


PREMATUR OVER YETMEZLIGINDE ADiPOZ KOKENLI
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN CELL SHEET YONTEMI iLE
UYGULANMASI: RAT CALISMASI

Pmar TOKDEMIR CALIS

DOKTORA TEZi
HIiSTOLOJIi-EMBRIYOLOJi ANA BiLiM DALI

GAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AGUSTOS 2022



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez calismasinda;

Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez caligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum c¢aligmanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Pinar TOKDEMIR CALIS
22/08/2022



PREMATUR OVER YETMEZLIGINDE ADIPOZ KOKENLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN CELL SHEET YONTEMI ILE UYGULANMASI: RAT CALISMASI

(Doktora Tezi)
Pinar TOKDEMIR CALIS

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Agustos 2022

OZET

Prematiir over yetmezligi, 40 yas oncesinde hipergonodotropik hipogonadizmin durumunun
olusmasidir ve giiniimiizde kesin tedavisi yoktur. Oncii hayvan ¢alismalar1 kok hiicre
tedavisini basarili bulmustur. Bu ¢alismanin amaci, cell sheet ve intravendz yolla verilen
kok hiicrenin tedavi etkinligini, prematiir over yetmezligi olusturulmus hayvan modelinde
karsilagtirmaktir. Bu amagla, Spraque Dawley cinsi ratlardan 4 grup olusturulmustur; 1.grup:
Kontrol (SF), 2.grup: siklofosfamid ile prematiir over yetmezligi (200mg/kg), 3.grup:
prematiir over yetmezligi+ intravendz kok hiicre ve 4.grup: prematiir over yetmezligi +cell
sheet. 21 giin sonra laparotomi yapilip, tiim ratlar sakrifiye edilmis, ooferektomi ve
intrakardiak kan alimi yapilmistir. Alinan 6rneklerden histomorfolojik inceleme, folikiil
sayimi, immunohistokimyasal ve genetik analizler ile GDF-9 ve BMP-15 dagilimi ve
Ostradiol Ol¢limii yapilmistir. 2. grupta atretik folikiillerde artig gozlenirken 4. grupta
folikiilogenez normal ilerledigi gozlenmektedir. 3. grupta atrezinin kismi olarak azaldigi
izlense de, multi oositli folikiillerin varligi dikkati ¢ekmistir. GDF-9 ve BMP-15
immunohistokimyasal tutulumlar1 ve gen ekspresyonlari 1 ve 4. grupta benzer gézlenmistir.
Bu ¢alisma, literatiirde cell sheetin prematiir over yetmezligi modelinde kullanildig: ilk
calismadir. K6k hiicrelerin sistemik dolasima verilmemesi avantaji disinda cell sheet
yontemi, intravendz uygulamaya goére prematiir over yetmezligi tedavisinde daha basarili
bulunmustur. Bu durum cell sheet yonteminin prematiir over yetmezligi tedavinde yararli ve
yeterli yeni bir yaklasim olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT

Premature ovarian insufficiency is development of hypergonadotropic hypogonadism before
the age of 40 and definitive treatment is absent. Preliminary animal studies suggest stem cell
treatment. In the current study, we aimed to compare the efficacy of cell sheet method with
intravenous application of stem cells in premature ovarian insufficiency among an animal
model. By this way 4 group was generated from Spraque Dawley rats; 1%'group: control-arm
(SF), 2"group: premature ovarian insufficiency arm generated by cyclophosphamide
(200mg/kg), 3"group: premature ovarian insufficiency+ intravenous-stem cell and 4™group:
premature ovarian insufficiency +cell sheet method. 21days after the laparotomy, all rats
were sacrificed, oophorectomy and intracardiac blood were performed. Histomorphologic
examination, follicular count, immunohistochemical and genetic analysis of GDF-9 and
BMP-15 distribution and estradiol were performed in samples. Atretic follicules was seen
more in the 2" arm whereas folliculogenesis represented normal distribution in the 4™ arm.
In the 3" arm, although partially decreased atresia was apparent, multi oocytes follicles were
the most remarkable finding. GDF-9 and BMP-15 involvement and gene experessions were
similar between 1% and 4™ arms. The current attempt represents a pioneer study in the
literature in which cell sheet method was used for the first time in a POl model. Cell sheet
method was more effective than 1V-stem cell method plus not applying stem cells in the
systemic circulation. Those results suggest that cell sheet method might be a feasible and
efficient method for the stem cell treatment of models with POl and might be a new treatment
approach in POI.
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hematoksilen (20X10)......cciieiiiieiieie e 51
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1. GIRIS

Prematiir over yetmezligi, diger adiyla primer ovarian yetmezlik (POY); overlerin, folikiiler
disfonksiyon ya da folikiiliin miktarca azalmasina bagli, 40 yas dncesinde kismi ya da total
olarak reprodiiktif ve hormonal fonksiyonlarin1 kaybetmesi olarak tanimlanir [1, 2]. Bu
durum giliniimiizde giderek siklig1 artan toplumsal bir saglik sorunu haline gelmistir. 20 yas
altinda 10.000 de 1 kadimi etkilerken, 30 yas alt1 i¢in bu durum 1000 de 1’e¢ kadar
yiikselmektedir [1]. Bu oranlar az da olsa irklara gore de degismektedir. Tan1 koyulabilmesi
i¢in temel tigleme; amenore, hipergonadotropizm ve hipodstrojenizmdir [3, 4]. Her ne kadar
sicak basmasi, gece terlemesi, vajinal kuruluk gibi semptomlar sik goriilse de, bu hastalarda

yas grubundan dolay1 doktora bagvurunun en sik nedeni infertilitedir [5].

POY nedenlerinin %90°1 bilinmemektedir [1]. Geri kalan %10’luk kismin1 genetik nedenler,
otoimmun hastaliklar, kemoterapi, radyoterapi, cerrahi ve c¢evresel nedenler
olusturmaktadir. Tedavide sikayetlere yonelik hormon replasman tedavisi, kemik koruyucu
tedavi ve psikososyal tedavi 6nerilmektedir [6]. infertiliteye yonelik olarak da giiniimiizde
yardimer Ureme teknikleri kullanilmaktadir. Ancak, POY hastalarinda over rezervinin

diismesine bagli olarak yardimci tireme tekniklerinin basarisi da yiiksek degildir [7].

Mezenkimal kok hiicreler (MKH); osteoblast, kondrosit, miyosit, adiposit gibi pek ¢ok
hiicreye farklanabilen ve bu sayede dokularin yenilenmesine katkida bulunan multipotent,
hematopoetik olmayan stromal hiicrelerdir [8, 9]. Bu hiicreler birgok memeli tiiriinde
yetigkin, yenidogan ya da fGtiisden elde edilebilir. Kemik iligi MKH’lerin en yogun
bulundugu boélgedir ve bir kemik iligi aspiratinda 1/10000 ile 1/100000 oraninda MKH
bulunmaktadir. Literatiirde bir¢ok dokunun rejenerasyonunda kullanildig belirtilen bu kok
hiicrelerin, ¢esitli nedenlerle zarar gérmiis over dokusunda, oosit rejenerasyonu i¢in de tercih
edildigi bildirilmistir. Bu c¢aligmalarda kok hiireler intravendz (IV) yolla uygulanmistir.
Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar her gecen giin artsa da, sonuglar beklenildigi kadar yiiz
giildiiriici bulunmamustir. Buna ek olarak, sistemik dolasima verilen kok hiicrelerin uzun

donemde viicutta neden olabilecegi diger etkiler de bilinmemektedir [10].

Biyomiihendislik alaninda yeni bir yontem olan ‘hiicre tabaka teknolojisi (cell sheet, CS)’

son yillarda gelisen, hiicre iskeleti kullanmadan hiicreler aras1 baglanti kurulmasi saglanarak,



1s1 duyarl bir ylizeyde tabaka olusturulmasina dayanan bir teknolojidir. Bu sekilde hiicreler

istenilen dokuya direkt uygulanabilmektedir [11].

Bu calismada ratlarda siklofosfamid ile indiiklenmis deneysel POY modelinde, hem IV hem
de yeni bir teknik olan CS yontemi kullanilarak verilen adipoz koékenli MKH
(AKMKH)’lerin, overdeki rejenerasyon kabiliyetlerinin immunohistokimyasal ve genetik
analizlerle karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu sayede siklig1 giderek artmakta olan ve heniiz
kesin tedavisi bulunmayan bir saglik sorununa yeni bir tedavi yontemi gelistirilmesi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Embriyolojisi

Kromozomal cinsiyet her ne kadar fertilizasyonda belli olsa da gonadlarin farklanmasi;
intermediyer mezoderm, karin arka duvarimi doseyen kolom epiteli ve primordial germ
hiicrelerinin gocii nedenleriyle gebeligin 7. haftasina kadar gerceklesmez. Kromozomal
olarak ise Y kromozomu kisa kolu {izerindeki Yp11.32’de SRY (Sex Determining Region
on Y) geninin varli@i embriyonun cinsiyetinin erkek, yoklugu ise disi yoOniinde

farklanmasina neden olmaktadir [12-14].

Gonadlar, gelisimin 5. haftasi sirasinda mezonefrozun medial tarafinda kolom epitelinin
proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmastyla bir ¢ift uzunlamasina genital ya da
gonadal sirt halinde ortaya cikarlar. Genital sirtlar igerisinde gelisimin 6. haftasina degin
germ hiicreleri bulunmaz. Epiblasttan kdken alan ve primitif ¢izgi boyunca go¢ eden
primordial germ hiicreleri, 3. haftada vitellus kesesinin allantoise yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasina yerlesirler. 4. haftada sonbarsagin mezenteri boyunca ilerlerler.
5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasirlar ve 6. haftada genital sirt1 doldururlar.
Primordial germ hiicreleri genital sirta ulagsmaz ise gonadlar gelisemez. Primordial germ

hiicrelerinin gonadlarin farklanmasi iizerine indiikleyici etkileri bulunmaktadir [13, 14].

Primordial germ hiicreleri primitif gonadlara ulastiklar1 sirada, genital sirt1 cevreleyen kdlom
epitel hiicreleri prolifere olarak alttaki mezensim i¢ine gdmiiliirler. Bu sekilde diizensiz
kordonlar olan primitif cinsiyet kordonlar1 olusmus olur. Bu evrede erkek ve disi gonadlarin
birbirinden ayirt edilmesi miimkiin degildir. Bu evredeki gonada ‘farklanmamig gonad’

denir [13, 14].

XX kromozomu olan embriyonlarda, primitif cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine
ayrilir. Bu kiimeler primitif germ hiicresi gruplar igerir ve daha ¢ok overin medullar
bolgesine yerlesmislerdir. Bu hiicre kiimeleri bir silire sonra yerini vaskiiler stromaya
(ovaryan medulla) birakir. Disi gonadlarin yiizey epiteli, erkeklerin aksine prolifere olmaya
devam eder. 7. haftada bu epitelden kortikal kordonlar gelisir. 4. ayda bu kordonlar izole
hiicre kiimelerine ayrilir. Bu kiimelerdeki hiicreler prolifere olmaya devam eder ve her
oogonyumun etrafin1 folikiiler hiicreler denen bir epitel hiicresi tabakasiyla sararlar.

Folikiiler hiicreler oogonyumlar ile birlikte primordial folikiilii meydana getirirler[14].



Gonadlar, gelisimin 5. haftasi sirasinda mezonefrozun medial tarafinda kolom epitelinin
proliferasyonu ve altindaki mezengimin yogunlagmastyla bir ¢ift uzunlamasina genital veya
gonadal sirt halinde ortaya c¢ikarlar. Germ hiicreleri gelisimin 6. haftasina kadar genital

sirtlar iginde bulunmaz[13].

Genital sirttaki kolom epiteli hiicreleri, primordiyal germ hiicreler primitif gonadlara
ulasmadan Once ve ulastiklar1 sirada, prolifere olarak altlarindaki mezensimin igine
gomiiliirler ve primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz kordonlar1 olustururlar.
Farklanmamis gonad olarak adlandirilan bu evrede gonadlar erkek veya disi gonad olarak

ayirt edilemez[13, 14].

Oogonyumlar mitoz boliinme gerceklestirirken, bir kism1 mayoz boliinmeye baslar ve 1.
mayoz bdliinmenin profaz asamasinda bdliinmeyi durdurarak primer oosite doniisiirler.
Ovaryum i¢indeki germ hiicresi sayis1 5. ayda 7 milyon civarina ulasir. Bu sirada baslayan
hiicre olimiiyle birlikte ¢cok sayida oogonyum ve primer oosit atreziye ugrar. Atreziye
ugramayan primer oositler, 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girer ve yassi folikiiler
epitel hiicreleriyle sarilirlar. Bir primer oosit ve etrafindaki yassi folikiil hiicrelerinden
olusan bu yapiya primordial folikiil denir. Yenidogan ovaryumunda timii 1. mayoz
boliinmenin profaz evresini tamamlamig yaklasik 2 milyon primer oosit bulunur. Puberteye
ulasildiginda ise bu say1r 40000'e¢ kadar geriler. Primer oosit 1. mayoz bdliinmeyi
ovulasyondan hemen 6nce tamamlar. 1. mayoz boliinmenin sonunda olusan sekonder oosit
2. mayoz boliinmeye girer. Ancak bir sperm tarafindan doélleninceye kadar, 2. mayoz
boliinmenin metafaz evresinde kalir. Puberteye ulasildiginda 40000 civarinda olan primer

oositlerin sadece yaklasik 400 tanesi olgunlasir ve ovulasyonla atilir [13, 14].

2.2. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, nulliparlarda bir ¢ift badem sekilli, pembemsi beyaz renkli, 3 cm boyutunda,
1.5 cm eninde ve 1 cm kalinligindaki organlardir. Hem ekzokrin hem de endokrin salgi
tiretme yetenekleri vardir. Serbest yiizli genclerde tek katli yassi, erigkin bir kadinda ise tek
katli kiibik epitel ile doselidir. Germinal epitel olarak bilinen bu hiicresel tabaka,
mezovaryumu kaplayan mezepitelyum ile devamlilik gdstermektedir. Primordial germ
hiicreleri, ekstragonadal kokenli olup embriyonik yolk kesesinden embriyonik gonadin

korteksine go¢ edip burada ovaryumun farklilagsmasini indiikler. Germinal epitel ile



korteksin arasinda sik1 bag dokusu tabakasi olan tunika albugenia yer almaktadir. Bu tabaka
ovaryuma agik renkli bir goriiniim verir. Ovaryum aralarinda kesin bir siir bulunmayan
korteks ve medulla bolgelerinden olusur. Korteks, tunika albugenianin altinda bulunup,
medullanin etrafin1 sarar. Korteks; ig sekilli bag dokusu hiicreleri, kollajen lifler, elastik
lifler ve retikiiler lif aglarindan olusan stroma ve bu stoma i¢ine gomiilii farkli geligim
asamasindaki ¢ok sayida folikiilden meydana gelir. Bunlara ek olarak stromada diiz kas
lifleri de bulunmaktadir. Ovaryum medullasinda ise; kan damarlari, lenf damarlari, sinir

demetleri, hiluma yakin kisimda diiz kas lifleri ve bunlarin etrafini saran gevsek bag dokusu
bulunmaktadir [13, 15-17].

Ovaryum folikiilleri korteks stromasi igerisinde yer alir ve bir primer oosit ile onun etrafini

saran tek katli ya da gok katli hiicrelerden olusur [17].

Gelisim evresine gore ovaryum foliikiilleri histolojik olarak; primordial folikiiller,
gelismekte olan folikiiller ve olgun (Graaf) folikiiller olarak ii¢ gruba ayrilir. Gelismekte
olan folikiiller de kendi igerisinde; unilaminar primer folikiil, multilaminar primer folikiil ve

sekonder (antral) folikiil olmak tizere tige ayrilir [17] (Sekil 2.2).

Atretik Follikil Sekonder Follikil

Olgunlagmak Uzere Olan Follikiil

Erken Primer Follikil ~ Geg Primer Follikdl Atretik Follikiil

Primordial follikal

,._‘_ ' - ~'~::-~- b
°0"

0.0
el )

Mezovaryum { Olgun (Graaf) Follikdl

1 -

Kan Damarlan /

3

Korpus Albikans

Serbest Birakilan Oosit

Korpus Luteum

Dagilan Follikdl
Korpus Hemorajikum

Sekil 2.2. Over kesitinin sematik ¢izimi [17]



Primordial folikiiller ovaryum korteksinin en dis katmaninda, tunika albugenianin hemen
altinda yer alirlar ve bir primer oosit ve onun etrafin1 saran tek katli yassi—folikiil
hiicrelerinden olusurlar. Biiyiik 6kromatik yapida ve eksantrik ¢ekirdege sahip olan oosit
yaklagik 25-30 pum biiyiikligiindedir. Folikiil hiicreleri, etrafin1 saran bazal lamina ile
stromadan ayrilir. Organeller ¢ekirdege yakin yerlesim gosterme egilimindedirler. Organel
olarak zengin icerige sahiplerdir. Bunlarin basinda; golgi kompleksi, endoplazmik
retikulum, mitokondriyon, lizozom ve annuler lameller yer almaktadir. Bu organeller
sitoplazmada yogunlasarak ‘Balbiani cisimcigi’ ad1 verilen yapilar1 olusturmaktadir. Fotal
ovaryumda olusan primordial folikiiller menarsa kadar bir dinlenme evresine girerler.
Puberte ile birlikte her menstrual siklusta 15-20 adet primordial folikiil gelisim evresine girer
[17-20].

Primer oosit, folikiiler hiicreler ve stromal dokudaki degisiklikler; primordial folikiillerin
primer folikiillere gelismesini saglar. Germinal vezikiil olarak adlandirilan biiytik bir
cekirdege sahip olan primer oositin boyutlar1 100-150 um’ye ulagir. Graniillii endoplazmik
retikulum ve ribozom acgisindan zenginlesir ve serbest ribozom miktar1 artar. Folikiil
hiicreleri tek katli yass1 halden kiibige doniislir ve unilaminer primer folikiilii olusturur.
Oosit biiytidiikce 6zel proteinler salgilanir ve bu proteinler bir araya gelerek ekstraseliiler bir
ortii olan zona pellusiday1 olusturur. Zona pellusida oolemma ile folikiil hiicreleri arasinda
bulunur. Insandaki zona pellusida, siilfatli ii¢ asidik zona pellusida glikoproteinleri tarafinda
olusturulur. Bunlar, ZP-1, ZP-2 ve ZP-3 olarak adlandirilmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
ZP-3’tiir. Bu glikoprotein, spermatozoa baglanma reseptérii ve akrozom reaksiyonu
indiikleyicisi olarak gorev almaktadir. Bu glikoprotein tabaka, oosit tek tabakali kiibik ya da
prizmatik folikiil hiicreleri tarafindan c¢evrelendiginde ve ¢ap1 50-80um ulastiginda
goriilebilir [16-19].

Folikiil hiicreleri tabakalanmaya ugrar ve primer folikiiliin granuloza tabakasini olusturur ve
bu hiicreler granuloza hiicreleri olarak isimlendirilir. Bazal lamina ise folikiil hiicrelerinin
en dis tabakasi ile stroma arasinda yer alir. Folikiil bliylimesi esnasinda granuloza hiicreleri
arasinda yaygin oluklu baglantilar gelisir. Hizla prolifere olan folikiil hiicreleri ¢ok katl bir
yapt olusturur ve multilaminar primer folikiil ya da preantral folikiil adin1 alir. Aktivin,

graniiloza hiicrelerinin proliferatif aktivitesinden sorumludur [16-19].



Bag dokusu hiicreleri primer folikiiliin teka tabakalarini olusturur. Granuloza hiicreleri
proliferasyona ugrayinca folikiiliin hemen ¢evresindeki stromal hiicreler teka folikiilii denen

bag dokusu hiicreleri kilifi olustururlar. Teka folikiilii iki tabakaya ayrilir;

Teka interna: yiiksek diizeyde vaskiilerize, kiibik hiicrelerden olusmus i¢ tabakadir. Bu
hiicreler liiteinlestirici hormon (LH) reseptorlerine sahiptir. LH stimulasyonu ile birlikte

Ostrojen prekiirsorii olan androjenleri sentezler ve salgilarlar.

Teka eksterna: dis bag dokusu hiicreleri tabakasidir. Diiz kas hiicreleri ve kollajen lif

demetleri icermektedir.

Teka eksterna ile onu cevreleyen stroma arasindaki sinir belirgin degildir. Buna
karsilik, granulosa tabakasi ile teka interna arasindaki bazal lamina belirgin bir sinir

olusturmaktadir [16, 17].

Oositin maturasyonu primer oositte meydana gelmektedir. Oosit olgunlastik¢a organellerin
dagilimi degisir. Serbest ribozom, mitokondriyon, kiigiik vezikiillerin, multivezikiiler
cisimciklerin ve graniillii endoplazmik retikulumun sayisi artar. Oositten perivitellin araliga
¢ok sayida mikrovillus uzanir. Perivitellin aralik, oosit ile onu ¢evrelyen graniilosa hiicreleri

arasinda bulunur [16, 17].

Sekonder folikiil siv1 igeren bir antrumla karakterizedir. Stratum granulozum 6-12 hiicre
tabakasi kalinligina ulastiginda granuloza hiicrelerinin arasinda sivi dolu bosluklar olusmaya
baslar. Bu bosluklara likor folikiili ad1 verilir. Bu bosluklar hyaluronan bakimindan zengin
stv1 igerigine sahiptir. Bu bosluklar birlesip tek hilal sekilli, antrum ad1 verilen biiytik bir
bosluk olusturdugunda folikiil sekonder ya da antral folikiil adin1 alir. Oosit ¢ap1 125 um’ye
ulagmistir, eksantrik yerlesimlidir ve daha fazla biiyiimez. Biiyiimenin inhibisyonu
graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan oosit matiirasyon inhibitorii (OMI) tarafindan
saglanmaktadir. Sekonder folikiilin boyutu ile OMI arasinda direkt korelasyon
bulunmaktadir [16, 17, 19].

Graniiloza hiicreleri oosit ile iligkili oldugu bolgede kumulus ooforus adi verilen ve
antruma dogru ¢ikint1 yapan bir timsek olusturur. Ovulasyonda oosit ile birlikte kalan
kumulus ooforus hiicrelerine korona radiata adi verilir. Graniiloza hiicreleri arasinda

PAS pozitif koyu boyanan ‘Call Exner cisimcikleri’ olarak adlandirilan ekstraseliiler



materyal goriilebilir. Bu cisimcikler hyaluronan ve proteoglikan igerip, graniiloza

hiicrelerinden salgilanirlar [15, 17].

Graaf folikiil ¢ap1 10 mm’den fazladir. Ovaryum korteksinin boyunca uzanir ve yiizeyinde
cikint1 olusturur. Folikiil matiirasyonu ilerledikce teka interna hiicrelerinin sitoplazmasinda
lipid damlaciklar1 ortaya c¢ikar. LH teka internayr Ostrojen prekiirsorii olan androjenleri
salgilatmak {izere uyarir. FSH ya yanit olarak da graniiloza hiicreleri androjenlerin

Ostrojenlere dontisiimiinii indiikler [16-19].

Ovaryum korteksinde gelisimin her evresinde atreziye ugramis folikiiller bulunur. Yalnizca
bir folikiil olgunlagsmay1 tamamlar, olgunlasmayacak folikiiller atreziye ugrar. Atrezide ilk
olarak oosit ardinda graniiloza hiicreleri dejenere olur. Graniiloza hiicreleri endoniikleazlarin
ve bazi hidrolitik enzimlerin liretimine baslar. Notrofil ve makrofajlar tarafindan istila edilir.
Olusan apoptotik cisimcikler fagosite edilir. Teka interna ile-graniiloza hiicreleri arasinda

bazal membran kalinlig: artar ve camst hale gelir [16-19].

Ovulasyon sekonder oositin serbestlesmesiyle sonuclanir. Ovulasyon 28 giinliikk menstrual
periyodun 14. giiniinde meydana gelir ve bu siire¢ hipofizin anterior lobundan salgilanan
LH’nin ani yiikselisi ile baglar. Bu artis folikiilde prostoglandin ve progesteronun sentezini
uyarir. Proteolitik enzimler aktive olur ve folikiil duvart yirtilir. Kumulus hiicreleri ve
sekonder oosit periton bosluguna atilir. Buradan fimbriyalar tarafindan yakalanan oosit,
spermiyum tarafindan dollenirse (fertilizasyon), II. mayoz boliinme tamamlanir ve zigot
olusur. Eger fertilizasyon gerceklesmezse sekonder oosit 24-48 saat igerisinde dejenere olur.
Ovulasyon sonrasi folikiilde geride kalan graniiloza ve teka-hiicreleri, ovaryum korteksinde

korpus luteum ya da sar1 cisim ad1 verilen gegici bir salgi bezi olusturur [15, 16, 19].

Ovulasyon sonrasi folikiil igerisindeki i¢ basincin diismesiyle teka internadaki kapillerlerden
sizan kan, folikiil igerisini doldurur ve korpus hemorajikum (kirmizi cisim) olusturur.
Sonrasinda kan pihtisinin yerini bag dokusu ve kan pihtisi artiklari alir. Graniiloza hiicreleri,
korpus luteumun merkezinde yer alirlar ve steroid sentezlemek i¢in gerekli olan diiz
endoplazmik retikulum, graniillii endoplazmik retikulum ve mitokondriyon gibi organellerin
sayis1 artar. Sitoplazmasinda dagimik halde lipid damlaciklar1 bulunan bu hiicrelere
graniiloza lutein hiicreleri adi verilir. Bu hiicreler progesteron iiretiminden, teka lutein
hiicreleri tarafindan iiretilen androjenlerin Ostrojene doniisiimiinden sorumludur. Korpus

luteumun periferinde bulunan ve luteal hiicrelerin %20’sini olusturan teka interna hiicreleri



hormon tiretimi i¢in degisim gosterir ve teka lutein hiicreleri adini alir. Teka lutein hiicreleri
az miktarda Ostrojen, androjen ve progestron lretiminden sorumludur. Eger ddllenme
gerceklesirse korpus luteum hiicreleri biiyiir ve gebelik korpus luteumu (korpus luteum
pregnansi) adin1 alir. Gebeligin 4. ayma kadar islev goren gebelik korpus luteumu bu
zamandan sonra iglevini plasentaya birakir. Eger dollenme gergeklesmezse korpus luteum
14 giin islevsel kalir ve menstruasyon korpus luteumu olarak isimlendirilir. Sonrasinda
hiicreler kiigiiliir, damarlanma azalir, bag dokusunda hyalinizasyon gerceklesir ve korpus

albikans olarak adlandirilan beyaz skar dokusu olusur [15-19].

2.3. Ovaryum Fizyolojisi

Ovaryal fonksiyonlar 3 ana merkezin kontrolii altindadir. Bunlar hipotalamustan
Gonadotropin Salgilayict Hormon (GnRH) salinimi, hipofiz bezinin anterior kisminin pars
distalisinden gonodotropinlerin salinimi (FSH ve LH) ve ovaryumdan 6strojen ve progestron
aracilig1 ile saglanir. Bu hormonlar siklusun degisik zamanlarinda farkli miktarlarda
salgilanir. Pubertede [(-endorfin, serotonin, norepinefrin ve dopaminin etkisiyle
hipotalamustan GnRH pulsatil olarak salgilanir. Bu, 6n hipofizden FSH ve LH
hormonlarinin salinmasini uyarir. Bu déneme kadar inaktif olan ovaryumlar FSH ve LH’ nin
etkisiyle folikiil gelisimini baglatir. Ovaryan siklus menstruasyondan ovulasyona kadar
stiren folikiiler donem ve ovulasyon sonra baslayip korpus luteum yikimina kadar devam

eden luteal donem olarak ikiye ayrilir [21-23].

Folikiiler donemde 10-15 adet primordial folikiil gelismeye baslar. Bu evrenin sonunda bir
ya da nadiren birka¢ olgun folikiil olusur. Bu dénemde graniiloza hiicrelerinden Ostrojen
salmimi yapilir. Ovulasyon sonrasi Ostrojen ve progestron iretiminden korpus luteum
sorumludur. Erken folikiiler donemde FSH seviyesi yiikselir ve bu durum graniiloza
hiicrelerinde hiicre cogalmasina neden olarak—0Ostrojen tiretimini arttirir. LH ise teka
hiicrelerine etki ederek, teka hiicrelerinin gogalmasini ve hiicrelerden androjen sentezini
uyarir. Difiizyonla graniiloza hiicrelerine giren androjenler, aromataz enzimi ile Ostrojene

doniistirilir [21-23].

2. haftanin baslangicinda FSH seviyesinin azalmasiyla gelismekte olan folikiiller dejenere
olurken, i¢lerinden bir folikiil dominant hale gelir. Dominant folikiildeki artan FSH ve LH

reseptorleri folikiiliin canliliginin stirdiiriilebilmesini saglar. Dominant folikiilden daha fazla
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salgilanan Ostrojen, gonadotropinlere negatif geri bildirim yaparak, FSH ve LH salinimini
azaltir. Yine graniiloza hiicrelerinin salgiladigi inhibin, FSH seviyesinin LH’dan daha ¢ok

azalmasina sebep olur [21, 22].

Ovulasyondan hemen 6nce folikiiliin dig duvarindaki kiigiik bir alan disariya ¢ikint1 yapar.
Folikiiler kapsiildeki bu kiigiik alana stigma ad1 verilir. Bunun hemen ardindan stigma delinir
ve folikiiliin ortasindaki visk6z sivi disar1 drene olur. LH en son folikiiler biiylime ve
ovulasyon i¢in gereklidir. Bu hormon olmadan, yiiksek miktarda FSH olsa bile folikiil
ovulasyon diizeyine ulagsamaz. Ovulasyondan iki giin 6nce anterior hipofizden salgilanan
LH hizl1 bir sekilde artar ve 6-10 kat kadar yiikselir. Ovulasyondan 16 saat oncesinde ise en
yiiksek seviyesine ulasir. FSH da bu arada giderek artar ve FSH ve LH sinerjistik etki
yaparak folikiiliin ovulasyondan once hizlica biiyliimesini saglar. LH ayrica teka ve
graniiloza hiicrelerini progesteron {reten hiicrelere donistlirtir. Bundan dolayi,

ovulasyondan 1 giin 6nce Ostrojen miktari diiser ve progesteron miktari artar [21-23].

LH’nin ani yiikselisi ile, oosit . mayoz boliinmeyi tamamlar. Ovulasyon i¢in gerekli iki olay
meydana gelir: 1. Teka externa lizozomlardan proteolitik enzimler salgilar, bu da folikiiler
kapsiiler duvarin erimesine ve zayiflamasina, tiim folikiiliin biiyliylip sigmesine ve stigmanin
dejenere olmasina yol agar. 2. Folikiiler duvarda yeni kan damarlar1 olusur ve folikiiler
dokulara prostoglandinler salgilanmaya baglar. Bunlarin sonucunda stigma dejenere olur ve

folikiil riiptiire olarak, ovum disar1 atilir [21-23].

Fertilizasyonun gerceklesmemesi durumunda olusan menstruasyon sonrasinda korpus
luteumunun islevi az miktarda LH’nin etkisiyle devam eder. Menstruasyon korpus
luteumundan bol miktarda progesteron, 0strojen ve inhibin salgilanir. Progesteron luteal
evrenin baslarinda yiiksek Ostrojen seviyesine ragmen biiyiik LH dalgalarinin olusmasina
engel olur. Luteal evrede FSH salinim1 ise inhibin konsantrasyonundaki artis ile baskilanir.

Bu nedenle luteal evrede gonadotropin seviyeleri oldukga diisiiktiir [22, 23].

Gonadotropin salimiminda artis olmamasi, korpus luteumun 6mriinii kisaltir ve gebelik
meydana gelmezse korpus luteum 2 hafta igerisinde dejenere olur. Korpus luteumun
dejenerasyonu ile birlikte plazma Sstrojen ve progestron seviyeleri de diiser. Ostrojen ve
progesteronun inhibitdr etkisinin ortadan kalkmasiyla hipofizden FSH ve LH salinimi

artarak yeni bir dongii baslar [21-23].
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2.4. Kok Hiicre Kavrami

Kok hiicreler somatik hiicre grubundan olup, matiir hiicrelerden farkli olarak farkli hiicre
serilerine doniisiim ve yenilenme yetenegine sahip hiicrelerdir. Temel olarak iki ¢esit kok

hiicreden bahsedilebilir [24].

Bunlardan ilki embriyonik tip kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler implantasyon
oncesi blastokistin i¢ tabakasinda yer alir [25]. Bunlar pluripotent olup her ii¢ hiicre
tabakasina farklanma yetenekleri vardir [26] . Rejeneratif 6zellikleri nedeniyle istenseler de
onkolojik kaygilar, mevcut yasal diizenlemeler ve etik bazi sorunlar nedeniyle kullanimlar

siirhdir [24].

Ikinici grup ise eriskin kok hiicrelerdir. Bu kok hiicreler viicut dokularinda yer alan somatik
hiicrelerin farklilasma potansiyeline sahip formudur. Bu kok hiicre kaynaklarindan en sik

kullanilan1 kemik iligidir.
Kemik iliginden koken alan iki farkli kok hiicre grubu yer almaktadir:

1. Hematopoetik kok hiicreler

2. Mezenkimal/stromal kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler 16kosit, eritrosit trombosit gibi kan elamnlarinin gelisimden
sorumlu iken, mezenkimal kok hiicreler ise kemik, kikirdak, kas ve yag dokusu gibi cesitli

bag dokusu elemanlarinin hiicresel gelisimini saglar [24].

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik iliginde bulunan ilk kesfedilen eriskin tip kok
hiicrelerdir. Mezodermden koken alirlar ve neredeyse tiim bag dokusu ve organlarin
stromasina dagilirlar. Mezenkimal kok hiicreler i¢in kemik iligi baslica kaynak goziikkmekle
birlikte, elde edilmesindeki morbidite artis1 ve sinirli miktarda hiicre elde edilebilmesi
nedeniyle mezenkimal kg¢k hiicrelerin alternatif yollarla elde edilebilmesi caligsmalarini
arttirmugtir. Ilerleyen yillarda bag dokusu matriksinde mezenkimal kok hiicrelerin elde

edilmesi bilylik heyecan uyandirmistir [27, 28].
2.4.1. Kemikiligi kokenli mezenkimal kok hiicre

Yiiksek proliferatif potansiyele sahip ve adiposit, kondrosit ve osteoblastlara doniisme

ytenegine sahiptirler. Tiimor tedavisinde [29-31], kikirdak tamirinde [32] ve myokard
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infarktiisiinde [33] pek ¢ok calismada kullanilmiglardir. Enerjilerini primer olarak
glikolizden alirlar. in vivo ortamda doymus yag aside olan palmitat apoptozlarini indiikler

ve ¢ogalma hizlarini diistirtir [34].

Literatiirde POY modelinde tedavi amagl kullanilmis kemik iligi kokenli mezenkimal hiicre
calismalar1 bulunmaktadir. Yapilan bir fare ¢alismasinda kemoterapi verilmis farelerde
kemik 1ligi kokenli mezenkimal hiicre sonrasi germ hiicre apoptozuna ve DNA hasarina kars1
korucu oldugunu gostermistir [35]. Yine baska bir ¢alismada in vitro ortamda sisplatin
denenli granulosa hiicre apoptozunu engeledigi kanitlanmigtir. Ayrica literatiirdeki bagka bir
caligmada ke¢k hiicre uygylanmasindan 30 giin sonra antral folkiil sayisinin, 6strodiol (E2)

ve anti Miillerian hormon (AMH) seviyesinin arttig1 gozlenmistir [36, 37].

Zuk ve arkadaslar1 2002 yilinda doku miihendisligi i¢in bir ¢i8ir agak bir ¢alismaya imza
atmis ve insan yag dokusundan mezenkimal kok hiicre elde etmislerdir [38]. Yag dokusunun
temel avantajlari; insanda pek ¢ok yerde bulunmasi, kolay ulasilabilir olmasi ve ulsilirken
morbiditesinin diiilik olmasidir. Bu sekilde yag dokusu mezenkimal kok hiicreler igin sik

kullanilir bir kaynak haline gelmistir [24, 39].
2.4.2. Adipoz dokusu ve mezenkimal kok hiicreler

Adipoz dokusunda primer adipositler bulunmakla birlikte, adipositler haricinde
preadipositler, fibroblastlar, perisitler ve adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre gibi birgok

hiicre tipi bulunmaktadir [40].

Embriyonik kok hiicrelerin yasal ve etik tartismalardan dolayr kullanilma kisitliliklarina
karsin, AKMKH lerin embriyonik kok hiicreye benzer nitelikte kas, kemik, yag, kas ve sinir
hiicreleri gibi pek ¢ok hiicreye farklilagabilmesi ile son yillarda kok hiicre caligsmalarinda

kullanimlari siklasmastir [38, 41].

AKMKH lerin pek c¢ok yone farklilasma kapasiteleri olup, hasarli dokuya yiiksek go¢
kabiliyetleri vardir. AKMHH lerin diisiik immunojenite ve fetal kok hiicrelerle kiyasla daha
az bioetik sorunlari oldugundan klinik ve medikal biyomiihendislik alanlarinda siklikla
kullanilmaktadir [42-44]. Giiniimiizde bu kok hiicreler, kan, sinir, motor, kardiovaskiiler ve
deriye ait bir takim hastaliklarda tedavide kullanilmakta ve basarili Sonuglar elde

edilmektedir [45].
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En Onemli avantajlart bol ve kolay ulasilabilir bir doku olan yag dokusundan elde
edilebilmeleridir. Insan yag dokusu, liposuction ya da abdominoplastide elde edilebilen
subkutan bir dokudur. Kolay elde edilebilirligine ek olarak yag dokusu i¢inde mesenkimal
kok hiicrelerin bol miktarda bulunmasi uzun donem kiiltiire gerek kalmamasina boylelikle
olusabilen kromozomal anormallik ihtimalini de diisirmektedir [46]. Kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreler ile kiyaslandiginda, daha yiiksek ¢ogalma ve kendini yenileme
Ozelligine sahiptir [47]. Tek bir belirteg icermez; CD34, CD 14 ve CD 45 ile isaretlenir.
Prostoglandin E2 ve interferon -gama gibi pek ¢ok ¢oziinebilen mediator salgilayarak T

hiicre proliferasyonunu engeller [48].

2.5. Prematiir Over Yetmezligi ve Kok Hiicre

POY gilinlimiiz sartlarinda 30 yas altinda 1/1000 oraninda goriilen ve klinik insidans1 giderek
artan 6nemli bir saglk problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. insidans: yiiksek olmasina
ragmen, halen klinikte uygulanan yiiz giildiiriicii bir tedavi bulunamamistir. Buna karsilik;
primer olmasi disinda kemoterapi, radyoterapi gibi sekonder nedenler de giiniimiizde ¢ok

sik gbzlemlenmektedir [49].

POY tanili hastalarin %5-10 kadar1 tedavisiz, spontan gebe kalabilmektedir [5]. 2016
senesinde yapilan bir ¢alismaya gore klinikte kullanilan higbir tedavi yontemi POY tanili
hastalarda fertiliteyi arttirmamaktadir. Giiniimiizde fertilite i¢in bu hasta grubunda oosit
donasyonu ya da evlat edinme 6nerilmektedir [7]. Bu alanda dehidroepiandrosteron (DHEA)
kullanimu ile ilgili ¢alismalar bulunsa da, 2018 senesinde yapilan bir ¢aligmaya gore 12 ay

DHEA kullanimi over fonksiyonunu arttirmadigi gérillmiistiir [50].

2013 yilinda Kawamura ve arkadaslari, over fragmantasyonu ve fragmanlarin in vitro
fosfotidilinozitol 3-kinaz aktivatorleri muamelesi ile AKT yolagini aktive etmeye ¢aligmis
ve aktivasyon sonucunda otograft yapmistir. Bu yolla canli gebelik elde edilmistir. Buna
karsilik, bu metod ile canli gebelik orani yiiksek olmadigindan, klinik kullanima

gecememistir [51, 52].

Ozellikle POY tedavisi igin verilen hormon replasman tedavisinin kanser gibi yan etkileri
olmasi sonucu ve diger fertilite tedavilerinden yiiz giildiiriicii yanitlar alinamamasi sonucu

kok hiicre tedavisi segenekleri denenmeye baslanmistir. Bunun i¢in pek ¢ok kok hiicre tiirii
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uygulanmistir. Bunlardan ilki MKHIlerdir. 2013 yilinda Wang ve arkadaglart POY modeli
olan farelere mezenkimal kok hiicre vermis ve kumulus hiicre apoptozisinin azaldigini, seks
hormonu seviyelerinin arttigini1 ve over fonksiyonlarinin iyilestigini gézlemlemistir [53].
2017°de yaptiklar1 bir ¢calismada ayni sekilde Li ve arkadaslar1 da ratlara mezenkimal kok
hiicre verildikten sonra 14, 21 ve 28. giinlerde deneklerin hormonlarina bakmis ve sonugta
FSH seviyesinin diistiigiinii, E2 ve AMH seviyelerinin ise arttigini gdzlemlemislerdir.

Bunlara ek olarak, ovaryal folikiil sayisinin da arttig1 tespit edilmistir [54].

MKH kullanimin haricinde amniyotik sivi kokenli kok hiicre kullanimi ile de ratlarda
over rezervi diizeltilmeye ¢alisilmistir. Ekstra amniyotik tabakadan alinmis amniyotik
kok hiicreler, multipotent olup hem eriskin ve hem de embriyonik kok hiicre belirtecleri
icermekte; mezenkimal kok hiicrelerle kiyaslandiginda ¢ok daha hizli cogalmaktadirlar
[55, 56]. 2014 yilinda Xiao’nun yaptig1 calismada amniyotik sivi kok hiicreleri transjenik
farelere verilmis, folikiil atrezisini inhibie ettigi ve folikiiler sagligin iyilestigi tespit
edilmistir. Buna ek olarak, 2017 yilinda Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 calismada insan
amniyotik epitelyal hiicreler prematiir over yetmezligi olan farelerin tek tarafli
ovaryumuna enjekte edilmis ve bunun sonucunda o taraf ovaryumda saglikli, matiir
folikiiller ve anjiogenezde, immun cevapta, hiicre siklusunda ve apoptozisinde gorev alan

109 farkl sitokin tespit edilmistir [57].

Bunlarin haricinde, prematiir over yetmezlikli farelerde tedavi amagli insan pluripotent kok
hiicreleri de kullanilmigtir. Overe direkt transplante edilen indiiklenmis bu hiicreler, over
agirliginy, ile plazma E2 seviyeleri ile faredeki normal folikiil sayilarini arttirmis olarak

bulunmustur [58].

Tiim verilen bu kok hiicreler ya kan dolasimina IV olarak verilmis ya da direkt overe transfer
edilmigstir. Literatlirdeki tiim bu ¢aligmalarda hepsinin kisa donemde her iki verilme yontemi
ile de over lizerine pozitif etkileri gézlemlenmistir. Bu agidan klinik kullanima heniiz
gecmemis olsa da, hem primer ve hem de kemoterapi gibi sekonder nedenlere bagli prematiir

over yetmezliginde kok hiicre tedavileri yiiz giildiiriicii gériinmektedir.
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2.6. Hiicre Tabaka Teknolojisi

CS teknolojisi ilk defa Okano ve arkadaglari tarafindan ortaya atilan ve giiniimiizde umut
vadeden doku miihendisligi tekniklerinden bir tanesi—olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
teknik genel bir ifade ile sicaklik uyarli modifiye kiiltiir kaplar1 kullanilarak, 32°C’nin
altindaki sicakliklarda 30 dakikadan daha kisa bir siirede enzim ya da selatlayict ajan
kullanilmasimma gerek olmadan hiicrelerin tabaka halinde elde edilmesi esasina
dayanmaktadir [11]. CSsinin igerigini; hiicre dis1 matriks, iyon kanallari, biiylime faktori

reseptorleri ve diger 6nemli hiicre yiizey proteinleri olusturur [59].

Enzimatik yontemde hiicreler arasindaki hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks (ECM)
baglantilar1 enzimlerle pargalanarak, hiicreler tek tek ve siispanse halde ylizeyden
kaldirilirlar. CSs1 teknolojisinde ise hiicrelerin birbiri ile baglantilart ve ECM yapisi
korunarak 1s1 duyarli bi sekilde yiizeyden kaldirilir. Bu sekilde enzimlere hassas hiicreler

(hepatosit, glial hiicreler, vb) farklilagmis fenotiplerini koruyabilmektedirler [59].

CSlar1 yanliz basina ya da biyomalzemlerle birlestirilerek doku miihendisligi ig¢in
kullanilabilir. Bu teknoloji kullanilarak; deri, kalp, kornea, kemik ve kikirdak gibi dokularin

rejenerasyonu igin yapilan pek ¢ok in vitro ya da in vivo g¢alisma bulunmaktadir [60-63].

CSlarinin elde edilmesinde 1s1 duyarl kiiltiir kaplar1 haricinde ek olarak ¢esitli yontemler de
gelistirilmistir. Bunlar; askorbik asit uygulamasi, amniyotik membran, enzim takviyeleri,
manyetik kuvvet uygulamasi, elektrokimyasal-uyarili pH degisimi, elektrokimyasal
polarizasyon, iyonik ¢6ziinme, 151k etkisi, fibrin kapli ylizeyler, yiiksek hiicre yogunlugu ve

serum etkisidir [60, 64].

CS teknolojisinin rejeneratif calismalarda sagladigi pek ¢ok avantaj bulunmaktadir. Hiicreler
bu teknoloji kullanildiginda ECM, iyon kanallari, biiyiime faktorii reseptorleri ve diger
onemli fonksiyonel ylizey proteinlerini kaybetmezler. Buna ek olarak, hiicre slispansiyonu
enjeksiyonuna gére minimum hiicresel kayip olmast dogrudan hiicre enjeksiyonuna karsi
avantaj saglar. CSlarinin transplantasyonu hiicre siispansiyonu enjeksiyonuna gore daha

giiclii doku fonksiyonu, daha biitiin doku rejenerasyonu ve daha gii¢lii terapotik etki

saglamaktadir [60, 62].
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2.7. Folikiil Matiirasyon Faktorleri

Doniistiiriicti Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-B), hiicre diizenleyici proteinlerinin genis bir
grubunu olusturmaktadir. Ilk olarak 1983 yilinda kesfedilmistir. Bu grubun alt gruplari
olarak; aktivin ve inhibin, kemik morfogenetik proteini (BMP), biiyiime farklilagma faktorii
(GDF) ve sag-sol belirleyici faktorler yer almaktadir. TGF-B, pek ¢ok hiicrede ¢ogalmayi;
ve farklilagmay1 kontrol eden multifonksiyonel bir peptid ailesidir [65].

BMP, biiyliime hormonlarinin bir alt ailesi olarak siniflandirilmaktadir. Her ne kadar kemik
ve kikirdak yapiminin uyarilmasinda temel olarak yer alsa da, memelilerde disi fertilitesinde
de onemli gorevler istlenmektedirler. BMP-15, GDF-9, BMP-7 ve BMP-6 overlerden
salgilanmakta ve erken luteinizasyonu engelleyerek, folikiil gelisimini korumaktadir.
Bununla birlikte; BMP-15, BMP-6 ve GDF-9 otokrin etki ile graniiloza hiicre ¢ogalmasini
indiiklemekte ve FSH-bagimli folikiil fonksiyonlarini diizenlemektedir [66].

Graniiloza hiicreleri lizerinde GDF-9, BMP-6 ve BMP-15’in baglandigi Tip-I ve Tip -1l
reseptorleri bulunmaktadir. Bu sekilde anlasilabilir ki, bu molekiillerin hedeflerinden biri de
graniiloza hiicreleridir. BMP-15’in baglandigi Tip-1 ve Tip-2 reseptorler primordial/ primer
hiicre gecisi itibari ile BMP-15 yaniti ile birlikte graniiloza hiicreleri tarafindan

ifadelenmektedir [67].

BMP-15 geni X-baglantili kalitimli bir gen olup, sentezlegi protein primordial/primer evrede
oosit tarafindan sentezlenir [68]. GDF-9 ise 5. kromozomun uzun kolunda bulunan bir gen
bolgesidir. GDF-9 mRNA’s1 sadece primer tek kathi folikiiler evreden ovulasyona kadar
oositte sentezlenir [69]. Bu iki gen de kadin fertilitesinde 6nemli yere sahip olmasinin kaniti
olarak, diger TGF-f ailesi iiyeleri ile kiyaslandiginda, hizli bir sekilde evrimlesmis ve pozitif

seleksiyona ugramustir [70].

Yapilan bir ¢alismada gosterilmis ki; her iki proteinin mRNA’s1 da disi farelerin oositlerinde
gosterilmistir fakat ifadelenmesi primordial folikiillerde ¢ok az ya da hi¢ yokken, gelisen
folikiillerin her evresinde kuvvetli ekspresyonu tanimlanmistir. GDF-9 mRNA’s1 ayni

zamanda ovulasyona ugramis folikiillerde de tespit edilmistir [71].

Diger tiim TGF-f stiper ailesinde oldugu gibi, GDF-9 da prepropeptid olarak sentezlenir ve
furin benzeri proteazla matiir aktif protein haline donlismesi gereklidir. GDF-9 ve BMP-15

yuksek derecede aminoasit homolojisine sahiptir ve benzer protein yapilar1 vardir. Her iki
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proteinin de tanimlanma paternleri ve fonksiyonlari oositte benzerdir ve birbirleriyle iliski
halindedirler. Birgok kanit, bu iki proteinin sinerjistik bir iliski icerisinde oldugunu ve oosit

kalitesini arttirdigini savunmaktadir [72, 73].

Diaz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda, hem GDF-9 hem de BMP-15’in folikiilogenez
ve oosit kalitesi lizerine etkilerini gdstermiglerdir. Primer folikiiliin sekonder folikiile

ilerlemesi asamasinda folikiiler gelisimde GDF-9’un rolii gosterilmistir [74].

Hashimoto ve arkadaslarimin yaptigi calismada BMP-15, folikiiler gelisimi primordial
folikiiliin gonadotropin bagimsiz fazindan itibaren destekler, FSH’ya kars1 graniiloza hiicre
duyarliligin1 ayarlar, graniiloza hiicre—apoptizosini engeller, bunlara ek olarak oosit

gelisimde ve ovulasyonda gorev alir [75].

Diaz ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismaya gore BMP-15 ve GDF-9 ovulasyon ve
luteinizasyon i¢in genlerin diizenlenmesinde rol oynarlar [76]. Yakin zamanda Ernst ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore folikiil aktivasyon sisteminde gen ekspresyon
calismalarinin ¢ok karmagik modeller olusturdugu—gosterilmis ve GDF-9’un normal ve

patolojik over fonksiyonundaki roliinii agikliga kavusturulmustur [77].

Hem BMP-15 ve hem de GDF-9’un graniiloza hiicrelerinde bazi protein ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde etkili olduklar1 gosterilmistir. Bunlarin bir 6rnegi de Kit Ligand’dir
(KITL). KITL oosit biiyiimesinde temel olarak 6nemlidir ve bu proteninin ekspresyonu
parakrin ve hormonal faktorler ile kontrol edilir. Gilchrist ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alimaya
gore GDF-9, KITL ekspresyonunu graniiloza hiicrelerini kullanarak inhibe ederken; BMP-
15 ise bu ekspresyonu arttirmaktadir [78]. Tim bunlara ek olarak, oositten kaynaklanan

GDF-9 ve BMP-15-graniiloza hiicrelerinde glikoliz ve kolestrol sentezini diizenler [79].

BMP-15, stereidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ekspresyonunu baskilayarak
progesteron liretimini inhibe eder ve boylece folikiiler luteinizasyonu engellemis olur. Buna
ek olarak, GDF-9 da pituiter gonodotropinlerle etkilesime gegerek progesteron iiretimini
daha da azaltir. Ovulasyonun hemen sonrasinda korpus luteumdaki bu oosit faktorlerinin

azalmasi ile StAR ekspresyonu artar ve bu da progestron iiretimimini arttirir [80, 81].

Her ne kadar GDF-9 ve BMP-15 over fonksiyonlarini diizenlese de, tiirler arasi bir takim
farkliliklar bulunmaktadir. Bu fark daha ¢ok mono ve poli ovulasyon olan memelilerden

kaynaklanir [82]. Ornek olarak, BMP-15 mono ovulatuar olan koyunda folikiil gelisimi
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acisindan fareye (poli ovulatuar) gore daha 6nemli bir rol oynarken, GDF-9 folikiil gelisimi

agisindan farede daha 6nemlidir[83, 84].

Sonug olarak BMP-15 ve GDF-9, hem graniiloza hiicre farklanmasinda ve hem de tiim oosit
gelisimi ve embriyo kalitesine etkileri ile fertilite belirteglerinde biiyiik bir 6neme sahiptir.
Folikiiler sivida yliksek GDF-9 seviyeleri oosit niikleer matiirasyon ve embriyo kalitesi ile
ilgili oldugu gorilmiistir [85]. Tim bu calismalar degerlendirildiginde, BMP/GDF
sisteminin; graniiloza hiicre gelisimi ve fonksiyonu kontroliinde, hiicre-hiicre
haberlesmesinde, steroidogeneziste, oosit matiirasyonununda, ovulasyonda ve luteolizde

onemli bir yer aldig1 gdsterilmistir.



19

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari, Gruplandirma ve Uygulama

3.1.1. Deney hayvanlari ve gruplandirma

Bu calisma igin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligindan
21/12/2018-E.168939 tarih ve sayi ile etik kurulu onay1 alindi. Deneyde kullanilan ratlar
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (GUDAM) saglandi. Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
gercgeklestirildi. Caligmada 6-8 haftalik Sprague Dawley cinsi 40 adet fertil, disi rat
kullanildi. Ratlar ortalama 22 +2°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik dongiide, ad libitum
igme suyu ve standart yem ile beslendi. Ratlardan rastgele se¢im yapilarak asagida agiklanan

4 ¢alisma grubu olusturuldu;

1.grup (Kontrol) (n=10): Intraperitoneal salin uygulandi, 1 hafta sonra laparotomi insizyonu

yapildi

2.grup (POY) (n=10): Intraperitoneal PBS igerisinde ¢6ziilmiis 200mg/kg siklofosfamid

uygulandi, 1 hafta sonra laparotomi insizyonu yapildi.

3.grup (POY+IV kok hiicre) (n=10): Intraperitoneal PBS igerisinde ¢6ziilmiis 200mg/kg
siklofosfamid uygulandi, 1 hafta sonra laparotomi insizyonu yapildi ve kuyruk venlerinden

4x10° AKMKH hiicre verildi.

4.grup (POY+CS) (n=10): Intraperitoneal PBS igerisinde ¢oziilmiis 200mg/kg siklofosfamid
uygulandi, 1 hafta sonra laparotomi insizyonu yapildi, sag overe 4x10° AKMKH den
hazirlanan CS sarildi. (Resim 3.1)
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Resim 3.1. a. Tiraslama, batikonla temizlik ve steril 6rtiinme ardindan orta hat insizyon b.
overin batina girildikten sonra bulunmasi. c. Hiicre tabasinin penset ile tutularak
over ylizeyine yaklastirilmasi d. CSnin over ylizeyine oturtulmasi e. Alttaki
koruyucu yapi ¢ikartilarak CSnin over yiizeyine sarilmasi.

3.1.2. POY modeli uygulamalari

POY olusturmak i¢in tek doz 200 mg/kg siklofosfoamid (Endoxan-Eczacibasi Baxter,
Tiirkiye) serum fizyolojikte ¢oziindiikten sonra intraperitoneal olarak uygulandi [36]. POY
olusturdugumuzu gézlemlemek i¢in uygulamadan 1 hafta sonra tiim ratlarda serum FSH
diizeylerine bakildi. Ayrica her gruptan 1 er rat sakrifiye edilerek histolojik olarak POY

kanitlandi.
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3.2. Kok Hiicre Uygulamalari
3.2.1. CSlerin iiretimi

CSlarinin tretilmesinde askorbik asit uygulamasi yontemi kullanildi (Yilmaz, 2020).
CSlarinda daha once gerceklestirilen bir calisma kapsaminda izole edilmis ve
karakterizasyon analizleri gerceklestirilmis AKMKH kullanildi (Akdere ve ark., 2019).
Hiicreler izolasyon sonrasinda TCPS kiiltiir kaplarinda %15 (v/v) fetal sigir serumu (FBS),
%1 L-glutamin, %0,4 (v/v) penisilin/streptomisin (P/S), %0,2 (v/v) gentamisin ve %0,2 (v/v)
amfoterisin B iceren a-MEM besi ortaminda kiiltiire edildi. Ardindan pasaj numaras1 3/4
olan hiicreler 12 gozlii kiiltiir kaplarina 5x10* hiicre/cm? yogunlukta ekildi. Ertesi giin
hiicrelerin tabaka olusumunu desteklemek i¢in kiiltiir ortam1 100 pg/mL L-askorbik asit 2-
fosfat (AA2P) (Cayman Chem., USA) igeren ortam ile degistirilerek kiiltiire devam edildi.
Kiiltiiriin 4. glinlinde CSs1 DPBS ile yikama yapilarak kiiltiir kabinin kenarlarindan baslanip
yilizeyden soyularak kaldirild1 ve basit pipetleme teknigi ile yeni 12 gozlii kiiltiir kaplarina

aktarildi [86].

3.2.2. CSlerin karakterizasyonu

Uretilen CSlarinin karakterizasyon c¢alismalar1 kapsamimda immiinofloresan boyama

analizleri ve canli/6lii hiicre boyama uygulamalari gergeklestirildi.

Immiinofloresan boyama

Tabaka icerisindeki hiicrelerin hiicre iskeletindeki aktin filamentlerinin goriintiilenmesi i¢in
immiinofloresan boyama yontemi kullanildi. Boyama tekniginde hiicreler PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra oda sicakliginda %4 (w/v) paraformaldehite ile 30 dk etkin birakilarak
tespit edildi. Tespit sonrasi 3 kez PBS ile yikama yapildi ve %0,1 (v/v) Triton X-100 (PBS
icerisinde) ile 10 dk muamele yapilarak membran gecirgenliginin arttiritlmasi saglandu.
Ardindan %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi (PBS iginde; PBS-A) ile 3 kez yikama yapildi, %1 (v/v)
Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ve %0,1 (v/v) DAPI i¢eren PBS-
A ¢ozeltisi ile karanlikta 30 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapildi. Sonrasinda antikor
cozeltisi uzaklastirildi ve hiicreler PBS-A ile 3 kez yikanarak floresan mikroskop ile

goriintiileme yapildi.



22

Canli/Olii hiicre boyama

CS yapisindaki kok hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi i¢in etidyum homodimer-1 ve
kalsein-AM boyalar1 kullanildi. Hiicrelerin kaldirma 6ncesi canliliklarinin incelenmesi igin
boyama iglemi gergeklestirildi. Boyama prosediiriinde hiicreler oda sicakliginda ve
karanlikta 2 pM etidyum homodimer-1 ve 2 pM kalsein-AM igeren boya ¢ozeltisi (Ca*?,
Mg*? iceren PBS igerisinde) ile 30 dk inkiibe edildi. Ardindan PBS ile yikama yapilarak
floresan mikroskop (Olympus, ABD) altinda inceleme yapildi.

Taramali elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Elde edilen CSlerin morfolojik yapilarinin incelenmesi i¢cin SEM analizi gergeklestirildi.
Analiz 6ncesinde CSleri DPBS ile yikandiktan sonra %2,5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile 30
dakika tespit edilmeleri saglandi. Ardindan, 6rnekler 3 kez PBS ile yikandiktan sonra analiz
yapilana kadar 4°C’de %1 P/S iceren PBS igerisinde muhafaza edildiler. Analizden 1 giin
once Ornekler etanol serisinde (sirasi ile %10, %30, %50, %70, %90 ve %100, v/v)
bekletilerek dehidrasyon islemi gerceklestirildi, ardindan 5 dakika hekzametildisilazan
(HMDS) igerisinde bekletilen 6rnekler 1 gece boyunca ¢eker ocakta kurutuldu. Analiz giinii
ornekler altin-palladyum ile kaplandi ve goriintiileme gergeklestirildi (Tescan,
GAIA3+Oxford XMax 150 EDS).

CS lerin transplantasyona hazirlanmasi

Uretilen CSlerin deney hayvanina transplantasyonu sonrasinda gerceklestirilecek histolojik
analizlerde belirlenebilmesi i¢in hiicrelerin  5-bromo-2’-deoksiiiridin  (BrdU) ile
isaretlenmesi gergeklestirildi. Bu amagla transplante edilecek CSlerin {iretilmesi asamasinda
kiiltiiriin ti¢lincii giiniinde BrdU (BD Pharmingen, San Jose, CA) antikoru ile isaretleme
yapildi. BrdU stok ¢ozeltisi 1/30 oraninda hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltildi. Sterilizasyon
islemi igin ¢ozelti 0.22 pum filtreden gecirildi ve her bir CS iizerine 1250 L BrdU ilave
edildi. Hiicreler 37°C’de 3 saat BrdU ile inkiibe edildikten sonra D-PBS ile yikand1 ve

normal kiiltiir ortaminda kiltire devam edildi.
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Transplantasyonun gerceklestirilecegi giin uygulanan cerrahi islemler sonrasi farelerin
overleri agiga ¢ikarildiktan sonra CSler PBS yikamasi ile ylizeyden kaldirildi ve yeni steril
6 gozIi kiltir kabmna aktarildi. Burada CSlerin over {izerine transplantasyonunu
kolaylagtirmak i¢in tasiyict destek membran kullanildi. Poliviniliden floriir (PVDF)
membran filtre (Durapore®, Merck) CSyi kapsayacak boyutta kesildi, membranin orta
bolimii CS serbest kalacak sekilde kesilerek ¢ikarildi. Bdylece CS membrandan kolay
ayrilmasi i¢in tasiyic1 membran halka formuna getirilmis oldu. Transplantasyon sirasinda
destek membran, yiizeyden kaldirilan CSlerin iizerine dikkatlice yerlestirildi ve hiicrelerin
fiziksel olarak membrana yapigmalari icin kisa siire bekletildi. Membran pens yardimu ile

dikkatlice kaldirilarak CS farenin overi lizerine yerlestirilmis oldu.

3.3. Deneyin Sonlandirilmasi

Siire bitiminde denekler 45 mg/kg, % 10‘luk Alfamine (Seri n0:1705176-01) ve 5 mg/kg,
%2°lik Alfazyne (seri no:1610302-04, Hollanda) olacak sekilde anestezi uygulanarak
intrakardiak kan alindi. Hormon analizi icin alman kan &rnekleri -80°C’de ve ardindan
¢ikarilan sag over dokularinin yarisi histolojik analizler i¢in %10°luk ndtral formaldehitte,

yaris1 da genetik analizler i¢in -80°C de saklandi.

3.4. BrdU Immunboyama Yontemi

Deney gruplarina ait over dokusunda BrdU pozitif hiicre varligin1 gostermek i¢in BrdU In-
Situ Detection Kiti (BD Pharmingen™) kullanildi. Deparafinizasyon sonrasinda BD™
Retrievagen A soliisyonu ile antijen retrieval islemi gergeklestirildi. Kesitler 5 dk 3’ er kez
PBS’ de yikandi, daha sonra anti-BrdU antikoru ile 1 saat inkiibe edildi. Ug kez 2’ ser dk
PBS’ de yikanan kesitler, Streptavidin-HRP ile 40 dk inkube edildi. Tekrar PBS ile
yikandiktan sonra DAB ile muamele edilen dokular su ile yikamaya alindi. Hematoksilen ile
a boyandiktan sonra tekrar yikanip dehidrasyonun ardindan ksilolde bekletildi. Kapama
mediumu ile kapatilarak, Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli 151k
mikroskobunda ve Leica Q Vin 3 (Germany) programinda goriintiileme iglemi

gergeklestirildi.
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3.5. Hematoksilen — Eozin Boyama

Ovaryumlarda gruplar arasinda yapisal farkliliklar1 1s1k mikroskobik diizeyde incelemek
amaciyla, siire bitiminde alinan ovaryum dokular1 % 10 nétral formalinde 72 saat tespit
edildikten sonra rutin histolojik takip islemlerinin gecirilerek parafin bloklar elde edildi.
Hazirlanan parafin bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler etiivde
63°C’de 2 saat deparafinize edildikten sonra % 100, % 96, % 80, % 70 % 50, azalan alkol
serilerinden gecirildi. 10 dk akarsuda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra Harris
Hematoksilen soliisyonunda 10 dk tutuldu ve akar suya alindi. 10 dk akar suyun altinda
boyanin fazlasi uzaklastirildi. Ardindan % 1°1lik HCI soliisyonunda 1-2 dip yapildiktan sonra
kesitler tekrar akar suda yikandi. Lamlar fazla su uzaklastirildiktan sonra 10 dk Eozin
soliisyonunda bekletildi. Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 10 dk akar suda yikandiktan sonra
kurutularak % 50, % 70, % 80, % 96, % 100 artan alkol serilerinden gegcirildi ve suyun
kesitlerden uzaklastirilmasi saglandi. 45 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile
kapatildi. Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli

goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak resimlendirildi.

3.6. Immunohistokimyasal inceleme

Indirekt immiinohistokimya ydntemi kullanilarak folikiilogenezisde 6nemli antikorlarin
isaretlemesi yapildi. Bu amagla polilizinli lamlara alinan kesitler 1 gece 37°C deparafinize
edildikten sonra etiiv 1s1s1 57°C’ ye ¢ikarilarak 1 saat bekletildi. Camlar deparafinizasyonu
tamamlamak i¢in 2 kez 15’er dakika ksilolde tutulduktan sonra sirastyla % 100°lik, %
96’11k, % 80’lik ve % 70’lik alkol serilerinden 10’ar dakika gegirilerek rehidratasyonlari
saglandi. Ardindan 2 kez 5’er dakika distile suda bekletilerek alkolden kurtarildi. Doku
icerisinde formaldehitin kapattig1 reseptor bolgelerinin agia ¢ikarilmasimi saglamak
amaciyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponunda (pH:6.0) (Thermo, ref: AP-9003-500,
lot:MK 17121, UK) 3x5 dk etkin birakild1 ve oda 1s1sinda 20 dk sogutulduktan sonra Pap pen
ile kesitler sinirlandirildi. Camlar % 3’liikk hidrojen peroksite etkin birakilarak dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha sonra, camlar PBS, (Thermo, ref:AP-9009-
10, lot:BBI120127, UK) (pH: 7.,4) ile yikandi. Bundan sonraki asamalara indirekt
immiinohistokimyasal kit (Novex Life Technologies, ref:859043, lot:1838146A, USA) ile

devam edildi. Oncelikle 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amactyla Ultra V
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Block uygulandi. Bloklama asamasinin ardindan kesitler yikanmadan anti-GDF 9 (1/200)
(Bioss, 100 ul Rabbit Polyclonal Antibody, ref:bs-3759R, 10t:980691W, USA), ve anti-BMP
15 (1/100) (Bioss, 100 ul Rabbit Polyclonal Antibody, ref:bs-6612R, lot: YE1214W, USA)
primer antikorlarina bir gece +4°C’ da etkin birakildi. Siire sonunda dokular 3x3 dk PBS ile
yikandiktan sonra, 10dk biyotinli sekonder antikor uygulandi. Dokular, 3x3 PBS ile
yikanmasinin ardindan enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 dk streptavidin peroksidaz
enzim kompleksine etkin birakildi. Lamlar tekrar 3x3 PBS ile yikandiktan sonra kromojen
DAB (3,3'diaminobenzidine) (ScyTek, ref:ACB060, lot:42454, USA) uygulanarak gozle
goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmast saglandi. Zemin boyamasinda Harris’in
Hematoksileni (0B52Y092, Merck, Germany) kullanildi. Sonrasinda preparatlar hizlica
azalan alkol serilerinden gecirilerek kurutuldu ve 20 dk. ksilole etkin birakilarak
parlatilmalar1 saglandi. Son olarak preparatlar entellan (Merck, lot:HX378130, Germany)
ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli
gorlintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak resimlendirildi.
Immiinohistokimyasal tutulumlar her bir antikor ve tiim denekler icin degerlendirildi. H
skor yontemi ile gruplar arasindaki tutulum yogunluklari hesaplandi. Gruplar arasindaki

anlamlilik farki ANOVA testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.6.1. H-Skor hesaplanmasi

Ovaryum dokusundaki GDF-9 ve BMP-15 immiinohistokimyasal tutulum yogunluklarini
belirlemek icin, yari-kantitatif immiinohistokimya skorlama yontemi olan H-Skor kullanildi;
(0) immiinreaktivite yok, (1) zayif immiinreaktivite, (2) orta siddetli immiinreaktivite (3)
kuvvetli immiinreaktivite, olarak kabul edildi. ki bagimsiz gdzlemci, protokole kars1 kor
olarak immiinreaktiviteyi degerlendirerek ayri sekilde skorladilar. Elde edilen sayisal veriler
H-Skor = Zpi (i + 1) formiilii ile hesaplandi (i: immiinreaktiviteyogunlugu, Pi:

immiinreaktivite gésteren hiicre yiizdesi).

3.7. Rat Ovaryum Dokusundan Total RNA’nin Elde Edilmesi

Deney sonunda steril bir gsekilde ¢ikartilan ovaryum dokulari steril petri kabinda, steril serum

fizyolojik ile yikandiktan sonra, RNA izolasyonuna uygun (50mg- 100mg) biiyiikliiklerde
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steril bistliri ile kiigiik pargalara ayrilarak, DNaz ve RNaz igermeyen 1.5 ml’lik ependorf
tiiplere alind1 ve doku ornekleri hizli bir sekilde sivi azot iginde donduruldu. Ovaryum
dokulari, analiz giliniine kadar -80 °C’de saklandi. Doku orneklerinden RNA TRIzol
kullanilarak asagida yazili olan protokol ile total RNA eldesi gergeklestirildi.

1.5 mI’lik ependorf tiip iginde bulunan 50-100 mg arasindaki ovaryum dokusu teflon uglu
homojenizator yardimiyla homojenize edildi. Homojenizasyon islemine 1000 pl TriFast ile
devam edildi. Ornek hacminin, homojenizasyon sirasinda kullanilan TriFast hacminin,
%10’ nu gegmemesine dikkat edildi. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra,
200 pl kloroform eklenerek 15 saniye boyunca vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda
tutuldu. Ardindan 6rnekler 11.000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifii
sonunda karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), ara faz ve iistte renksiz sivi faz
olmak iizere ii¢ faza ayrildi. Ust faz yeni bir steril 1.5 mI’lik ependorf tiipiine aktarildi. 500
ul izopropanol eklenerek vortekslenen ornekler 10 dakika +4 °C’de bekletildi. 11.500
rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildikten sonra, pelete dokunulmadan {istte kalan
siipernatant atildi. 1000 pl %75°lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunulmadan iistte kalan siipernatant atildi. Pelet kurumaya
birakildiktan sonra iizerine 30-50 pul RNaz igermeyen steril distile su eklendi. Elde edilen
RNA’larin miktarlar1 ve safligi “NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre” cihazinda
Olciilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.8. Tamamlayic1t DNA (cDNA) Sentezi (RT-PCR)

Primer olarak Random Hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA
sentezi gergeklestirildi (cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge
3.1’de verilmistir). cDNA sentezi i¢in Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) karisimi ince ¢eperli 0.2 m1’lik tiiplere dagitildiktan sonra iizerlerine saflastirilan
total RNA eklendi.
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Cizelge 3.1. cDNA RT-PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril HO-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4 ul
dNTP 1mM 2 ul
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 tinite 0.5 pl
Ters Transkriptaz 10 iinite 0,5 pl
Total RNA l ug 1 pg olacak sekilde

3.9 RT-PCR i¢in Otomatik Is1 Dongiisii Program

Otomatik 1s1 dongii cihazi, Cizelge 3.2°de belirtilen programa ayarlanarak elde edilen
RNA’lardan ¢cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA &rnekleri
Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Cizelge 3.2. Otomatik 1s1 dongii cihazinda uygulanan program

Sicakhik Zaman Dongii sayis1
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters transkripsiyon 50°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5 dk 1 dongii
Sogutma 4°C - 1 dongii

3.10. Gen ifade Diizeylerinin Real-Time PCR Yoéntemi ile Degerlendirilmesi

GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizeylerinin kantitatif degerlendirmesi Real-
time PCR yéntemi ile Light Cycler™ (LC) cihazi kullanilarak belirlendi. Amplifikasyonlar
10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgii primerler, universal probe
library (UPL) probu ve LC Probe Master karisimi kullanilarak gergeklestirildi. GDF-9 ve
BMP-15 gen ifadelenme miktarlarini normalize etmek i¢in elde edilen cDNA 6rnekleri, beta
actin (ACTB) genine 6zgii primer ve UPL probu kullanildi ve ACTB mRNA diizeyi referans
olarak alindi. Secilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve UPL prob listesi Cizelge 3.3’de
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verilmistir. Kullanilan problar Roche Diagnostic’ten temin edilmistir. Tiim cDNA 6rnekleri

her bir gen i¢in en az tiger tekrarli olacak sekilde ¢aligilmigtir.

Cizelge 3.3. Gene 6zgii primer dizileri ve UPL prob numaralari

) . UPL Prob
Gen ad1 Forward Primer Reverse Primer
Numarasi
GDF-9 5'- ATACCGTCCGGCTCTTCAG -3' 5'- TTAAATAGCAGGTCCACCATTG -3' 3
BMP-15 5’- GCAATGAGGCTTCTCAGAGGT -3° 5’- AGTTGATGGCGGTAGACCA -3’ 21

ACTB 5'-CCCGCGAGTACAACCTTCT-3'

5S'CGTCATCCATGGCGAACT-3'

17

3.11 GDF-9, BMP-15 ve ACTB Genleri i¢cin Real-Time PCR Tepkime Karisimi

GDF-9, BMP-15 ve ACTB genlerine uygun verilen primer ve problar kullanilarak Real-time

PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karigimini hazirlamak i¢in kullanilan

bilesenler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. GDF-9, BMP-15 ve ACTB Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH20 - 6.2 uL
MgCl2 (25 mM) 4 mM 1.2 uL
Primer F (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 uL
Primer R (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 uL
TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 uL
LC TagMan karigim1 (10x) 1x 1 uL

cDNA

1 uL
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3.12. Light-Cycler (LC) Deney Programm

Real-time PCR karigimlari hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve iizerine
cDNA’lar eklendi. Kapiller tiipler 3000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tiipler cihaza
yerlestirildikten sonra LC cihazinda Cizelge 3.5°de belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. GDF-9, BMP-15 ve ACTB genleri igin ayni
PCR program1 kullanildi.

Cizelge 3.5. GDF-9, BMP-15 ve ACTB genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicakhik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 95

Inkiibasyon zaman (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program Verisi Deger
Dongtiler 50

Analiz Modu Cogalma
Sicakhik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 30 sn

Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait GDF-9, BMP-15 ve ACTB genlerinin mRNA ifade
diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri kullanilarak Pfaffl matematiksel metodu
ile gruplar arasinda mRNA ifade diizeylerindeki degisimler belirlendi. ACTB mRNA ifade

diizeyi GDF-9 ve BMP-15 gen ifade diizeylerini normalize etmek amaci ile kullanildu.

3.13. E2 (Ostradiol) Olgiimii

Serum E2 diizeylerinin 6l¢iimii i¢in kan 6rnekleri; separator jel i¢eren, 13x100mm, SmL’lik
tiplere almmistir. Rat’lara ait tlipler santrifiij Oncesinde 30 dk bekletildikten sonra
3000rpm’de20 dakika boyunca soguk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen

serumlar ependorfa aktarilarak analiz edildikleri giine kadar -80°C de saklanmistir.

Calismada E2 diizeyleri ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi ile
dl¢iilmiistiir. ELISA analizinde gerceklestirilen yikama islemleri BIOTEK marka yikama
cihaz1 (ELx50 Bioelisa Washer, Bio-Tec. Instruments,Inc) ile, absorbans okumalari ise
BIOTEK marka okuyucu (ELx800 UV Universal Microplate Reader, Bio-Tec. Instruments,
Inc.) ile yapilmuastir.

Serum E2 diizeylerinin 6l¢iimii Sunred marka Rat E2 ELISA Kit (Cat. No: 202301 Lot No:
202207) kullanilirak sandvi¢ ELISA yontemiyle yapilmistir. Kitin alt dl¢timii 3,112 ng/L,
aralig1 5ng/L-900ng/L; kite ait CV degeri ¢alisma i¢i (Intra-assay): CV <9%, c¢alismalar

arasi (Inter-Assay) CV<11% olarak verilmistir.

Calisma kit prospektusundaki talimatlar dikkate alinarak gerceklestirilmistir. Standart ve
numunelere ait absorbanslar 450 nm dalga boyunda Olglilmiistiir. Standartlarin
konsantrasyonlar1 ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil
kullanilarak numunelerdeki konsantrasyonlar hesaplanmistir. Daha sonra standart

egrisinden elde edilen konsantrasyonlar sonug olarak E2 i¢in ng/L cinsinden sunulmustur.

3.14. istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilen normal dagilima sahip olup olmadiklart Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Folikiil

saylirali ve H skoru i¢in gruplar ANOVA testi ile karsilastirildi. Gruplarin ikili
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karsilastirilmalart student t-test ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen E2 verilerinin
gruplar arasi karsilagtirllmas: Mann Whitney U testi ile yapildi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verildi. Istatistiksel analizler IBM SPSS statistics 21 (IBM, Corp, NA, USA)
programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda degisen GDF-9 ve BMP-15 mRNA ifade
diizeylerindeki farkliliklar “Relative Expression Software Tool (REST; Qiagen, 2009
V2.0.13)” istatistik programu ile karsilastirildi [87]. 0.05’den kiigiik olan p degerleri (p<0.05)

istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. CS Karakterizasyon Bulgulari

4.1.1. Makroskopisi

CSlerin makroskobik fotografi Sekil 4.1d’de verilmistir. Hiicreler bir yiizeye tutunmadan
serbest formda bulunduklarinda TCPS yiizeyine yayildiklar1 gibi genis alan kaplamazlar, 3
boyutlu kiiresel formlarina donerler. Bu nedenle fotografta goriildiigii gibi CS iiretildigi
kiltiir kabinin yilizeyinden kaldirildiginda kiiltiir kabinin yiizey alanindan daha kiigiik bir

tabaka olusturmaktadir.

4.1.2. immiinofloresan boyama

CSyi olusturan AKMKH’lerin ¢ekirdek ve hiicre iskeletindeki F-aktin yapisinin incelenmesi
icin gergeklestirilen immiinofloresan boyama sonuglart Sekil 4.1a’da gosterilmistir.
Fotograf incelendiginde hiicrelerin ¢ekirdeklerinin mavi, F-aktin filamentlerinin ise yesil
renkli isaretlendigi goriilmektedir. Yogun DAPI boyanmas: hiicrelerin tabaka igerisinde
fazla miktarda cogalmis olduklarin1 gostermektedir. F-aktin boyamalari ise hiicre iskeletinin

tabaka icerisindeki yonelimini gostermektedir.

4.1.3. Canly/Olii hiicre boyama

CS yapisindaki hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesi icin gergeklestirilen analizde canl
hiicrelerin sitoplazmalari yesil, 611 hiicrelerin ¢ekirdekleri ise kirmizi renkte gézlenmektedir
(Sekil 4.1b). Kullanilan boyalardan kalsein AM, canl1 hiicre biinyesinde esteraz aktivitesi ile
kalseine doniismekte ve yesil floresan 1s1ma vermektedir. Etidyum homodimeri ise oli
hiicrelerdeki membran biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucu niikleik asitlere baglanip kirmizi
floresan 1s1ma vermektedir. Fotograflar incelendigince hiicrelerin tabaka igerisinde
canliliklarini yiiksek oranda koruduklar1 belirlenmistir. Olii hiicre ¢ekirdegi kirmizi ok ile

belirtilmistir.
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4.1.4. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Uretilen tabaklarm morfolojik dzelliklerinin incelenmesi igin gergeklestirilen SEM analizi
sonucunda almin fotograflar Sekil 4.1c’de verilmistir. Fotograflar detayli incelendiginde
hiicrelerin birbirleri ile olan yakin etkilesimleri gézlenmektedir. Yiiksek biiylitmede artan

ECM yapist ile hiicrelerin iirettigi kollajen fibril yapilar1 oklar ile gosterilmistir.

(@) F-aktin/Gekirdek Boyama

(d)

(b) canl/0lii Boyama (c)sem

)
/

100 pm|
=z ‘ ) Z
%ucre tabakas! Hiicre tabakasi

—
Tabakanin ! Yumurtalik g
tasiyici etrafina =
membrana . tabakanin
aktariimasi e halka sariimasi
membran

Sekil 4.1. AKMKH tabaklarina ait a. Immiinofloresan boyama fotograflar1 (40X, bar 50
um ve 20X, bar 100 um), b. Canli/6lii hiicre boyama fotograflar: (10X, bar 200
um ve 20X, bar 100 um), ok ile 6lii hiicre ¢ekirdegi gosterilmistir. c. SEM analizi
fotograflar1 (4,000X, bar 10 pm ve 10,000X bar 5 um), ok ile artmig ECM
icerisindeki fiber yapilar1 gosterilmistir. d. CSlerin in vivo transplantasyon
asamasinin sematik gosterimi.

Hiicre Tabakasi

4.2. BrdU Boyanma Sonugclar:

Verilen kok hiicrelerin over dokusunda varliklari ve lokalizasyonlarin1 gostermek amaciyla
yapilan BrdU boyamasinda kontrol ve POY gruplarinda, beklenildigi tizere, higbir tutulma
goriilmemis olup, tutulum IV ve CS gruplarinda belirgin olarak saptanmistir (Resim 4.2).
Tiim over kesitlerinde yapilan histolojik gézlemde CS uygulanan grupta kok hiicre sayisinin

IV grubuna kiyasla goreceli fazla oldugu diisiiniilmiistiir. Bu bulgu direkt over yiizeyinden
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yapilan uygulamanin kok hiicre yogunlugu agisindan sistemik uygulamaya karsin daha etkin
oldugunu diistiindiirmiistiir. K6k hiicre verilen her iki grupta da kok hiicrelerin stromada

dagilim gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, kok hiicrelerin parakrin mekanizma ile

folikiilogenezi etkilemis olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Resim 4.2. BrdU boyama yontemi ile kesitlerde kok hiicre varliginin gosterilmesi. a. Kontrol
grubu, b. POY grubu, c. POY + IV verilen AKMKH grubu, d. POY + Cell sheet
ile verilen AKMKH grubu. (&3): BrdU pozitif hiicreler (Brdu-H X100).

4.3. Hematoksilen — Eosin Bulgular:

Kontrol grubu over dokusunda yapilan 151k mikroskobik incelemede kiigiik biiyiiltmede
kortekste farkli gelisim asamalarindaki folikiiller normal yapilar ile izlendi. Medulla bol
kan damar1 i¢eren bag doku karakterindeydi (Resim 4.3a). Biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde
tek katli yassi folikiil hiicreleri ile gevrili primordiyal folikiil ile, zona pellusidas1 diizenli ve
belirgin olan preantral folikiil ve gelisim sirasindaki fizyolojik siiregte atreziye giden
follikiiller izlendi (Resim 4.3b). Antral ve Graaf folikiillerinde de graniiloza katman1 normal

goriinlimde ayirt edildi, teka katmanlari belirgin sekilde izlendi (Resim 4.3c-d).
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Resim 4.3. Kontrol grubu over Kesiti. a. kiigiik biiyiiltmede panoromik goriintii, b. biiyiik
biiyiiltmede preantral folikiil (PAF), c. biiyiik biiyiiltmede antral folikiil (AF),
d. biyiik biiyiiltmede Graaf folikiilii (GF). (PF): Primordiyal follikiil, (FA):
folikiiler atrezi, (c0): kan damarlari, (<): zona pellusida, ({): graniiloza katmani,
(1): teka interna (H-E. a- X40, b,c- X400, d- X200)

Siklofosfamid ile POY olusturulan grupta over dokusunda yapilan kii¢iikk biyiiltmeli
incelemelerde en belirgin degisim kan damarlarinda yogun dilatasyon olarak izlendi;
damarlarin kortekste interfolikiiler alanda ve korpus luteum iginde dilate goriiniimleri
oldukca dikkat c¢ekiciydi, ek olarak medular damarlarda konjesyon belirgindi. Kiigiik
bliyiiltmede dahi ayirt edilebilen folikiiler atrezi bu grubun diger 6nemli morfolojik
bulgusuydu; antral ve Graaf folikiillerinin biiyiik cogunlugunda atrezi ile uyumlu morfolojik
degisimler ayirt edildi. Perifolikiiler alanda fibrozis de dikkati ¢ekti (Resim 4.4a). Biiyiik
biiyiiltmeli incelemelerde primordiyal folikiillerin normal histomorfolojik 6zellikte oldugu
goriiliirken, preantral folikiillerde atrezi belirgin olarak izlendi (Resim 4.4b). Benzer sekilde
antral folikiillere ait zona pellusidada duplikasyon ve folikiiler katmanda apoptotik
hiicrelerin varligi ile atrezi goriildii (Resim 4.4c). Bu grupta Graaf folikiilleri
degerlendirildiginde, kesitlerde gdzlenenlerin tiimiinde histomorfolojik deformasyonlar
ilgiyi ¢ekti. Cogunun atreziye gittigi belirlenirken, atretik olmayan folikiillerde de antrumun
diizeninin bozuldugu, folikiil seklinin dairesel formda olmadig1 dikkati c¢ekti. Graniiloza
katmanina invaze fibrotik yap1 belirgindi. Folikiiler katmanda yogun apoptotik cisimler ile

fibrotik teka yapisi atrezinin gostergesi olarak izlendi (Resim 4.4d).
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Resim 4.4. Siklofosfomid ile POY olusturulan grupta over kesiti. a. kii¢iik biiyiiltmede
panoromik goriintii, b. biiyiik biiyiiltmede atreziye ugramis (FA) preantral folikiil,
c. biiyiik biiyiiltmede antrl folikiil (AF), d. biiyiik biiyiiltmede Graaf folikiilii (GF).

(0): medullar damarlarda konjesyon, (#): kan damarlarinda dilatasyon, (K):
perifolikiiler alanda fibrosis, (»): zona pellusida duplikasyon, (*): apoptotik hiicre,
(«): invaze fibrotik doku, (\): fibrotik teka, (2): antrumda sekilsel -deformasyon
(H.E., a- X40, b-X400, ¢X200, d-X400)

Siklofosfamid ile POY olusturulan ve teropatik IV yolla sistemik olarak AKMKH uygulanan
grupta over dokusunda yapilan kii¢iik biiyiiltmeli incelemede c¢esitli gelisim evresindeki
folikiiller izlendi. Damar dilatasyonu ve fibrozisin bu grupta da devam ettigi belirlendi
(Resim 4.5a). Biiyiik biiytiltmeli incelemelerde primordiyal folikiiller ile preantral folikiiller
olagan histomorfolojik 6zellikleri ile izlendi (Resim 4.5b). Antral folikillerde
histomorfolojik 6zellikleri farkli folikiiller belirlendi; bir grup antral folikiilde graniiloza
hiicre katmani, oosit ve zona pellusida normal yapida izlenirken, bir grubunda zona
pellusidada duplikasyon ve graniiloza katmaninda 6dem ilgiyi ¢ekti. Bu grupta en belirgin
bulgu ¢oklu oosit gdzlenen antral folikiildi. Genetik materyalin degisim gosterdigi bu tip
folikiil bu gruba 6zgii olarak saptandi. Bu bulgu mutasyon sorusunu akla getirdi. (Resim
4.5¢). Graaf folikiillerinde ise histomorfolojik goriinim POY olusturulan gruba benzerdi;
zona pellusidada kalinlik farki, folikiiler katmanda apoptotik cisimcikler ve fibrotik teka
oldukga dikkat ¢ekiciydi Bu grupta bir grup Graaf folikiilii PKOS’u taklit eder sekilde genis

antrum ve incelmis graniiloza katmani ile ayirt edildi (Resim 4.5d).



Resim 4.5.  Siklofosfomid ile POY olusturulan ve terdpatik intravendz yolla sistemik olarak adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiigiik biiyiiltmede
panoromik goriintii, b. biiyiik biiyiiltmede preantral folikill (PAF), c. farkli
histomorfolojik &zellik gosteren antral folikiiller (AF), d. farkli histomorfolojik 6zellik
gosteren Graaf folikiilleri (GF). (#): kan damarlarinda dilatasyon, (K): fibrosis, (PF):
primordiyal folikiil ({): graniiloza katmani, (*): graniiloza katmaninda 6dem; (O): oosit,
(<): zona pellusida, (»): zona pellusida duplikasyon, (»): zona pellusida kalinlik fark: («):
bir folikiil igerisindeki ¢ok sayida oosit, (*): apoptotik cisimcikler, (\): Graaf folikiiliinde
fibrotik teka, (2): antrum (H-E a-X40, bX400, ¢ ve d — X200).

Siklofosfamid ile POY olusturulan ve teropatik CS ile lokal olarak AKMKH verilen grupta
over dokusunda yapilan kiiclik biiyiiltmeli incelemelerde cesitli gelisim evresindeki
folikiiller olagan goriintimleri ile izlenirken, 6zellikle medullada dilatasyon ve konjesyon
ilgiyi ¢ekti. Morfolojik anomalisi olan folikiillere ve fibrotik stroma yapisina bu grupta
rastlanmadi (Resim 4.6a). Biiyiik biiyiiltmeli incelemelerde primordiyal folikiiller normal
histomorfolojik yapida izlenirken, preantral folikiillerin geneli de normal zona pellusida ve
folikiiler hiicre katmani ile olagan morfolojide saptandi (Resim 4.6b). Antral (Resim 4.6c¢)
ve Graaf folikiilleri (Resim 4.6d) biiyiik biiyiiltmede incelendiginde, tiim bilesenleri ile

folikiillerin olagan yapida olduklar1 ve teka katmanlarinin belirgin oldugu ayirt edildi.

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi ile yapilan 1sik mikroskobik degerlendirmelerde,
siklofosfamid ile POY olusturulan grupta, kontrol grubuna karsin yaygin folikiiler atrezi en

dikkat c¢ekici bulguydu. Preantral ve antral folikiillerin ¢ogunda atrezi ile uyumlu
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histopatolojik degisiklikler izlendi. Graaf folikiillerinde ek olarak teka katmaninda fibrozis
belirgindi. Medullar damarlarda konjesyon ve dilatasyon belirgindi. Deneysel POY grubuna
IV AKMKH uygulanan grupta, folikiiler atrezinin goreceli azaldigi; 6zellikle preantral
folikiillerde yaygin olmadig ilgiyi ¢ekti. Ancak bu grupta ¢oklu oosit iceren antral folikiiller
belirgindi. Graaf folikiillerindeki fibrotik teka goriiniimii de bir 6nceki grup ile ayniydi.
Medullar damarlarda konjesyon ve dilatasyon bu grupta da belirgindi. Deneysel POY
grubuna CS yontemi ile AKMKH uygulanan grupta tiim folikiillerin genel olarak normal

histomorfolojik yapiya sahip olduklar1 ve az sayida preantral folikiilde atrezinin oldugu

izlenirken, fibrotik teka katmanina bu grupta rastlanmada.

Resim 4.6. Siklofosfomid ile POY olusturulan ve terdpatik cell sheet yontemi ile adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiiclik
biiyiiltmede panoromik goriinti, b. biiyiik biiyiiltmede preantral folikiil (PAF),
c. biyiik biiyiiltmede antral follikiil (AF), d. biiyiik biyiiltmede Graaf follikiil
(GF), (0): medullar damarlarda konjesyon, (#): kan damarlarinda dilatasyon,
(PF): Primordiyal folikiil, (<): zona pellusida, (J): graniiloza katman, (]): teka
katmani (H-E, a- X100, b-c-d X400).

Sonug olarak deneysel POY modelinde tiim deneklerin ovaryum folikiillerinde preantral ve
antral evrede yaygin atrezi izlendi. IV AKMKH ile uygulanan kok hiicre tedavisinin atreziyi
kismen gerilettigi izlenirken, ¢oklu oositli folikiiller belirlendi. CS yontemi ile kok hiicre

uygulanan grupta ise folikiillerin genelinde normal yap1 goriildii.
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4.3.1. Folikiil sayilar:

Gruplar arasinda preantral folikiil sayim1 acisindan POY grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Ayni istatistiki fark kontrol grubu ile
POY-+IV MKH tedavisi alan grup arasinda bulunsa da (p=0.014), kontrol grubu ile CS grubu
arasinda preantral folikiil sayilar1 benzer bulunmustur. Antral folikiil icin POY grubunda
say1 en diisiik bulunmus olup, istatistiki ac¢idan tek fark POY grubu ile POY+IV MKH
arasinda tespit edilmistir (p=0.01). Graaf folikiil agisindan her ne kadar POY grubunda en
diistik folikiil sayis1 bulunsa da, istatistiki agidan tek fark POY grubu ile diger gruplar arasi
bulunmustur (p<0.05). Atretik folikiiller i¢in, en fazla atrezi POY grubunda tespit edilmis,
sonrasinda POY+IV MKH bulunmustur. Kontrol grubu ile POY+CS grubu arasinda fark
bulunmamustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplardaki ortalama ve istatistiki anlam1 gosteren grafik a. preantral folikiil b.
antral folikiil, c. Graaf folikiilve d.atretik folikiil sayimlari
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4.4. GDF-9 immiinohistokimyasal Bulgulari

Kontrol grubunda yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmeye ait kiiclik biiyiiltmeli
incelemelerde ovaryumda korteks ve medulla normal histomorfolojik yapistyla ayirt edildi.
Kortekste preantral, antral ve Graaf folikiilleri ile korpus luteum yapilari izlenirken, medulla

icerdigi bol kan damarlari ile olagan goriinlimdeydi. GDF-9 immiinreaktivitesi tiim agsamadaki
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follikiillerde; hem oosit hem de graniiloza katmaninda belirgindi (Resim 4.7a). Biiyiik
biiyiiltmeli incelemelerde preantral folikiillerde; oosit ve graniiloza hiicrelerinde kuvvetli
tutulum izlendi (Resim 4.7b). Antral folikiillerde oositte orta dereceli tutulum izlenirken,
graniiloza katmaninda zayiftan ortaya degisen GDF-9 reaktivitesi ilgiyi ¢ekti (Resim 4.7¢).
Graaf folikiillerinde ise oositte kuvvetli GDF-9 reaktivitesi belirlenirken, graniiloza
katmaninda tutulumun degiskenlik gosterdigi; korona radiatada yogunken, ozellikle bazal

membrana komsu hiicre katmanlarinda orta dereceli oldugu saptandi. (Resim 4.7d).

Resim 4.7. Kontrol grubu over kesiti. a. kii¢iik biiyiiltmede panoromik goriintii b. biiyiik
biiyiiltmede preantral folikiil (PAF), c. biiyiik biiyiiltmede antral folikiil (AF),
d. biiyiik biiyiiltmede Graaf folikiilii (GF). (KL): korpus luteum, («): kan
damarlari, (O): oosit, (J): graniiloza katmani,(A ): bazal membrana komsu hiicre
katmanlarinda orta dereceli tutulum. (GDF-9. a-4X10, b,c-40X10,d-20X10).

Siklofosfamid ile POY uygulanan grupta yapilan GDF-9 immiinohistokimyasal
degerlendirmesinde tutulum tiim gelisim agsamasindaki follikiillerde gortiliirken, yogunlugun
kontrol grubuna karsin daha diisiik oldugu gozlendi (Resim 4.8a). Bu gruba ait biiyiik
biiyiiltmeli incelemede preantral follikiillerde oosit tutulumunun kuvvetli oldugu ayirt
edilirken, graniiloza katmaninda GDF-9 immiinreaktivitesinin kontrol grubuna karsin daha
az oldugu gozlendi; orta dereceli reaktivitenin varligi belirgindi (Resim 4.8b). Antral
follikiillerde oosit tutulumu kuvvetli iken, 6zellikle bazal membran iizerine oturan graniiloza

hiicrelerinde zayif, diger katman hiicrelerinde ise orta dereceli GDF-9 tutulumu ayirt edildi
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(Resim 4.8c). GDF-9 immiinreaktivitesinin Graaf follikiiliine ait oositte orta dereceli,

graniiloza katmaninda ise zayif oldugu goriildii (Resim 4.8d).

Resim 4.8. Siklofosfomid ile POY olusturulan grupta over kesiti. a. kii¢iikk biiyliltmede
panoromik goriintii b. biiylik biiyliltmede preantral folikiil (PAF), oosiite
kuvvetli tutulum (O), graniiloza hiicresinde zayif tutulum (L) c. biiyiik
biiyiiltmede antral folikiil (AF), oositte kuvvetli tutulum (O), graniloza
hiicresinde zayiftan orta dereceye degisen tutulum () d. biiyiik biiyiiltmede
Graaf folikiilii (GF)ne ait oositte (O) orta dereceli, graniiloza katmaninda () ise
zay1f oldugu gorildi (GDF-9, a-4X10, b-40X10, c-40X10, d-20X10).

Siklofosfamid ile POY olusturulan ve IV AKMKH uygulanan grupta yapilan kiiciik
biiyliltmeli incelemede genel olarak kortekste folikiiller ve medullada normal yapida bag
dokusu izlendi. GDF-9 tutulumunun kontrol grubuna yakin, folikiillerin genelinde hem o0osit
hem de graniiloza katmaninda oldugu belirlendi (Resim 4.9a). Yapilan biiyiik biiyiiltmeli
incelemede preantral folikiillerde oosit ve graniiloza hiicrelerinde orta dereceli GDF-9
immiinreaktivitesi belirlendi (Resim 4.9b). Bu grupta antral follikiillerde degisik
histomorfolojik gdriiniim ilgiyi ¢ekti. Kesitlerde gdzlenen antral folikiillerin antruma yakin
apoptotik cisimcikler igeren graniiloza katmanina sahip olduklari, bu tip follikiillerde oositte
orta dereceli GDF-9 tutulumu belirlenirken, graniiloza katmaninda negatiften zayifa degisen
bir immiinreaktivite izlendi. Bir grup folikiilde ¢ift oosit, ya da oositte ¢ift nukleolus izlendi.
Bu tip olas1 genetik deformite i¢eren folikiillerde oositlerde tutulum kuvvetli iken, graniiloza

katmaninda zayiftan ortaya degisiyordu. Normal histomorfolojiye sahip az sayida antral
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folikiilde ise GDF-9 immiinreaktivitesi oositte orta dereceli, graniiloza katmaninda ise zay1f
olarak belirlendi. Bu bulgular 1s13inda apoptotik morfolojideki folikiillerde GDF-9
ekspresyonunun azaldigi, ancak olasi genetik anomali olan folikiillerde ise ayni grubun
saglikli folikiillerine gore arttig1 sonucuna varildi (Resim 4.9c). Bu grupta Graaf folikiilleri
PKOS’u taklit eder sekilde genis antrum ve incelmis graniiloza katmani ile ayirt edildi. Oosit
tutulumu da diger folikiillere esdesti. Graniiloza katmaninda GDF-9 ekspresyonu negatiften

zayifa degisiyordu. (Resim 4.9d).

E A
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Resim 4.9. Siklofosfomid ile POY olusturulan ve terdpatik intraven6z yolla sistemik olarak
adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiigiik
biiyiiltmede panoromik goriintii, hem o0sit (O) hem de graniiloza katmaninda
kontrol grubuna yakmn tutulum (L) oldugu belirlendi b. biiyiik biiyiiltmede
preantral folikiil (PAF), oosit (O) ve graniiloza hiicrelerinde ({), orta dereceli
GDF-9 immiinreaktivitesi belirlendi, c. Follikiiler atrezi (FA), oositlerde
kuvvetli tutulum (O), graniiloza katmaninda zayiftan ortaya degisen tutulum
(), antral folikiilde (AF), ise oositte (O), orta dereceli, graniiloza katmaninda
ise zayif (J) tutulum, apoptotik morfolojideki follikiillerde tutulumda azalma,
ancak olas1 genetik anomali olan folikiillerde ise ayni grubun saglikli
folikiillerde tutulumda ki artis d. PKOS’ u taklit eden Graaf folikiil (GF), genis
antrum (<) ve incelmis graniiloza katmani ({) ve bu katmanda negatiften zayifa
degisen tutulum (GDF-9, a-4X10, b,c,d-40X10, c-20X10).

Silofosfamid ile POY olusturulan ve CS yontemi ile AKMKH uygulanan grupta yapilan
kiigiik biiyiiltmeli incelemede ovaryum korteksinde gelisim asamalarindaki folikiiller ve

medulla normal yapilarinda izlendi. GDF-9 ekspresyonu folikiillerin tiimiinde izlendi,
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tutulum yogunlugu kontrol grubuna esdes goriiniimdeydi (Resim 4.10a). Preantral
folikiillerde oosit tutulumu kuvvetli iken, graniiloza katmaninda orta dereceli reaksiyon
dikkati c¢ekti (Resim 4.10b). Antral folikiillerin biiylik biiyiiltmeli incelemelerinde
histomorfolojik yap1 ve sekil acisindan normal goriiniim izlendi. Oosit ve graniiloza hiicre
katmaninda ortadan kuvvetliye degisen GDF-9 ekspresyonu ilgiyi ¢ekti (Resim 4.10c). Bu
grupta Graaf folikiilleri morfolojik olarak da normal goriinimdeydi. Bu folikiillerde GDF-9
tutulumunun kontrol grubu Graaf folikiilleri ile tamamen esdes diizeyde ve kuvvetli oldugu
izlendi (Resim 4.10d).

LSl

Ve
i
TR

"‘,’,’ft LR A"'., ST
& P =

Resim 4.10. Siklofosfomid ile POY olusturulan ve teropatik cell sheet yontemi ile adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiiciik
biiyliltmede panoromik gorintii, b. biiyiik bilyiiltmede preantral follikiil
(PAF), oositte kuvvetli tutulum (O), graniiloza hiicrelerinde orta dereceli
tutulum (7), (GDF-9,) c. biiylik biiyiiltmede antral follikiillerde (AF) normal
tutulum, oosit (O) ve graniiloza hiicre katmaninda orta-kuvvetli tutulum (),
(GDF-9, 40X10) d. biiyiik biiyiiltmede Graaf follikiilde (GF), kontrol grubuna
benzer tutulum (GDF-9, a-4X10, b,c-40X10 d-20X10).

Sonu¢ olarak GDF-9 immiinreaktivitesi gruplar arasinda degerlendirildiginde, kontrol
grubuna karsin deneysel POY olusturulan grupta tiim folikiillerde immiinreaktivitenin
azaldigi, IV AKMKH uygulanan grupta ise, genel olarak POY olusturulan gruba benzer
yogunlukta GDF-9 ekspresyonunun varligi ilgiyi ¢ekti. POY olusturulan ve CS yontemi ile
lokal kok hiicre uygulanan grupta ise GDF-9 tutulumunun kontrol grubuna benzer

yogunlukta oldugu belirlendi.
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4.5. BMP-15 Bulgular

Kontrol grubu ovaryum kesitlerinde yapilan BMP-15 immiinohistokimyasal boyamalarinda
yapilan kii¢iik biiyiiltmeli incelemelerde gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerde, oosit
ve graniiloza hiicrelerinde tutulum gézlendi. Stromada immiinreaktivite gézlenmedi (Resim
4.11a). Biiyiik biytltmeli incelemelerde preantral folikiillerde ve bu folikiillere ait
oositlerde, kuvvetli BMP-15 tutulumu izlendi (Resim 4.11b). Antral folikiillerde oosit
tutulumu orta dereceli olarak izlenirken, graniiloza hiicre katmaninda ortadan kuvvetliye
degisen immiinreaktivite saptandi (Resim 4.11c). Graaf folikiillerindeki tutulum da antral
folikiillere benzer 6zellikte; ortadan kuvvetliye degisir diizeydeydi (Resim 4.11d).

Resim 4.11. Kontrol grubu over Kesiti. a. kii¢iik bilyiiltmede panoromik gériintii b. biiyiik
biiytiltmede preantral folikiillerde (PAF) ve oositlerinde (O), kuvvetli tutulum
c. biiyiik biiyiiltmede Antral follikiil (AF), graniiloza hiicre katmaninda ortadan
kuvvetliye degisen tutulum () d. biiyiik biiyiiltmede Graaf folikiillerde (GF),
ortadan kuvvetliye degisen tutulum, (S): Stroma (BMP15,a- 4X10 b,d-40X10,
c-20X10).

Deneysel POY modelinde yapilan kiigiik Dbiyiiltmeli incelemelerde BMP-15
immiinreaktivitesi tim gelisim asamasindaki folikiillerde, kontrol grubuna karsin daha az
yogunlukta izlendi. Stromada tutulum goriilmedi (Resim 4.12a). Cogu folikiiliin atretik hale
geldigi bu grupta, goreceli normal histolojik yapidaki preantral folikiillerde BMP-15
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immiinreaktivitesinin oosit ve graniiloza hiicre katmaninda, kontrol grubuna gore azaldig,
orta dereceli oldugu belirlendi (Resim 4.12b). Antral folikiillerde yapilan biiyiik biiyiiltmeli
incelemelerde oositteki BMP-15 tutulumunun, kontrol grubuna benzer olarak orta dereceli
oldugu izlenirken, graniiloza hiicre katmaninda tutulumun kontrol grubuna karsin azaldigi,
zayiftan ortaya degistigi ilgiyi ¢cekti (Resim 4.12c). Bu grup Graaf folikiilleri incelendiginde,
BMP-15 immiinreaktivitesinin, antral folikiilere benzer 6zellikte zayiftan ortaya degistigi,
kistik goriiniimdeki folikiillerde ise tutulum diizeninin degiskenlik gosterip, baz1 hiicrelerde
negatif, diger grubunda ise kuvvetli oldugu gozlendi. Bu bulgu dejenere graniiloza

hiicrelerinde membran yapisinin bozulmasma bagli, tutulum spesifitesinin bozuldugu

seklinde yorumland1 (Resim 4.12d).

Resim 4.12. Siklofosfomid ile POY olusturulan grupta over kesiti. a. kiigiik biiyiiltmede
panoromik goriintli, Folikiiler atrezi (FA), Preantral follikiil (PAF), antral
follikiil (AF), de kontrol grubuna gére yogun tutulum b. Biiyiik biiylitmede
preantral follikiilde (PAF), oositte (O) ve graniiloza hiicrelerinde ({), orta
dereceli tutulum c. Biiyiik biiylitmede Antral follikiil (AF), graniiloza
hiicrelerinde () zayif-orta dereceli tutulum d. Biyiik biyitmede Graaf
follikiil (GF), graniiloza hiicrelerinde zayif-orta dereceli tutulum (7), kistik
follikiillerde graniiloza hiicrelerinde negatif tutulum (4 ), kistik follikiiler (€2)
(BMP15, a-4X10, b,c,d-40X10) -

Deneysel POY modelinde IV AKMKH uygulanan grupta ovaryumda yapilan BMP-15

immiin boyamasinda yapilan kii¢lik biiyliltmeli incelemelerde, kortekste bulunan degisik



47

gelisim asamasindaki folikiillerde BMP-15 tutulumu goriiliirken, tutulum yogunlugunun
goreceli olarak POY grubuna benzer oldugu dikkati ¢ekti. Stromada tutulum gozlenmedi
(Resim 4.13a). Preantral folikiillerde yapilan biiylik biiyiiltmeli incelemelerde, deneysel
POY grubuna benzer, oosit ve graniiloza giicre katmaninda orta dereceli BMP-15
immiinreaktivitesi ~ gorildi ~ (Resim  4.13b).  Antral  folikiillerde = BMP-15
immiinreaktivitesinin oosit diizeyinde orta dereceli oldugu, graniiloza hiicre katmaninda ise
ortadan kuvvetliye degistigi belirlendi. Bu bulgu kontrol grubuna benzerlik gosteriyordu
(Resim 4.13c). Bu grupta en belirgin boyanma 6zelligi Graaf folikiillerinde ayirt edildi; bu
folikiillerde graniiloza hiicre katmaninda zayif immiinreaktivite goriiliirken, yer yer varlik

gosteren folikiil kistlerinde ince graniiloza hiicre katmaninda hiicre yapisinin bozulmasina

paralel kuvvetli BMP-15 immiinreaktivitesi dikkati ¢ekti (Resim 4.13d).

Resim 4.13. Siklofosfomid ile POY olusturulan ve terépatik intravendz yolla sistemik olarak
adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiigiik
biiytiltmede panoromik goriintii, preantral folikiil (PAF), antral follikiil (AF),
Graaf follikiil (GF), ve negatif tutulum gdsteren stroma (S) b. Biiyiik biiyiitmede
preantral folikiiller (PAF), oosit (O) ve graniiloza hiicre katmaninda (J) orta
dereceli reaktivite c. Biiyiik biiyiitmede Antral folikiillerde (AF), oosit diizeyinde
(O) orta dereceli, graniiloza hiicre katmaninda ({) ise orta- kuvvetli derece
tutulum d. Biiyiik biiyiitmede Graaf follikiil (GF),graniiloza katmaninda zayif
tutulum (), kistik follikiil (Q2) ve ince graniiloza katmani (J) ve bu katmanda
deformasyonlar (<) (BMP-15,a- 4X10, b,d-40X10, c-20X10).
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Deneysel POY modelinde CS yontemi ile AKMKH uygulanan grupta over dokusunda
yapilan BMP-15 immiinboyamasinin kii¢iik biiyliltmeli incelemesinde, cesitli gelisim
asamasindaki folikiillerde kontrol grubuna benzer yogunlukta BMP-15 immiinreaktivitesi
izlendi. Stromada tutulum yoktu (Resim 4.14a). Preantral folikiillerde yapilan biiyiik
biiyliltmeli incelemelerde, oosit ve graniiloza hiicre katmaninda kuvvetli BMP-15
immiinreaktivitesi  belirlendi ~ (Resim  4.14b).  Antral  folikiillerde = BMP-15
immiinreaktivitesinin yine kontrol grubuna benzer olarak oositte orta dereceli, graniiloza

hiicre katmaninda ise ortadan kuvvetliye degisen yogunlukta oldugu goriildii (Resim 4.14c).

Graaf folikiilerinde de kontrol grubuna benzer, ortadan kuvvetliye degisen BMP-15
tutulumu izlendi (Resim 4.14d).

Resim 4.14. Siklofosfomid ile POY olusturulan ve teropatik cell sheet yontemi ile adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta over kesiti a. kiiclik
biiyliltmede panoromik goriintli, Preantral folikiiller (PAF) ve antral
folikiillerde (AF) ve Graaf follikiilde (GF) kontrol grubuna benzer tutulum ve
negatif tutulum gosteren stroma (S) b. biiylik biiyiiltmede PAF, oosit (O) ve
graniiloza hiicre katmaninda (J) kuvvetli tutulum c. biiyiik biiyiiltmede AF, O
orta dereceli, (J) ise ortadan kuvvetliye degisen tutulum d. biiyiik biiyiiltmede
GF, ], ortadan kuvvetliye degisen tutulum (BMP15, a-4X10, b,c,d-40X10).



49

Gruplar arast BMP-15 tutulumu degerlendirildiginde, deneysel POY modelinde 1V
AKMKH uygulanan grupta BMP-15 immiinreaktivitesinin 6zellikle graniiloza hiicre
katmaninda azaldigi, CS y6ntemi ile uygulanan AKMKH grubunda ise BMP-15 dagiliminin
kontrol grubuna benzer oldugu saptandi. 2 ve 3. gruplarda gézlenen bu durumun oositten
salgilanan BMP-15’in graniiloza hiicrelerine aktarilamamasi, ya da bu hiicreler tarafindan
allmamamasma neden oldugu kanisina varildi. Sonugta da folikiiler sag kalim ve

steroidogenezisin olumsuz etkilenmis olabilecegi diisiiniildii.

4.5.1. H skoru bulgular:

GDF-9 igin H skoru bulgularinda, en yiiksek H skoru kontrol grubunda en diisiik H skoru
ise POY grubunda tespit edilmistir. POY+CS grubu goreceli olarak POY+IV grubundan
GDF-9 H skorlarinda daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3). Bakilan tiim H skorlar1 gruplar
arasinda istatistiki anlamli olarak tespit edilmistir.
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p<0,001

p<0.05 anlamli kabul edilmistir

Sekil 4.3. GDF-9 igin a. preantral, b. antral ve c. Graaf folikiillerde gruplar aras1 H skoru
gosteren grafik ve p degerleri
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BMP-15 i¢in H skoru bulgularinda, her ne kadar tiim folikiillerde en diigilk H skoru POY
grubunda bulunsa da, tedavi gruplar1 arasinda H skoru Kontrol grubuna en yakin olan tiim
folikiil gruplarinda CS grubu olarak gosterilmistir (Sekil 4.4). Bakilan tiim H skorlar1 gruplar

arasinda istatistiki anlamli olarak tespit edilmistir.
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p<0.05 anlam!l: kabul edilmistir

Sekil 4.4. GDF-9 igin a. preantral, b. antral ve c. Graaf folikiillerde gruplar aras1 H skoru
gosteren grafik ve p degerleri

4.6. TUNEL Bulgulan

Kontrol grubunda yapilan incelemede, az sayidaki atretik folikiilde TUNEL pozitif hiicreler

gozlenirken, doku geneli negatif olarak izlendi (Resim 4.15a).
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Resim 4.15. a. Kontrol grubu, tunnel pozitif hiicreler («), hematoksilen (20X10),
b. Siklofosfoamid grubu, tunnel pozitif hiicreler («—), folikiiler atrezi; FA,
pozitif teka interna hiicreleri ({), hematoksilen (20X10) c. Deneysel POY
olusturularak IV AKMKH uygulanan grup, pozitif teka interna hiicreleri (),
hematoksilen (20X10) d. Deneysel POY olusturularak CS yontemi ile
AKMKH uygulanan grup, tunnel pozitif hiicreler («—), folikiiler atrezi; FA,
negatif teka interna hiicreleri ({), hematoksilen (20X10).

Siklofosfamid ile deneysel POY olusturulan grupta ise ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicre
iceren atretik folikiillerin arttig1, bu folikiillerde pozitif hiicre sayisinin da goreceli olarak
kontrol grubuna karsin ¢ok oldugu ilgiyi ¢ekti. Atretik folikiillerin genellikle antral folikiil
diizeyinde oldugu ve graniiloza hiicrelerine ek olarak bu grupta teka interna hiicrelerinin de

TUNEL pozitif oldugu gériildii (Resim 4.15b).

Deneysel POY olusturularak IV AKMKH uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicreleri igeren
folikiil miktarinin goreceli olarak kontrol grubuna benzer oldugu saptanirken, bu gruba ait
antral folikiillerin teka interna hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelerin halen var oldugu

dikkati ekti (Resim 4.15¢).

Deneysel POY olusturularak CS yontemi ile AKMKH uygulanan grupta ise 2. ve 3.

gruba benzer sekilde atretik folikiillerin antral folikiil diizeyinde oldugu gozlemlenirken,
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kontrol grubuna benzer olarak bu grupta da atreziye giden antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicreler ayirt edilirken, teka interna hiicreleri negatif olarak

izlendi (Resim 4.15d).

Sonug olarak gruplar arasi apoptozis diizeyleri degerlendirildiginde; en yaygin apoptozisin
siklofosfamid ile deneysel POY olusturulan grupta; atreziye giden antral folikiil diizeyinde
ve graniiloza ile teka interna hiicrelerinde oldugu izlendi. Deneysel POY olusturularak
AKMKH uygulanan grupta apoptozise giden atretik folikiillerin goéreceli olarak azaldig,
ancak teka interna hiicrelerindeki apoptozisin devam ettigi ilgiyi ¢ekti. CS yontemi ile kok
hiicre uygulanan grupta ise apoptozis orani kontrol grubuna benzerdi. Sonug olarak; IV
AKMKH uygulanan grupta teka interna hiicrelerindeki apoptozisin devam etmesi bu grupta
Ostrojen sentezini olumsuz etkileyerek endometriyumun implantasyona hazirlanmasini
sekteye ugratacagi, CS ile kok hiicre uygulamasinin ise teka interna hiicrelerinin intakt
kalmasimi saglayarak saglikli implantasyon icin gerekli Ostrojen diizeyini koruyacagi

kanisina varildu.

4.7. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

GDF-9 ve BMP-15 genlerinin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light Cycler
480 cihazi kullanildi. Rat uterus dokularindan elde edilen GDF-9, BMP-15 ve bu genlerin
ifadelenmesini normalize etmek i¢cin ACTB genlerine 6zgiil primerler ve UPL problari

kullanilarak c¢alisildi.

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi i¢in gerekli olan
ACTB geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi sekil 4.5’de gosterildi.
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Sekil 4.5. Gruplarda Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi

4.7.1. Gen ifade diizeylerinin Karsilastirmasi

Real Time PCR yonteminde ilgili hedef genin ortamdaki derisimi primerlerin ilgili gen
dizileri ile baglanmasi ile dogru orantilidir. Hedef gene ait mRNA ortamda ne kadar ¢ok
bulunursa eslesmeyle dogru orantili seyreden amplifikasyonlar isimanin o kadar erken
gerceklesmesine neden olur. Bu bilgiler 1s1ginda, GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade
diizeylerinin karsilastirmali degerlendirmeleri yapildi. Bu genlerin mRNA ifade diizeylerini
belirlemek igin kantitatif Real-time PCR ydntemi kullanildi. ifade diizeylerinin
karsilastirmali analizi Qiagen-REST-2009 (Relative Expression Software Tool, [87])
progran ile birlikte Qiagen-RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5 programi

kullanilarak es zamanli olarak gerceklestirildi.

Rat ovaryum dokularinda GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizeyleri
incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla 2.grupta anlamli diizeyde azaldigi belirlendi
(p<0.05). Buna karsin 3. ve 4. gruplarda ise 2.gruba kiyasla GDF-9 ve BMP-15 genlerinin
MRNA ifade diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi gézlendi (p<0.05).
Ancak GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizey artiginin en yiiksek 4.grupta oldugu
belirlendi (p<0.05).



54

4.8. E2 Sonuclar:

POY grubunda tiim diger gruplara kiyasla E2 daha diisiik bulunmustur (P..). CS ve IV grup
kendi igerisinde kiyaslandiginda her ne kadar IV grup POY grubuna gore daha yiiksek E2
ortalamasina sahipse de, CS grubunun E2 miktar1 bu iki gruptan da yiiksek ve kontrol

grubuna en yakin bulunmustur (Sekil 4.6).

Grand Median = 122.35
400.007
o -
300,00
200,004
— s
—
—1
0.00 T T T T
kontrol POF I cs
p=0.02

p<0.05 anlamii kabul edilmistir

Sekil 4.6. Gruplar aras1 6strojen degerlerini ve istatistiki farki gosteren grafik
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5. TARTISMA

POY, insidans1 glinimiizde giderek artan ciddi bir saglik problemi haline gelmistir. Bu
durumun %10 kadarmin nedeni bilinse de %90 nedeni heniiz bilinmemektedir. Ozellikle tiim
diinyada ve tlilkemizde evlilik ve ¢ocuk dogurma yasinin ileri yillara ertelenmesi nedeniyle,
POY’a bagh 6zellikle infertilite sikayeti ile doktora basvuru sikligi artmistir. Her ne kadar
bu hasta popiilasyonunda %5 kadar spontan gebelik ihtimali bulunsa da bu oran ¢ocuk sahibi
olmak isteyen ciftler icin diisiik olarak degerlendirilmektedir [5]. Hastaligin diger
bulgularindan olan hipodstrogenizme bagli semptomlar (sicak basmasi, kemik erimesi gibi)
semptomatik tedavi ile giderilebilir ancak, infertilite i¢in heniiz klinikte uygulanan yiiz

giildiiriicii bir ¢6ziim bulunmamaktadir.

POY kaynakl infertilite i¢in klinikte aktif kullanilan tedavi, yardimci iireme teknikleri olan
IVF tir. Buna karsin, bu hasta grubunda over rezervi ciddi oranda azaldigindan IVF in
basarisi da yiiksek degildir. Bunun yani sira, lilkemizde etik nedenlerden dolay1 yasal olmasa

da, diinyada ‘oosit donasyonu’ da basar1 sans1 yiiksek tedavi seceneklerinden biridir.

2016 yilinda Kawamura ve arkadaslarinin POY i¢in yaptig1 ¢alisma biiytik ilgi uyandirmis
ve bu alanda ¢i8ir agacagi diisiiniilmiistiir. Bu calismaya gore POY olan hastalarin overi
almip kiigiik pargalar halinde 6zel baz1 kimyasallarla muamele edildiginde PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolagmin aktive oldugu ve sonrasinda bu parcalarin tekrar transplante edilmesi ile
folikiiler gelisim ve gebeligin olustugu, kii¢iik bir hasta serisinde gdsterilmistir [88]. Buna
karsin, calisma bu kadar yiiz giildiiriicii olmasina ragmen klinik uygulamada beklenen

basariya ulasilamamaistir.

Biitiin bu tedavilerin yani sira, glinlimiizde heniiz ¢alisma asamasinda kullanilan fakat yiiz
giildiiriicii sonuglarin bulundugu kok hiicre tedavileri bulunmaktadir. MKH ler kemik
iliginde kesfedilen ilk erigkin tip kok hiicredir [89]. Kemik iligi MKH leri yiiksek proliferatif
potansiyelleri olup pek ¢ok hiicreye doniisme kapasiteleri bulunmaktadir. Doniisebildikleri
hiicreler arasinda osteoklastlar, myositler, makrofajlar, adipositler sayilabilir [90]. Kemik
iliginden koken almis MKH ler kemoterapi ile olusturulmus POY modelinde tedavide ilk
kullanilan kok hiicrelerdir [91] ve bu konu ile ilgili literatiirdeki tiim ¢alismalarda MKHIer
IV uygulanmistir.
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2014 yilinda Kilig ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada kemik iligi kokenli MKH lerin
germ hiicre apoptozuna ve DNA hasarina karsi koruyucu etkisi gosterilmistir (Fu 35). Bunun
yani sira, 2014 yilinda Liu ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada sisplatin ile indiiklenmis
POY modeli olusturdugu ratlarla yaptig1 calismada, kemik iligi kdkenli MKH lerin in vitro
ortamda granulosa hiicrelerine gog ettigi ve apoptozu engelledigi gosterilmistir [37]. Bunlara
ek olarak, 2019 yilinda Besik¢ioglu ve arkadaslarinin yaptigi, ratlarda kemoterapi ile
olusturulmus POY modelinde MKH verildikten 30 giin sonra AMH, 6strodiol ve FSH
seviyelerinde kontrol grubuna gore diizelme oldugu kanitlanmistir [92]. 2018 yilinda
Mohamed ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, POY olusturulmus farelere MKH
uygulanmasi sonucu folikiilogenezin indiiklendigi gosterilmistir. Albino ratlarla yapilan
baska bir ¢alismada gosterilmis ki; MKH ler hasarli overin stromasinda yer almis ve overde
insiilin benzeri bliylime faktorii ve tiimor nekrozis faktorii (TNF-o) artmistir [93]. 2020
yilinda Yang ve arkadaglarinin ratlarla yaptig1 calismada kemoterapi ile indiiklenmis POY
modelinde verilen MKH lerden iiretilen eksozomlarin miR-144-5p tasiyarak over folikiil
atrezisini engelledigi g6zlenmistir. Ayni zamanda miR-144-5p in PTEN {izerinden
granulosa hiicre apoptozunu engelledigi de gosterilmistir [94]. Her ne kadar POY modelinde
kemik iligi kokenli kok hiicrelerin pozitif etkileri gozlense de, tedavi igin yeterli etki
gozlenmemistir. Bahsedilen c¢aligsmalarin ¢ogunda pozitif bir etki gozlense de Yang ve
arkadaslarinin yaptig1 bu ¢alismada yeterli etki gézlenememesinin muhtemel nedeninin
verilen MKHlerin sistemik dolasima katilmasi ve bir kisminin sistemik dolasimda
kaybolmasi olarak diistiniilmiistiir [95]. Bu nedenle bizim yaptigimizda bu etkiyi daha net
kanitlayabilmek icin kok hiicre deney gruplarindan birinde literatiire benzer olarak IV olarak

uygulanmis digerinde ise yeni bir teknoloji ile direkt over yilizeyine kilif olarak sartilmistir.

Literatiirde POY modelinde AKMKH kullanilarak yapilan ¢alismalar da bulunmaktadir.
AKMKH ler kolay elde edilebilmeleri, yiiksek miktarda tiretilebilmeleri, otolog ya da
allojenik kullanima uygun olmalar1 ve yiiksek farklilasma kapasiteleri nedeniyle sik tercih
edilen hiicrelerdir [96]. 2018 de farelerle yapilan bir ¢alismaya gore insan AKMKH ler POY
hasta grubunda uygulanmis ve POY hasta grubunda bu kok hiicrelerin SMAD sinyal
yolagin1 kullanarak hCG proliferasyonunu arttirdiklar1 ve hCG apopotoz hizin1 inhibe
ettikleri gozlemlenmistir [97]. Buna ek olarak, AK MKH, VEGF ve plateletten zengin
plazmanin kombine tedavisinde, ratlarda siklofosfamid ile indiiklenmis POY modelinde
over fonksiyonunda anlamli bir artis saptanmistir. Ayni1 zamanda ratlarda BMP4, IGF-1,

TGF-p diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir [98]. 2019 da Ling ve arkadaslarinin ratlarla
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yaptig1 baska bir calismada verilen AKMKH lerin overin daha ¢ok interstisyumuna
yerlestikleri ve FGF2, IGF-1, HGF ve VEGF salgiladiklar tespit edilmistir. Bu kok
hiicrelerin verilmesinin bir miktar da olsa over fonksiyonundaki diizeltmeyi parakrin
mekanizmalarla sagladiklart kanitlanmistir [99]. Yapilan baska bir ¢alismaya gore bu kok

hiicrelerin fibrozisi ve inflamasyonu azalttiklar gosterilmistir [100].

AKMKHlIerin otolog kullanim i¢in kolay elde edilebilir olmas1 ve elde edilisi sirasinda
morbiditesinin, kemik iligi kokenli MKH lere gore ¢ok daha az olmasi nedeniyle, ileri klinik
caligsmalar diisiliniilerek bu ¢alismada AKMKH basarisini da degerlendirmek i¢in bu tip kok

hiicre kullanim1 uygun bulunmustur.

Buna karsin, AKMKH ile yapilan ¢alismalarda, literatiirdeki ¢ogu calisma gibi MKH ler 1V
olarak farenin ya da ratin kuyruk veninen uygulanmis, dolayisiyla sistemik dolasima
verilmistir. Bu durum hem kok hiicrenin hasarli dokuya direkt uygulama ile kiyasla daha az
ulagabilecegi ihtimalini dogurmakta hem de sistemik dolagima verilen multipotent bir
hiicrenin uzun donemde yaratabilecegi yan etki ihtimalini arttirmaktadir. Literatirde MKH
lerin IV verilmesinin yani sira intra-ovarian uygulayan ¢alismalar da bulunmaktadir. 2018
yilinda Mohamed ve arkadaglarinin farelerle yaptigi calismada MKH ler intraovaryan
uygulanmis ve sonuglart kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Yapilan karsilagtirma
sonucunda intraovarian uygulanan kok hiicre sonrasinda folikiil sayist anlamli olarak artmis,
AMH anlamli olarak yiikselmis, FSH ise anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.05) [92].
Buna karsin, intraovaryan kok hiicre verilmesi overin travmasi ile sonuglanabilecek bir
islemdir. Ayn1 zamanda bu islemde kok hiicreler overin sadece birka¢ noktasina ya da sadece
bir hat halinde verilebilirmekte ancak tiim ovare esit sekilde uygulanamamaktadir. Bizim
calismamizda kok hiicreler yeni bir method olan CS ile direkt over yiizeyine uygulanmstir.
Bu islem ile kok hiicreler hem IV uygulamadaki gibi sistemik dolagima verilmemis hem de

overi travmaya maruz birakmadan tiim over dokusuna esit yogunlukta uygulanabilmistir.

Gilintimiizde doku miihendisliginin yeni yaklagimlarindan birisi de hiicre enjeksiyonu
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak icin kullanilan ‘hiicre tabaka teknolojisi’dir. Bugiine
kadar kalp doku miihendisliginde miyokardit ve akut myokard infatiisii sonrasi, plastik
cerrahi de sinir ve kemik rekonstriiksiyonunda kok hiicrelerle birlikte kullanilmigtir. CSs1
yaklagiminda, doku iskelesi kullanilmadigi i¢in buna bagli meydana gelebilecek fibrozis ve

inflamasyon engellenmis olur. Bunun yan sira, kolay ii¢ boyutlu yap1 olusturulabilmesi ve
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kolay manuple edilebilmesi, bu sayede alic1 dokuya kolay transplante edilebilmesi en biiyiik

avantajlarini olusturur[101, 102].

Tiim bunlardan yola ¢ikarak calismamizda, kadin hastaliklar1 alaninda ilk kez, CS yontemini
POY tedavisinde kullanmayr amagladik. Bu sayede siklofosfamid ile POY modeli
olusturulmus ratlarda; hem direkt overe kok hiicrelerin herhangi bir travma olusturmadan
homojen olarak verilmesi, hem de sistemik dolagima verilemeden direkt dokuya
uygulanmasi, saglandi. Bu grubun sonuglarmi, literatiirde siklikla kullanilmis ve kontrol
grubuna gore anlaml iyilesme bulunmus olan IV verilen AKMKH grubu ile kiyaslamak
istedik. Hipotezimiz; CS sistemindeki avantajlar nedeniyle CS grubunun IV grubuna gore

over fonksiyonlarini tyilestirmek bakimindan daha basarili olacagidir.

Literatiirde en sik kullanilan kok hiicre uygulama methodu olan IV yol ile CS yontemini
kiyaslama amagli, yapilan ¢aligmada hem IV hem de CS ydnteminde verilen kok hiicre
miktar1 esitlenmistir (4x10°). Bu sekilde BrdU ile isaretlenmis kok hiicreler her iki yontemi
kiyaslama amacl sakrifikasyon sonrast overde sayilmistir. Buna gore CS yonteminde IV
yola kiyasla over stromasinda goreceli daha fazla kok hiicre tespit edilmistir. Bu sekilde IV
verilen kok hiicrelerin sistemik dolasimda bir kisminin baska dokulara gitti§i ve overe

gelemedigi diistiniilmiistiir.

Literatiire benzer olarak, kok hiicre miktar1 disinda ¢alismada tiim gruplarda preantral,
antral, Graaf ve atretik folikiil sayimlar1 da hesaplanmistir. Buna gore siklofosfomid
uygulanan grupta (2. grup) preantral folikiil sayisinin istatistiksel anlamli olarak diger
gruplara gore azaldigi tespit edilmistir (p<0.001). Bunun yani sira, her ne kadar kok hiicre
tedavisi verilen gruplarda (3.ve 4.grup) POY grubuna gore preantral folikiil sayis1 daha fazla
olsa da, kontrol grubuyla kiyaslaninca IV verilen kok hiicre grubunda hala istatistiksel olarak
folikiillerin daha az oldugu tespit edilmis, ancak CS grubunda kontrol grubuyla arasinda
anlaml1 bir fark bulunamamistir. Bu durum tedavide CS grubunun daha basarili oldugunu
gostermektedir. Bunun yani sira IV grubunda incelenen folikiillerin multiple oositli oldugu
goriilmiistiir. Bu durum her ne kadar bir folikiil gelisimi olsa da gelisen folikiillerin saglikli
olmadigimi ve fekundabiliteye katkisi olmayabilecegini gostermektedir. Atretik folikiiller
acisindan da kontrol grubu ile CS grubu arasinda istatistiksel fark bulunmazken, IV kok
hiicre grubunda atretik folikiiller hem kontrol grubuna gore hem de CS grubuna gore
istatistiki olarak fazla bulunmustur (p<0.001). Bu durumda IV verilen kok hiicrelerin

folikiiler atreziyi engelleyemedi saptanmistir. Kok hiicre uygulamasimin parakrin etkilerle
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overde uyuyan folikiil havuzunu etkinlestirdigi ve folikiiler aktiviteyi arttirdigi
disiiniilmektedir. Literatiirde her ne kadar IV verilen kok hiicrelerin folikiiler havuzu
arttirdig1 ve atreziyi engelledigine ait yaymlar bulunsa da [92] bizim ¢alismamizda CS
grubunun atreziyi IV grubuna gore daha fazla engelledigi ve folikiil havuzunu kontrol
grubuna benzer oranda arttirdigi kanitlanmigtir. Buradan yola ¢ikilarak, CS yontemi ile
uygulanan kok hiicrelerin IV yonteme goére overde goreceli daha fazla bulunmasi ve bu kok
hiicrelerin o6zellikle folikiil ¢evresinde lokalize olmasi, CS yontemi ile uygulanan kok
hiicrelerin parakrin etki ile folikiiler aktivasyonu daha fazla uyarmis olabilecegini

diistindirmiistiir.

Immunohistokimyasal olarak folikiiler aktivasyonu kamtlamak amacli over dokusu GDF9
ve BMP15 ile boyanmis ve sonuglar H skoru ile degerlendirilmistir; POY grubuna gore her
iki antikor i¢in de kok hiicre verilen gruplarda H skor sonuglart istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.001). Literature benzer olarak sadece siklofosfamid grubuna gore hem IV
hem CS grubunda GDF-9 ve BMP-15 tutulumu daha yogun goriinse de, bu iki grup kendi
arasinda kiyaslandiginda 6zellikle BMP-15 in immunohistokimyasal boyanmasi IV grubuna
gore CS grubunda daha belirgin gbzlenmistir; ancak istatistiki bir anlama ulagmamustir.
Buradan yola ¢ikarak, CS grubunda olusturulan parakrin etkinin 6zellikle antral folikiillerin
Graaf folikiile ilerlemesinde rol oynadigini diisiindiirmektedir. GDF-9 ve BMP-15 gen
ekspresyonlar1 degerlendirildiginde POY grubuna gore kok hiicre gruplarinda gen
ekspresyonlar1 istatistiki anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Gruplar kendi igerisinde
kiyaslandiginda CS grubundaki GDF-9 ve BMP-15 gen ekspresyonu kontrol grubuna benzer
olarak tespit edilmis, IV grubuna goére de istatistiki olarak anlamli bulunmustur. CS ve IV
gruplari arasinda istatistiki anlamli olmayan immunohistokimyasal bulgu farkliliginin, gen
ekspresyonunda anlamli  bulunmasi, genin transkripsiyona ugramadigi seklinde

yorumlanmustir.

Calismamizda apoptozisi gostermek i¢cin TUNEL boyamasi da yapilmistir. Bao ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada kemoterapi ile POY olusturulmus farelerde kemik iligi
kokenli kok hiicre tedavisi IV olarak uygulandiktan sonra yapilan TUNEL boyamasinda kdk
hiicre verilen grupta sadece POY grubuna gore apoptozisin azaldigi gosterilmistir [103].
Bizim ¢alismamizda buna ek olarak, IV grup ile CS grubu kiyaslanmis, IV kok hiicre verilen
grupta POY grubuna gore apoptoz belirgin azalsa da, 1V grubu ile CS grubu kiyaslandiginda
IV grupta teka interna hiicrelerinde apoptozun devam ettigi gézlemlenmistir. Bu bulgu, 1V

grubunda kok hiicre tedavisinin folikiillerdeki apoptozu engelledigini gosterse de teka
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internada sure gelen apoptoz nedeniyle, Ostrogen uretiminde bozukluk olacagi ve, bu
durumun da endometriumun implantasyona hazirlanamamast ve implantasyon
basarisizligina neden olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu agidan IV kok hiicre tedavisine gore CS

yontemi, POY grubuna gore apoptozisi 6nleme agisindan daha basarili bulunmustur.

Bunun yani sira calismamizda, literature paralalel olarak bir tek histolojik ve gen
ekspresyonu olarak inceleme yapilmamis ayn1 zamanda dokular alinmadan tiim deneklerden
intrakardiak kan alinarak E2 diizeylerine bakilmistir. Bu degerler literatiideki pek cok
calismaya benzer olarak [99, 103, 104] kok hiicre tedavisi almis gruplarda, kemoterapi
grubuna gore anlamli olarak E2 degerleri yiiksek olarak gézlenmistir (p=0.02). Buna karsin,
kok hiicrelerin 1V uygulanan grupta olan yiikselisi CS grubundan daha diisiik bulunmustur.
Bu sonuglar histomorfolojik, immunohistokimyasal ve genetik sonuclar1 destekler sekilde
gorililmiistiir. CS yontemiyle verilen kok hiicrelerin bir tek histolojik olarak folikiil sayisin
arttirmadigr ayn1 zamanda bu folikiillerin islevsel olup Ostrojen miktarin1 da arttirdigi

distintilmiistiir.

Sonug olarak ratlarda deneysel POY modelinde, histokimyasal, immiinohistokimyasal ve
genetik analizler sonucunda AKMKH]lerin IV uygulanmasina kiyasla CS ydntemi ile
uygulanmasinin over histopatolojisinde, folikiiler sag kaliminda ve gelisiminde daha etkin
oldugu belirlendi. Bu etkinin CS yontemi ile kok hiicrelerin direkt overe verilmesi ve
parakrin yolakla oldugunu diisiindiigiimiiz etkisini daha belirgin olarak gostermesi nedeniyle

oldugu kanisina varildi.
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6. SONUC VE ONERIiLER

Literatiirde bir ilk olarak bu c¢alismada POY modelinde CS yontemi ile kok hiicre
uygulanmasi incelendi ve literatiirde sik kullanmilan bir tedavi sekli olan IV yontemle

kiyaslandi. Calisma sonuclar1 asagida maddeler halinde belirtildi.

e BrdU boyamalarinda CS grubunda kok hiicrelerin goéreceli olarak IV uygulanan gruba
gore daha yogun oldugu belirlendi. Bu bulgu direkt uygulamanin olumlu etkisi olarak

yorumlandi.

e Histomorfolojik incelemede deneysel POY modelinde tiim deneklerin over
folikiillerinde preantral ve antral evrede yaygin atrezi izlendi. IV uygulanan kok hiicre
tedavisinin atrezinin kismen gerilettigi izlenirken, multi oositli folikiiller belirlendi. CS
yontemi ile kok hiicre uygulanan grupta ise folikiillerin genelinde normal yap1 goriildi.
Bu bulgu IV kok hiicre uygulamasinin follikiiler yap1 ve sag kalimini olumsuz

etkiledigini diistindiirdii.

e Folikiiler sayim olarak, POY grubunda diger gruplarla kiyaslandiginda preantral, antral
ve Graaf folikiil sayilarinin anlamli olarak azaldigi (p<0.001), atretik folikiil sayiminin
ise anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<0.001). Folikiil sayiminda CS grubunun kontrol
grubuna en yakin folikiil sayisina sahip oldugu goriildii. Bunun haricinde IV grubunda
atretik folikiillerin CS grubuna goére anlamli olarak arttig1 izlendi (p<0.001). Bu durum
IV kok hiicre tedavisinin atreziyi anlamli 6l¢iide azaltmadigi buna karsin CS nin bu

konuda ¢ok daha etkin oldugu belirlendi.

e Gruplar arasinda GDF-9 immiinreaktivitesi degerlendirildiginde, kontrol grubuna
karsin deneysel POY olusturulan grupta tiim folikiillerde azaldigi, IV kok hiicre
uygulanan grupta ise, kismen artan yogunlukta GDF-9 ekspresyonunun varlig: ilgiyi
cekti. POY olusturulan ve CS yontemi ile lokal kok hiicre uygulanan grupta ise GDF-9

tutulumunun kontrol grubuna benzer yogunlukta oldugu izlendi.

e Deneysel POY grubunda, IV grubunda BMP-15 immiinreaktivitesinin O6zellikle
graniiloza hiicre katmaninda azaldigi, CS grubunda ise BMP-15 dagilimimin kontrol
grubuna benzer oldugu saptandi. 2 ve 3. gruplarda gozlenen bu durumun oositten

salgilanan BMP-15’in graniiloza hiicrelerine aktarilamamasi, ya da bu hiicreler
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tarafindan alinamamasi nedeniyle oldugu kanisina varildi. Sonugta da folikiiler sag

kalim ve sterediogenezisin olumsuz etkilenmis olabilecegi diistliniildii.

TUNEL bulgular1 da immiinohistokimyasal bulgular1 destekler nitelikteydi. IV kok
hiicre uygulanan grupta teka interna hiicrelerindeki apoptozun devam etmesi bu grupta
Ostrogen sentezini olumsuz etkileyerek endometriyumun implantasyona hazirlanmasini
sekteye ugratacagi, CS ile kok hiicre uygulamasinin ise teka interna hiicrelerinin intakt
kalmasini saglayarak saglikli implantasyon i¢in gerekli ostrojen diizeyinin koruyacagi

kanisina varildi.

Rat ovaryum dokularinda GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizeyleri
incelendigi zaman kontrol grubuna kiyasla POY grubunda anlamli diizeyde azaldigi
belirlendi (p<0.05). Buna karsin IV ve CS gruplarinda ise POY grubuna kiyasla GDF-
9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artigr gozlendi (p<0.05). Ancak GDF-9 ve BMP-15 genlerinin mRNA ifade diizey
artisinin en yiiksek CS grubunda oldugu belirlendi (p<0.05). immunohistokimyasal
calismada IV ve CS gruplan arasinda istatistiki bu fakin gdzlenmemesi, genin

transkripsiyona ugrayamadigini diisiindiirdii.

Calismanin zayif yonleri; her ne kadar folikiiler gelisim ¢alismada gruplar aras1 gozlense de

gelisen folikiillerin islevselliginin gosterilmesi amagh ilerleyen c¢alimalarda folikiillerin

fertilizasyon kapasitelerinin incelenmesi gerekmektedir. Bunun yani1 sira, POY modeli elde

etme sirasinda, verilen kemoterapatigin yiiksek toksisisteye sahip olmasindan dolay1

gruplardaki deney hayvani sayisi azalmistir. Ilerleyen calismalarda daha fazla denekle

calismanin tekrarlanmasi sonuclar1 daha degerli kilacaktir. Son olarak, yapilan bir hayvan

deneyi modeli oldugundan, bu sonuglar 1518inda ayni yontemin insan modelinde de

arastirilmasi ¢alismay1 daha degerli hale getirecektir.
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