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ONSOZ

Ovaryum, esey hiicrelerini meydana getiren, salgiladigi hormonlarla disi
genital sistemin diger organlar1 {izerinde etkili olan, genital siklusu ve gebeligi
diizenleyen bir ¢ift organdir. Ovaryumda oositin olgunlasma boliinmelerinin
tamamlanmasi, folikiillerin gelisimi, genital siklusun, gebeligin ve laktasyon
donemlerinin devamliligi i¢in gerekli olan hormonlarin salgilanmasi oldukca

kompleks bir siiregtir.

Is1 sok proteinleri normal kosullar altinda protein sentezinin diizgiin bir sekilde
gerceklesmesini  saglarken; stres kosullart altinda proteinlerin zarar gérmesini
engelleyerek, protein homeostasizinin saglanmasinda farkli roller iistlenirler. Ayrica
hiicre siklusunun devamliligi, hiicre proliferasyonu ve gelisimi, hiicre iskeletinin
organizasyonu, immun cevabin olusturulmasi, apoptozun diizenlenmesi, hormonlarin
sentezi veya taginmasi gibi birgok biyolojik olayda da gorev alirlar. Canliligin devami
icin gerekli olan bu proteinlerin metabolik olaylardaki rollerinin belirlenmesi biiyiik

Onem tasimaktadir.

Proteinlerin biyolojik rolleri hakkinda yorum yapabilmek i¢in bu molekiillerin
hangi tip dokulardan ve hiicrelerden eksprese edildiginin bilinmesi gerekmektedir. Is1
sok proteinlerinin reprodiiktif sistemlerdeki biyolojik rollerinin ortaya konulmasi
amaciyla yapilan ¢ok sayida arastirma olsa da, saglikli rat ovaryumunda yapilan
calismalarin oldukga smirli oldugu fark edilmistir. Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon
donemleri diger hayvanlara gore kisa olan ratlarda, ilk defa ovaryumda 1s1 sok
proteinlerinin (HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90) lokalizasyon ve dagilimlarinin
immunohistokimya yontemi ile gosterilmesi bu proteinlerin ovaryum fizyolojisindeki
olas1 fonksiyonlarmin ortaya konulmasi acisindan literatiire fayda saglayacagi, diger
hayvanlarda yapilacak ¢alismalara model olusturacagi ve arastirmadan elde edilecek
verilerin ovaryumda 1s1 sok proteinleriyle yapilacak histolojik, fizyolojik ve patolojik

calismalara onemli katkilar saglanacag diisiiniilmektedir.
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SEKILLER

Sekil 2.1. Prodstrus (A), dstrus (B), metdstrus (C) ve didstrus (D) donemlerinden
alinan vajinal smear. Ince ok: ¢ekirdekli epitelyal hiicreler, kalin ok: kornifiye epitelyal
hiicreler, ok basi: notrofiller. Giemsa boyama. Bar: 20um 22

Sekil 2.2. Gebe ratlarda goriilen vajinal plak 23

Sekil 2.3. Immunohistokimyasal boyamalarda negatif (A) ve pozitif (B) kontroller (rat
oviduktu). Bar: 20pum 26

Sekil 3.1. Korteksin genel goriinimii. AF: atretik folikiil, CKPF: ¢ok katli primer
folikiil, D: kan damar1, GE: germinatif epitel, IH: intersitisyel hiicreler, KL: korpus
luteum, PrF: primordiyal folikiil, S: stroma, TA: tunika albugineya, TKPF: tek kath
primer folikiil. Crossmon' 1n ii¢lii boyamasi. Bar: 50um 27

Sekil 3.2. Medullanin genel goriiniimii. D: kan damari, KH: diiz kas hiicreleri, S:
stroma. Crossmon' 1n {i¢lii boyamasi. Bar: 50pm 28

Sekil 3.3. Primordiyal (PrF), tek katli primer (TKPF) ve ¢ok katli primer (CKPF)
folikiillerin genel goriiniimii. GE: germinatif epitel, GH: granuloza hiicreleri, O: oosit,
TA: tunika albugineya, TF: teka folikiilii, ZP: zona pellusida. Crossmon' m iiglii
boyamasi. Bar: 20pm 30

Sekil 3.4. Sekonder folikiiliin genel goriiniimii. A: antrum, GH: granuloza hiicreleri,
O: oosit; TE: teka eksterna, TI: teka interna, ZP: zona pellusida. Crossmon' 1n tiglii
boyamasi. Bar: 20pm 30

Sekil 3.5. Graaf folikiiliiniin genel goriiniimii. A: antrum, KO: kumulus ovoforus, KR:
korona radiyata, O: oosit; SG: stratum granulozum, TE: teka eksterna, T1: teka interna.
Crossmon' 1n {iglii boyamasi. Bar: 50um 31

Sekil 3.6. Cok katli primer (A) ve sekonder (B) folikiil asamasinda atreziye ugrayan
folikiillerin genel goriiniimii. Ok: apoptotik hiicreler, ok basi: zona pellusidasiyla
birlikte dejenere olmus oosit. Crossmon' 1n {i¢lii boyamasi. Bar: 20pum 32

Sekil 3.7. Proostrus (A) ile gebeligin (B) ve laktasyonun (C) 20. giinlerinde goriilen
Graaf folikiilleri. Crossmon' 1n ii¢lii boyamasi. Bar: 50um 32

Sekil 3.8. Primordiyal (A) ve tek katli primer (B) folikiillerdeki HSP60 immun
reaksiyonu. Bar: 10pum 34

Sekil 3.9. Cok kath primer (A), sekonder (B), Graaf (C) ve atretik (D) folikiillerdeki
HSP60 immun reaksiyonu. Bar: A, B, D: 20pum, C: 50um 34

Sekil 3.10. Primordiyal (A) ve tek katli primer (B) folikiillerdeki HSP90 immun
reaksiyonu. Bar: 10um 35



Sekil 3.11. Cok katli primer (A), sekonder (B), Graaf (C) ve atretik (D) folikiillerdeki
HSP90 immun reaksiyonu. Ok: Oositin nukleusunda pozitif HSP90 immun
reaksiyonu. Bar: 20pum 35

Sekil 3.12. Iintersitisyel hiicrelerin genel goriiniimii. IH: intersitisyel hiicreler.
Crossmon' 1n ii¢lii boyamasi. Bar: 20pum 36

Sekil 3.13. Prodstrus (A), ostrus (B), metostrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki
intersitisyel hiicrelerde HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif,
ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 37

Sekil 3.14. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta
siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 38

Sekil 3.15. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP27 immun reaksiyonu. Ok bas1: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta
siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm 38

Sekil 3.16. Prodstrus (A), ostrus (B), metostrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki
intersitisyel hiicrelerde HSP60 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: orta, ince
ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 40

Sekil 3.17. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP60 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta,

ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gdsteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pum
40

Sekil 3.18. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP60 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta,

ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gdsteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pum
41

Sekil 3.19. Proostrus (A), ostrus (B), metostrus (C) ve diostrus (D) donemlerindeki
intersitisyel hiicrelerde HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif,
ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 42

Sekil 3.20. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif siddette immun
reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm 42

Sekil 3.21. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif siddette immun
reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 43

Sekil 3.22. Proostrus (A), ostrus (B), metostrus (C) ve diostrus (D) donemlerindeki
intersitisyel hiicrelerde HSP90 immun reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta
siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um 44
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Sekil 3.23. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP90 immun reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun
reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pum 44

Sekil 3.24. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel
hiicrelerde HSP90 immun reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun
reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm 45

Sekil 3.25. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
yeni siklik korpus luteumlar. Ince ok: luteal hiicreler, kalin ok: apoptotik hiicreler,
yildiz: folikiil s1vis1 igeren bosluk. Crossmon' 1n iiglii boyamasi. Bar: 20um 46

Sekil 3.26. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
eski siklik korpus luteumlar. Ince ok: luteal hiicreler, kalin ok: apoptotik hiicreler, ok
bast: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' n ii¢lii boyamasi. Bar: 20um 47

Sekil 3.27. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus
luteumlari. Ok: luteal hiicreler. Crossmon' 1n ii¢lii boyamasi. Bar: 20um 48

Sekil 3.28. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus
luteumlar. Ok: luteal hiicreler, ok basi: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' 1n iglii
boyamasi. Bar: 20pm 48

Sekil 3.29. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon
korpus luteumlar1. Ok: luteal hiicreler. Crossmon' 1n ti¢lii boyamasi. Bar: 20pm 49

Sekil 3.30. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik
korpus luteumlari. Ok: luteal hiicreler, ok basi: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' in
ticlii boyamasi. Bar: 20pm 50

Sekil 3.31. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
eski siklik korpus luteumlarda HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok:
zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal
hiicreler. Bar: 20pm 51

Sekil 3.32. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus
luteumlarda HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta,
ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 51

Sekil 3.33. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik
korpus luteumlarinda HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin
ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar:
20pum 52

Sekil 3.34. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki

yeni siklik korpus luteumlarda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette
immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 53

Xii



Sekil 3.35. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus
luteumlarinda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon
gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 53

Sekil 3.36. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon
korpus luteumlarinda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 54

Sekil 3.37. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
eski siklik korpus luteumlarda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um 54

Sekil 3.38. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus
luteumlarda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon
gosteren luteal hiicreler. Bar:20pm 55

Sekil 3.39. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik
korpus luteumlarinda HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 55

Sekil 3.40. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
eski siklik korpus luteumlarda HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok:
zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um 57

Sekil 3.41. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus
luteumlarda HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta
siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 57

Sekil 3.42. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik
korpus luteumlarinda HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif
siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 58

Sekil 3.43. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
yeni siklik korpus luteumlarda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um 59

Sekil 3.44. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus
luteumlarinda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren
luteal hiicreler. Bar: 20pm 59

Sekil 3.45. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon
korpus luteumlarinda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon
gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 60

Sekil 3.46. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki
eski siklik korpus luteumlarda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 60
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Sekil 3.47. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus
luteumlarda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren
luteal hiicreler. Bar: 20pm 61

Sekil 3.48. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik
korpus luteumlarinda HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon
gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm 61
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1. GIRIS

1.1. Ovaryum

Ovaryumlar, evcil memelilerde kavum abdoministe ve genellikle sublumbal
bolgede, bobreklerin gerisinde yerlesmis bir ¢ift organdir (Bahadir ve Yildiz, 2012).
Kisrakta fasulye, diger hayvan tiirlerinde ise oval sekle sahiptir (Erdost, 2011).
Pembemsi beyaz renkte olup, agirlhigi ve boyutlart hayvan tiirlerine ve icerdigi
folikiillere gore degiskenlik gosterir (Clement, 1987; Dursun, 2006). Dis yiizeyleri
puberteden Once diizgiin iken; puberte ile birlikte folikiillerden Gtiirti nodiiler veya
tuberkiiler tipte ¢ikintili hale gelir (Bahadir ve Yildiz, 2012).

Oositin gelisimini, olgunlagmasini ve ovulasyon ile ovidukta atilmasini saglayan
ovaryumlar, sentezleyip salgiladigi steroid hormonlar ile &strus siklusunu, gebeligi ve
folikiiler gelisimi diizenlerler. Bu hormonlar sekonder seks karakterlerinin ortaya
¢ikmasinda, disi genital kanallarin gelisimi ve fonksiyonlarini gergeklestirebilmesinde

de etkili olur (Adhikari ve Liu, 2009).

1.1.1. Ovaryum Gelisimi

Genital sistem intermediyer mezodermin iirogenital plagindan farklilagir. Bu
bolgedeki s6lom epitelinde krista genitalis ad1 verilen sagli-sollu (bilateral) iki kabarti
meydana gelir. Kokenini bu bolgeden degil de, vitellus kesesinin ilk bagirsak kanalina
yakin kismindaki endodermden alan primitif cinsiyet hiicreleri amoboid hareketlerle
dorsal mesenteriyumda ilerleyerek krista genitalislere gelir ve sélom epitelinin altina
yerlesirler (Barber, 1988; Hassa ve Asti, 2003; Hirshfield, 1991). Burada ¢ogalarak
endodermal kokenli germinatif epiteli meydana getirirler (Hassa ve Asti, 2003).
Germinatif epitel hiicreleri de bazal membran ile birlikte mezensim igerisine uzantilar

gondererek, yiizey epiteline bagl diizensiz hiicre kiimelerinden olusan primitif



cinsiyet hiicre kordonlarini olustururlar. Bu evredeki gonadlara farklilasmamis
gonadlar denir (Hassa ve Asti, 2003; Sadler, 2012).

Primitif cinsiyet hiicre kordonlar1 primitif cinsiyet hiicrelerini i¢eren diizensiz
hiicre kiimelerine ayrilarak, ovaryumun medulla kismina yerlesirler. Daha sonra bu
yapilar kaybolur ve yerlerini ovaryumun medullasini olusturan vaskiiler stromaya
birakirlar. Disi gonadlarin yiizey epiteli ¢cogalarak, yiizeye yakin kortekste bulunan
kortikal kordonlar ad1 verilen ikinci nesil kordonlar1 olustururlar. Bu kordonlar bir
veya daha fazla sayida primitif esey hiicrelerini igeren izole hiicre topluluklarina
ayrilirlar. Zamanla izole olan esey hiicreleri oogonyumlara dondisiirler (Barber, 1988;
Sadler, 2012). Oogonyumlar mitoz boliinme ile hizla ¢ogalarak sayilarmni artirirlar
(Kuyucu ve Tap, 2009). Oogonyumlarin bir kismi1 I. mayoz boliinmeye girer ve
profazin diploten evresinde bolinmenin durmasi ile primer oositleri (oosit )
olustururlar. Fotal donemde sekillenen primer oositler, puberteye kadar I. olgunlagsma
boliinmesinin profaz evresinin diploten doneminde beklerler (Hirshfield, 1991; Motta
ve ark., 2003). Primer oositlerin etrafinin tek katli yassi epitel ile sarilmasiyla
primordiyal folikiiller gelisir ve puberteye kadar ovaryumun Kkorteksinde sadece bu
folikiiller bulunur (Adhikari ve Liu, 2009; Eppig ve O' Brien, 1996).

1.1.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum, disi esey hiicrelerini meydana getiren ve salgiladig1 hormonlar ile disi
genital sistemin diger organlar lizerinde de etkili olan ve genital siklusu diizenleyen
bir organdir. Hilus bolgesinden mezovaryum olarak adlandirilan bag dokusu ile pelvis
duvarina ve uterusa tutunur. Organin mezovaryumu peritonun viseral yapragi (mezotel
ve bag doku) ile geri kalan kism1 ise germinatif epitel ile ortiiliidiir (Erdost, 2011,
Tanyolag, 1999). Tek kath kiibikten prizmatige degiskenlik gosteren germinatif epitel
bazal memran iizerine oturur ve epitelin hemen altinda siki bag dokudan olusan tunika
albugineya yer alir (Clement, 1987; Erdost, 2011; Papadaki ve Beilby, 1971; Yamada
ve ark., 1957).



Ovaryum korteks ve medulla denilen iki kisimdan meydana gelir (Tanyolag,
1999). Medulla organin merkezinde bulunur ve gevsek bag dokudan olusur
(Priedkalns ve Leiser, 1998). Bol miktarda kan damarlar1 igermesinden dolay1
medullaya zona vaskuloza da denir (Tanyolag, 1999). Medullada ayrica kollagen ve
elastik iplikler, diiz kas hiicreleri ve sinir teli demetleri de bulunur (Erkogak, 1984).
Medullanin etrafini gevreleyen korteks, organin fonksiyon goren kismidir. Bu nedenle
zona parangimatoza da denir (Ross ve Pawlina, 2006; Tanyolag, 1999). Korteks farkli
gelisim asamalarinda olan folikiiller, korpus luteum, korpus albikans, atretik folikiiller,
intersitisyel hiicreler ile bu yapilar arasinda yer alan kortikal stromadan olusur.
Kortikal stroma, kollagen ve retikulum ipliklerini, stromal hiicreleri ve sekilsiz temel

maddeyi i¢eren bag dokudur (Junqueira ve Carneiro, 2005; Tanyolag, 1999).

1.1.3. Ovaryum Folikiilleri ve Gelisimi (Folikiilogenezis)

Folikiilogenezis oosit gelisimi, primordiyal folikiillerin olgunlasarak primer,
sekonder, tersiyer folikiillere gelismesi ve devaminda Graaf folikiiliiniin ovulasyonu
ile sonuglanan endokrin, parakrin ve otokrin siiregleri i¢eren olaylar dizisidir (Simsek,
2012; Unliisoy ve Ertugrul, 2014; Yiicel ve ark., 2018). Endokrin kontrolii
hipotalamustan salgilanan GnRH (Gonadotropin Salgilatict Hormon), hipofizden
salgilanan FSH (Folikiil Uyarict Hormon) ve LH (Luteinlestirici Hormon) ile saglanir
(Hsueh ve ark., 2015). Otokrin ve parakrin kontroliinde ise ovaryumdan sentezlenen

cesitli biiytime faktorleri gorev alir (Kuyucu ve Tap, 2009).

1.1.3.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiiller korteksin tunika albugineyaya bakan dis kismindaki dar
bir alanda, dagmik diizensiz topluluklar seklinde bulunurlar (Clement, 1987). Bu
folikiillerde yer alan primer oosit mayoz-I' in profazinin diploten déneminde olup;
oositin etrafi tek katli yassi folikiil epitel hiicreleri ile sarilidir (Adhikari ve Liu, 2009;
Eppig ve O' Brien, 1996; Fortune ve ark., 2000). Folikiil epitel hiicreleri oositin



gelisimini destekler, fertilizasyon igin oositi uyarir ve embriyonun implantasyonuna

yardimet olur (Eppig, 2001).

Folikiil epitel hiicrelerinin dis yiizii bazal membran ile smirlidir (Hirshfield,
1991; Oktem ve Oktay, 2008). Folikiil epitel hiicreleri ve oosit arasinda dezmozom ve
gap junction tiirii baglantilar bulunur (Motta ve ark., 2003). Folikiildeki oosit yuvarlak
sekilli olup, ekzantrik olarak yerlesmis Okromatik biiyiik bir nukleus ve belirgin
nukleolusa sahiptir (Junqueira ve ark., 1998). Oositin sitoplazmasina ooplazma da
denir. Ooplazmada ¢ok sayida lizozom, mitokondri, endoplazmik retikulum ve Golgi

cisimciginden olusan Balbiani cisimcigi bulunur (Ross ve Pawlina, 2006).

1.1.3.2. Primer Folikiiller

Puberteye giren diside seksiiel siklusun kesintiye ugramadan devam edebilmesi
icin hipotalamustan GnRH salgilanir. GnRH kan yoluyla hipofiz 6n lobuna gelerek
FSH ve LH salgilanmasint stimiile eder. FSH, ovaryumdaki primordiyal folikiilleri

gelismesi yoniinde uyarir (Hassa ve Asti, 2003).

Bu gelisme siirecinde oositte, folikiil epitel hiicrelerinde ve folikiiliin etrafindaki
stromada bir takim degisiklikler sekillenir (Junqueira ve ark., 1998). Ilk olarak oosit
biiyiiyerek cap1 artar ve etrafinda bulunan tek katli yassi folikiil epitel hiicreleri tek
katl kiibige doniisiir (Motta ve ark., 2003; Skinner, 2005). Bu folikiillere tek katl
(unilaminar) primer folikiller denir (Junqueira ve ark., 1998). Zamanla oosit daha da
biiytir, folikiil epitel hiicreleri ise mitoz boliinme ile cogalarak ¢ok katli hale gelir. En
icte (oosite yakin) ve en dista olanlar kiibik arada kalanlar ise poligonal sekil alir. Bu
asamadaki folikiillere ise ¢ok katli (multilaminar) primer folikiller denir (Erdost,
2011). Cok katli primer folikiiller preantral folikiiller olarak da isimlendirilir
(Junqueira ve Carneiro, 2005). Sayilari1 artan ve sitoplazmasi azalan folikiil epitel
hiicreleri, gekirdekleri ile taneli bir goriiniim sergiler; bu yiizden bu hiicrelere
granuloza hiicreleri de denir (Tanyolag, 1999). Granuloza hiicreleri katmani kan

damari icermediginden, bu hiicreler yakinindaki diger hiicreler ile temasi artirmak i¢in



bol miktarda gap junction tiirii baglantilar gelistirirler. Bu baglantilar ile hem hiicreler
arasi iletisim hem de molekiillerin tasinmasi gergeklesir (Oktem ve Oktay, 2008).
Oositin etrafinda bulunarak, oosite kiigiik bir mikrogevre ve fiziksel destek olusturan
granuloza hiicreleri FSH' 1n etkisi ile dstrojen hormonunu sentezler (Erdost, 2011;
Skinner, 2005).

Primer folikiillerdeki oosit biiylidiikce organellerin dagilimi da degisir. Golgi
cisimcikleri Balbiani cisimciginden ayrilir. Sitoplazmadaki ribozom, mitokondri,
graniilsiiz endoplazmik retikulum ve kiigiik vezikiillerin sayisi artar. Seyrek lipid
damlaciklar1 ve kitleler halinde lipokrom pigmentleri de goriiliir (Ross ve Pawlina,
2006). Oosit biiyiidiikkge nukleus da biiyilir ve germinal vezikiil diye isimlendirilir
(Jungueira ve ark., 1998).

Folikiil gelisimi devam ederken 00sit ve granuloza hiicreleri arasinda homojen
goriinimde bir kalinlasma meydana gelir. Oosit ve folikiil epitel hiicrelerinin
olusturdugu bu yapiya zona pellusida denir (Tanyolag, 1999; Wassarman, 2008). Zona
pellusida glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden zengin olup, kuvvetli PAS
(Periyodik Asit Schiff) pozitif reaksiyon verir (Clement, 1987). Zona pellusida
icerisinde oosit ve granuloza hiicrelerinin birbirine dogru uzanan mikrovilluslart
bulunur. Bu mikrovilluslar araciligi ile oosit ve granuloza hiicreleri arasindaki temas
ve rezorbsiyon yiizeyi arttirilarak, gelismekte olan oositin metabolizma olaylari
kolaylastirilir (Erkogak, 1984). Zona pellusida folikiilogenezis, fertilizasyon,
oviduktan uterusa gegis ve implantasyon siirecinde de oositi ve embriyoyu korur
(Gedikli ve ark., 2013; Zhao ve Dean, 2002).

Folikiil gelisimi ile birlikte folikiil etrafindaki stroma hiicreleri bag doku kilifi
olan teka folikiiliinii olustururlar (Erkogak, 1984; Junqueira ve ark., 1998; Kuyucu ve
Tap, 2009). Teka folikiilii hiicreleri stromadaki fibroblast benzeri hiicrelerden koken
alirlar (Young ve McNeilly, 2010).



1.1.3.3. Sekonder Folikiiller

Oositin etrafindaki granuloza hiicreleri ¢ogalarak 6-12 katmanli bir hal alir ve
hiicreler arasinda folikiil sivisi ile dolu olan, antrum adi verilen kiigiik bosluklar
sekillenir (Junqueira ve ark., 1998; Ross ve Pawlina, 2006). Bu asamadaki folikiillere
antral folikiiller de denir (Junqueira ve Carneiro, 2005). Folikiil s1visi, folikiil epitel
hiicrelerinden salgilanan steroid hormonlar (Ostrojen, progesteron, androjen) ile
proteinler, FSH, LH, biiyiime hormonlari, sitokinler, elektrolitler, enzimler ve reaktif
oksijen tiirleri igermesinden dolayr zengin bir igerige sahiptir. Bu sivi oositin
bliylimesinde, olgunlagsmasinda, beslenmesinde, folikiillerin  gelismesinde,
spermatozoonlarin kapasitasyonunda, fertilizasyonda ve erken embriyonik gelisimde

oldukga 6nemli gorevler alir (Basuino ve Silveira, 2016).

Folikiil gelisimi ile birlikte teka folikiilii, teka interna ve teka eksterna olarak iki
katmanli bir yapiya doniisiir (Erdost, 2011; Richards ve ark., 2018). Bu iki katmanda
stromadaki fibrositlerden koken alan mekik sekilli hiicreler yer alir. Bu hiicrelerle
birlikte teka eksternada ¢ok sayida kan damari, teka internada ise bol miktardaki bag
dokunun (6zellikle retikulum iplikleri) yaninda daha az sayida kan damar1 ve
ovulasyonda gorev alan diiz kas hiicreleri bulunur (Tanyolag, 1999). Teka katmanlari
arasindaki ve teka eksterna ile onun etrafinda yer alan stroma arasindaki sinir belirgin
degildir. Ancak teka interna ve granuloza hiicreleri arasindaki sinir belli olup, ince bir
bazal membran ile birbirlerinden ayrilir (Junqueira ve ark., 1998; Ross ve Pawlina,
2006).

Teka internada bulunan salgi hiicreleri LH' 1n etkisiyle kolesterolden &strojenin
onciilii olan androstenedionu sentezler. Androstenedion daha sonra granuloza
hiicrelerine tagimnir. FSH, granuloza hiicrelerinden aromataz sitokrom P450 enziminin

ekspresyonunu uyarir ve bu enzim araciligiyla androstenedion 6strojene doniistiiriiliir
(Magoffin, 2005).



1.1.3.4. Graaf Folikiilleri (Tersiyer Folikiiller)

Folikiil gelisimi devam ettikge granuloza hiicreleri ¢ogalip farklilasir ve o0osit
ovulasyon igin uygun olgun ve biiyiikliige ulasir (Motta ve ark., 2003). Granuloza
hiicreleri arasindaki antrum adi verilen kiiglik bosluklar birlesereck yarimay veya C
seklinde tek bir bosluk halini alir ve 00sit antrum igerisinde kiigiik bir ada goriintiisii
sergiler (Erdost, 2011). Granuloza hiicreleri oositin etrafini 1ginsal bigimde veya tag
gibi sararak korona radiyata yapisini sekillendirir. Korona radiyatanin etrafinda ¢ok
siral1 granuloza hiicreleri bulunur. Bu olusumlar folikiil duvarinin bir tarafina
tutunmus olarak antruma dogru yarimada bigiminde uzanir ve bu uzanti kumulus
ovoforus olarak adlandirilir. Antrumu ¢evreleyen granuloza hiicreleri katmanina ise

stratum granulozum denir (Ross ve Pawlina, 2006; Samuelson, 2007; Tanyolag, 1999).

Ovulasyona yaklasirken granuloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir ve
granuloza hiicre tabakasi incelirken antrumun boyutu gittikge artar (Ross ve Pawlina,
2006). Antrum igerisinde bulunan folikiil sivisinin artmasi sonucu granuloza hiicreleri
birbirinden uzaklasir, 0ositin granuloza hiicreleriyle olan baglantis1 gevser ve sadece
korona radiyata hiicreleri oosit etrafinda radiyer siralanmis olarak oosite bagl kalir
(Erkogak, 1984). Bu gelismeler ile birlikte teka tabakalari1 da daha belirgin bir goriiniim
kazanir (Ross ve Pawlina, 2006).

1.1.3.5. Atretik Folikiiller

Her ostrus siklusunda ¢ok sayida primordiyal folikiil bityliimeye baglar; ancak
bunlardan yalnizca bir veya birkag¢1 ovulasyona ugrar. Geri kalan folikiiller apoptoz
denilen olay ile atrezi siirecine girer (Hussein, 2005). Atrezi, gelisimin herhangi bir
asamasindaki folikiillerde (primordiyal, primer, sekonder ve Graaf) gergeklesebilir
(Erkogak, 1984; Ross ve Pawlina, 2006). Atretik folikiillerin granuloza hiicrelerindeki
cekirdek biiziisiir ve kromatin kitlesi kaybolur; granuloza hiicreleri arasinda apoptotik
hiicreler goriiliir, granuloza hiicreleri ve oosit arasindaki baglantilar kaybolur, zona

pellusida ve oosit dejenere olur (Halicioglu ve ark., 2021; Priedkalns ve Leiser, 1998;



Rengber ve ark., 2018; Samuelson, 2007; Yoshida ve ark., 2009). Atretik folikiillerin
dejenere olan granuloza hiicreleri ve oositi makrofajlar tarafindan ovaryumdan
uzaklastirilirken, teka interna hiicreleri steroid hormon sentezleyen intersitisyel

hiicrelere doniisiirler (Erdost, 2011; Junqueira ve ark., 1998).

1.1.4. intersitisyel Hiicreler

Intersitisyel hiicreler, ovaryumun stromasinda topluluklar halinde bulunan
poligonal sekilli ve epiteloid karakterde olan hiicrelerdir (Priedkalns ve Leiser, 1998).
Bu hiicreler atretik folikiillerin etrafindaki stromal yapilardan ve teka interna
hiicrelerinden koken alirlar (Erdost, 2011; Priedkalns ve Leiser, 1998). Ayrica, tunika
albugineyada bulunan ve ¢esitli yonlerde diferensiye olma 6zelligine sahip hiicreler de
zamanla intersitisyel hiicrelere doniisiirler ve ostrojen salgilarlar (Tanyolag, 1999).
Intersitisyel hiicreler steroid salgilayan hiicrelere benzer sekilde sitolojik,
histokimyasal ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Sitoplazmalarinda iyi gelismis
graniilsiiz endoplazmik retikulum ile bol miktarda lipid damlaciklar1 ve mitokondri
icermesi gibi dzelliklerinden dolay: steroidogenezise de katildig: bilinir. Intersitisyel
hiicrelerin ovaryumdaki miktar1 ve dagilimlari hayvanlarin tiirlerine, tireme yaslarina
ve ovaryum sikluslarina bagl olarak degiskenlik gosterir (Al-Mehdi, 1979; Gil ve ark.,
2007; Guraya, 1973).

1.1.5. Ovulasyon

Hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH, ovaryumdaki folikiillerin gelismesine ve
bunun sonucunda da teka interna, granuloza ve intersitisyel hiicrelerden Ostrojen
hormonunun salgisinin artmasina sebep olur. Perifer kanda Gstrojenin en yiiksek
diizeye ulasmasi hipotalamustan yeni bir GnRH salgisina neden olur ve bu GnRH da
hipofiz 6n lobuna etki ederek birden bire fazla miktarda LH salgilanmasini uyarir
(Hassa ve Asti, 2003). Ovulasyondan 6nce ani LH salinimui ile birlikte I. olgunlagsma

boliinmesinin profaz evresinin diploten doneminde olan primer oosit, bdliinmeyi



tamamlar; sekonder oosit ve I. kutup cisimcigi olusur. Sekonder oosit, Il. olgunlagsma
boliinmesinin metafaz asamasma gelince tekrar durur (Motta ve ark., 2003; Unliisoy
ve Ertugrul, 2014).

Ovulasyondan hemen 6nce ovaryum yiizeyine dayanarak, ovaryumu disa dogru
kubbelendiren ve germinatif epitele baski yapan Graaf folikiilii tunika albugineyadaki
damarlar sikistirarak o bolgenin beslenmesine engel olur. Folikiil epitel hiicrelerinden
salgilan proteolitik enzimler tunika albugineyanin bag dokusunu ve germinatif epiteli
eritirler (Motta ve ark., 2003; Tanyolag, 1999). Bu alandaki stromal hiicreler de
zamanla dejenere olur ve kollagen iplikler biitinliigiinii kaybeder (Clement, 1987).
Nihayet II. olgunlagsma boliinmesinin metafaz asamasindaki sekonder oosit, birinci
kutup hiicresi, zona pellusida, korona radiyata hiicreleri ve bir miktar folikiil sivist ile
birlikte biiylik bir basingla germinatif epitelin zayiflayan bir noktasindan (stigma)
periton bosluguna atilir ve ovulasyon gergeklesir. Ovaryum yiizeyine uzanan fimbriya
ovarikalar yardimi ile sekonder oosit yakalanarak tuba uterinanin infundibulum
kismina ulasir (Priedkalns ve Leiser, 1998; Samuelson, 2007). Sekonder oosit
spermatozoon tarafindan fertilize olmazsa ovulasyondan 24 saat sonra dejenere olur
(Junqueira ve ark., 1998). Eger fertilizasyon gergeklesirse sekonder oosit, II.
olgunlagsma boliinmesini tamamlar ve haploid kromozom igeren ovum ve buna yapisik
kutup hiicreleri olusur (Hassa ve Asti, 2003). Mayoz boliinme tamamlandiktan sonra
disi ve erkek pronukleuslari olusur, bunlarin kaynasmasiyla zigot sekillenir (Kuyucu
ve Tap, 2009).

1.1.6. Korpus Luteum

Ovulasyon ile oositi atilan folikiiliin sivis1 bosalir ve folikiil biiztisiir (Erdost
2011; Ross ve Pawlina, 2006; Tanyolag, 1999). Biiziisen bosluga kan dolar ve
pihtilasir. Ovulasyona ugrayan folikiilin yerinde gegici bir yap1 olan korpus
hemorajikum olusur (Kierszenbaum, 2006). Kan pihtisi ile dolu olan folikiiliin antrum
kismin1 bag dokusu isgal etmeye baslar ve burada bulunan pihtilagsmis kan yavas yavas

uzaklastirilir (Junqueira ve Carneiro, 2005). Daha sonra teka interna ve granuloza



hiicreleri fizyolojik ve morfolojik olarak farklilagmaya baslar (Niswender ve ark.,
2000). Granuloza hiicreleri granuloza lutein hiicrelerine, teka interna hiicreleri de teka
lutein hiicrelerine doniisiir. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid ve lipidlerde ¢6ziinen
pigmentlerin birikmesinden dolay1 bu yeni yapiya sar1 cisim anlamina gelen korpus
luteum denir (Motta ve ark., 2003). Lutein hiicreleri sitoplazmalarinda lipid
damlaciklari, gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulum ve tubulus tipi
mitokondriyonlara sahip olmasi ile tipik steroid sentezleyen hiicre ozellikleri
gosterirler (Kierszenbaum, 2006). Korpus luteum heterojen bir yapiya sahip olup
luteal hiicreler disinda fibroblastlar, endotelyal hiicreler, perisit ve immun sisteme ait

hiicreleri de igerir (Stocco ve ark., 2007).

Korpus luteumun fonksiyonlari hipofiz, desidua ve plasentadan salgilanan
hormonlar ile kontrol edilir (Stocco ve ark., 2007). Hipofizden salgilanan FSH ile
granuloza lutein hiicrelerinden progesteron ve ostrojen hormonu sentezlenirken, LH
etkisi ile teka lutein hiicrelerinden progesteron ve androstenedion hormonu sentezlenir
(Kierszenbaum, 2006). Bu salgilanan hormonlar, fertilizasyon gergeklesmisse gelisen
zigotun uterusa implantasyonunu ve gebeligin devami igin gerekli kosullarin
saglanmasin1 uyarirlar (Ross ve Pawlina, 2006). Korpus Iuteumdan salgilanan
progesteron hormonu hipotalamusu etkileyerek yeni bir GnRH salgisinin iiretimini
durdurur, uterus bezlerinin sekretorik aktivitesini artirir, uterus diiz kaslarinin
gevsemesini saglar ve maternal metabolizmayi etkileyerek meme gelisimini uyarir

(Niswender ve ark., 2000; Reynolds ve Redmer, 1999).

Korpus luteum salgiladigi hormonlar ile gebeligin devamliligi i¢in oldukga
onemli bir yapidir (Niswender ve ark., 2000). Embriyonun trofoblast hiicreleri
tarafindan iretilen koryonik gonadotropin hormonu, korpus luteumun gelisimini
etkileyerek gebeligin sonuna kadar varligini siirdiirmesini saglar (Erdost, 2011;
Kierszenbaum, 2006). Ancak, gebeligin ikinci yarisinda korpus luteumun goérevine
plasenta da katilir (Tanyolag, 1999). Gebelik korpus luteumu korpus luteum verum,
korpus luteum pregnansi veya korpus luteum graviditatis olarak isimlendirilir. Eger

fertilizasyon veya implantasyon gergeklesmediyse kisa siire varligini siirdiiren bir
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korpus luteum sekillenir. Buna da korpus luteum periyodikum veya korpus luteum
spurium denir (Erdost, 2011).

Normal tireme olaylarinin diizenlenmesi ve devamliligi i¢in, gorevi sona eren
korpus luteumlarin ovaryumdan uzaklastirilmas: gerekir (Stocco ve ark., 2007).
Fekondasyonun sekillenmemesi halinde hipofizden salgilanan oksitosin ve
ovaryumdan salgilanan &strojen, endometriyumdan PGF,, (prostaglandin) salgisini
uyarir (Hassa ve Asti, 2003). PGF,, salgis1 ile gorevi sona eren korpus luteumlar
gerileme siirecine girerler. Luteal hiicreler apoptoz yoluyla uzaklastirilir (Niswender
ve ark., 2000; Stocco ve ark., 2007). Gerileyen korpus luteum yerini bag dokuya
birakir ve yavas yavas nedbe dokusu olarak da adlandirilan korpus albikansa doniisiir
(Clement, 1987). Korpus luteumun gerilemesi ile birlikte progesteron sentezi durur.
Progesteron seviyesinin onemli miktarda diismesi hipotalamusu etkileyerek GnRH
tiretimini baslatir ve hipofizden salgilanan FSH, folikiilleri gelismesi yoniinde uyarir

(Simsek, 2012).

1.2. Ratlarda Ureme Fizyolojisi ve Ostrus Siklusu, Gebelik ve Laktasyon

Donem Ozellikleri

Ratlar ge¢misten giiniimiize kadar lizerinde bircok deneysel ¢alismalarin
yapildig1 hayvanlardir. Bu hayvanlar ¢abuk tireyebilmeleri, bakim ve beslenmelerinin
kolay olmasi, elde edilen verilerin diger canlilar i¢cin model olusturmasi, 6strus siklusu
ve gebelik tayininin kolayca yapilabilmesi gibi sebeplerden dolay1 aragtirmalarda ¢ok
fazla tercih edilir (Ajayi ve Akhigbe, 2020; Hamid ve Zakaria, 2013; Yigit ve ark.,
2019).

Ratlar mevsime bagli olmayan polidstrik hayvanlar olup, puberte baslangicindan
yasliliga kadar gebe kalmadiklari siire boyunca 4-5 giinde bir Ostrus siklusu gosterirler
(Cora ve ark., 2015; Oba ve ark., 2001; Yigit ve ark., 2019). Ostrus siklusu prodstrus,

Ostrus, metostrus ve didstrus olmak iizere 4 evreden olusur (Hamid ve Zakaria, 2013).
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Prodstrus yaklasik 12-14 saat, dstrus 25-27 saat, metostrus 6-8 saat, didstrus ise 55-57

saat siirer (Westwood, 2008).

Ratlarda &strus siklusu vajinal smear yéntemi kullanilarak tespit edilir. Ostrus
siklusu boyunca vajina epitelinde hormonlarin etkisi ile yapisal degisiklikler sekillenir
ve siklus evreleri vajinal smeardaki hiicrelerin tiplerine gore belirlenir. Vajinal smear
orneklerindeki epitelyal hiicreler, kornifiye epitelyal hiicreler ve 16kositlere bakilarak
siklus evreleri tespit edilmeye calisilir (Coban ve ark., 2016; Oba ve ark., 2001;
Paccola ve ark., 2013).

Proostrus evresi vajinal smearda ¢ogunlukla cekirdekli epitelyal hiicrelerin
goriilmesi ile karakterizedir (Coban ve ark., 2016; Hubscher ve ark., 2005). Ostrus
evresinin baslangicinda vajinal smearda yaklasik olarak %75 ¢ekirdekli epitelyal
hiicreler ve %25 keratinize (kornifiye, squamoz) hiicreler saptanirken, ortalarinda
cekirdek igermeyen sismis keratinize hiicreler cogunlugu olusturur. Ostrusun sonlarina
dogru ise Keratinize hiicreler dejenere olur ve epitelyal bir yiginti olustururlar
(Lohmiller ve Swing, 2006). Metostrus doneminde ¢ekirdekli hiicreler ve keratinize
hiicreler etrafinda ¢cok miktarda 16kositler gozlenir. Didstrus evresinde dominant hiicre
tipi 16kositlerdir. Ayrica didstrus evresinde Keratinize hiicreler ile ¢ekirdekli epitelyal
hiicrelere de rastlanilabilir (Ajayi ve Akhigbe, 2020; Coban ve ark., 2016; Yener ve
ark., 2007).

Ostrus siklusu hipotalamus, hipofiz ve ovaryumdan salgilanan hormonlar ile
kontrol edilir (Ajayi ve Akhigbe, 2020; Coban ve ark., 2016). Hipofizden salgilanan
LH, hipotalamustan salgilanan GnRH ile iliskili olarak, pulsatif dalgalanmalar
seklinde salgilanir ve en yiiksek diizeyi prodstrusda, en diisiik diizeyi ise Ostrus da
gortliir (Lohmiller ve Swing, 2006). LH, Graaf folikiiliiniin ovulasyonunu ve korpus
luteumun olugmasini uyarir (Hamid ve Zakaria, 2013). Ostrus siklusu boyunca iki adet
FSH dalgas: gerceklesir ve folikiilleri gelismesi yoniinde uyarir. Ik dalga LH ile
iligkili olup, ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki azalmadan kaynaklidir
(Lohmiller ve Swing, 2006). Proostrus ve Ostrus fazinda ovaryumdaki folikiiller

geligir, Ostrus evresinin ortalarinda ovulasyon sekillenir ve ovulasyondan sonra
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patlayan folikiiliin yerinde korpus luteum olusur (Yigit ve ark., 2019). Metostrus
doneminde korpus luteumdan progesteron hormonu salgilanir. Digstrus doneminde
progesteron hormon seviyesi azalir ve dstradiol seviyesindeki artis ile birlikte folikiiler

gelisim tekrar hizlanir (Lohmiller ve Swing, 2006).

Ratlarda 4-5 giin siiren 6strus siklusunda gergek bir luteal faz goriilmemektedir.
Ovulasyon sonrasinda geriye kalan folikiiler hiicreler luteal hiicrelerin bazi
ozelliklerini sergilese de, korpus luteumun iyi gelismedigi ve fonksiyonel olmadigi
distintlir. Ciinki, uterusa implantasyon igin gerekli olan progesteronu yeterli
miktarda salgilayamamaktadir. Ostrus siklusu boyunca aktif bir korpus luteumun
olmamasi folikiiler gelismeye ve 4-5 giin igerisinde ovulasyonun tekrar

gerceklesmesine izin verir (Accialini ve ark., 2017).

Ratlarda korpus luteumun olusumu, gerilemesi ve fonksiyonu diger tiirlere
kiyasla farkli dzelliklere sahiptir. Omriine ve steroidojenik kapasitesine gore siklik,
gebelik, yalanci gebelik ve laktasyon korpus luteumu olarak dort tip korpus luteum
vardir (Accialini ve ark., 2017). Bu korpus luteumlar da 6strus siklusu, gebelik ve
laktasyon donemlerinde fonksiyonel olmasi ve gerilemesine bagli olarak yeni ve eski
korpus luteumlar olarak tekrar isimlendirilir (Accialini ve ark., 2017; Bagnell ve ark.,
1987; Golos ve ark., 1984; Sato ve ark., 2014; Taketa ve ark., 2013; Yoshida ve ark.,
2009).

Ostrus siklusunda ovulasyondan hemen sonra olusan siklik korpus luteumu
kiiciik ve kisa Omiirliidiir (2-3 giin) ve belli bir miktarda progesteron salinimi
gerceklestirir. Bunlar bir sonraki Ostriis dongiisiine girerken, gerilemeye baslarlar
(Yigit ve ark., 2019). Bdylece 6strus siklusu boyunca rat ovaryumunda iki tip korpus
luteum bulunur. Ovulasyon sonrasinda sekillenip fonksiyonel olarak aktif olana yeni
siklik korpus luteumu, onceki siklus doneminden kalip gerileyene ise eski siklik
korpus luteumu denir (Sato ve ark., 2014; Taketa ve ark., 2013; Yoshida ve ark., 2009).

Ratlarda gebelik ortalama 21-23 giin siirer (Sari6zkan, 2005). Ciftlesmeden

sonra alinan vajinal smearda spermatozoonlarin bulunmasi veya vajinada 12-24 saat
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kadar kalabilen vajinal plak goriilmesi ile gebelik tanisi konulabilir. Ayrica viicut
agirligr artisi, abdominal biliylime, palpasyon bulgulari ve gebeligin 14. giiniinden
sonra meme bezlerinin gelisimi bu taniy1 gliglendirir (Sariozkan, 2005; Saruhan ve

Dereli, 2016).

Gebelik stiresinin biiyiik bir kisminda ovaryumda farkli biiytikliiklerde folikiiller
bulunur ancak bunlar fizyolojik olarak tam olgunlasamadiklari i¢in ovule olamazlar
(Miyamoto ve ark., 1987; Yigit ve ark., 2019). Gebelik doneminde de rat ovaryumunda
iki tip korpus luteum bulunur. Fonksiyonel olarak aktif olana yeni gebelik korpus
luteumu, onceki siklus doneminden kalip gerileyene ise eski siklik korpus luteumu
denir (Golos ve ark., 1984). Gebelik durumunda sekillenen gebelik korpus luteumunun
boyutu gebeligin baslangicinda kiigiik olsa da steroidojenik aktivitesini zamanla
artirarak gebelik boyunca fonksiyonel olur (Yigit ve ark., 2019). Insanlarda gebelik
korpus luteumu siirlt bir siire progesteron hormonunu iretir, daha sonra plasenta
steroid hormonlarin iiretimini devralir. Ratlarda ise plasentadan ¢ok az miktarda
progesteron {iretimi gergeklesir ve gebelik korpus luteumu gebelik boyunca
progesteron hormonunun {iretiminden sorumludur (Goyeneche ve ark., 2003).
Gebeligin sonunda korpus luteum geriler, progesteron seviyesi diiser ve bu disiis
dogumu tetikleyen 6nemli bir sinyaldir (Accialini ve ark., 2017). Diger hayvanlardan
farkl1 olarak rat embriyosu Ostrojen hormonu salgilayamaz, anneden salgilanan
Ostrojen hem implantasyonu diizenler hem de gebelik korpus luteumunu aktive ederek

devamliligini saglar (Lohmiller ve Swing, 2006).

Ratlarda laktasyon siiresi yaklagik 3 hafta siirer. Laktasyon emme uyarimi
olmadan sekillenir. Laktasyon baslangici prolaktine, glukokortikoidlere ve gebeligin
son giinlerinde artan plazma kortikosteronuna baglidir. Gebelik doneminde meme bezi
gelisimi ve laktasyon doneminde siit tiretimi plasental hormonlar ve laktojenler

araciligi ile olur (Lohmiller ve Swing, 2006).

Gebe ratlarda dogumdan hemen sonra (postpartum) ovulasyon sekillenir ve
laktasyon donemi boyunca rat ovaryumunda iki tip korpus luteum bulunur. Bunlardan

bir tanesi 6nceki gebelik doneminden kalip gerileme siirecine giren eski gebelik korpus
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luteumu, digeri ise postpartum ovulasyon sonrasinda sekillenip, fonksiyonel olarak
aktif olan yeni laktasyon korpus luteumudur (Bagnell ve ark., 1987). Laktasyon
doénemi boyunca gebelik korpus luteumu gerilemeye baslar, laktasyon korpus luteumu
ise fonksiyonel olur, biiylir ve progesteron hormonunu {iretir. Laktasyon korpus
luteumu, emziren annelerde emme uyarimi ile birlikte artan prolaktine oldukca
hassastir ve bu korpus luteumun Omrii prolaktin hormonu tarafindan diizenlenir
(Accialini ve ark., 2017). Ostrus siklusu ve ovulasyon, laktasyon siirecinde ertelenir

ve emzirmenin bitiminden itibaren tekrar baslar (Lohmiller ve Swing, 2006).

1.3. Is1 Sok Proteinleri (HSP)

1962 yilinda Ritossa, Drosophila melanogaster' in tiikiiriik bezi hiicrelerinin
kromozomlarinda yiiksek 1siya bagli olarak artan gen ifadesi sonucu puff (siskinlik)
ad1 verilen yapilar gozlemlemistir. 12 yil sonra puff bolgelerinde kodlanan proteinler
belirlenmis ve cevre sicakligindaki ani artistan kaynaklt olarak sentezlerinin
artmasindan dolay1, bu proteinler 1s1 sok proteinleri olarak isimlendirilmistir (Neuer
ve ark., 2000). Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda 1s1 artis1 disinda enfeksiyon,
yangl, etanol, arsenik, agir metaller, ultraviyole 1ginlar1 gibi hiicresel toksinlere maruz
kalma durumlarinda; aglik, oksijen yetersizligi gibi stres faktorlerinin varliginda bu
proteinlerin artis gosterdigi farkedilmis ve bunlara stres proteinleri de denilmistir
(Neuer ve ark., 2000; Tsan ve Gao, 2004; Whitley ve ark., 1999).

HSP' ler organizmalarin canliligini devam ettirmesinde 6nemli fonksiyonlara
sahiptirler. Normal fizyolojik kosullarda molekiiler saperon goérevi yaparak, yeni
sentezlenen proteinlerin dogru bir sekilde katlanmalarini saglarlar. Ayn1 zamanda
protein sentezine katilarak sentez sirasinda veya hemen sonra proteinlerin fonksiyonel
ic boyutlu yapilarin1 kazanmasina ve gerekli yerlere tasinmasina yardimci olurlar.
Stres durumlarinda birgok enzim ve proteinde yapisal ve fonksiyonel degisimler
sekillenir. Stres altinda bulunan hiicrelerin yasamlarini devam ettirebilmesi igin
proteinlerin kendi fonksiyonel yapilarimi korumasi, dogal olmayan proteinlerin

toplanmasinin Onlenmesi, denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile tekrar
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fonksiyonel yapilarina donmeleri ve fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek
peptidlerin ortadan kaldirilmasi gereklidir (Askar ve ark., 2007; Bener ve ark., 2018;
Neuer ve ark., 2000; Tsan ve Gao, 2004). HSP' ler hidrojen baglar, gii¢lii hidrofobik
etkilesimleri ve ¢ift kutuplu heliks stabilitesinden dolay1 stres aninda denatiire
olmadiklari i¢in hiicresel korumada tamamlayici rol alip, proteinleri stresten koruyarak
hiicrelerin zarar gérmesini engellerler (Bener ve ark., 2018). HSP' lerin gorevleri
sadece bunlar ile siirli olmayip hiicre proliferasyonu, gelisimi, yaslanmasi veya
siklusun devamliligr gibi hiicre metabolizmas: ile ilgili bircok olayda da 6nemli
gorevler alirlar (Baykal ve ark., 2000; Whitley ve ark., 1999). Ayrica hiicrelerin hayati
fonksiyonlarmi devam ettirebilmesinde kritik bir 6neme sahip olan apoptozun
diizenlenmesinde de farkli roller iistlenirler (Beere, 2004). Hiicre koruyucu
ozelliginden dolay1 bazen apoptotik cevabi inhibe ederken, bazen de ya direkt olarak
ya da 6liim sinyal proteininin saperonu olarak apoptozu tesvik edebilirler (Sreedhar ve
Csermely, 2004). immun sistem {izerinde de diizenleyici role sahip olup, birgok
patojenik ajana karst immun cevabin olusturulmasinda gorev alirlar. Antijenik
peptidleri baglayip, antijen sunan hiicrelere tasiyarak dogal ve kazanilmis bagisiklik
sisteminin uyarilmasini saglarlar. Lenfositlerin ve makrofajlarin aktivasyonu veya
dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi gibi olaylara katilarak organizmalar1 hastaliklara
kars1 korurlar (Baykal ve ark., 2000; Javid ve ark., 2007; Park ve Seo, 2015; Tsan ve
Gao, 2004).

HSP' ler endoplazmik retikulum, mitokondri, sitosol ve nukleus gibi hiicrenin
farkli komponentlerinde giinliikk metabolik olaylarin devami i¢in diisiik seviyelerde
bulunurken, c¢esitli stres faktorlerinin varliginda ekspresyonlarinda artis goriiliir
(Habich ve Burkart, 2007; Iwama ve ark., 1998; Kiang ve Tsokos, 1998; Kregel,
2002). Hiicre igi proteinler olmasmna ragmen, hiicre disinda da gozlenirler. Bu
proteinler normal Dbireylerin dolasim sisteminde belli seviyede bulunurken,
yaslanmaya bagli olarak seviyeleri diiser; hipertansiyon, ateroskleroz veya ameliyat
sonrast gibi patolojik durumlarda ise artis gosterir (Tsan ve Gao, 2004). HSP' lerin
ekspresyonlarindaki, artis hiicrenin stres altinda oldugunun gostergesidir ve hiicreler

stres altinda iken biyolojik yapisinin veya genetik materyalinin zarar gérmemesi igin
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bu proteinleri fazla miktarda eksprese ederek kendini koruma mekanizmasini

olustururlar (Bener ve ark., 2018).

HSP' lerin ekspresyonu 1s1 sok faktorleri (HSF) tarafindan kontrol edilir. HSF'
ler inaktif halde iken monomer yapida olup, belirli stres kosullar altinda aktif hale
gelir. Monomer yapidaki HSF' ler sitoplazmadan nukleusa tasinir, burada diger
monomer yapida bulanan HSF' ler ile birleserek trimer yapilar sekillendirirler. Trimer
yapidaki HSF' ler HSP sentezlenmesinde gorevli olan DNA' nin promotor bolgelerine
baglanir. Trimer yapilarin promotdr bolgelere baglanmasi ile HSP mRNA
ekspresyonu gerceklesir. mRNA nukleustan sitoplazmadaki ribozomlara giderek HSP'
lerin translasyonu sekillenir (Whitley ve ark., 1999).

HSP' ler molekiiler agirliklarina gore ve/veya fonksiyonlarina gore; kiigiik HSP'
ler (HSP27, p20, HSPB2, HSPB3, HSPB8, HSPBY, cvHSP, a-A kristalin ve a-B
kristalin), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100 olmak iizere 6 gruba ayrilir
(Concannon ve ark., 2003; Habich ve Burkart, 2007; Lu ve ark., 2014; Westerheide ve
Morimoto, 2005).

1.3.1. HSP27

Kiigiik HSP' ler grubuna dahil olan HSP27, 27 kDa molekiil agirligina sahip olup
N-terminal, C-terminal ve yaklasik 80 amino asitlik uzunlukta olan a-kristalin olmak
lizere ii¢ domainden olusur (Treweek ve ark., 2015). HSP27, ATP bagimsiz
saperonlardandir. Sicaklik, oksidatif stres, hastalik, enfeksiyon gibi farkli stres
durumlarinin etkisinde, hiicre icindeki ATP miktar1 onemli derecede diiser ve
proteinlerin dejenere olmasini engellemek i¢in hemen ATP bagimsiz saperonlar
devreye girer. Hiicredeki stres durumu iyilesmeye baslayinca, ATP seviyesi
yiikkselmeye bagslar ve HSP70, HSP90 gibi ATP bagimli saperonlar gorev alarak

proteinlerin tekrar katlanmalarini ve taginmalarini saglarlar (Garrido ve ark., 2003).
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HSP27 ekspresyonu hiicrelerin farklilasmasindan Once baslar, hiicrelerin
cogalma ve farklilagsmasi ile birlikte azalir. Bu nedenle HSP27' ye farklilagma 6ncesi
belirteci de denir (Garrido ve ark., 2003). HSP27 oksidatif stres boyunca antioksidan
gorevi gorerek, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve hiicre i¢i demir miktarmin
azalmasini, hiicre i¢i glutatyon miktarinin artmasini saglar (Vidyasagar ve ark., 2012).
Ayrica apoptoz ve hiicre iskeletinin diizenlenmesi gibi goérevler iistlenerek, hiicre

koruyucu etkiler gosterir (Concannon ve ark., 2003; Wang ve ark., 2014).

1.3.2. HSP60

HSP60 mitokondriyal matriks proteini olup, ayn1 zamanda saperoninler olarak
da bilinir. Mitokondriyal proteinlerin sentezlenmelerinde, dogru bir sekilde
katlanmalarinda ve sitoplazmadan mitokondriyal matrikse taginmalarinda 6nemli

roller alirlar (Paranko ve ark., 1996; Tkacova ve Angelovicova, 2012).

HSP60 temel olarak mitokondride bulunurken; hiicre yiizeyinde, ekstraselliiler
alanda, endoplazmik retikulumda, sitoplazmik graniil ve vezikiillerde de bulunabilir
(Soltys ve Gupta, 1996). HSP60 memelilerde mitokondriyal (mt-HSP60) ve sitosolik
(T-kompleks polipeptit-1) olmak tizere iki tiyeden olusur. mt-HSP60 monomerler,
heptamerler ve dortlii dekamerler arasinda dinamik bir denge icerisinde bulunur.
Diisiik konsantrasyonlarda monomer yapilara ayrigir, mt-HSP60' in kofaktorii olan mt-
HSP10 ve ATP' nin varhi@inda ise dortlii dekamerler igerisinde toplanir. Sitosolik
HSP60, hetero-oligomerik halka yapisi olusturur; aktin ve tubulin gibi hiicre iskeleti

proteinlerinin katlanmalarina yardimci olur (Tsan ve Gao, 2004).

1.3.3. HSP70

HSP70, 70 kDa agirligina sahip olup nukleus, sitosol, endoplazmik retikulum,

mitokondri gibi hiicrenin farkli kompartmanlarinda bulunabildigi gibi hiicre disinda

da bulunabilir (Pulur ve ark., 2017; Tkacova ve Angelovicova, 2012). HSP70
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ekspresyonu hiicre i¢i pH, kalsiyum ve siklik AMP, hiicre dis1 protein kinaz C- 1, 4,5
trifosfat gibi farklt molekiillerin etkisi ile degisebilir (Hassan ve ark., 2019).

HSP70 ailesi ATP bagimli saperon proteinler olup; sitosol (HSP70/HSC70),
mitokondri (HSP75), endoplazmik retikulumda bulunan ve ayrica uyarilabilir ile
kurucu form olmak tizere bes farkli tiyeden olusur (Beere ve Green, 2001; Tsan ve
Gao, 2004). Bu ailenin iiyelerinin hemen hemen hepsi ayn1 yapiya sahip olup, 45 kDa
N-terminal ATPaz domain ve 25 kDa C-terminal substrat baglayan domaine sahiptir.
C-terminal substrat baglayan domain ise kendi iginde B-sandvi¢ ve C-terminal a-

helikal alt domainlerine ayrilir (Mayer ve Bukau, 2005).

HSP70" in en Onemli gorevi 1s1 stresine karsi proteinlerin denatiirasyonunu
Onleyerek termotolerans gostermesidir. Ciinkii, hiicre stres altindayken madde
transportu, DNA replikasyonu, protein sentezi veya taginmasi gibi normal fizyolojik
olaylar1 gerceklestirmekte zorluk ceker. Is1 stresi gibi degisik stres kosullart altinda
HSP70 ekspresyonu biiyiik oranda artis gostererek, hiicrelerin normal aktivitelerini
yerine getirmelerine yardimci olur (Hassan ve ark., 2019). HSP70 sinyal iletimi, hiicre
boliinmesi, hiicre farklilagsmasi ve programli hiicre 6liimiinde de 6nemli gorevler alir

(Mayer ve Bukau, 2005).

1.3.4. HSP90

HSP90, 90 kDa agirligina sahip olup 6karyotik hiicrelerde bol miktarda bulunur.
Stres igermeyen durumlarda total hiicresel proteinlerin %1-2' sini olustururken; kanser,
viral enfeksiyon, inflamasyon gibi ¢ogu hastalik durumunda veya farkli stres

kosullarinda bu oran %4-6' ya kadar artar (Prodromou, 2016; Sreedhar ve ark., 2004).

HSP90, ATP bagimli saperon protein olup, fleksibl dimerik yapiya sahiptir. Her
bir monomer {i¢ domainden olusur. Birincisi N-terminal domain, ikincisi N domaine
bagli olan M-domain ve {igiincilisii M-domaine bagli C-terminal domaindir (Pearl ve

Prodromou, 2006; Wandinger ve ark., 2008). N-terminal domaine ATP baglanir ve
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ATPaz aktivitesiyle hidrolize edici cep bu kisimda bulunur (Wandinger ve ark., 2008).
M-domain bazi proteinlerin veya saperonlarin etkilesim i¢inde oldugu kisimdir. C-

terminal domain ise HSP90' in dimerizasyonunu diizenler (Li ve Buchner, 2013).

HSP90' in HSP90a (uyarilabilir form) ve HSP90P (kurucu form) olmak tizere iki
ana sitoplazmik formu bulunur. Ancak yapilan son caligmalarda HSP90' in yeni
izoformlarinin da mevcut oldugu belirtilmistir. Bunlar selliiler transformasyon ile
iliskilendirilen HSP9ON, endoplazmik retikulumda yer alan Grp94 (Glikozla iliskili
protein 94), mitokondriyal matriksde bulunan HSP75/TRAP1 (Timoér nekroz faktor
reseptor iliskili protein 1)' dir (Sreedhar ve ark., 2004).

HSP90a hiicre biiyiimesinde ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, HSP90
erken embriyonik gelisimde, esey hiicrelerinin olgunlasmasinda, hiicre iskeleti
stabilizasyonunda, hiicresel transformasyonda, sinyal iletiminde ve uzun siireli hiicre
adaptasyonunda gorev alir (Sreedhar ve ark., 2004). Bu iki izoform arasindaki en
onemli farklilik, o formunun 3 formuna gore daha kolay bir sekilde dimerize olmasi
ve ayni zamanda a formunun ' ya gore ¢ogu hiicreden ekspresyonunun az olmasidir
(Pires ve Khole, 2009). HSP90 izoformlarinin biyokimyasal ayrimi oldukga zor olup,
yapilan calismalarda HSP90' nin o ve B formunun karigimi olan HSP90 o/f
kullanilmaktadir (Sreedhar ve ark., 2004).

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda 1s1 sok proteinleri ile ilgili ¢alismalarin
ozellikle uterus, plasenta ve testis dokusu iizerinde yogunlastigi, ovaryumdaki
caligmalarin olduk¢a sinirli oldugu fark edilmistir. Saglikli rat ovaryumunda bu
proteinler ile ilgili yapilan ¢alismalarin da f6tal, postnatal veya yetiskin donemlerde
oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu ¢alismadaki amacimiz, rat ovaryumunda ilk defa dstrus
siklusu (prodstrus, Ostrus, metostrus ve diostrus), gebelik (5, 10, 15 ve 20. giinler) ve
laktasyon (1, 5, 10 ve 20. giinler) donemleri boyunca HSP27, HSP60, HSP70 ve
HSP90' in immunohistokimyasal lokalizasyonlari ve dagilimlarini degerlendirerek, bu
proteinlerin oogenezis, folikiilogenezis, folikiiler atrezi, steroidogenezis, luteal gelisim

ve gerilemedeki olasi rollerini ortaya koymaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu ¢alismanin onayr Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Bagkanligi' nin 21. 02. 2020 tarih ve E. 6556 sayili yazisi ile alinmistir (EK-1).

Calismada materyal olarak kullanilan 6-8 haftalik Sprague Dawley 1rk1 disi ratlar
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi' nden temin edildi. Bu merkezde ratlarin bakim, beslenme ve calisma
gruplariin olusturulmasi gergeklestirildi. Ad libitum igme suyu ve standart yem ile
beslenen ratlar ortalama 22+2°C sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiide
tutuldu. Arastirmada her grupta 6 adet olacak sekilde toplam 72 adet rat kullanilarak
Ostrus siklusu (prodstrus, dstrus, metostrus ve didstrus evreleri), gebelik (5, 10, 15 ve

20. giinler) ve laktasyon (1, 5, 10 ve 20. giinler) donemleri olusturuldu.

2.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

2.2.1. Ostrus Siklusu Donemi

Ostrus siklusu dénemlerini belirlemek igin vajinal smear yontemi kullanild.
Vajinal smear alinmadan 6nce ratlarin vulva bolgesi %70 etil alkolle silindi. Vajinadan
alman siirlintli, lam ilizerine yayilarak oda 1sisinda kurumasi beklendi. Kuruyan
preparatlar Giemsa ile 30 sn boyandiktan sonra distile su ile yikanip, alkol ve ksilol
serilerinden gegirilerek entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskopta
incelenip ¢ekirdekli epitelyal hiicrelerin, kornifiye epitelyal hiicrelerin ve 16kositlerin
dagilimina bakilarak ostrus siklus evreleri tespit edildi. Prodstrus doneminde (Sekil
2.1, A) ¢ok sayida kiiciik, yuvarlak c¢ekirdekli epitelyal hiicrelerin; dstrus doneminde
(Sekil 2.1, B) cok sayida c¢ekirdeksiz kornifiye epitelyal hiicrelerin; metdstrus
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doneminde (Sekil 2.1, C) esit oranda dagilim gdsteren 16kositlerin, kornifiye epitelyal
hiicrelerin ve gekirdekli epitelyal hiicrelerin; didstriis doneminde (Sekil 2.1, D) ise ¢ok
sayida lokositlerin goriilmesi dongii belirteci olarak kullanildi (Cora ve ark., 2015;
Yener ve ark., 2007). Bu sekilde siklus donemleri saptanan ratlardan ovaryum dokulari

alindi.

Sekil 2.1. Prodstrus (A), dstrus (B), metdstrus (C) ve didstrus (D) dénemlerinden alinan vajinal smear. ince ok:
cekirdekli epitelyal hiicreler, kalin ok: kornifiye epitelyal hiicreler, ok basi: notrofiller. Giemsa boyama. Bar: 20um.

2.2.2. Gebelik Donemi

Vajinal smear yontemi sonucu prodstrus veya Ostrus evresinde oldugu saptanan
disi ratlar, erkek ratlar ile ayn1 kafeste bir gece boyunca tutuldu. Sabah erken saatte
disi ratlarin vajina kisimlari kontrol edildi ve vajinal plak (Sekil 2.2) sekillenen ratlar
gebeligin 0. giinti olarak kabul edildi. Gebe ratlar ayr1 kafeslere alinarak, gebelik
déneminin 5, 10, 15 ve 20. giinlerinde ovaryum dokular1 alindi.
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Sekil 2.2. Gebe ratlarda goriilen vajinal plak.

2.2.3. Laktasyon Donemi

Gebe ratlarin dogum olayinin gergeklestigi giin laktasyon donemin 0. giinii kabul
edildi. Anne ratlar yavrulari ile birlikte ayn1 kafeste tutuldu ve emzirme islemine izin

verilerek, laktasyon déneminin 1, 5, 10 ve 20. giinlerinde ovaryum dokular1 alindi.

2.3. Itk Mikroskopik incelemeler

Materyal olarak kullanilmak {izere ksilazin-ketamin anestezisi altinda Gtenazi
islemi uygulanan ratlardan ovaryum dokulari temin edildi. Alinan ovaryum dokularina
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal
laboratuvarinda %10' luk formaldehitte (pH: 6,9-7,1) 24 saat tespit islemi uygulandi.
Rutin histolojik takip yontemi sonrasinda dokular paraplastta bloklandilar. Bu
bloklardan poly-L-lizinli lamlara (Thermo Scientific) alinan 5 pm' lik seri kesitlerin
bir kismina genel histolojik incelemeler i¢in Crossmon (1937) tarafindan modifiye

edilen Mallory' nin ti¢lii boyamasi yapildi (Bancroft ve Gamble, 2002).
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2.4. immunohistokimyasal Boyamalar

Alman kesitlerin diger kismina ise Streptavidin Biotin Kompleks (Strept- ABC)
teknigi ile immunohistokimyasal boyama uygulandi (Bancroft ve Gamble, 2002).
Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemleri yapilan doku Kkesitleri fosfat tampon
soliisyonunda (PBS) 15 dk bekletildi. Sitrat buffer (pH: 6) soliisyonu igerisinde,
mikrodalga firinda 600 W' da 20 dk kaynatilarak antijen retrieval (antijen kazanimi)
islemi uygulanan ve 20 dk oda 1sisinda sogumasi beklenilen kesitler 15 dk PBS ile
yikandi. Daha sonra endojen peroksit aktivitesini engellemek i¢in kesitler karanlik
ortamda %3' liikk hidrojen peroksit soliisyonu igerisinde 20 dk inkiibasyona birakildi.
Tekrar 15 dk PBS ile yikanan kesitlerin etrafi dakopen ile sinirlandirilarak, nonspesifik
antijenik baglanmanin engellemesi i¢in 10 dk bloklama soliisyonunda (Large Volume
Ultra V Blok, Thermo, TA-125-UB) bekletildi. Devaminda kesitlere uygun
miktarlarda sulandirilan primer antikorlar (HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90)
damlatildi ve +4°C' de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin kesitler 15 dk PBS ile
yikandiktan sonra 30 dk biotinlenmis sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent, Thermo, TP-125-BN ) ile inkiibe edilerek primer antikora baglanmasi
saglandi. Kesitler tekrar 15 dk PBS ile yikanip enzim konjugatli streptavidin
(Streptavidin Peroxidase, Thermo, TS-125-HR) soliisyonunda 30 dk bekletildi. 15 dk
PBS ile yikanan kesitler, immun reaksiyonun agiga ¢ikmasini saglamak i¢in 1-2 dk 3-
3'-diaminobenzidine kromojen (Large Volume DAB Substrate System, Thermo, TA-
125-HD) soliisyonunda inkiibasyona birakildi. Distile suyla yikanan kesitler ¢ekirdek
boyamasi i¢in Gill' s hematoksileninde 2 dk tutuldu. Daha sonra alkol ve ksilol
serilerinden gegirildikten sonra entellan ile kapatildi (Bancroft ve Gamble, 2002;
Liman, 2017; Ozbek ve ark., 2018). Kahverengi presipitasyonun goézlemlenmesi ile
immun reaksiyon pozitif olarak belirlendi. Kesitler 1g1k mikroskopta (Leica DM 2500)
incelenerek fotograflari ¢ekildi. Iimmunohistokimyasal boyanmalarin yogunluklarina
gore negatif, zayif, orta ve kuvvetli siddette olarak semikantitatif degerlendirilmeleri
gerceklestirildi (Kuzkale ve Liman, 2016).

Santa Cruz Biotechnoloy firmasindan temin edilen monoklonal primer

antikorlardan HSP60 (sc-59567) ve HSP70 (sc-24) igin 1/100, HSP27 (sc-13132) ve
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HSP90 (sc-13119) i¢in 1/150 dilusyon oranlar1 kullanildi. Negatif kontrol (Sekil 2.3,
A) amaciyla kesitler primer antikor yerine PBS ile inkiibe edildi. Pozitif kontrol
amaciyla rat oviduktu (Sekil 2.3, B) kullanildu.

2.5. Folikiiler Stmiflandirma

Ovaryumdaki folikiiller primordiyal, primer (tek kathh primer ve ¢ok kath
primer), sekonder ve Graaf folikiilii olarak siiflandirildi. Oositin etrafindaki folikiil
epitel hiicreleri tek katli yassi ise primordiyal folikiil, tek katli kiibik ise tek katli primer
folikiil, birden fazla kath ise cok kathi primer folikiil olarak belirlendi. Oositin
etrafindaki ¢ok katli granuloza hiicreleri arasinda folikiil sivisi ile dolu olan kiigiik
antrumlarin goriildigl folikiiller sekonder folikiil, antrumlarin birleserek tek bir
bosluk halini aldig1, kumulus ovoforusun ve korona radiyata yapilarinin belirginlestigi
folikiiller ise Graaf folikiilii olarak tanimland1 (Erdost, 2011; Halicioglu ve ark., 2021;
Rengber ve ark., 2018; Ross ve Pawlina, 2006). Folikiil yapisinin bozuldugu, zona
pellusida ve oositin dejenere oldugu, granuloza hiicreleri ile oosit arasindaki
baglantilarin kayboldugu, granuloza hiicreleri arasinda apoptotik hiicrelerin goriildiigii
folikiiller ise atretik folikiil olarak belirlendi (Halicioglu ve ark., 2021; Rengber ve
ark., 2018; Yoshida ve ark., 2009).

2.6. Korpus Luteum Simiflandirma

Ostrus siklusu déneminde ovulasyon sonrasinda sekillenen ve fonksiyonel
olarak aktif olan korpus luteuma yeni siklik korpus luteumu, 6nceki siklus déneminden
kalip gerileyene ise eski Siklik korpus luteumu denildi (Sato ve ark., 2014; Taketa ve
ark., 2013; Yoshida ve ark., 2009). Gebelik doneminde sekillenen ve fonksiyonel
olarak aktif olan korpus luteum yeni gebelik korpus luteumu, onceki siklus
doneminden kalip gerileyen ise eski Siklik korpus luteumu adi verildi (Golos ve ark.,
1984). Laktasyon doneminde postpartum ovulasyon sonrasinda sekillenip,

fonksiyonel olarak aktif olan korpus luteum yeni laktasyon korpus luteumu, onceki
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gebelik doneminden kalip gerileyen ise eski gebelik Kkorpus luteumu seklinde

tanimland1 (Bagnell ve ark., 1987).

Sekil 2.3. Immunohistokimyasal boyamalarda negatif (A) ve pozitif (B) kontroller (rat oviduktu). Bar: 20um.
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3. BULGULAR

3.1. Rat Ovaryumunun Yapisal Ozellikleri

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemlerindeki iiglii boyama yapilan
kesitler incelendiginde ovaryumlarin distan germinatif epitel ile ortiildiigii gozlendi.
Bu germinatif epitelin yer yer tek katli yassi, tek katli kiibik ve tek katli prizmatik
oldugu tespit edildi. Germinatif epitelin altinda siki bag dokudan olusan tunika
albugineya goriildii. Ovaryumlarda, tunika albugineyanin altinda korteks ve i¢ kisimda
medulla olmak iizere iki bolge gozlendi. Kortekste farkli gelisim asamalarinda olan
folikiiller, atretik folikiiller, korpus luteum, intersitisyel hiicreler ve bu yapilar arasinda
yer alan kortikal stroma ayirt edildi. Kortikal stromada stromal hiicreler ile kan
damarlar1 gozlendi (Sekil 3.1). Medullar stromada ise gevsek bag doku iginde bol
miktarda kan ve lenf damarlart, sinir telleri, stromal ve diiz kas hiicreleri goriildii (Sekil
3.2).

Sekil 3.1. Korteksin genel gériiniimil. AF: atretik folikiil, CKPF: gok katli primer folikiil, D: kan damari, GE:
germinatif epitel, [H: intersitisyel hiicreler, KL: korpus luteum, PrF: primordiyal folikiil, S: stroma, TA: tunika
albugineya, TKPF: tek kath primer folikiil. Crossmon' in {iglii boyamasi. Bar: 50pm.
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Sekil 3.2. Medullanin genel goriiniimii. D: kan damari, KH: diiz kas hiicreleri, S: stroma. Crossmon' m tg¢li
boyamasi. Bar: 50um.

3.2. Folikiillerin Yapisal Ozellikleri

3.2.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiillerde, oositin etrafinda tek katli yassi folikiil epitel hiicreleri
ayrt edildi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.3).

3.2.2. Primer Folikiiller

Primer folikiillerdeki oositin primordiyal folikiillere gore biiyiidigii gézlendi.
Tek kath primer folikiillerde oositin etrafinda tek katlh kiibik folikiil epitel hiicreleri
goriiliirken, ¢ok katli primer folikiillerde ¢ok katli folikiil epitel hiicreleri (granuloza
hiicreleri) tespit edildi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.3). Teka folikiiliiniin tek katli primer

folikiillerde bir iki sirali, ¢ok katl primer folikiillerde ise aralarinda kan damarlarmin
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da gozlendigi, tic dort sirali sirkiiler seyirli mekik sekilli hiicrelerden meydana geldigi
dikkat ¢ekti. Ayrica, cok katli primer folikiillerin oositi ile granuloza hiicreleri arasinda

zona pellusida gorildii (Sekil 3.3).

3.2.3. Sekonder Folikiiller

Sekonder folikiillerde oositin etrafindaki ¢ok katli granuloza hiicrelerinin
arasinda, antrum adi verilen kiigiik bosluklar tespit edildi. Bu folikiillerde teka
folikiiliiniin teka eksterna ve teka interna olmak iizere iki katmandan meydana geldigi

gozlendi. Her iki katmanda da birkag sirali yassi hiicreler arasinda kan damarlar1 fark

edildi (Sekil 3.4).

3.2.4. Graaf Folikiilleri (Tersiyer Folikiiller)

Graaf folikiillerinde folikiiliin ¢apinin daha da arttig1 ve antrum adi verilen
bosluklarin birleserek, yarim ay seklinde tek bir bosluk halini aldigi ayirt edildi.
Oositin etrafini tag gibi saran korona radiyata hiicreleri fark edildi. Korona radiyata
hiicrelerinin etrafinda ¢ok sirali granuloza hiicreleri goriildii. Bu olusumlarin folikiil
duvarinin bir tarafina tutunmus olarak antruma dogru yarimada bi¢iminde uzanan
kumulus ovoforusu sekillendirdigi belirlendi. Antrumun etrafinda stratum granulozum
katmaninm1 olusturan ¢ok sirali granuloza hiicreleri tespit edildi. Teka folikiiliinin,
sekonder folikiillerde oldugu gibi, teka eksterna ve teka interna olarak iki katmanli
oldugu gozlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.3. Primordiyal (PrF), tek katli primer (TKPF) ve ¢ok katli primer (CKPF) folikiillerin genel gériiniimii.
GE: germinatif epitel, GH: granuloza hiicreleri, O: oosit, TA: tunika albugineya, TF: teka folikiili, ZP: zona
pellusida. Crossmon' in tiglii boyamasi. Bar: 20um.

Sekil 3.4. Sekonder folikiiliin genel gdriiniimii. A: antrum, GH: granuloza hiicreleri, O: oosit; TE: teka eksterna,
TI: teka interna, ZP: zona pellusida. Crossmon' 1n iiglii boyamasi. Bar: 20pum.
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Sekil 3.5. Graaf folikiiliiniin genel goriiniimii. A: antrum, KO: kumulus ovoforus, KR: korona radiyata, O: oosit;
SG: stratum granulozum, TE: teka eksterna, TI: teka interna. Crossmon' in iiglii boyamasi. Bar: 50um.

3.2.5. Atretik Folikiiller

Incelenen kesitlerde, farkl1 gelisme evrelerindeki folikiillerin gerilemesi sonucu
sekillenen atretik folikiiller goriildii. Bunlar, folikiil yapisinin bozulmasi, zona
pellusida veya oositinin dejenere olmasi, granuloza hiicreleri ile 00sit arasindaki
baglantilarin kaybolmasi ve granuloza hiicreleri arasinda apoptotik hiicrelerin

gbzlenmesi ile ayirt edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Cok katli primer (A) ve sekonder (B) folikiil asamasinda atreziye ugrayan folikiillerin genel goriiniimii.
Ok: apoptotik hiicreler, ok basi: zona pellusidasiyla birlikte dejenere olmus oosit. Crossmon' in ii¢lii boyamasi. Bar:
20pm.

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca ovaryum kesitlerinde
farkli gelisim asamalarinda olan folikiiller ile atretik folikiiller goriildii. Prodstrus ve
Ostrus donemlerinde oldukga biiyiik ve iyi gelisim gdsteren Graaf folikiilleri dikkat
cekti. Diger siklus donemlerine kiyasla, prodstrus doneminde daha fazla sayida
sekonder ve Graaf folikiiliiniin atreziye ugradigi belirlendi. Gebelik ve laktasyon
donemlerinde ovaryum korteksinin biiyiikk bir ¢ogunlugunu korpus luteumlar
doldurmasina ragmen, folikiiler gelisimin de devam ettigi fark edildi. Gebelik ve
laktasyon donemlerinin 20. giiniindeki kesitlerde daha iyi gelisim gdsteren, ¢cok sayida
sekonder ve Graaf folikiilleri gortildii. Ancak, Graaf folikiillerinin prodstriis ve dstrus
donemlerindeki kadar biiyiik olmadig tespit edildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Proostrus (A) ile gebeligin (B) ve laktasyonun (C) 20. giinlerinde goriilen Graaf folikiilleri. Crossmon'
m tiglii boyamasi. Bar: 50um.
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3.3. Folikiillerde HSP' lerin immunohistokimyasal Bulgular

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca farkli gelisim
asamalarinda olan folikiiller ile atretik folikiillerin oosit, granuloza ve teka

hiicrelerinde HSP27 ve HSP70' in negatif immun reaksiyon gosterdigi tespit edildi.

3.3.1. HSP60

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca farkli gelisim
asamalarinda olan folikiillerin oositlerindeki sitoplazmik ve graniiler HSP60 immun
reaksiyonunun; primordiyal folikiillerde kuvvetli (Sekil 3.8, A), tek katli primer
folikiillerde orta (Sekil 3.8, B) ve ¢ok katli primer folikiillerde zayif (Sekil 3.9, A)
oldugu gorildi. Sekonder (Sekil 3.9, B) ve Graaf (Sekil 3.9, C) folikiillerinde ise
reaksiyon gozlenmedi. Granuloza hiicrelerindeki sitoplazmik HSP60 immun
reaksiyonunun; primordiyal (Sekil 3.8, A) ve tek katli primer (Sekil 3.8, B) folikiillerde
negatif, ¢cok katl primer (Sekil 3.9, A) ve sekonder folikiillerde (Sekil 3.9, B) orta,
Graaf folikiiliinde (Sekil 3.9, C) ise kuvvetli siddette ve graniiler tarzda oldugu tespit
edildi. Ancak, Graaf folikiiliiniin oositten uzak granuloza hiicrelerinde ¢ok sayida
negatif immun reaksiyonlar fark edildi. Teka folikiilii hiicrelerindeki sitoplazmik
HSP60 immun reaksiyonunun ¢ok katli primer (Sekil 3.9, A) ve sekonder folikiillerde
orta (Sekil 3.9, B), Graaf folikiillerinde (Sekil 3.9, C) ise kuvvetli siddette ve graniiler
tarzda oldugu belirlendi. Ancak, teka folikiiliiniin teka eksterna katmanindaki HSP60
boyanma yogunlugunun ve immunopozitif hiicrelerin teka interna katmanina goére
daha az oldugu ayirt edildi (Sekil 3.9). Atretik folikiillerin granuloza ve teka
hiicrelerinde orta siddette ve graniiler tarzda sitoplazmik HSP60 immun reaksiyon
(Sekil 3.9, D) goriilmesine ragmen, immunopozitif hiicrelerin farkli gelisim

asamalarinda olan folikiillere kiyasla azaldig: fark edildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Cok katli primer (A), sekonder (B), Graaf (C) ve atretik (D) folikiillerdeki HSP60 immun reaksiyonu.
Bar: A, B, D: 20pm, C: 50um.

3.3.2. HSP90

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca farkli gelisim
asamalarinda olan folikiiller ile atretik folikiillerin oositlerinin ooplazmasinda (Sekil
3.10 ve Sekil 3.11) ve sadece Graaf folikiiliiniin nukleusunda (Sekil 3.11, C) zayif

siddette HSP90 immun reaksiyonu goriildii. Tim folikiillerin granuloza ve teka
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hiicrelerinde orta siddette sitoplazmik HSP90 immun reaksiyonu gozlendi. Ancak,

teka eksterna katmanindaki HSP90 boyanma yogunlugunun ve immunopozitif

hiicrelerin teka interna Katmanina gore daha az oldugu ayirt edildi (Sekil 3.10 ve Sekil
3.11).

Sekil 3.11. Cok katli primer (A), sekonder (B), Graaf (C) ve atretik (D) folikiillerdeki HSP90 immun reaksiyonu.
Ok: Oositin nukleusunda pozitif HSP90 immun reaksiyonu. Bar: 20pum.
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3.4. Intersitisyel Hiicrelerin Yapisal Ozellikleri

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca iiglii boyama yapilan
kesitler incelendiginde; ovaryumun Kkorteks bolgesinde, poligonal sekle sahip

intersitisyel hiicrelerin topluluklar halinde bulundugu goriildii (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Intersitisyel hiicrelerin genel goriiniimii. TH: intersitisyel hiicreler. Crossmon' i iiglii boyamasi. Bar:
20pm.

3.5. Intersitisyel Hiicrelerdeki HSP' lerin Immunohistokimyasal Bulgular

3.5.1. HSP27

Intersitisyel hiicrelerdeki sitoplazmik HSP27 immun reaksiyonunun prodstrus
ve Ostrus donemlerinde orta (Sekil 3.13, A ve B), metostrus ve didstrus donemlerinde
ise zayif (Sekil 3.13, C ve D); gebeligin 5. giiniinde orta (Sekil 3.14, A), 10, 15 ve 20.
giinlerinde zayif (Sekil 3.14, B, C ve D) ve laktasyonun 1. giiniinde orta (Sekil 3.15,
A), 5, 10 ve 20. giinlerinde ise zayif (Sekil 3.15, B, C ve D) siddette oldugu belirlendi.
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Pozitif immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicrelerin prodstrus ve Ostrus
donemlerine gore, metdstrus ve didstrus donemlerinde azaldigi gorildi (Sekil 3.13).
Gebeligin 5. gliniinden, 15 ve 20. giinlerine (Sekil 3.14) ve laktasyonun 1. giiniinden,

10 ve 20. giinlerine (Sekil 3.15) dogru immunopozitif intersitisyel hiicrelerin giderek
azaldig: fark edildi.

Sekil 3.13. Prodstrus (A), ostrus (B), metdstrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP27

immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel
hiicreler. Bar: 20pm.
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Sekil 3.14. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP27 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta giddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler.
Bar: 20pm.

Sekil 3.15. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP27 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler.
Bar: 20pum.
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3.5.2. HSP60

Intersitisyel hiicrelerdeki sitoplazmik HSP60 immun reaksiyonunun; prodstrus
ve Ostrus donemlerinde kuvvetli (Sekil 3.16, A ve B), metOstrus ve didstrus
donemlerinde orta (Sekil 3.16, C ve D), gebeligin 5. giiniinde kuvvetli (Sekil 3.17, A),
10. giiniinde orta (Sekil 3.17, B), 15 ve 20. giinlerinde zay1if (Sekil 3.17, C ve D) ve
laktasyonun 1. giiniinde kuvvetli (Sekil 3.18, A), 5. giliniinde orta (Sekil 3.18, B), 10
ve 20. giinlerinde ise zayif (Sekil 3.18, C ve D) siddette ve graniiler tarzda oldugu

gozlendi.

Pozitif immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicrelerin ve sitoplazmalarindaki
graniill yogunlugunun, prodstrus ve dstrusa kiyasla metostrus ve didstrus donemlerinde
azaldig1 gozlendi (Sekil 3.16). Gebeligin 5. giiniinden, 15 ve 20. giinlerine (Sekil 3.17)
ve laktasyonun 1. giiniinden, 10 ve 20. giinlerine (Sekil 3.18) dogru immunopozitif
intersitisyel hiicrelerin ve sitoplazmadaki graniil yogunlugunun giderek azaldig fark
edildi.
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Sekil 3.16. Proostrus (A), 6strus (B), metostrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP60
immun reaksiyonu. Ok bas1: negatif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel
hiicreler. Bar: 20pm.

Sekil 3.17. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP60 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren
intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm.
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Sekil 3.18. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP60 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren
intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm.

3.5.3. HSP70

Intersitisyel hiicrelerde sitoplazmik ve niikleer olarak gézlenen HSP70 immun
reaksiyonunun; prodstrus ve Ostrusta orta (Sekil 3.19, A ve B), metstrus ve didstrus
donemleri (Sekil 3.19, C ve D) ile gebeligin (Sekil 3.20) ve laktasyonun (Sekil 3.21)
tiim donemlerinde zay1f siddette oldugu belirlendi.

Proostrus ve 0Ostrus donemlerindeki immunopozitif intersitisyel hiicrelerin,
metostrus ve didstrus donemlerinde azaldigi dikkat ¢ekti (Sekil 3.19). Pozitif immun
reaksiyon gosteren intersitisyel hiicrelerin gebeligin 5. glininden, 15 ve 20. giinlerine
(Sekil 3.20) ve laktasyonun 1. giiniinden, 10 ve 20. giinlerine (Sekil 3.21) dogru
giderek azaldig1 gozlendi.
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Sekil 3.19. Proostrus (A), 6strus (B), metostrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP70
immun reaksiyonu. Ok bagi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel
hiicreler. Bar: 20pum.

Sekil 3.20. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP70 immun
reaksiyonu. Ok bast: negatif, kalin ok: zayif siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um.
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Sekil 3.21. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP70 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20pm.

3.5.4. HSP90

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca biitiin intersitisyel
hiicrelerde sitoplazmik HSP90 immun reaksiyonu gézlendi. Bu reaksiyonun prodstrus
ve Ostrus donemlerinde orta (Sekil 3.22, A ve B), metostrus ve didstrus donemlerinde
ise zay1f (Sekil 3.22, C ve D) siddette oldugu goriildii. Gebeligin 5. ( Sekil 3.23, A) ve
laktasyonun 1. giiniinde (Sekil 3.24, A) orta siddette olan HSP90 immunreaksiyonu,
gebeligin 10. (Sekil 3.23, B) ve laktasyonun 5. giiniinde (Sekil 3.24, B) zayif
siddetteydi. Bu donemlerin ilerleyen giinlerindeki reaksiyonlar ise oldukca zayifti
(Sekil 3.23, C ve D; Sekil 3.24, C ve D).
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Sekil 3.22. Proostrus (A), 6strus (B), metostrus (C) ve didstrus (D) donemlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP90
immun reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren intersitisyel hiicreler. Bar:
20pm.

Sekil 3.23. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP90 immun
reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gdsteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um.
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Sekil 3.24. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki intersitisyel hiicrelerde HSP90 immun
reaksiyonu. Kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gdsteren intersitisyel hiicreler. Bar: 20um.

3.6. Korpus Luteumlarin Yapisal Ozellikleri

Uclii boyama yapilan ovaryum kesitleri incelendiginde, 6strus doneminde
ovulasyon ile birlikte yeni siklik korpus luteumlarin sekillendigi goriildii. Ostrus ve
metostriis donemlerinde, bunlarin bazilarmin merkezinde folikiil sivisinin oldugu
tespit edildi (Sekil 3.25, A ve B). Yeni siklik korpus Iuteumlarin boyutlarinin
metdstrus doneminde arttigi, maksimum boyuta ise didstriis doneminde ulastig
gozlendi. Ostrus dénemindeki (Sekil 3.25, A) yeni siklik korpus luteumlarin mekik ya
da yuvarlak sekilli kii¢iik luteal hiicrelerden olustugu belirlenirken, metostriis, didstrus
ve bir sonraki siklusun prodstrus donemlerinde (Sekil 3.25, B, C ve D) luteal hiicrelerin
biiyiidiigii ve yuvarlak sekle sahip oldugu fark edildi. Ostrus siklusunun tiim
doénemlerinde, yeni siklik korpus luteumlarin luteal hiicre ¢ekirdekleri okromatikti
(Sekil 3.25). Bir sonraki siklusun proostriis donemindeki yeni siklik korpus
luteumlarda apoptotik hiicreler ayirt edildi (Sekil 3.25, D). Yeni siklik korpus
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luteumlar, bir sonraki siklusun 0&strus doneminde ovulasyon olaynin tekrar

gerceklesmesiyle birlikte, eski siklik korpus luteum olarak isimlendirildi.

Ostrus siklusunun tiim dénemlerindeki eski siklik korpus luteumlarda fibrosit
benzeri hiicrelerin arttig1 goriildii. Bunlarin gerilemesiyle birlikte, yeni siklik korpus
luteumlara kiyasla, boyutlarinin kiiciildiigii dikkati ¢ekti. Ostrus donemindeki eski
siklik korpus luteumlarda ise apoptotik hiicreler fark edildi (Sekil 3.26).

Sekil 3.25. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki yeni siklik korpus luteumlar.
Ince ok: luteal hiicreler, kalin ok: apoptotik hiicreler, yildiz: folikiil sivist igeren bosluk. Crossmon' m iigli
boyamasi. Bar: 20pm.
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Sekil 3.26. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki eski siklik korpus luteumlar.
ince ok: luteal hiicreler, kalin ok: apoptotik hiicreler, ok bast: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' 1 iiglii boyamas.
Bar: 20pum.

Gebelik doneminde; gebelik ilerledikge yeni gebelik korpus luteumlarinin
boyutlarinin ve luteal hiicrelerin biiyiikliiklerinin arttig1, 0strus doneminden kalan eski
siklik korpus luteumlarin ise bag doku proliferasyonunun artmasiyla geriledigi tespit
edildi. Her iki korpus luteumun luteal hiicre ¢ekirdeklerinin 6kromatik yapida oldugu
gorildii. Eski siklik korpus luteumlarda fibrosit benzeri hiicreler de gozlendi (Sekil
3.27 ve 3.28).
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Sekil 3.27. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus luteumlari. Ok: luteal
hiicreler. Crossmon' 1n iiglii boyamasi. Bar: 20pm.

Sekil 3.28. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus luteumlar. Ok: luteal hiicreler,
ok bast: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' in ii¢lii boyamasi. Bar: 20pum.
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Laktasyonun 1. giiniinde, postpartum ovulasyon sonrasi sekillenen yeni
laktasyon korpus luteumlar: tespit edildi. Laktasyon giinleri ilerledik¢e bunlarin
biiytidiigii, eski gebelik korpus luteumlarinin ise kiigiildiigii dikkati ¢ekti. Her ikisinin
de luteal hiicrelerinin gekirdekleri 6kromatikti. Laktasyonun 1. giiniinde goriilen yeni
laktasyon korpus luteumlarindaki Iuteal hiicrelerin, eski gebelik korpus
luteumlarindakine gore kiigiik oldugu; ancak, laktasyon giinii ilerledik¢e bu luteal
hiicrelerin biiyiidiigii fark edildi. Laktasyonun 10 ve 20. giinlerinde eski gebelik korpus
luteumlarinda fazla sayida fibrosit benzeri hiicrelerin goériilmesiyle gerilemenin
ilerledigi belirlendi (Sekil 3.29 ve 3.30).

Sekil 3.29. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon korpus luteumlari. Ok: luteal
hiicreler. Crossmon' in ii¢lii boyamasi. Bar: 20pum.
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Sekil 3.30. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik korpus luteumlari. Ok: luteal
hiicreler, ok bast: fibrosit benzeri hiicreler. Crossmon' in ii¢lii boyamasi. Bar: 20pum.

3.7. Korpus Luteumlardaki HSP' lerin Immunohistokimyasal Bulgular

3.7.1. HSP27

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemlerinin tiim ¢alisma gruplarinda, yeni
korpus luteumlarin luteal hiicrelerinin sitoplazma ve nukleusunda negatif HSP27
immun reaksiyonu belirlendi.

Biitiin donemlerdeki eski korpus luteumlarin luteal hiicrelerinin nukleusunda
negatif, sitoplazmasinda ise negatif, zayif, orta ve kuvvetli siddette olmak tizere dort
farklit HSP27 immun reaksiyonu goriildi (Sekil 3.31-33).
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Sekil 3.31. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) dénemlerindeki eski siklik korpus luteumlarda
HSP27 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun
reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.

Sekil 3.32. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus luteumlarda HSP27 immun
reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gdsteren
luteal hiicreler. Bar: 20pm.
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Sekil 3.33. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik korpus luteumlarinda HSP27
immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, egri ok: zayif, kalin ok: orta, ince ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon
gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um.

3.7.2. HSP60

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyonun tiim dénemlerindeki eski ve yeni korpus
luteumlarin luteal hiicrelerinin sitoplazmasinda kuvvetli siddette ve graniiler tarzda
HSP60 immun reaksiyonu tespit edildi. Ancak, eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinin sitoplazmalarindaki HSP60 graniil yogunlugunun yeni korpus luteumlara
kiyasla azaldig: fark edildi (Sekil 3.34-39).
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Sekil 3.34. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve proodstrus (D) donemlerindeki yeni siklik korpus luteumlarda
HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.

Sekil 3.35. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus luteumlarinda HSP60
immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.
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Sekil 3.36. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon korpus luteumlarmda HSP60
immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm.

Sekil 3.37. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) dénemlerindeki eski siklik korpus luteumlarda
HSP60 immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gésteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.
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Sekil 3.38. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus luteumlarda HSP60 immun
reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar:20pum.

Sekil 3.39. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik korpus luteumlarinda HSP60
immun reaksiyonu. Ok: kuvvetli siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.
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3.7.3. HSP70

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemlerinin tiim ¢alisma gruplarinda, yeni
korpus luteumlarin luteal hiicrelerinin sitoplazma ve nukleusunda negatif HSP70

immun reaksiyonu tespit edildi.

Eski siklik korpus luteumlarin luteal hiicrelerindeki HSP70 immun
reaksiyonunun en fazla 6strus doneminde oldugu, metostrus, didstrus ve bir sonraki
siklusun proostrus donemlerinin ilerlemesine paralel olarak, eski siklik korpus
luteumlarin gerilemesiyle birlikte reaksiyonun azaldigi dikkati ¢ekti. Zayif ve orta
siddette sitoplazmik ve niikleer immun reaksiyon gosteren luteal hiicrelerin en fazla
Ostrus doneminde oldugu ve bu hiicrelerin metdstrus, didstrus ve bir sonraki siklusun

prodstrus donemlerinin ilerlemesiyle birlikte azaldig: gortildi (Sekil 3.40).

Gebelik doneminde, eski siklik korpus luteumlarin luteal hiicrelerindeki HSP70
immun reaksiyonunun en fazla gebeligin 5. giintinde oldugu ve gebeligin ilerlemesiyle
birlikte, korpus luteumlarin gerilemesine bagli olarak HSP70 immun reaksiyonunun
azaldig1 tespit edildi. Orta siddette sitoplazmik ve niikleer immun reaksiyon gésteren
luteal hiicreler gebeligin sadece 5. giiniinde goriildii. Gebeligin ilerlemesi ile birlikte
zayif siddette sitoplazmik ve niikleer immun reaksiyon gosteren luteal hiicrelerin

azaldig1 fark edildi (Sekil 3.41).

Laktasyonun tim donemlerindeki eski gebelik korpus luteumlarinda negatif
immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler arasinda, zayif siddette sitoplazmik ve

niikleer immun reaksiyon gosteren tek tiik luteal hiicre fark edildi (Sekil 3.42).
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Sekil 3.40. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) dénemlerindeki eski siklik korpus luteumlarda
HSP70 immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal
hiicreler. Bar: 20pm.

Sekil 3.41. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus luteumlarda HSP70 immun
reaksiyonu. Ok bast: negatif, kalin ok: zayif, ince ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar:
20um.
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Sekil 3.42. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik korpus luteumlarimda HSP70
immun reaksiyonu. Ok basi: negatif, kalin ok: zayif siddette immun reaksiyon gdsteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.

3.7.4. HSP90

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyonun tiim dénemlerinde, yeni ve eski korpus
luteumlarin luteal hiicrelerinde orta siddette sitoplazmik HSP90 immun reaksiyonu
tespit edildi (Sekil 3.43-48).
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Sekil 3.43. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) donemlerindeki yeni siklik korpus luteumlarda
HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um.

Sekil 3.44. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni gebelik korpus luteumlarimda HSP90
immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm.
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Sekil 3.45. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki yeni laktasyon korpus luteumlarmda HSP90
immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pum.

Sekil 3.46. Ostrus (A), metdstrus (B), didstrus (C) ve prodstrus (D) dénemlerindeki eski siklik korpus luteumlarda
HSP90 immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um.
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Sekil 3.47. Gebeligin 5 (A), 10 (B), 15 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski siklik korpus luteumlarda HSP90 immun
reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20um.

Sekil 3.48. Laktasyonun 1 (A), 5 (B), 10 (C) ve 20. (D) giinlerindeki eski gebelik korpus luteumlarinda HSP90
immun reaksiyonu. Ok: orta siddette immun reaksiyon gosteren luteal hiicreler. Bar: 20pm.
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4. TARTISMA

Ovaryum; oositleri tireten, sentezledigi hormonlarla genital siklusu diizenleyen,
embriyonun uterusa implantasyonunu ve doguma kadar gelisimini destekleyen 6nemli
bir organdir (Erdost, 2011). Korteks ve medulla olmak iizere iki kisimdan olusan
organin korteksi, fonksiyon goren kisim olup, farkli gelisim asamalarinda olan
folikiiller, korpus luteum, atretik folikiiller, intersitisyel hiicreler ve bu yapilar arasinda
yer alan kortikal stromadan olusmaktadir (Erdost, 2011; Erkogak, 1984; Junqueira ve
Carneiro, 2005; Ross ve Pawlina, 2006; Samuelson, 2007; Tanyolag, 1999).
Calismamizda Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemlerinde iiclii boyama
uyguladigimiz doku kesitlerini inceledigimizde; hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
apoptoz olaylarin1 kapsayan folikiilogenezisin tiim asamalarindaki folikiil yapilarinin
ve ovaryumun yapisal 6zelliklerinin literatiir bilgiyle (Erdost, 2011; Erkogak, 1984;
Junqueira ve Carneiro, 2005; Ross ve Pawlina, 2006; Samuelson, 2007; Tanyolag,
1999) uyumlu oldugu belirlenmistir. Ovaryumdaki folikiiller ise primordiyal, primer
(tek kath primer, ¢ok katli primer), sekonder, Graaf ve atretik folikiiller olarak
siiflandirilmistir (Erdost, 2011; Halicioglu ve ark., 2021; Rengber ve ark., 2018; Ross
ve Pawlina, 2006; Yoshida ve ark., 2009).

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemlerindeki folikiilogenezise yonelik
yapilan caligmalarda, rat ovaryumunda farkli gelisim agsamalarinda olan folikiiller ile
atretik folikiillerin goriildiigii bildirilmistir (EKizceli ve ark., 2015; Greenwald, 1966;
Miyamoto ve ark., 1987; Osman, 1986; Taya ve Sasamoto, 1981). Ostrus siklusu
doéneminde yapilan bir ¢alismada, prodstrus ve Ostrus evrelerinde Graaf folikiillerinin
sayisinda artig tespit edilmistir (Ekizceli ve ark., 2015). Gebelik doneminde yapilan
calismalarda, farkli boyutlarda gelisim gosteren folikiiller ile atretik folikiillerin
goriilmesiyle, gebelik boyunca folikiiler sessizlik olarak ifade edilen fikir
clriitiilmiistiir (Greenwald, 1966; Miyamoto ve ark., 1987; Osman, 1986). Gebelik
déneminde yapilan baska bir ¢alismada ise (Greenwald, 1966) gebeligin 22. giiniine
kadar folikiillerin belli bir biiyiikliige ulasabildigi; ancak 22. glinden sonra folikiiler

bliylimenin arttigt ve bu durumun postpartum ovulasyona hazirlik olarak
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degerlendirildigi dikkat cekmistir. Taya ve Sasamoto (1981), laktasyonun 3. giiniinden
7. gliniine kadar biiyiik folikiillerin ovaryumda bulunmadigini; ancak, 8. giinden sonra
bliyiik folikiillerin ovaryum kesitlerinde mevcut oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calismada, her ii¢ donemde de farkli gelisim asamalarinda olan folikiiller ile atretik
folikiiller iicli boyama yapilan ovaryum kesitlerinde goriilmiistiir. Yukaridaki
calismalarla uyumlu olarak Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca
folikiiler gelisimin ve atrezi olaymnin dinamik bir siire¢ seklinde devam ettigini ve
ovulasyonun gergeklesebilmesi icin belirli donemlerde folikiiler gelisimin arttigini

sOyleyebiliriz.

Is1 sok proteinlerinin (HSP) proliferatif ve apoptotik mekanizmalara katilarak,
ovaryumdaki folikiillerin ve korpus luteumlarin gelisim ve gerileme siirecinde etkin
roller iistlendigi bildirilmektedir. Ayrica, steroid hormon reseptorleri i¢in saperon
proteinler olarak steroidogenezis olayinda da gorevler aldigi belirtilmistir (Kuzkale ve
Liman, 2016; Velazquez ve ark., 2010).

Folikiillerin gelisim siirecinde, hiicrelerin mitoz boliinmeler gegirerek sayilarini
arttirdiklar1 bilinmektedir (Motta ve ark., 2003; Ross ve Pawlina, 2006). Aktif protein
sentezinin gergeklestigi bu donemde, HSP' lerin hem normal kosullar hem de stres
kosullar1 altinda ¢ogalma, biliyiime ve farklilasma igin gerekli olan proteinlerle
etkileserek bu proteinlerin yanlis katlanmalarini ve ¢okmelerini engelleyerek bu
stireglere katilabildiginden sz edilmektedir (Pechan, 1991; Velazquez ve ark., 2010).
Ovaryumda folikiillerin bazilar1 gelisim gosterirken, bazilarinin ise atreziye ugradigi
(Kaipia ve Hsueh, 1997) ve HSP' lerin apoptoz olayinin diizenlenmesinde farkli roller
iistlenerek, atrezi siirecinde etkili olabildigi belirtilmistir (Beere, 2004; Velazquez ve
ark., 2010). HSP' lerin oositin olgunlasma boéliinmelerinin tamamlanmasi, canliligi ve
metabolik aktivitelerini slirdirmelerinde de Onemli roller iistlenebildigi ifade

edilmistir (Lanska ve ark., 2006; Paranko ve ark., 1996).

HSP27' nin fare, insan ve sigir; HSP70' in domuz, fare, sigir ve kedi oositlerinde
eksprese edildigi yapilan gesitli calismalarda gosterilmistir (Cai ve ark., 2013; Costa
ve ark., 2016; Curci ve ark., 1987; Edwards ve Hansen, 1997; Kuzkale ve Liman, 2016;
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Lanska ve ark., 2006; Liu ve ark., 2010; Liu ve ark., 2013; Minging ve ark., 2021,
Pennarossa ve ark., 2012). HSP27' nin sigir, HSP70' in insan, domuz, fare, kedi ve
sigirda folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinden ekspresyonlarinin gergeklestigi
ortaya konulmustur (Karabulut ve ark., 2020; Kuzkale ve Liman, 2016; Li ve ark.,
2016; Pennarossa ve ark., 2012; Susanti ve ark., 2020; Velazquez ve ark., 2010;
Velazquez ve ark., 2013). Ancak, rat ovaryumunda folikiillerin oosit, granuloza ve
teka hiicrelerindeki HSP27 ve HSP70' in ekspresyonlarina yonelik herhangi bir
caligmaya rastlanilmamistir. Bu calismada oOstrus siklusu, gebelik ve laktasyon
donemleri boyunca rat ovaryumundaki farkli gelisim asamalarinda olan folikiiller ile
atretik folikiillerin oosit, granuloza ve teka hiicrelerinde HSP27 ve HSP70' in negatif
immun reaksiyon gosterdigi tespit edilmistir. Yukaridaki ¢aligmalardan farkli olarak
ratlarda folikiilogenezis siirecinde HSP27 ve HSP70' in aktif rol almadigi goriilmustiir.

Bu durumun da tiirlerin fizyolojik 6zelliklerinden kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Kuzkale ve Liman (2016) eriskin kedi ovaryumunda yaptiklar1 calismada,
oositlerin ooplazmasindaki HSP60 immunboyanmasini primordiyal, primer ve
sekonder folikiillerde biiylik graniiler benekler, tersiyer folikiillerde ise graniiler
benekler ile ince graniiler boyanma seklinde oldugunu ve HSP60' in ooplazmadaki
organellerde bulundugunu, saperon proteinler olarak oositin olgunlasma siirecinde
etkin roller iistlenebilecegini ifade etmislerdir. Paronka ve ark. (1996) pubertal rat
ovaryumunda farkli gelisim asamasindaki folikiillerin oositlerinde pozitif HSP60
immun reaksiyonu goriirken, en kuvvetli boyanmay1 primordiyal ve biiyiliyen preantral
folikiillerin oositlerinde tespit etmislerdir. Bu calismada Ostrus siklusu, gebelik ve
laktasyon donemleri boyunca ooplazmadaki graniiler HSP60 immun reaksiyonunun,
primordiyal folikiillerde kuvvetli, tek katli primer folikiillerde orta, ¢ok katli primer
folikiillerde zay1f siddette oldugu goriilmiistiir. Sekonder ve Graaf folikiilleri (tersiyer)
ooplazmasinda ise boyanma reaksiyonu gosteren graniile rastlanilmamistir. Kuzkale
ve Liman (2016) ile Paronka ve ark. (1996)' nin bulgulariyla uyumlu olarak,
oositlerdeki HSP60 immunboyanmasinin folikiiler gelisimin erken donemlerinde daha

fazla oldugu ve folikiiler gelisimle birlikte giderek azaldig: dikkat cekmistir.
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Velazquez ve ark. (2010) sigirlarda, folikiillerin granuloza hiicrelerindeki
HSP60 ekspresyonunun primer ve sekonder folikiillere kiyasla tersiyer ve atretik
folikiillerde daha yogun oldugunu; teka hiicrelerindeki ekspresyonunun ise sekonder
folikiillere kiyasla tersiyer ve atretik folikiillerde daha fazla oldugunu gérmiislerdir.
Kuzkale ve Liman (2016) eriskin kedi ovaryumunda yaptiklar1 ¢alismada, granuloza
hiicrelerindeki HSP60 immunboyanmasimi primordiyal, primer ve sekonder
folikiillerde orta, erken tersiyer folikiillerde kuvvetli, olgun tersiyer folikiillerde ise
daha da kuvvetli olarak belirlemislerdir. Ayni arastiricilar, sekonder ve tersiyer
folikiillerin teka hiicrelerinin sitoplazmalarinda az sayida HSP60 pozitif graniilleri
gormiislerdir. Paronka ve ark. (1996) ise pubertal rat ovaryumunun teka hiicrelerindeki
HSP60 immun reaksiyonunun, erken preantral folikiillere kiyasla antral folikiillerde
daha yogun oldugunu tespit etmislerdir. Yukaridaki ¢aligmalar1 degerlendirdigimizde,
farkli gelisim asamalarinda olan folikiillerin granuloza (Kuzkale ve Liman, 2016;
Valezquez ve ark., 2010) ve teka (Paronka ve ark., 1996; Valezquez ve ark., 2010)
hiicrelerindeki HSP60 immunekspresyonunun folikiiliin gelisimi ile birlikte arttigi
dikkati ¢ekmistir. Bu caligmada oOstrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri
boyunca granuloza hiicrelerindeki sitoplazmik HSP60 immun reaksiyonunun
primordiyal ve tek katli primer folikiillerde negatif, ¢ok katli primer ve sekonder
folikiillerde orta, Graaf folikiillerinde ise kuvvetli siddette graniiler tarzda oldugu
gortilmiistiir. Ancak, Graaf folikiilinde ¢ok sayida negatif immun reaksiyon gosteren
granuloza hiicreleri de fark edilmistir. Teka hiicrelerindeki HSP60 immun
reaksiyonunun ¢ok katli primer ve sekonder folikiillerde orta, Graaf folikiillerinde
kuvvetli siddette sitoplazmik ve graniiler tarzda oldugu tespit edilmistir. Fakat, teka
folikiiliiniin teka eksterna katmanindaki HSP60 boyanma yogunlugunun ve
immunopozitif hiicrelerin teka interna katmanma gore daha az oldugu dikkati
cekmistir. Velazquez ve ark. (2010) atretik folikiillerin granuloza ve teka
hiicrelerindeki HSP60 ekspresyonunun giiglii oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada,
atretik folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde orta siddette HSP60 immun
reaksiyonu goriilmesine ragmen, immunopozitif hiicrelerin farkli  gelisim
asamalarinda olan folikiillere kiyasla azaldigi belirlenmistir. Calismamizda gelisen
folikiillerdeki HSP60 immunekspresyonunun artisindan dolayi, bu proteinin hiicre

cogalmasi ve farklilasmasi olaylarina katilarak folikiilogenezis siirecinde etkin roller
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aldigini diislinliyoruz. Ayrica, steroid yapidaki dstrojen hormonunun sentezinde gorev
alan granuloza ve teka interna hiicrelerindeki HSP60 immunekspresyonunun teka
eksternaya kiyasla fazla goriilmesi, HSP60' in granuloza ve teka interna hiicrelerinde

gergeklesen steroidogenezisde aktif gorevler aldigini géstermektedir.

HSP90' in domuz, fare ve kedi oositlerinde eksprese oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (Curci ve ark., 1987; Kuzkale ve Liman, 2016; Metchat ve ark., 2009;
Pennarossa ve ark., 2012). Ohsako ve ark. (1995), fotal ve prepubertal donemdeki
ratlarin oogonyum Ve 00sitlerinin ooplazmasinda HSP90' in gii¢lii boyandigini; ancak,
dogumdan sonraki ilk bir hafta boyunca primordiyal folikiillerin gelisimi ile birlikte
oositlerdeki boyanma yogunlugunun azaldigini tespit etmislerdir. Bahsi gecen
calismalardaki arastiricilar, HSP90' 1n oositlerden yapisal olarak eksprese edildigini ve
gelisim siirecindeki oositlerin metabolik faaliyetlerini ve canliliklarini stirdiirmesinde
etkin roller iistlendigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada da 6strus siklusu, gebelik ve
laktasyon donemleri boyunca tiim folikiillerin oositlerinin ooplazmasinda zayif
siddette HSP90 immun reaksiyonunun goriilmesi bu ifadeleri destekler niteliktedir.
Ohsako ve ark. (1995) yetiskin donemdeki ratlarin gogu oositinin nukleusunda negatif
olan  HSP90 immun reaksiyonunun, Graaf folikiilinde pozitif oldugunu
belirlemislerdir. Berbers ve ark. (1988) HSP90' in dnce hiicrelerin sitoplazmasinda
lokalize olduklarin1 daha sonra nukleusa translokasyonunun olabilecegini rapor
etmiglerdir. Calismamizda, diger folikiillerin oositinin nukleusunda negatif olan
HSP90 immun reaksiyonunun Graaf folikiilinde zayif pozitif oldugu belirlenerek,
HSP90' 1n nukleusa translokasyonunun gergeklestigi  diisiiniilmiistiir. Bu
translokasyonun neden gerceklestigi tam anlasilmamis olup, bu konu ile ilgili
yapilacak olan caligmalara Graaf folikiiliniin 1iyi bir model olabilecegi

diistiniilmektedir.

Sigir, domuz, rat ve kedi ovaryumundaki folikiillerin granuloza ve teka
hiicrelerinde HSP90' 1n pozitif reaksiyon verdigi cesitli caligmalarda belirtilmistir
(Driancourt ve ark., 1999; Juliani ve ark., 2008; Kuzkale ve Liman, 2016; Ohsako ve
ark., 1995; Pennarossa ve ark., 2012; Velazquez ve ark., 2010; Velazquez ve ark.,

2013). Sigir ovaryumunda, granuloza hiicrelerindeki HSP90 ekspresyonunun teka
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hiicrelerine kiyasla daha fazla oldugu ve folikiil gelisimi ile birlikte arttig1
belirlenmistir. Atretik folikiillerin ise tersiyer folikiillere benzer boyanma ozelligi
gosterdigi ifade edilmistir (Velazquez ve ark., 2010). Eriskin kedi ovaryumundaki
folikiillerin granuloza hiicrelerinde HSP90 immun reaksiyonu; primordiyal ve primer
folikiillerde zayif sitoplazmik, sekonder ve antral folikiillerde ise orta sitoplazmik ve
kuvvetli niikleer olarak goriilmiistiir. Folikiillerin teka hiicrelerinde ise zayif reaksiyon
belirlenmistir (Kuzkale ve Liman, 2016). Kuzkale ve Liman (2016) ve Velazquez ve
ark. (2010) tarafindan gergeklestirilen c¢alismalarda, genel olarak farkli gelisim
asamalarinda olan folikiillerin granuloza hiicrelerindeki HSP90
immunekspresyonunun  folikiil  gelisimiyle arttigi  ve teka hiicrelerindeki
immunboyanmanin granuloza hiicrelerine gore daha az oldugu goriilmiistir. Bu
calismada Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca tiim folikiillerin
granuloza ve teka hiicrelerinde orta siddette sitoplazmik HSP90 immun reaksiyonu
belirlenmistir. Ancak, teka eksterna katmanindaki HSP90 boyanma yogunlugunun ve
immunopozitif hiicrelerin teka interna katmanina gore daha az oldugu fark edilmistir.
Ayrica, gelisim ve gerileme siirecindeki folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerindeki
HSP90 immunboyanma yogunlugunun degismedigi gorilmiistiir. Bu durumun da
HSP90' in sitoplazmada yapisal olarak sentezlendigini ve hiicrelerin homeostazisinin
saglanmasinda saperon proteinler olarak folikiilogenezis siirecinde rol aldigini
diistindiirmektedir. Granuloza ve teka internadaki HSP90 immunekspresyonunun, teka
eksternaya kiyasla fazla goriilmesi ise HSP90' in da HSP60 gibi granuloza ve teka
interna  hiicrelerinde gerceklesen steroidogenezisde aktif gorevler aldigim

gostermektedir.

Poligonal sekle sahip intersitisyel hiicrelerin literatiir bilgiyle (Erdost, 2011,
Ross ve Pawlina, 2006) uyumlu olarak, ovaryumlarin korteks bolgesinde topluluklar

halinde bulundugu gézlenmistir.

Velazquez ve ark. (2010) sigir ovaryumundaki intersitisyel dokuda HSP27' nin
kuvvetli, HSP60, HSP70 ve HSP90' 1n ise orta siddette immun reaksiyon sergiledigini
gormiiglerdir. Kuzkale ve Liman (2016) eriskin kedi ovaryumundaki intersitisyel

hiicrelerde HSP60 immun reaksiyonunun kuvvetli sitoplazmik, HSP70 ve HSP90' in
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kuvvetli niikleer ve orta siddette sitoplazmik oldugunu tespit etmislerdir. Paronka ve
ark. (1996) ise fotal donemdeki ratlarin intersitisyel hiicrelerinde HSP60' in immun

reaksiyonunu negatif olarak belirlemislerdir.

Intersitisyel hiicrelerin endojen ve ekzojen gonadotropinlere duyarli oldugu ve
yapilan c¢aligmalarda Ozellikle LH' in bu hiicrelerin gelisimini ve steroidojenik
aktivitesini diizenledigi belirtilmistir (Capps ve ark., 1978; Carithers, 1976; Carithers
ve Green, 1972a; Carithers ve Green, 1972b; Gil ve ark., 2007). Carithers (1976)
tarafindan yapilan bir calismada, ratlarin hipofiz bezinin ¢ikarilmasi sonucunda
intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerinin azaldigi goriilmiistiir. Ayni
calisgmada ratlara LH uygulamasindan sonra intersitisyel hiicrelerin tekrar

farklilasarak, aktif steroidojenik hiicre 6zelliklerini tasidig1 belirlenmistir.

Lawrence ve ark. (1977) gebeligin 4, 6, 10, 14 ve 18. giinlerinde rat
ovaryumundaki intersitisyel hiicrelerin ince yapilarini elektron mikroskop ile
incelemislerdir. Intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerinin gebeligin ilk
yarisinda yliksek oldugunu goérmiisler, gebeligin 14. giiniinde intersitisyel hiicrelerin
ince yapisinda gerilemenin oldugunu ve 18. giinde ise bu durumun iyice
belirginlestigini ve dolayisiyla gebeligin ikinci yarisinda steroidojenik aktivitenin
azaldigin tespit etmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri bulgulari, gebelik boyunca
ratlardaki serum LH seviyesinin 6l¢iildiigii ¢calisma (Morishige ve ark., 1973) ile
kiyaslamiglardir. S6z konusu bu calismada LH seviyesinin gebeligin ilk yarisinda
yiiksek oldugu, 14. giine kadar diistiigii ve 18. giinde ise en diisiik seviyede oldugu
bulunmustur. Lawrence ve ark. (1977) gebelik doneminde intersitisyel hiicrelerin
steroidojenik aktivite 6zelliklerinin gebelik doneminde 6l¢iilen LH' daki degisikliklere
benzerlik gostermesinden dolayi, intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerininin
dolagimdaki LH tarafindan diizenlenebilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismada, HSP'
lerin immunekspresyonlarinin gebeligin 5. giiniinde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Gebeligin 5. giinline kiyasla; 10. giinlinde azaldigi, 15 ve 20. giinlerinde ise daha da
azaldig fark edilmistir. Bu bulgu, HSP' lerin intersitisyel hiicrelerdeki steroidogenezis
olayinda rol aldigin1 ve intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerine bagl olarak

immunekspresyonlarinin azaldigini gostermektedir.
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Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, ratlarda ostrus siklusu ve laktasyon
donemlerinde intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerine yonelik herhangi bir
calismaya rastlanmilmamustir. Ancak, Lawrence ve ark. (1977)" nin intersitisyel
hiicrelerin ~ steroidojenik  aktivitelerinin ~ dolasimdaki ~ LH  tarafindan
diizenlenebilecegini belirtmesinden yola c¢ikilarak, Ostrus siklusu ve laktasyon
donemleri boyunca ratlarda LH seviyesinin olgiildiigi ¢alismalar incelenmistir.
Ornegin; Taya ve Greenwald (1982) tarafindan yapilan bir ¢alismada, laktasyonun 1.
giinlinde serum LH seviyesinin pik yaptidi, 2. giiniinde bu seviyenin aniden diistigl
goriilmistiir. 2. glinden 12. giine kadar bu seviyenin diisiik oldugu, 15. giinden 21.
giine kadar ise bazal seviyede kaldigi belirtilmistir. Elde ettigimiz bulgularda,
gebeligin 15 ve 20. gilinlerinde intersitisyel hiicrelerdeki azalan HSP
immunekspresyonunun laktasyonun 1. giiniinde tekrar arttigi goriilmiistiir.
Laktasyonun 1. giiniine kiyasla 5. giinde azalan immunekspresyonun, 10 ve 20.
giinlerde daha da azaldig1 gozlemlenmistir. Bu durumun da laktasyonun 1. giiniinde
pik seviyede olan LH' in etkisi ile, intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivite
Ozelliklerini tekrar kazanmasma bagl olarak, HSP' lerin immunekspresyonlarinin
arttigini; laktasyonun devaminda LH seviyesindeki azalis ile birlikte, intersitisyel
hiicrelerin steroidojenik aktivite Ozelliklerini kaybetmesinden dolayi, HSP' lerin
immunekspresyonlarinin azaldigini sdyleyebiliriz. Bu ¢alismada yine benzer sekilde,
Ostrus siklusu  doneminde intersitisyel hiicrelerdeki HSP' lerin
immunekspresyonlarinin, metostrus ve didstrus donemlerine kiyasla prodstriis ve
Ostrus donemlerinde daha fazla oldugu belirlenmistir. Butcher ve ark. (1974)
tarafindan yapilan bir ¢calismada, prodstrus doneminde plazma LH seviyesinin pik
yaptig; Ostrus, metostriis ve didstriis donemlerinde ise prodstrusa gore diisiik oldugu
tespit edilmistir. Proostrus doneminde pik seviyede olan LH etkisi ile intersitisyel
hiicrelerin steroidojenik aktivite 6zelliklerini kazandiklarini, bu aktivitelerinin ostrus
doneminde de devam ettigini ve LH azalisina bagli olarak zamanla aktivitelerinin
azaldigin1 disiinmekteyiz. Sonu¢ olarak; ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon
donemleri boyunca HSP' lerin intersitisyel hiicrelerde gerceklesen steroidogeneziste
aktif rol aldigin1 ve intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerine bagli olarak

immunekspresyonlarinin degistigini sdyleyebiliriz.
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Yoshida ve ark. (2009) 6strus siklusu doneminde, rat ovaryumundaki siklik
korpus luteumlar: histolojik yoniiyle yeni ve eski olarak tanimlamuslardir. Ostrus
doneminde, yeni korpus luteumlarin luteal hiicrelerinin kiiciik ve mekik seklinde
oldugunu; metostrus déneminde bu hiicrelerin boyutlarinin arttigini ve bazi korpus
luteumlarin merkezlerinde i¢i sivi dolu bosluklarin bulundugunu belirlemislerdir.
Dibstrus doneminde, yeni korpus luteumlarin boyutlarinin maksimuma eristigini ve
bir sonraki siklusun proostrus doneminde ise apoptotik hiicrelerin ortaya ¢ikmasi ile
dejenere olmaya basladiklarimi gérmiislerdir. Eski korpus luteumlarin ise tiim siklus
donemlerinde fibroz bag doku proliferasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Bagnell ve ark. (1987) laktasyon donemi boyunca gebelik korpus luteumunun
gerileyerek kiigiildiigiinii ve laktasyon korpus luteumunun ise biiyiidiiglinii fark
etmislerdir. Laktasyonun 1 ve 3. giinii, laktasyon korpus luteumunun luteal hiicre
boyutlarmin gebelik korpus luteumuna gore daha kiigiik oldugunu; laktasyonun 5 ve
9. gliniinde gebelik ve laktasyon korpus luteumunun luteal hiicre boyutlarinin ve
goriiniislerinin ayni oldugunu tespit etmislerdir. Laktasyonun 16. giiniinde ise luteal
hiicrelerin daha da biiyiidiigiinii belirlemislerdir. Calismamizda da ostrus siklusu,
gebelik ve laktasyon donemleri boyunca korpus luteumlarin yeni ve eski diye ayrimi
gerceklestirilmistir. Yeni korpus luteumlarin ayriminda, korpus luteumun ve luteal
hiicre boyutlarinin zamanla artmasi ve igi s1vi dolu bosluklarin bulunusu; eski korpus
luteumlarda ise fibrosit benzeri hiicreler ile apoptotik hiicrelerin gézlenmesi ve

gerilemeyle birlikte boyutlarinin kii¢iilmesi gibi 6zellikler dikkate alinmustir.

Saglikli rat ovaryumunda HSP' lerin korpus luteumlardaki ekspresyonlari ile
ilgili ¢alismalarin ¢cok az oldugu; bu ¢alismalarin da yetiskin donem rat ovaryumu ile
siurli kaldigr ve korpus luteumlarin ayrimima (gelisimi ve gerilemesi) gidilmeden
degerlendirildigi goriilmiistiir. S6z konusu bu c¢alismalarda korpus luteumlardaki
HSP60 immun reaksiyonu kuvvetli (Paronko ve ark., 1996), HSP90 immun reaksiyonu
ise negatif (Ohsako ve ark., 1995) olarak degerlendirilmistir. Sigir ovaryumunda,
HSP27, HSP70 ve HSP90' mn korpus luteumlarda kuvvetli, korpus albikansta orta
siddette; HSP60' in korpus luteumlarda orta, korpus albikansta zayif siddette immun
reaksiyon verdigi gozlenmistir (Velazquez ve ark., 2010). Kuzkale ve Liman (2016)
ise erigkin kedi ovaryumunda korpus luteumlardaki HSP60, HSP70 ve HSP90' in
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immunohistokimyasal ekspresyonlarim1  erken, orta ve ge¢ luteal fazda
degerlendirmislerdir. Arastiricilar, erken luteal evrede kuvvetli olan HSP immun
boyanma yogunlugunun, orta luteal fazdan geg luteal faza kadar degismedigini; ancak,
luteal hiicre yapisindaki degisikliklerle birlikte sitoplazmadaki boyanmanin azaldigini

ifade etmislerdir (Kuzkale ve Liman, 2016).

Kuzkale ve Liman (2016) ile Velazquez ve ark. (2010) korpus luteumun
gerilemesi ile birlikte HSP' lerin immun reaksiyonlarmin azaldigini belirlemis olsalar
da; yapilan baska ¢alismalarda (Khanna ve ark., 1995; McPherson ve ark., 1993;
Murdoch, 1995; Narayansingh ve ark., 2004), korpus luteumun gerileme siirecinde
etkin rol alan PGF,, salgisi ile HSP' lerin ekspresyonlarmin indiiklendigi de
belirtilmistir. Khanna ve ark. (1995) ratlara PGF», enjeksiyonu gerceklestirmisler ve
uygulamadan 1 saat sonra serum progesteron seviyesinin diismesi ile birlikte HSP70'
in indiiksiyonunun gerceklestigini gormiislerdir. Koyunlarda yapilan in vivo bir
calismada, McPherson ve ark. (1993) PGF», enjeksiyonundan 4 saat sonra progesteron
hormon seviyesinin azaldigini belirlemislerdir. 2 saat sonra ise luteal hiicrelerdeki
HSP70 reaktivite yogunlugunun ve sayisinin arttigini; ancak, yapisal regresyon ile
birlikte reaktivitenin zamanla azaldigini tespit etmislerdir. Yine benzer bagka bir
calismada, Murdoch (1995) koyunlarda PGF», enjeksiyonundan sonra progesteron
hormon seviyesinin hizla azaldigini, 2 saat sonra ise luteal hiicrelerdeki HSP70
ekspresyonunun arttigini; ancak, 4 ve 16. saatlerde ekspresyonun azaldigini tespit

etmistir.

Bu c¢alismadaki tiim gruplarda yeni korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde
negatif HSP70 immun reaksiyonu goriiliirken; &strus siklusu ve gebelik donemlerinde
yeni korpus luteumlarin sekillenmesiyle birlikte, eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde HSP70'" in indiiklendigi goriilmiistiir. Ostrus doneminde ve gebeligin 5.
giniindeki ~ eski  korpus  luteumlarin  luteal  hiicrelerindeki ~ HSP70
immunekspresyonunun fazla oldugu; 6strus siklusunun ve gebeligin ilerlemesiyle
birlikte, eski korpus Iuteumlarin  gerilemesine bagli olarak HSP70
immunekspresyonunun azaldigr gozlenmistir. Ancak laktasyon doneminde yeni

laktasyon korpus luteumlarinin sekillenmesiyle birlikte, eski gebelik korpus
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luteumlarinin luteal hiicrelerinde HSP70' in indiiklenmedigi; negatif reaksiyon
gosteren luteal hiicreler arasinda tek tiik zayif siddette HSP70 immun reaksiyon veren
luteal hiicreler oldugu belirlenmistir. Ratlarda korpus luteumun gerilemesinin,
progesteron hormonunun azalmasina bagli olarak, énce fonksiyonel daha sonra yapisal
gerileme seklinde meydana geldigi (Accialini ve ark., 2017); gebelik déoneminden
kalan eski gebelik korpus luteumunun erken laktasyon dénemi boyunca steroidojenik
olarak fonksiyonel oldugu ve progesteron hormonunu iiretmeye devam ettigi ifade
edilmistir (Bagnell ve ark., 1987). Bu bilgiler dogrultusunda laktasyon déneminde,
eski gebelik korpus luteumun hala steroidojenik fonksiyonel 6zelligini kaybetmemesi
nedeniyle HSP70' in indiiksiyonunun gergeklesmedigi diistiniilmektedir. Elde
ettigimiz bulgular ve yukaridaki literatiir bilgileri ile birlikte luteal hiicrelerin
steroidojenik fonksiyonunu kaybetmesiyle hiicresel strese karst HSP70' in
indiiklenerek immunekspresyonunun arttigini; daha sonra ise luteal gerilemeyle
birlikte immunekspresyonun zamanla azaldigini ve HSP70' in luteal regresyonun

O6nemli bir mediatorii oldugunu sdyleyebiliriz.

Bu ¢alismada ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca HSP27'
nin yeni korpus luteumlarn luteal hiicrelerinde negatif, eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde negatif, zayif, orta ve kuvvetli siddette sitoplazmik immun reaksiyon
sergiledigi tespit edilmistir. Eski korpus luteumlarin gerilemesiyle birlikte luteal
hiicrelerdeki HSP27 immun reaksiyonunun degismedigi gézlenmistir. Tiim ¢alisma
gruplarinda, HSP60' in hem yeni hem de eski korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde
kuvvetli siddette sitoplazmik ve graniiler tarzda immun reaksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Eski korpus luteumlarin gerilemesiyle birlikte, HSP60' in luteal
hiicrelerdeki immun reaksiyonunun degismedigi goriilmiistiir. Eski korpus luteumlarin
luteal hiicrelerindeki HSP60 graniil yogunlugunun yeni korpus luteumlara kiyasla
azaldigi fark edilmistir. HSP90' i ise yeni ve eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde orta siddette sitoplazmik immun reaksiyon verdigi belirlenmis olup, eski
korpus luteumlarin gerilemesi ile birlikte immun reaksiyonun degismedigi
gozlenmistir. HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90' in eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde farkli 6zelliklerde pozitif immun reaksiyon gostermesi, bunlarin farkli

fizyolojik gorevler lstlenerek luteal gerilemede etkin roller aldigini ve bu konu ile
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ilgili daha ayrintili galismalarin yapilmasi gerektigini diistindiirmiistiir. Ayrica, HSP27
ve HSP70' in yeni korpus luteumlarin aksine eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde immunopozitiflik géstermesi nedeniyle, ratlarda eski korpus luteumlarin
belirlenmesinde HSP27 ve HSP70' in 6nemli bir marker olarak kullanilabilecegini

soyleyebiliriz.

Ovulasyona ugrayan folikiilin teka interna ve granuloza hiicrelerinden
sekillenen korpus luteumun, progesteron hormonunun sentezi ve salgilanmasinda
gorevler aldigr bildirilmistir (Abdulrahman ve Fair, 2019; Stocco ve ark., 2007).
Steroid yapidaki progesteron hormonunun sentezi olduk¢a kompleks bir yolak olup,
bu hormonlarin sentezinde gerek duyulan ilk temel madde kolesteroldiir (Kabake1 ve
Yigit, 2019). Kolesterol, hiicre iskeleti elemanlar1 ve sterol tasiyici proteinler
araciligilyla mitokondriye tasinmaktadir. Mitokondrinin dis membranindan ig
membranina gecen kolesterol, daha sonra sitokrom P450scc enzimi ile pregnanolona
doniistiirilmektedir. En son olarak da graniilsiiz endoplazmik retikulumda, 3b-
hidroksisteroid dehidrojenaz, D5, D4 izomeraz (3b-HSD) enzimleri ile progesterona
cevrilmektedir (Tomac ve ark., 2011). Korpus luteumda gergeklesen steroidogenezis
olayinda HSP' lerin fizyolojik roliine yonelik ¢alisma olmamasina ragmen, Olvera-
Sanchez ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada insan plasentasindaki HSP60'
m kolesterolun tasinmasinda, progesteronun sinsityotrofoblastlardan maternal kana
gonderilmesinde ve plasental steroidogeneziste gorev aldigi ifade edilmistir. Bu
caligmada Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca progesteron
hormonunun sentezlenmesinde aktif rol alan yeni korpus Iuteumlarin luteal
hiicrelerinde HSP27 ve HSP70' in negatif, HSP60' in kuvvetli ve HSP90' in ise orta
siddette sitoplazmik immun reaksiyon gosterdigi belirlenmis olup; yeni korpus
luteumlarin gelisimsel siirecinde HSP60 ve HSP90 immun reaksiyonunun degismedigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda HSP60 ve HSP90' in yeni korpus
luteumlarin luteal hiicrelerinden yapisal olarak sentezlendigini ve korpus luteumlarin
sekillenmesinde, bilyiimesinde ve steroidogenezis olayinda saperon proteinler olarak

gorevler alabilecegini sdyleyebiliriz.
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Ratlarda 6strus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca folikiillerde ve
yeni korpus luteumlarda HSP27 ve HSP70' in negatif, HSP60 ve HSP90' in pozitif
immun reaksiyonlarinin goriilmesi; HSP60 ve HSP90' nin oogenezis, folikiillogenezis,
folikiiler atrezi ve luteal gelisim ile granuloza, teka interna ve luteal hiicrelerdeki
steroidogeneziste 6nemli gorevler aldigim1  distindiirmistir. Tim ¢alisma
gruplarindaki eski korpus luteumlarda ve intersitisyel hiicrelerde HSP27, HSP60,
HSP70 ve HSP90' in pozitif immun reaksiyonlarinin belirlenmesi nedeni ile bu
proteinlerin luteal gerilemede ve intersitisyel hiicrelerdeki steroidogeneziste etkin

roller iistlendigi sdylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca folikiiler gelisim ve
gerilemenin dinamik bir sekilde devam ettigi ve bu siireglerde farkli gelisim
asamalarinda olan folikiiller ile atretik folikiillerin oosit, granuloza ve teka
hiicrelerinde HSP27 ve HSP70' in negatif, HSP60 ve HSP90' 1n ise sitoplazmik immun
reaksiyonlari belirlenmistir. Oositlerin gelisim stirecinde HSP60
immunekspresyonunun azaldigi, HSP90 immunekspresyonunun ise degismedigi tespit
edilmistir. Granuloza ve teka folikiilii hiicrelerindeki HSP60 immunekspresyonunun
folikiiler ~ gelisimle  arttigi,  atreziyle  azaldigit  belirlenirken;  HSP90
immunekspresyonunun folikiiler gelisim ve atrezi siirecinde degismedigi fark
edilmistir. Teka internadaki HSP60 ve HSP90 immunekspresyonunun teka eksternaya
gore daha fazla oldugu ayirt edilmistir. Bu bulgular, HSP27 ve HSP70' in aksine
HSP60 ve HSP90' in oogenezis, folikiilogenezis, folikiiler atrezi siireglerinde,

granuloza ve teka internadaki steroidogeneziste etkin roller aldigini diistindiirmektedir.

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca intersitisyel hiicrelerde
HSP27, HSP60 ve HSP90' in sitoplazmik, HSP70" in sitoplazmik ve niikleer immun
reaksiyonlar1 gdzlenmistir. Intersitisyel hiicrelerin steroidojenik aktivitelerinin
artmastyla, HSP' lerin immunekspresyonlarinin arttig1; steroidojenik aktivitelerinin
azalmasi ile birlikte immunekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. Bu durum, HSP'
lerin intersitisyel hiicrelerde gerceklesen steroidogeneziste aktif gorevler tistlendigini

gostermektedir.

Ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemlerindeki yeni korpus luteumlarin
luteal hiicrelerinde HSP27 ve HSP70' in negatif, HSP60 ve HSP90' 1n ise sitoplazmik
immun reaksiyonlar tespit edilmistir. Luteal gelisim siirecinde HSP60 ve HSP90' in
immunekspresyonunun degismedigi fark edilmistir. Eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde ise HSP27, HSP60 ve HSP90' 1n sitoplazmik, HSP70" in sitoplazmik ve
niikleer immun reaksiyonlar1 goriilmiistiir. Luteal gerileme siirecinde ostrus siklusu,

gebelik ve laktasyon donemlerinde HSP27, HSP60 ve HSP90' 1
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Immunekspresyonlarinin  degismedigi belirlenirken; 0Ostrus siklusu ve gebelik
doneminde HSP70' in indiiklendigi, luteal gerileme ile birlikte immunekspresyonunun
azaldig1 belirlenmistir. Bu bulgular sonucunda yeni korpus luteumlarin olusum,
gelisim ve steroidogenezis siirecinde HSP27 ve HSP70' in aksine HSP60 ve HSP9('
n; luteal gerileme siirecinde ise HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90' in etkin rollere
sahip olabilecegi diisliniilebilir. Ayrica, eski korpus luteumlarin belirlenmesinde

HSP27 ve HSP70' in 6nemli bir marker olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Ozet olarak ratlarda ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon donemleri boyunca
HSP60 ve HSP90' 1in oogenezis, folikiilogenezis, folikiiler atrezi, luteal gelisim ile
granuloza, teka interna ve luteal hiicrelerdeki steroidogenezis siireglerinde; HSP27,
HSP60, HSP70 ve HSP90' in luteal gerileme ve intersitisyel hiicrelerdeki
steroidogeneziste etkin rollere sahip olabilecegi goriisiindeyiz. Bu ¢aligmanin, 1s1 sok
proteinlerinin bahsedilen siireglerdeki rollerinin diger hayvanlarda da arastirildigi
caligmalar i¢in uygun bir model olacagini ve elde ettigimiz verilerin ovaryumda bu
proteinler ile ilgili yapilacak olan histolojik, fizyolojik ve patolojik ¢aligmalara 1s1k

tutacagini diisiinmekteyiz.
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OZET

Rat Ovaryumunda Ostrus Siklusu, Gebelik ve Laktasyon Dénemlerinde Is1 Sok
Proteinlerinin  (HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90) Immunohistokimyasal
Lokalizasyonlar1 ve Dagilimlari

Bu arastirma, rat ovaryumunda ostrus siklusu, gebelik ve laktasyon dénemleri boyunca
HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90' in immunohistokimyasal lokalizasyon ve dagilimlari
degerlendirilerek, bu proteinlerin oogenezis, folikiilogenezis, folikiiler atrezi, steroidogenezis,
luteal gelisim ve gerilemedeki rollerinin ortaya konulmasi amaciyla yapildi.

Aragtirmada her grupta 6 adet olacak sekilde toplam 72 adet 6-8 haftalik Sprague
Dawley irk1 disi rat materyal olarak kullanildi. Ostrus siklusu (prodstrus, dstrus, metdstrus ve
diostrus evreleri), gebelik (5, 10, 15 ve 20. giinler) ve laktasyon (1, 5, 10 ve 20. giinler)
donemlerindeki ratlardan alinan ovaryum dokular1 rutin histolojik takip yontemi
uygulandiktan sonra paraplastta bloklandilar. Doku bloklarindan alinan seri kesitlerin bir
kismina genel histolojik incelemeler i¢cin Mallory' nin ii¢lii boyamasi ve diger kismina ise
HSP27, HSP60, HSP70 ve HSP90 antikorlar1 ile immunohistokimyasal boyama islemi
uygulandi.

Tiim ¢aligma gruplarinda biitiin folikiillerin oosit, granuloza ve teka hiicrelerinde HSP27
ve HSP70' in negatif immun reaksiyonu tespit edildi. Biitiin ¢aligma gruplarinda ooplazmadaki
HSP60 immunekspresyonunun oositin biiylimesi ile birlikte azaldigi goriildi. HSP60' in
primordiyal ve tek katli primer folikiillerin folikiil epitel hiicrelerinde negatif; cok katli primer,
sekonder ve Graaf folikiillerinin granuloza ve teka hiicrelerinde sitoplazmik immun
reaksiyonu gozlendi. Granuloza ve teka hiicrelerindeki HSP60 immunekspresyonunun
folikiiliin gelisimi ile arttigi, atreziye ugramasiyla birlikte azaldigir fark edildi. Calisma
gruplarmin hepsinde HSP90' in biitiin folikiillerin oosit, granuloza ve teka hiicrelerindeki
sitoplazmik immunekspresyonunun folikiillerin gelisim ve atrezi siirecinde degismedigi
belirlendi. Teka internadaki HSP60 ve HSP90 immunekspresyonunun teka eksternaya gore
daha fazla oldugu ayirt edildi.

Tim c¢alisma gruplarinda intersitisyel hiicrelerde HSP27, HSP60 ve HSP90'
sitoplazmik, HSP70' in ise sitoplazmik ve niikleer immun reaksiyonlari tespit edildi.
Intersitisyel hiicrelerdeki HSP' lerin immunekspresyonlarinin prodstriis ve Ostrus
donemlerinde, metostrus ve didstrus donemlerine gore fazla oldugu gozlendi. Gebelik
doneminde HSP' lerin intersitisyel hiicrelerdeki immunekspresyonlarmin gebeligin 5. giintine
kiyasla 10. gilinlinde azaldig1, 15 ve 20. giinlerinde ise daha da azaldig: belirlendi. Gebeligin
15 ve 20. ginlerinde intersitisyel hiicrelerdeki azalan HSP immunekspresyonunun
laktasyonun 1. giiniinde arttigi goriildii. Artan immunekspresyonun laktasyonun 1. giiniine
kiyasla 5. gliniinde azaldig, 10 ve 20. giinlerde daha da azaldig1 gozlemlendi.

Biitiin ¢alisma gruplarinda yeni korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde HSP27 ve
HSP70" in negatif, HSP60 ve HSP90' 1n ise sitoplazmik immun reaksiyonu goriildii. Luteal
gelisim siirecinde HSP60 ve HSP90' in immunekspresyonunun degismedigi fark edildi.
Calisma gruplariin hepsinde eski korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde HSP27, HSP60 ve
HSPI0' 1n sitoplazmik, HSP70' in ise sitoplazmik ve niikleer immun reaksiyonu tespit edildi.
Luteal gerileme siirecinde HSP27, HSP60 ve HSP90' in immunekspresyonunun degismedigi
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belirlendi. Ancak, ostrus siklusu ve gebelik doneminde eski korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde HSP70' in indiiklendigi ve immunekspresyonunun luteal gerilemeyle birlikte
azaldig1 belirlendi. Laktasyon donemde ise eski korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde HSP70'
in indiiklenmedigi ve immunekspresyonunun ostrus siklusu ve gebelik donemine kiyasla
oldukca zayif oldugu fark edildi.

Anahtar Sézciikler: Gebelik, Is1 Sok Proteinleri, Laktasyon, Ovaryum, Ostrus Siklusu.
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SUMMARY

Immunohistochemical Localizations and Distributions of Heat Shock Proteins (HSP27,
HSP60, HSP70 and HSP90) in Oestrous Cycle, Pregnancy and Lactation Periods in Rat
Ovary

This study was carried out to evaluate the immunohistochemical localization and
distribution of HSP27, HSP60, HSP70 and HSP90 during the oestrous cycle, pregnancy and
lactation periods in rat ovary, and to reveal the roles of these proteins in oogenesis,
folliculogenesis, steroidogenesis, luteal development and regression.

In the study, a total of 72, 6-8 weeks old Sprague Dawley female rats, 6 in each group,
were used as material. Ovarian tissues taken from rats in the oestrous cycle (phases of
proestrous, estrous, metestrous, diestrous) pregnancy (5th, 10th, 15th and 20th days) and
lactation (1st, 5th, 10th and 20th days) periods were blocked in the paraplast after routine
histological process was applied. Mallory' s triple staining was applied to some of the serial
sections taken from the tissue blocks for general histological examinations, and
immunohistochemical staining with HSP27, HSP60, HSP70 and HSP90 antibodies was
applied to the other part.

Negative immuno reaction of HSP27 and HSP70 was detected in oocyte, granulosa and
theca cells of all follicles in all study groups. In all study groups, it was seen that HSP60
immunoexpression in the ooplasm decreased with the growth of the oocyte. It was observed
that HSP60 immuno reaction was negative in the follicular epithelial cells of primordial and
unilaminar primary follicles, and cytoplasmic in the granulosa and theca cells of multilaminar
primary, secondary and Graafian follicles. It was noticed that the HSP60 immunoexpression
in granulosa and theca cells increased with the development of the follicle and decreased with
the atresia. It was determined that HSP90 cytoplasmic immunoexpression in oocyte, granulosa
and theca cells of all follicles in all study groups did not change in the process of development
and atresia of the follicles. It was distinguished that HSP60 and HSP90 immunoexpression in
the theca interna was higher than in the theca externa.

It was detected that HSP27, HSP60 and HSP90 were cytoplasmic, while HSP70 was
nuclear and cytoplasmic immuno reactions in the interstitial cells in all study groups. It was
observed that immunoexpressions of HSPs in interstitial cells were higher in proestrous and
estrous periods compared to metestrous and diestrous periods. The immunoexpression of HSPs
in interstitial cells during pregnancy was found to be lower on the 10th day of pregnancy
compared to the 5th day, and much lower on the 15th and 20th days. It was observed that the
decreased HSPs immunoexpression in interstitial cells on days 15 and 20 of pregnancy
increased on the 1st day of lactation. Increased immunoexpression decreased on the 5th day
of lactation compared to the 1st day, and then even further on the 10th and 20th days.

It was observed that HSP27 and HSP70 were negative, while HSP60 and HSP90 were
cytoplasmic immuno reaction in the luteal cells of the new corpus luteum in all study groups.
It was noticed that the immunoexpression of HSP60 and HSP90 did not change during the
luteal development process. It was detected that HSP27, HSP60 and HSP90 were cytoplasmic,
while HSP70 was nuclear and cytoplasmic immuno reaction in luteal cells of old corpus
luteum in all study groups. It was determined that the immunoexpression of HSP27, HSP60
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and HSP90 did not change during the luteal regression process. However, it was determined
that HSP70 was induced in the luteal cells of the old corpus luteum during the oestrous cycle
and pregnancy, and the immunoexpression decreased with luteal regression. In the lactation
period, it was noticed that HSP70 was not induced in the luteal cells of the old corpus luteum
and its immunoexpression was quite weak compared to the oestrous cycle and pregnancy
period.

Keywords: Heat Shock Proteins, Lactation, Oestrous Cycles, Ovary, Pregnancy.
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