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OZET

CESITLI YAS GRUPLARINDAKI SICAN OVARYUMLARINDA ANTI-
MULLERIAN HORMON VE iNHIiBIN-B EKSPRESYONUNUN OVARYUM
YAPISI VE FOLIKULOGENESIS UZERINE ETKILERI

Follikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) ekspresyonu ile birlikte
ovaryumlardaki follikiiller gelismeye baslar. Primordiyal follikiilleri olusturan pre-
graniiloza hiicreleri, graniiloza hiicrelerine doniiserek primer follikiilleri olustururlar.
Oosit gelisiminden sorumlu graniiloza hiicreleri, gerekli Ostradiol, progesteron,
inhibin-B ve Anti Miillerian Hormon (AMH) gibi hormonlar1 sentezlemekle
gorevlidirler.

AMH, follikiil gelisimi agisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Puberteden
itibaren devam eden follikiilogenezde primer follikiillerden salgilanmaya baslayan
AMH, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalarak follikiil boyutunu artirmasinda rol oynar.
Ayni zamanda AMH, gelismekte olan kii¢iik follikiiller i¢in daha uzun yasamalarini
saglayan bir faktordiir. FSHu baskilayarak erken menopoza girilmesini engeller. Bu
yiizden, yaygin olarak ovaryum rezervini ve ovaryum yasini belirlemede kullanilir.
AMH ekspresyonu pubertede en iist seviyeye ulagir ve menopozdan itibaren AMH
miktart Ol¢lilemez duruma gelir. AMH’nun etkilerinden biri de aromataz
aktivasyonunu baskilamas1 ve dominant follikiil se¢iliminde rol almasidir. Anti-
miillerian hormon ile birlikte inhibin-B ekspresyonu da follikiil gelisimi i¢in oldukga
onemlidir. Graniiloza hiicrelerinden salgilanan inhibin-B, FSH’ nun diizenlenmesinde
ve follikiil capinin belirlenmesinde gorev alir.

Bu calisma sonucunda serum AMH ve INHB hormon miktarinin yasa bagh
degisiklik gosterdigi, follikiil gelisimi {izerinde bir etkiye sahip oldugu, ovaryum
rezervini ile gelisen follikiil sayisin1 belirlemede ve menopoz yasini tayin etmede

kullanilabilecegi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anti-Miillerian Hormon, Inhibin-B, Ovaryum



ABSTRACT

EFFECTS OF ANTI-MULLERIAN HORMONE AND INHIBIN-B
EXPRESSION ON OVARIUM MORPHOLOGY AND FOLLICULOGENESIS
IN DIFFERENT AGE GROUPS OF FEMALE RATS

Ovarian follicles begin growing with the stimulation of Follicle Stimulation
Hormone (FSH). Pregranulosa cells which produce primordial follicles, turn to
granulosa cells and form primer follicles. Granulosa cells responsible for
synthesizing of different types of hormones like estradiol, progesteron, inhibin-B,
and antimiillerian hormone (AMH) for evaluation of oocytes.

Anti-Miillerian Hormon has an important role for evaluation of the follicles.
AMH is synthesised by primer follicles since puberty, and provide to grow of
granulosa cells into increase the follicle size. Moreover, AMH repress the FSH
activity and restricts entry early menopause. Therefore, AMH is an important factor
for allowing the developing small follicles to live longer. AMH expression reaches
the highest level in puberty and gets uncountable level in serum with menopause.
Also, AMH repress aromatase activity and take a role in dominant follicle selection.
Inhibin B expression is also has an important role like AMH in follicle evaluation.
Inhibin B is synthesized by granulosa cells, take place in the regulation of FSH and
determining diameter of the follicles.

In conclusion, serum AMH and inhibin-B hormones take place in
folliculogenesis. Quantity of these hormones can be used to define ovarian reserve
and developing follicle amount in ovaries, and also determine menopause age of

female individuals.

Keywords: Anti-Miillerian Hormone, Inhibin-B, Ovary
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1. GIRIS

Disi embriyolarda oogenez prenatal donemde baglar. Vitelliis kesesinden
koken alan esey hiicreleri 6. haftada ovaryumlara ulasir, oogonyumlar mitoz
boliinmeler ile primer oositleri olusturur (1). Doguma ¢ok az kala primer oositlerin
tiimii birinci mayoz boliinmenin profaz evresinin sonunda baskilanir. Oosit gelisimi
kaldig1 yerden pubertede devam eder (2). Her menstriial donglide belirli sayida
follikiil gelismeye baslar ve bunlardan bir tanesi olgun follikiile doniisiir, icindeki
sekonder oosit ovulasyon ile ovaryumlardan atilir (3). Oogenez viicutta salgilanan
cesitli hormonlarla diizenlenir. Hormonal etkilesim gergevesinde follikiil gelisimi,
gonadotropin bagimli ve gonadotropin bagimsiz olmak {iizere iki boliimde incelenir
(4). Puberteye erisen bireyde hipotalamustan salgilanan Follikiil Stimiile Edici
Hormon (FSH) ovaryumlardaki follikiilleri gelismeleri i¢in uyarir. Uyar ile birlikte
primordiyal follikiilleri olusturan tek katli yassi haldeki pre-graniiloza hiicreleri,
kiibik hale gelerek graniiloza hiicrelerini ve primer follikiilleri olustururlar (5).
Graniiloza hiicreleri, oositin gelisiminden sorumlu hiicreler olup, oositin gelisimi igin
gerekli Ostradiol, progesteron, inhibin-B ve Anti Miillerian Hormon (AMH) gibi
hormonsal faktorleri sentezlemekle yiikiimliidiirler (6).

Dimerik glikoprotein yapida ve Transforme edici biiylime faktorii f (TGF-p)
sliper ailesinin bir iiyesi olan AMH, follikiil gelisimi agisindan oldukc¢a 6énemli bir
yere sahiptir. Puberteden itibaren primer follikiillerden salgilanmaya baglayan AMH,
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalarak follikiil boyutunu artirmasinda rol oynar. AMH
ekspresyonu graniiloza hiicrelerinde otokrin etki yaratip, hiicreler {izerinde bulunan
tip II reseptorlerine baglanir ve hiicre igerisindeki Smad proteinlerini aktive ederek
gen ekspresyona sebep olur. Bu sayede graniiloza hiicreleri ¢ogalarak follikiiliin
biiyiimesini saglar (7). Aym1 zamanda da AMH, FSH’u baskilayarak primordiyal
follikiillerin gelisimini durdurur. Bu olay primordiyal follikiil havuzunu koruyarak
erken menopoza girilmesini engeller (8). AMH salinim miktar1 preantral ve antral

follikiillerde en yiiksek seviyeye ulasir. 8mm’ye ulasan antral follikiillerdeki AMH



seviyesi bu asamadan sonra kademeli olarak diisiise geger (9). Preovulatuar seviyede
mural graniiloza ve kiimiiliis ooforus olarak ikiye farklilasan follikiil hiicrelerine
bakildi zaman; kiimiiliis ooforusta AMH sekresyonu devam ederken mural graniiloza
ve apoptoza giden atretik follikiillerde AMH sekresyonu goézlenmez (10). Normal bir
bireyde ayda 6-12 follikiil gelismeye baslarken AMH eksikligi ovaryumlarda normal
dongiide gelisenden c¢ok daha fazla follikiiliin gelismesine sebep olur, oosit
dejenerasyonu ve follikiiler atrezi daha fazla gozlenir (11). AMH gelismekte olan
kiiciik follikiiller i¢cin daha uzun yasamalarini saglayan bir faktordiir. Bu ylizden
AMH, yaygin olarak ovaryum rezervini ve ovaryum yasini belirlemede kullanilir
(10, 12). Menstriial siklus boyunca serumda AMH ekspresyonuna bakildigi zaman
sallmmm  miktarinda anlamli  bir  farklilik  gbzlenmezken; yasa  bagl
degerlendirildiginde ise dogumdan itibaren baglayan AMH ekspresyonu pubertede en
iist seviyeye ulasir ve menopozdan itibaren AMH miktar1 6lgiilemez duruma gelir
(13, 14). Follikil sivisinda bakildiginda ise serumun aksine yaslandik¢a graniiloza
hiicrelerinde AMH ekspresyonu artar (10). AMH’nun etkilerinden biri de aromataz
aktivasyonunu baskilamas1 ve dominant follikiil seciliminde rol almasidir. FSH’ na
bagli 6strojen tiplerinden olan Ostradioliin ekspresyonu i¢in gerekli olan aromataz
sentezi AMH tarafindan azaltilir ve bu durum Liiteinizan Hormon (LH) reseptor
ekspresyonunu indirgeyerek tiim hiicrelerin ovule olmasini engeller. Boylelikle
FSH’na duyarli tek bir oosit gelismeye devam eder (15).

Anti-miillerian hormon ile birlikte inhibin-B ekspresyonu da follikiil gelisimi
i¢in olduk¢a 6nemlidir. Dimerik protein hormonlarindan olan Inhibin-B hem disi
hem erkek bireylerde endokrin diizenleyici olarak gorev alir. Graniiloza
hiicrelerinden salgilanan inhibin-B, 6zellikle FSH nun diizenlenmesinde rol oynar
(16). Bunun yaninda inhibin-B follikiil c¢ap1 ile de iliskilidir. Liteal fazla
karsilastirildigi zaman, follikiiler fazda inhibin-B’nin daha fazla salgilandigi, antral
follikiillerdeki inhibin-B ekspresyonunun pre-ovulatuar follikiillerde daha fazla
oldugu goriiliir. 9-10mm ¢apindaki follikiillerde artisa gegen inhibin-B, 11-12mm’ye
ulasan follikiillerde azalmaya baslar (17, 18).

AMH ve Inhibin-B ekspresyonunun yasa bagli ovaryum yapisina ve
follikiilogeneze etki ettigi diisiiniilmektedir. Konu ile ilgili yapilan kaynak

taramalarinda ratlarda yapilmis histolojik caligmalarin ¢ok az sayida oldugu



goriilmiistiir. Bu calismada farkli yas gruplarindaki ve prodstrus donemindeki disi
ratlarin ovaryum agirliklart tartilip, yapilart mikroskobik incelenecektir. Ovaryum
rezervi ve Kkalitesini tamimlamak i¢in follikiillerdeki AMH ekspresyonu
immiinohistokimyasal olarak incelenecektir. Biyokimyasal olarak serum AMH, FSH,

inhibin-B, testosteron, dstradiol diizeyleri 6l¢iilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Anatomisi

Disi lireme sisteminin en fonksiyonel birimi olan ovaryumlar, fertilizasyon ve
embriyonik gelisim i¢in gerekli oosit {iretimi ve steroid hormon salinimi gorevlerini
istlenirler. Ovaryumlar, bilateral olarak pelvik duvarin lateralinde, uterusa yakin
olacak sekilde pelvik kaviteye asili olarak bulunurlar. Donuk beyaz renkte ve yogun
fibroz dokudan olusurlar. Yeni doganda 1,3x0,6x0,4cm® capinda bulunan
ovaryumlar, ilk adetten (menarjdan) itibaren boyutlar1 artarken son adet (menopoz)
ile birlikte boyutlar1 azalisa geger. Olgun ve hamilelik gegirmemis bir kadinda
ovaryum caplari 4x2x3cm® iken hamilelikte bu boyutlar iki katina kadar ulagir.
Ovaryumlar, lateralde pelvik duvara suspensor ligamanlariyla, medialde de uterusa
ovaryum ligamanlariyla baglanirlar. Ek destek olarak ovaryumlar anteriorden
mezoovaryum (periton kivrimi) ile broad ligamaninin arkasina baglanirlar (19).

Ovaryumun dis kismini gelisimin farkli evrelerindeki oositleri igeren korteks
ile merkezi kismini stromal hiicrelerin, kan damarlarinin ve sinirlerin bulundugu
medulla olusturur (20, 21).

Kan ve lenf damarlar ile sinirler hilustan ovaryuma girer (22). Abdominal
aortadan dallanan ovaryan arter suspensor ligamanindan gegip broad ligamaninin
mezoovaryumundan ovaryum igerisine girer. Ovaryum venleri ise hilusta pleksus
olusturarak ovaryan ven ile kaynasirlar. Mezoovaryum ve suspensor ligaman
boyunca ilerleyen ovaryan venler sagda inferior vena cava, solda renal ven ile

birlesirler (Sekil 2.1) (23).



Sekil 2.1.: Ovaryum anatomisi. Kaynak: Drake RL, Vogl AW, Mitchell A, Tibbitts R,
Richardson P, Gray’s Atlas of Anatomy, Elsevier, Churchill Livingstone. Copyright 2008.

2.2. Ovaryum Embriyolojisi ve Follikiil Gelisimi

Gonadlar, epitel ve altindaki mezensimin artisiyla bir ¢ift uzunlamasina
gonadal siskinlik olarak ortaya ¢ikar. Ovaryumlar primitif gonadlarin kortikal
bolgesinden gelisir.

Primordiyal germ hiicreleri fotal hayatin tgiincii haftasinda yolk kesesi
endotel hiicrelerinin arasina yerlesir. Dordiincti haftada ameboid hareketlerle
bagirsak mezenteri boyunca ilerlerler ve besinci haftanin basinda primitif gonadlara
ulagirlar (2). Radiks mezenterinin sag ve sol gonad bdolgelerine ulasan primordiyal
follikiiller stroma igerisine yerlesirler (3). Primordiyal germ hiicreleri gonadlara
ulasamazsa dejenere olurlar. Ayni sekilde gonadlarin gelisimi i¢in de primordiyal
germ hiicrelerinin gonadlara ulasmasi gerekir (2, 24-26).

XX cinsiyet kromozomlarina sahip disi embriyolarda Ostrojen varligina,
testosteron yokluguna bagl olarak ovaryum ve diger disi genital organlarin gelisimi
baslar (27). Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara yerlesmesiyle genital
sirttaki epitelyum hiicreleri uyarilarak prolifere olmaya baglar ve primitif cinsiyet

kordonlarini olustururlar. Kordonlar alttaki mezensim doku igine ilerler. Primitif



cinsiyet kordonlar1 daha sonra diizensiz hiicre kiimelerine ayrilarak yerini vaskiiler
bir stromaya, ovaryan medullaya birakir (2).

Gonadlara ulasan primordiyal germ hiicreleri farklilasarak oogonyumlari
olustururlar. Ovaryum Korteksinde 6 ve 28inci haftalar arasi ¢ok fazla mitotik
boliinme sonucunda oogonyumlarin sayisi artar. 20.haftanin sonunda oogonyumlarin
sayist yaklasik 7 milyona ulagir. Oogonyumlarin mayoz bdliinmeye girmesiyle
primer oositler olugur. Primitif cinsiyet kordonlarindan farklilagan hiicreler tek kath
yassi epitel seklinde oositlerin etrafini sarar ve primordiyal follikiiller ortaya ¢ikar (2,
27). Gebeligin yirminci haftasinda gonadlar maksimum kapasitesine ulasir (28). 20.-
22. haftalarindan sonra oogonyumlarin ve mayoza girmis oositlerin biiylik bir kismi
atreziye ugrar. Dogumda yaklastk 1 milyon, pubertede yaklasik 300-400 bin
primordiyal follikiil kalir. Bunlardan sadece 500 kadar1 ovulasyon yoluyla ovaryum

disina atilabilme sansina sahiptir.

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, pelvik kavitenin lateralinde uterusun her iki tarafinda birer tane
olacak sekilde yerlesmis oval sekilli organlardir.

Ovaryumlar dista korteks i¢te medulla olmak {izere iki boliime ayrilir.
Korteks, en dista tek katli yassidan tek katli kiibik hiicrelere kadar degiskenlik
gosteren bir epitel (germinal epitelyum) ile sarilidir. Germinal epitel altinda ince bir
fibroz yapidan olusan tunika albuginea, korteksi bir bag dokusu tabakasi olarak
cevreler. Ovaryumlarin korteks bolimii farkli donemlerdeki follikiiller ile atreziye
ugrayan follikiiller, korpus luteum ve korpus albikanslara ev sahipligi yapar. Bu
yapilarin disinda korteks yogun bir hiicresel stromadan olusur (24).

Medulla gevsek bag dokusundan olusan merkezi bolimdiir. Arter, ven, lenf
damarlar1 ve sinirleri barindirir. Medullada ovaryan arter, ovaryan ven ve sinir
liflerinin giris ¢ikis yaptigi hilus denilen bir agiklik bulunur. Ovaryum medullasi
distan hilusa kadar korteks ile sarilidir (Sekil 2.2) (29).

Disi gametlerin {retilmesi, Ostrojen progesteron gibi steroid hormonlarin
tiretilmesi, {lireme organlarinin biiylimesi ve sekonder seks karakterlerinin

kazanilmasi ovaryumun gorevleridir (30).



Sekil 2.2.: Ovaryum histolojisi. Kaynak: Gartner LP, Hiatt JL, Color Atlas of Histology, 3.
Baski Baltimore, Lippincott Williams& Wilkins, 2000, sayfa 342.

2.3.1. Ovaryan follikiiller ve follikiilogenezis

Follikiil gelisim siireci follikiilogenez olarak adlandirilir. Ovaryum korteksi
igerisinde gerceklesir. Follikiilogenez fetal donemde (gebeligin 18-20.haftalarinda)
baslar, menopoz ile son bulur (Sekil 2.3) (31).

2.3.1.1. Primordiyal Follikiiller

Prenatal donemde ovaryum korteksindeki hiicreler farklilasarak yassilasir.
Tek katli yassi hiicreler bir araya gelerek primer oositleri sarar ve primordiyal
follikiilleri olustururlar. Bu tek katli yassi hiicreler follikiil hiicreleri veya

pregraniiloza hiicreler olarak adlandirilir. Primordiyal follikiiller, yaklasik 25um



capindadir. Kortekste en fazla goriilen follikiil ¢esididir ve gelisecek follikiillere
kaynak olusturan ovaryum yapilaridir.

Fotal donemde baslayan bu gelisim, primordiyal follikiillerin olusumundan
sonra 00sit mayoz béliinmeye girer. Birinci mayoz bdliinmenin profaz evresini
tamamlar, follikiil hiicrelerinden salgilanan Oosit Maturasyon Intibitorii (OMI) ile
oosit ve follikiil gelisimi puberteye kadar baskilanir ve bekleme donemine girer. Bu

bekleme seksiiel hayatin sonuna kadar yaklasik 40-50 yil stirebilir (24).

2.3.1.2. Gelismekte olan follikiiller

Puberteye erigen disi bireyde hipotalamusun gonadotropin uyarimiyla hipofiz
bezinden Follikiil Stimiile Edici Faktor (FSH) salgilanmaya bagslar. FSH ile mayoz
boliinmede duraksayan belirli sayidaki oosit gelisimine devam eder. Bu dongii
diizenli olarak her ay yinelenir. Her siklik dongiide iki ovaryumdan bir tanesinde
oogenez gergeklesir ve her donem primordiyal follikiillerin yaklagik 5-20 kadari
gelismeye baslar fakat hepsi ovulasyona ulasamaz (3). Follikiil hiicreleri FSH uyarisi
ile tek katli yassi halden tek katli kiibik hale gegerler. Bu asamada artik follikiil
hiicreleri Graniiloza hiicreleri olarak da adlandirilir ve olusan yapi tek tabakali primer
follikiil adini1 alir. Boyutu yaklasik 35um ¢apindadir (32). Graniiloza hiicreleri soluk
sitoplazmali hiicrelerdir. Cekirdekleri poligonal ve hiperkromatik yapidadir (33).

Primer follikiil hiicreleri oositten salgilanan aktivin etkisi ile ¢ogalmaya
devam eder ve follikiil hiicre katmani tek katlidan ¢ok katli bir yapiya geger, buna
cok katli primer follikiil denir. Graniiloza hiicreleri, oositin gelisiminden sorumlu
hiicreler olup, oositin gelisimi i¢in gerekli Ostradiol, progesteron, inhibin-B ve Anti
Miillerian Hormon (AMH) gibi bircok hormonal faktorii sentezlemekle
yikiimliidiirler (6). Ayn1 zamanda graniiloza hiicreleri ve oositten salgilanan
glikoprotein yapidaki parlak ve homojen zar oositin etrafini sarar zona pellusiday1
olusturur. Zona pellusida follikiil hiicreleri ile oosit arasinda bir kilif gérevi goriir.
Follikiil hiicreleri sitoplazmik uzantilarla zonayr delerek oositin mikrovilluslarina
dokunur, dokunulan yerde oluklu baglantilar olusarak follikiil hiicrelerinin oosit ile
iletisimde kalmasi devam eder. Graniiloza hiicre zarinda FSH reseptorleri ¢cok sayida

bulunur. Ovaryum stromasindaki hiicreler farklilasarak follikiillerin etrafini ¢evreler.



Distaki fibroz teka eksterna, igteki vaskiiler teka interna olarak tanimlanir. Teka
interna hiicreleri poligonal sekilli olup ¢ekirdekleri ovaldir ve sitoplazmalarinda lipid
damlaciklar1 vardir. Teka internadaki hiicrelerden salgilanan androstenodion
hormonu graniiloza hiicrelerinde aromataz enzimiyle Ostradiole gevrilir. Teka interna
ve teka eksterna arasindaki sinir belirgin degildir (3, 24). Follikiil igerisinde damar
bulunmaz. Beslenmesini difiizyon yoluyla disaridan saglar (3, 24, 33).

Graniiloza hiicre tabakasi genislemeye devam eder. Follikiiliin ¢ap1 genisler
ve graniiloza hiicreleri 6-12 kata ulasinca follikiil i¢erisinde ufak diizensiz bosluklar
olusturmaya baslar. Bosluklarin i¢i baslangigta hiicrelerin salgiladigi berrak renkte
follikiil sivist ile dolar. Daha sonra bu sivi plazmadan elde edilmeye baslar. Sivida
graniiloza hiicrelerinin salgiladig1 0Ostrojen, progesteron, anti-Miillerian hormon,
inhibin B gibi oositin gelisimini etkileyen hormonlar bulunur. Bu follikiiller preantral
follikiil olarak adlandirilir. Preantral donemde follikiil 40um ¢apindan 120pum’ye
kadar ulasir.

Follikiiller ¢aplarin1 genisletmeye devam eder. Follikiil igerisindeki bosluklar
birleserek antrum boslugunu olusturur. Bu durumda follikiil artik antral (sekonder)
follikiil adin1 alir. Antrum sivist hiyaluronik asitten zengindir. Hiyaluronik asit daha
fazla su tutulmasma ve follikiil ¢apinin daha da artmasmna sebep olur. Antral
follikiiliin baslangicinda follikiil ¢apt 200pum’y1 bulur. Bu asamada gelisen follikiiller

arasindan dominant follikiil belirlenir (30, 34).

2.3.1.3. Gelismis follikiiller

Gelismeye baglayan follikiillerden her ay sadece bir tanesi dominant olarak
secilir. Antral follikiil biiyiimeye, antrum genislemeye devam eder. Oosit, graniiloza
hiicrelerinin olusturdugu bir tepecik (ovaryum tepecigi, kiimiiliis ooforus) lizerine
yerlesmistir. Oosit ¢evresinde sadece birkag katli grantiloza hiicresi kalir. Bu hiicreler
korona radiata adini alir ve oosit ile baglant1 kompleksleri direkt iligski halindedirler.
Oosite yakin olan hiicreler kiimiiliis ooforus adini1 alirken diger dis kisimda kalan
hiicreler mural graniiloza hiicreleri adin1 alir. Oosit, korona radita ile birlikte kiimiiliis
ooforustan ayrilir, follikiil sivisi icinde ylizerek follikiiliin bir kosesine cekilir.

Follikiiller erisebilecekleri en genis ¢aplara (18 — 20 mm) erisir ve boyutlar



korteksten medullaya kadar uzanir. Follikiil artik olgun (graaf) follikiildi, tersiyer
follikiil adin alir.

Graaf follikiillerde FSH reseptorlerine az rastlanir. Hiicre reseptorleri Lutein
hormonu (LH) i¢in farklilasmis durumdadir. Follikiil oositin oldugu bdlgeden

ovaryum yiizeyine dogru bir ¢ikint1 yapar. Bu ¢ikint1 stigma adini alir (24, 33).

2.3.1.4. Atretik follikiiller

Dominant olarak secilmeyen veya follikiilogenez sirasinda gelisimi durmus
follikiiller atreziye ugrar. Atreziye ugrayan bu follikiiller Atretik Follikiil olarak
adlandirilir. Follikiiller, gelisimlerinin herhangi bir asamasinda atreziye ugrayabilir.
Follikiil hiicrelerinin mitozu durur ve hiicreler arast hidrolitik enzimler ¢ogalir ve
hiicreler apoptoza gider, follikiil biiziiliir. Atretik follikiillerde parlak, kalin kivrilmis
membran (cams1 membran), yapisi bozulmus oosit ve follikiil hiicreleri ile limende

cok miktarda makrofaj bulunur (30, 33, 34).

2.4. Ovulasyon

Olgunlasan graaf follikiilii LH reseptdrii bakimindan zengindir. Graniiloza
hiicrelerinden salgilanan Ostradiol ve FSH miktarindaki artig devam eder ve en
yiiksek seviyeye ulasir. Olusan FSH ve Ostradiol yiikselisi yaklagik 12-24 saat sonra
hipofiz bezinden LH ekspresyonunu tetikler. Follikiil gelisiminin 14-16. giinde
olusan LH ekspresyonu bir anda zirveye ulasir. LH salinimindan sonra follikiil sivisi
daha da artar, follikiiliin ¢apt 15-25mm’ye ulasir. Gonadotropin etkisiyle follikiil
stvisinda ve graniiloza hiicrelerinde bulunan pazmojen aktivator follikil ici
plazminin artmasina ve buna bagl olarak kollajenaz enziminin aktivasyonuna yol
acar. Kollajenaz, follikiil ¢eperindeki fibroz yapiy1 zayiflatir. Graaf follikiiliniin teka
tabakas1 ve tunika albugenia tabakasi stigma bolgesinden LH etkisiyle bolgedeki
proteolitik enzimlerce incelerek yirtilir. Sekonder oosit, zona pellusida, korona
radiata ve bir miktar da follikil sivisi ile birlikte periton bosluguna atilir. Bu olay
ovulasyon olarak adlandirilir (3, 27, 30, 33).
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LH zirvesinden hemen 6nce oosit birinci mayoz bdliinmesini tamamlar, ikinci
mayoza girer. Ikinci mayozun profazini tamamlar ve metafaz safthasinda beklemeye
girer. Bu asamadan itibaren oosit ovum olarak adlandirilir. Ovulasyondan sonra

uterin tiiplere alinan ovum 24 saat icerisinde déllenmezse dejenere olur (3).

2.5. Korpus luteum

Ovulasyon sirasinda yirtilan follikiillerin bazal membranindaki teka interna
tabakasinin kilcal damarlarindan antrum igerisine kan sizar ve pihtilasir. Teka
eksterna tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin etkisiyle de follikiil biiziiliir (33). i¢i
kanli bu yapt korpus hemorojikum olarak adlandirilir. Devaminda korpus
hemorojikum igerisinde yeni kan damarlart olusur. Follikiil hiicreleri ve teka interna
hiicreleri farklilasir, follikiiler liitein hiicreleri ve teka liitein hiicrelerine doniisiirler.
Hiicreler, yag damlaciklart ve litein pigmenti ile dolar. Genisleyen yapi sar1 bir
renge doniisiir. Bu yap1 korpus luteum adimi alir (35). Follikiiler litein hiicreleri
poligonal sekilli, soluk renkte boyanan hiicrelerdir. Heterokromatin g¢ekirdegi ve
belirgin ¢ekirdekeigi vardir. Stipolazmalarinda bol miktarda yag damlaciklari
bulunur. Kropus luteumun %80’ini olusturur. Teka liitein hiicreleri ise follikiiler
liitein hiicrelerine gore daha kiiciik ve koyu boyanan hiicrelerdir ve korpus luteumun
%20’lik bir kismint olusturur (33). Korpus luteum hiicreleri FSH ve LH salinimina
bagli olarak steroid (dstrojen ve progesteron) salgilama gorevini iistlenir. Progesteron
ve Ostrojen, olast bir hamilelik icin gebeligin yaklagik 10. haftasina kadar
endometriyumun devamliligini saglamakla gorevlidir (27). Ddéllenme olmamast
durumunda korpus luteum ovulasyondan yaklasik iki hafta sonra gerilemeye baslar
(30).

2.6. Korpus albikans

Herhangi bir gebelik olusmazsa korpus luteumun devamliligi i¢in gerekli LH
salgilanmaz ve korpus luteum geriler. Luteal hiicreler apoptoz yolu ile yapisini
kaybeder ve teka eksternadaki fibroblastlar kollajen sentezleyerek apoptoza ugrayan

hiicrelerin yerini stromal bag dokusu ile doldurur. Olusan bu beyaz renkli yapi
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korpus albikans (beyaz cisim) adin1 alir. Zamanla kiiciilir fakat ovaryumdan
kaybolmaz (27, 30, 33, 35).

Sekil 2.3: Follikiilogenez. Kaynak: Ross, P. Histology; A Text and Atlas. 7. Baski sf 836.
Copyright 2016.

2.7. Ovaryum rezervi

Ovaryum rezervi, herhangi bir dénemde ovaryumda kalan primordiyal ve
gelisen follikiillerin miktar1 ile var olan follikiillerdeki oosit kalitesidir. Amag
ovaryumun potansiyel kapasitesini belirlemektir (36). Yardimc1 {ireme tekniklerinin
kullaniminda ovaryum rezervinin bilinmesi gerekmektedir.

Ovaryum rezervini belirlemede, klinik bulgular (yasa bagl degerlendirme),
biyokimyasal (FSH, AMH, Inhibin B, bazal stradiol miktar1) ve ultrason (ovaryum
hacmi, antral follikiil sayisin1 6l¢gme) gibi yontemler kullanilir.

Fotal donemde germ hiicreleri ile stroma hiicrelerinin olusturdugu follikiil
hiicreleri dogumda yaklasik 1 milyon kadardir. Bu say1r menarja kadar azalir ve

menarjda primordial follikiil havuzunda yaklasik 400bin follikiil bulunur (20).
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Yasam boyunca follikiiller primordiyal follikiill havuzundan gelisen follikiil
havuzuna gecis yapar, gelisen follikiillerin fazlalig1 atreziye ugrayarak yok olur (31).

Oosit kaybi devamli bir siirectir ve oositlerin atreziye ugramasi primer,
sekonder ve antral asamalarda gozlenir. Oosit kayb1 yaklasik 14 yaslarina kadar artis
gosterirken daha sonra bireyin menarjindan itibaren menopoza kadar atrezi azalir.
Menopoza girince ovaryumda yaklasik 1000 tane primordiyal follikiil gelismeden
kalir (37).

Primordiyal follikiil havuzundaki baslangi¢ sayisi ile oosit kaybindaki miktar
bireysel olarak degiskenlik gosterir. Ortalama bir rakam verilecek olursa baslangicta
her bir ovaryumda yaklasik 35 bin ile 2,5 milyon primordiyal follikiil bulunur ve bu
say1 14 yasina kadar ayda 100 ile 7,500 primordiyal follikiiliin atreziye ugramasi ile
en yliksek seviyeye ulasir (28).

2.8. Mentrual Siklus

Kadinlarda her ay ovaryum siklusunda ger¢eklesen degisikliklere bagli olarak
uterus endometriyumunun fonksiyonel (pars fonksiyonalis) tabakasinda goriilen
farklilasmalardir. Menstrual siklus 28 giinde bir tekrar eder. Menstruasyon,
proliferasyon, sekresyon ve iskemi olmak tizere 4 asamada gergeklesir (Sekil 2.4).
Proliferasyon evresi ovaryumlarda gelisen follikiillerden salgilanan &strojen
hormonunun artisi ile uyarilir. Endometriyumun bazal tabakasi, fonksiyonel kismini
yeniler, bez yapilar1 ve kan damarlar1 uzar ve endometriyumun esnekligi artar.
Proliferasyon evresinin sonunda LH artisina bagli olarak ovaryumlarda ovulasyon
gergeklesir (35).

Sekresyon evresinde ovaryum korpus luteumundan iiretilen progesteron
miktarindaki artig Ostrojen etkisiyle gelisen endometriyumdaki arterler (spiral
arterler) daha ¢ok kivrilir, endometriyuma daha fazla kan akimi artar. Progesteron
ayrica endometriyal bezlerin boyutlar1 artar, hiicrelerde glikojen birikimi olur ve
bezler uterus bosluguna besin salgilamaya baslar. Besinler embriyonun implante
olana kadarki besin ihtiyacini karsilar.

Dollenme olmazsa spiral arterler kasilir ve endometriyumun fonksiyonel

tabakasina yeteri miktarda kan akimi saglanamaz ve iskemik evreye girer.
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Iskemik evrede endometriyumun fonksiyonel tabakasi nekroza ugrar. Spiral
arterlere tekrar kan akimi gelmesi ile fonksiyonel tabaka yiizeyden ayrilir ve kanla

birlikte vajinadan atilir. Mestruasyon evresi yaklasik 3-5 giin stirer (35, 38).

Ovary
Primordial follicles Developing follicles Ovulation Corpus luteum Corpus albicans.

\ \
@ © 4 dF @

Endometrium

Sekil 2.4: Menstrual Siklus. Kaynak: Greys anatomy 41. Baski sf 1307. Copyright 2016

2.9. Sicanlarda Ostrus Siklusu

Insanlardaki menstrual siklusa karsilik siganlarda goriilen siklustur. Ortalama
4-5 giinde bir gergeklesir (39, 40). Vajinal simir bu donemleri belirlemede kullanilan
en genel yontemdir. Dort fazdan olusur; prodstrus, Ostrus, metadstrus, didstrus.

Prodstrus Donemi: 12-14 saat siirer. Vajinal simirde yogun miktarda
keratohiyalin graniilleri igeren yassi epitel hiicreleri gozlenir (Sekil 2.5). Dénemin
erken ve orta donemlerinde bir miktar 16kosit ile ge¢ donemlerinde keratinize olmus
epitel hiicreleri bulunur. Epitel hiicreler histolojik olarak asidofilik 6zelliktedir.
Yapisi bozulmus olan korpora lutea da merkezde fibr6z doku olusumu ve hiicrelerde
yaygin olarak sitoplazmik vakuoller tanimlanir. Ovulasyon bu donem sonunda

gerceklesir.

14



e e X o P ®
4’9“/ = y 7 ‘\”_\ e
f y AR @ 74 \ -
() P H T ) é G
) D(’r’ r’\\ —
> Y @ &
N =2 ©)
& o v
e SR ) 2
) ‘ A ok Re 2
/!"‘ -~ /‘." e A X o I,.) <
L J 12. i A 4 ’
PR U Gy ¥ D A\ b,
e > = \ 8
Y v A 7Y e
% < ag J ' N B » \'?\@ o
: N AP > )
= (.3 ,7 fs a9 S, %&'\ (‘; ; R
pe ?‘A‘:" =) p TN '/// bz 95.
N /7% ) LG e
o - o> g
<3 ._nﬂ? s »4‘ "‘7 (Z.’ &
“' ,1,'?"‘ . e = (7 g‘\
% ) 3K - 9 D . > X3
! gﬂ g \315 T > @ Y
) s &L S22 C} s
- ’:[) ~ K ”L‘\. —\\) q G\ \
- e i SR y 100 pm S
P 95 & . . oy
ra® - s 5 A

Sekil 2.5: Proostrus Donemi vajinal simir 6rnegi. Yogun miktarda epitel hiicre (E) dokiintiisii
goriilmektedir. 100x biiyiitmede, herhangi bir boyama uygulanmadan gozlendi.

Ostrus Dénemi: 25-27 saat siirer. Vajinal simirde yogun miktarda ¢ekirdegini
kaybetmis keratinize hiicreler bulunur (Sekil 2.6). Dénem sonunda 16kosit sayisinda
artis gdzlenir. Histolojik olarak hiicreler daha bazofilik boyanir. Ostrus doneminde
ovaryumda yapisi bozulmus corpora lutea ve yeni olusan ufak boyutlu corpora lutea
yer alir. Yeni olusanlarda merkezde follikiiler evreden kalma siv1 birikintili kavite
bulunur, merkezi fibr6z doku heniiz olusmamistir. Bu donem disi si¢anlarin erkek

siganlar kabul ettigi donemdir, dollenme bu donemde gerceklesir.
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Sekil 2.6: Ostrus Donemi vajinal simir goriiniimii. 100x biiyiiltmede.

Metaostrus Donemi: 6-8 saat siirer. Vajinal simirde neredeyse esit miktarda
dagilim gosteren 16kosit ve epitelyal hiicreler ile bir miktar keratinize hiicre bulunur
(Sekil 2.7). Korpora lutea s1vi dolu merkezi bosluga sahiptir. Ostrus dénemine gore
daha bazofilik boyanir. Boyut olarak didstrus donemindeki Korpora lutea’dan daha
kiigiik captadir.
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Sekil 2.7: Metadstrus Dénemi vajinal simir goriiniimii. 100x bityiiltmede.

Vajinal simirde yogun miktarda

55-57 saat siirer.

Diostrus DoOnemi:

cekirdekleri bazofilik 16kositler goriiliir (Sekil 2.8). Ovaryumlarda yeni olusmus

korpora lutea hiicrelerinde ¢ok sayida vakuoller gozlenir. Vakuoller steroid sentezine

bagli olarak erimis kolesterol damlalarindan olusur (41).
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Sekil 2.8: Diostrus Donemi vajinal simir goriiniimii. 100x biiyiiltme.
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2.10. Anti-Miillerian Hormon

Miillerian inhibe edici madde (MIF) olarak da bilinen anti-Miillerian hormon
(AMH) dimerik glikoprotein yapida olup biliylime ve farklilasma faktorlerinden
transforming growth factor B (TGF-B) siiper ailesinin bir tyesidir (42, 43). AMH
erkek bireylerde fotal donemde Miiller kanalinin gerilemesi ve puberteye dek
testikiiler farklilasmanin gergeklesebilmesi ig¢in gerekli bir faktordiir ve Sertoli
hiicrelerinden salgilanir (44). Kadinlarda ise AMH, ovaryumlarda kiibik hale gelen
primer follikiillerin graniiloza hiicrelerinden eksprese edilir. AMH iiretimi prenatal
donemde baslar ve menopoza kadar devam eder (45). Disi rodentlerde, AMH
salmimmi dogumdan Once gozlenmez, fakat dogumdan birka¢ giin sonra gelisen
follikiillerde AMH salinimi1 ortaya ¢ikar. AMH salinimi ilk olarak erken donemdeki
primer follikiil hiicrelerinde gozlenir. Ekspresyonun en yiiksek seviyeye ulastigi
follikiiller preantral ve kiiglik ¢aptaki antral follikiillerdir. Preovulatuvar diizeydeki
follikiillerin mural graniiloza hiicrelerinde ve atreziye ugrayan follikiillerde AMH
salinimi gozlenmez (46, 47). Preovulatuvar follikiillerin kumulus hiicrelerinde
gozlenir (48).

AMH ovaryumlarda follikiilogenezin erken donemlerinde bir cesit inhibe
edici biiylime faktorii olarak fonksiyon gosterir ve primordiyal follikiil gelisimini
inhibe eder. Bu inhibisyon nedeni olarak primordiyal follikiillerdeki pregranulosa
hiicre kokenli AMH ekspresyonunun parakrin etkisi olabilecegi disiiniilmektedir
(47). AMH eksikliginde primordiyal follikiiller sayica daha fazla gelisim gosterir;
normal ovulasyon oranina ragmen ovaryumlarda daha fazla gelisen follikiil olmasi,
oosit dejenerasyonunu ve follikiil atrezisini artirarak erken yaslarda primordiyal
follikiil havuzunun bosalmasina neden olur (12, 49).

AMH, FSH uyarimina bagl follikiil gelisimini baskilayarak fazla miktarda
follikiilin gelisimini engeller (50). Her follikiiliin kendine ait bir FSH esik degeri
vardir ve preovulatuvar evreye gecmek icin bu esigin asilmasi gerekir. AMH, FSH
uyartmini  baskilar. Ayni zamanda tiim follikiillerin ovulasyona erigimini

engelleyerek dominant follikiiliin segilimde de rol oynar (Sekil 2.9) (51).
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Ayrica anti-Miillerian hormon aromataz aktivitesini inhibe ederek LH
reseptdr sayisini ve Ostrojen biyosentezini azaltir. AMH salinimi kiiglik antral
follikiillere kadar devam eder. Follikiil yaklasitk 8mm ¢apa ulasinca AMH salinimi
azalir, AMH azalinca FSH ve &strojen serbet kalir. Ostrojen ve FSH en yiiksek
degere ulasir ve LH pikini tetikler ovulasyon gergeklesir (52).

Benzer yaslardaki kadinlarda bireysel farkliliklara bagli olarak AMH
saliniminda da farkliliklar gdzlenebilir. Ozellikle kadin bireylerdeki etnik farkliliklar
antral follikiil sayisinda ve buna baghh olarak da AMH salininmi miktarinda
farkliliklara sebep olur (53-55).

Yapilan bazi ¢calismalarda AMH miktarinin viicut kiitle indeksi ile de iliskili
oldugu goriildii. Yasa bagli viicut kiitle indekslerinin AMH salinimi ile negatif
korelasyon igerisinde oldugu saptandi (53, 54, 56). Ayrica dominant follikiillerden ve
korpus luteumdan salgilanmamasina ragmen AMH miktar1 menstrual siklus boyunca
degisiklik gostermemektedir (16, 57, 58). Dolasimda AMH miktar1 degiskenlik
gosterir. Dogumdan hemen sonra ilk en yiiksek seviyesine erisir ve yaklasik 9 yasina
kadar bu seviye sirdiiriiliir. Puberteye girince, 9-15 yaslar1 arasinda, AMH
miktarinda ufak bir azalma gdzlenir. ikinci en yiiksek seviyeyi de 25°li yaslarda
yasayan AMH, bu siireden itibaren 50-51 yaslarina kadar yavasca azalma gosterir ve
menopoz ile birlikte serumda neredeyse 6l¢giilemez hale gelir (59). Dolasimdaki amh
miktar1 iki ovaryumda toplam gelismemis graniiloza hiicreleri ile toplam gelisen
follikiil sayisin1 yansitir. Buna bagl olarak serum amh miktar1 orayum rezervi igin
cok 1iyi bir belirtectir (60, 61). Erken yaslarda AMH miktarinin az olmasi menopoza
da erken yaslarda girilmesine sebep olur. Menopoz yas farkliliklarinin

belirlenmesinde genetik faktorler biiytik rol oynar (62, 63).

Primodial Primary Secondary  Preantral Small antral Preovulatory

Sekil 2.9: Anti-Miillerian Hormon ve follikiillogenez. Kaynak: Garcia A., Grynnerup A.,
Lindhard A., Sorensen S. The role of anti-Miillerian hormone in female fertility and infertility-
an overview. 2012 91:1252-1260.
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2.11. inhibin-B

Inhibin terimi ilk olarak 1932 yilinda McCullagh tarafindan pitiiiter FSH unu
diizenleyici proteinli gonadal faktor olarak belirledi (64). 1977 yilinda Schwartz and
Channing bu protein maddesinin follikiil sivisinda FSH dalgalanmasini saglama
yetenegi oldugunu gosterdi (65). Transforme edici biiyiime faktorii B ailesinin bir
diger peptid iiyesi olan inhibinler, heterodimerik glikoprotein yapidadir. Bir a ve iki
farkli B alt birimden olusur. Alt birimler apa seklinde dizilmis ise inhibin A, afg
seklinde dizilmis ise inhibin B olarak adlandirilir (66-68). Inhibin A ve inhibin B
tireme sistemini diizenleyen yapilardir (69). Gonadotropin dalgalanmalari, ovaryum
steroidleri ve ovaryum protein hormonlari ile olan etkilesimi ovulasyonun
gerceklesmesinde ve fertilizasyon olmamasi halinde yeni siklusun olusumunda tam
bir orkestra sefi gibi davranir (70, 71). Inhibin-B, graniiloza hiicrelerine 6zgii bir
hormondur ve gelisen uyarilmamis preovulatuvar follikiillerden, preantral ve kii¢iik
antral follikiillerden salgilanir. Bu yilizden dolasimdaki miktari genelde follikiil
sentezini belirtmektedir. Inhibin B gelisen kiigiik antral follikiil sayisin1 gosteren bir
belirteg gorevi de istlenir. INHB miktarinin azalmasi tiretken yaglarda follikiil
sayisinin azaldigimi gosteren en erken donem belirtecidir (72). Inhibin-B follikiiler
kompartmanda birktirilir ve bir kismi dolagima verilir. Boylelikle ara follikiiler
donemde dolagimdaki INHB’in en fazla salgilandigi dénem, ovaryumda da ayni
tipteki follikiillerde follikiil sivisi igerisinde en yogun salgilamasini yapmasi
beklenir, 6zellikle de yeni se¢ilmis dominant follikiilde. Follikiil sivis1 icerisindeki
INHB miktarinin follikiilogenezde follikiil caplariyla iliskili oldugu belirlendi. O
kadar ki 10-12 mm c¢apina sahip follikiiller en yiiksek INHB konsantrasyonuna
sahiptir; follikiil sivisi icerisinde dolasimdan bin kat daha fazla miktarda ol¢iiliirken
6-7mm capindan az boyuttaki follikiillerde ise INHB miktar1 ¢ok daha az miktarda
olgiliir (73).

Menstrual siklus boyunca da INHB miktar1 degiskenlik gosterir. inhibin B
ekspresyonu follikiil hiicreleri luteinizasyona giderken artis gosterir. INHB zirvesi,
FSH zirvesinden 1-2 giin sonra gozlenir (74). INHB endokrin diizenleyici olarak

gorev alir. INHB ekspresyonu hipofiz bezinden direk FSH salinimini baskilar (75).
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Follikiilogenezin ortasinda ostradiol ve inhibin B sekresyonunda artis olur. Bu artis
gelismeye devam edecek kiigiik antral follikiillerin se¢ilimini gosterir. Daha sonra
inhibin B ve ostradiol merkeze negatif geri bildirimde bulunarak FSH salinimini
azaltir ve dominant follikiil secilir. Ovulasyon sirasinda da ikinci en yiiksek seviyede
goriiliir (76).

Kiigiik antral follikiil (3-12mm ¢apli) sivisinda INHB konsantrasyonu ile
testosteron/ androstenodion arasinda pozitif yonde giiglii anlamlilik vardir. inhibin-B
teka hiicre bagimli androjen {iretiminde parakrin etki yarattigi diisiiniilmektedir.
Inhibin-B hormonunun menstriial siklusta endokrin ve parakrin etki yaratarak
follikiiler fazda dominant follikiiliin belirlenmesinde fizyolojik hormon olarak

onemli bir gorev Ustlendigi diistiniilmektedir (77).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢aligma Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 2016/05 numarali izni ile gergeklestirildi (Bkz.EK.1). Ayni zamanda
Abant Izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklendi (Proje Numarasi: 2016.08.03.1080).

3.1. Deney Hayvanlar1 Bakimi ve Gruplandirma

Deney hayvanlari, Abant Izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezinden elde edildi. Deneyde Wistar Albino siganlar
kullanildi. Gruplar igerisindeki bireyler rastgele segildi, asagidaki sekilde diizenlendi,

Grup 1 Prepubertal Dénem 6 adet
Grup 2 Aktif Uretken Dénem 6 adet
Grup 3 Premenopoz-menopoz Donem 6 adet

Hayvanlar, her grup ayri olarak tabani ve yanlar plastik, tistii demir tel ile
kapli standart kafeslere yerlestirildi. Oda sicaklign 20°C’de sabit tutuldu. Isiklar
sabah 6’da agilmak sureti ile 12 saat giindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde ayarlandi.

Hayvanlar ad libitum olarak standart pellet ve cesme suyu ile beslendi.

3.2. Ostrus Siklusu Degerlendirme

Deneklerin 6strus sikluslarini belirlemek igin vajinal simir alindi. Vajinal
salgi, 10uL serum fizyolojik (NaCl %0,9) plastik pastor pipetine gekilerek sigan
vajinasima ¢ok derine girmeyecek sekilde verilip geri cekilerek toplandi. Toplanan
salgi lamlara alindi. Her hayvan igin ayr1 temiz pipet ve lam kullanildi. Materyal
boyanmadan 151k mikroskobunda 10 ve 40’lik objektiflerle incelenerek {i¢ tip hiicre

gozlendi. Hiicrelerin yogunluklarina bagli olarak donemler belirlendi (78, 79).
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3.3. Doku érneklerinin toplanmasi

Prodstrus donemindeki siganlar 0,Iml/g ksilazin ve 0,2ml/g ketamin
intraperitonel enjeksiyon ile anestezi altina alindi. Agirliklar terazi ile dlgtldi ve
operasyona alindi. Kan, venakava inferiordan alindi. Kanlar biyokimyasal analizler
icin 5cc’lik vakumlu enjektorlerle tiiplere alindi, 3000 rpm/dk’da 10dk santrifiij
edilerek pastor pipeti ile serumlar eppendorf tiiplere alindi. Serumlar -80°C’de
saklandi.

Kan alimindan sonra denegin karin bolgesi agilarak ovaryumlar ¢ikarildi,
agirliklar tartildi ve %10’luk nétral formalin igerisine koyuldu. Ornekler +4 °C’de
muhafaza edildi.

3.4. Histolojik Takip

Takibi yapilacak dokular formaldehitten temizlenmek amaciyla Once
yikamaya alindi. Histolojik takip dehidratasyon, seffaflandirma ve gémme olmak
lizere Uic asamada gerceklestirildi. Dehidratasyon i¢in dokular %70ten baslayan
%100’e kadar giden etil alkol soliisyonlarindan gegirildi. Seffaflandirma igin ksilol
kullanild1 ve dokular parafin bloklara gomiildii. Takip asamalar1 bekleme siireleri

asagidaki sekilde yapildi.

Asama Bekleme Siiresi
%70’lik Alkol 1 saat
%80’lik Alkol 1 saat
%96’k Alkol 1 saat
%100’lik Alkol 1 saat
Alkol + Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol + Parafin 1 saat
Siv1 Parafin 1 saat

Parafine GOmme
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3.5. Isik Mikroskobik Boyamalar

Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2125 RT) ile 5
mikrometre kalinligindaki seri kesitler, rutin boyamalar i¢in rodajli (Patolab Ref.
N0:165014), immiinohistokimyasal boyamalar i¢in pozitif sarjli (Patolab
Ref:165013) lamlara alindi.

3.5.1. Hematoksilen ve eozin boyama

Rutin incelemeler amaciyla hematoksilen-eozin boyamasi yapildi. Boyama
oncesinde kesitler 60°C’de 30 dakika bekletildi. Boyama asamalar1 asagida
gosterildigi sekilde yapildi.

Asama Bekleme Siiresi
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
%100’lik Alkol I 5 dakika
%100’liik Alkol II 1 dakika
%96’k Alkol I 1 dakika
%96’k Alkol II 1 dakika
Distile suda yikama 3 kez
Mayer Hematoksilen 5 dakika
Distile suda yikama 3 kez
Asit Alkol 10 saniye
Distile suda yikama 3 kez
Amonyum 10 saniye
Distile suda yikama 3 kez
%80’1ik Alkol soliisyonu 2 dakika
Eozin 2 dakika
%96°lik Alkol I 2 dakika
%96’k Alkol II 2 dakika
%100’lik Alkol I 2 dakika
%100’lik Alkol II 2 dakika
Ksilol | 2 dakika
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Ksilol 11 2 dakika
Entellan ile kapatma

3.5.2. Mosson trikrom boyama

Bag dokuyu inceleme amaciyla Masson iiglii boyamasi yapildi. Boyamadan
once kesitler 60°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi. Boyama asamalar1 asagida
gosterildigi sekilde yapildi.

Asama Bekleme Siiresi
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
%100’lik Alkol I 5 dakika
%1001k Alkol 1T 3 dakika
%96°1ik Alkol I 3 dakika
%96°1ik Alkol II 3 dakika
Distile suda yikama 3 kez
Hematoksilen (A+B esit 20 dakika
miktarda aristirilarak

hazirlanir)

Distile suda yikama 3 kez
Asit Fucsin 5 dakika
Distile suda yikama 3 kez
Fosfotungustik Asit 6 dakika
Metilen Mavisi 5 dakika

%50°1ik Alkol soliisyonu 30 saniye
%70’1lik Alkol soliisyonu 30 saniye
%96’11ik Alkol soliisyonu 30 saniye
%100’liik Alkol soliisyonu 30 saniye
Ksilol | 1 dakika
Ksilol 11 1 dakika

Entellan ile kapatma
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3.5.3. Periyodik asit schiff boyama

Zona pellusida, bazal membran degerlendirmesi igin PAS boyamasi yapildi.
Boyamadan 6nce kesitler 60°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi. Boyama asamalar
asagidaki sekilde yapildi.

Asama Bekleme Stiresi
Ksilen | 5 dakika
Ksilen I 5 dakika
%1001k Alkol | 5 dakika
%1001k Alkol IT 1 dakika
%9611k Alkol I 1 dakika
%96’lik Alkol IT 1 dakika
Distile suda yikama 2 kez
Periyodik Asit 7 dakika
Distile suda yikama 2 kez
Schift 20 dakika
Akan su altinda yikama 10 dakika
Mayer Hematoksilen 1 dakika
Akan su altinda yikama 15 dakika
%70’1lik Alkol soliisyonu 30 saniye
%80’lik Alkol soliisyonu 30 saniye

%96’11ik Alkol soliisyonu 30 saniye
%1001k Alkol soliisyonu 1 dakika
Ksilol | 1 dakika
Ksilol 11 1 dakika
Entellan ile kapatma
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3.5.4. Immiinohistokimyasal boyamalar

Kesitler bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi. AMH boyamasi i¢in primer
polyclonal goat anti-anti-Miillerian hormon (Santa Cruz sc-6886, 1:100); sekonder
olarak Thermo Scientific UltraVision Large Volume Detection System Anti-
Polyvalent, HRP (Ref. No.: TP-060-HL); Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) boyama i¢in Roche In Situ Cell Death
Detection Kit, POD (Cat. No.: 11684817910) kullanildx.

Immiinohistokimyal boyama asamalar1 asagidaki sekilde yapildi.

1. Deparafinizasyon amaciyla kesitler sirayla ksilol ve alkol serilerinden gegirildi.
2. Rehidratasyon i¢in distile su ile kesitler yikandiktan sonra Phosphate Buffer Saline
(PBS) igerisine alinir, 2-3dk kesitler PBS igerisinde yikandi.
3. Kesitler pH:6.00 sitrat tampon ¢ozeltisi igerisinde mikrodalgada 360Watt’ta 10dk
kaynatildu.
4, Kaynamadan sonra Kesitler sitrat tampon igerisinde oda sicakliginda 20-30 dakika
sogumaya alindi.
Dokularin etraflart PAP pen ile silindi, tablaya dizildi.
PBS ile 2 kez yikandi, suyun fazlasi1 dokulardan alindi.
Hidrogen Peroxidase ile 10-20dk oda sicakliginda muamele edildi.
PBS ile 2 kez yikandi, suyun fazlasi1 dokulardan alindi.
Serum Block (Ultra V Block) ile 10-15dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
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10.  Yikama yapmadan, iiriin uygulama prosediiriine uygun olarak primer antikor
kesitler tizerine damlatildi ve inkiibe edild1.

11.  PBSile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alindi.

12.  Biotinylated sekonder antikor ile 20-45dk oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

13.  PBSile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alindi.

14. Horse Radish Proxidase (HRP) ile 15-30dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

15.  PBSile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alind1.

16. DAB kromojen damlatildi, 15-60sn inkiibe edildi.

17. Distile su ile 2-3 kez yikandi.

18. Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildi.

19.  Distile su ile 2-3 kez yikandi.

20.  Dehidratasyon amaciyla dokular sirasiyla alkol serileri ve ksilolden gegirildi.
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21.  Entellan damlatilarak boyali dokularin iizeri lam ile kapatildi.

TUNEL Boyama Prosediirii
Ovaryum dokusundaki apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla TUNEL
(Roche Cat. No.:11684817910) boyamasi yapildi. Asamalar asagidaki sekilde
yapild.
1. Deparafinizasyon amaciyla kesitler sirayla ksilol ve alkol serilerinden gegirildi.
2. Rehidratasyon igin distile su ile kesitler yikandiktan sonra Phosphate Buffer Saline
(PBS) igerisine alind1, 2-3dk kesitler PBS igerisinde yikandi.
Dokularin etraflar1 PAP pen ile silinir, tablaya dizildi.
Proteinaz K damlatilarak 37°C’de 15-30dk inkiibe edildi.
PBS ile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alindi.
Hidrojen Peroksit damlatilarak 5-10dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
PBS ile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alind1.
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Enzim soliisyonu ve label soliisyonu karistirilarak (1pl Enzim soliisyonuna 80ul

label soliisyonu olacak sekilde) Tunel karigitmi hazirlandi ve kesitler iizerine

damlatildi.

9. PBS ile 2-3 kez yikandi, suyun fazlasi: dokulardan alindi.

10.  Her bir dokunun iizeri ortiilecek sekilde converter POD damlatilarak 37°C’de
30dakika inkiibe edildi.

11.  PBSile 2-3 kez yikandi, suyun fazlas1 dokulardan alind1.

12. DAB kromojen damlatildi, 15-60sn inkiibe edildi.

13.  Distile su ile 2-3 kez yikandi.

14. Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildi.

15.  Distile su ile 2-3 kez yikandi.

16.  Dehidratasyon amaciyla dokular sirasiyla alkol serileri ve ksilolden gegirildi.

17.  Entellan damlatilarak boyali dokularin tizeri lam ile kapatildi.

3.5.5. Ovaryum dokusunun histolojik degerlendirmesi

Hematoksilen eozin boyamasi yapilan seri kesitler 151k mikroskobu (Olympus
CX21) ile incelendi ve fotograflandi1 (Nikon eclipse 80i). Tunika albugineya altindan
baslanarak medullaya kadar ovaryum dokusunda net bir sekilde gdzlenen tiim

follikiiller primordiyal, primer, preantral, sekonder ve tersiyer olarak siiflandirilarak
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sayildi. Once her bir kesitteki follikiiller belirlendi, daha sonra tek bir ovaryuma ait
follikiil sayilar1 toplandi, ortalama alinarak her bir ovaryumda bulunan follikiil say1s1
cesitlerine gore belirlendi (20X objektif).

Her gruptaki bireylerde AMH boyamas1 gosteren ve gostermeyen follikiiller
degerlendirildi. AMH pozitif boyanan follikiil hiicreleri ve boyanma siddeti
belirlendi (200x biiyiiltme ile).

Apoptotik hiicre degerlendirmesi i¢in ¢ekirdekleri koyu kahverengi boyanan
follikiil hiicreleri TUNEL pozitif olarak kabul edildi.

3.6. Biyokimyasal Analiz

Biyokimya analizler Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Arastirma Laboratuari’nda yapildi. Analizleri yapilacak serumlar once -
80°C dereceden alinip -20°C’ye daha sonra +4°C dereceye alinarak kademeli olarak
1s1t1ldi. Hormon olarak AMH, INHB, FSH, E2 ve testosteron diizeylerine bakildi.
Hormon dl¢timleri igin elektrokemoluminsent immunoassay (ELISA) yontemi
kullanildi. Referans araliklart AMH (kit Elabscience E-EL-R0640) i¢in 0.156-
10ng/mL, FSH (kit Elabscience E-EL-R0391) igin 3.125-200ng/mL, INHB (kit
Elabscience E-EL-R1027) i¢in 15.625-1000pg/mL, E2 (kit Elabscience E-EL-0065)
icin 40-1400pg/mL, testosteron (kit Elabscience E-EL-0072) i¢in 0,1-20ng/mL
alindi. Olgiim cihaz1 olarak BioRad ELISA okuyucu kullanildi. Elde edilen degerler

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.7. Istatistiksel Hesaplama

Verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS 17.0 paket programi kullanildi.
Gruplarin oncelikle ortalama ve ortanca degerleri ve standart sapmalar1 hesaplandi.
Parametreler gruplar arasi dagilimi One Way ANOVA analizi ile belirlendi. Her bir
grup arasindaki iligki ise Post Hoc Test ile dlgiildii. Istatistiksel anlam degeri p<0,05

olarak alind.
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4, BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Sonuglar

Biyokimya analizleri sonucunda AMH, INHB, FSH, E2 ve testosteron
hormonlar1 dlgiildii. AMH ve E2 degerlerinde gruplar arasi dagilim istatistiksel
olarak anlamlilik saglarken INHB FSH ve testosteron arasinda bir fark goriilmedi
(Istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05) (Tablo 4.1). Serum AMH miktarinimn gruplar
arasinda degiskenlik gosterdigi saptandi. AMH seviyesi prepubertal donemde, diger
donemlere oranla daha az miktarda ekspresyon gosterdi. Aktif tireme déneminde ise
artis gosterirken premenopoz-menopoz doneminde AMH ekspresyon miktarinin
azaldig1 gozlendi (Sekil 4.2). Prepubertal dénem ile aktif lireme donemi arasinda
anlamli bir fark goriildii p=0,033. Prepubertal dénem ile premenopozal ve menopoz
donemi, aktif tireme donemi ile premenopozal ve menopoz donem arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 4.1). Serum AMH miktari ayni
zamanda inhibin B ve Ostradiol miktar1 ile pozitif yonde anlamlilik gosterdi (Tablo
4.2). Serum inhibin B miktarinda da yasa baglh degiskenlik gozlendi. Aktif lireme
doneminde diger donemlere gore daha fazla ekspresyon oldugu goriildii (Sekil 4.4).
Serum inhibin B, FSH miktar1 ile negatif yonde, AMH, 6stradiol ve testosteron
miktarlari ile pozitif yonde korelasyon gosterdi (Tablo 4.3). Deney gruplari ile INHB
miktar1 arasinda anlamli bir fark goézlenmedi (Sekil 4.3). Serum FSH miktarinin
prepubertal donemde en yiiksek seviyede, aktif iireme doneminde en az miktarda
eksprese edildigi gozlendi. Premenopoz-menopoz doneminde ise bir miktar artis
gosterdi (Sekil 4.5). Serum E2 miktarinin prepubertal donemde diger gruplara oranla
az miktarda salgilandigr gozlendi. Aktif ilireme doneminde ekspresyon artis
gostermekte ve premenopoz-menopoz doneminde ise bu miktar azaldi (Sekil 4.6).
Serum testosteron miktar1 prepubertal ve aktif ireme doneminde oldukca yiiksek
seviyede iken premenopoz-menopoz doneminde ise oldukga diistik seviyede
gozlendi (Sekil 4.7).
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Tablo 4.1: AMH, INHB, FSH, E2 ve Testosteron hormonlarmin serum miktarlari. (Ortalama
deger + Standart sapma).

Mean + SD AMH INHB FSH E2 TESTO
Grup 1 421+195 | 44,01 +16,55 | 22,77+ 14,29 | 150,00 + 29,00 | 2,40 +0,59
Grup 2 6,84+ 1,68 | 48,09=+9,38 12,69+235 | 222,91+34,08 | 2,34+1,91
Grup 3 556+1,11 | 45,01+7,27 15,79+2,86 | 155,63+17,48 | 1,93+ 0,66
p Degeri 0,041* 0,825 0,145 0,001* 0,512
Tablo 4.2: Serum AMH hormon miktarmin diger hormonlarla iliskisi.
INHB FSH E2 TESTO
AMH 0,000* 0,433 0,000* 0,988
Tablo 4.3: Serum INHB miktariin diger hormon miktarlari ile karsilastiriimasi.
AMH FSH E2 TESTO
INHB 0,000* 0,001* 0,000* 0,000*
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Sekil 4.1: Deney gruplarina ait serum AMH miktarlari.
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Sekil 4.2: Serum AMH miktarinin yasa bagh dagilimi.
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Sekil 4.3: Deney gruplarina ait serum INHB miktarlar.
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Sekil 4.4: Serum INHB miktarmin yasa bagh dagilim.
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Sekil 4.5: Serum FSH miktarinin yasa bagh dagilima.
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Sekil 4.6: Serum ostradiol miktarinin yasa bagh dagilin.
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Sekil 4.7: Serum testosteron miktarinin yasa bagh dagilimi.

36




4.2. Hayvan ve Ovaryum Agirhiklar:

Hayvan ve ovaryum agirliklarina bakildigi zaman gruplar arasinda anlamli bir

fark bulundu (istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak alindi) (Tablo 4.4).

Hayvan agirliklar1 ve ovaryum agirliklar1 yasa bagh olarak artis gosterdigi gozlendi
(Sekil 4.8, Sekil 4.9).
hayvan agirliklar1 anlamli fark gosterdi p<0,005 (Sekil 4.10). Serum AMH miktari

Yasa bagl degiskenlik gosteren serum AMH miktan ile

ile ovaryum agirliklar istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi. Yasa bagh

serum inhibin B salinim miktar1 ise hem hayvan hem de ovaryum agirliklar ile

anlaml1 bir fark gosterdi p<0,005 (Sekil 4.11).

Tablo 4.4: Serum AMH, INHB miktarlari ile hayvan ve ovaryum agirhiklarinin gruplara gore
dagihmi. (Ortalama + Standart Sapma).

Mean + SD AMH INHB Hayvan Agirliklart | Ovaryum Agirliklar
Grup 1 421+195 | 44,01+ 16,55 82,33 +5,09 0,05+ 0,01
Grup 2 6,84+1,68 | 48,09+9,38 205,29 + 5,20 0,12+ 0,01
Grup 3 556+1,11 | 45,01+7,27 238,75+ 19,33 0,15+ 0,02
p Degeri 0,041* 0,825 0,000* 0,000*
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Sekil 4.8: Hayvan agirhiklarinin yasa bagh dagilimu.
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Sekil 4.9: Ovaryum agirhiklarimin yasa bagh dagilimi.
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Sekil 4.10: Serum AMH miktari ile hayvan agirhiklar.
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Sekil 4.11: Serum INHB miktari ile hayvan agirhiklar1 arasinda.
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4.3. Follikiil Sayim

Yapisal degerlendirme ve follikiil sayimi1 yapilan sigan ovaryumlarinda yasa
bagli olarak ovaryum hacminin attig1 gézlendi. Yasa bagl olarak damarlanmanin
artt1g1 ve korteks stromasina bol miktarda liiteal hiicre yayildigi1 gézlendi (Sekil 4.21,
Sekil 4.22). Prepubertal donemdeki hayvanlarda diger gruplara oranla daha fazla
miktarda gelisen follikiile rastlandi ve korpus luteum yapilar1 gozlenmedi (Sekil
4.12). Korpus luteum, aktif iireme Vve premenopoz-menopoz doénemindeki
hayvanlarda gozlendi. Ozellikle premenopoz-menopoz dénemindeki hayvanlarda
diger gruplara gore daha fazla korpus luteuma rastlandi (Sekil 4.16, Sekil 4.21).
Premenopoz-menopoz donemindeki hayvanlarda diger gruplara kiyasla az miktarda
olsa da gelisen follikiile rastlandi (Sekil 4.22). Primordiyal ve gelisen follikiil
sayillarinda yasa bagli gruplar arasinda anlamli fark vardi ve yasa bagh iki
parametrede de azalma gozlendi (Tablo 4.5). Prepubertal donem ile premenopozal-
menopoz donemi arasinda ve prepubertal donem ile aktif lireme donemi arasinda
anlamli iliski oldugu goriildii  (Sekil 4.23). Prepubertal dénem ile premenopoz-
menopoz donemi arasinda ve prepubertal donem ile aktif tireme donemi arasinda
anlamli iliski goézlendi (Sekil 4.24). Hem serum AMH hem de serum INHB
miktarlar1 ile primordiyal ve gelisen follikiil sayilar1 arasinda anlamlilik goriildi
(Tablo 4.6). Istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak alindi. Serum Anti-
Miillerian hormon ile primordiyal ve gelisen follikiil sayilar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu. Prepubertal ve aktif iireme doneminde primordiyal
follikiil sayilar1 ile serum AMH miktar istatistiksel olarak anlamlilik goriildi (Sekil
4.25). Prepubertal donemde gelisen follikiil sayilart ile serum AMH miktar
istatistiksel olarak anlamlilik go6zlendi (Sekil 4.26). Prepubertal, aktif tireme ve
premenopoz-menopoz donemde primordiyal follikiil sayilar ile serum INHB miktari
istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (Sekil 4.27). Prepubertal, aktif iireme ve
premenopoz-menopoz donemde gelisen follikiil sayilar1 ile serum INHB miktar

istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.12.: Prepubertal doneme ait sican ovaryumu. Diger gruplara kiyasla daha yogun
miktarda gelisen follikiil (ok ucu) goriilmektedir. Hematoksilen Eozin boyama 20x biiyiiltme.

Sekil 4.13: Prepubertal doneme ait sican ovaryumunda atretik follikiiller (AF), cams1 membran
(beyaz ok) ve apoptotik cisimcikler (siyah ok) goriilmektedir. PAS boyamasi. 200x biiyiiltme.
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Sekil 4.14: Prepubertal doneme ait ovaryumda cok kath kiibik hiicrelerden olusan primer
follikiil goriilmektedir (ok ucu). Hematoksilen Eozin boyama 200x biiyiitme.

-

Sekil 4.15: Aktif iireme donemine ait sican ovaryumlarinda preantral follikiil goriilmektedir (ok
ucu). Hematoksilen Eozin boyama 200x biiyiitme.
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Sekil 4.16: Aktif iireme donemine ait sican ovaryumu. Gelisen follikiillerle (ok ucu) birlikte
korpus luteum yapilar1 (KL) gozlenmektedir. Hematoksilen Eozin boyama 20x biiyiiltme.

Sekil 4.17.: Aktif iireme donemine ait tek kath yass1 hiicrelerden olusan primordiyal follikiiller
(ok ucu) goriilmektedir. Hematoksilen Eozin boyama 200x biiyiitme.
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Sekil 4.18: Aktif iireme donemine ait tek kath kiibik hiicrelerden olusan primer follikiil (ok ucu)
goriilmektedir. Hematoksilen Eozin boyama 200x biiyiitme.

Sekil 4.19.: Aktif iireme donemine ait ovaryumda sekonder (antral) follikiil goriilmektedir.
Hematoksilen Eozin boyama 200x biiyiiltme.
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Sekil 4.20.: Aktif iireme donemine ait ovaryumda tersiyer follikiil goriilmektedir. Hematoksilen
Eozin boyama 100x biiyiiltme.

Sekil 4.21.: Menopoz donemine ait sican ovaryumu. Az miktarda follikiil (ok ucu) ve yogun
miktarda korpus luteum (KL) yapilar1 gozlenmektedir. HE boyama 20x biiyiiltme.
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Sekil 4.22: Menopoz donemine ait sican ovaryumu. Gelisen follikiil siyah ok, primordial follikiil
beyak ok), korpus luteum (KL) yapilar1 ve stroma icerisinde dagilms liiteal hiicreler (L)
goriilmektedir. Masson Trikrom boyama 40x biiyiiltme.
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Tablo 4.5: Serum AMH, INHB miktarlari ile gelisen ve toplam follikiil sayisinin gruplara gore

dagilimi. Ortalama + Standart Sapma.

Gelisen Primordiyal
AMH INHB
Follikiil Sayis1 | Follikiil Sayis1
Grupl 4,21+1,95 44,01 + 16,55 20,83 + 3,92 18,83 £5,91
Grup 2 6,84 + 1,68 48,09 + 9,38 16,90 + 2,66 15,13 £3,63
Grup 3 556+1,11 45,01 + 7,27 10,68 + 0,99 7,98 + 1,96
p Degeri 0,041* 0,825 0,000* 0,001*

Tablo 4.6: Serum AMH ve INHB miktarlarinin ovaryum follikiil sayilari ile karsilagtirilmasi.

Primordiyal Follikiil Gelisen Follikiil Sayis1
Sayisi
AMH 0,000* 0,001*
INHB 0,000* 0,000*
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Sekil 4.23: Primordiyal follikiil sayilarinin yasa bagh dagilimi.
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Sekil 4.24: Gelisen follikiil sayilarinin yasa bagh dagilimi.
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Sekil 4.25: Serum AMH miktar1 ile primordiyal sayilar1 arasindaki farkin gruplara gore
dagilimi.
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Sekil 4.26: Serum AMH miktar ile gelisen follikiil sayilar1 arasindaki farkin gruplara gore
dagilimi.
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Sekil 4.27: Serum INHB miktan ile primordiyal sayilar1 arasindaki farkin gruplara gore
dagilimi.
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Sekil 4.28: Serum INHB miktar: ile gelisen follikiil sayilar1 arasindaki farkin gruplara gore
dagilimi.
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4.4, immiinohistokimyasal Anti-Miillerian Hormon Degerlendirmesi

Tim gruplara ait primordiyal follikiillerde herhangi bir AMH ekspresyonu
gozlenmedi. AMH ekspresyonu gelisen (primer, preantral, sekonder ve tersiyer)
follikiillerde gozlendi. Follikiiller yasa bagli olarak degerlendirildiginde ayni tipteki
follikiiller arasinda ekspresyonda bir fark gézlenmedi. Ge¢ donemdeki sekonder
follikiillerde ve tersiyer follikiillerde AMH salgilayan hiicre miktarinda azalma
oldugu, tersiyer follikiillerde sadece mural graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinde az

miktarda salinim oldugu gozlendi. Atretik follikiillerde, teka interna ve teka eksterna

hiicrelerinde AMH salinimi gézlenmedi.

Sekil 4.29.: Prepubertal doénem sican ovaryumunda farkh follikiil yapilarinda AMH
ekspresyonu. primordiyal (siyah ok), primer (beyaz ok), sekonder(SF), atretik (A) follikiil,
korpus luteum (KL). 100x biiyiiltme.
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Sekil 4.30: Prepubertal doneme ait sican ovaryumunda tek Katli follikiil hiicreli primer follikiil
(ok ucu) ve cok kath follikiil hiicreli primer follikiil yapisinda AMH ekspresyonu goriilmekte.
Teka interna ve eksterna hiicreleri (T). 200x biiyiiltme.

» J 8 |

Sekil 4.31: Prepubertal doneme ait sican ovaryumunda primordial follikiillerde AMH
ekspresyonunun olmadigi gorulmekte (ok ucu). 400x biiyiiltme.
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Sekil 4.32.: Prepubertal doneme ait sican ovaryumunda. cok kath primer follikiil hucrelerinde
AMH ekspresyonu gorulmektedri. 400x biiyiiltme.
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Sekil 4.33: Prepubertal doneme ait sican ovaryumunda tersiyer follikiil goriilmektedir. Mural
graniiloza (beyaz ok), kumulus hucreleri (siyah ok) 100x biiyiiltme.
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Sekil 4.34: Aktif lireme donemine ait sican ovaryumundaki primer follikiil hucrelerinde AMH
ekspresyonu gorulmektedir. 400x biiyiiltme.

Sekil 4.35: Aktif iireme donemine ait sican ovaryumunda sekonder follikiil hucrelerinde AMH
ekspresyonu goriilmektedir. 200x biiyiiltme.
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Sekil 4.36: Premenopoz ve menopoz donemine ait sican ovaryumunda. preantral follikiil
hucrelerinde AMH ekspresyonu gorulmektedri. 400X biiyiiltme.
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4.5. TUNEL Boyama Degerlendirmesi

TUNEL boyama yapilan doku preparatlarinda tim gruplara ait dokularda her
yasta yogun miktarda apoptoz goézlendi. Apoptoz sadece follikiillerde degil, atretik
follikiillerde, korpora lutea, ovaryum stromasi ve germinal epitelde de gozlendi.
Follikiil hiicrelerindeki apoptotik hiicreler liimene yakin bolgede ve liimen igerisinde

daha yogun halde goriildii. Follikiil biiyiikliigii arttikca TUNEL pozitif hiicrelerde de

artis oldugu gozlendi.

Sekil 4.37: Premenopoz-menopoz donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi negatif kontrol.
40x biiyiiltme.
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Sekil 4.38: Premenopoz-menopoz donemi sigan ovaryumu TUNEL boyamasi pozitif kontrol. 40x
biiyiiltme.

Sekil 4.39: Premenopoz-menopoz donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Primer (beyaz
ok), tersiyer follikiil (siyah ok) ve korpus luteum (KL) goriilmektedir. 100x biiyiiltme.
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Sekil 4.40: Premenopoz-menopoz donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Sekonder follikiil
goriilmektedir. 100x biiyiiltme.

Sekil 4.41: Premenopoz-menopoz donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Cok kath primer
follikiil goriilmektedir. 400x biiyiiltme.
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Sekil 4.42: Aktif iireme donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Gelisen follikiiller (0K),
atretik follikiil (A) ve ovaryum stromasi goriilmektedir. 100x biiyiiltme.

Sekil 4.43: Aktif iireme donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Cok kath primer ve
sekonder follikiil, teka interne-eksterna hiicreleri ve ovaryum stromasi goriilmektedir. 200x
biiyiiltme.
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Sekil 4.44: Aktif iireme donemi sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Sekonder follikiiller
goriilmektedir. 200x biiyiiltme.

Sekil 4.45: Prepubertal donem sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Gelisen follikiiller germinal
epitel ve ovaryum stromasi goriilmektedir. 100x biiyiiltme.
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Sekil 4.46: Prepubertal donem sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Gelisen follikiiller (ok),
atretik follikiil (A) ve ovaryum stromasi (S) goriilmektedir. 200x biiyiiltme.

Sekil 4.47: Prepubertal donem sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Tersiyer follikiil
goriilmektedir. 100x biiyiiltme.
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Sekil 4.48: Prepubertal donem si¢can ovaryumu. Tersiyer follikiil liimenindeki TUNEL pozitif
hiicreler (ok) ve teka interna ve eksterna tabakasi (T) goriilmektedir. 200x biiyiiltme.

Sekil 4.49: Prepubertal donem sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Tersiyer follikiiliin bir kismu
goriilmektedir. 400X biiyiiltme.
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Sekil 4.50: Prepubertal doénem sican ovaryumu TUNEL boyamasi. Atretik follikiil
goriilmektedir. Liimen icerisinde apoptotik cisimcikler bulunmaktadir. 400x biiyiiltme.
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S. TARTISMA

Follikiilogenezin baglamasi ve siirdiiriilebilirligi hipotalamustan salgilanan
gonadotropinlerin yani sira follikiil hiicrelerinden salgilanan bazi hormonlarin
varligina da baghdir. Bu ¢alismada oogenez siiresince, follikiil hiicrelerinin iirettigi
anti-Miillerian hormon ve inhibin-B hormon ekspresyonunun yasa bagli olarak sigan
ovaryumlarinda gosterdigi degisimler incelendi.

Dimerik glikoprotein yapiya sahip Anti-Miillerian hormon TGF-f ailesinin
bir tiyesidir ve gelismekte olan follikiillerin graniiloza hiicrelerinden salgilanir (42,
43, 45). Kadinlarda AMH ekspresyonu prenatal donemde, ovaryumlarda kiibik hale
gelen primer follikiillerin tek katli graniiloza hiicrelerinden salgilanmaya baglar ve
menopoza kadar devam eder (45). AMH salinimi ilk olarak erken donemdeki primer
follikiillerin kiibik hiicrelerinde gozlenir. Ekspresyonun en yiiksek seviyeye ulastig
follikiiller, preantral ve kii¢iik ¢aptaki antral follikiillerdir. Preovulatuvar diizeydeki
follikiillerin mural graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinde ve atreziye ugrayan
follikiillerde AMH salintmi gériilmez (46-48). Immunohistokimyasal galismalarda
AMH ekspresyonunun, antral follikiillerde yar1 miktarda, kii¢iikk antrallerde en
yiiksek seviyede, 4mm’den sonrakilerde ise diizenli bir diisiis gosterir (11). Bu
calismada aymi sekilde AMH saliniminin primer, preantral, sekonder ve tersiyer
follikiil hiicrelerinden salgilandigi, gbzlendi. Ge¢ donem sekonder follikiillerde az
miktarda AMH salinimi gozlenirken, tersiyer follikiillerde de sadece mural graniiloza
ve kiimiiliis hiicrelerinin bazilarinda yine az miktarda ekspresyonu tespit edildi.
Primordiyal follikiil hiicrelerinde ekspresyon gozlenmedi. Bu da AMH
ekspresyonunun sadece gelisen follikiil hiicrelerinden salgilandigini  kanitlar
niteliktedir. Hormonal etkilesimlere bagl olarak tek katli yassi sekilden kiibik hale
gegen follikiil hiicrelerinden AMH ekspresyonu ve ge¢ donem antral follikiillerinde
AMH ekspresyonunu azaltan etmenler daha molekiiler diizeyde yapilacak
calismalarla detayli bir sekilde agiklanabilir. Gruplar arasi boyanma miktarlarina

bagl olarak ayni tipteki follikiillerde gozle dlgiilebilir diizeyde bir fark gézlenmedi.
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Follikiil boyutu biiyiidiikge follikiil hiicre sayis1 da artmaktadir. Bu da eksprese
edilen AMH miktarin1 etkileyebilir. Farkli yas gruplarindaki ayni tip follikiiller
arasinda ekspresyon miktarinda farklilik olup olmadig1 yapilacak baska ¢alismalarda
follikiil sivisindaki AMH miktar1 6l¢timii kantitatif diizeyde bilgi verebilir.
Dolasimda AMH miktar1 degiskenlik gostermis olup dogumdan hemen sonra
ilk en yliksek seviyesine erismekte ve yaklasik 9 yasina kadar bu seviye devam eder.
Pubertede, 9-15 yaslar1 arasinda, AMH miktarinda ufak bir azalma gozlenmektedir.
Ikinci en yiiksek seviyeye 25’li yaslarda ulasan AMH, bu siireden itibaren 50-51
yaglarina kadar yavasga azalma gosterir ve menopoz ile birlikte serumda neredeyse
Olgiilemez hale gelir (59). AMH, FSH uyarimma bagl follikiil gelisimini
baskilayarak fazla miktarda follikiiliin gelisimini engeller (50). Ayn1 zamanda tiim
follikiillerin ovulasyona erisimini engelleyerek dominant follikiiliin secilimde de rol
oynar (51). Ovaryumlarda AMH ekspresyonu azalinca FSH ve 0strojen serbest kalir.
Ostrojen ve FSH en yiiksek degere ulasir ve LH pikini tetikler, ovulasyon
gerceklesir. Daha sonra follikiil gelisimi tekrarlayinca anti-Miillerian hormon
aromataz aktivitesini inhibe ederek LH reseptdr sayisini ve Ostrojen biyosentezini
azaltir (52). Erken yaslarda AMH miktarmin az olmasi menopoza da erken yaslarda
girilmesine sebep olur. Menopoz yas farkliliklarinin belirlenmesinde genetik
faktorler biiyiik rol oynar (62, 63). Yaptigimiz ¢alismada aktif tireme doneminin yani
sira prepubertal donemde ve premenopoz-menopoz donemdeki hayvan serumlarinda
AMH saliniminin oldugu goriildii. Serum AMH miktar1 gruplar arasi anlamli bir fark
gosterdi p=0,041. Elde ettigimiz verilerde prepubertal donem ile aktif iireme donemi
arasinda anlamli bir fark bulunurken p=0,033, diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmadi. Gruplardaki denek sayisinin azligr biyokimyasal
sonuglarda etkili olabilmektedir. Grafiklere baktigimiz zaman ise serum AMH
miktarinin prepubertal donemde belirli bir seviyede oldugu aktif lireme doneminde
bu miktarin artig gosterdigi ve premenopoz-menopoz déonemdeki grupta bu miktarin
azaldigr gozlendi. Sonuglarimiz, Onceden yapilan c¢alismalar ile paralellik
gostermektedir. Ayrica bu g¢alismada yasa bagli serum AMH miktar ile serum
Ostradiol miktar1 arasinda pozitif yonde baglanti gozlendi. Prepubertal donemde en
az seviyede eksprese edilen AMH ve E2 seviyelerinin, aktif ireme doneminde en

fazla seviyede oldugu gozlendi. Premenopoz-menopoz donemde ise iki hormon
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miktarinin da tiretken doneme gore daha az oldugu fakat prepubertal doneme gore
premenopoz-menopoz doneminde daha fazla oldugu tespit edildi. Aktif iireme
donemindeki bireylerden diger gruplara kiyasla yasa bagl olarak daha fazla E2 ve
AMH ekspresyonu olmasi beklenen bir sonugtur. AMH ekspresyonunun aromataz
aktivitesini bloke ederek Ostradiol miktarini azaltmasi durumu menstrual siklusta
bireysel olarak yapilacak calismalar ile belirlenebilir. AMH ekspresyonu ile FSH
salinim miktar1 arasinda yaptifimiz incelemede herhangi bir iligki bulunamadi.
Bunun nedeni AMH’nin FSH duyarliligin1 follikiil diizeyinde bloke etmesi bu
nedenle serum FSH miktarina etki etmemesinden kaynaklaniyor olabilecegi seklinde
yorumlanmustir.

Transforme edici biiylime faktorii  ailesinin bir diger peptid iiyesi olan
inhibin B de graniiloza hiicrelerinden salgilanir (70, 71). Follikiillogenezin ortasinda
Ostradiol ve inhibin B sekresyonunda artis olur. Bu artig gelismeye devam edecek
kiiglik antral follikiillerin segilimini gosterir. Daha sonra inhibin B ve 0Ostradiol
merkeze negatif geri bildirimde bulunarak FSH salinimini azaltmakta ve dominant
follikiil segilir. Ovulasyon sirasinda da ikinci en yiiksek seviyede gorilir (76).
Inhibin B ekspresyonu, follikiil hiicreleri luteinizasyona giderken, FSH pikinden 1-2
giin sonra gozlenir (74). INHB endokrin diizenleyici olarak gorev alir ve INHB
ekspresyonu hipofiz bezinden dogrudan FSH salinimini baskilar (75). Kiigiik antral
follikiil (3-12mm ¢apli) sivisinda INHB konsantrasyonu ile testosteron/
androstenodion arasinda pozitif yonde giilii anlamlilik bulunur. inhibin-B teka hiicre
bagimli androjen {iretiminde parakrin etki yarattigi diisiiniilmektedir. Inhibin-B
hormonunun menstriial siklusta endokrin ve parakrin etki yaratarak follikiiler fazda
dominant follikiiliin belirlenmesinde fizyolojik hormon olarak 6nemli bir gorev
tstlendigi distinilmektedir (77). Yaptigimiz ¢alismada yasa bagli serum INHB
miktarlarinda gruplar arasinda anlaml bir fark olmadig: tespit edildi. Bunun nedeni
biyokimyasal sonuglarda elde edilen verilerin birbirine yakin olmasindan
kaynaklanabilir. Gruplar aras1 INHB miktarinda anlamli bir fark ¢ikmamasina
ragmen grafikte INHB hormonunun aktif iireme doneminde daha fazla eksprese
edildigi gozlendi. INHB miktar1 diger hormon miktarlari ile karsilastirildigi zaman,
serum AMH, FSH, E2 ve testosteron hormonlar: ile INHB salinim miktar1 arasinda

anlamli fark oldugu belirlendi. INHB ve E2 miktarinin pozitif yonde baglantili
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olmasi ve FSH’na gore negatif yonde iligki gostermesi daha dnce yapilan ¢alismalari
destekler niteliktedir. Yasa bagli AMH ve INHB hormonun yine pozitif yonde iliskili
olmas1 ve aktif ireme doneminde daha fazla salgilanmalar1 6nceki ¢alismalar1 ayni
sekilde destekler niteliktedir ve follikiilogenezde birlikte 6nemli rol oynadiklarin
gostermektedir. Serum INHB ile testosteron arasinda ¢ikan anlamli iliski de iki
hormonun follikiilogenez siiresince birbiri arasinda parakrin etki yarattigini
gostermektedir.

Fotal donemde germ hiicreleri ile stroma hiicrelerinin olusturdugu follikiil
hiicreleri dogumda yaklasik 1 milyon kadardir. Bu say1r menarja kadar azalir ve
menarjda primordiyal follikiil havuzunda yaklasik 400bin follikiil bulunur (20).
Yasam boyunca primordiyal follikiill havuzundan gelisen follikiillerin fazlalig
atreziye ugrayarak yok olur (31). Oosit kaybi devamli bir siire¢ olup oositlerin
atreziye ugramasi primer, sekonder ve antral asamalarda gozlenir. Oosit kaybi
yaklagik 14 yaslarina kadar artis gosterirken daha sonra bireyin menarjindan itibaren
menopoza kadar azalir. Menopoza girince ovaryumda yaklasik 1000 tane
primordiyal follikiil gelismeden kalir (37). Yaptigimiz ¢alismada ovaryumlarda yasa
bagl korpus luteum miktarinin arttigi gozlendi. Ozellikle prepubertal dénemdeki
bireylerde korpusa rastlanmadi. Bu da ovulasyonun ger¢eklesmedigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda yasa bagli olarak artan ovaryum hacmini ve genis
damarlanmay1 da korpus fazlalig1 agiklamaktadir. Ayrica yasa bagh olarak ovaryum
stromasina yayilmis luteal hiicre birikimi gozlendi. Bu da o6zellikle premenopoz-
menopoz donemindeki bireylerde artan ve apoptoza giden korpora luteadan kalan
liitein hiicreleri gostermektedir. Primordiyal follikiil sayisinda yasa bagli azalma
oldugu, prepubertal donemde fazla seviyede gozlenen primordiyal follikiil sayisinin
menopoz donemine dogru azaldig: tespit edildi. Premenopoz-menopoz dénemindeki
bireylerde de az miktarda primordiyal follikiil varligi gézlendi. Calismamizda gelisen
follikiil miktarinin da yasa bagli olarak azalis gosterdigi saptandi. Prepubertal
donemdeki bireylerde yogun miktarda gelisen follikiil gériilmesi ve korpus luteuma
rastlanmamasi follikiillerin ovulasyona erismeden atreziye ugradigini gostermektedir.
Bu da dogumla birlikte yaklasik 1 milyon primordiyal follikiil varken saymin giderek
azalmasin1 ve puberteye erisen bireyde 400 bin civarinda follikiil kalmasin

aciklamaktadir. Premenopoz-menopoz donemindeki hayvanlarda da bir miktar
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gelisen follikiile rastlandi. Bu da menopoza girmenin direkt ovaryum rezervinin
tilkenmesinden dolay1r degil, aslinda daha ¢ok morfolojik ve fizyolojik nedenlere
bagli olarak Tretkenligin durduruldugunu, gelisen follikiillerin ovulasyona
ugramadan atreziye ugradigini gostermektedir.

AMH ovaryumlarda follikiilogenezin erken donemlerinde bir ¢esit inhibe
edici bliyiime faktorii olarak fonksiyon gosterir ve primordiyal follikiil geligsimini
inhibe eder (47). AMH eksikliginde, daha fazla sayida primordiyal follikiil gelisir.
Normal ovulasyon oranina ragmen ovaryumlarda daha fazla gelisen follikiil olmasi,
oosit dejenerasyonu ve follikiil atrezisini artirarak erken yaslarda primordiyal follikiil
havuzunun bosalmasina neden olur (12, 49). Dolasimdaki AMH miktari, iki
ovaryumda toplam gelismemis graniiloza hiicreleri ile toplam gelisen follikiil sayisin
yansitir. Buna bagli olarak serum AMH miktar1 ovaryum rezervi igin ¢ok iyi bir
belirtegtir (60, 61). Yaptigimiz ¢alismada da serum AMH miktar1 ile primordiyal
follikiil sayis1 arasinda anlaml bir fark tespit edildi. Gruplar degerlendirildiginde,
prepubertal ve aktif {ireme donemindeki PMF ve AMH arasinda anlamli bir fark
gozlenirken (p<0,005), premenopoz-menopoz donemi ile diger gruplar arasinda bir
fark bulunmadi. Bu da menopoz donemindeki bireylerde primordiyal follikiil ve
AMH miktar1 arasinda bir diizensizlik oldugunu, menopoz dénemindeki bireylerde
AMH miktarimin ovaryum rezervini tam yansitmadigini gostermektedir. Bunun
yaninda serum AMH miktar1 ile gelisen follikiil sayis1 arasinda anlamli bir fark
saptandi. Yasa baglh gelisen follikiil sayisinin da menopoza kadar azaldig1 gozlendi.
Prepubertal donemde serumda AMH goriilmesi ovaryumlarda gelisen follikiil
olmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat prepubertal donemde gelisen follikiil sayisinin
diger gruplara gore daha fazla olmasina ragmen serum AMH miktarinin aktif iireme
donemine gore daha az olmas1 prepubertal donemde gelisen follikiillerin bir¢ogunun
preantral ve antral seviyeye ulasmadan atreziye ugramasi olabilir. Buna bagli olarak
ovaryumda bulunan primer follikiillerden eksprese edilen AMH miktar1 iiretken
donemdeki miktara erismiyor olabilir. Boylelikle AMH primordiyal follikiillerin
hepsinin FSH duyarliligin1 baskilayamiyor, bu nedenle de daha fazla follikiil
gelismeye basliyor olabilir. Bu durum dogumdan puberte dénemine kadar yogun
miktarda gelisen follikiil olmasini ve buna bagl olarak primordiyal havuzunun kisa

stirede azalmasini agiklayabilir. Puberte dncesindeki bireylerde yapilacak ¢aligmalar
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bunun kesin nedenini ortaya koyarak bireylerde Onceden alinacak Onlemlerle
puberteye daha fazla sayida primordiyalle girilmesini saglayabilir. Ayrica, puberte
donemine giren bireydeki ovaryum rezervinin miktari ve menopoz yasini tayin
etmede serum AMH miktar1 kullanilabilir. Ayn1 zamanda puberteye erisen bireylerde
ovaryum rezervinin yliksek tutulmasinin  menopoz yasim1  geciktirecegi
diisiiniilmektedir. Menopoz donemine giren disi bireylerde de az miktarda olsa
follikiil oldugu ve bu yiizden gelisme evresine giren follikiillerden anti-miillerian
hormon ekspresyonu, serumda bulunma nedenini gostermektedir. Menopoz
doneminde kalan az miktardaki primordiyal follikiillerin gelismeye devam etmesi
fakat ovulasyon gdzlenmemesi morfolojik veya hormonal yonden uygun ortam
saglanamadigindan dolay1 olabilir. Bu durum menopoz doénemindeki bireylerde
yapilacak molekiiler ve endokrinolojik caligsmalarla daha iyi aciklanabilir ve
menopoz donemi rezervleri kullanilarak gerektiginde menopoz durdurulabilir veya
menopoza erken girme dnlenebilir.

Inhibin-B, graniiloza hiicrelerine 6zgii bir hormondur ve gelisen uyarilmamis
preovulatuvar follikiillerden, preantral ve kiiclik antral follikiillerden salgilanir. Bu
yiizden dolasimdaki miktar1 genelde follikiil sentezini belirtir. Inhibin B gelisen
kiiciik antral follikiil sayisin1 goOsteren bir belirteg gorevi de iistlenir. INHB
miktarmin azalmasi tiretken yaslarda follikiil sayisinin azaldigin1 gésteren en erken
donem belirtecidir (72). Follikiil sivisindaki INHB miktar1 preovulatuvar
follikiillerde kiigiik antral follikiillere gore iki kat daha yogun gozlenir (77, 80).
Yaptigimiz calismada serum INHB miktari ile primordiyal ve gelisen follikiil sayisi
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlendi p<0,0005. Boylelikle serum INHB
miktar1 disilerde hem gelisen follikiill miktari1 hem de ovaryum rezervini
yansitmaktadir.

Kadinlarda yapilan bazi klinik ¢alismalarda AMH miktarinin viicut kiitle
indeksi ile iligkili oldugu goriildii ve yasa bagli viicut kiitle indekslerinin AMH
salinmmi ile negatif korelasyon gosterdigi saptandi (53, 54, 56). Bizim
sonuglarimizda, serum AMH miktar ile hayvan agirliklar1 arasinda pozitif yonlii bir
iliski oldugu gozlendi (p<0,0005). Bu konuda bildirilmis herhangi bir hayvan
caligmast bulunmamaktadir. Klinik caligmalarda denek sayisinin oldukc¢a fazla

olmasi farkli degerlendirme kriterleri ¢alisma sonuglarinin farkli olmasina neden

69



olmaktadir. Serum INHB miktar1 ile hayvan agirliklar1 ve ovaryum agirliklari
arasinda da pozitif yonli bir iliski vardi (p<0,0005).

Ovaryum rezervini olusturan primordiyal follikiiller diizenli olarak antral
follikiilleri olusturmak amaciyla gelisir ve sadece bir kagi secgilerek olgun ovumu
olusturur. Geriye kalan se¢ilmemis follikiiller dejenere olmakta ve apoptoz yoluyla
ortadan kaldirilir. Bu durum ovaryum rezervinin azalarak bireyin menopoza
gitmesine kadar stirer. Follikiiler gelisimin erken evrelerinde oositlerdeki apoptoz,
graniiloza hiicrelerinin dejenerasyonunu baglatan bir siiregtir  (81). Follikiiler
olgunlagsma siirecinin ileriki evrelerinde graniiloza hiicrelerinin farkli bdlgelerinde
goriilen apoptoz dejenerasyonunu baslatir, daha sonra tiim graniiloza hiicrelerinin
apoptoza ugramasi ile oosit 6lir (82). Yaptigimiz ¢alismada sadece follikiillerde
degil ayn1 zamanda ovaryum dokusunun hemen hemen her bélgesinde (ovaryum
follikiilleri, korpus luteum, germinal epitel, teka interna ve teka eksterna tabakasi)
her yasa ait hayvanda yogun miktarda apoptotik hiicreye rastladik. Bu da apoptozun
sadece follikiillerin dejenerasyonunda degil, tiim ovaryumun diizenli olarak

yenilenmesinde kullanildig: diisiiniilmektedir.
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15.

6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmaya gore;

AMH ckspresyonu gelisen follikiillerin graniiloza hiicrelerinden eksprese
edilir.

AMH ekspresyonu preantral ve erken donem antral follikiillerde en fazla
seviyede salgilanir.

AMH ekspresyonu ge¢ donem sekonder follikiillerden itibaren azalmaya
baslar.

AMH ekspresyonu tersiyer follikiillerde az miktarda da olsa mural graniiloza
ve kiimiiliis hiicrelerinde gozlenir.

Geg donem antral follikiillerinde AMH ekspresyonunu azaltan etmenler daha
molekiiler diizeyde yapilacak caligsmalarla belirlenebilir.

AMH miktar1 en fazla aktif tireme doneminde eksprese edilir.

Serum AMH miktar1 iretkenligi prepubertal ve premenopoz-menopoz
donemi goz Oniine alindiginda tam olarak yansitmamaktadir.

Inhibin B hormonu FSH ekspresyonunu inhibe edici géreve sahiptir.

Serum inhibin B miktan iiretkenligi prepubertal ve premenopoz-menopoz
donemi goz Oniine alindiginda tam olarak yansitmamaktadir.

AMH ve INHB gelisen follikiillerden salgilanmasi nedeni ile
follikiilogenezde 6nemli role sahiptir.

AMH ekspresyonunun aromataz aktivitesini bloke ederek Ostradiol miktarini
azaltmasi durumu menstrual siklusta bireysel olarak yapilacak caligmalar ile
belirlenebilir.

Ovaryum endokrinolojisini daha detayli anlamak amaci ile molekiiler
diizeyde daha genis ¢apl arastirmalar yapilmalidir.

INHB ve testosteron hormonu follikiilogenez siiresince parakrin etki
yaratmaktadir.

Ovaryum rezervi yasa bagli olarak azalmaktadir.

Prepubertal donemde salgilanan AMH miktar1 menopoz yasini belirler.

71



16. Menopoza giren bireylerde de primordiyal ve gelisen follikiile

rastlanmaktadir.

17. Viicut agirli hem serum AMH miktar1 hem de INHB miktar1 ile pozitif yonde
iliski gostermektedir.

18. Ovaryum dokusu siirekli yenilenen bir organdir.
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