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    ÖZET

Günümüze dek over fizyolojisi ve follikül dinami i üzerine yap lan incelemeler; di i

memeli overi’nin do umdan itibaren sabit germ hücre havuzuna sahip oldu u fikri etraf nda

yürütülmü tür. Üreme biyolojisi’nin temel doktrinlerinden birisi olarak kabul edilen bu

dü ünceye göre; s rl  say daki primordial folliküller, ovulasyon veya atreziye gidi  yoluyla

tükenmektedir. Bugüne dek tek tarafl  ooforektomi deney düzene i ile yap lm  çal malarda,

tek tarafl  ooforektomiyi takiben gerçekle ti i dü ünülen ovarian kompanzasyonun net

mekanizmas  aç klanamam r. Bu çal malar n hepside sabit follikül rezervi fikri’ni baz

alm lard r. Ancak son birkaç y lda yap lan baz  hayvan deneyleri sonucunda indirekt olarak

yeni oosit-primordial follikül olu umu saptand . Bu nedenle follikül rezervi’nin s rl

olmad  ve ovarian-ekstraovarian kaynakl  germ stem cell olabilece i dü ünüldü.

Biz de kurdu umuz deney düzene i ile tek tarafl  ooforektomi sonras  morfolojik olarak

follikül dinami i ve apoptoz’u de erlendirdik. Amac z, tek tarafl  ooforektomi sonras

sadece ovarian kompanzasyonun mu  yoksa ek bir oosit üretim kayna n m  aktif oldu unu

de erlendirmekti.

Tek tarafl  ooforektomi’nin k sa, orta ve uzun dönem etkilerini de erlendirmek için

çal ma 3 ayr  grup s çanda planland  ve Grup A(n:7): Çal man n 7. gününde relaparotomi ile

kalan overin ç kart ld  grup, Grup B(n:8): Çal man n 14. gününde relaparotomi ile kalan

overin ç kart ld  grup, Grup C(n:8): Çal man n 42. gününde relaparotomi ile kalan overin

kart ld  grup. Tüm s çanlarda 0.günde al nan over, ayn  s çan için kontrol overi olarak

kullan ld  ve iki over aras nda; morfolojik olarak primordial follikül, primer follikül, growing

follikül say sal de imi ve apoptotik indeks farkl  ara ld .

 Olu turdu umuz her 3 grupta da primordial-primer follikül say lar nda (rezerv follikül

grubu) ve apoptotik indekslerinde istatistiksel anlaml  farkl k saptanmad . Growing follikül

say  ise her 3 grupta da artt . Rezerv folliküllerin say nda çal ma ve kontrol overleri

aras nda geçen zamana  ra men anlaml  bir azalma saptanmamas  ve ayn  zamanda cohort’a

kat lan follikülleri temsil eden growing follikül say ’n n 3 grupta da  anlaml  olarak artmas

ilginçtir. E er sadece ovarian kompanzasyon geli mi  olsayd ; en az ndan rezerv folliküllerin

azalmas  yada folliküler statik ya am süresinin artmas  ve atrezinin azalmas  nedeniyle

atretik folliküllerin azalmas  beklerdik.



2

Elde etti imiz bulgular nda; tek tarafl  ooforektomi sonras  yeni follikül üretimi

oldu unu ve bunun da en olas  kayna ’n n direkt olarak gösterilememi  olsada, germ stem

cell (ovaryan veya ekstraovaryan kaynakl ) oldu unu dü ünmekteyiz.
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INVESTIGATION OF FOLLICULAR DYNAMICS AND APOPTOSIS IN THE

REMAINING OVARY FOLLOWING UNILATERAL OOPHORECTOMY IN RATS

SUMMARY

Until today, the studies about ovarian physiology and follicular dynamics have been

based on the assumption that the female mammal ovary, as from the birth, has a constant

germ cell pool. According to this idea, which is accepted as one of the main doctrines of

reproduction biology, primordial follicles, which are limited in number, are depleted through

ovulation or atresia. Until now, the exact mechanism of ovarian compensation, which is

thought to occur following unilateral oophorectomy, could not be explained in the studies

using an experimental set-up based on unilateral oophorectomy. All of those studies were

based on the idea of fixed follicular reserve. However, some animal experiments conducted in

the recent years have indirectly determined the production of new oocytes and primordial

follicles.  Thus, the results of these studies have shown that follicle reserve is not limited and

suggested the presence of germ stem cells of ovarian or extraovarian origin.

Accordingly, following unilateral oophorectomy, we evaluated follicle dynamics and

apoptosis morphologically by using our experimental setup. Our aim was to determine

whether ovarian compensation was active alone or accompanied by a source of oocyte

production.

In order to evaluate the short-, mid-, and long term effects of unilateral oophorectomy,

three rat groups were included in the study. These groups were Group A (n=7), of which the

remaining ovaries were removed via relaparatomy on the 7th  day of the study, Group B

(n=8), of which the remaining ovaries were removed via relaparatomy on the 14th day of the

study and Group C (n=8), of which  the remaining ovaries were removed via relaparatomy on

the 42nd day of the study. The ovaries removed from each rat on day 0 were used as control

ovaries and the changes in the number of primordial, primary and growing follicles and the

difference in apoptotic index were investigated morphologically.

In all three groups that we formed, significant differences were not observed in the

number of primordial and primary follicles and apoptotic index. On the other hand, it was

found that there was an increase in the number of growing follicles in all three groups. It is

striking that in spite of the time elapsed, a significant decrease was not determined between

the study and control ovaries in terms of the number of reserve follicles. Additionally, another
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interesting finding was the significant increase in the number of growing follicles, which

represented the follicles that joined the cohort. If only ovarian compensation had developed,

we would have at least expected a decrease in the number of reserve follicles or a decrease in

the atretic follicles due to the increased length of the static phase and the decrease in atresia.

In light of the findings that we obtained, we think that production of new follicles took

place after unilateral oophorectomy and its most likely source, although not directly shown,

were germ stem cells (of ovarian or extraovarian origin).
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 Bölüm 1

       G  VE AMAÇ

Birçok memeli türünün erkek bireylerinde primordiyal germ stem hücreleri bireyin

ya am  boyunca baki kal r, di i bireyler için ise ayn  durum söz konusu de ildir. Kad n üreme

sistemi ile ilgili 1951 y nda Zuckerman taraf ndan s rlar  net olarak belirlenmi  ve o

tarihten 2004 y na dek tart lmayacak derecede kabul görmü  bilimsel doktrin’e göre; di i

memeliler bölünebilme özelli i olmayan ve ayn  zamanda 1. mayoz bölünmede beklemede

kalm  s rl  say daki germ hücre populasyonu (oositler)  ile do maktad rlar (1-4).

nsanda oositler postnatal dönemde apoptoz nedeniyle, artan bir ivme ile azal rlar ve 5.dekatta

rezervin tükenmesiyle birlikte menopozal süreç ba lar. Di i memelilerde söz konusu olan

rl  say daki germ hücre varl , stem cell çal malar nda kullan lan Drosophila

melanogaster’de dahil birçok omurgas z organizmada farkl r; bu canl lar n eri kin

overlerinde oosit yap  devam ettiren germ stem cell varl  direkt olarak gösterilmi tir (5-

7).

lk olarak 2004 y nda Johnson ve ark. taraf ndan fareler üzerinde yap lan bir deneysel

çal ma sonucu; yeni oosit ve follikül geli imine neden olabilecek prolifere olabilen germ

hücreler’in varolabilece ini dü ünülmeye ba land  (8).

Over biyolojisi ve dinami i üzerine devrim yaratabilecek ‘postnatal overde sürekli

oosit yap  sa layabilecek germ stem cell varl ’ fikriyle son 3 y ld r Johnson ve ark ile

birlikte birçok merkez  s rl  say da germ hücresi doktrini’ni sorgulamak üzere ara rmalara

ba lam r. Güncel çal malar nda direkt olarak germ stem cell varl  henüz

gösterilememi  olup indirekt bulgular ile stem cell varl  desteklenmektedir (8,9).

Unilateral ooforektomi’nin etkilerini hormonal ve fertilite aç ndan inceleyen

çal malarda tek tarafl  ooforektomiyi takiben fertilitenin ve hormonal dengenin azalmad

saptanm r. Baz  ara rmac lar bunun FSH yüksekli ine ikincil (10),  baz lar da sinir

sistemindeki etkile im ile olu tu unu dü ünmektedirler (11).

Germ stem cell varl na ili kin ümit verici son bilgiler dahilinde, s çanlarda tek tarafl

ooforektomi sonras nda kalan overde follikül say ndaki de imi incelemeyi planlad k. E er

folükül say nda art  olursa bu gerçekten stem cell varl  ile yerine koyma eklinde olabilir
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yada folliküler apoptoz ve dolay  ile atrezinin azalmas  ve kompanzatuar mekan zma ile

follikül say n sabit kalmas ekilinde olabilir.
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Bölüm 2

GENEL B LG LER

2.1 nsan ovarian folliküler dinami i

Primordial germ hücreleri ekstraembriyonik epiblast hücre öncüllerinden köken al rlar,

ve yolk sak duvar  üzerinde göç ederek fertilizasyonu takiben 5–6. haftada geli mekte olan

gonadlara (genital tüberkül) yerle irler  (12,13). Germ hücre göçünde; C-kit proto-onkogen

taraf ndan kodlanan transmembran tyrosine kinase reseptörü, C-kit, önemli rol al r (14,15).

Germ hücrelerindeki mitoz ile say  art  göç esnas nda ba lar ve 16–20.haftada

maksimum rakama, 6–7 milyon oogoniaya, ula r. Oogonialar n ula mas  takiben germ

hücre kayb  ba lar ve bu süreç art k menopoz’a kadar devam edecektir (figür 2.1). Oogonial

art  ile oositlere dönü  döneminde maximum hücre kayb  olacak ve yakla k %70 germ hücre

apoptoz ile kaybedilecektir (16,17).

ekil 2.1: Fetal dönemde maximum 7 milyon’a ula abilen germ hücreler fetal dönemde

ba layan oosit apoptoz’u ve do umdan itibaren menopoz’a dek süren granuloza hücre

apoptoz- folliküler atrezi ile tükeneceklerdir (18).
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lk olarak 11-12.haftada ba layan mayoz bölünme ile oogonialar oositler’e dönü ürler

ancak bu bölünme ovulasyona dek profaz I – diploten evrede bloke olur ve yaln zca

ovulasyon ile birlikte 1.mayoz bölünme tamamlanabilir (18). Art k do uma dek, bütün

oogonialar profaz I-diploten evrede beklemek üzere oositlere dönü eceklerdir (19).

Mayoz bölünmeye ba lam  olan oositler’in hayatta kalabilmesi somatik hücreler ile

ili ki kurabilmelerine ba r (19). 18-20.haftada medüller alandan köken alan damarsal

yap lar gonadal korteks’e invaze olurlar ve primer kökeni net olarak bilinmeyen (mezenkimal

veya çölomik epitel) perivasküler pre-granuloza hücrelerini, kortikal alana ta rlar . Bu

hücreler profaz-I diploten evrede beklemede olan oositlerin etraf  sarar. Profaz-I diploten

evrede beklemede olan oosit, çevresinde i si yap da tek kat pregranulosa hücreleri ve en d

mda basal membran ile ‘primordial follikül’ olarak adland rd z yeni yap  olu turur

(20).

Primordial follikül olu umu, tüm oositler follikül eklini alana dek, do uma kadar

devam eder. Do umda primordial folliküller yakla k 250 000-2 000 000 aras  olacak ve

pubertede bu rakam 400 000’lere dü ecektir (21).

2.1.1 Pre-antral folükül populasyonu

‘Non-growing’ folükül populasyonu 4 tip folükülden olu ur; (i) i si granuloza

hücreleriyle çevrelenmi  primer oositten olu un primordial folükül (35.0 m çapta), (ii) i si

ya da küboidal granuloza hücreleriyle çevrelenmi  primer oositten olu an intermediyer

folükül (38.0 m çapta) , (iii) tek tabaka granuloza hücresiyle çevrelenmi  primer oositten

olu an primer folükül (46.0 m çapta)  ve (iv) >1 kat granuloza hücresiyle çevrelenmi  primer

oositten olu an sekonder folükül (77.0 m çapta)(22). Gerçek folüküler büyüme sekonder

folükül içersinde olu an germinal vezikül’ün > 19 m’yi geçmesiyle ba lar (23).

35 ya na kadar her ay bekleme evresindeki folüküllerin, ‘resting follicle’,  yakla k olarak

1000 tanesi büyüme sürecine geçmek üzere aktive olur ve >35 ya  bu say  gitgide artar ve

sonunda resting follicle 100–1000 aras  kal nca menopozal dönem ba lar (21,24).

 Folüküler büyüme-geli me ekil 2.2’de ve morfolojik de iklikler tablo 1’de gösterilmi tir

(22).
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ekil 2.2: Overdeki folüküllerin geli imi (Gougeon, 1996)
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Tablo 2.1: Ovarian folüküllerin morfolojik klasifikasyonu (Gougeon, 1996)

Primordial Folükül 35 µm • Tek tabaka yass  granuloza hücreleri
Intermediyer  Folükül 38 µm • Tek tabaka yass  ve küboidal granuloza

hücreleri
Primer Folükül 46 µm • Tek tabaka küboidal granuloza hücreleri ve

zona pellucida
• >1 tabaka küboidal granuloza hücreleri
• Theca interna hücreleri üzerinde LH reseptör
olu umu
• Folüküler vasküler ve lenfatik sistemi’nin
olu umu
• Theca interna ve externa farkl la mas ’ n
ba lamas

Sekonder Folükül 77 µm

• Granuloza hücreleri üzerinde FSH, östrojen
ve androjen reseptörleri
•Two-cell-two gonadotropin hormone
sentezi’nin  ba lamas

Klas 1 0.1 - 0.2 mm

• Antrum henüz yoktur
• Granuloza hücreleri aras nda ‘Call Exner
body’ olu umu
• Antrum geli imi ba lar

Klas 2 0.2 - 0.4 mm

• Cumulus oophorus olu ur

Klas 3 0.4 - 0.9 mm • Küçük antrum
Klas 4 0.9 - 2.0 mm • Orta antrum

• Recruitment gerçekle irKlas 5 2.0 - 5.0 mm

•  Antrumda bir miktar daha büyüme

• Granuloza hücrelerinde aromatase aktivitesi
• Seleksiyon

Klas 6 5.0 - 10.0 mm

• Medium antrum
Klas 7 10 - 16 mm • Geni  antrum
Klas 8 >16 mm • Ovulasyon
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2.1.2 Folliküler geli imin ba lamas

Do umla birlikte overlerdeki folliküllerin hemen hemen tamam  primordial

folliküldür. Folliküler geli imi ba latan mekan zma net olarak anla lamakla birlikte bir grup

faktör’ün folliküler geli imi ba latt  tesbit edilmi tir; epidermal growth factor, insulin-like

growth factor, transforming growth factor, fibroblast growth factor ve cyclic adenosine

monophosphate (cAMP) salg lanmas  artt ran vasoactive intestinal peptide, pituitary

adenylate cyclase activating peptide ve neurotropinler (25).

Di er taraftan anti-müllerian hormone ve somatostain’in follikül büyümesini

engelledi i tesbit edilmi tir. Bekleme evresindeki ‘resting follicle’ folliküllerin nekadar

miktarlar ile aktive olaca ; bekleme havuzunda kalan follikül say na, testesteron seviyesine,

hastan n ya na, beslenmeye ve timus aktivitesi ile opioid peptidlere ba r (26,27).

2.1.3 Preantral büyüme evresi veya bazal folüküler büyüme

Preantral büyüme evresine geçi  fetal dönemde ba lar ve bu süreç menopoz’a kadar

devam edecektir (23,25). Bu evre i si yap daki pregranuloza hücrelerinin (primordial follikül

-35.0 m), tek katl  kübik granuloza hücrelerine (primer follikül-46.0 m), dönü mesiyle

ba lar. Bu dönü üm ile birlikte granuloza hücreleri ve/veya oosit taraf ndan yap lan

mukopolisakkaride tabaka-zona pellucida olu ur (tablo 2.1) (28).

Primer oosit çevresindeki granuloza tabakas n 2 kat  geçmesi ve ovarian stromal

hücrelerin granuloza hücrelerini saran bazal lamina’n n etraf na lokalize olmas yla primer

folliküller sekonder follikül’e ( 120 m) dönü ür (20). Sekonder follikülü olu turan

granuloza hücrelerinde FSH, östrojen ve androjen reseptörleri mevcut olmakla birlikte tam

fonksiyonel de illerdir (20,29). Bazal lamina etraf ndaki ovarian stromal hücreler theca

interna ve theca externa olmak üzere 2 ayr  tabakaya farkl la lard r. Theca interna

hücreleri LH reseptörleri ta maktad r. Sekonder folüküller ya büyümeye devam edeceklerdir

yada %99’unda oldu u gibi atreziye u rayacaklard r (30).
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2.1.4 Tonik büyüme evresi

Tonik büyüme evresi, klas 1 (pre-antral) folülikül’ün (0.12-1.20 mm çap) klas 5

follikül’e (2.0-5.0 mm çap) dönü mesiyle karakterizedir ( ekil 2.3) (20). Bu evredeki

folliküler büyüme ve geli me; klas 2’den ba layan glikoprotein yap da s  birikimi ile antral

kavite olu umu ve granuloza ile theca hücrelerinin say ca art  ile karakterizedir (26).

ekil 2.3: Klas 1’den klas 8’e dek tam büyüme emas , Gn, Gonadotropin. (Adashi ve ark.,

1996).

Tonik büyüme evresi, theca internadaki fibroblast benzeri stromal hücrelerden en az 1

tanesinin epitelioid hücre tipine dönü mesiyle karakterize klas 1 follikül olu umuyla ba lar

(31). Klas 1 follikül, theca ve granuloza hücreleri aras ndaki ‘two-cell two gonadotropin’

ili kisiyle östrojen üretebilme yetisi kazan rlar. Theca hücreleri, LH (luteinizing hormone)
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taraf ndan stimule edilir, üretilen androjen bazal lamina’y  geçerek granuloza hücreleri

taraf ndan östrojen üretiminde kullan r ve östrojen hem folliküler s  artt racak hemde

sistemik sirkulasyona geçecektir (20,22).

 Granuloza hücrelerindeki mitotik index art , granuloza hücreleri aras ndaki antral

n birle erek tek ve büyük antral kavite olu turmas  ile yakla k 2 menstruel siklus süren

Klas 1-preantral follikül’ün (0.12-0.20 mm çap), klas 5 - follikül’e (2.0-5.0 mm) dönü ümü

gerçekle ir.

Preantral folükül evresinde izole edilen oositler mayoz bölünmeyi

tamamlayamamalar na kar n bölünmenin metafaz II evresine geçebilmesi için gereken

moleküller bu evrede sentezlenmektedir (18). Antral kavite hem büyümeyi hemde follikül ve

oosit için bulunmaz bir mikro-çevre olu turarak geli imi sa lamaktad r. Erken antral follikül

yap  içersindeki primer oosit mayoz-I’i kald  yerden devam ettirebilme potansiyeline sahip

iken ili kili oldu u granuloza hücrelerinin etkisi ile mayoz, ovulasyona dek bekletilmektedir

(32).

Folliküllerin klas 5 seviyesine dek geli imi endojen gonadotropinlerin anlaml

derecede az oldu u; prepubertal dönem, gebelik, COC kullan  ve hipotalamo-pituiter

yetmezlik durumlar nda dahi devam etmektedir. Bu nedenle folliküller < 2 mm çapta oldu u

dönemde büyüme ve geli im için sadece bazal seviyede gonadotropin’e ihtiyaç duyarlar

(22,33,34). Klas 5 seviyesinden itibaren ise klas 8 seviyesine ula labilmesi için siklik

gonadotropin uyar  gereklidir (22,23).

2.1.5 H zl  büyüme evresi

Bu evre ortalama her birisi 5 günden olu an ve toplam 20 günün sonunda ovulasyon

ile sonlanan klas 5 follikül’ün klas 8 follikül’e dönü  a amas r, aktif gonadotropin uyar

gereklidir ve bu dönemde follikül kohortu seçilimi (recruitment), dominant follikül seçilmesi

ve ovulasyon gerçekle ir ( ekil 2.3) (23,34).

Bir önceki siklus’un midsiklus LH pik’ini takiben 12.gün civar nda FSH artmaya

ba lar. FSH’n n bazal seviyenin %10-30 üzerine ç kmas yla 1-15 klas 5 follikül’den olu an

küme atreziden kurtar r (22,35-37). Atreziden kurtulan bu kohort’taki folliküllerin ortak

özellikleri; di erlerine nazaran daha büyük olmalar , en fazla FSH reseptörünü içeren follikül

olmalar  ve belirli FSH e ik seviyesi üzerinde uyar labilir olmalar r. Gitgide yükselen



14

FSH’ya sekonder olarak bu kohort içersindeki 1-15 follikül’ün çap  antral kaviteye salg lanan

glikoprotein ve yüksek granuloza hücre mitotik indexi  ile artar (38).

Menstrüel siklusun 5-7.gününde; en geni  çapl  olan, en yüksek mitotik index’e sahip

olan ve cohorttaki di er folüküllere nazaran en yüksek östrojen salg lama kapasitesine sahip

olan follikül dominant folükül olarak seçilir ve bu seleksiyonun follikül çap  >8 mm olmadan

gerçekle medi i bildirilmi tir (39,40). Seleksiyonda, artan östrojen ile birlikte azalan FSH

etkilidir.

Follikül’ün seçilmesini takiben granuloza hücre say ndaki ve antral follikül

ndaki art  devam eder, midsiklus gonadotropin salg ndan yakla k 5 gün önce olu an

östrojen belirgin art  olur ve klas 7 (8-16 mm çap) takiben de klas 8 (18-20 mm) follikül

olu ur (22). Follikül en çarp  geli imini son 10-15 gün içersinde yapm r; son 2 haftada

follikül çap  yakla k 12 mm artm  iken büyümenin ba lang ndan itibaren geçen yakla k

330 günde yakla k 6 mm çapa ula abilmi tir (23).  Bu a amadan itibaren follikül art k

matürdür ve olu acak gonadotropin ani salg  ile ovulasyon olacakt r.

2.2 Oosit –Folükül geli im kontrolü ekil 2.4)

ekil 2.4: Çift yönlü follikül geli im kontrolü
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2.2.1 Granuloza hücresi….Ooosit geli imi kontrolü

Oosit; büyüme, mayoz bölünme regülasyonu ve metabolik destek aç ndan granuloza

hücrelerinin kontrolu ve deste indedir (41,42). Germ hücreleri ve somatik hücreler aras ndaki

çift yönlü ileti imde özellikle gap junction yap  ve parakrin faktörler önemlidir.

Gap junction ‘connexin’ yap sal proteinleri taraf ndan olu turulur (43). Granuloza

hücreleri aras ndaki gap junction’da connexin 43 proteini daha bask nd r ve connexin 43

eksikli i olan folliküler yap larda erken preantral geli im olamamaktad r. Granuloza hücresi-

oosit aras ndaki gap junction’da ise connexin 37 proteini daha bask n olmakla birlikte,

eksikli inde; antral follikül geli imi, luteinizasyon ve ovulasyon olamamaktad r (44). Bu

sonuçlar ile, granuloza-granuloza aras  ve granuloza-oosit aras  ileti imde büyük rol oynayan

gap junction yap  follikülogenez aç ndan hayati önem ta maktad r.

Granuloza hücreleri ve oositler aras ndaki ilk ligand-reseptör sistemi ise KL - Kit

tyrosine kinase reseptör sistemidir (45,46). Ovarian follikül geli iminde Kit; FSH reseptör

formasyonu gerçekle meden önce etkili olmaya ba lar ve etkisi takiben ovulasyon öncesi

maturasyona dek sürer.

2.2.2 Oosit…granuloza hücre fonksiyon kontrolü

Oosit folükül yap  içerisinde bir orkestra efi gibi hareket eder; granuloza hücre

proliferasyonu dolay yla folükül büyümesi ve maturasyonu, ayr ca steroid sentezi üzerine

etkilidir. Oositektomi uygulanm  follikül çal malar nda oositektomiyi takiben kalan somatik

hücrelerde; LH reseptör formasyonu ve maturasyonu engellenerek progesteron salg lanmas

önlemi tir. Osit kaynakl  düzenleyici faktörler’in en önemlileri ‘transforming growth factor-

beta (TGF-beta) superfamily’ grubunda yer alan growth differentiation factor 9 (GDF-9),

bone morphogenetic protein 15 (BMP-15) ve BMP-6’d r (47,48).

2.3 Apoptoz

lk kez 1972 y nda Kerr ve ark. taraf ndan karaci er hücrelerinde morfolojik olarak

nekrozdan farkl  yap da hücre ölümü tesbit edildi (49). Apoptotic hücreler kom u hücreler ve

extraselüler matrixten ayr rlar. Hücresel matrix’in aktif olarak kaspazlar taraf ndan
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parçalanmas  takiben hücrede volüm kayb  ve büzü me gerçekle ir. Apoptoz’un en önemli

özelliklerinden biriside DNA’n n 150-200 baz çiftlerinden olu an intranukleozomal

parçac klara ayr lmas r, bu enerji ba ml  aktif bir mekan zma olup nekrozdaki parçalanma

tamamen pasif bir olayd r. Olay n sonunda kom u hücreler ve fagositler, ‘apoptotic body’

olarak adland lan cisimcikleri enflamatuar cevap geli meyecek ekilde fagosite ederler

(50,51).

Nekroz ise hücresel membran’ n parçalanmas  takiben; hücrede me ve intraselüler

yap lar n rastgele hasar  ve sonuçta olu an geni  enflamatuar cevap ile karakterizedir. Nekroz

ayn  patolojiye maruz kalan geni  say daki hücre toplulu unda görülmekte iken, apoptoz tek

bir hücrede görülür (50).

2.3.1 Mitokondri ve Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ilk olarak folliküler B hücreli lenfoma hücrelerinden elde edilmi  bir proto-

onkogen olarak bulunmu tur. Günümüze kadar kadar en az 19 tane Bcl-2 ailesine ait üye

protein tan mlanm r. Bcl-2 ailesi üyesi proteinler apoptozu mitokondrial seviyede kontrol

eden ana proteinlerdir. Bu üyeler Bcl-2 homoloji ünitesi ad  verilen dört motiften en az birini

içerirler (BH1-BH2-BH3-BH4). Bu üniteler d nda, proteinler aras  ili kilerden ve

intraselüler iyon kanallar  ve porlar n olu umundan sorumlu olan transmembranal bir yap

da içerirler. Bcl-2 üyeleri fonksiyonlar  ve yap lar na göre üçe ayr labilirler (52).

1- Antiapoptotik üyeler:  Bu üyeler en az ndan BH1 ve BH2 ünitelerini içerirler ve hücreyi

apoptoza kar  korurlar. En önemlileri unlard r; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, AI, NR13,

Boo/Diva.

2- Proapoptotik üyeler: Bu üyeler apoptozda rol oynarlar ve BH4 d ndaki di er üniteleri

içerirler. En önemlileri unlard r ; Bax, Bak, Bok.

3- Sadece BH3 ünitei içeren üyeler: Bu üyeler sadece BH3 ünitei içerirler ve proapoptotik

rolleri vard r. En önemlileri unlard r; Bid, Bad, Bim, Bik, Bnk, Hrk.

Bcl-2 ve Bcl-XL sadece mitokondrinin d  membran nda bulunurken proapoptotik

üyeler sitozolde veya membranda bulunabilirler. Bcl-2 ailesi üyeleri endoplazmik retikulum

ve nükleer zarfta bulunabilseler de esas olarak mitokondri yerle imlidirler. Apoptoz s ras nda

proapoptotik Bcl–2 üyeleri konformasyonal bir de ikli e u rayarak proapoptotik BH3

ünitesi aç a ç kar. Bax, Bid ve Bad proteinlerinin mitokondriye geçmesiyle sitokrom c
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sal r. Sitokrom c nükleer bir gendir, mitokondriye geçti i zaman bir hem grubuyla

birle erek holositokrom c olu ur ve sadece bu form kaspaz aktivasyonunu sa layabilir (53).

Bcl–2 ve Bcl-XL sitokrom c’nin mitokondriden sal  önler yolda çal rlar ve hücrenin

ya am na devam etmesini sa larlar. Özetle,  proapoptotik üyeler ( bax, bak, bok ) apoptozun

gerçekle mesi lehine çal rken, antiapoptotik üyeler ( Bcl–2, Bcl-XL, Bcl-w ) hücrenin

ya am n devam  yönünde çal rlar.

Son y llarda Smac veya DIABLO adl  bir proteinin de mitokondriden sal nd

bulunmu tur (54,55). Bu protein apoptozom ile birlikte kaspaz  indüklemekte ve ‘inhibitor of

apoptosis proteins (IAPs)’’i  inhibe etmektedir. Baz  hücrelerde sitokrom c hücre ölümü için

gerekli olsa da yeterli olamamaktad r. Bu hücrelerde Smac proteininin apoptozda rol oynad

dü ünülmektedir.

2.3.2 Ölüm reseptörleri ve ligandlar

Ölüm reseptörleri “tumor necrosis factor receptor” (TNFR) ailesine üye proteinlerdir.

Toplam be  tanedirler: TNFR1, fas (CD95), DR3/WSL, ve “TNF-related apoptosis-inducing

ligand” (TRAIL)/Apo-2L. Bu proteinler sisteyinden zengin hücre d  yap lar içerir. Karboksil

terminallerinde ölüm ünitesi (DD) adl  reseptörleri vard r. Bu reseptörler ligandlara

ba land nda apoptoz meydana gelecektir.

Fas 45-52 kDa (355 amino asit içerir) a rl nda glikolize bir hücre yüzey

molekülüdür. Birçok hücrede eksprese edilir ve ekspresyonu interferon  ve TNF gibi

sitokinlerce art labilir. Fas ölüm receptörlerine ba land nda hücresel ölüm için sinyaller

dizisi olu ur. Daha sonra prokaspaz 8 aktive olarak kaspaz kaskat  tetikler.

2.3.4 Kaspazlar

Aspartat spesifik sistein proteaz yola  apoptozun temel ana yollar ndan biri olarak

gösterilmektedir [7]. ‘ nterlökin-1 konverting enzim (ICE; kaspaz 1)’ kaspazlar n prototipi

olup pro-interlökin-1 ’n n biyolojik olarak aktif formuna dönü mesinden sorumludur (56).

Kaspaz 1’in apoptozda bir rolü olmasa da bu ailenin ilk tan mlanan üyesidir.

Memelilerde 14 tane kaspaz gen ailesi vard r ve insanlarda 11 tane enzim

tan mlanm r. Bu gen ailesinin iki adet alt grubu vard r. Birincisi ICE ile ili kili aile
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(inflamatuar grup), ikincisi de apoptotik grubu olu turan ailedir. Kaspazlar amino asit dizisi,

yap lar  ve substrat spesifiteleri bak ndan benzerlikler gösterirler. Üç tane ünite içeren ön

enzimler halinde sentezlenirler; bir N-terminal önünitesi, sistein içeren büyük bir subünite ve

C-terminal küçük bir subünite.

Hücrelerde en yayg n bulunan kaspaz, kaspaz-3‘tür. Apoptotik etkinin ço unlu undan

kaspaz-3 sorumludur ve etkisi kaspaz-6 ve 7 taraf ndan desteklenir. DNA y  kaspaz-3’ün

“caspase-activated DNase”  (CAD) aktive etmesiyle ba lar (57,58). Apoptotik olmayan

hücrede bu enzim CAD’  inhibe eden bir protein ile bir kompleks olu turmu  halde inaktif

olarak bulunur. Apoptoz esnas nda kaspaz-3, CAD’  inhibe eden proteini y kar ve nükleaz n

kromatini kesmesine olanak sa lar (59).

Hücreler kaspazlar  içerdikleri gibi, ayn  zamanda do al  kaspaz inhibitörlerini de

içerirler. En az be  tane ‘inhibitor of apoptosis proteins (IAPs)’ tan mlanm r. Bunlar “X-

linked inhibitor of apoptosis” (XIAP), c-IAP1, c-IAP2, nöronal IAP ve hücre kültüründe

antiapoptotik etki yapan survivindir. Bunlar n içinde en yayg n ve etkin olan  XIAP’dir.

XIAP, c-IAP1 ve c-IAP2 direkt olarak kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9’u inhibe ederler

(28,60,62).

2.3.5 Apoptoz kaskad ekil 2.5)

Apoptoz kontrolü çok basamakl r. Hücre d  sinyaller apoptoz’u bask layabilir

(mitogen ve growth faktör) ya da ba latabilir (Fas ligand veya TNF-alfa). Ölüm reseptörlerini

(Fas veya TNF reseptörleri) etkileyen hücre d  sinyaller procaspase-8’in katalize olmas

sa lar. Aktif kaspaz–8,  kaspaz–3 gibi apoptoz’da rol alan kaspazlar n direk aktivasyonuna

yol açabilir. Bu i lem ‘inhibitor of apoptosis proteins (IAPs)’ grubu proteinler ile

önlenmektedir. E er caspase–8 direk caspase–3 aktivasyonu ile apoptoz’u ba latamazsa

alternatif yol devreye girer. Proapoptotik sinyal, ‘BH3 interacting domain death agonist

(BID)’ k sm  ay rarak aktif hale getirmesiyle sinyal amplifiye olur. Aktif BID, mitokondrial

membran üzerine yerle ik anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyelerini antogonize eder. E er

proapoptotik Bcl-2 ailesi üyeleri antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerine kar  üstün olabilirlerse;

mitokondrial membran potansiyeli kaybolur ve mitokondri içerisindeki apoptoz indükleyici

faktörler hücre sitoplazmas na da r. Bu faktörlerin en önemlileri apoptoz’u direkt

indükleyebilen AIF (apoptoz inducing factor),  IAPs molekülünü engelleyen Smac/DIABLO
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ve en önemlileri sitokrom-c’dir. Sitokrom-c ‘apoptosis inducing complex’ olu turarak yada

Apaf-1 ve caspase-9 ile birle erek ‘apoptosome’ olu turarak apoptoz’u ba lat r (63).

ekil 2.5: Apoptosis’in çok basamakl  kontrolü.

2.3.6 Oositlerde apoptoz

Fizyolojik ko ullar alt nda apoptoz, ovarian follikül’de 3 hücre tipinde görülür.

Granuloza hücrelerinde ve luteal hücrelerde ki apoptoz s kl kla eri kin dönemde olurken

oositlerde ki apoptoz fetal hayatta gözlenir. Oositlerde apoptoz 13.haftadan ba lar ve 14-

20.haftalar aras nda maximum seviyeye (%11-17) ula r (63). Bu dönemden sonra do uma

dek gitgide azal r ve postnatal oositlerde apoptoz izlenmemektedir.
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2.4 Stem cell

Stem cell konusunu inceledi imizde, h zl  geli imlerin ya and  bu bilim dal nda

kar za heran yeni tan mlamalar ç kmaktad r (64);

Stem cell: Embriyodan, fetüsten yada belirli artlar alt nda eri kinden elde edilen ve

organizman n ya am süresi boyunca ço alarak artabilen (somatik stem cell’de bu süre ya am

süresi boyunca olmasa da uzun süreler boyunca devam eder) hücredir. Vücutta doku ve organ

yap ta  olu turan özelle mi  hücrelere dönü ebilir.

Pluripotent stem cell: Vücudu olu turan 3 germ tabakas na da (endoderm, mezoderm,

ektoderm) dönü ebilme kapasitesine sahip hücredir. nsan Pluripotent stem cell grubunun

bugün bilinen iki kayna ; erken dönem insan embriyosu ve gonadal fetal dokunun izole

edilip hücre kültüründe ço alt lmas r.

Embriyonik stem cell: Blastokist olarak adland lan 4-5 günlük embriyo’nun iç hücre

kitlesinden (inner cell mass) elde edilen hücredir. Bu hücreler kendileri embriyo de illerdir ve

laboratuarda geli mekte olan embriyodaki gibi davranmazlar.

Embriyonik germ cell: Fetal dokudan izole edilir. 5-10 haftal k fetüs’ün gonadal ridge

bölgesindeki primordial germ hücrelerinden izole edilirler. Geli menin devam etmesiyle

gonadal ridge testis veya over’e dönü ecek ve primordial germ hücreleride oosit yada sperm’e

dönü eceklerdir. Embriyonik stem cell ve embriyonik germ cell Pluripotent olmalar na

ra men karakter olarak birbirlerine e de er de illerdir.

Özelle me (Diferansiasyon): Özelle memi  bir hücrenin (stem cell gibi) vücudu olu turan

birçok hücreden birisine de imi i lemidir. Diferensiasyon baz  genlerin aktive olup

baz lar n da inaktive olmas  ile kontrol edilir. Ve sonuçta diferansiye olmu  hücreler

birtak m fonksiyonlar  yerine getirebilen özel yap lara dönü ürler. Örne in; diferansiye olmu

bir sinir hücresi, elektrokimyasal sinir iletimi ile di er hücreler ile ileti im kurabilen bir

hücreye dönü mektedir. Laboratuarda stem cell özelle mi  hücre tiplerine (kalp kas , sinir

hücresi ve pankreatik hücre gibi) dönü mek üzere manipüle edilebilir ve buna belirlenmi

diferansiasyon denilir.

Plastisite: Bir  dokuya  ait  olan  somatik  stem  cell’in,  ba ka  bir  dokuya  ait  olan  özelle mi

hücrelere dönü ebilmesidir.

Klonalite: Bir hücrenin belirli bir hücrenin bölünmesi sonucu ve genetik olarak bölünmeye

rayan hücre ile ayn  olmas  kavram r. nsan pluripotent stem cell’in klonal olarak
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bölündü ü bugün net olarak bilinmekle birlikte somatik stem cell’in klonalitesi ile ilgili çok

az çal ma mevcuttur.

Progenitor cell: Bölünme sonucu tam diferansiye hücreler verebilme kapasitesine sahip olan

parsiyel özelle mi  hücredir. Progenitör ve somatik stem cell ay  önemlidir; stem cell

bölündü ünde olu an iki hücreden bir tanesi mutlaka replike olabilen ve self-renewal

kapasitesine sahip stem cell’dir, bir progenitör hücre bölündü ünde ise  replikasyon özelli i

ve dolay yla self renewal kapasitesi olmayan 2 yeni progenitör hücre yada iki özelle mi

hücre olu ur.

2.4.1 Embriyonik stem cell

Yakla k 5 günlük-blastokist a amas ndaki embriyonun iç hücre kitlesini olu turan,

blastomere olarak adland lan ve say  olarak 30 civar ndaki hücrenin; hücre kültüründe

geli tirilmesi sonucu olu ur ( ekil 2.6) (64). Diferansiye olmadan uzun süre simetrik olarak

diploid kromozom yap  koruyarak bölünebilirler.  Bu hücreler kendileri embriyo

de illerdir ve laboratuarda geli mekte olan embriyodaki gibi davranmazlar. Pluripotent

yap daki  hücreler olduklar  için her 3 germ tabakadaki hücreye dönü ebilir ve günümüzde

insülin sentezleyebilen pankreas hücresi, kontraktil aktiviteye sahip kalp kas  hücresi, kan

hücreleri ve elektrokimyasal uyar  iletebilme kapasitesine sahip sinir hücresi

olu turulabilmi tir ( ekil 2.7) (64,65). Hücre kültürlerinde elde edilebilen uzun telomeraz

zinciri sayesinde uzun süreli olarak özelle meye gitmeden kendi say lar

artt rabilmektedirler (long time self renewal) (66).
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ekil 2.6: nsan embriyonik stem cell elde

edilmesi

ekil 2.7: Embriyonik
stem cell’in özellikleri

Ektoderm Mezoderm Endoderm
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2.4.2 Somatik (adult) stem cell

Özelle mi  bir doku içerisinde, kendisini yenileyebilen ve içinde bulundu u dokunun

tüm özelle mi  hücrelerine dönü ebilme potansiyelini ta yan diferansiye olmam  hücredir

(64). Somatik stem cell organizman n hayat  boyunca kendi kopya hücrelerini yapabilir (self-

renewal). Somatik stem cell; karakteristik ekil ve fonksiyonlara sahip matür hücreleri

(kontrakte olabilen kas hücresi, iletim yapabilen sinir hücresi) olu turacak progenitör hücre

olu turmak üzere bölünür. Bilinen somatik stem cell kaynaklar ; kemik ili i, kan, gözün

kornea ve retina bülümü, beyin, iskelet kas , di  minesi, karaci er, cilt, gastrointestinal trakt iç

yüzeyi ve pankreast r. Bugün henüz vücudun bütün hücrelerine dönü ebilme yetisine sahip

izole somatik hücre populasyonu elde edilememi tir; yani somatik stem cell, her 3 embriyonik

germ tabakaya dönü ebilme yetisine sahip pluripotent stem cell özelliklerine sahip de ildir.

Organizma içersinde iken bu hücreler uzun süreli olarak özelle meye gitmeden kendi

say lar  artt rabilmektedirler (long time self renewal). Bugünkü ara rmalarda en büyük

sorun ise hücre kültürlerinde bu hücreler özelle meye gitmeden uzun süre sadece say ca

artt larak tutulamamaktad rlar (64,67).

Günümüzde en çok çal lan somatik stem cell, kemik ili i kaynakl  stem cell’dir ve

major olarak iki tip oldu u saptanm r; hematopoietik stem cell (kan hücreleri olu turabilir)

ve mezenkimal stem cell (kemik, k rdak ve ya  dokusu olu turabilir). Hematopoietik stem

cell grubu en çok çal lan grup olmas na ra men hücrelerin hücre kültüründe çok replike

olamamas  ve özelle me olmadan  kalamamas  büyük dezavantajd r, ayr ca kemik ili i

kaynakl  stem celler’in farkl  alt tiplerinin olabilirli ine dair çal malar devam etmektedir

ekil 2.8) (68,69).

Somatik stem cell plastisiteside yeni bir kavram olmakla birlikte mekan zma net

olarak bilinmemektedir; somatik stem cell’e uygun ortam ve ko ullar sa land nda bu

hücrelerin, farkl  dokularda yer alan özelle mi  hücrelere genetik olarak tekrar

programlanarak dönü tü ü izah edilmektedir. Bugüne kadar 3 grupta klinik olarak

kesinle mi  plastisite bildirilmektedir; 1) kemik ili i ve kan kaynakl  hematopoietik stem

cell’in 3 ana beyin hücresine (nöron, oligodendrosit, astrosit), iskelet ve kalp kas  hücresine,

karaci er hücresine dönü ümü. 2) kemik ili i kaynakl  mezenkimal stem cell’in iskelet ve

kalp kas  hücresine, ya -kemik-k rdak hücresine dönü ümü. 3) beyin kaynakl  stem cell’in

kan ve iskelet kas  hücresine dönü ümü ( ekil 2.9) (69).
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Embriyolojik dönemde primordial germ hücreleri ile hematopoietik kök hücreleri

proksimal epiblast’tan, yani ayn  bölgeden köken almaktad rlar (70). Postnatal dönemde de

hematopoietik sistem, kemik ili i kaynakl  stem cell populasyonu ile desteklenmektedir (71).

Primordial germ hücresi’nin in vitro ko ullarda primitif hematopoietik stem cell olu turabilme

özelli inin saptanmas  (72) ve kemik ili i kaynakl  stem cell’den plastisite kavram  dahilinde

farkl  dokulara ait hücreler elde edilmesiyle (73,74),  kemik ili inin germ stem cell kayna  da

olabilece i dü ünüldü. Bu fikir’e yönelik yap lan çal malar n en sonuncusu ve en önemlisi

2005’te Johnson ve ark. taraf ndan yap ld ; germ cell markerlar ndan Oct4, Mvh, Dazl, Stella

ve Fragilis’in eri kin di i fare kemik ili inde eksprese edildi i saptand . Ayn  çal man n

ikinci aya nda ise kemoterapi sonucu pre ve post mayotik germ hücre populasyonu tamamen

yok edilen farelere yap lan kemik ili i transplantasyonunu takiben her geli im evresinde

(resting primordial evresindeki folüküllerde dahil) oosit içeren folüküller saptand  (9).

ekil 2.8:  Kemik ili i kaynakl  stem cell gruplar ndan farkl la ma
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ekil 2.9: Somatik stem cell plastisitesi (kemik ili inden farkl  dokulardaki matür hücrelere

dönü üm)
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Bölüm 3

         GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çal ma prospektif kontrollü deneysel ara rma olarak yap ld . Dokuz Eylül

Üniversitesi Rektörlü ü Bilimsel Ara rma Projeleri ödene inden 2006.KB.SA .012

numaral  proje olarak desteklenmi  ve deney için Deney Hayvanlar  Etik Kurulu’ndan onay

al nm r. Deney Dokuz Eylül Üniversitesi T p Fakültesi Deney Hayvanlar  Laboratuar nda

yap ld .  Ovarian morfolojik follikül dinami i incelemesi ve apoptoz tayini Patoloji Anabilim

Dal  laboratuarlar nda gerçekle tirildi.

3.1 Deney hayvanlar

Dokuz Eylül Üniversitesi T p Fakültesi Deney Hayvanlar  Laboratuar’ ndan cinsel

yönden olgunlu a eri mi , 125-175 gram a rl klar nda, hepsi de 75 günlük olan Wistar

albino su u toplam  23 adet s çan al nd  ve 3 gruba ayr ld . S çanlar’a deney süresince 12 saat

gece ve 12 saat gündüz fotoperiyotta standart yem ve su verildi. Tek tarafl  ooforektomi’nin

sa, orta ve uzun dönem etkilerini de erlendirmek için çal ma 3 ayr  grupta planland .

Grup A: Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi ( 3 rat’a sa  ooforektomi , 4 rat’a sol

ooforektomi) yap ld . Çal man n 7. gününde relaparotomi ile kalan overin ç kart ld  grup

(n:7).

Grup B: Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi ( 4 rat’a sa  ooforektomi , 4 rat’a sol

ooforektomi) yap ld . Çal man n 14. gününde relaparotomi ile kalan overin ç kart ld  grup

(n:8).

Grup C: Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi ( 4 rat’a sa  ooforektomi , 4 rat’a sol

ooforektomi) yap ld . Çal man n 42. gününde relaparotomi ile kalan overin ç kart ld  grup

(n:8).

Tüm s çanlarda 0.günde al nan over, ayn  s çan için kontrol overi olarak kullan ld .

çanlar n bir östrus siklusu  üç - dört gündür (61). Dolay yla grup A’daki s çanlar 1-

2, Grup B’deki s çanlar 3-4 ve Grup C’deki s çanlar 10-12 menstruel siklusluk süre

geçireceklerdir.
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40-80 mg/kg Ketamine + 5-10 mg/kg Xylazine (intraperitoneal) ile uygulanan anesteziyi

takiben steril artlarda uygulanan laparotomi ile unilateral ooforektomi ile al nan overler

(kontrol overi) formolin ile fikse edilerek patoloji laboratuar na gönderildi. 3 gruptaki

hayvanlara s ras yla 7, 14, 42. günlerde relaparotomi uyguland  ve kalan over (çal ma overi)

ooforektomi ile ç kart ld . Hayvanlar n hepside relaparotomi sonras  toksik eter dozu ile

sakrifiye edildiler.

3.2 Follikül dinami i’nin incelenmesi

Parafin ile bloklanan dokulardan,  doku bitene dek 8 m kal nl nda kesitler al nd  ve

literatürde tariflendi i ekilde ilk kesitten itibaren her be  kesitte bir kesit incelemeye al nd

ve Hematoxylen-Eosin ile boyand  (75). 46 overden al narak incelenen kesit say  2392 idi.

Her bir over ba na incelenen kesit say  ortalama 52 idi.

Oosit involusyonu ile birlikte eosinofili izlenen, ekil olarak deforme olan ve

granuloza hücrelerinde pyknosis geli mi  olan folliküller atretik follikül ve sa kl

görünümdeki folliküller normal follikül olarak de erlendirildi (20). Kesitlerde folliküller

Gougeon taraf ndan tariflendi i ekilde s fland ld  (8,20); (i) i si granuloza hücreleriyle

çevrelenmi  primer oositten olu an primordial follikül (35.0 m çapta), (ii)  tek tabaka

granuloza hücresiyle çevrelenmi  primer oositten olu an ve oosit çevresinde zona pellucida

tabakas n olu maya ba lad  primer follikül (46.0 m çapta), (iii) >1 kat granuloza

hücresiyle çevrelenmi  primer oositten olu an sekonder follikül ( ortalama 77.0 m çapta) (iv)

glikoprotein yap da s  birikimi sonucu antral kavite olu umu ile karakterize antral follikül.

Bu s flamada yer alan sekonder ve antral folliküller tek bir grup alt nda growing follikül

olarak adland ld .

Üç gruptada say lan toplam normal ve atretik follikül say  istatistiksel analiz

yap rken, be  kesitte bir kesit incelemeye al nd  için, tüm overdeki say n bulunabilmesi

için be  ile çarp ld  (75). Her bir gruptaki çal ma overi kendi kontrol overi ile kar la ld .

Her grup için çal ma overi ile kontrol overinde; primordial follikül, primer follikül, growing

follikül ve apoptotik indeks  ortalamalar  hesapland .

Apoptoz incelemesinde, yeni geli tirilen birçok yönteme ra men halen gold standart

olarak ifade edilen morfolojik inceleme kullan ld  (76).  ncelenen dokularda morfolojik

olarak; sitoplazmik vakuolizasyon, kromatin kondensasyonu ve yuvarlak sitoplazmik kitle
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veya pyknotik kromatin kondensasyonu etraf nda ince sitoplazmik halo olarak izlenebilen

‘eosinofilik apoptotik body’ ler say ld . kl kla 1000 hücrede say lan ‘apoptotik body’ler

1000 hücrede index olarak verilmesine ra men veri güvenilirli i aç ndan ortalama 4( +- 2)

kesitte say lan 5000 hücredeki apoptotik body say   1000 hücrede apoptotik indeks olarak

verildi.

3.3 statistiksel Anali

Tüm istatistikler “SPSS for Windows 12.0” istatistik program  ile yap ld . Her grup

kendi içerisinde ba ms z olarak Wilcoxon Signed Ranks Test ile de erlendirildi. p de eri

0.05’den dü ük olan sonuçlar istatistiksel olarak anlaml  kabul edildi.
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Bölüm 4

        BULGULAR

ekil 4.1: A) Çift ok ile primordial follikül grubu (yass  granuloza hücreleriyle çevrelenmi
folliküller)  ve kesik çizgili oklar ile primer folliküller (kübük granuloza hücreleriyle çevrili
folliküller) i aretlenmi tir (Hematoxylene-eosine[HE] boyanm  kesit x400). B) Çift s ra
granuloza hücresi ile çevrili sa kl  görünümlü sekonder follikül (HE, X400). C) Growing-
klas 2 follikül. Antrum olu umu ba lam r (HE, X200). D) Atretik bir growing follikül’de
apoptotik body’lerin düz çizgili ok ile gösterimi (HE, X400).

A B

C D
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4.1 Grup A

Grup A [Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi-kontrol over (3 s çan’a sa

ooforektomi , 4 s çan’a sol ooforektomi) ve çal man n 7. gününde relaparotomi ile kalan

over-çal ma over ç kart ld  grup] içersindeki primordial follikül, primer follikül, growing

follikül gruplar n normal, atretik, total say lar  ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p

de erleri tablo 4.1 ve ekil 4.2’de gösterilmi tir. Bu grupta primordial ve primer follikül

aç ndan çal ma overinde istatistiksel olarak anlaml  derecede art  saptanmam  olup sadece

growing atretik ve growing total follikül say lar nda anlaml  art  saptanm r (p=0.028).

Çal ma ve kontrol overinde apoptotik indeks aç ndan anlaml  bir fark saptanmad .
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Tablo 4.1: Grup A’da yer alan (n:7) s çanlarda primordial-primer-growing follikül

gruplar ndaki normal, atretik ve total follikül say lar  ile apoptotik index ortalamalar

p de eri: < 0.05 ise anlaml  ve de er belirtilmi tir
 p de eri: >0.05 ise anlams zd r ve NS olarak belirtilmi tir.
 [ ]: SD de eridir.
P: Primordial

ekil 4.2: Grup A’da yer alan s çanlarda primordial-primer-growing folükül gruplar ndaki
total folükül say lar  ile apoptotik index ortalamalar

77777777N =

follikül grubu

çal
ma-apoptoz

kontrol-apoptoz

çal
ma-sekonder

kontrol-sekonder

çal
ma-primer

kontrol-primer

çal
ma-primordial

kontrol-primordial

fo
llik

ül
 s

ay

3000

2000

1000

0

-1000

Grup A
(N:7)

P.
Normal

P.
Atretik

P.
Total

Primer
Normal

Primer
Atretik

Primer
Total

Growing
Normal

Growing
Atretik

Growing
Total Apoptoz

Kontrol
Over

573,5
[409,1]

51,4
[67,0]

625
[388,7]

178,6
[88,4]

214,3
[78,1]

392,9
[158,6]

60
[50,5]

1252,1
[448,5]

1312,1
[442,7] 13,1 [15,6]

Çal ma
Over

342,8
[251,1]

117,1
[61,0]

460,0
[269,0]

158,6
[76,5]

330,8
[126,4]

489,3
[165,2]

64,3
[53,6]

2041,4
[522,4]

2105,7
[534,5] 27,6 [32,4]

p
De eri NS NS NS NS NS NS NS 0.028 0.028 NS
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4.2 Grup B

Grup B [Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi-kontrol over ( 4 s çan’a sa

ooforektomi , 4 s çan’a sol ooforektomi) ve çal man n 14. gününde relaparotomi ile kalan

over-çal ma over ç kart ld  grup] içersindeki primordial follikül, primer follikül, growing

follikül gruplar n normal, atretik, total say lar  ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p

de erleri tablo 4.2 ve ekil 4.3’de gösterilmi tir. Bu grupta primordial ve primer follikül

aç ndan çal ma overinde istatistiksel olarak anlaml  derecede art  saptanmam  olup sadece

growing atretik (P=0.025) ve growing total (P=0.017) follikül say lar nda anlaml  art

saptanm r. Çal ma ve kontrol overinde apoptotik indeks aç ndan anlaml  bir fark

saptanmad .
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Tablo 4.2: Grup B’de yer alan s çanlarda primordial-primer-growing folükül gruplar ndaki

normal, atretik ve total folükül say lar  ile apoptotik index ortalamalar

p de eri: < 0.05 ise anlaml  ve de er belirtilmi tir
p de eri: >0.05 ise anlams zd r ve NS olarak belirtilmi tir.
[ ]: SD de eridir.
P: Primordial

ekil 4.3: Grup B’de yer alan s çanlarda primordial-primer-growing follikül gruplar ndaki
total follikül say lar  ile apoptotik indeks ortalamalar

88888888N =

follikül grubu

çal
ma-apoptoz

kontrol-apoptoz

çal
ma-sekonder

kontrol-sekonder

çal
ma-primer

kontrol-primer

çal
ma-primordial

kontrol-primordial
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llik

ül
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ay

4000

3000

2000

1000
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-1000

Grup B
(N:8)

P.
Normal

P.
Atretik

P.
Total

Primer
Normal

Primer
Atretik

Primer
Total

Growing
Normal

Growing
Atretik

Growing
Total Apoptoz

Kontrol
Over

475,6
[496,1]

67,5
[82,2]

543,1
[441,2]

190,6
[61,1]

344,4
[129,1]

535
[176,4]

113,7
[110,1]

1876,2
[386,6]

1990
[457,8]

24,7
[32,6]

Çal ma
Over

350,6
[188,5]

120,0
[156,2]

470,6
[221,0]

229,4
[102,8]

266,9
[86,8]

506,2
[156,8]

108,7
[72,9]

2442,5
[381,7]

2551,2
[409,3]

20,7
[16,8]

p
De eri NS NS NS NS NS NS NS 0.025 0.017 NS



34

4.3 Grup C

Grup C [Çal man n 0.gününde unilateral ooforektomi-kontrol over ( 4 s çan’a sa

ooforektomi , 4 s çan’a sol ooforektomi) ve çal man n 42. gününde relaparotomi ile kalan

over-çal ma over ç kart ld  grup] içersindeki primordial follikül, primer follikül, growing

follikül gruplar n normal, atretik, total say lar  ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p

de erleri tablo 4.3 ve ekil 4.4’te gösterilmi tir. Bu grupta primordial ve primer follikül

aç ndan çal ma overinde istatistiksel olarak anlaml  derecede art  saptanmam  olup sadece

growing normal (p=0.036), growing atretik (P=0.012) ve growing total (P=0.012) follikül

say lar nda anlaml  art  saptanm r. Çal ma ve kontrol overinde apoptotik indeks aç ndan

anlaml  bir fark saptanmad .
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Tablo 4.3: Grup C’de yer alan s çanlarda primordial-primer-growing follikül gruplar ndaki

normal, atretik ve total follikül say lar  ile apoptotik indeks ortalamalar

p de eri: < 0.05 ise anlaml  ve de er belirtilmi tir
p de eri: >0.05 ise anlams zd r ve NS olarak belirtilmi tir.
[ ]: SD de eridir.
P: Primordial

ekil 4.4: Grup C’de yer alan s çanlarda primordial-primer-growing folükül gruplar ndaki
total folükül say lar  ile apoptotik index ortalamalar

88888888N =

follikül grubu

çal
ma-apoptoz

kontrol-apoptoz

çal
ma-sekonder

kontrol-sekonder

çal
ma-primer

kontrol-primer

çal
ma-primordial

kontrol-primordial
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Grup C
(N:8)

P.
Normal

P.
Atretik

P.
Total

Primer
Normal

Primer
Atretik

Primer
Total

Growing
Normal

Growing
Atretik

Growing
Total Apoptoz

Kontrol
Over

290,0
[72,7]

91,2
[87,2]

381,2
[117,8]

208,8
[48,5]

278,1
[62,8]

486,9
[84,8]

68,1
[73,4]

1658,1
[356,0]

1726,2
[398,3]

13,5
[19,7]

Çal ma
Over

390,0
[130,9]

55,0
[60,3]

445,0
[134,4]

216,9
[59,1]

306,2
[79,4]

523,1
[111,3]

135,6
[94,1]

2689,4
[610,4]

2825,0
[601,7]

9,6
[16,6]

p
De eri NS NS NS NS NS NS 0,036 0,012 0,012 NS
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ekil 4.5: A-B-C grubundaki s çanlarda kontrol ve çal ma overlerindeki primordial
folliküllerin say sal de imi

887 887N =

çan grubu-denek say

CBA
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ekil 4.6: A-B-C grubundaki s çanlarda kontrol ve çal ma overlerindeki primer folliküllerin
say sal de imi

887 887N =

çan grubu-denek say
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ekil 4.7: A-B-C grubundaki s çanlarda kontrol ve çal ma overlerindeki atretik growing ve
toplam growing folliküllerin say sal gösterilmesi

887 887 887 887N =

çan grubu-denek say
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ekil 4.8: A-B-C grubundaki s çanlarda kontrol ve çal ma overlerinde
atretik growing/toplam growing follikül oran

887 887N =

çan grubu-denek say

CBA

95
%

 C
I

1,00

,98

,96

,94

,92

,90

,88

,86

,84

,82

,80

kontrol overi

çal ma overi
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        BÖLÜM 5

       TARTI MA VE SONUÇ

Geli imsel biyoloji tarihinde; sabit bir teorinin kabul edilmesi nedeniyle, yeni

hipotezlerin tart lamad  s k olmu tur (77). Greenfield ve Flaws’a göre, bilim tarihi uzun

süreli paradigmalara kölece ba lanma nedeniyle olan anss zl klar ile doludur (78).

Eri kin memeli overinde neo-oogenez’in gerçekle medi i, di i memelilerin s rl  ve

kendini yenileyemeyen germ hücreler ile do duklar  doktrini yakla k yar m yüzy l önce

kabul görmü tür (79). O zamana dek neo-oogenez üzerine yap lan tart malara 1951 y nda

Zuckerman ‘deneysel ve say sal veriler nda eri kin memeli overinde neo-oogenez

gerçekle emeyece i’ sonucuyla noktay  koymu tur. Germ stem cell mitozunun over d nda

gerçekle ip gerçekle emeyece i konusunda ise Zuckerman taraf ndan ifade edilen aç klama

yoktu (1). O tarihten itibaren birçok ara rmac  Zuckerman’  destekleyen veriler yay nlad lar.

Bunlardan en güçlüleri ise; Borum taraf ndan 1961’de yay nlanan leptotene, zygotene,

pachytene ve erken diplotene figürleri’nin (mayoz bölünme duraklamas  önce geçirilen

1.mayoz bölünme-profaz’ n basamaklar ) sadece memeli fetal overlerinde görüldü ü ve

memeli eri kin overlerinde görülmedi i verisi idi. Di eri de yine Borum taraf ndan 1967’de

yay nlanan; 3H-thymidine (replike olmakta olan DNA yap na kat lan radyoaktif i aretli

thymidine-mitozdaki hücreleri gösterir) enjeksiyonu sonucu memeli eri kin overinde say ca

artabilen germ stem cell olmad  verisi idi (2,80).

lk defa olarak 2003’te Hubner ve ark. taraf ndan in vitro ko ullarda fare embriyonik

stem cell’den oosit elde edildi (81). Bunu takiben 2004 y nda Johnson ve ark. taraf ndan,

Zuckerman’ n doktrinini y kabilecek, postnatal memeli overinde oosit yap  devam ettiren

germ stem cell varl na ili kin bulgular oldu u yay nland  (8). 2004 y ndan beri üreme

endokrinolojisi üzerine deneyimli birçok merkezde devam eden çal malarda; oosit

ya lanmas , menopoz ve prematür ovarian yetmezlik üzerine yeni ç rlar açabilecek olan

‘postnatal memeli overinde oosit yap  devam ettiren germ stem cell varl ’ hipotezi

üzerine çal lmaktad r.

Germ stem cell olabilirli i üzerine yap lm  en çarp  çal ma, Johnson ve ark. taraf ndan

2004’te Nature’da yay nland  (8). Johnson ve ark. çok basamakl  olan bu çal man n ilk

amas nda; puberte dönemi C57BL/6-fareler’de 9,10-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)
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[folliküler atreziyi ba latan kimyasal] enjeksiyonu ile folliküler apoptoz’un ba lay p atrezi

olu umu ve temizlenme sürecinin en fazla 72 saat sürdü ünü göstermi lerdir. Atretik folükül

say   puberte döneminde 700 ile 1300 aras nda iken non-atretik folükül say  4000

civar nda tesbit etmi lerdir. Bu h zda atrezi ve temizlenme ile devam eden süreçte haftalar

içersinde folliküllerin tamamen tükenmesi ve reproduktif fonksiyonlar n genç eri kin

döneminde sonlanmas  beklenirken, C57BL/6-fareler’de 12 ay sonunda bile primordial ve

growing follikül saptam lard r. Çal malar ’n n 2.a amas nda; ooforektomiden 1 saat önce 5-

bromodeoxyuridine (BrdU) [hücre bölünmesini gösterir] enjeksiyonu yap ld nda Vasa

homologue (MVH, germ hücrelerinde sentezlenen bir protein) aç ndan pozitif olan over

yüzeyi büyük ovoid hücrelerinden baz lar n BrdU pozitif oldu u saptam lard r.

Johnson ve ark. 2005 y nda Cell’de yay nlanan bir ba ka makalelerinde,

yenilenmekte olan germ cell havuzu hipotezini desteklemekle birlikte bu hücrelerin kayna

niteli indeki stem cell için ise kemik ili ini dü ünmü lerdir (9). Yine çok basmakl  olarak

yap lan bu çal man n ilk a amas nda; doxuribicin enjeksiyonunu takiben, primordial

(2500’ten 500’e) ve total immatür (3500’ten1000’e) follikül say nda sa lanan anlaml

dü ü takiben enjeksiyon sonras  12. saatte primordial (500’den 1500’e) ve total immatür

(1000’den 2500’e) follikül say nda anlaml  art  saptanm  ve 2.ayda kontrol grubu ile ayn

say da follikül tesbit edilmi . Bu kadar h zl  yenilenmenin over yüzeyinde saptanan az

say daki germ cell öncüsü olabilecek büyük ovoid hücrelerden olamayaca  dü ünen

ara rmac lar, plastisite ile ba ka dokulardaki diferansiye hücrelerin olu mu’nun en fazla

oldu u  kemik ili ini incelemi lerdir. Daha önceki çal malardan da bilinen germ cell

markerlar  (Oct 4, Mvh, Dazl, Stella ve Fragilis), kemik ili inde taram lard r (83,84). Ayn

zamanda female-germ-cell-specific homeobox geni nobox’un kemik ili indeki varl na

bakm lar. Di i memeli germ cell spesifik olan bu markerlar  anlaml  olarak kemik ili i

dokusunda saptam lar. Bu çal man n bir sonraki a amas nda saptanan en çarp  bulgu ise,

busulfan+cyclophosphomide ile sterile hale getirilen di i farelere yap lan kemik ili i ve

periferal kan hücresi transferini takiben yap lan morfolojik ovarian inceleme sonuçlar r.

Transfer yap lmayan hayvanlardan farkl  olarak kemik ili i transferi yap lan hayvanlarda

resting primordial follikül evresi de dahil olmak üzere tüm evrelerden folliküller tesbit edilmi

ve oosit yap n ba lad  gösterilmi tir.
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Klinik gözlemlerimize göre memelilerde tek tarafl  ooforektomiyi takiben kalan over

reproduktif fonksiyonu üstlenmektedir. Bu konu ile ilgili yap lm  en çarp  ara rmalardan

birisi; Levitas ve ark.’n n tek tarafl  ooforektomi yap lm  hastalar ile her iki overi de mevcut

hastalar n in vitro fertilizasyon-embriyo transferi (IVF-ET) sonuçlar ’n  inceledikleri

çal mad r. lginç bir ekilde tek tarafl  ooforektomi uygulanm  hastalarda anlaml ekilde

daha yüksek gebelik oranlar  saptanm  (toplanan oosit ve transfer edilen embriyo say lar  her

iki gruptada ayn  iken elde edilen gebelik oran  tek tarafl  ooforektomi uygulanan grupta

%52.9 iken her iki overi mevcut olan hasta grubunda bu oran %20.8’lerde kalm r) (82).

Ooforektomi sonras  artan FSH sonucunda overde gerçekle en endokrin ve parakrin

kompanzatuar mekan zmalar ile elde edilen matür oosit say  ve gebelik oranlar nda negatif

yönde etkilenme olmad , hatta art  olabilece i belirtilmi  ve bu hasta grubunda bulunan

yüksek FSH seviyesinin over rezerv testlerinde yön gösterici olarak kullan lmamas  gerekti i

belirtilmi  (82).

Kurmu  oldu umuz bu deneysel çal mada tek tarafl  ooforektomi sonras  fizyolojik

uyar lar ile, olmas  muhtemel over kaynakl  yada extraovarian (kemik ili i) kaynakl  germ

stem cell aktivasyonu olabilece ini dü ündük (8,9). Kalan overde (her iki overin

follikülogenez i levini tek ba na üstlenmi  oldu u halde); k sa (A grubu)-orta (B grubu)-

uzun (C grubu) dönemde follikül say n sabit kalaca  ve hatta artabilece i hipotezi ile

follikül dinami ini inceledik. Deney plan za göre, e er gerçekten germ stem cell mevcut

ise tüm follikül gruplar nda say  sabit kalacak veya artacakt r; burada gerçek ovarian

rezervinin göstergesi olarak dü ündü ümüz primordial+primer follikül gruplar ndaki de im

di er gruplara nazaran daha büyük önem arz etmektedir.

Olu turdu umuz her 3 grupta da primordial-primer follikül say lar nda ve apoptotik

indekslerinde istatistiksel anlaml  farkl k saptanmad . Çal ma süresince yakla k 1-2

menstruel siklus geçiren A grubundaki hayvanlarda growing atretik (P=0.028) ve growing

total (P=0.028) follikül say nda, B grubundaki hayvanlarda da growing atretik (P=0.025) ve

growing total (P=0.017) follikül say nda, C grubundaki hayvanlarda ise growing normal

(P=0.036), growing atretik (P=0.012) ve growing total (P=0.012) follikül say nda art

saptand  (tablo 4.1-4.3). Gerçek follikül rezervi olarak de erlendirdi imiz primordial+primer

follikül say lar nda çal ma ve kontrol overleri aras nda geçen zamana  ra men anlaml  bir

azalma saptanmamas  (tablo 4.1-4.3 ve ekil 4.5-4.6) ve ayn  zamanda growing follikül

say ’n n 3 grupta da  anlaml  olarak artmas  ilginçtir. Sonuçlar n bu ekilde olmas  ilk
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bak ta 2 nedenle olabilir; 1) geçici ovarian kompanzasyon, 2) follikül rezervini yenileyebilen

germ stem cell varl .

Günümüze dek unilateral ooforektomi deney düzene i ile yap lm  baz  çal malarda

ovarian kompanzasyon sonucu reproduktif fonksiyonun  etkilenmedi i bildirilmi tir (85-89).

Ovarian kompanzasyon’un kurtar  yol olarak gösterildi i bu çal malarda sebep olarak bir

çok mekan zma dü ünülmü tür: i) azalan östrojen ve inhibin seviyesine ba  olarak artm

FSH’ya ikincil olarak cohort’a kat lan folliküllerin artmas  (90); ii) azalan serum

progesteronuna ba  olarak ovulatuar boyuttaki folliküllerin ya am sürelerinin uzamas  (91),

iii) afferent-efferent adrenerjik sinir sistemi yard yla folliküller’in ya am süreleri’nin

uzamas  (92,93); iv) azalan atrezi ve artan recruitment’a ba   follikül say ’n n fazla olarak

saptanmas  (11,20-22); v) önceki folliküler dalgalardan gelen statik faz folliküller’in ya am

süreleri’nin uzamas  (11). Bu çal malar n hemen hepsinde hormonal inceleme yada overin

görüntüleme yöntemleri (örn,USG) baz al nm r. Ayr ca 2004’e dek ‘memelilerin artma

potansiyeli olmayan germ cell havuzu ile do duklar ’ fikri tart lmaz bir doktrin olarak kabul

edilmekteydi. Bu yüzden kurulan deney düzenekleri sabit bir havuzun reproduktif fonksiyonu

nas l kompanze edebilece ine yönelik fikirlerdi. Yapm  oldu umuz deneysel ara rma, tek

tarafl  ooforektomi sonras  morfolojik  ve apoptotik de erlendirme ile germ cell’leri inceleyen

literatürdeki ilk ve tek çal mad r. Yukar daki mekanizmalardan hangisi olursa olsun tek

sebep kompanzasyon olsayd ; en az ndan rezerv folliküllerin azalmas  yada folliküler statik

ya am süresinin artmas  ve atrezinin azalmas  nedeniyle atretik folliküllerin azalmas

beklerdik. Kurdu umuz deney plan nda ne  rezerv havuzunda azalma olmu tur ( ekil 4.5-4.6),

ne de atretik follikül say nda ve atrezi oran nda ( ekil 4.7-4.8) azalma olmu tur. Ayn

zamanda her 3 grupta da kontrol ve çal ma overlerinde apoptotik indeksler aç ndan fark

saptanmam r (tablo 4.1, 4.2, 4.3). Bu bize folliküler atrezi h nda de iklik olmad

göstermektedir. A,B ve C gruplar ’n n hepsinde de rezerv follikül say lar  ayn  kalm  olup

cohort’a kat lan follikülleri temsil eden growing grubunda say sal art  saptanm r ( ekil

4.7). Özellikle uzun dönem etkiyi göstermekte olan C grubunda growing normal-atretik-total

follikül say lar  artm r (tablo 4.3). Johnson ve ark.’n n atretik follikül temizlenme süreci

olarak saptad klar  72 saat’ide göz önüne al rsak rezerv say n ayn  kal p growing grubunun

her üç gruptada artmas  bize ek bir kayna  dü ündürmektedir.

Kerr ve ark. 2006 da C57BL/6-fareler üzerinde yapt klar  çal mada 7. gün follikül

say  ile 100.gün follikül say  ayn  bulmu lard r. Overden kaybedilen follikül say  ilk 7
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gün içersinde yakla k olarak 561±85/gün tesbit edilen bu hayvanlarda follikül say n bu

süreç içersinde ayn  kalm  olmas  ‘germ hücreleri’nin halen say ca artmakta oldu u fikrini

destekler’ olarak yorumland .  Kerr ve ark.’ n n çal mas da, follikül say n zamanla

birlikte belli bir dönem sabit kalabilmesinin atrezideki azalma nedeniyle olamayaca

bulgumuzu desteklemektedir (94).

21 günlük CBA/Ca farelerinde primordial havuzdan kaybolan total follikül say  89

follikül/gün (48 ölüm ile 41 geli im basama na geçi  ile) olarak gösterilmi tir (8); biz

çal mam zda follikül kayb n yüksek dönemde oldu unu dü ündü ümüz puberte

evresindeki 75 günlük s çanlarda yapt k. K sa dönemden itibaren ba layarak, A grubu, uzun

dönem olarak isimlendirdi imiz C grubu da dâhil 3 gruptada primordial ve primer folükül

say nda anlaml  dü  olmamas  ve growing folükül say nda art  olmas  nedeniyle folükül

say nda art  ile olan deste in ve dolay yla germ cell ço almas n akut dönemden itibaren

gerçekle ti ini dü ündürmektedir. Buda bize Johnson ve ark.’n n 2. çal malar nda

saptad klar  kemik ili i kaynakl  germ stem cell deste i verisinin (9),  daha do ru

olabilece ini dü ündürmektedir.  Çünkü akut dönemden itibaren follikül rezervini sabit

tutabilecek germ cell kayna  aynen Johnson ve ark.’da belirtti i gibi (9), over yüzeyinde

oldu u dü ünülen az miktardaki stem cell kayna ndan daha fazla potansiyele sahip, kemik

ili i gibi, bir noktadan sa lan yor olabilir .

Bugüne kadar ovarian folliküler dinami ine ili kin yap lan çal malarda morfolojik

inceleme aç ndan birçok yöntem kullan lm r; birk sm nda al nan kesit kal nl  artt p

azalt lm , birk sm nda ise yap lan tüm kesitlerden farkl  aral klar ile inceleme yap lm r

(75). Yap lan bu incelemelerde folükül say lar  aras nda 16 kat’a dek olan say sal de iklikler

saptanm r. Üç boyutlu bir yap  olan overdeki tüm follikülleri pratik olarak her çal ma için

sayamad zdan dolay  gerçek follikül say na (95) %3-11 oran nda en yak n rakam

verebilen, Johnson ve ark. ile birlikte di er güncel ara rmalar n kulland  yöntemi

uygulad k (8,9).  8 µm kal nl nda al nan her 5 kesitten bir tanesini incelemeye ald z bu

zor ve zahmetli olan ve toplam 2392 kesit inceledi imiz yöntemle bile  gerçek follikül

say  verememekle birlikte literatür bilgisi nda gerçe e en yak n verileri elde etti imizi

dü ünmekteyiz.

Sonuç olarak; yapm  oldu umuz deneyde tek tarafl  ooforektomi sonras  kalan overde

yakla k 10-12 menstruel siklus sonras  (C grubu) bile follikül rezervi azalmam r. Buna

kar k cohort’u temsil eden growing grubunda follikül say  artm r. Ovaryan
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kompanzasyon mekanizmas ’n n temeli olarak gösterilen atrezideki azalma’n n olmad , tam

tersine atretik folliküllerin de artt  gösterilmi tir. Elde etti imiz bulgular nda; tek tarafl

ooforektomi sonras   yeni follikül üretimi oldu unu ve bunun da en olas  kayna ’n n direkt

olarak gösterilememi  olsada, germ stem cell (ovaryan veya ekstraovaryan kaynakl )

oldu unu dü ünmekteyiz. Germ stem cell olabilirli i üzerine yap lan çal malar n en büyük

tl , henüz di er dokulara ait somatik stem cell marker’lar  gibi net bir marker’ n tesbit

edilememi  olmas r. Ayr ca bu deneysel ara rma, tek tarafl  ooforektomiyi takiben

morfolojik-apoptotik incelemenin yap ld  ilk çal mad r. Bu ekilde indirekt olarak stem cell

varl  ara rmaya yönelik çal malar n, ovarian follikül say ndaki de im sebebini

dahada fazla ayd nlatabilmesi için C grubumuzdaki 42 gün izlenen hayvanlardan daha uzun

izlenmesi uygun olabilir. Somatik germ stem cell varl  üzerine yap lacak yeni çal malar ile

daha fazla kan t elde edebilir ve bir sonraki a amada germ stem cell’i izole edebilirsek di i

reproduktif endokrinolojisi aç ndan devrim niteli inde bir yenilik olacakt r.
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