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Wistar Ratlarda Gebe Kisrak Serum Gonadotrophini (PMSG) ve
Insan Korionik Gonadotropini (HCG) Ile Uyarilan Follikiiler Gelisimin
Vaginal Smear Bulgular1 Uzerine Etkileri
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Ozet: Bu galismada 25 eriskin disi Wistar ratta siklus donemlerine bakilmaksizin farkli doz ve araliklarla gebe kis-
rak serum gonadotropini (PMSG) ve insan korionik gonadotropini (HCG) ile siiperfollikiilasyon ve siiperovulasyon
gerceklestirildi. Ratlar dort deneme ve bir kontrol grubu olmak iizere bes gruba ayrilarak 0. saatten baslayarak sira-
styla L., IT., III., IV. Gruplar ve Kontrol grubuna su uygulamalar yapildi: Grup I: 40 IU PMSG, 24. saatte 20 IU
HCG; Grup II: 20 IU PMSG, 24. saatte 20 IU HCG; Grup III: 40 IU PMSQG, 48. saatte 20 IU HCG; Grup IV: 20 IU
PMSG, 48. saatte 20 IU HCG; Kontrol: Yalniz 4 [U PMSG. Biitiin hayvanlarda 0. saatten baslayarak 12 saat ara ile
72. saate kadar vaginal smear Ornekleri alinarak seksiiel sikluslarin seyri ve vagina epitelinin egzojen
gonadotropinlere duyarliligi incelendi. Alman smearlarda bazal/parabazal, intermedier, siiperfisiyel ve keratinize
stiperfisiyel hiicreler sayilarak yiizdeleri belirlendi. Calismada siiperovulasyon dozlarinda uygulanan PMSG’nin
neden oldugu hiperdstrojenik etkinin vagina epitelinde, normal 6strusta beklenenden daha hizli degisimlere yol
actig1 ve Ozellikle prodstrus asamasiin kontrol grubunda oldugundan daha hizli sekillendigi goriildii. Ratlarda
ovulasyonun gostergesi olarak sayilan kornifiye hiicrelerin sayisindaki artisin PMSG ve HCG uygulamalariyla uyum
icerisinde sekillenmedigi, bunun yerine tiim smearlarda 12 ila 60 saatlik bir doneme yayildig1 goriildii. Bu olgunun
PMSG’nin uzun serum yarilanma 6mrii nedeniyle sekillendigi kanisma varildi.
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Effects of Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG) and
Human Chorionic Gonadotrophin (HCG) Induced Follicular Growth on
Vaginal Smear Findings in Wistar Rats

Summary: In this study Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG) and Human Chorionic Gonadotrophin
(HCG) were used to induce superfolliculation and superovulation on 25 adult Wistar rats without regarding the stage
of sexual cycles. Rats were divided to a total of five groups as four trial and one control group and the following
injections were given beginning on hour 0: Group I: 20 IU HCG 24 h. after 40 IU PMSG; Group II: 20 IU HCG 24
h. after 20 IU PMSG; Group III: 20 IU HCG 48 h. after 40 IU PMSG; Group IV: 20 IU HCG 48 h. after 20 [U
PMSG; Control: Only 4 IU PMSG. Vaginal smears were taken with an interval of 12 hours, between 0 — 72 hours,
from all of the animals in order to determine the progression of sexual cycle and the sensitivity of vaginal epithelium
to exogenous gonadotrophins. The percentages of basal/parabasal, intermediate, superficial and cornified cells were
determined by counting. It was observed that superovulatory doses of PMSG caused a more rapid progression than
seen in normal cycles and the initiation of proestrus stage were faster than observed in the control group, owing to
the hyperstrogenic effect on vaginal epithelium. It was observed that the rise in the percentage of cornified cells
which is an indicator of ovulation were not in accordence with the injections of PMSG and HCG on the contrary it
was distributed within a period of 12 to 60 hours. It was concluded that this effect was caused as a result of long
serum half-life of PMSG.
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Giris

Ovaryumlarin egzojen gonadotropinlerle
hiperstimulasyonu ve bu yolla oosit eldesi ratlar-
da genis capli uygulama ve aragtirma alani bul-
mugtur. FSH (Follikiil Uyarict Hormon), PMSG
(Gebe Kisrak Serum Gonadotropini) LH (Liiteini-
zasyon Hormonu) veya HCG (insan Koriyonik
Gonadotropini) gibi gonadotropinlerle yapilan
caligmalarda ovaryumlarin asirt uyarimimnin hor-
mon dengelerini etkiledigi, Ostrojen ve proges-
teronun endometrium morfolojisi lizerinde degi-
simlere yol acgtig1 bildirilmistir''. Bu tiir degisim-
lerin in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi
caligmalarinda basar1 oranlarini etkiledigi sanil-
maktadir. Ratlarda wvaginal sitoloji reprodiiktif
calismalarda seksiiel siklusun asamalarini belir-
lemek ve yeni farmokolojik bilesenlerin vagina
epiteli iizerine etkilerini arastirmak amaciyla kul-
lanilmaktadir®’. Normal 6strus siklusu uzunlugu
ratlarda 4 ila 6 giin olup, prodstrus (12 saat),
Ostrus (12 saat), erken metadstrus (15 saat), gec
metadstrus (6 saat) ve didstrus (57 saat) asamala-
rindan olusmaktadir. Ovulasyon spontandir ve
Ostrus evresinde goriiliir. Smearlarda bazal /
parabazal, intermedier, siiperfisiyel ve keratinize
siiperfisiyel hiicre tipleri goriiliirken siklus done-
minin belirlenmesinde polimorf noétrofiller de
onem tasimaktadir’*®. Vagina epiteli ovaryum
steroidlerine, oOzellikle de Ostrojenlere karsi
keratinize epitel hiicrelerindeki belirgin bir artisla
yanit vermektedir’. Daly ve Kramerl egzojen
gonadotropin uygulamalar1 ile olusan vaginal
degisimleri inceledekileri bir arastirmada ovar-
yumlari hiperstimiilasyonu ile yiiksek diizeyde
Ostradiol salgilanmasit ve degisen Ostradiol:
progesteron oraninin erken gebelikte vagina epi-
telinde mukifikasyon, epitel tabakalarimin sayi-
sinda azalma ve epitel kalinliginda artisa neden
oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismanin amaci ratlarda sekstiel siklus
doénemine bakilmaksizin PMSG ve HCG uygula-
malar1 ile uyarilan folikiiler gelismenin vagina
epitelinde olusturdugu degisimlerin izlenmesidir.

Materyal ve Metot

Bu caligmada 25 adet eriskin Wistar rat
kullanildi. Denekler calismanin baslamasindan
dort glin 6nceden baslayarak oda sicakligi ayarli
ve havalandirmali bir bolmede 5 ayr1 kafese esit
sayida bdliinerek, su ve yem ad libitum uygulan-
di. Ratlara 12 saat gece ve 12 saat giindiiz 151k
rejimi uygulandi.

Stiperovulasyon gruplarindaki ratlara intra-
peritoneal yolla sirayla su enjeksiyonlar yapild:
Grup I: 40 IU PMSG (Folligon ® Intervet), 24.
saatte 20 [U HCG (Chorulon ® Intervet); Grup II:
20 IU PMSG, 24. saatte 20 IU HCG; Grup I1I: 40
IU PMSG, 48. saatte 20 IU HCG; Grup IV: 20 IU
PMSG, 48. saatte 20 IU HCG. Kontrol grubunda
ise 0. saatte yalnizca 4 IU PMSG uygulandi.

Vaginal smearlar tim deneklerden 0, 12,
24, 36, 48, 60, 72. saatlerde, izotonik solusyonla
slatilmis ince pamuk ekiivyonlarla smear 6rnek-
leri alinarak bir damla methlyene blue soliisyonu
ile direkt olarak boyanarak, lamelle kapatildi ve
151tk mikroskobunda incelendi. Epitel hiicreleri
bazal-parabazal, intermedier, siiperfisiyel ve kera-
tinize siiperfisiyel hiicreler olmak iizere smiflan-
dirilarak sayilarak smear icerisindeki yiizde de-
gerleri belirlendi. Polimorf niikleer 16kositlerin
goriilme siklig1 ise, hi¢ (-), veya orta ve yiiksek
(+) olarak kaydedildi. Smearin makroskopik go-
riiniimii ve mukifikasyon bulgular1 da ayrica not
edildi.

Tim bulgular istatistik yontemlerle deger-
lendirildi. Kontrol grubu ile siiperovulasyon grup-
lar1 One Way Anova ve Dunnett t-test ile, 16kosit-
lerin goriilme sikliginin gruplar arasi karsilasti-
rilmasi ise Ki kare testiyle yapildi®.

Bulgular

Hiicrelerin yiizde degerleri tablo 1I’de su-
nulmaktadir. Sifirinct saatte bazal/parabazal,
intermedier hiicreler arasinda gruplar arasinda
belirgin farkliliklar goriilmezken, siiperfisiyel
hiicre sayilarmim Grup [II’de (% 37,2) kontrol
grubuna (% 3,6) gore; keratinize siiperfisiyel
hiicre sayilarinin Grup I’de (% 36,8) kontrol gru-
buna (% 79,8) gore belirgin derecede farkli oldu-
gu goriildii (p<0.05). Grup II (% 78,4) ve IV’de
(% 79,6) ise keratinize siiperfisiyel hiicrelerin
kontrol grubuna benzer sekilde tabloya hakim
oldugu belirlendi.

Onikinci saatte Grup I’de bazal/parabazal
ve intermedier hiicrelerin tamamen ortadan kalk-
t1ig1 buna karsin ¢ekirdekli ve c¢ekirdeksiz
stiperfisiyel hiicre sayilarinin sirasiyla % 74,6 ve
% 25,4’e ylikseldigi gozlemlendi. Grup II ve
III’de 0. saate gore fazla bir degisim olmazken,
Grup IV ve kontrol grubunda tablonun ba-
zal/parabazal hiicrelere dogru kaydigi belirlendi.

Yirmidordiincii saatte kontrol grubunda g¢e-
kirdekli siiperfisiyel hiicrelerde artig goriiliirken,



keratinize hiicrelerin Grup III’de (% 76,2) kontrol
grubuna (% 23) gore belirgin dlciide yiikseldigi
belirlendi (p<0.05).

Tablo I. Tiim gruplardan alinan smearlarda
vagina epiteli hiicrelerinin ortalama
yiizde degerleri

Table I. Mean percentages of cell types of
vaginal epithelium in all groups

Saatler o| 12| 24| 36| 48| 60| 72
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Otuzaltinc1 saatte Grup III’de keratinize
hiicre sayisinin % 48,8’e diistiigii diger gruplarda
hiicre sayilarinda 6nemli degisimler sekillenme-
digi gozlemlendi.

Kirksekizinci saatte Grup III’de keratinize
hiicre sayis1 % 17,2’ye diiserken bazal/parabazal
hiicre sayis1 % 64,8’¢ yiikseldigi ve bu artigin
kontrol grubuna (% 28,2) gore belirgin derecede
farkli oldugu goriildii (p<0.05).

Altmiginc1 saatte Grup [’de intermedier
hiicrelerin sayisinda (% 16) kontrol grubuna (%
0) gore belirgin bir yiikselme, keratinize
stiperfisiyel hiicrelerde ise kontrol grubuna gore
belirgin bir diistis (Grup I: % 37,6; Kontrol: %
77,2) gozlemlendi (p<0.05). Grup IV’de ise
keratinize hiicrelerin kontrol grubuna benzer se-
kilde % 75’e yiikseldigi diger gruplarda da yiik-
selme (Grup II: % 63; Grup III: % 55,2) goriildii.

Yetmisikinci saatte alinan son smearlarda
kontrol grubundaki keratinize hiicrelerin orant %
60,8 ve cekirdekli siiperfisiyel hiicrelerin oran1 %
8,6’ya diiserken bazal/parabazal ve intermedier
hiicrelerin oranlarinda yiikselme goriildii ve sira-
styla % 22,6 ve % 8 oldugu belirlendi. Grup
IV’de de benzer degisimler izlenirken, Grup I’de
bir dnceki saate gore onemli degisimler gozlen-
medi. Grup III’de bazal/parabazal, Grup II’de
keratinize hiicrelerin sayisinda artis (% 81,6)
belirlendi.

Kontrol ve siiperovulasyon gruplarinda 16-
kosit saptanan smearlarin oran1 Tablo I’de veril-
mistir. Tim denekler sifirinci saatte seksiiel
siklusun farklt evrelerinde bulunmaktaydilar.
Onikinci saatte I., IL., III., ve IV. ve kontrol grup-
larindaki deneklerin sirasiyla 0,3,1,4 ve 3’iinde
lokosit tespit edilirken Grup I ve III’de diger
gruplara gore diisiis oldugu  Dbelirlendi.
Yirmidordiincli saatte lokosit frekansinin arttigi
goriildii. Otuzalti, 48 ve 60. saatlerde kontrol
grubunda 16kosit goriilen hayvan sayist sadece 1
olurken bu dénemde Grup I, II ve III’de 48. saatte
yiikselme, Grup IV’de ise 36. saatte diger grupla-
ra paralel bir artis gozlenirken 48 ve 60 saatlerde
diisiis goriildi. Tim gruplarda 72. saatte benzer
sayida smearda lokosit bulundugu tespit edildi.

Tablo II. Tiim gruplarda alinan smearlarda
lokosit belirlenen ratlarin sayisi

Table II. Frequency of leucocytes on smears of
all groups

0. 12. 24, 36. 48. 60. 72.
saat saat saat saat saat saat saat

Grup | 2 0 4 3 4 3 2
Grup I 2 3 3 2 5 3 2
Grup lll 2 1 3 4 5 3 3
Grup IV 3 4 5 5 2 2 2
Kontrol 2 3 4 1 1 1 3

1 1 19 15 17 12 12

o= | = | =] 0= | = | = | =
064) | 10,8) | 4,08) | 102) | 14,6) | 2,69) | 0,9)

Tartisma ve Sonuc¢

Dogal sikluslarda prodstrus baslangicinda
intermedier hiicrelerin baskin hale gelirken
ostrojenik etkinin bu hiicrelerde prekornifikasyon
olusturdugu bildirilmektedir. Bu durumda inter-
medier hiicrelerin sitoplazmasi eozinofilik hale
gelmekte ve nukleus biiziismektedir’. Calismada
intermedier hiicrelere tiim saaatlerde alinan sme-




arlarda diger hiicre tiplerine gore ¢ok daha az
oranda rastlandig1 dikkati ¢ekti. Kontrol grubun-
daki intermedier hiicre sayilarinda 24. saatte be-
lirgin olmayan bir ylikselme (% 15) ve benzer bir
artisa Grup IV’de 24. saatte (% 13,4) ve Grup
II’de 36. saatte (% 12,8) rastlandig1 goriilse de
bunun normal sikluslarda rastlanan 6zellikte ol-
madig belirlendi. 40 IU PMSG uygulanan Grup I
ve Grup III’de ise intermedier hiicre sayilarinda
higbir artisa rastlanmadi. Bu durum dogal
sikluslarda yaklagik 12 saat siiren prodstrus asa-
masinin 12’°ser saat ara ile alinan smearlarda fark
edilemeyecek kadar hizli bir sekilde gerceklestigi
ve hiperdstrojenik etkinin olusturdugu prekor-
nifikasyon etkisinin baskin oldugu izlenimini
uyandirmaktadir.

Kramer ve arkadaslar® egzojen gonadotro-
pinlerle hiperstimiilasyon uygulanan ratlarda,
kontrol grubuna gore ¢iftlesmeyi izleyen ilk 2,5 —
4,5 giinler arasinda ostradiol seviyelerinin belir-
gin Olgiide yiiksek oldugunu belirtmektedirler.
Endometrium ostradiol etkisi altina girdiginde
stromanin vaskiilarizasyonu artmakta, salgi bezle-
rinde luminal dilatasyon goriilmekte, ylizey ve
bez epitel dokulariin kalinligir artmakta ve tiim
hiicrelerde mitotik indeks artmaktadir’. Benzer
etkiler vagina epiteli ilizerinde de goriilmektedir.
Stiperovulasyon uygulanan hayvanlarda mitotik
indeksteki artigin ilk 4.5 giinde sekillendigi bun-
dan sonra kontrol gruplarma gére endometriumun
ylizey epitelinde ve mitotik indeksin azalma egi-
liminde oldugu belirlenmistir'>. Calismada 6zel-
likle siiperovulasyon gruplarinda tiim tipteki hiic-
re sayilarinin diisiik oldugu dikkati ¢eken bulgu-
lar arasindaydi. Bu durumun yukarida sayilan
arastirmacilarin bulgulartyla benzerlik gosterdigi,
diger bir deyisle hiperostrojenik etkiden kaynak-
lanabilecegi sanilmaktadir.

Yun ve arkadaslar1'? siiperovulator dozlar-
da uygulanan PMSG’nin ratlarda oosit kalitesi,
ovulasyon sayisi ve steroid degerleri iizerine olan
etkilerini aragtirmiglardir. PMSG’nin igerdigi
siyalik asit nedeniyle serum yarilanma dmrii uzun
olup bu sekilde LH benzeri etkinlik gosterdigi
bildirilmektedir'®. Diger bazi arastirmalarda ise
PMSG ile uyarilan stiperfollikiilasyonun ardindan
LH veya LH etkili bir hormonun uygulanmasi
tercih edilmektedir'*>"'. Bu arastirmada'’> 28
giinliik prepubertal dénemdeki ratlara 4, 20 ve 40
IU dozlarinda PMSG uygulanmis, kontrol gru-
bundaki (4 IU) ratlarin 60 ila 72 saat araliklarinda
ovulasyon gosterdigi belirlenirken, siiperovulator
gruplardaki (20 ve 40 IU) ratlarin 24 ila 72. saat-

ler arasinda ovulasyon gosterdigi belirlenmistir.
Stiperovulasyon gruplarindaki ratlarda erken
ovulasyon ylizdelerinin doza bagimli oldugu ve
40 IU dozda PMSG uygulanan ratlarin % 60’mnin
ilk 36 saatte 20 IU grubundakilerin % 60’min ise
ilk 48 saatte ovule oldugu belirtilmistir.

Ratlarda ovulasyon Ostrus evresinde
spontan olarak gerceklesmektedir. Ostrus evresi-
ne geciste en dnemli bulgu siiperfisiyel hiicrelerin
giderek artan Kkeratinizasyonudur. Caligmada
keratinizasyonun maksimum oldugu saatler 1., II.
ve III. Gruplar igin ilk 24 saat, [V. grup ve Kont-
rol grubu i¢in ise 60. saatlerdir. I. grupta 0. saatte
40 IU PMSG uygulamasimi takiben hizla ke-
ratinizasyon gerceklesmis ve 24. saatten itibaren
keratinize hiicrelerin yilizdesi giderek azalmistir.
Normal follikiiler gelismenin uyarildigi Kontrol
grubunda ise keratinizasyon kademeli olarak art-
mis ve 60. saatte % 77,2 diizeyine ulasabilmistir.
20 IU PMSG ve 48 saat sonra 20 IU HCG uygu-
lanan Grup IV’de de benzer bir durum goriilmek-
tedir. Grup IV’de keratinizasyon HCG uygulama-
sindan 12 saat sonra yani 60. saatte alinan
smearda goriilmektedir. HCG wuygulamasi bu
grupta var olan follikiillerin gelisimini ve
ovulasyonunu hizlandirict bir etki gdostermesi ile
miimkiin olabilir. Bu bulgular yukaridaki arastir-
macilarin bulgulariyla kismen paralellik gos-
termektedir. 40 IU PMSG uygulamasi ile hiper-
stimiile edilen III. grupta da keratinizasyonun 24.
saatte sekillendigi goriilmiis bu grupta 48. saatte
HCG uygulamasindan sonra 60. saatte keratini-
zasyonun tekrar artmasinin PMSG’nin anilan
uzun etkisinden kaynaklandigt ve HCG’nin bu
etkiye katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir'®.
Keza 20 IU PMSG uygulanan ve 24. saatte HCG
uygulanan II. grupta da 72. saatte tekrar belirgin
bir keratinizasyon goriilmektedir.

Dogal sikluslarda progesteron etkisi altin-
daki vaginal smearda, genellikle kalin mukus
tabakasi goriilmekte, ve kendisini kaplayan hiic-
relerin sayica azaldigi dikkati ¢ekmektedir’. Ca-
lismada keratinizasyonu izleyen saatlerde beklen-
digi lizere basta bazal/parabazal hiicrelerin orani-
nin arttigl, ancak bu durumun diizensiz oldugu
dikkati ¢ekmistir. Ozellikle ovulasyondan hemen
sonraki saatlerde alinan smearlarda hiicre sayila-
rmin az oldugu ve hiicre tiplerinin taninmasini
giiclestiren yogun hiicre dokiintiisiiniin varlig1
dikkati ¢ekmistir. Bunun yanisira bu smearlarda
dogal sikluslarda luteal donemde ve gebelik do-
nemlerindekine benzer sekilde belirgin bir muku-
sun varligi belirlenmistir.



Polimorf niikleer l6kositler ratlarin dogal
sikluslarinda Gstrus evresi disinda her donemde
smearlarda yer almakta, en sik olarak metdstrus
doneminde rastlanmaktadir. Caligmadaki biitiin
gruplarda bulunan ratlarin smearlar1 nétrofil 16ko-
sit goriilen ve goriilmeyenler olarak siniflandiril-
mis ve buna gore 10kosit goriilen ratlarin oranlari
saatler icerisinde kendi aralarinda karsilastirilarak
egzojen gonadotropinlerin bir etkisi olup olmadi-
g1 degerlendirilmistir. Genel olarak keratinize
hiicrelerin oraninin yiikseldigi smearlarda pmn
l6kosit frekansinin azalma egilimi gosterdigi,
Ostrusta oldugu belirlenen hayvanlarda ise ¢ogun-
lukla ortadan kalktig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak ratlarda egzojen gonadotropin
uygulamalari ile dogal sikluslardakine benzer bir
follikiiler gelismenin uyarilabildigi ve bunun
vagina epitelinin durumundan izlenebildigi goz-
lemlenmistir. Bu hayvanlarda olusturulan siiper-
follikiilasyondan kaynaklanan hiperdstrojenik
etkinin vagina epitelinde hizli degisimlere yol
actigi ve Ozellikle prodstrus asamasinda, inter-
medier hiicrelerin goriilmesiyle karakterize gecis
doneminin normalden daha hizli sekillendigi go-
rilmiistiir. Kornifiye hiicre oranlarmin tiim
smearlarda 12 ila 60 saatlik donemde normalin
iizerinde seyretmesinin ovulasyonlarin genis bir
doneme yayildig1 izlenimini vermektedir. Bu
durum PMSG’nin uzun serum yarilanma Omrii
nedeniyle primer FSH benzeri etkisinin yanisira
LH benzeri etkinlik gosterdigi goriisiinii destek-
lemektedir. PMSG ve HCG uygulamalarinin
siiperovulasyon ve liiteinizasyon {izerine etkileri-
nin daha iyi izlenebilmesi i¢in vaginal sitolojinin
yanisira serum steroid hormonlarindaki degisim-
lerin izlenmesi ile de 6nemli bulgular elde edile-
cegi goriisii olusmustur.
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