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OZET

Anti Miillerian Hormon’un Sicanlarda Follikiil Gelisimi Uzerine Etkilerinin Isik
Ve Elektron Mikroskobik Diizeyde Degerlendirilmesi

Amag: Overlerde otokrin ve parakrin biiylime faktorleri arasinda, inhibitor rolii
oldugu bilinen AMH’nun follikiil gelisimi ve oosit kalitesi lizerine olan muhtemel
etkilerinin 1s1k ve elektron mikroskobik diizeyde degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Gerec ve Yontem: Calismada kullanilan 20 erigkin disi sican 4 gruba ayrildi. Tim
sicanlara deneyin 1. giinii saat 08%°de 10 U PMSG intraperitoneal yolla uyguland: ve bu
uygulamadan 48 saat sonra 10 1U hCG intraperitoneal yolla verilerek si¢anlarin strus
sikluslarinin senkronizasyonu saglandi. Kontrol grubuna deneyin 1. giinii PMSG
enjeksiyonundan sonra 0,5 ml serum fizyolojik intraperitoneal yolla uygulanirken 2., 3.
ve 4. gruplara sirasiyla 1 pgr, 2 pgr ve 5 pgr recombinant human MIS/CF
intraperitoneal olarak enjekte edildi. 3. giin, hCG enjeksiyonundan 8 saat sonra, tim
sicanlara ketamin ve ksilazin intramiiskiiler verilerek anestezi saglandi. Anestezi
altindaki siganlardan biyokimyasal analizler i¢in intrakardiyak kan alinarak, serum FSH,
LH, ostrojen ve progesteron analizleri yapildi. Her bir sicanin bir overi elektron
mikroskobik, digeri 151k mikrokobik inceleme i¢in doku hazirlama yontemlerine uygun
olarak hazirland1 ve Jeol 1400 TEM ve Nikon 151k mikroskoplarinda degerlendirilerek,
mikrograflart elde edildi. Isik mikroskobik incelemeler sirasinda seri kesitler alinarak
primordiyal follikiiller, gelisen follikiiller, kistik follikiiller, atretik follikiiller sayilarak
gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis testi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Isik ve elektron mikroskobik bulgular degerlendirildiginde; Sekonder
follikiillerin sayilarmin AMH doz artigina paralel olarak azaldigi, atretik follikiillerin
sayllarinin ise arttigi, atrezinin graniiloza hiicreleri arasinda apoptotik cisimler ile
karakterize apoptozis ve graniiloza hiicre sitoplazmalar1 igerisinde vakuol artisi,
graniiler endoplazmik retikiilim sisternalarinda ve periniiklear sisternalarda
genislemeler ile karakterize parapitozis araciligi ile gelistigi saptandi. Bazi follikiillerde
ise ovulasyon olugsmadan, graniiloza hiicre sitoplazmasi icerisine lipid damlacig: artisi,
tiibiiler kristali mitokondriyonlarin ve agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin
gozlenmesi ile karakterize erken luteinizasyonun oldugu goriildi. AMH uygulanan
deney gruplarinda, genis antrumu ve incelmis graniiloza tabakasi ve yassilasmis
graniiloza hiicreleri ile kistik goriintimlii follikiiller izlendi. Korpus luteum ve stroma
yapist tiim gruplarda benzer 6zelliklerde izlendi.

Sonu¢: Artan dozlarda AMH uygulanmasi, 6zellikle gelisme siirecine girmis
follikiilleri etkileyerek bunlarin apoptozis veya parapitozis yolu ile atreziye gitmelerine,
baz1 follikiillerde erken luteinizasyon gelisimine, ileri gelisme donemindeki tersiyer
follikiillerin ise kistik hal almasina neden oldugu sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Anti Miillerian Hormon, Follikiilogenez, Oosit, Over.
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ABSTRACT

The Effects of the Anti Miillerian Hormone on Folliculogenesis in Rats: Light and
Electron Microscopic Evaluation

Introduction: Evaluation of the probable light and electron microscopic effects of
anti-Miillerian hormone that is an autocrine and paracrine growth factor of the ovary
that plays an inhibitory role on follicular development was aimed.

Materials and Methods: Twenty adult female rats used in the research were
divided into 4 groups. On the first experimental day all rats in all groups were injected
with 10 IU PMSG intraperitoneally at 08" o’clock and after 48 hours 10 TU hCG was
injected intraperitoneally for estrus cycle syncronisation. Control group was injected
with only 0,5 ml saline, 2", 3 and 4™ groups were injected intraperitoneally with 1
ugr, 2 ugr ve 5 ugr recombinant human MIS/CF respectively after PMSG injection on
the first day. On the third day, after the hCG injection anesthesia was performed with
intramuscular ketamine ve xylasine injection. The intracardiac blood samples were
taken from the rats under anesthesia for measurements of the serum FSH, LH, estrogen
and progesteron levels. Ovarian samples were obtained for light and electron
microscopic evaluations and micrographs were prepared by Jeol 1400 TEM and Nikon
light microscopy. Morphometric analyses were made from serial sections for primordial
follicules, developing follicules, cystic follicules, atretic follicules. Statistical analyses
were performed by using Kruskal Wallis tests.

Results: When light and electron microscopic findings were evaluated; parallel
with an increased dose of AMH, while secondary follicles decreased in number, atretic
follicles increased. Atresia of granulosa cells developed by apoptosis of granulosa cells
characterized by apoptotic bodies and paraptosis characterised by the vacuole formation
in the cytoplasm, expansion of granular endoplasmic reticulum cisternae and
perinuclear cisternae were seen. Premature luteinisation of the granulosa cells
characterized by widespread lipid droplets, agraniiler endoplasmic reticulum cisternae
and mitochondria with tubular type cristae in some follicles which had not ovulated
occured. Cystic follicles chacterised with a large antrum, attenuated stratum granulosum
layer and flattened granulosa cells that faced with the antral cavity were observed in the
AMH injected experimental groups. Structure of corpus luteum and stroma were similar
in all groups.

Conclusion: It is concluded that increasing doses of AMH caused atresia via
apoptosis or paraptosis, premature luteinisation of granulosa cells in the developing
follicles and cystic follicle formation in the tertiary follicules.

Key words: Anti Miillerian Hormone, Folliculogenesis, Oocyte, Ovary.
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1. GIRIS

Overde dogumdan sonra, sadece primordial follikiiller bulunmaktadir. Bu
follikiiller puberteye kadar gelismeden kalirlar. Puberteden sonra her menstruel siklusta
belli sayida primordial follikiil gelismeye baslar ve ancak bir veya nadiren birden fazla
follikiil follikiilogenesisin son asamasina kadar ilerleyerek gelisimini tamamlar ve
ovulasyon gergeklesir.1'5

Follikiil gelisiminde hipofizden salgilanan gonadotropinler (FSH ve LH) ve
overden salgilanan lokal biiyiime faktorleri rol oynamaktadir. Overden salgilanan
parakrin etkili, lokal biliylime faktorleri oosit kaynakli veya graniiloza hiicresi kaynakli
olabilir. Bunlar biiyiime diferansiasyon faktorii 9 (GDF9), kemik morfogenetik protein
6 (BMPG6), kemik morfogenetik protein 7 (BMP7), kemik morfogenetik protein 15
(BMP15), c-Kit, anti Miillerian hormon (AMH), epitelyal biiyiime faktorii (EGF),
temel fibroblast biiylime faktorii (0FGF) olup, follikiilogenezde rol alan baslica biiyiime
faktorleridir.”

Anti Miillerian Hormon, Miillerian inhibe edici madde (MIS) olarak da bilinen
140-kd agirhiginda bir glikoproteindir. Transforme edici biiyiime faktorii B (TGF- B)
siiperailesinin bir {iyesi olan AMH; erkeklerde intrauterin gelisim doneminde
salgilanarak, disi genital duktuslarini olusturacak olan Miillerian kanallarin gelisimini
inhibe etmektedir. Eriskinlerde ise diside; gelismeye baslamis ovarian follikiillerin
graniiloza hiicrelerinden, erkekte Sertoli hiicrelerinden salgilanmaktadir. Overden
salgilandiginda parakrin tipte etki gosteren AMH biiylime faktorleri i¢erisinde inhibitor

® Primer follikiil olustuktan sonra graniiloza hiicrelerinden

etki gostermektedir.®
salgilanmaya baslayan AMH’un miktarinin ovulasyona kadar arttigt ve komsu
follikiillerin gelisimini inhibe ettigi bildirilmektedir.”® Yapilan ¢alismalarda, AMH’ nun
in vitro sartlarda hiicre kiiltiir ortamina eklenerek insan ve sigan overlerinde
follikiilogenez iizerine olan etkileri arastlrllmlstlr.g‘lo Bu arastirmalar sonucunda
AMH’un; primordial follikiilden primer follikiil olusumunu engelledigi ve
follikiilogenezisin ilerleyen asamalarinda ise komgsu follikiillerin  graniiloza

hiicrelerindeki FSH reseptorlerini inhibe ederek, bu follikiillerin FSH’a duyarsiz hale

gelmelerine neden oldugu sap‘[anmls‘ur.g’11 Ayrica yapilan caligmalarda polikistik over



sendromlu (PCOS) hastalarda AMH serum seviyesinin, normal seviyenin 2-3 katina
ciktig1 ve PCOS ile AMH artis1 arasinda bir iliski olabilecegi rapor edilmektedir.****
Ayrica, postmenapozeal donemdeki kadinlarda follikiil gelisimi olmadigindan, AMH’un
salgilanamadig1 ve serum AMH diizeyinin diistiigi saptanmistir. Bu nedenle pek ¢ok
arastirmact AMH’u overde follikiil rezervini gosteren iyi bir belirte¢ olarak kabul
etmektedir.**® Bununla birlikte over rezervinin degerlendirilmesi in vitro fertilizasyon
(IVF) caligmalarinda da oOnem kazanmaktadir. Pek ¢ok arastirmaci AMH serum
diizeylerinin tespitinin, over rezervinin belirlenmesinde FSH, LH ve 6sradiolden daha
anlamli olabilecegini rapor etmektedirler."***® Bazi aragtirmacilar ise graniiloza hiicreli
timorlerde serum AMH seviyesindeki 6nemli artigin, bu timérlerin tan1 ve tedavisinde
yardimei olabilecegini bildirmistir.™*

AMH’un follikiilogenez siirecine olan etkileri sinirli sayidaki in vitro ¢alismalarda
rapor edilmesine ragmen, in vivo kosullarda follikiil ve oosit kalitesi iizerine olan
etkileri heniiz yeterince agik degildir ve AMH’un in vivo sartlarda follikiilogenez
lizerine olan etkilerini igeren herhangi bir calismaya rastlanilmamistir.

Sunulan ¢alismada, deneyin 1. giini PMSG enjeksiyonunu takiben Ostrus siklus
boyunca si¢anlara intraperitoneal olarak verilen AMH’un, follikiilogenez siirecinde hem
follikiiler hiicreler hem de oosit kalitesi lizerine olan muhtemel etkilerinin, 151k ve

elektron mikroskopik diizeyde incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Over Histolojisi

Hafifce diizlesmis, ovoid organlar olan overler uterusun her iki tarafinda birer tane
olmak iizere pelvik kavitenin lateral duvarinda yer alirlar. Over hilum tarafindan periton
katlantis1 olan mesovarium ile uterusun genis ligamentine tutunmustur. Mesovariumun
vaskiiler bag dokusu hilumda ovarian stroma ile devam eder. Over en distan, tek kath
kiibik hiicrelerden olusmus epitel tabakasi ile ortiiliidir. Elektron mikroskobunda
incelendiginde epitelin periton bosluguna bakan yiiziinde pek ¢ok mikrovillus oldugu
gortliir. Peritoneal mesotelin 6zel bir sekli olan epitel ince bir bazal lamina iizerine
oturmustur. Epitelin altinda, tunika albuginea ad1 verilen siki bag dokusundan olusmus
bir tabaka bulunur.**°

Kesitlerde overde korteks ve medulla olmak iizere iki bdlge ayirt edilebilir.
Korteks dista yer alir, medullay1 hilusa kadar distan sarar. Gelisimin farkli evresindeki
ovarian follikiiller, atretik follikiiller ve follikiillerin son {irtinleri olan korpus luteum ve
korpus albikanslar1 i¢ceren kompakt hiicresel bir stromadan olugmustur. Stroma retikiiler
liflerden olusan bir ag ve ig sekilli hiicrelerden meydana gelmistir. Bu ig sekilli hiicreler
hem fibroblast, hem de diiz kas hiicrelerinin 6zelliklerini gosterir. Elastik doku ¢ok az
olup yalnizca kan damarlar1 duvarinda ve yiizey epitelinin altinda bulunur. Stromal
hiicreler teka follikiiliinlin gelismesine katkida bulunur. Ovarian korteksin goriiniimii
bireyin yasina ve ovarian siklusun evresine baglidir. Puberteden Once yalnizca
primordial follikiiller goriiliirken, puberte sonlarinda gelisimin farkli evrelerinde
follikiiller bulunabilir. Seksiiel olgunluga ulasildiginda primordiyal follikiillerin yan
sira biiyiiyen follikiiller (gelisen follikiiller) olan primer, sekonder ve tersiyer follikiiller
ile birlikte onlarin son iiriinleri olan korpus luteum ve atretik follikiiller de goriilebilir.
Menapozdan sonra follikiiller kaybolur ve senil korteks ince fibroz bag dokusu tabakasi
haline gelir.**®

Medulla, i¢ kisimda yer alir ve hilumda mesovariumun vaskiiler bag dokusu ile
birlesir. Medulla pek c¢ok sayida genis kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri igeren
gevsek, fibroelastik bag dokusundan meydana gelmistir. Stroma daginik durumda diiz

kas liflerinden olusmus demetlere sahiptir.4’16



2.1.1. Ovarian Follikiiller
Follikiillerin gelisme déneminde, histolojik olarak {i¢ temel tip ovaryan follikiil
tanimlanabilir; primordiyal follikiiller, gelisen follikiiler (Primer follikiil, sekonder
follikiil, tersiyer follikiil olarak alt gruplara ayrilabilir) ve olgun follikiiller (Graaf
follikiilii).*

2.1.1.1. Primordial Follikiiller

Yenidogan overinde 400.000 kadar follikiil bulunur. Follikiil miktar1 hayat
boyunca asamali olarak azalir ve menapozdan hemen sonra tamamen yok olur. Sican
overinde goriilen follikiillerin ¢ogunlugu 20 mikron kadar ¢apa sahip olan primordial
follikiillerdir ve siganlarda erken postnatal donemde gelisirler. Primordial follikiiller,
follikiiller igerisinde en kiigiik ve en fazla olanlaridir. Bunlar overin periferinde yer alir
ve tunika albugineanin hemen altinda kalin bir tabaka olustururlar. Primordial
follikiiller, tek katli yassi follikiiler hiicreler tarafindan cevrili bir immatiir ovumdan
(primer oosit) olusmustur. Oosit, sferoidal bir hiicre olup genis vezikiiler bir ¢ekirdek ve
belirgin bir c¢ekirdekgik icerir. Opak ve ince graniiler sitoplazmasi annulate lamella,
belirgin bir Golgi kompleksi, endoplazmik retikiiliim sisternalari, ribozomlar, ¢ok
sayida mitokondriyonlar ve kiigiik vesikiiller igerir. Follikiiller ovarian stromadan ince

bir bazal lamina ile ayrllmlslardlr.‘l‘16

2.1.1.2. Gelisen Follikiiler (Biiyiiyen Follikiiler)

Primordial follikiillerin gelismesi ile olusurlar. Puberteden sonra goriilen,
follikiillerin asamali bir sekilde gelismesi, ovumun biiyiime ve differansiyasyonu,
follikiiler hiicrelerin proliferasyonu ve bag dokusu kapsiiliiniin c¢evre stromadan
geligmesi ile karakterizedir.

Immatiir ovumun hacmi giderek genisler, mitokondriyonlarin sayilar1 artar, Golgi
kompleksi ¢ok sayida ortiilii vezikiiller ile iliskili olarak bulunur, kortikal graniillerin
sentezi baslar, oosit yiizeyinde ¢ok sayida kisa mikrovilluslar gelisir. Oosit ile follikiiler
hiicreler arasinda desmozom tipi baglantilar bulunur.**®

Ovumun etrafinda koyu boyanan bir membran olan zona pellusida olusur. Zona

pellusida glikoprotein yapisinda olup, taze durumda iken homojen goriiliir. Periyodik



Asit Schiff teknigi ile belirgin olarak boyanan zona pellusida ovumun g¢evresindeki
follikiil hiicreleri ve 00sit tarafindan sentez edilmektedir.**®

Yasst sekilli follikiil hiicreleri 6nce kiibik sonra da prizmatik hale gecer. Aktif
sekilde boliinerek ovumun etrafinda c¢ok katli bir tabaka olustururlar. Stratum
granulozum olarak bilinen bu tabaka granuloza hiicrelerinden olusmustur ve
avaskiilerdir. Boylece tek tabakali primordial follikiil ¢ok tabakali primer follikiil haline
gecer. "1

Primer follikiiliin hacmi arttiginda, komsu ovarian stroma teka follikiili olarak
adlandirilan bir kapsiil haline gelir. Teka follikiili stratum graniilozumdan bir bazal
lamina aracihigi ile ayrilmigtir. Teka follikiili iki tabakaya farklanir; igteki vaskiiler
tabaka teka interna, distaki fibroz tabaka teka eksterna olarak adlandirilir. Teka interna
genislemis, salgt yapan stromal hiicreler ve ¢ok sayida kapillerlerden olusmustur.
Gelisim sirasinda poligonal sekilli teka interna hiicreleri hizla genisler, vakuolli
sitoplazma ve vezikiiler ¢ekirdek igerirler. Teka eksterna sikica paketlenmis kollajen
lifler ve ig sekilli hiicrelerden olusmustur. Teka eksterna ¢evrede bulunan ovarian
stroma ile devam eder.**°

Follikiiler hiicrelerin proliferasyonu, ovumun bir tarafinda daha hizli olur. Boylece
follikiil ovoid bir sekil alir ve ovum eksantrik pozisyonda yerlesir. Stratum granulozum
8-12 tabaka kalinliga ulastiginda, follikiiler yigin igerisinde berrak bir sivi ile dolu
kiiciik diizensiz bosluklar goriiliir. Sivi dolu bosluklar birleserek follikiiler tabaka
igcerisinde antrum adinda tek bir kavite haline gelir. Bu follikiiller sekonder veya antral
follikiiller olarak tanimlanir. Sekonder follikiiliin antrumu follikiil sivist olarak
adlandirilan hyaluronik asitten zengin viskoz bir sivi igerir. Graniiloza hiicreleri ile
cevrilmis olan ovum bir tarafinda baskiya ugrar ve bunun sonucunda antrum kavitesinin
igerisine dogru belirgin bir uzant1 olusturur ve eksantrik yerlesimli kiimiiliis ooforusu
meydana getirir. Ovum ile direkt iliskili olan kumulus ooforusun graniiloza hiicreleri
radyal sekilde diizenlenerek korona radiatayr olustururlar ve ovumdan sadece zona
pellusida ile ayrilirlar. Elektron mikroskobik incelemelerde korona radiata hiicrelerinin
sitoplazmik uzantilarinin zona pellusida boyunca uzanarak, ovumun hiicre membrani ile

iliski kurdugu goriilmektedir. Ayrica ovumun mikrovilléz olusumlart da zona pellusida

igerisine uzanmaktadir. Graniiloza hiicreleri, antrum kavitesinin diger bolgelerinde gok



katli epitel yapisindaki membrana graniilozay1 olusturur ve diizgiin bir tabaka olarak

devamlilik gt')sterir.4‘16

2.1.1.3. Olgun Follikiil (Graaf Follikiilii)

Olgun follikiil (Graaf follikiilii), ovulasyon 6ncesindeki follikiiliin son halidir.
Korteksin biitiin derinligini kaplar ve medullaya dogru bir ¢ikinti meydana getirir.
Olgun graaf follikiilii overin serbest yiiziinde disa dogru bir bombe olusturur, stigma
denen bu bolgede tunika albuginea ve teka follikiili incelmistir. Sivinin varhigr ile
gerilmis olan genis antrum membrana graniiloza ile sarilmistir. Ovum en biiylik
hacmine ulagmis, kalin zona pellusida ve korona radiata hiicreleri ile gevrilmistir.
Follikiiller olgunlastiginda kumulus ooforus hiicreleri arasinda i¢i sivi ile dolu kiigiik,
diizensiz bogluklar belirir, bundan dolayr ovumun stratum graniillozum ile olan
baglantis1 zayiflar. Olgun follikiilde teka follikiili en ileri gelisimine ulasir. Teka
internay1 olusturan hiicreler steroid salgilayan endokrin hiicre 6zelliklerini gosterirler;
Sitoplazmalarinda yaygin agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalari, lipid
damlaciklari, tiibiiler tipte kristalara sahip mitokondriyonlar, graniiler endoplazmik
retikiiliim sisternalar1 ve Golgi kompleksi igerirler. Disi seks hormonlarindan strojen
prekiirsorlerini yaparlar. Teka eksterna ise kollajen lifler ve ig sekilli hiicrelerden
olusmustur ve salgilama fonksiyonu g('jstermez.‘l’16

2.1.1.4. Ovulasyon

Follikiil olgunlastikca, follikiil sivisi artarak follikiil ¢apini genisletir ve
preovulatuar siskinlik olusur. Follikiili orten korteks incelir, stigmadan yirtilir ve
follikiil sivis1 peritoneal bosluga sizar. Follikiil sivist ile birlikte, zona pellusida ve
korona radiyata hiicrelerince gevrili olan ovumun da peritoneal bosluga atilmasi olayina
ovulasyon denir. Ovule olan ovum infundibulum kismindan tuba uterina igerisine girer

ve 24 saat igerisinde sperm ile karsilasirsa fertilize olabilir.

2.1.1.5. Oogenez
Oogenezisi prenatal maturasyon ve postnatal maturasyon olmak tizere iki evrede
inceleyebiliriz. Fotal overde, diploid sayida kromozom igeren oogonia, mitotik

boliinmeler gecirerek cogalir. Ovigeroz kordonlar igerisinde oogonia birinci mayoz



boliinmenin profaz evresine gil’er.18 Follikiiller olgunlastik¢a primer oosit biiyiir ve iki
olgunlagma boliinmeleriyle bir olgunlasma siireci gecirir. Sonug olarak haploid sayida
kromozoma sahip olur. Birinci olgunlasma bdliinmesi, olgun follikiil igerisinde,
ovulasyondan hemen oOnce gerceklesir. Kromatin esit olarak ikiye boliinlir ancak
sitoplazma esit boliinmez. Yavru hiicrelerden bir tanesi sitoplazmanin ¢ogunu alarak
sekonder oositi, digeri ise birinci polar cisimcigi olusturur. Oosit ovule oldugunda
sekonder oosit asamasimndadir ve heniiz tam olarak olgun degildir. ikinci mayoz
boliinme baslamis, ancak metafaz evresinde duraksamustir. Fertilizasyon ile ikinci
mayoz boliinme tekrar aktive olur ve tamamlanir. Sonug olarak sitoplazmanin ¢ogunu

alan olgun ovum ve ikinci polar cisimcik olusur."

2.1.1.6. Follikiilogenez

Primordial follikiiller tiikeninceye kadar diizenli olarak biiyiiyen follikiillerin
havuzuna katilirlar. Primordial follikiil biiylimeye basladiginda oOnce yassi olan
follikiiler hiicreler kiibik hal alarak ¢ogalirlar. Primer, sekonder ve tersiyer follikiillerin
olusumunu graaf follikiilii olusumu izler ve sonugta ovulasyon gelrc;eklesir.l8

Puberteden sonra follikiil gelisiminde hipotalamustan salgilanan gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), hipofizden salgilanan follikiil stimiilan hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH), ayrica overde sentezlenen otokrin ve parakrin etkili lokal
bliylime faktorleri (GDF9, BMP6, BMP7, BMP15, c-Kit, bFGF, AMH,vs.) rol alir.
Bunlar oosit, graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerinde sentezlenip salinabilir. AMH
gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenip parakrin etki gostererek
diger follikiillerin gelisimini inhibe etmesi ve dominant follikiiliin belirlenmesi
acisindan diger faktorlerden ayr bir yere sahiptir.5’19

Primordiyal follikiilden primer follikiil olugsmasi gonadotropinlerden bagimsizdir.
Bu asamada etkin olabilecek faktorler arastirma konusudur. Pregraniiloza hiicrelerinden
ve oositten saliman kit ligand ve bFGF’iin etkili olabilecek ilk faktorler oldugu
diistiniilmektedir. Primer follikiil olustuktan sonra follikiillerin ileri gelisimi
gonadotropinlerin (FSH, LH) ve lokal biiyltime faktorlerinin etkisi ile olmaktadir. Lokal
biliylime faktorlerinden GDF9, BMP6, BMP15 ve c-Kit oosit kaynaklidir. AMH, EGF,
bFGF, inhibin, aktivin, BMP2, BMP5, BMP6 graniiloza hiicrelerince salgilanir. BMP4,
BMP7, TGF-beta teka hiicre kaynakhidir. Tim bu faktorler, otokrin ve parakrin etki



gosterir ve bir bliylime faktorii kokteyli olusturur. Denge ve uyum igerisinde fonksiyon
5,19

gostermeleri s6z konusudur.
2.1.1.7. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra follikiil kavitesine kanama olur ve sonrasinda graniilasyon
dokusu olusur. Follikiil duvar1 kollabe olarak katlantili hale geger. Follikiil duvart gegici
olarak bir bez yapis1 haline gelir. Follikiiliin graniiloza hiicreleri biiyiik, soluk boyanan,
genis vesikiiler c¢ekirdege sahip hiicrelere farklanir. Sitoplazmalarinda yaygm lipid
damlaciklari, lipofuksin pigment graniilleri, daginik vaziyette tiibiiler tip kristalara sahip
mitokondriyonlar ve oldukc¢a fazla agraniiler endoplazmik retikiilim ile graniiler
endoplazmik retikiilim sisternalart bulunur. Sekil degistirmis graniiloza hiicreleri,
graniiloza lutein hiicreleri adin1 alir ve follikiiler kavitenin etrafinda kalin, katlantili bir
tabaka olusturur.“"20

Ovulasyondan 6nce hacimce biiylime gosteren teka interna hiicreleri teka lutein
hiicrelerini meydana getirir. Kompakt, koyu boyanan c¢ekirdege sahip bu hiicreler
graniiloza lutein hiicrelerinden daha kiigiiktiir. Ozellikle graniiloza lutein hiicreleri
katlantilar1 arasinda bulunan bosluklar i¢inde olmak {izere periferde yerlesirler. Teka
eksterna kendine 6zgili diizgiin ovoid dis gorlinlimiinii kazanir ve igerdigi hiicreler sekil
degistirmezler.*?°

Follikiiliin graniiloza hiicrelerini teka interna tabakasindan ayiran bazal lamina
depolimerizasyona ugrar ve ¢ok sayida kapillerler ve tekadan koken alan bag dokusu
lutein y1ginini istila eder. Fibroblastlar biitiin korpus luteum boyunca ince bir retikiiliim
olustururlar ve luteal hiicrelerin i¢ yiizeyinde daralmis follikiiler kavite ile iliskili
devamlilik gosteren bir ortii meydana getirirler.

Atilan ovum fertilize olmaz ise, korpus luteum ovulasyondan sonra maksimum
gelismesine ugrar ve sonradan dejenerasyonu baslar. Bu yapiya menstruasyon korpus
luteumu denir. Vaskiilarizasyon azalir ve korpus luteumu olusturan hiicrelerin hacmi
kiiciilerek yag dejenerasyonuna ugrar. Lutein hiicreleri arasindaki bag dokusu miktari
artar ve hyalinizasyona ugrar; korpus luteum asamali olarak beyaz bir nedbe olan
korpus albikans’a doniisiir.**

Eger ovum fertilize olursa, korpus luteum biiyiir ve gebelik korpus luteumunu

olusturur. Hiicreler gebeligin orta aylarina kadar biiyiimeye devam eder, ardindan yavas



bir involiisyon baslar. Dogumu takiben involiisyon hizlanir. Sonucta olusan korpus
albikans menstruasyon korpus albikansindan biiyiiktiir ve genellikle, involiisyon sonucu

olusan fibr6z dokunun kasilmasiyla over ylizeyinin ¢ekilmesine neden olur.*?

2.1.1.8. Atretik Follikiiller

Memeli overlerindeki follikiillerin ¢ogu ovulasyon asamasina gelemeden
dejenerasyon yoluyla elimine edilir. Bu olaya follikiiler atrezi denir. Atrezi, follikiiler
gelisimin herhangi bir evresinde meydana gelebilir. Follikiiler evreye bagli olarak, atrezi
sonucu olusan morfolojik goriintli degisiklik gosterir. Follikiil gelisiminin ileri
dénemlerinde atrezi daha kompleks bir hal alir. %

Primordiyal ve gelisen, kiiglik follikiillerin atrezisinde oosit kii¢iiliir ve dejenere
olur. Oosit ¢ekirdegi ¢ogunlukla ekzantrik pozisyonda ve oosit membrani ile iliskili
olarak bulunmaktadir. Atrezinin ileri evrelerinde, ¢ekirdek¢ik ooplazmada serbest
olarak bulunabilir. Benzer degisiklikler follikiiler hiicrelerde de goriiliir. Atrezinin ilk
isaretleri; piknozis olarak da adlandirilan, hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin
kiimelerinin yogunlagsmasi1 ve c¢ekirdegin biliziismesidir. Piknozise ek olarak,
karyorheksis olarak adlandirilan, graniiloza hiicrelerinde ¢ekirdek zarlarinin yirtilarak
kromatinin sekilsiz graniiller seklinde parcalanip hiicreden atilmasi da gorilebilir.
Dejenere olan hiicreler reabsorbe olduktan sonra etraftaki stromal hiicreler bu bolgeye
gdg eder ve atretik follikiilden bir iz kalmaz. ?*%

Daha biiyiik follikiillerin atrezisinde oosit dejenerasyonu follikiil duvari
dejenerasyonundan daha sonra meydana gelir. Graniiloza hiicrelerinde mitoz durur,
apoptozis goriiliir. Makrofaj ve notrofillerin de goc ettigi graniiloza hiicre tabakasi
icerisine vaskiilarize bag doku invazyonu olur. Graniiloza hiicreleri ve apoptotik
cisimcikler antrum igerisine dokiiliir. Oositte de dejenerasyon ve otolizis goriiliir.
Kiimiiliis ooforusun biiziismesi, antral yiizeyin diizlesmesi, ovumun da likor follikiili
igerisine girmesi izlenebilir. Oositi takiben zona pellusida da dejenerasyona gider. Bazal
memban follikiiler hiicrelerden ayrilabilir ve kalinlagir. Bu goriintii ileri sathadaki
follikiillerin atrezisi i¢in tipiktir. Teka interna hiicrelerinde hipertrofi olur. Follikiil
duvar1 kollabe olur. Bag doku follikiiler kavite igerisine invaze olur. Graniiloza

hiicreleri tamamen dejenere olur. Bununla birlikte, teka interna hiicreleri, 6zellikle



kemiricilerde olmak {izere, bazi memelilerin ovarian stromasinda interstisyel hiicreler
21,22

olarak varligini siirdiirtir.
2.1.2. interstisyel Hiicreler

Atreziye giden follikiillerin teka interna tabakasindan koken alan interstisyel
hiicreler, kiimeler halinde bulunurlar ve steroid sentez eden hiicre karakteri gosterirler.
Bu hiicreler, yuvarlak sekilli olup, sitoplazmalar1 igerisinde iyi gelismis Golgi
kompleksi, agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari, tiibiiler tipte kristalara sahip
mitokondriyonlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklar igerirler. Ovarian stroma igerisinde
bulunan interstisyel hiicreler steroid hormon sentezine katkida bulunur. Insanda,
pubertenin erken donemlerinde sekonder seks karakterlerinin gelisimini saglayan
Ostrojenin 6nemli bir kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Diger tiirlerde ise progesteronu

irettikleri gosterilmistir. 2122

2.1.3. Ovarian Stroma
Over korteksi, ovarian follikiilleri iceren kompakt hiicresel stromadan olusmustur.
Stroma retikiiler liflerden olusan bir ag ve ig sekilli hiicrelerden meydana gelmistir. Bu
ig sekilli hiicreler hem fibroblast ve hem de diiz kas hiicrelerinin 6zelliklerini gosterir.
Elastik doku ¢ok az olup yalnizca kan damarlar1 duvarinda ve over ylizey epitelinin
altinda bulunur. Stromal hiicreler teka follikiillerinin biiylimesine katkida bulunur.
Ozellikle kemiricilerde olmak iizere, bazi memelilerin ovarian stromasinda, ileri
evredeki follikiillerin atrezisinden sonra olusan, teka interna hiicrelerinden kaynaklanan
interstisyel hiicreler bulunur. Menapozdan sonra follikiiller kaybolur ve sonunda senil
korteks ince bir fibroz bag dokusu tabakas1 haline gelir.“"16
Ovarian medulla pek ¢ok sayida genis kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri iceren
gevsek, fibroelastik bag dokusundan meydana gelmistir. Stroma daginik durumda diiz
kas liflerine sahiptir.**®
2.2 Over Embriyolojisi
Her iki cinsde de farklanmamis gonadlar her bir mezonefrozun ventrolateral

yiizeyinde bulunan kolomik epitelin kalinlagsmasi ile gelisir.18 Gametogenezis,

Ozellesmis tlireme hiicreleri olan gametlerin olusum ve gelisme siirecidir. Gametler
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primordiyal germ hiicrelerinden gelisir. Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak yolk
kesesi duvarmnin allantoise yakin olan kisminda goriiliir. Transmisyon elektron
mikroskop (TEM) ile incelendiginde 15-20 pum g¢apinda, yuvarlak sekilli oldugu goriiliir.
Eksantrik yerlesimli, ince graniiler kromatine sahip ¢ekirdek igerir. Bir veya iki, genis
cekirdekgige sahiptir. Primordiyal germ hiicresinin sitoplazmasinda organel azdir.
Niikleusa yakin oval veya yuvarlak sekilli, tiiblilo-vezikiiler kristalara sahip
mitokondriyonlar bulunur. Tek bir Golgi kompleksi, periniiklear yerlesimli graniiler
endoplazmik retikiilim sisternalari, serbest ribozom, polizom ve vezikiiller igerir.
Primordiyal germ hiicreleri sitoplazmasinda glikojen partikiilleri ve lipid damlaciklar
da yer alir. Primordiyal germ hiicreleri ve etrafindaki somatik hiicreler arasinda yakin
temas alanlar1 gozlenebilir 1410192223

Primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketlerle gelismekte olan barsak dorsal
mezenterinden gecerek gelismekte olan ilkel gonadlara go¢ eder. TEM ile
incelendiginde fuziform ve irregiiler bir sekil aldigi ve psddopodlart olusturan
sitoplazmik uzantilar icerdigi goriilir. Bu asamada heniiz iizerinde calisgilmakta olan
kemotaktik faktorler ve sitokinlerin rol aldigr diisiniilmektedir. Bazi arastirmacilar
ekstraselliiler matrikste bulunan fibronektinin migrasyona etkileri ile ilgili ¢calismalar
yapmaktadir.* Primordiyal germ hiicreleri yiizeyinde glikokaliks olusmakta ve bu da
ekstraselliiler matrikste, aralarinda fibronektinin de bulundugu makromolekiillere
baglanmasim1  saglamaktadir. Glikokaliks, kemotaktik faktor ve sitokinlerin
baglanabilmesi i¢in de imkan sagladigi i¢in 6nemlidir.***%%

Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulasamaz ise dejenere olarak yok olurlar.
Ayni sekilde gonadlarin da ileri gelisimi i¢in primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara
ulagmis olmasi gerekmektedir.1'4’19’22

Primordiyal germ hiicreleri gelismekte olan gonadlara ulagir ulagmaz
oogoniumlara farklanir. Bu arada mitoz ile hizla ¢ogalarak oogoniumlarin sayilar
artar 141922
Oogoniumlar bdliinerek hiicre kiimeleri olustururlar ve hiicreler arasi kopriiler
araciligi ile birbirleri ile iliski kurarlar. Bu olaya kolonizasyon adi verilir. Hiicreler arasi
kopriilerin; hizli mitoz sonucu, sitoplazmalarin tam ayrilamamasina bagli oldugu

dﬁsﬁnﬁlmektedir.4'19'22

11



Hem germ hiicrelerinin hem de somatik hiicrelerin proliferasyonu sonucunda
genital cikintilar hizla genislerler. Gelisen overde oogonia ve epitelyal hiicreler overin
yiizey epiteli ile devam eden, epitelyal yapilar halinde diizenlenirler ve ovigeroz
kordonlar olarak adlandirilirlar. Bu epitelyal olusumlar bir bazal membran ile sarili
olup, dis tarafta mezensimal hiicrelerce sinirlandirilirlar. Béylece farklanan overde
ovigeroz kordonlar ve interstisyum olmak iizere iki belirgin kompartman olusur.
Ovigeroz kordonlar igerisindeki oogoniumlar birinci mayoz boliinmenin profaz evresine
girerler. Dogumdan sonra ovigeroz kordonlar kirilarak, mayotik profazin diploten
evresinde bekleyen bir oosit ve oositi ¢evreleyen tek sirali follikiiler hiicreleri igeren
follikiiler iinitlere farklanir ve bu follikiiller primordial follikiil olarak adlandirilir.
Sicanlarda dogumdan kisa siire sonra olugan overlerde primordial follikiiller periferde
yerlesirken, primordial follikiilerden kisa siire sonra olusan primer follikiiller overin
merkezinde yerlesir. Primer follikiil olusumunu takip eden giinler igerisinde follikiiller
ileri gelismelerine devam eder ve 35. giin civarinda reprodiiktif yasamin ilk ovulasyonu

gerg:eklesir.18

2.3 Anti Miillerian Hormon

Transforme edici biiyiime faktorii B (TGF- B) siiperailesinin bir iiyesi olan AMH
dimerik bir glikoproteindir. Erkeklerde intrauterin donemin 5. haftasindan itibaren
Sertoli hiicrelerinden salgilanarak, disi genital duktuslarini olusturacak olan Miillerian
kanallarin gelisimini inhibe etmektedir. Disilerde gelismeye baslamis ovarian
follikiillerin (preantral ve kii¢ilik antral follikiillerin) graniiloza hiicrelerinden, dominant
follikiil olarak secilinceye kadar salgilanmaktadir. AMH, primordiyal follikiillerden,
FSH’ya bagimli antral follikiillerden ve atretik follikiillerden salgilanmaz. Preantral ve
preovulatuar follikiillerdeki oositlerden salgilanan parakrin hormonlar, AMH
mRNA’sinin ekspresyonunu artirmaktadir.?*

Overden salgilandiginda parakrin tipte etki gosteren AMH biiyiime faktorleri
igerisinde inhibitor etki gostermektedir. Primer follikiil olustuktan sonra graniiloza
hiicrelerinden salgilanmaya baglayan AMH miktari, ovulasyona kadar artar ve komsu
follikiillerin gelisimini inhibe eder. AMH primordial follikiilden primer follikiil

olusumunu engeller. Follikiilogenezisin ilerleyen asamalarinda ise komsu follikiillerin
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graniiloza hiicrelerinin  FSH’a duyarsiz hale gelmesine, graniiloza hiicrelerinin
bliylimesinin inhibisyonuna ve aromataz inhibisyonuna neden olur.¥10:2425

Disilerde AMH diizeyi dogumda belirlenemezken dogumdan sonraki haftalarda
hafifce artar, ge¢ pubertede pik yapar ve reprodiiktif yasam boyunca follikiiler rezerv
azaldikca giderek azalir ve sonugta menapozdan sonra belirlenemez hale gelir. AMH
serum diizeyi overde bulunan preantral follikiil miktar1 ile direk iligkilidir. Pek cok
arastirmact AMH’u overde follikiil rezervini goésteren iyi bir belirte¢ olarak kabul
etmektedir.?* Over rezervinin degerlendirilmesi in vitro fertilizasyon ¢aligmalar1 i¢in
onemlidir.”** Graniiloza hiicreli timérlerde ise serum AMH seviyesindeki onemli artis,
bu tiimdrlerin tan1 ve tedavisinde yardimei olmaktadir.?

PCOS’lu hastalarda AMH serum seviyesi, normal seviyenin 2-3 katina
cikmaktadir. AMH serum seviyesinin artig1 follikiillerin graniiloza hiicrelerinin FSH’a
duyarsiz hale gelmesine neden olur. Antral follikiil sayis1 artar. Follikiillerin oviile
olmasi1 inhibe oldugu i¢in overde ¢ok sayida kistik follikiil olusur. AMH aromataz
aktivitesini inhibe ettigi ic¢in hiperandrojenemi olusur. Sonugta adet diizesizligi,

hirsutizm ve fertilite bozukluklar1 olugur.*?*4?4
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Hayvan Bakimi

Sunulan ¢alisma, Cukurova Unversitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezinde (TIBDAM) vyapilmistir. Tim iglemler 1986 Uluslararasi
Strasbourg Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesine uygun olarak, Etik Kurul onay1 ile
veteriner hekim kontroliinde gergeklestirilmistir.

Sunulan ¢aligmada agirliklar1 ortalama 200 gr olan, 15-20 haftalik 20 adet Wistar
cinsi albino disi sigan kullanildi. Sicaklik 2242 °C’de sabit tutularak sicanlar 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik periyoduna maruz birakildi. Havalandirma pencere tipi
aspiratorle saglandi. Sicanlar paslanmaz tel kapaklar1 olan plastik kafesler icerisinde
tutuldu. Kafeslerin igerisine altlik olarak talas serildi. Hayvanlar hazir pellet yem ile
beslenirken, su gereksinimlerinde ¢esme suyu kullanildi. Tiim hayvanlarin su ve besin

alimlar serbest olarak saglandi.

3.2. Deneyin yapilisi

Aragtirmada 20 eriskin disi sigan 4 gruba ayrilarak 1. grup kontrol grubu olarak
degerlendirilirken, 2. gruba 1 pg, 3. gruba 2 pg, 4. gruba ise 5 pug dozda AMH
intraperitoneal olarak 1 kez uygulandi. Deneyin basinda ve deney sonunda si¢an
agirliklari Slgiilerek kaydedildi. Biitiin gruplardaki sicanlara deneyin 1. giinii saat 08%de
10 1IU PMSG 0,5 ml serum fizyolojik igerisinde intraperitoneal yolla uygulandi ve bu
uygulamadan 48 saat sonra 10 U hCG 0,5 ml serum fizyolojik icerisinde intraperitoneal
verilerek Ostrus sikluslarinin senkronizasyonu saglandi. Ayrica kontrol grubundaki
sicanlara deneyin 1. giini PMSG enjeksiyonunu takiben 0,5 ml serum fizyolojik
intraperitoneal olarak uygulanirken 2. gruba 1 pgr, 3. gruba 2 pgr, 4. gruba 5 pgr
recombinant human MIS/CF (R&D Systems) 0,5 ml serum fizyolojik igerisinde
intraperitoneal olarak enjekte edildi. 3. giin, hCG enjeksiyonundan 8 saat sonra, tiim
sicanlara ketamin 90 mg/kg ve ksilazin10 mg/kg intraperitoneal verilerek anestezi
saglandi. Anestezi altindaki sicanlardan biyokimyasal analizler i¢in intrakardiyak kan
alinarak, serum FSH, LH, ostrojen ve progesteron analizleri yapildi. Her bir si¢canin bir

overi elektron mikroskobik, digeri 151k mikrokobik inceleme igin doku hazirlama
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yontemlerine uygun olarak hazirlandi ve Jeol 1400 TEM ve Nikon 151k

mikroskoplarinda degerlendirilerek, mikrograflari elde edildi.

3.3. Isik Mikroskopik Doku Hazirlama Yéntemleri?’

Over doku o6rnekleri hemen Bouin soliisyonu igerisine alinarak 8 saat siireyle
tespit edildi. Daha sonra % 50’lik alkolde 6 saat bekletilerek pikrik asitin uzaklagmasi
saglandi. % 70’lik alkolde 1 gece bekletilen dokulara 70°C’lik etlivde kisa siireli doku
takibi yontemi uygulandi (Tablo 1).

Tablo 1 . Isitk mikroskobik doku takip islemi

Soliisyon Siire
1. Etil Alkol (% 96) 15 dakika (3 kez)
2. Ksilol + Alkol 15 dakika
3. Ksilol 30 dakika (2 kez)
4. Sivi1 parafin 45 dakika
5. S1vi1 parafin 60 dakika
6. Bloklama

Blok haline getirilen dokulardan, 5 pum kalinhginda seri kesitler alinarak
Hematoksilen-Eozin ile boyandi, Nikon 151k mikroskobunda 80 um’de bir, her hayvan
icin 7 alanda, primordial follikiiller, primer follikiiller, sekonder follikiiller, tersiyer
follikiiller, kistik gortintimlii follikiiller, atretik follikiiller ve korpus luteumlar sayilarak

istatistiksel analizleri yapildi ve over morfolojisi degerlendirilerek resimleri cekildi.®

3.4. Elektron Mikroskopik Doku Hazirlama Yéntemleri®®
Elektron mikroskobik incelemeler i¢in Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %
5’lik glutaraldehit soliisyonun igerisine alinan over dokulart dis¢i mumu ile kaplanmig
petri kutularinda 1 mm? biiyiikligiinde pargalara ayrilarak 4 saat siire ile +4°C’de tespit
edildi. Tespit isleminden sonra, dokular Millonig fosfat tampon sollisyonunda yikanarak
ayni tampon igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin Millonig fosfat tamponu ile

hazirlanmis % 1°lik osmium tetraoksit soliisyonuna alinarak 2 saat siireyle ikinci tesbiti
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yapilan dokular tampon soliisyonu ile iki kez 10’ar dakika yikanarak derecesi giderek

artan alkol serilerinde dehidrate edildi (Tablo 2).

Tablo 2 . Elektron mikroskobik doku takip isleminde dehidratasyon islemi.

Soliisyon Siire
% 50 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 70 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 86 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 96 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde oda 1sisinda 15 dakika
Propilen oksitte  oda 1sisinda 15 dakika
Propilen oksitte  oda 1sisinda 15 dakika

Propilen oksit + gomme materyali (rezin) 30 dakika

Propilen oksit + gdbmme materyali (rezin) 30 dakika

Oda 1sisinda seffaflandirilan dokular, asagida belirtildigi gibi hazirlanan gomme
materyali igerisinde bir gece siireyle rotatorda immerse edildi.

Gomme materyali :

Araldit CY 212 20 ml
Sertlestirici  HY 964 20 ml
Hizlandirict DY 064 0.6 ml

Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1 ml

Ertesi giin doku parcalar1 taze hazirlanmis gdmme materyali kullanilarak 00
polietilen kapsiillere gomiildii ve 60° C’de etiivde 48 saat siireyle polimerize edildi.
Daha sonra elde edilen bloklar etiivden c¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan
Reichert Ultracut S ultramikrotomu ile yari ince kesitler alinarak, toluidin mavisi ile
boyandi ve ince kesit alinacak alanlar belirlendi. 500 A° kalinliginda alinan Kkesitler

200-300 gozenekli bakir gridlere toplandi ve % 70’lik etil alkolde doymus uranil asetat
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ve Reynolds’un kursun sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler Jeol JEM 1400

Transmisyon Elektron Mikroskobu ile incelendi ve mikrograflar elde edildi.

3.5. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Anestezi altindaki sicanlardan enjektor yardimiyla intrakardiyak kan oOrnekleri
alinarak, cam tiipler igerisine konuldu. Bu &rnekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi. Ayrilan serumlar pasteur pipet ile cekilerek ependorf
tiiplerine alind1 ve incelenmek iizere -20 °C’de derin dondurucuda bekletildi.

Serum Ornekleri oda 1sisinda bekletilerek c¢alisma periyoduna getirildi ve
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuarinda Roche,
Modular Analytics sistem (E-170) Electrochemiluminescence immunoassay yontemi ile

FSH, LH, ostrojen ve progesteron diizeyleri 6l¢iildii.

3.6. Istatiksel Analiz
Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olglimler say1 ve yiizde olarak, sayisal dlglimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak Ozetlendi. Normal dagilim
gostermeyen sayisal dlgtimleri ikiden fazla grup arasinda genel karsilastirmada Kruskal

Wallis testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhk Olciimleri
Deney baslangicinda ve deney sonucunda yapilan agirlik 6l¢iimlerinde tim
gruplarin agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi

(Tablo 3).

Tablo 3: Deneyin baslangicinda ve bitiminde kontrol ve deney grubundaki sicanlarin agirhk (gr)
ortalamalar ve standart sapmalari.

1.grup 2. grup 3. grup 4, grup P
Ort.£sd Ort.£sd Ort.£sd Ort.£sd
Med.(min.+max) | Med.(min.+max) | Med.(min.=max) | Med.(min.=max)
Deneyin 199,8+7,074 212,5+13,15 206+9,274 21145,099 0,573
baglangicinda | 199 (180-220) 205 (190-250) 200 (190-240) 210 (200-225)
Deneyin 198+7,348 212,5+11,087 214+6,205 202,6+2,786 0,450
bitiminde 200 (170-210) 210 (190-240) 210 (200-235) 200 (195-210)

4.2. Biyokimyasal Kan Analizleri
Deneyin sonunda, anestezi altindaki siganlardan alinan kanlarda, serum FSH, LH,
Ostrojen ve progesteron analizleri yapildi. Gruplar arasinda FSH, LH, Ostrojen ve
progesteron kan seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
goriiliirdii (Tablo 4).

Tablo 4: Deneyin bitiminde, siganlardan intrakardiyak alinan kan orneklerindeki serum FSH
(mIU/mL), LH (mlU/mL), éstrojen (pg/mL) ve progesteron (ng/mL) ortalama degerleri ve standart
sapmalar.

1.grup 2. grup 3. grup 4. grup P
Ort.+sd Ort.+sd Ort.+sd Ort.+sd
Med.(min.=#max) | Med.(min.+max) | Med.(min.+max) | Med.(min.+max)
FSH 0,086+0,014 0,075+0,025 0,062+0,023 0,08+0,020 0,860
0,1 (0,0-0,1) 0,1 (0,0-0,1) 0,1 (0,0-0,1) 0,1 (0,0-0,1)
LH 0,126+0,026 0,075+0,025 0,090+0,0126 0,090+0,010 0,513
0,1(0,1-0,2) 0,1 (0,0-0,1) 0,1 (0,0-0,1) 0,1(0,1-0,1)
Ostrojen 27,86+6,14 245142,75 26,67+2,01 23144224 0,830
23,55 (12,32-49,01) | 26,53 (16,48-28,50) | 24,45 (22,22-32,00) 22,79 (17,92-29,00)
Progesteron 34,79+6,66 47,45+11,72 47,83+3,65 46,41+5,13 0,469
37,73 (17,44-46,26) | 58,32 (24,02-60,00) | 49,72 (40,78-53,00) 45,12 (35,38-60,00)
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4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindan alinan over dokularma ait seri kesitler 1s1k
mikroskobunda incelenerek, primordial follikiiller, primer follikiiller, sekonder
follikiiller, tersiyer follikiiller, korpus luteumlar, atretik follikiiller ve kistik follikiiller
sayilarak ovarian stroma ile birlikte histolojik 6zellikleri degerlendirildi.

Istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim deney
gruplarinda bulunan primordiyal ve primer follikiiller ile korpus luteum sayilarinin
benzer oldugu ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi.
Sekonder follikiillerin sayilar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, grup 2, 3 ve 4’de AMH
doz artisina paralel olarak azaldigi, atretik follikiillerin sayilarinin ise 2, 3 ve 4.
gruplarda doz artisina paralel olarak artmasiyla birlikte, 4. gruptaki artisin kontrol
grubuna gore anlamli oldugu goriildii. Kistik goriiniimlii follikiiller kontrol grubunda hig

gbzlenmez iken, AMH uygulanan deney gruplarinda varlig1 saptanan bu follikiillerin,

ozellikle 3. ve 4. gruplarda sayilarinin arttig1 goriildi (Tablo 5, Sekil 1-6 ).

Tablo 5: Over dokularindan alinan seri Kesitlerde follikiil sayim sonuclari ve standart sapmalari.
(Kontrol grubundan farkl), + (Borderline significant) (p< 0,005).

1l.grup 2. grup 3. grup 4, grup P
Ort.tsd Ort.£sd Ort.£sd Ort.£sd
Med.(min.=#max) | Med.(min.#max) | Med.(min.+max) | Med.(min.+max)
Primordiyal 9,40+0,674 6,96+0,710 7,00+0,538 10,91+1,091 0,003
follikiil 9 (4-14) 6 (1-14) 6 (3-16) 9 (3-27)
Primer 8,11+0,712 5,93+0,676 4,43+0,509 6,40+0,645 0,001
follikiil 7 (2-21) 5(1-15) 4(1-12) 5 (1-18)
Sekonder 4,430,444 1,68+0,287 1,97+0,359 1,634,304 < 0,001
follikiil 4 (0-11) 1 (0-6) 1 (0-8) 1(0-7)
Tersiyer 1,86+0,221 0,86+0,143 1,69+0,216 0,54+0,144 < 0,001
follikiil 2 (0-6) 1(0-2) 1(0-4) 0(0-3)
Kistik 0 0,36+0,128 + 0,34+0,108 1,230,225 < 0,001
follikiil 0 (0-2) 0(0-2) 1 (0-5)
Atretik 3,34+0,221 3,68+0,488 4,43+0,374 + 6,37+0,564 <0,001
follikiil 3 (1-6) 3(1-11) 4 (1-10) 6 (2-14)
Korpus 6,31+0,325 5,360,440 4,23+0,269 6,14+0,564 0,001
luteum 6 (3-10) 5(2-11) 5(1-7) 5 (1-15)
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Sekil 1: Kontrol ve deney gruplarina ait over dokularindan alinan seri kesitlerdeki primordiyal

follikiil sayilar: (p 0,003).
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Sekil 2: Kontrol ve deney gruplarina ait over dokularindan alinan seri kesitlerdeki primer follikiil

sayilar1 (p 0,001).

Sekil 3: Kontrol ve deney
follikiil sayilar: (p < 0,001).
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gruplarma ait over dokularindan alnan seri Kesitlerdeki sekonder
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Sekil 4: Kontrol ve deney gruplarina ait over dokularindan alinan seri kesitlerdeki tersiyer follikiil
(p < 0,001) ve kistik follikiil sayilar1 (p < 0,001 ).
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Sekil 5: Kontrol ve deney gruplarma ait over dokularindan alinan seri kesitlerdeki atretik follikiil
sayilar: (p < 0,001).
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Sekil 6: Kontrol ve deney gruplarina ait over dokularindan alinan seri Kesitlerdeki korpus luteum
sayilar (p 0,001) .
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4.3.1. Kontrol Grubu Bulgular:

Isik mikroskobik incelemeler sonucunda overin en distan, tek kath kiibik
hiicrelerden olugmus epitel tabakasi ile ortiili oldugu izlendi. Over yiizey epitelinin
altinda, sik1 bag dokusundan olusmus tunika albuginea bulunmaktaydi. Over dis kismini
korteks, daha derin i¢ kismini ise medulla olusturmaktaydi.

Kortekste, kompakt hiicresel stroma igerisinde, primordiyal ve gelisimin farkli
donemlerinde bulunan follikiiller izlendi. Gelisme siirecine girmis primer follikiiller
vesikiiler ¢ekirdek ve genis, eozinofilik boyanmis sitoplazmaya sahip bir primer oosit,
oositin disinda, homojen goriiniimlii zona pellusida ve tek veya ¢ok kath kiibik sekilli
graniiloza hiicrelerini igermekteydi. Sekonder ve daha ileri gelisim asamasindaki
follikiiller de korteks icerisinde normal yapida yer almaktaydilar. Normal yapiya sahip
gelisen follikiillerin yan1 sira bazi follikiillerin atretik degisiklikler gosterdigi de dikkati
cekti. Atreziye giden follikiiller, graniiloza hiicrelerinin serbest halde antrumda
bulunmasi ile karakterizeydi.

Korpus luteumlar biiyiik, soluk boyanan vesikiiler bir c¢ekirdek ve genis bir
sitoplazmaya sahip luteinize hiicreler tarafindan olusturulmustu.

I¢c kistmda yer alan medullanin ¢ok sayida genis kan damarlar1 iceren gevsek,

fibroelastik bag dokusundan meydana gelmis oldugu goriildii (Sekil 7).

4.3.2. Grup 2 Bulgulan

1 pgr AMH’un intraperitoneal uygulanmasi ile olusturulan bu grubun 151k
mikroskobik incelenmesinde, over yiizey epiteli ve siki bag dokusundan olusmus tunika
albuginea tabakasinin normal yapida oldugu goriildii. Tunika albuginea tabakasinin
altinda, normal goriinimde primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer follikiiller ile
korpus luteumlarin varlig1 izlendi. Gelismekte olan bu follikiillerin bazilari; graniiloza
hiicre tabakasinin diizensizlesmesi ve graniiloza hiicrelerinin antral kavite igerisine
dokiilmesi ile karakterize atretik degisiklikler gostermekteydi. Ayrica, ender olarak, bazi
follikiillerin membrana graniiloza tabakasinin incelerek, antrumun oldukca genisledigi,
antrumu sinirlayan graniiloza hiicrelerinin kiibik seklerini kaybederek yassilastigi ve
hipertrofik teka interna tabakasina sahip oldugu dikkati ¢ekti.

Over korteksinin derininde bulunan medulla, gevsek diizenlenmis fibroelastik bag

doku igerisindeki kan damarlari ile normal olarak izlendi (Sekil 8).
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4.3.3. Grup 3 Bulgulan

2 pugr AMH uygulanan 3. gruba ait overler 151k mikroskobunda incelendiginde,
over yiizey epiteli ve tunika albugineanin normal &zelliklerini korudugu, over
korteksinde ise gelisimin farkli asamalarinda follikiillerin bulundugu izlendi. Normal
morfolojik 6zelliklere sahip primordiyal, primer, ender olarak sekonder ve tersiyer
follikiiller ile birlikte normal histolojik 6zelliklerini yitirmis follikiillerin varhigi da
izlendi. Bu follikiillerde, graniiloza hiicrelerinin birbirleri ile olan iliskilerini yitirerek,
graniiloza hiicrelerinin antral bosluga dokiilmiis oldugu goriildii. Ayrica bu follikiillerde,
degisik hacimlerde apoptotik cisimciklerin varligir ile birlikte, hiperkromatik bir
cekirdek ile genis bir sitoplazmaya sahip makrofajlarin varligi da dikkat g¢ekiciydi.
Gelisimin ileri donemindeki bazi follikiillerde ise membrana graniiloza tabakasinin
olduke¢a inceldigi, antrumun genisledigi ve antrumu sinirlayan graniiloza hiicrelerinin
yassilagtig1 dikkati cekti. Kortekste ayrica biiyiik, soluk boyanan vesikiiler ¢ekirdege
sahip luteinize hiicrelerin olusturdugu korpus luteumlar da normal olarak izlenmekteydi.

Medulla, genis kan damarlarini iceren gevsek, fibroelastik bag dokusu ile normal

goriiniimde izlendi (Sekil 9).

4.3.4. Grup 4 Bulgulan

5 pgr AMH uygulanan bu grubun 1sik mikroskobik incelenmesinde, tek katl
kiibik hiicrelerden olusmus over yiizey epiteli ve siki bag dokusundan olusmus tunika
albuginea normal morfolojik gdriiniimde izlendi.

Primordiyal follikiiller kontrol grubundakine benzer sekilde, normal yapida izlenir
iken gelisim siirecine girmis olduk¢a siirli sayidaki follikiiller yapisal degisiklikler
gostermekteydi. Bazi follikiillerde, graniiloza hiicrelerin arasinda ve antrumda apoptotik
cisimcikler gozlenirken, baz1 antral follikiillerde ise graniiloza hiicrelerinin
genisgleyerek, acik renkte boyandigi, teka tabakasinin kalinlasarak teka interna
hiicrelerinin genis, soluk boyanan sitoplazmaya sahip oldugu dikkati ¢ekti.

Atretik follikiillerin yan1 sira bazi follikiillerde antrumunun oldukca genisledigi,
antrumu sinirlayan graniiloza hiicrelerinin yassilastigl, membrana graniiloza tabakasinin
inceldigi ve follikiiliin kistik bir hal aldig1 dikkati ¢ekti.

Kortekste, normal morfolojik goriintiide korpus luteumlar da izlendi (Sekil 10).
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Sekil 7. Kontrol grubu. Overi en distan orten, tek kath kiibik hiicrelerden olusmus epitel tabakasi
(siyah ok), over dis kisomm olusturan korteks (K), daha derin i¢ kisimda ise medulla (M)
izlenmekte. Over korteksinde bulunan primer follikiiller (PF), sekonder follikiiller (SF), tersiyer
follikiil (TF), korpus luteum (KL) ve atretik follikiil (AF) izlenmekte.
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Sekil 8. 2. grup. Membrana graniiloza (Mg) tabakasinin incelerek, antrumun (A) oldukca
genisledigi, antrumu smmirlayan graniiloza hiicrelerinin kiibik sekillerini kaybederek yassilastigi
(kalin ok) ve hipertrofik teka interna (Ti) tabakasina sahip olan antral follikiil izlenmekte. Korteks
(K), medulla (M), yiizey epiteli (ince ok), primordiyal follikiil (ok bas1), primer follikiil (PF), korpus
luteum (KL), atretik follikiil (AF).
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Sekil 9. 3. grup. Membrana graniiloza (Mg) tabakas: incelerek, antrumu (A) olduk¢a genislemis,
antrumu sinirlayan graniiloza hiicrelerinin kiibik sekillerini kaybederek yassilastigi (kalin ok) ve
hipertrofik teka interna (Ti) tabakasina sahip olan antral follikiil izlenmekte. Korteks (K), medulla
(M), yiizey epiteli (ince ok), primordiyal follikiil (ok bas1), primer follikiil (PF), atretik follikiil (AF).
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Sekil 10. 4. grup. Antrumunun (A) oldukc¢a genisledigi, antrumu siirlayan graniiloza hiicrelerinin
yassilasti@1 (kalin ok), membrana graniiloza tabakasinin inceldigi, Kistik bir hal alan antral follikiil
izlenmekte. Korteks (K), medulla (M), yiizey epiteli (ince ok), primer follikiil (PF), korpus luteum

(KL), atretik follikiil (AF). Hipertrofik granuloza hiicreleri (beyaz ok).
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4.4. Transmisyon Elektron Mikroskobik Bulgular
Deney ve kontrol grubuna ait siganlarin over dokularindan elde edilen ince
kesitlerde over yiizey epiteli, primordiyal follikiiller, gelisen follikiiller, korpus luteum
ve ovarian stroma incelenme kapsamima alinarak ultrastriiktiirel 6zellikleri

degerlendirildi.

4.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna (Grup 1) ait overlerin tek kath, kiibik sekilli yiizey epitel
hiicrelerinin derin indentasyonlar iceren c¢ekirdeginde, heterokromatin graniillerinin
periferal yerlesimli oldugu, 6kromatin graniillerinin ise ¢ekirdek boyunca dagildigi
goriildii. Epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda organellerin periniiklear alana yakin
yerlesimli oldugu ve apikal ylizeyinde mikrovilluslar icerdigi goriildii. Apikal
sitoplazmasinda pinositotik vezikiiller igeren epitel hiicrelerinin diizgiin veya kivrintili
olan lateral plazma membraninda baglanti kompleksleri bulunmaktaydi. Over yiizey
epiteli iyi gelismis bir bazal lamina tarafindan tunika albugineadan ayrilmaist.

Yiizey epitelinin altinda, sik1 bag dokusundan olusmus tunika albuginea igerisinde
degisik yonlerde seyreden kollajen lifler arasinda fibroblastlar bulunmaktaydi.
Indentasyonlar gosteren bir cekirdek, sitoplazmalarinda graniiler endoplazmik retikiiliim
sisternalari, Golgi kompleksi, mitokondriyonlar ve yaygin serbest ribozomlar igeren
fibroblastlarin ince, uzun, dallanmis sitoplazmik uzantilari, kollajen lifler ile yakin
iliskiliydiler (Sekil 11).

Merkezi yerlesimli bir oosit ve oositi cevreleyen yass: sekilli follikiiler
hiicrelerden olusan primordiyal follikiillerin oositleri, yuvarlak sekilli, vezikiiler, hafif
girinti ve cikintilar gosteren bir cekirdek icermekteydi. Elektron dens goriintimlii
belirgin bir ¢ekirdek¢ige sahip olan oositin ¢ekirdek kilifinda bulunan niiklear porlar,
diizenli  araliklarla  izlenmekteydi. = Ooplazmada  yaygin  olarak  bulunan
mitokondriyonlarin elektron opak bir matriks ve lamellar tarzda diizenlenmis kristalar
icerdikleri gorildii. Ooplazma boyunca lizozomlar, graniiler endoplazmik retikiiliim
sisternalari, Golgi kompleksi ve serbest ribozomlarin varligi izlendi. Bazi alanlarda
follikiiler hiicrelere ait sitoplazmik uzantilar ile oosit membrani arasinda desmozom tipi
baglantilar bulunmaktaydi. Ince bir bazal lamina ile ovarian stromadan ayrilan follikiiler

hiicreler ince, uzun sekilli olup c¢ekirdeklerinde indentasyonlar ve belirgin bir
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cekirdekcik igermekteydiler. Hiicre sitoplazmasi icerisinde mitokondriyonlar, graniiler
endoplazmik retikiiliim sisternalari, serbest ribozomlar, ender lizozomal yapilar i¢eren
follikiiler hiicreler ince bir bazal lamina ile ovarian stromadan ayrilmiglard: (Sekil 12).

Gelisim slirecine girmig follikiilerde, oosit ile graniilloza hiicreleri arasinda
elektron opak boyanmis, kesintisiz, diizenli zona pelliisidanin varlig1 izlendi. Zona
pellusida igerisinde hem oosit hem de follikiiler hiicrelerden kaynaklanan hiicresel
uzantilarin oldugu goriildii. Okromatik goriiniimlii, sferikal sekilli bir cekirdek iceren
oosit sitoplazmasi igerisinde, ooplazma boyunca yaygin olarak bulunan, birbirine
paralel tarzda diizenlenmis membrandz yapilar, ooplazmanin periferal kisimlarinda ise
membran ile gevrili, elektron dens bir materyal igeren, yaygin, kortikal graniillerin
varlig1 izlendi (Sekil 13). Bazi primer follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin ¢ok katl
hale geldigi ve bazi hiicrelerin mitoz boliinmenin degisik evrelerinde oldugu goriiliirken
diger graniiloza hiicrelerinin, ¢ekirdeklerinin indentasyonlar gosterdigi ve elektron dens
goriinimlii belirgin bir ¢ekirdek¢ige sahip oldugu izlendi. Hiicre sitoplazmasinda
graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari, Golgi kompleksi, mitokondriyonlar ve
serbest ribozomlarin varligi izlendi (Sekil 14).

Follikiilleri ¢evreleyen teka interna tabakasindaki ig sekilli hiicrelerin
sitoplazmalarinda, sferikal sekilli lipid damlaciklarinin, mitokondriyonlarin ve agraniiler
endoplazmik retikiiliim sisternalarinin varligi izlendi (Sekil 14).

Korpus luteum kapsaminda, merkezi yerlesimli graniiloza lutein hiicreleri ve
periferal yerlesimli teka lutein hiicreleri, ayrica yer yer eritrositleri igeren, endotel
hiicreleri ile ¢evrili kapillerler izlendi. Graniiloza lutein hiicrelerinin sferikal sekilli,
merkezi yerlesimli ¢ekirdegi, elektron dens, graniiler goriiniimlii bir ¢ekirdekgige sahip
olup periferde yogunlasan heterokromatin graniilleri, ¢ekirdek boyunca o6kromatin
graniilleri ile birlikte homojen bir dagilim gostermekteydi. Graniiloza lutein hiicreleri,
genis sitoplazmasi igerisinde elektron opak goriiniimlii lipid damlaciklari, tiibtiler tarzda
kristalara sahip olan mitokondriyonlari ve yaygin agraniiler endoplazmik retikiilim
sisternalar1 ile steroid sentez eden hiicre 6zelligi gostermekteydi (Sekil 15). Teka lutein
hiicrelerinin graniiloza lutein hiicrelerinden daha kiiciik ve sitoplazmalarinin da daha
elektron opak goriiniimlii oldugu, bunun disinda iki hiicrenin birbirine olduk¢a benzerlik

gosterdigi izlendi. Teka lutein hiicrelerinin diizgiin sferikal sekilli c¢ekirdekleri de
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graniiloza lutein hiicrelerine benzemekle birlikte heterokromatin miktar1 biraz daha
yogundu. Teka lutein hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklari, tubuler tarzda
kristalara sahip olan mitokondriyonlar1 ve agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari
normal olarak izlendi.

Ovarian stroma igerisinde fibroblast benzeri stromal hiicreler, interstisyel hiicreler,
kollajen lifler ve kan damarlar1 bulunmaktayd. Interstisyel hiicreler, sitoplazmasindaki
yaygin sferikal sekilli lipid damlaciklari, agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalari,
tubuler tipte krista igeren mitokondriyonlar1 ve Golgi kompleksi ile steroid sentez eden

hiicre 6zelligi gostermekteydi (Sekil 14).

4.4.2. Grup 2 Bulgulan

1 pgr AMH verilerek olusturulan 2. deney grubundan alinan overlerin TEM ile
incelenmesinde overlerin yiizey epitel hiicreleri derin indentasyonlar gosteren
cekirdekleri, sitoplazma igerisindeki organelleri ve apikal yiizeylerinde yer alan
mikrovilluslart ile normal yapida izlendi. Primordiyal follikiiller normal olarak
gortiliirken, primer follikiil i¢erisinde bulunan primer oositte sferikal sekilli, normal
yapidaki c¢ekirdek, yaygin mitokondriyonlar, serbest ribozomlar, multivezikiiler
cisimcikler ve elektron lusent bir ortamda elektron dens yapilar igeren olusumlarin
varlig1 dikkati cekti. Oosit yiizeyinde seyrek, kisa, kiit mikrovilluslar bulunmaktaydi
(Sekil 16). Oositi cevreleyen kiibik sekilli graniiloza hiicreleri 6kromatik bir ¢ekirdek,
sitoplazmalarinda yaygin sferikal veya oval sekilli mitokondriyonlar, serbest
ribozomlar, graniiler endoplazmik retikiilim sisternalar1 ve ender lipid damlaciklar
icermekteydiler. Graniiloza hiicrelerinin apikal yiizeylerinde bulunan sitoplazmik
uzantilart araciligl ile oosit yiizeyi ile yakin iliskili olduklar1 gézlendi. Ayrica oosit ile
yakin iligkili bir graniiloza hiicresinin apikal yiizeyinde tek bir silyumun varlig: ilgi
cekiciydi (Sekil 17).

Normal yapidaki antral follikiillerin yani sira, bazi antral follikiillerin oositlerinde
ve graniiloza hiicrelerinde belirgin yapisal degisikliklerin oldugu izlendi. Oosit
sitoplazmasi igerisinde yer alan organel yapilarinin bozuldugu, vakuollerin ve elektron
dens yapilarin olustugu, graniiler olusumlarin yer yer kiimeler olusturdugu goriildii.
Oosit ylizeyindeki mikrovilluslar ve graniiloza hiicrelerine ait sitoplazmik uzantilarin

kayboldugu, zona pellusidanin kalinlastigi, homojen yapisinin bozularak yer yer
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biitiinliigliniin bozuldugu ve perivitellin araligin genisledigi dikkati ¢ekti (Sekil 18).
Bazi1 antral follikiillerde ise membrana graniiloza tabakasinin oldukg¢a inceldigi ve
antrumu simirlayan graniiloza hiicrelerinin ince, uzun bir sekil aldigi, ¢cekirdeginin hafif
indentasyonlar gosterdigi, sitoplazmasi igerisinde mitokondriyonlar, tiibiiler tipte
agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari, lizozomlar ve serbest ribozomlarin yani
sira yaygin lipid damlaciklar igerdigi dikkati c¢ekti (Sekil 19). Bazi alanlarda ise
graniiloza hiicrelerinin kalinlagsmis zona pellusidadan ayrilarak birbirleri ile olan
iliskilerini kaybettikleri, sitoplazmalarindaki endoplazmik retikiiliim sisternalariin
genisledigi ve vakuollerin olustugu gozlenmekteydi (Sekil 18). Bu hiicrelerin
bazilarinin, yiizeylerinde sitoplazmik siskinliklerin gelistigi dikkati ¢ekerken, bu
hiicrelerin arasinda sitoplazmik siskinliklerle ayni densiteye sahip, membranla cevrili
sitoplazmik yapilarin varlig1 ilgi ¢ekiciydi. Bu follikiillerin antral boslugu icerisinde
makrofajlarin  varligt da izlendi. Makrofajin diizglin smirli ¢ekirdegi igerisinde
cekirdekeik elektron dens boyanmis olarak izlendi. Sitoplazmasi igerisinde graniiler
endoplazmik retikiilim ve agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalari, Golgi
kompleksi ve serbest ribozomlara ek olarak oldukca fazla lizozom igermekteydiler.

Incelenen korpus luteumlarda, graniiloza lutein hiicreleri, teka lutein hiicreleri ve
hiicreler arasinda kapillerler kontrol grubundakilere benzer 6zellikler gostermekteydi
(Sekil 20).

Ovarian stromada bulunan interstisyel hiicreler, sitoplazmalar1 igerisinde bulunan
elektron opak goriiniimlii, sferikal sekilli lipid damlaciklari, mitokondriyonlar1 ve bol
miktarda agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalarinin varligi ile karakterizeydiler

(Sekil 21).

4.4.3. Grup 3 Bulgulan
2 ugr AMH’un intraperitoneal uygulanmasi ile olusturulan 3. deney grubundan
aliman overlerin TEM ile incelenmesinde, overlerin en disinda tek kath kiibik ylizey
epitel hiicreleri normal goriiniimlerini korurken bazi alanlarda cekirdeklerinin piknotik
hal aldigi, sitoplazmik densitelerinin arttifi, endoplazmik retikiilim sisternalarinin
genisledigi, hiicreler arasi1 aralikta genislemelerin oldugu ve tunika albuginea

tabakasinda kollajen liflerin arttig1 dikkati cekti (Sekil 22).
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Incelenen primordiyal follikiillerin bazilarinda primer oositin ¢ekirdek densitesinin
hafifce arttigr goriiliirken yass1 sekilli follikiiler hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid
damlaciklarinin varligi dikkat gekiciydi (Sekil 23).

Primer follikiile ait mikrograflar incelendiginde merkezi yerlesimli primer oosit
sitoplazmas1 igerisinde ¢ekirdek, kortikal graniiller, degisik yonlerde seyreden paralel
membran yapilart normal olarak izlendi. Primer oosit etrafinda zona pellusida ve zona
pellusida icerisinde oosit ve graniiloza hiicrelerinden uzanan mikrovilluslar ve
sitoplazmik uzantilar normal yapida goriildii. Cok tabakali halde diizenlenen, graniiloza
hiicrelerinin 6kromatik, sferikal sekilli ¢cekirdegi, belirgin 1-2 ¢ekirdekeik icermekteydi.
Hiicrelerin sitoplazmasinda graniiler endoplazmik retikiilim sisternalari, Golgi
kompleksi, mitokondriyonlar ve serbest ribozomlar normal olarak izlendi (Sekil 24).

Ancak bazi follikiillerde, graniiloza hiicrelerinin ¢ekirdeginde heterokromatin
graniillerinin arttig1, periniiklear sisternalarin genisledigi, sitoplazmalarinda lipid
damlaciklarinin arttig1, sitoplazma boyunca degisik hacimlerde, yaygin vakuollerin
olustugu gozlendi (Sekil 25).

Incelenen antral follikiillerde kortikal graniilleri, iyi gelismis endoplazmik
retikiilim sisternalari, serbest ribozomlar1 ve Golgi kompleksi ile normal yapidaki
oositlerin, homojen bir zona pellusida ile ¢evrili oldugu goriildii. Oosit ve graniiloza
hiicrelerinin yiizeyinden uzanan mikrovilluslar zona pellusida igerisinde yer almaktaydi.
Baz1 antral follikiillerde ise zona pellusidanin kalinlasarak yer yer diizensizlestigi
saptand1 (Sekil 26). Antrumu c¢evreleyen normal goriiniimlii graniiloza hiicreleri
yaninda, bazi antral follikiillerde graniiloza hiicrelerinin yassilastigi, sitoplazmalarinda
lipid damlaciklarmin arttig1 ve bu hiicrelerin yer yer antrum igerisine dokiildiigii izlendi
(Sekil 27). Bazi follikiillerde ise granuloza hiicrelerinin hacimlerinin genisledigi,
sitoplazmalar1 icerisinde mitokondriyonlarin tiibiiler tipte kristalara sahip oldugu,
agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalarinin olduk¢a yaygin oldugu ve lipid
damlaciklarinin arttig dikkati ¢ekti (Sekil 28).

Korpus luteum kapsaminda, kontrol grubu ile benzer 6zelliklere sahip graniiloza
lutein hiicreleri, teka lutein hiicreleri ve bunlarin arasinda endotel ile déseli normal
yapida kapillerler izlendi. Luteal hiicreler arasinda elektron dens cekirdek materyali

iceren, membranla ¢evrili apoptotik cisimcikler izlendi (Sekil 29).
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Ovarian stroma igerisinde fibroblastlar ve iligkili oldugu kollajen lifler ile

interstisyel hiicreler normal olarak izlendi (Sekil 30).

4.4.4. Grup 4 Bulgulan

5 ugr AMH’un intraperitoneal uygulanmasi ile olusturulan 4. gruptaki si¢anlarda
alinan overlerin TEM ile incelenmesinde, over yiizeyini doseyen epitel hiicrelerinin
apikal yiizeylerinde kisa, kiit, baz1 alanlarda ise ince, uzun, yumak gibi goriinen
mikrovilluslarin yani sira bazi hiicrelerde tek bir silyumun varhigi ilgi ¢ekiciydi. Over
yiizey epitelinin altinda yer alan tunika albuginea igerisindeki kollajen liflerin
miktarinin hafif¢e artmis oldugu gozlendi (Sekil 31).

Primordiyal follikiillerde 3. gruptaki primordiyal follikiillere benzer sekilde
follikiiler hiicrelerin sitoplazmalari igerisinde lipid damlaciklarmin varligi izlenir iken,
bazi primer follikiillerde de, graniiloza hiicrelerin sitoplazmasinda da lipid
damlaciklarinin hafifce artmis oldugu, oosit sitoplazmasi igerisinde lizozomal yapilarin,
membranla ¢evrili vezikiillerin, birbirine paralel halde diizenlenmis membrandz
yapilarin varligi gozlendi. Bu follikiillerde, zona pellusidanin yeni olusmaya basladigi
ve graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki diizensiz boslugu kapladig1 goriildii (Sekil
32,33).

Bu grupta bazi antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde siklikla mitoz
boliinmeye rastlanirken, bazilarinda da genis bir antrumu smirlayan graniiloza
hiicrelerinin yass1 bir hal aldigit ve bu hiicrelerin oval sekilli ¢ekirdekleri,
sitoplazmalarinda mitokondriyonlari, graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalar1 ve
yaygin serbest ribozomlar1 igerdigi goézlendi. Bu hiicrelerin altindaki graniiloza hiicreleri
kiibik halde bulunmaktaydilar (Sekil 34). Antruma dokiilmiis bazi graniiloza
hiicrelerinde, hiperkromatik goriiniimlii ¢ekirdek, sitoplazmik vakuolizasyon, artmis
lizozomal yapilar ve hiicre yiizeyinde siskinliklerin olusmasi ile karakterize dejeneratif
degisikliklerin gelistigi izlendi.

Korpus luteum kapsamindaki hiicreler ile ovarian stroma igerisinde yer alan
stromal hiicreler ve interstisyel hiicreler normal morfolojik yapida gézlenirken, stromal

hiicreler arasinda kollajen liflerin bir miktar arttig1 goriildi (Sekil 35).
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Sekil 11. Kontrol grubuna ait over yiizey epitel hiicrelerinin derin indentasyonlar iceren
cekirdeginde (C), periferal yerlesimli heterokromatin graniilleri ve cekirdek boyunca dagilmg
okromatin graniilleri, sitoplazmada periniiklear alana yakin yerlesimli organeller ve apikal
yiizeyinde mikrovilluslar (Mv) goriilmekte. Epitel hiicreleri lateral yiizeylerinde baglanti
kompleksleri icermekte (beyaz ok). Over yiizey epiteli iyi gelismis bir bazal lamina (BL) tarafindan
tunika albugineadan (TA) ayrilmakta. Fibroblast (Fb).
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Sekil 12. Kontrol grubuna ait primordiyal follikiilde merkezi yerlesimli bir oosit (O) ve oositi
cevreleyen yassi sekilli follikiiler hiicreler (FH) goriilmekte. Cekirdek (C), mitokondriyon (M),
niiklear por (beyaz ok), graniiler endoplazmik retikiiliim (GER), oosit ve follikiiler hiicreler
arasinda sitoplazmik uzantilar (siyah ok), bazal lamina (BL).
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Sekil 13. Kontrol grubunda gelisim siirecine girmis follikiilde oosit (O) ile graniiloza hiicreleri
arasinda zona pelliisida (ZP), zona pellusida icerisinde oositten kaynaklanan mikrovilluslar (siyah
ok) follikiiler hiicrelerden kaynaklanan hiicresel uzantilar (ok basi) goriilmekte. Sferikal sekilli bir
cekirdek (C) iceren oosit sitoplazmasinda ooplazma boyunca dagilmus, birbirine paralel tarzda
diizenlenmis membranéz yapilar (My), ooplazmanin periferal kisimlarinda ise kortikal graniiller
(beyaz ok) izlenmekte. Niiklear porlar ( ).
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Sekil 14. Kontrol grubunda, primer follikiillerdeki ¢ok kath graniiloza hiicreleri (GH), follikiilii
simirlayan bazal lamina (BL), teka tabakasi goriilmekte. Teka interna tabakasindaki (Ti) hiicrelerin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 (siyah ok) ve mitokondriyonlar (M), teka eksterna
tabakasinda fibroblast benzeri hiicreler (SH), sitoplazmasindaki yaygin sferikal sekilli lipid
damlaciklan () ile interstisyel hiicreler (IH) ve kan damarlan (beyaz ok) izlenmekte. Cekirdek

©)-

37



Sekil 15. Kontrol grubuna ait korpus luteumda graniiloza lutein hiicrelerinin (GL) sferikal sekilli,
merkezi yerlesimli cekirdegi (C), elektron dens, graniiler goriiniimlii cekirdekcigi (¢), genis
sitoplazmasi igerisinde lipid damlaciklar1 (siyah ok), tiibiiler tarzda kristalara sahip olan
mitokondriyonlar1 (M) ve yaygin agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalar1 (beyaz ok)
gozlenmekte.
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Sekil 16. 2. gruba ait primer follikiilde oosit (O) ¢ekirdegi (C), ooplazmada mitokondriyonlar,
serbest ribozomlar, oosit yiizeyinde seyrek, kisa, kiit mikrovilluslar (ince ok) goriilmekte. Oositi
cevreleyen graniiloza hiicreleri (GH) okromatik bir cekirdek, sitoplazmalarinda yaygin sferikal
veya oval sekilli mitokondriyonlar, serbest ribozomlar, graniiler endoplazmik retikiiliim
sisternalar1 icermekte. Graniiloza hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar: oosit ile yakin iliskili olarak
gozlenmekte (kalin ok). Cekirdek (C), mitokondriyon (M), ribozom (ok basi), graniiler
endoplazmik retikiiliim sisternalar1 (beyaz ok), bazal lamina (BL), teka interna hiicreleri (Ti), lipid
damlaciklar (L).
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Sekil 17. 2. grupta primer follikiilde oosit (O) ile yakin yerlesimli graniiloza hiicreleri (GH)
okromatik bir cekirdek (C), sitoplazmalarinda mitokondriyonlar (M), serbest ribozomlar (ok basi),
graniiler endoplazmik retikiilim sisternalar1 (GER) icermekte. Graniiloza hiicrelerinin apikal
yiizeyinde sitoplazmik uzantilar (beyaz ok) ve tek bir silyum (siyah ok) izlenmekte.
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Sekil 18. 2. grupta antral follikiilde oosit (O) sitoplazmasinda vakuoller (kalin ok) ve kiimeler
olusturmus elektron dens graniiler yapilar (beyaz ok), kortikal graniiller (ince ok) goriilmekte.
Oosit yiizeyindeki mikrovilluslar ve graniiloza hiicrelerine (GH) ait sitoplazmik uzantilarin
kayboldugu, zona pellusidanin (ZP) kalinlastigi ve perivitellin araliin (ok basi) genisledigi
izlenmekte. Graniiloza hiicrelerinin zona pellusidadan ayrilarak birbirleri ile olan iliskilerini
kaybettikleri, sitoplazmalarindaki endoplazmik retikiiliim sisternalarinin genisledigi ve vakuollerin
olustugu gozlenmekte ( ).
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Sekil 19. 2. grupta kistik follikiile ait membrana graniiloza (Mg) tabakasinin olduk¢a inceldigi ve
antrumu (A) smmrlayan graniiloza hiicrelerinin (GH) yassilastigi (kalin ok), sitoplazmasinda
mitokondriyonlar, tiibiiler tipte agraniiler endoplazmik retikiilim sisternalar1 (ince ok), artms
lipid damlacigi (beyaz ok) icerdigi izlenmekte. Membrana graniiloza tabakasinin dis kisminda
sitoplazmalarinda yaygin lipid damlaciklar1 iceren teka interna (Ti) hiicreleri goriilmekte.

Cekirdek (Q).
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Sekil 20. 2. Gruba ait korpus luteum kapsamindaki graniiloza lutein hiicrelerinin sferikal sekilli
cekirdegi (C), cekirdekeigi (siyah oK), sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 (L), tiibiiler tarzda
kristalara sahip mitokondriyonlar (M) ve yaygin agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari (ok
bagi) izlenmekte. Kapillerler (beyaz ok).
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Sekil 21. 2. grupta ovarian stromada interstisyel hiicrelerin (iH) sitoplazmalarinda lipid
damlaciklar1 (L), mitokondriyonlar (M) ve yaygin agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari
(ok) izlenmekte. Cekirdek (C).
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Sekil 22. 3. gruba ait over yiizey epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin (C) bazi alanlarda piknotik hal
aldigy, sitoplazmik densitelerinin arttigi, endoplazmik retikiiliim sisternalarimin genisledigi (beyaz
0k), hiicreler arasi aralikta genislemelerin (siyah 0k) oldugu ve tunika albuginea tabakasi (TA)
icerisindeki kollajen liflerin (Kol) arttig1 izlenmekte.
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Sekil 23. 3. grupta primordiyal follikiilde oosit (O), vezikiiler goriiniimlii bir cekirdek (C),
sitoplazmasinda Golgi kompleksi (G) ve mitokondriyonlar (M) icermekte. Follikiiler hiicrelerin
(FH) sitoplazmalarinda lipid damlaciklarinin (L) varhg: izlenmekte.
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Sekil 24. 3. grupta primer follikiilde oosit (O) sitoplazmasi icerisinde kortikal graniiller (beyaz ok),
oosit etrafinda zona pellusida (ZP) ve zona pellusida igerisinde oosit ve graniiloza hiicrelerinden
uzanan mikrovilluslar ve sitoplazmik uzantilar (Siyah ok) normal yapida izlenmekte. Cok tabakali
halde diizenlenen, graniiloza hiicrelerinin (GH) dkromatik ¢ekirdegi (C), belirgin 1-2 ¢ekirdeke¢ik
(ok basi) icermekte.
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Sekil 25. 3. grupta gelisen follikillde graniiloza hiicrelerinin c¢ekirdeginde (C) artmis
heterokromatin  graniilleri (ok bas1), genislemis periniiklear sisternalar (siyah ok),
sitoplazmalarinda yaygin lipid damlaciklar1 (L), degisik hacimlerde vakuoller (beyaz ok )
gozlenmekte.
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Sekil 26. 3. grupta antral follikiilde oosit (O) sitoplazmasinda yaygin kortikal graniiller (beyaz ok),

yiizeyinde mikrovilluslar (siyah ok), etrafinda zona pellusida (ZP) goriilmekte. Graniiloza hiicreleri
(GH).
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Sekil 27. 3. grupta Kistik follikiile ait membrana graniiloza tabakasinin inceldigi, antrumu (A)
sinirlayan graniiloza hiicrelerinin (GH) yassilastigl, sitoplazmalarinda lipid damlaciklarimin (L)
arttigi ve bu hiicrelerin yer yer antrum icerisine dokiildiigii (siyah ok) izlenmekte. Teka interna
tabakasindaki (Ti) hiicrelerin hipertrofik hal aldig1 ve sitoplazmalarn icerisinde lipid damlaciklar:
ve tiibiiler Kkristalara sahip mitokondriyonlar (M) icerdigi goriilmekte. Kapiller (beyaz ok).
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Sekil 28. 3. gruba ait folikiilde hipertrofik graniiloza hiicreleri (GH), sferikal sekilli bir ¢ekirdek
(C), sitoplazmalarinda tiibiiler tipte kristalar iceren mitokondriyonlar (M), agraniiler endoplazmik
retikiiliim sisternalar1 (ok) ve yaygin lipid damlaciklar: (L) icermekte. Antrum (A).
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Sekil 29. 3. grupta bulunan korpus luteum kapsamindaki luteinize hiicreler (LH) arasinda
apoptotik hiicreler (ok) izlenmekte. Lipid damlacig: (L).
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Sekil 30. 3. grupta ovarian stroma
normal olarak izlenmekte.

53



Sekil 31. 4. grup over yiizeyini doseyen epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde kisa, Kkiit
mikrovilluslarin  (Mv) yam sira bazi hiicrelerde tek bir silyumun (inset beyaz ok) varhg:
izlenmekte. Over yiizey epitelinin altinda yer alan tunika albuginea (TA) tabakasinda fibroblastlar
(Fb) ve kollajen lifler (Kol) goriilmekte. Cekirdek (C), lipid damlacig: (L), bazal lamina (BL).
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Sekil 32. 4. grupta primer follikiilde 6kromatik ¢ekirdek (C) ve belirgin bir ¢ekirdekg¢ik iceren
oositin (O) sitoplazmasinda yeni olusmaya baslamis kortikal graniiller (beyaz ok) gozlenmekte.
Oosit ile graniiloza hiicreleri (GH) arasinda zona pellusidanmin (Siyah ok) yeni olusmaya basladidi,
hem oosit hem de follikiiler hiicrelerden kaynaklanan hiicresel uzantilar (ok basi) goriilmekte.
Graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklarimin (L) hafifce arttigi goriilmekte. Teka
interna tabakasi (Ti), bazal lamina (BL).
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Sekil 33. 4. grupta primer follikiilde sferikal sekilli bir c¢ekirdek (C) iceren oositin (O)
sitoplazmasinda lizozomal yapilar (ince ok), membranla ¢evrili vezikiiller (ok basi), birbirine
paralel halde diizenlenmis membranéz yapilar (My), mitokondriyonlar (M), oolemmaya yakin
alanlarda kortikal graniiller (beyaz ok) gozlenmekte. Oosit ve graniiloza hiicreleri (GH) arasinda
yer alan zona pellusida (ZP), oosit ve graniiloza hiicrelerden kaynaklanan hiicresel uzantilar (kalin
ok) normal yapida goriilmekte.

56



Sekil 34. 4. grupta kistik follikiilde genis bir antrumu (A) simirlayan yassi graniiloza hiicreleri
(GH), oval seKkilli bir ¢ekirdek (C), sitoplazmalarinda mitokondriyonlar (M), graniiler endoplazmik
retikiiliim sisternalar1 (GER) ve yaygin serbest ribozomlar (beyaz ok) icermekte. Bu hiicrelerin
altindaki graniiloza hiicreleri kiibik halde izlenmekte.
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Sekil 35. 4. grupta ovarian stromada stromal hiicreler (SH) normal morfolojik yapida gozlenirken,
stromal hiicreler arasinda kollajen liflerin (Kol) bir miktar arttig goériilmekte. Cekirdek (C).
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5. TARTISMA

Overlerde, tireme periyodu boyunca kullanilmak {izere Onemli miktarda
primordiyal follikiil rezervi bulunmaktadir. Puberte ile birlikte, her ay belli sayida
primordiyal follikiil gelismeye baslar, ancak bir veya nadiren bir ka¢1 ovule olabilecek
sansa sahip olur.* Follikiil gelisimi  biiylik oranda sistemik sinyallerle uyumlu
intraovarian kontrol mekanizmalari ile diizenlenir. Bu kontrol mekanizmalarinda yer
alan biiylime faktorlerinin ¢ogu TGF-8 siiperailesine ait olup, oosit ve follikiiler hiicreler
tarafindan salgilanir. TGF-B siiperailesinin bir iiyesi olan AMH, komsu follikiillerin
gelisimini inhibe eden, parakrin etkili bir biliylime faktorii olup, ovarian follikiillerin
gelisimi sirasinda, primer ve geng sekonder follikiillerin graniiloza hiicrelerinden
salgilanmaktadir.>****3  AMH, overlerde primordial follikiilden, primer follikiil
olusumunu engellerken, follikiilogenezisin ilerleyen asamalarinda ise komsu
follikiillerin graniiloza hiicrelerindeki FSH reseptorlerini inhibe ederek, bu follikiillerin
FSH’a duyarsiz hale gelmelerine neden olmaktadir.>** Yapilan ¢alismalarda; bazi
patolojik durumlarda AMH diizeyinin artarak, follikiil gelisiminin bozuldugu,
ovulasyonun engellenerek infertilitenin gelistigi rapor edilmistir. Bu nedenle degisik
dozlarda AMH, disi erigkin siganlara intraperitoneal yolla verilerek overler lizerine olan
muhtemel etkileri degerlendirildiginde primordiyal follikiillerin, bir dnceki siklusa ait
korpus luteum kapsamindaki hiicrelerin ve ovarian stromanin normal yapilarini
korudugu, gelisim siirecine girmis follikiillerde ise dramatik degisikliklerin oldugu
gozlendi.

2ug ve 5ug AMH uygulanan deney gruplarina ait overlerde primordiyal
follikiillere ait follikiiler hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklarinin hafifce
artmis oldugu goriildii. Ureme periyodu boyunca ihtiya¢ duyulan primordiyal follikiiller
tizerine AMH’un olumsuz etkisini bildiren bir ¢alismaya rastlanmamakla birlikte,
AMH’nun follikiilogenez sirasinda primordiyal follikiillerin primer follikiil agamasina
gecisini inhibe ettigi bircok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.®3 Primordiyal
follikiillerde gozlenen bu hafif degisikliklerin AMH’un primordiyal follikiiller

tizerindeki inhibisyon mekanizmasi sonucunda olusabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ayrica 1 ug AMH uygulanan gruba ait overlerde incelenen primer follikiile ait
graniiloza hiicrelerinden birinin apikal yilizeyinde, oositle iliskili oldugu goézlenen, bir
primer silyumun varligr ilgi cekiciydi. Hiicre yiizeyinde tek olarak bulunan primer
silyumlarin bir¢ok dokuda bulundugu, kemoreseptor, ozmoreseptér ve mekanoreseptor
gorevi gordigii bilinmektedir.* Overlerde, yiizey epitel hiicrelerinde, preantral ve antral
follikiile ait graniiloza hiicrelerinde primer silyumlarin normal olarak bulundugu rapor
edilmistir.*** Graniiloza hiicrelerinde bulunan primer silyumun reseptor fonksiyonu
gorerek follikiiliin ve oositin olgunlagmasinda ve follikiiliin ovulasyona hazirlanmasinda
rol oynadigi rapor edilerek, PCOS’lu kadinlarda bu silyum yapisinda olusabilecek
bozukluklar sonucunda ovulasyonun engellenebilecegi ve kistik follikiillerin olusmasina
neden olabilecegi bildirilmistir.>® Deney gruplarinda over yiizey epitel hiicrelerinin
apikal ytiizeyinde bulunan mikrovilluslarin yer yer seyrekleserek, kisa, kiit bir hal aldig:
ve bazi alanlarda ise ince, uzun, sik ve koyu goriindiigii, bazi hiicrelerin ise bir primer
silyum icerdigi gozlendi. insan over yiizey epitelinin intraovarian ve ekstraovarian
orijinli steroid hormonlara ve gonadotropinlere duyarli oldugu Rae ve Hillier tarafindan
rapor edilmistir.®*® Dolayis1 ile over yiizey epitelindeki mikrovilluslarin degisik
sekillerde bulunmas1 hormon diizeylerindeki farkliliktan kaynaklanabilir.

Ileri gelisim doneminde bulunan normal yapidaki follikiillerin sayilarmin, AMH
uygulanan deney gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla azaldigi ve bu azalmanin 5 pg
dozda AMH uygulanan grupta oldukga belirgin oldugu saptandi. Durlinger ALL ve ark.
AMH’nun, gelisen follikiillerin graniiloza hiicrelerinin FSH’a duyarhiligin1 azaltarak
follikiillerin ileri gelisimini engelledigini bildirmislerdir.® Follikiil gelisimi sirasinda,
primordiyal follikiillerin gelisme siirecine girmesi ve erken primer follikiil olugma
asamasina kadar gerceklesen follikiilogenez siirecinin gonadotropinlerden bagimsiz
oldugu, gonadotropinlerin follikiil gelisimi iizerine etkisinin ise, ge¢ primer follikiil
evresinde basladigi rapor edilmistir.” Dolayisi ile deney gruplarinda AMH dozu arttik¢a
normal yapiya sahip sekonder follikiillerin sayilarinin azalmasi, AMH’nun primer
follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin FSH’a olan duyarlhiligin1 azaltarak ileri gelisimini
engellemesinden kaynaklandigini diistindiirmektedir. Nitekim follikiiler atrezinin daha
cok gelisimin ileri evresindeki follikiillerde goriilmesi bu goriisiimiizii destekler

niteliktedir.
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Ayrica degisik dozlarda AMH uygulanan deney gruplarinin tiimiinde, atretik
follikiillerin sayilarinin artan dozla birlikte belirgin olarak arttifi saptandi. Devine ve
ark. gelisen follikiillerde graniiloza hiicrelerinin oosit ve birbiri ile olan baglantilarini
yitirmesi, graniiloza hiicrelerinde apoptotik degisikliklerin varlig1 ve hiicreler arasinda
makrofajlarin bulunmasini atrezi isaretleri olarak tanimlamislardir. Isik mikroskobik
incelemelerde tim deney gruplarinda goriilen graniiloza hiicrelerinin diizenlenmesinin
bozulmasi, graniiloza hiicreleri arasinda apoptotik cisimlerin, antral follikiillerde antral
bosluga dokiilmiis graniiloza hiicrelerinin ve makrofajlarin varligi bu follikiilerde
atrezinin gelistigini diisiindiirmiistiir. Atretik follikiillere ait elektron mikrograflar
incelendiginde ise bu follikiillerde hiicre dejenerasyonunu simgeleyen farkl
ultrastriiktiirel bulgularin oldugu gozlendi. Bazi follikiillerde, Devine ve ark.’nin da
¢alismalarinda rapor ettikleri®!, normal follikiil gelisim siirecinde de gozlenebilen
apoptotik yolak ile olusan atreziyi simgeleyen ultrastriiktiirel degisiklikler gbzlenirken,
bazilarinda ise graniiloza hiicrelerinin c¢ekirdeklerinde hafif kromatin artmasi,
endoplazmik retikiilim sisternalarinin  ve periniiklear sisternalarin  genislemesi,
sitoplazmada vakuollerin olusmasi ile karakterize ultrastriiktiirel degisikliklerin oldugu
dikkati c¢ekti. Bugiine dek tanimlanan normal apoptotik degisikliklerden farkli olan bu
hiicre dejenerasyonu bulgularinin, son yillarda biiylime faktorleriyle baglantili olarak
gelisen programli hiicre 6liim sekillerinden biri olarak tanimlanan parapitosis bulgulari
ile uyumlu oldugu saptandi.* Sperandio ve ark. yaptiklari ¢ahismalarinda gelisen
hiicrelerde apoptosisten ve nekrozdan farkli olarak sitoplazmik vakuolizasyon ve
mitokondrial sisme ile karakterize farkli bir hiicre Oliimii tipi olan parapitosisi
tanimlamiglar. Hiicrelerde gozlenen vakuollerin endoplazmik retikiilimden kdken
aldigimi bildiren aragtirmacilar bu hiicrelerde kromatin kondensasyonunun her zaman
gozlenemeyebilecegini ileri siirmiiglerdir.®” Graniiloza hiicrelerinde gozledigimiz
ozellikle endoplazmik retikiiliim sisternalarinin genislemeleriyle karakterize olan bu
degisiklikler nedeniyle TGF-B siiperailesinin bir iiyesi olan AMH’un bu hiicrelerde
apoptozis disinda parapitozise de neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Baz1 preantral follikiillerde 1ise graniiloza hiicre hipertrofisi ve erken
luteinizasyonu ile karakterize degisikliklerin oldugu izlendi. Bu follikiillerdeki

graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasi igerisinde lipid birikimi, tiibiiler kristalara sahip
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mitokondriyonlar1 ve agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin varhigi ile
karakterize bu yapisal degisiklikler, ovulasyon sonrasi graniiloza hiicrelerinin
luteinizasyonu ile benzerlik gostermekteydi. Ancak ovulasyonun olmadigi halde bu
follikiillerde luteinizasyonun goézlenmesi ilgi ¢ekiciydi. Oktem O ve Urman B normal
follikiil gelisimi sirasinda oositten salinan BMP-6, BMP-15 ve GDF-9 gibi biiyiime
faktorlerinin follikiilde erken luteinizasyonu ovulasyon zamanina kadar 6nledigini ve bu
nedenle hiicresel proliferasyon ve follikiiler gelisimin saghkli bir sekilde
tamamlanabildigini rapor etmislerdir.*® Deney gruplarinda gozlenen erken luteinizasyon
bulgulari, AMH’nun erken luteinizasyonu engelleyen mekanizmalar1 etkiledigini
gostermektedir. Erken luteinizasyon; ya oositten salgilanan BMP-6, BMP-15 ve GDF-9
saliniminin  bozulmasi sonucunda veya AMH’nun graniiloza hiicrelerindeki FSH
reseptorlerini inhibe etmesi nedeniyle, graniiloza hiicrelerinin luteinizasyon siirecine
girmesine neden olmus olabilir. Hangi yolla erken luteinizasyona yol agmis olabilecegi
ayr1 bir ¢alisma konusu olmakla birlikte sonugta erken luteinizasyon follikiil gelisimini
olumsuz etkileyeceginden bu follikiillerde ovulasyon engellenecektir.

Ayrica deney gruplarinda agir1 genis antrumu, incelmis graniiloza hiicre tabakasi,
antrumu simirlayan graniiloza hiicrelerinin yassilasmast ve hipertrofik teka interna
tabakas1 ile karakterize olan ancak atretik 6zellikler gdstermeyen follikiillerin varligi da
izlendi. Gozlemlerimiz sirasinda bu degisiklikler ile karakterize follikiillerin kontrol
grubunda hi¢ gzlenmedigini, AMH uygulanan 2 ve 3. grupta nadir oldugu (p<0,001), 4.
grupta ise bu follikiillerin sayilarmin arttigr gorildii (p<0,001). Bu follikiillere ait
bulgularimiz Manneas ve ark.’nin polikistik over olusturduklari ¢aligmalarinda
tanimlamis olduklar1 genis bir antrum, incelmis bir graniiloza hiicre tabakasi,
kalinlagsmis bir teka interna tabakasi ile karakterize olan kistik follikiil bulgulan ile
tirtiis,mekteydi.?’9 Okutsu ve ark. ise ekzojendz androstenedion verilmesinin overlerde
follikiiler kist olusumunu indiikledigini ve follikiillerin antrumu smirlayan graniiloza
hiicrelerinde, apoptozisin olusmast ile membrana graniiloza tabakasinin incelerek
follikiiliin kistik hal almasma neden oldugunu ileri siirmﬁslerdir.4o Ayrica bazi
arastirmacilar kistik follikiil duvarindaki graniiloza hiicrelerinde lipid damlaciklarinin

arttigini rapor etmektedirler.”**" Antrumu siirlayan graniiloza hiicrelerinde goriilen
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apoptotik  degisikliklerle birlikte bu hiicrelerin sitoplazmasinda artmis lipid
damlaciklarinin varligi da bu follikiillerin kistik hal aldigini1 destekler niteliktedir.

PCOS’nun muhtemel sebepleri giiniimiizde hala arastirma konusu olmakla
birlikte, PCOS’lu kadinlarda, AMH kan seviyelerinin normal kadinlarla kiyaslandiginda
2-3 kat daha fazla oldugu AMH’nun tersiyer follikiillerin ovulasyonunu inhibe etmesi
sonucunda follikiillerin ovule olamayacagini, bdylece PCOS olusumuna katkida
bulunabilecegini bildiren c¢aligmalarin yani sira, bazi ¢alsmalarda ise ovule olamayan
fazla sayidaki follikiilden AMH salinimi1 sonucunda AMH’nun serum seviyesinin arttigi
rapor edilmistir. > 1424424 Ancak AMH seviyesindeki artisin ileri gelisim donemindeki
follikiillerin kistik hal almasia neden olabilecegi, bu nedenle gelisen follikiillerden
AMH saliniminin herhangi bir nedenle artmasinin, PCOS’nun gelisiminde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Isik ve elektron milroskobik tiim bulgularimiz degerlendirildiginde, sicanlara
AMH verilmesinin, overlerde gelisme siirecine girmis follikiilleri etkileyerek bunlarin
apoptozis veya parapitozis yolu ile atreziye gitmelerine, baz1 follikiillerde erken
luteinizasyonun gelismesine, ileri gelisme donemindeki tersiyer follikiillerin ise kistik
hal almasina neden olabilecegi sonucuna varildi. Ancak AMH’un follikiilogenez
tizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilmasi icin ileri deneysel calismalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

AMH uygulanmasi1 over yiizey epitelinde hafif degisikliklerle birlikte tunika
albugineada kalinlagsmaya neden olmaktadir.

Primordiyal follikiiller AMH uygulanmasindan énemli 6l¢iide etkilenmemektedir.
Artan dozlarda AMH uygulanmasi normal follikiil gelisim siirecini etkileyerek
follikiillerde apoptozis ve parapitozis yolu ile atrezinin gelismesine neden
olmaktadir.

AMH gelisim evresindeki follikiillerde erken luteinizasyon olusumuna yol
acmaktadir.

Sicanlara artan dozlarda AMH uygulanmasi, ileri gelisim ddnemindeki
follikiillerin kistik hal almasina neden olabilmektedir.

AMH uygulanmasinin ovarian stroma, interstisyel hiicreler ve dnceki sikluslara ait
korpus luteuma ait hiicreler tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi goriildii.

Ileriki calismalarda, birden fazla strus siklus AMH uygulanarak follikiilogenez

uzerine uzun donemdeki etkileri incelenebilir.
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