter gonadotropin
hipotezidir (Cramer ve Welch,1983 ). Yapilan bazi ¢alismalarda ovaryan kanserlerin
postmenopozal kadinlar ve ovulasyon indiiksiyon tedavisi almis kadinlar gibi
gonadotropinlerin yiiksek oldugu durumlarda daha sik goriildigi bildirilmistir

(Whittemore ve Harris ,1992;, Rao ve Slotman , 1991; Shoham, 1994; Balen, 1995).

Rosing ve ark. genel populasyonla karsilastirdiklarinda klomifen sitratin ovaryum
yiizey epiteli ilizerine etkili oldugunu ve bir¢ok histopatolojik degisimlere neden
oldugunu gdstererek ovaryum kanser gelisimini artirdigini bildirmislerdir. Ikiden
fazla ovaryum stimulasyonu uygulanmis kadinlarda ovaryum yiizey epitelinde

degisimlerin indiikledigi gosterilmistir (G. Chene, F. Penault-Llorca ve ark.,2009).

Ayrica ovaryum stimiilasyon ajanlarmin uygulanmasinin implantasyon oranini,
ovaryum rezervini, embriyo gelisim kalitesini olumsuz yonde etkiledigine dair
kanitlar literatiirde gosterilmistir (H.T Chao,S.Y.Lee ve ark.,2005; G.Ertzeid ve
R.Storeng,2001;L.Liang, B.Xu ve ark,2009;Z.0zcan,H.Celik ve ark,2009). Bu
etkilerin artan tekrar sayilariyla birlikte olan degisimlerine de literatiirde yer

verilmistir.

Bu calismada yasli ve geng ratlarda primordiyal ve primer follikiil sayilarinin 151k
mikroskobunda incelenen iki boyutlu ovaryum kesit goriintiilerinde tarafsiz
stereolojik optik dissektér sayim yontemi kullanilarak ti¢ boyutlu ovaryum
dokusundaki toplam sayilarinin belirlenmesi ile araliksiz ve ¢ok sayida tekrarlanan

KOH uygulamalariin ovaryum rezervine etkisinin incelenmesi amaglanmustir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Hayvanlar ve Dokularin Eldesi

Bu calisma, deney hayvanlar1 kullanilarak Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulunun 02.09.2009 tarih ve 2009-46-230 karar numarali onayi
alindiktan sonra gerceklestirilmistir. Ankara Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuarindan 42 adet Wistar albino tiirii disi rat saglandi. Hayvanlarin 21 tanesi 6
aylik olup ovaryan sikluslar1 diizenli olarak devam eden yashi deney grubunu
olustururken kalan 21 tanesi ise dogumlarini takiben 5. haftanin sonunda deneye
aliman puberteye girmis ve ovaryan sikluslar1 baslamig gen¢ deney grubunu
olusturdu. Geng ve yasli hayvan gruplari, her birinde 7’ser rat olacak sekilde kontrol

ve deney gruplarina rastgele secilerek ayrildi.

Deney gruplari

GK= Geng¢ Kontrol

G2= Geng iki tekrar KOH uygulanan
G8= Geng sekiz tekrar KOH uygulanan
YK=Yash Kontrol

Y 2= Yash iki tekrar KOH uygulanan
Y8= Yasl sekiz tekrar KOH uygulanan

Toplamda olusturulan 6 grup ve bu gruplara ait hayvan sayilar1 asagidaki tabloda

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Deney gruplan ve icerdikleri hayvan sayilari

Kontrol 2 Tekrar KOH 8 Tekrar KOH
Geng 7(GK) 7(G2) 7(G8)
5 haftalik
Yash
7(YK) 7(Y2) 7(Y8)
6 aylik

Geng ve yash 2 tekrar deney gruplarina 2’ser, geng ve yash 8 tekrar deney gruplarina
ait hayvanlara 8’er kez haftada bir defa olacak sekilde kontrolli ovaryum
hiperstimiilasyon(KOH) protokolii uygulandi. Kontrol gruplarina ise %0,9’luk NaCl
cozeltisi verildi. Tiim uygulamalar kas i¢ine insiilin ignesi kullanilarak yapildi.
Hayvanlarda kas dokusu harabiyeti olusturmay1 engellemek i¢in enjeksiyonlar her

hafta farkl: taraftan yapildi.

KOH uygulamalar1 sonlanan gruplarda son HCG veriliginden bir hafta sonra ketamin
ksilazin anestezisi altinda bilateral ooferektomi islemi gerceklestirildi. Anestezi
sonrasi ratlar dorso-ventral pozisyonda diseksiyon tahtasina yatirildi ve abdominal
bolge tizerindeki tiiyler temizlendi (Sekil 2.1). Temizlenen bolgede orta hattan bisturi
ile abdominal deri insizyonu yapildi. Periton gegilerek, sag ve sol overler ucu kiint
bir pens yardimiyla etrafindaki yag tabakasi ile birlikte ¢ikarildi (Sekil 2.2 A-B). Yag
tabakasi ovaryum dokusuna zarar vermeyecek sekilde temizlendi. Sol ovaryumlar
biitiin olarak Bouin soliisyonuna alinirken; sag ovaryumun bir parcasi ince yapi
incelemeleri i¢in %2,5’luk gluteraldehite, kalan pargast ise %10’luk tamponlu

formalin ¢ozeltisine alinarak tespit edildi.
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Sekil 2.2. A: Abdominal kavite agildiktan sonraki gériiniim B: overlerin ucu kiint bir pens yardimiyla
etrafindaki yag tabakasi ile birlikte ¢ikarilmasi

2.2 Kontrollii Ovaryum Hiperstimiilasyon(KOH) Protokolii

Bu protokole gore ilk giin deney gruplarinda bulunan hayvanlara 15 1U/0,2ml/rat
dozunda r-FSH (Gonal-F, Merck ila¢ Ecza ve Kimya Tic. A.S., Istanbul)) verildi. r-
FSH uygulamasindan 48 saat sonra ovulasyon i¢in 5 IU/0,Iml/rat olacak sekilde
HCG (Pregnyl, Schering-Plough Tibbi Uriinler Tic.A.S., Istanbul) enjekte edildi.
Kontrol gruplarmda bulunan hayvanlara ise ayni miktarda olmasi amaciyla r-FSH
yerine 0,2ml izotonik %0,9 NaCl ve bu uygulamadan 48 saat sonra HCG yerine
0,1ml izotonik %0,9 NaCl ¢6zeltisi verildi.
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2.3.Isik Mikroskobik Degerlendirme i¢in Yapilan Cahsmalar

Tim hayvanlara ait sol ovaryumlar Bouin soliisyonuna alinarak 24-48 saat fiske

edildi. Fiksasyon i¢in kullanilan soliisyonun igerigi asagidadir

Bouin Soliisyonu Hazirlanisi:

e Suda doymus pikrik asit............... 300cc
e Formaldehit............... 100cc
e Glasiyal asetik asit............... 20cc (soliisyon kullanilacagi zaman

eklenmistir.)

Fikse olan ovaryum dokularinin takip islemleri asagidaki protokole gére yapildi.

Bouin Soliisyonu Sonras1 Dehidratasyon Igin Uygulanan Takip Protokolii

o  %50’lik etanol............ 1 saat

e  9%50’lik etanol............ 1 saat

e  %70’lik etanol............. 2 saat (3 damla lityum karbonat ¢ozeltisi damlatildi)
e %70’lik etanol............. 3 saat

o  %380’lik etanol............. 2 saat

o  %96’lik etanol............. 1 gece

e 9%100’lik etanol............ 1,5 saat

Dehidratasyon isleminden sonra dokular ksilene alinarak seffaflanmalari
tamamlanana kadar bekletildi. Seffaflastirilan dokular ksilol-sivi parafine alindi 30
dakika bekletildi. Ovaryum doku 6rnekleri 2 kez degistirilen sivi parafinle 60°C’de 2
saat inkiibe edildi. Parafin infiltrasyonundan sonra dokular sert parafin bloklara

gomiildii.
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Bloklar buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Kesim islemine baslamadan birka¢ saat
once -18°C’ye alinan bloklardan Leica SM 2000R model mikrotom kullanilarak
60um kalinhiginda seri kesitler alindi. Sistematik rastgele 6rnekleme ile her ikinci
kesit sayim i¢in segilerek hematoksilen eozin ile boyandi. Kalan kesitlere ise Mallory
Azan ve Schiff’in Periyodik Asit boyasi uygulandi. Kullanilan boyalarin hazirlanigi

ve uygulama protokolleri su sekildedir:

Hematoksilen-Eozin(H-E) Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

e %100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Suda yikama

e Hematoksilen soliisyonu, 1 dakika

e Suda yikama

e FEozin soliisyonu, 1 dakika

e Suda yikama

o %75, %96 ve %100’liik etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellanla kapatma

Mallory Azan Boyama Protokolii

e Kasilen ile deparafinizasyon

e 9100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Suda yikama

e %0,1 Azokarmin G soliisyonu ( 60°C etiivde 1 saat)
e Suda yikama

e %] anilin alkolde farklandirma

e %1 asetik alkolde durulama

e %05 fosfofungistik asitle mordanlama

e Suda yikama
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e 90,25 anilin mavisi- %1 orange G soliisyonu (1 saat)
e Suda yikama

o %75, %96 ve %100’liik etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellanla kapatma

Schiff’in Periyodik Asit Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

e %100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Suda yikama

e Periyodik asit soliisyonu, 10 dakika

e Suda yikama

e Schiff soliisyonu, 15 dakika

e Metabisiilfit soliisyonu, 3 ayr1 salede 3’er dakika

e Suda yikama

o %75, %96 ve %100’lik etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellanla kapatma

2.4.Elektron Mikroskobu Doku Takibi I¢in Yapilan Cahsmalar

Sag ovaryumlardan elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan parcalar asagidaki

islemlerden gegirildi.

e Ovaryum doku parcalar1 0,1 M fosfat tamponu iginde %2,5 gluteraldehit ve
%?2 paraformaldehit iceren 7,2-7,4 pH’ya sahip soliisyonda +4°C’de 2-4 saat
1. tespit

e 0,1 M fosfat tamponunda 2x15dakika rotatorda 1.yitkama
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e 0,1 M fosfat tamponu i¢inde %1 OsOy ile rotatorda ve karanlikta 2 saat 2.
tespit

e 0,1 M fosfat tamponunda 3x20 dakika 2. yikama

e Distile su ile yikama

e %70 etanolde %0,5 uranil asetat ve %1 fosfotungistik asitle rotatorda
karanlikta 2 saat blok boyama

e %70, %96, %100 alkol, propilen oksit ile dehitratasyon

e 1:1 oranda propilen oksit/araldite rotatorda 1 saat

e Araldite 2 saat

e Kapsiil i¢ine konan ovaryum doku pargalar iizerine araldite eklenmesi ile
bloklama islemi yapildi.

e Araldite bloklar1 polimerizasyon i¢in 80°C etiivde 1 gece tutuldu sonrasinda

etliv kapatilarak bloklar kendi halinde sogumaya birakildi.

Bu bloklardan ultramikrotomla 800-1000 nm kalinliginda yar1 ince kesitler alindi ve

asagidaki protokole uygun olarak boyandi.

Yari Ince Kesit Boyama Protokolii

o Kesitler 1siticida kurutuldu.

e Distile su i¢inde %1boraks, %1 toluidin mavisi, %1 Azur II igeren toluidin
mavisi/Azur II boyasiyla 50°C-60°C 1siticida boya kuruyana kadar bekletildi.

e Distile su ile yikandi

e Kesitler 1siticida kurutuldu

e Sogutulduktan sonra ksilene alindi

e Entellanla kapatildi
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2.5.0varyum Follikiil Sayim I¢in Kullanilan Stereoloji Yontemi

60um kalinliginda aliman ve H-E ile boyanan seri kesitlerden Sistematik rastgele

ornekleme ile her ikinci kesit sayim i¢in segildi (f1).

Bu kesitlerde primordiyal ve primer folikiil sayilar1 optik disektor metoduyla sayildi.
Sistematik rastgele 6rnekleme kurallarina gore segilen kesitler ile degerlendirmeye
baslamadan Once pilot ¢alisma gergeklestirildi. Elde edilen veriler 1s1ginda her bir
ovaryumda yeterli sayida folikiil sayimmin gerceklestirilebilecegi sayim gergevesi
boyutlar1 (a) ve gergevelerin yerlestirilme adim araliklar1 (b) belirlendi. Buna goére
100x100pum’lik adim araliklariyla 100x100pum’lik tarafsiz sayim cerceveleri yine
sistematik rastgele 6rnekleme kurallarina uygun olarak kesitler lizerine yerlestirildi

(f2= a/b).

Sayim i¢in kullanilan stereoloji sistemi; mikroskop (Leica DM3000B) iizerine takili
bilgisayar kontrolliit XYZ ekseninde hareketli bir tabla (Ludl MAC6000), dijital
kamera (Qimaging) ve tim bunlart kontrol eden stereoloji yazilimindan

(MBFBioscience, Stereo Investigator) olusuyordu.

Ovaryum alan belirlenmesi ve tarafsiz sayim gergevelerinin yerlestirilmesi islemi x4

objektif biiylitmesinde (Sekil 2.3), sayimlar ise x40 objektif biiyiitmesinde yapildi.
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Sekil 2.3. Segilmis ovaryum alanina yerlestirilmis sayim g¢erceveleri Yildiz: bir adet tarafsiz sayim
cergevesi, Oklar X4 objektifte se¢ilmis ovaryum alani sinirlart

Sayim islemi tamamlandiktan sonra tiim ovaryumdaki toplam primordiyal ve primer

folikiil sayilarini belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildi.

N (Toplam folikiil sayis1)=) Q X 1/(fLXf2Xf3)

f1= Bir ovaryumda yapilan seri kesitin tamamindan sayima dahil edilen kesit orani
f2= Sayim yapilan preperattaki sayim alaninin tiim kesit alanina orani

f3= Kesit kalinlig1 i¢inde 6l¢lim yapilan kalinligin tiim kesit kalinligina orani
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2.5.1.Sayim Kurallar1 ve Folikiil Tanimlamasi

Calismada sayimi hedeflenen primordiyal ve primer folikiiller asagidaki kriterler

cercevesinde sayildi:

Primer oositi gevreleyen tek tabaka yassi graniiloza hiicrelerinin gozlendigi folikiiller
Primordiyal folikiil olarak (Sekil 2.4), primer oositi ¢evreleyen bir tane bile yassi
hiicre icermeyen tek tabaka kiibik graniiloza hiicrelerinin gézlendigi folikiiller ise

Primer folikiil (Sekil 2.4) olarak tanimlandi. (Hansen, Knowlton ve ark. 2008).

Sekil 2.4. Primordiyal ve Primer Folikiil Primordiyal F: Tek katli yass1 epitelle ¢evrili primordiyal
folikiil, Primer F1: Tek katl kiibik epitelle ¢evrili primer folikiil, Primer F2: Tek katli prizmatik
epitelle doseli ileri gelismis primer folikiil, M:Mitozun metafaz evresindeki folikiil hiicresi , N: Qosit
Cekirdekleri, KL: Korpus luteum, yar1 ince kesit, Toluidine mavisi, X100 objektif, Bar:10um

Optik disektor sayim cergevesinin list ve sag yan sinirlarina degen ve tamamen
icinde kalan oosit ¢ekirdeginin net izlendigi folikiiller sayima dahil edilirken, sayim
cergevesinin alt ve sol yan smirlarina degen ve diginda olan folikiiller sayima dahil

edilmedi.
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2.6.istatistiksel Degerlendirme Icin Yapilan Cahismalar

Biitiin kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin ovaryum doku bloklarindan
hazirlanan 60um kalinliginda alinan seri Kesitler igerisinden segilen H-E ile
boyanmis preparatlarda elde edilen primordiyal ve primer folikiil sayim sonuglari
formiile uygulanarak her bir hayvanda tiim ovaryum dokusundaki toplam folikiil
sayilar1 belirlendi. Tim ovaryum igin elde edilen toplam primordiyal ve primer
folikiil sayilar1 One Way ANOVA ve Bonferroni istatistik testleri kullanilarak
degerlendirildi. 0,05’in altindaki p degerleri (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Isik mikroskobu Degerlendirme Bulgular:

Geng ve yash rat kontrol ve deney gruplarinda H-E ile boyanan kesitlerde ovaryum
yapist normal goriiniimdeydi. Ovaryum germinal epitelinin yer yer kiibik, prizmatik
ve yasst epitel hiicrelerinden olustugu goézlendi. Ovaryum Korteksinde degisik
gelisim asamalarinda ovaryum folikiilleri belirgin olarak izlendi. Folikiillerin yan
sira yeni ve gerileyen korpus luteum yapilarida vardi (Sekil 3.1 A). PAS boyasiyla
boyanmig preparatlarda folikiil bazal membrani ve oositi ¢evreleyen zona pellusida
acikca goriildii (Sekil 3.1.B). Mallory azanla boyanma sonrasi anilin mavisiyle
boyanan kollajen teller ve bag dokusu elemanlart normal goriiniime sahipti (Sekil
3.1.C).
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Sekil 3.1.. A. Gf: Graff folikiilii, Sf: sekonder folikiil, TU: tuba uterina enine kesiti, KL: korpus
luteum, ok: degisik gelisim agsamalarindaki folikiiller, H-E, X4 objektif, Bar:100 ym B. Ok: zona
pellusida, ok bast: folikiil bazal membrani, PAS, X20 objektif, Bar: 20 um C. GEp: germinal epitel,
KL: korpus luteum, yildizlar: stroma bag dokusu, MA, X20, Bar: 20 um
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Geng rat deney gruplarinda ovaryum stromasi igerisinde tek katli yassi epitel ile
cevrili primordiyal ve tek katli kiibik epitelle ¢evrili primer folikiiller daha sik
izlendi. Primordiyal folikiiller sadece germinal epitel altinda degil gesitli gelisim
asamalarinda bulunan diger folikiillerin aralarindaki bag dokusunda da oldukca fazla
sayida mevcuttu. Cogunlukla saglam goriinlime sahip olmakla birlikte arada atretik
folikiiller de gozlemlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2.0varyum Stromasinda Folikiiller Ok basi: Primer folikdil, yildizlar: primordiyal folikiil, Atr
F.: atretik folikiil, H-E, X40 objektif, Bar:10um

Yaslt rat gruplarinda primordiyal folikiiller kortekste germinal epitel altinda
yerlesimli ve daha az sayida gozlendi (Sekil 3.3). Gelismekte olan folikiil graniiloza
hiicrelerinde mitozlar belirgindi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Ovaryum korteksinde primordiyal folikiiller, GE: germinal epitel, KL: korpus luteum,
yildizlar: primordiyal folikiiller, H-E, X20 objektif, Bar: 20pm

Sekil 3.4. Graniiloza hiicrelerinde mitoz, oklar: mitoz gegiren graniiloza hiicreleri, H-E, X40 objektif,
Bar: 10pm
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Ovaryumu c¢evreleyen germinal epitel hem gen¢ hem yash rat kontrol ve deney
gruplarinda ¢ogunlukla tek katli kiibik veya prizmatik epitel 6zelliginde izlendi. Yer
yer epitel hiicre tabakasinda artig ve epitel hiicre kiimelenmeleri gozlendi. Germinal
epitel Korpus luteum ve Graff folikiillerin ovaryum korteks yiizeyine yakin oldugu
bolgelerde tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusmaktaydi. Ovulasyondan sonra
olustugu bilinen, kortikal stromaya dogru yiizey epitelini de i¢eren yariklar gozlendi.
Germinal epitelin bazal membran1 PAS boyamada diizenli olarak izlendi (Sekil 3.5.

A-B-C-D).
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Sekil 3.5.0varyum germinal epiteli ile ilgili bulgular A. KL:korpus Iluteum, K:kapiller,
yildiz:primordiyal folikiil, ok: kiibik epitel, ok basi: yassi epitel, H-E, X40 objektif, Bar:10um ; B.GE:
germinal epitel, GLH: graniiloza liitein hiicreleri, KL: korpus luteum, yildiz:primordiyal folikiil, ok:
epitel hiicre kiimelenmesi, H-E, X40 objektif, Bar: 10um; C. KL: korpus luteum, ok:yass: epitel,
yildiz: prizmatik ylizey epiteli, ok basi:epitelin over stromasina yaptig1 girinti, H-E, X20 objektif, Bar:
20um; D. KL:korpus luteum, GLH: graniiloza liitein hiicreleri, GE: germinal epitel, yildizlar: yiizey
epiteli bazal membrani, PAS,X40 objektif, Bar: 10pum

Yasli ratlarda 8 tekrar KOH uygulamasi yapilan deney grubunda yari ince kesitlerde
ozellikle damarlarin ¢evresinde, bag dokusu igerisinde ¢ok sayida mast hiicresine
rastlandi. Isik mikroskobunda H-E boyamada bu grupta damarlar dilate idi ve staz
mevcuttu (Sekil 3.6 A-B-C)
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Sekil 3.6. AKH: korpus hemorajikum, yildizlar: ovaryan medullada dilate damarlar ve staz, H-E,
X4objektif, Bar: 100pm; B.KL: korpus luteum, D:damar, M:mast hiicreleri, yari ince kesit, toluidine
mavisi, X20 objektif, Bar: 20um; C. L:damar limeni, M: mast hiicreleri, yar1 ince Kesit, toluidine
mavisi, X40 objektif, Bar: 10um

3.2. Stereolojik Yontem Folikiil Sayimu Bulgularinin istatistiksel

Degerlendirmesi

Primordiyal folikiil sayilar1 (226,11 karsilik 79,80) ve ovaryum rezervini gdsteren
non-growing folikiil sayilarn ( 269,33 karsilik 95,76) kiyaslandiginda kontrol
grubunda geng ratlarda yash ratlara gore daha fazla sayida oldugu bulundu. Bu fark
istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05).

Yash ratlarda kontrol, 2 ve 8 tekrar KOH uygulamasi sonrasinda ovaryumdaki
toplam primer folikiil sayilar1 geng¢ ratlara gore daha diisiik bulundu ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (15,96; 55,20; 33,25 karsilik 43,23; 63,84; 37,08)
(Tablo 3.1).
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Cizelge 3.1.Geng ve yasli ratlarda kontrol ve deney gruplarinda ovaryumdaki toplam primordiyal,

primer ve NGF sayilari

GENC YASLI
o KONTROL 2 TEKRAR 8 TEKRAR KONTROL 2 TEKRAR 8 TEKRAR
FOLIKUL GRUBU DENEY DENEY GRUBU DENEY DENEY GRUBU
TIPI (mean+SD) GRUBU GRUBU (mean£SD) GRUBU (mean£SD)
(meanzSD) (mean+SD) (mean+SD)
PRIMORDIYAL | 226,11476.54* 174.23853.62 | 1749319314 | 79.80458.44% | 137.17:32.93 | 125.60:78.95
PRIMER 43.23+9.31 63.84+32.43 37.08+24.23 15.96+3.76 55.20+5.90 33.25:23.04
NGF 260.33+82.68%* | 237.91+85.75 | 211.47+4584 | 95.76+60.85** | 102.37+437.78 | 158.94+100.90

* Primordiyal folikiil sayis1 agisindan gen¢ kontrol ve yash kontrol gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
** Non-growing folikiil (NGF) sayisi1 agisindan geng kontrol ve yasl kontrol gruplari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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4. TARTISMA

Bu calismada kontrollii ovaryum hiperstimiilasyon (KOH) ajanlarinin ovaryum

folikiil rezervine ve ovaryum yapisina etkileri arastirilmistir.

Ovaryumlarda oosit rezervi fotal hayatta belirlenir ve tiim iireme hayati boyunca bu
rezerve ait primordial folikiiller olgunlasma periyoduna girerek Graff folikiiliiniin
ovulasyonuyla giderek tiikenir. Bu rezervin insanda sadece %1’1 rodentlerde ise

%10’u ovulasyon asamasina kadar olgunlasir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) tanimina gére infertilite bir y1l korunmasiz koitusa
ragmen gebeligin olusmamasidir ve lireme cagindaki ¢iftlerin yaklasik %10-15’inde
goriilmektedir. Infertilite giftlerin %40°1inda erkek kaynakli, %40’1inda kadin kaynakli
ve %20’sinde de ¢iftlerin her ikisinden kaynaklanmaktadir (Wiirfel, 2003).
Kadinlardaki en onemli infertilite problemi ovulatuar disfonksiyondur (Speroff ve
ark., 1999). KOH uygulamasi ¢ok sayida oosit elde etmek amaciyla yardimci ireme
teknikleri de dahil olmak tizere infertilite tedavisinde yaygin olarak
kullanilagelmistir. Giiniimiizde de yardimci iireme tekniklerindeki gelismelere karsin
bircok infertil ¢ift hamile kalabilmek icin birden fazla kez KOH uygulamasina
ihtiyag¢ duymaktadir. Tekrarlayan ovaryum stimulasyon protokollerinin oosit
kalitesinde diismeye, birbirini takip eden sikluslarda elde edilen oosit sayisinda
azalmaya, embriyonal gelisimin bozulmasina neden olabilecegi literatiirde
bildirilmistir. Ovaryum stimulasyonu i¢in uygulanan eksojen hormonlarin ovaryum
rezervi i¢in tamamen risksiz bir prosediir olup olmadigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. (Liang, Xu ve ark.,, 2009). Yapilan caligmalarda ovaryum
rezervinde bulunan erken gelisim asamasindaki aktive olmamis folikiillerin
aktivasyonunda gonadotropinlerin etkili olabilecegi gosterilmistir (Flaws ve ark.,
1997; Meredith ve ark., 1986). Rodentlerde yapilan ¢alismalar da erken folikiillerin
gelisiminin gonadotropinlerin etkisiyle oldugunu diisiindiirmiistiir bununla birlikte
hayvanlarda ve insanlarda dolasimdaki minimal FSH veya defektif FSH reseptorleri
varhiginda bile folikiillerin antral evreye dek ulasmis olmalari nedeniyle preantral

folikiil gelisiminin gonadotropin bagimsiz oldugunu diisiindiiren caligmalar da
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mevcuttur (McGee ve Hsueh, 2000). Preantral asamadan sonra Sekonder (antral)
folikiillerde FSH ostrojen ile birlikte graniiloza hiicrelerinde mitotik etki gdsterir ve
graniiloza hiicre proliferasyonunu uyarir. Bu nedenle preantral ve antral folikiillerde
graniiloza hiicrelerinde mitotik figiirlere siklikla rastlanir. Caligmamizda da ovaryum
kesitlerinde preantral ve antral folikiillerde, graniiloza ve teka hiicrelerinde mitotik

figiirler daha sik gozlendi.

Ovaryum hiperstimiilasyon tedavisinin ovaryum yanitina, toplanan oosit sayisina,
oosit sitoplazma ve ¢ekirdek olgunlasmasina, embriyon Kalitesine, implantasyon
oranina etkisiyle ilgili pek c¢ok klinik ve deneysel ¢alisma literatiirde mevcuttur
(Ertzeid ve Storeng, 2001; Combelles ve Albertini, 2003; Van Blerkom ve Dauvis,
2001, Chao, Lee ve ark., 2005).

Tekrarlayan ovaryum stimiilasyon sikluslarinda yiliksek doz gonadotropinlerin
gelisecek folikiil kohortunda bir artis yapmadigint ve dominant folikiil sec¢imi
siirecinde fizyolojik olarak atreziye gidecek folikiillerin korunmasini sagladigi
bildirilmistrir (Serna ve Velasco, 2005). Yapilan bir ¢alismada ard arda tekrarlanan
KOH uygulamalarinin folikiil rezervi iizerine kotii etkisi olmadigi, buna karsin
primordiyal ve primerr folikiilerde hasara yol acacagi da bildirilmistir (Liang ve
ark.,2009)

Calismamizda stereolojik folikiil sayimi sonuglarima gore primordiyal ve non-
growing folikiil sayilarinin kontrol gruplarinda geng ratlarda yaslh ratlara gére daha
fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Geng rat
kontrol grubunda primordiyal folikiil sayilarinin yash kontrol grubuna goére fazla
olmast fizyolojik olarak yash ratlarin ovaryum rezervlerinin azalmis olmasi
nedeniyle beklenen bir sonugtur.

Calismamizda ara vermeden yapilan 2 ve 8 tekrar KOH uygulamasi sonucunda geng
ve yasl deney gruplarinda primer folikiil sayilarinin kontrol gruplarma gore artmis
olmasi, kullanilan eksojen gonadotropinlerin aktive olmamis folikillerin ileri

gelisimi i¢in aktivasyonunu sagladigini diistindiirmiistiir.



o1

Gonadotropinlerin  kanser olusumunu stimule edebilecegi ve tekrarlayan
uygulamalarin ovaryum kanserine neden olma ihtimalinin in-vivo ortamda tam

olarak bilinmedigi literatiirde yer almaktadir (Liang ve ark.,2009).

Literatirde KOH uygulamalar1 ile artan sayida ovulasyonun olusturdugu epitel
defektini kapatmak {izere yiizey epiteli hiicrelerinin siirekli prolifere olmalar
sonucunda transformasyona ugrayarak ovaryum kanseri gelisimine katkida

bulunabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (Liang ve ark.,2009).

Calismamizda da geng ve yasl ratlara ait kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde
ovaryum ylizey epiteli cogunlukla kiibik epitel hiicrelerinden olugmaktaydi, ancak
yer yer prizmatik hiicreler ve yassi hiicrelerin bulundugu boélgeler de izlendi.
Ovaryum yiizeyinde bazi bolgelerde epitel tabaka sayisinda artis ve epitel hiicre
kiimelenmeleri gozlendi. Yagh ratlarda ¢ok sayida korpus luteumun go6zlendigi
ovaryumlarda derin epitel yariklarinin ovaryum stromasina dogru uzandigr goriildii.
Bu Dbulgular normal ovaryum sikluslarinda izlenebilen bulgular olarak
degerlendirildi.

Ancak KOH tedavisi sirasinda kullanilan ajanlarla ovaryan epitelyal kanserleri
arasindaki iliski acisindan karsit gorislii yaynlarin mevcut olmasi (Rossing ve
Daling, 1994) ve infertilite tedavisinda KOH’un siklikla uygulanmasi nedeniyle

ovaryum kanseri agisindan dikkatli olunmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirmamiz  sonuglarina gore gen¢ ve yashh ratlarda tekrarlayan KOH

uygulamasinin ovaryum folikiil rezervi lizerine olumsuz etkisi olmadig1 gozlenmistir.

Yasli ratlarda kontrol grubunda fizyolojik olarak ovaryum rezervinin geng rat kontrol
grubuna gore az oldugu, 2 ve 8 tekrar deney gruplarinda ise stimiilasyon tedavisi ile
gelismekte olan primer folikiil sayilarinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

bulunmasa da artis gosterdigi izlenmistir.

Ancak 8 tekrar deney grubunda 2 tekrar deney grubuna gore primer folikiil sayisi
azalmis olarak bulunmustur. Bu sayisal azalmanin tekrarlanan KOH uygulamalarinin
neden oldugu bildirilen folikiil hasarina bagli gelismis olabilecegi kanisina

varilmigtir.

Geng ratlarda 2 tekrar deney grubu primer folikiil sayis1 kontrole ve 8 tekrar deney

grubuna gore yliksek bulunmustur.

Geng ratlardaki 8 tekrar deney grubunda primer folikiil sayisinin kontrole gore daha
az bulunmasi, yaslh 8 tekrar grubundaki gibi tekrarlanan KOH uygulamalarinin neden

oldugu bildirilen folikiil hasarina bagli gelismis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Araliks1z uygulanan 8 tekrar KOH tedavisinin ileri gelisime giden primer folikiil
sayisinin geng ve yaslt ratlarda 2 tekrar KOH tedavi gruplarina gére azalmasi, fazla
sayida ve araliksiz KOH tedavisinin primer follikiil hasar1 yarattigin1 bu nedenle
KOH tedavileri arasinda dinlenme fazi birakilmasmin bir sonraki uygulama
siklusunda elde edilecek saglikli folikiil sayisini olumlu yonde etkileyebilecegini

diistindiirmiistiir.
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OZET

Geng ve yash ratlarda tekrarlayan kontrollii ovaryum hiperstimulasyon tedavisinin
genital ve endokrin sistem organlari iizerindeki etkisinin morfometrik olarak
incelenmesi

Kontrollii ovaryum hiperstimiilasyonu(KOH) yardimla iireme teniklerinde(YUT) birden
fazla oosit elde etmek, ovulasyon zamanini kontrol etmek ve IVF sonrasi gebelik oranini
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Yardimla iireme tekniklerindeki gelismelere ragmen
bircok infertil ¢ift hamile kalabilmek i¢in birden fazla sayida kontrollii ovaryum
hiperstimiilasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Bizde calismamizda KOH tedavisinin ovaryum
primordiyal ve primer folikiil havuzuna ve ovaryum yapisina etkisini incelenmeyi amagladik.

Calismamizda 21 adeti geng (Shaftalik), 21 adeti yash (6aylik) olmak i{izere toplam 42 adet
Wistar albino disi rat kullanildi. Geng ve yasl hayvan gruplar kontrol, 2 tekrar ve 8 tekrar
alt gruplarina ayrildi. Kontrol gruplarina %0,9luk NaCl, 2 tekrar gruplarina 2 siklus, 8 tekrar
gruplarina da 8 siklus KOH protokolii uygulandi. KOH protokolii 151U/0,2ml/rat rFSH ve
bundan 48 saat sonra ovulasyonu saglamak i¢in 51U/0,1ml/rat HCG uygulamasindan
olugmaktaydi. KOH uygulamasi sonrasi ooferektomi ile elde edilen ovaryumlar Bouin
soliisyonu ile fiske edildi. H-E ile boyanan histolojik kesitlerde primordiyal ve primer
folikiiller tarafsiz stereolojik optik dissektor sayim yontemi kullanilarak sayildi.

Calismamiz sonucunda kontrol gruplarinda yash ratlarda primordiyal ve non-growing folikiil
havuzunun geng ratlara oranla daha az oldugu ortaya konmustur. Primer folikiil sayilarinin
geng ve yaslilarda araliksiz 2 tekrar KOH uygulamasi ile en fazla sayida oldugu bulunmustur
ve fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Yasli ve geng ratlarda 8 tekrar KOH
uygulamasiin muhtemelen folikiil hasarina bagli olarak gelismekte olan primer folikiil
sayilarinda azalma olusturabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: kontrollii ovaryum hiperstimiilasyonu, ovaryum, primer folikiil,
primordiyal folikiil
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SUMMARY

The effects of repeated controlled hyperstimulation on genital and endocrine system
organs in young and old rats

Controlled ovarian hyperstimulation(COH) is used for multiple ovarian follicle growth and
to control the ovulation time, to increase the number of oocytes for collection and the
success rate of in vitro fertilization treatment in assisted reproduction techniques (ART).
Despite the increasing success rate of ART, most infertile couples need more than one cycle
of COH to achieve pregnancy. The aim of this study was to investigate the effect of repeated
COH treatment on ovarian primordial and primary follicle pool and ovarian structure.

We used 21 young (5 week) and 21 old (6month) total 42 Wistar albino female rats in this
study. Young and old rat groups seperate randomly control, 2 cycle COH and 8 cycle COH
subgroupes. Control groupes injected with %0,9 NaCl, 2cyle and 8 cycle groupes used 2 and
8 times COH protocol. The COH protocol is contain 151U/0,2ml/rat rFSH and after 48 hours
51U/0,1ml/rat HCG injection. At the end of the COH treatments rats were Killed and ovaries
were fixed in Bouin’s fluid. In the H-E stained sections primordial and primary follicles
numbers were counted with an unbiased stereological optical disector method.

In control groupes primordial and non-growing follicle numbers were found to be less in old
rat groupes than young rat groupes. Two times repeated COH treatment tended to increase
the primary follicle numbers in both young and old rats and the difference was significant
(p<0,05). However the decrease in primary follicle numbers in both young and old rat
groupes that were adminestered 8 cycles of COH suggested that multiple COH treatments
may induced damage in primary follicles of rat ovary.

Key words: controlled ovarian hyperstimulation, ovary, primary follicle, primordial follicle
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