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TURKCE OZET

Tez g¢aligmasinin amaci, infertilite nedenlerinden biri olan prematiir ovaryan
yetmezlik (POI) olgularinda, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii
oncesi intraovaryan mekanik uyarma ve intraovaryan PRP enjeksiyonu uygulamasimin
hippo sinyal yolag1 iizerinden ovaryan folikiillerin gelisimi iizerindeki etkisinin ve
mekanizmasinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesidir.

Deneysel POI modeli olusturmak, intraovaryan enjeksiyonlar ve KOH protokolii
uygulamak amaciyla 45 adet disi Sprague-Dawley cinsi sican 7 farkli gruba ayrildi.
Denekler (izerinde 15 giin boyunca subkutan olarak tek doz 4-Vinilsikloheksen
Diepoksit (VCD, 160 mg/kg/giin) enjeksiyonu ile POI modeli olusturuldu. VCD
enjeksiyonlar1 ardindan intraovaryan olarak; cerrahi yolla agma kapama, bos igne ile
mekanik uyarma, PRP ve SF enjeksiyonlar1 yapildi ve sonrasinda KOH protokolii
uygulandi. Deneklerin sakrifikasyonu ile eksize edilen ovaryum dokularinda, H&E
boyamasi ile histomorfolojik degerlendirmeler; ELISA yontemi ile serum AMH ve
TAZ, NAIP, CTGF konsantrasyon tayinleri gergeklestirildi.

VCD enjeksiyonlar1 sonucunda deney gruplarinda, ovaryan folikiillerden
primordiyal folikiil ve primer folikiil sayilarinda azalma, atretik folikiil sayilarinda
artma, AMH konsantrasyonunda azalma, hippo sinyal yolagi proteinlerinin
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlaml farklar gortildii.

Bu ¢alismada, sigan deneysel POl modelinde KOH protokolu éncesi uygulanan
intraovaryan PRP enjeksiyonu hippo sinyal yolaginin bozulmasinda serum fizyolojik
enjeksiyonuyla benzer etki gosterdi. Primordiyal foliktllerin aktivasyonunda doku
icine mekanik uyarilma ile PRP enjeksiyonunun etkilerinin benzer olmasi ve hippo
sinyal yolag1 proteinleriyle folikiil aktivasyon diizeylerindeki uyumsuzluk mekanik
uyarilmaya bagl folikiil artisinda farkli mekanizmalarin arastirilmasi gerekliligini
gosterdi.

Anahtar Kelimler: POI, VCD, mekanik uyarim, PRP, KOH, hippo sinyal yolagi



INGILIiZCE OZET

THE EFFECT OF OVARIAN MECHANICAL STIMULATION ON
FOLLICULAR ACTIVATION IN THE RAT IN VIVO MODEL OF
PREMATURE OVARIAN INSUFFICIENCY; COMPARATIVE ANALYSIS
OF INTRAOVARIAN NEEDLE AND PLATELET-RICH PLASMA (PRP)
INJECTION

The aim of the thesis study is to comparatively evaluate the effect and mechanism
of intraovarian mechanical stimulation and intraovarian PRP injection before the
controlled ovarian hyperstimulation (COH) protocol on the development of ovarian
follicles through the hippo signaling pathway in cases of premature ovarian
insufficiency (POI), which is one of the causes of infertility.

In order to create an experimental POl model and apply intraovarian injections
and COH protocol, 45 female Sprague-Dawley rats were divided into 7 different
groups. A POI model was created on the subjects by subcutaneously injecting a single
dose of 4-Vinylcyclohexene Diepoxide (VCD, 160 mg/kg/day) for 15 days.
Intraovarian following VCD injections; Surgical opening and closing, mechanical
stimulation with an empty needle, PRP and SF injections were performed, and then
the COH protocol was applied. Histomorphological evaluations with H&E staining in
the ovarian tissues excised after the sacrifice of the subjects; Serum AMH and TAZ,
NAIP, CTGF concentration determinations were performed by ELISA method.

As aresult of VCD injections, a decrease in the number of primordial follicles and
primary follicles from ovarian follicles, an increase in the number of atretic follicles,
a decrease in AMH concentration, and statistically significant differences in the
expression of hippo signaling pathway proteins were observed in the experimental
groups.

In this study, intraovarian PRP injection applied before the COH protocol in the
rat experimental POl model had a similar effect to physiological saline injection in
disrupting the hippo signaling pathway. The similarity of the effects of mechanical
stimulation and PRP injection into the tissue on the activation of primordial follicles
and the incompatibility between the Hippo signaling pathway proteins and follicle
activation levels showed the need to investigate different mechanisms in the follicle
increase due to mechanical stimulation.

Keywords: POI, VCD, mechanic stimulation, PRP, COH, hippo signaling pathway
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére diizenli ve korunmasiz cinsel
iliskiye ragmen bir y1l boyunca kadinda gebe kalma durumunun goriilmemesi olarak
ifade edilen infertilite, reproduktif periyottaki ciftlerin %15’ini ilgilendiren toplumsal
bir sorun (Thoma ve ark., 2013) olarak goriilmektedir. Infertilitenin, hem erkek hem
de kadin faktore baglh bircok nedeni olmakla birlikte, primordiyal folikil sayisinda ve
oositlerin kalitesindeki azalmayi ifade eden diisiik over rezervi (DOR) olgulari
ulkemizde tedavi edilen infertil ¢iftlerin %32.1-36.1 gibi biyik bir bolumini
olusturmaktadir (Yakin, Urman, & Balaban, 2020). Diisiik over rezervinin yastan
bagimsiz bir sekilde over rezervinde 6nemli diizeyde bir azalmanin oldugu, 35 yasin
altinda 250 kadindan 1'inde ve 35-40 yas arasinda 100 kadindan 1'inde goriildigi
formu prematlr ovaryan yetmezlik (POI, premature ovarian insufficiency) olarak
tanimlanmaktadir (Ulin ve ark., 2021). Tyatrojenik faktorlere (cerrahi, kemoterapi veya
radyasyon tedavisi) ek olarak, spontan POI etiyolojileri arasinda Turner sendromu
veya Turner mozaigi varyantlari, Frajil X sendromu ve otoimmin bozukluklar
bulunmaktadir. POI olgularinin ¢ogunda etiyoloji tam olarak bilinememektedir
(Maclaran, & Panay, 2015). Spontan gelisen POI olgularinda over rezervinin énemli
bir diizeyde azalmis olmasi durumuna karsin, over korteksinde over rezervini
olusturan primordiyal folikiillerin az sayida yer aldig1 bilinmektedir. POI tedavisinde;
overlerde kalan primordiyal folikillerin harekete gecirilmesi ve treme fonksiyonunu
yerine getirecek olgun folikiillerin sayisinin, kalitesinin ve yeterliliginin arttirilmasi
amacgl yardimli iireme tekniklerine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Literatiirde yapilan
caligmalara bakildiginda POI olgularinda uygulanan tedavi yaklasimlar: tartigmali
olup heniiz deneysel olmasina karsin bu uygulanan tedavi yaklasimlar1 arasinda
ovaryan mekanik aktivasyon ve plateletten zengin plazma (PRP) uygulamalari
bulunmaktadir.

Dogal dongiilerde folikiiler olgunlagmanin ilk basamagi ovaryum rezervini
olusturan primordiyal folikiillerin aktivasyonudur. Primordiyal folikiil aktivasyonu
dinamik bir siire¢ olup sik1 kontrol edilir ve molekiiler mekanizmas1 heniiz tamamen
aydinliga kavugsmamistir. Memeli ovaryumunda anahtar parakrin ve otokrin
sinyallesme modellerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte folikiilogenez sirasinda

biyomekanik ve mekanik sinyallesmenin rolleri ¢ok fazla aragtirilmamistir. Mekanik



kuvvetlerin gelisim, doku homeostazi ve kanser biiylimesinde hiicresel dinamikleri ve
islevleri kontrol etmede biitiinleyici bir rol oynadigi bilinmektedir (Hannezo, &
Heisenberg, 2019; Heisenberg, & Bellaiche, 2013). Son ¢alismalarda, ovaryum
korteksinin mekanik parcalanmasinin ve intraovaryan enjeksiyon islemi ile dokunun
delinmesinin, sirasiyla POl ve polikistik over sendromu (PKOS) olan hastalarda
folikiil biiylimesini destekleyebilecegi gosterilmistir. Mekanik uyarilarin ovaryan
foliktilogenezisin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigin1 gosteren kanitlar ortaya
cikmistir. In vitro folikiil kiiltiirii, folikiil biiyiimesinin, ¢cevreleyen matriks sertligine
duyarli oldugunu ve matriks tarafindan uygulanan kompresif stresin folikiil
biliylimesine ve gelisimine kars1 hareket edebildigini ortaya ¢ikarmistir (Kawamura ve
ark., 2013). Ayrica dis korteks ve i¢ medulladaki ECM sertligindeki bolgesel farkin,
farkli folikiil biliylimesine veya gociine katkida bulunabilecegi varsayilmistir
(Woodruff, & Shea, 2011). Mekanik kuvvetlerin molekiler sinyal dizilerinin
diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi ve bu baglamda gerceklesen degisikliklerin
PKOS, endometriyozis veya POI gibi infertiliteye neden olan patolojik durumlarda
gozlendigi, bozulmus folikiilogenezi ve azalmis oosit gelisim potansiyelini belirledigi
goriilmiistiir (Giulia ve ark., 2023).

Yardiml iireme tekniklerinde, POI olgularinda uygulanan tedavi yaklasimlari
daha fazla sayida folikiil gelisimi ve elde edilecek oosit sayr ve kalitesinin
arttirillmasint hedeflemektedir. Hucre proliferasyonu (Halder, & Johnson, 2011),
apoptoz (Plouffe, Hong, & Guan, 2015) ve kok hiicre kendini yenileme (Fu, Plouffe,
Guan, 2017) kontrolu yoluyla organ boyutunu diizenleyen (Dong ve ark., 2007) ve
islev bozuklugu ile ¢esitli hastaliklara (Fu, Plouffe, Guan, 2017), dokuda asir1
blytmeye (Halder, & Johnson, 2011) ve tiimor olusumuna (Fu, Plouffe, Guan, 2017)
neden olan Hippo sinyal yolagi primordiyal folikiillerin aktivasyonunda 6nemlidir.
Doku mekanik gerilimini serbest birakan ve F-aktini bozan overin pargalanmasi
uygulamasinin iyi bilinen bir mekanotransdiiksiyon yolu olan Hippo sinyal yolu
araciligiyla folikiil aktivasyonunu ve biiylimesini destekleyebilecegi gosterilmistir
(Kawamura ve ark., 2013).

Hippo sinyal yolagi iyi bilinen bir mekanosinyallesme yoludur. Hippo yolu, ECM
sertligi (Dupont ve ark., 2011), substrat sertligi (Thomasy, Morgan, Wood, Murphy,

& Russell, 2013), esneme (Aragona ve ark., 2013), hiicre geometrisi (Dupont ve ark.,



2011), hiicre yogunlugu (Zhao ve ark., 2007), hiicresel gerilim (Gonzalez ve ark.,
2018) ve kayma gerilimi (Lee ve ark., 2017) gibi ¢esitli sinyallere yanit verebilir. Bu
faktorler, biiylime, gelisme ve homeostaz gibi ¢esitli hiicresel siirecleri diizenlemek
icin Hippo sinyal yolag: ile entegre edilmistir (Wu, & Guan, 2021). Hippo sinyal
yolag1 etkinlestirildiginde YAP fosforile olur ve islevsiz kaldigi veya bozuldugu
sitoplazmaya yerlesir. Bununla birlikte, Hippo sinyal yolagi bozuldugunda, fosforile
olmayan Y AP, asag1 akis genlerinin ekspresyonuna yol acan TEA alan1 aile iiyeleri
(TEAD 1-4) ile bir transkripsiyon aktivasyon kompleksi olusturmak i¢in niikleusa yer
degistirir. Hippo sinyal yolaginm folikiil biiylimesinde rol oynadigi bulunmustur.
Hippo sinyal yolagmm bozulmasi, YAP'mn folikiil aktivasyonu igin gerekli
olabilecegini gosteren POI benzeri bir fenotipe neden olmustur (St John ve ark., 1999).
Bu, over parcalanmasinin F-aktin polimerizasyonuna, artan nikleer YAP
lokalizasyonuna ve primordiyal folikiil aktivasyonuna yol agabilecegini gdsteren
Kawamura ve arkadaslarinin bir ¢alismasiyla daha da desteklenmektedir (Kawamura
ve ark., 2013). Ayrica, F-aktin polimerizasyonunun kendisi artan nikleer YAP
lokalizasyonuna ve folikiil biiyiimesine yol acarak YAP'm mekanik algilama
kabiliyetini ve folikll aktivasyonundaki rollini vurgulamaktadir (Cheng ve ark.,
2015). Hiicre dis1 matris (ECM) sertligi ve kayma gerilimi gibi mekanik isaretler
YAP/TAZ'm giicli duzenleyicileridir. Aktif YAP/TAZ, hiicreler kati bir ECM
iizerinde biiyiidiigiinde veya genis bir ylizeye yayildiginda niikleusa girer. Tersine,
hiicreler yumusak bir ECM'deyken veya kiiclik bir alana sikistirildiginda YAP/TAZ
etkin degildir. Hiicrelerin ECM'ye baglanmasi, LATS'ye bagli YAP fosforilasyonunu
siirlayarak Rho-GTPaz’lar1 aktive eder. F-aktinin bozulmasi, ECM’nin YAPI
niikleer lokalizasyonu iizerindeki etkisini bloke eder. ECM sertligi hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi i¢in 6nemlidir ve YAP/TAZ aktivitesi bu hiicresel siire¢lerde rol oynar
(Chang ve ark., 2018; Dupont ve ark., 2011).

PRP, kan plazma fraksiyonunda yuksek konsantrasyonda bulunan trombositler
olarak tanimlanmaktadir (Scully ve ark., 2019). Son yillarda, 6zellikle rejeneratif tipta
otolog kandan hizli ve basit yolla elde edilebilen, kisa siirede uygulanabilen ve immiin
cevabi tetiklemeyen PRP uygulamalari genig kullanim alanina sahiptir. Kas-iskelet
sistemi uygulamalar1 (Scully ve ark., 2019; Scully ve ark., 2020), oral-maksillofasiyal

uygulamalar1 (Xu, Gou, Zhang, & Oiu, 2020) ve osteoartrit (Evans ve ark., 2020)



tizerinde PRP’nin pozitif etkisi gosterilmistir. Trombosit aktivasyonundaki karisik
duruma bakildiginda, trombositlerin tiim fizyolojik etkilerinin nasil baglatildiginin
ayrintilart belirsizlik gostermektedir. Bununla birlikte, trombositlerin aktivasyona
yanit olarak bir dizi sitokin saldig1 da bilinmektedir (Roh, Kim, Park, & Oh, 2016).
Sitokin sinyallemesinin oosit, graniloza hicreleri ve teka hiicreleri arasindaki
karsilikli iligkide yer aldigi ve folikiil olgunlasmasi, ovulasyon ve luteinizasyonda
onemli roller aldig1 gosterilmistir (Field, Dasgupta, Cummings, & Orsi, 2014; Orisaka
ve ark., 2006). Folikiil gelisimini diizenleyen bir dizi sitokinin, ayni zamanda
trombosit aktivasyonu sirasinda alfa ve yogun graniil iceriklerinin salgilanmasi
yoluyla trombositler tarafindan da salindig1 gésterilmistir. Bu nedenle, PRP'nin folikiil
olgunlasmasini uyarabilen proanjiyojenik, proliferatif ve proinflamatuar faktorlerin
kolayca erisilebilir, bireysellestirilmig, maliyet etkin bir uygulama oldugu hipotezi
mevcuttur.

Yapilan ¢aligmalarda, intraovaryan PRP uygulamasi umut vaat ediyor olsa da
deneysel model olusturulmasi agisindan galismalarin ortak 6zelligi, sahte enjeksiyon
grubunu (sham) igermemesidir. Prosediirden kaynakli, ovaryumlarda olusan mekanik
gerilme ve/veya hafif yaralanmanin, ovaryum fonksiyonunun gecici olarak yeniden
baslamasina yol agan bir inflamatuar yanit ortaya ¢ikarmak i¢in yeterli oldugu
diistiniilebilir ve ovaryumlarin enjeksiyon sirasinda yaralanmasi, PRP ile tedavinin
basarisina bakildiginda nedensel bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu bilgiler 1s1¢1nda, “infertilite nedenlerinden biri olan POl olgularinda, kontrollii
ovaryan hiperstimilasyon (KOH) protokolii 6ncesi uygulanan intraovaryan PRP
enjeksiyonu, ovaryan folikiillerin aktivasyonunu, PRP’nin etkisi disinda, hippo sinyal
yolagi {izerinden enjeksiyon ignesinin olusturdugu mekanik wuyarilma ile
gerceklestirir” hipotezinden yola ¢ikilarak; sicanlarda deneysel POI modelinde KOH
oncesi intraovaryan mekanik uyarma ve intraovaryan PRP enjeksiyonu uygulamasinin
ovaryan folikiillerin gelisimi tizerindeki etkisinin ve mekanizmasinin karsilastirmali

olarak degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi gonadlar, genital kanallar ve dis genital organlar olmak Uzere
ti¢ boliimden olusmaktadir (Magro-Lopez, & Mufioz-Fernandez, 2021): vulva, vajina,
ektoserviksi igeren alt ve endoserviks, uterus, tuba uterina, ovaryumlar1 i¢eren Uist disi
ureme sistemi (Takada ve ark., 2023). Disi lireme sisteminde germ hiicreleri olan
oositler ovaryumlarda iiretilerek biliylime ve gelisme igin tuba uterinaya tasimirlar.
Tasinan bu oositler sperm hiicresi ile karsilastiklarinda tuba uterinada déllenirler. Tiim
bu stirecin kontrolii disi ireme sistemi sorumlulugunda gerceklesir (Sekil 1) (Magro-

Lopez, & Mufoz-Fernandez, 2021).

Tuba uterina \

e » Vulva l—> Ovaryum
— 5 Uretral agiklik Lo » Uterus
Vaiinal aciklik o 4 » Endoserviks
—’ .
Ayt agict ," | Ektoserviks
L]
¢’ L] ‘
% v
O e S ~ 1) .
7 Y Vajina

‘‘‘‘‘

Sekil 1. Disi iireme sistemi sematik gosterimi (BioRender tizerinden olusturulmustur).

2.1.1. Ovaryum

Disi iireme sistemi yapilarindan biri olan ovaryumlar, uterusun sagi ve solunda
lateral pelvik duvarlara yakin olarak konumlanmis organlardir. Ovaryumlarin
birbirleriyle baglantili iki ana islevi; gamet iiretiminin gerceklesme siireci olan
gametogenez ile steroid yapili dstrojen ve progesteron hormonlarmin sentezlenerek
salgilandig1 steroidogenez siiregleridir. Steroid hormonlardan biri olan Ostrojen,
genital organlarm biliylimesi ve olgunlagsmasindan, meme bezinin gelisiminden

sorumludur. Steroid hormonlardan bir digeri olan progesteron, endometriyumdaki



salg1 degisimlerinden ve meme bezinin laktasyona hazirligindan sorumludur. Her iki
steroid hormon da fertilizasyona ugrayan oositin implantasyonu i¢in uterusu
hazirlamada gorev alir ve bdylece menstrual siklus diizenlenmesinde rol oynarlar
(Ross, & Pawlina, 2019).

2.1.1.1. Ovaryumun anatomisi

Yasa, hormonal parametrelere, menstrual evreye gore boyut olarak degisiklikler
gosteren ovaryumlar, oval, badem seklinde pembemsi beyaz yapida bir ¢ift organdir.
Erigkin ovaryumlar1 yaklasik olarak 2,5-5 cm uzunluk, 1,5-3 cm genislik ve 1-2 cm
kalinlik gosterir. Pelvisin lateral duvarindaki ovaryan fossada bulunan ovaryumlar,
broad ligament posterior yiizeyine mezovaryum denilen peritoneal kivrim tarafindan
baghdir. Ovaryumun superior kismi suspensor ligament ile pelvis duvarna;
ovaryumun inferior kismi ise ovaryan ligament ile uterusa baglidir. Ovaryan kan
damarlar1 ve sinirlerini tasiyan ovaryan ligament, gelismekte olan gonadin pelvis
tabanina baglanmasini saglayan embriyonik fibr6z kordondur ve embriyonik
donemden gubernakulumun kalintisidir. Ovaryumun kortikal stromasini ve gelisimin
farkli asamalarindaki ovaryan folikiilleri saran sik1 bag doku yapili tunika albuginea
tabakasinin tizerinde bulunan ovaryumun yiizey germinal epiteli, modifiye periton
olan visseral periton uzantisi mezovaryum ile g¢evrilidir. Ovaryan kortikal stroma;
fibroblast, diiz kas hiicresi gibi ¢esitli tipte hiicreler i¢ceren matriks yapisidir. Ovaryan
medullar stroma ise diizensiz bag dokudan olusur. Ovaryan ylizey puberteye kadar
diizgiin sekilliyken, puberte sonrasi tekrarlanan ovulasyonlardan dolay1 skarli ve
diizensiz sekilli morfoloji gdsterir (Sekil 2) (Dalley, & Agur, 2023; Eroschenko, 2012;
Ross, & Pawlina, 2019; Saksouk, & Johnson, 2004).
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Sekil 2. Ovaryum anatomisi (Schuenke, Schulte, & Schumacher, 2020).

2.1.1.2. Ovaryumun embriyolojisi

Cinsiyet farklilagsma siireci, gonozomal ve otozomal genlerin dahil oldugu birgok
genin gorev aldigi bir siiregtir. Cinsiyet farklilagma siirecinin kilit noktasi, Y
kromozomu kisa kolunda (Yp11) lokalizasyon gosteren, testis gelisiminden sorumlu
SRY genidir. SRY geninin kodladig1 protein olan Testis Belirleyici Faktor (TBF)’diir.
TBF etkisi altinda erkek embriyo gelisimi; yoklugunda ise disi embriyo gelisimi
gerceklesir (Sadler, 2018).

Germ hicrelerinin (sperm ve oositler) dretimini gergeklestiren gonadlar (testis ve
ovaryum) ii¢ kaynaktan koken alir; posterior abdominal duvari saran mezotelyum
(mezodermal epitel), epitelin altindaki mezensim (embriyonik bag doku) ve
primordiyal germ hiicreleri (Moore, Persaud, & Torchia, 2015).

Gonadlar baslangicta uzunlamasina bir ¢ift genital ya da gonadal kabart1 olarak

gorlinlir. Gonadal kabarti, mezotelyumun proliferasyonu ve altinda bulunan



mezensimin yogunlagsmasi sonucu olusur. Gelisimin 6. haftasina kadar gonadal
kabartilarda germ hiicreleri goriilmez. Gelisimin 3. haftasinda ise yolk kesesinin
allantoise komsu duvarindaki hipoblast kdkenli endoderm hiicrelerinin arasinda
epiblasttan kokenli ekstraembriyonik splanknik mezodermden koken alan primordiyal
germ hiicreleri goriiliir. Gelisimin 4. haftasi siliresince son bagirsak mezenterinin
dorsali boyunca ameboid hareketle gd¢ ederler ve 5. haftanin baginda primitif
gonadlara, 6. haftada da gonadal kabartilara ulagarak goclerini tamamlarlar. Gonadal
kabartilara olan gogiin gerceklesemedigi senaryoda gonadlar gelisemez. Bu nedenle
primordiyal germ hiicreleri gonadlarimn, ovaryum ya da testise diferansiyasyonu
iizerine indiiktif 6zelliktedir. Primitif gonadlara go¢ esnasinda ve gd¢iin tamamlanmasi
sirasinda gonadal kabartinin epiteli proliferasyona ugrar ve epitel hicreleri, epitel
altindaki mezensime dogru niifuz ederler. Bu ilerleyis sonucunda yiizey epiteline bagli
bircok diizensiz sekilli primitif cinsiyet kordonlar1 meydana gelir. Bu primitif cinsiyet
kordonlarmin olusumu esnasindaki gonadlar hem disi hem de erkek embriyolarda ayirt
edilemediginden ‘farklanmamis gonad’ olarak adlandirilirlar.

Primitif cinsiyet kordonlari, SRY geni iceren Y kromozomu bulunmayan disi
embriyolarda diizensiz hiicre kiimeleri olusturur ve primordiyal germ hiicrelerini
icerirler. Bu hiicre kiimeleri farklanmamis gonad (ovaryum) dokusunun medullar
bolgesinde zamanla kaybolarak yerini ovaryum medullasmi olusturan vaskiiler
stromaya birakir. Erkek gonad yiizey epitelinden farkli olarak proliferasyona devam
eden disi gonad yiizey epiteli, gelisimin 7. haftasinda mezensimde ylizeye yakin kalan
kortikal kordonlar da denilen ikinci nesil kordonlarin olusumunda yer alir. Gelisimin
3. ayinda izole hiicre kiimelerine ayrilan bu kordonlar proliferasyona devam ederek
primitif germ hdcrelerini cevrelerler. Primitif germ hucrelerinin her biri oogonyuma
doniisiir ve primitif germ hiicrelerini ¢evreleyen hiicre kiimelerini olusturan epitel
hiicrelerinden folikiiler hiicreler olusur. Oogonyumlar ve onlar1 ¢evreleyen tek sira
yass1 folikiiler hiicreler birlikte primordiyal folikiilleri olustururlar (Sekil 3) (Sadler,
2018).
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Sekil 3. Ovaryum embriyolojisi (Moore, Persaud, & Torchia, 2015).

2.1.1.3. Ovaryumun histolojisi

Her bir ovaryum tek katl kiiboidal ya da yass1 hiicrelerden olusan yiizey epiteli
ile kaplidir. Bu yiizey epiteli germinal epitel olarak da adlandirilir ve mezovaryumu
cevreleyen mezotelyum ile siireklilik gosterir. Germinal epitelin hemen altinda
kollajen ve retikiiler liflerce zengin, diizensiz yogun bir bag dokusu tabakasi olan
tunika albuginea bulunur. Ovaryum, histolojik olarak aralarindaki sinir net bir sekilde
tanimlanamamis korteks ve medulla adli iki farkl kisimdan olusur. Medulla kismi1
ovaryumun merkezi bolgesinde bulunur. Medulla yapisi incelendiginde gevsek bag

dokusu ve bag doku i¢inde kismen biiyiik kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler



gortliir. Korteks ya da kortikal bolge, medullay: ¢evreleyerek ovaryumun periferinde
konumlanir. Korteks yapisi incelendiginde zengin bir bag dokusunda gomiilii olan
gelisimin farkli evrelerindeki ovaryan folikiilleri icerdigi goriiliir ve bu folikiillerin her
birinin i¢cinde primer oosit bulunur. Folikiillerin etrafinda bulunan stroma dagmnik diiz

kas liflerinden olusur (Sekil 4) (Eroschenko, 2012; Mescher, 202; Ross, & Pawlina,
2019).
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Sekil 4. Ovaryum histolojisi (Eroschenko, 2012).

2.1.2. Oogenez

Oogenez, primordiyal germ hiicrelerinin oogonyumlara doniisimii ve

oogonyumlarm matiir oositlere doniisiimiinii kapsayan fizyolojik bir siiregtir. Bu siire¢
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gelismekte olan oosit, oositin etrafini saran grantiloza hicreleri ve kumulus htcreleri
arasinda gerceklesen sayisiz etkilesimlerden olusur. Primordiyal germ hiicreleri disi
gonadlara ulastiginda oogonyumlara doniisiir ve boylece fetal gelisimin 12. haftasinda
primer oositlere doniiserek oogenez siireci baglar. Oogonyumlar ardisik olarak mitotik
boliinmeler gegirir ve gelisimin 3. ayindan itibaren primer oosite doniisen hiicrelerde
mayotik boliinme baslar. Fakat bu mayotik boliinme puberteye kadar birinci mayoz
bélinmenin profaz evresinin diploten asamasinda durur ve ilerlemez; mitotik bélinme
ise oogonyumlarda devamlilik gosterir. Birinci mayoz bdliinmenin profaz evresinin
diploten asamasindaki duraksama esnasinda primer oositlerin olgunlasma islemi,
graniiloza hiicrelerinden salgilanan oosit matiirasyon inhibitorii (OMI) ile baskilanir.
Dogumda ovaryumda primer oositler bulunur. Diploten asamasinda bekleyen primer
oositler olusmaya basladikca oositlerin etrafin1 folikiiler hiicreler ¢evreler ve bunlar
primordiyal folikiilii olusturur. Gelisimin 5. aymna kadar primer oositlerin sayis1 7
milyona ulasir. Sonrasinda es zamanl olarak hiicre 6liimleri baglar ve bu 6limler
sonucunda oogonyum ve primer oositlerin cogunda atrezi goriiliir. Dogum sonrasi yeni
dogmus bir bebegin ovaryumlarinda yaklasik olarak 2 milyon primer oosit oldugu,
ancak bunlarin ¢ogunun puberteye kadar gerileyerek 400.000’e diistiigli varsayilir.
Puberte baslangicinda primer oosit sayis1 40.000’e diiser. Bunlardan da yaklasik 400’1
I. mayozununu tamamlayarak sekonder oosit olarak ovulasyonla ovaryumdan atilir.
Pubertede diploten asamasinda duraklatilan birinci mayoz boliinme, ovulasyondan
hemen Once tamamlanir. Profaz evresinde duran primer oositler, metafaz evresine
dogru ilerler. Birinci mayoz boliinmenin tamamlanmasi sonucunda olusan her yavru
hicrenin  kromozom sayis1 esittir, fakat sitoplazmik boliinme esit hacimde
gergeklesmez. Sitoplazmanin biiylik bir kismini alan hiicre sekonder oositi
olustururken daha az sitoplazmaya sahip olan hiicre kutup cismine doniisiir ve bu
primer kutup cismi dejenerasyona ugrar. Olusan sekonder oosit ikinci mayoz
bolinmeye girer ve ovulasyondan hemen once gerceklesen metafaz evresinde
duraklar. Fertilizasyon gergeklesirse sekonder oosit ikinci mayoz bolinmeyi tamamlar
ve 23 kromozoma sahip ikinci bir kutup cismi olugmasiyla sonuglanir. Olusan
sekonder kutup cismi gelisimsel agidan yetenekli degildir, apoptoza ugrar (Sekil 5)

(Dudek, 2014; Moore, Persaud, & Torchia, 2015; Ross, & Pawlina, 2019).
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Sekil 5. Oogenez (Moore, Persaud, & Torchia, 2015).

2.1.3. Folikiilogenez

Digi iireme sisteminin fonksiyonel yap1 taslar1 ovaryum folikiilleridir.
Folikiilogenez yalnizca oogenezde oosit tiretiminde iglevsel degildir. Ayn1 zamanda
disi cinsel 6zelliklerin ve erken gebelik donemi olusumu i¢in hormonlarin sentezinde
de islevsellik gosterir. Histolojik olarak bakildiginda folikiilogenezdeki ovaryum
folikiilleri gelisimsel agidan primordiyal folikiiller, gelismekte olan folikiiller (primer
folikul ve sekonder folikil) ve matir ya da Graaf folikil olmak (zere U¢ temel grupta
kategorize edilir (Ross, & Pawlina, 2019).

2.1.3.1. Primordiyal folikuller

Folikiil gelisiminin en erken asamasi olan primordiyal folikiiller, fetal gelisimin
12. haftasinda ovaryumlarda goriiliir ve biiylimeleri gonadotropin stimiilasyonundan
bagimsizdir. Ovaryumlarda korteks stromasinda tunika albugineanin hemen altinda
yerlesim gosterirler. Primordiyal folikuller icerisinde primer oosit yer alir. Primer
oositin disg yiizeyini bazal lamina ile smnirlandirilmig olan tek katli yassi folikiil
hiicreleri ¢evreler. Primordiyal folikiil ic¢indeki primer oosit yaklasik 25 pm
capindadir. Niikleuslari, ¢ok iyi bir sekilde dagilmis olan kromatin ve bir ya da birden
fazla sayida niikleolus icerir. Ooplazma olarak ifade edilen oosit sitoplazmasinda
Golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum, cok sayida mitokondri ve lizozom

organellerinin birikimi sonucu olusan Balbiani cisimcigi bulunur (Sekil 6A ve Sekil
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6B) (Ross, & Pawlina, 2019).

stromal

Balbiani
cisimeigi

Sekil 6. A. Primordiyal folikll (Ross, & Pawlina, 2019), B. Primer oositi ¢evreleyen folikil hiicreleri
(FH), primer oosit nikleusu (N), niikleusu kesite dahil olmayan oosit (X), H&E, x40

2.1.3.2. Gelismekte olan folikiller

2.1.3.2.1. Primer folikl

Primordiyal folikillerin gelismekte olan folikiillere doniisiimii esnasinda, primer
oositte, oositi ¢evreleyen yassi folikiiler hiicrelerde ve komsu folikiiliin stromasinda
degisimler meydana gelir. Baslangigta primer oositte hiicresel biiylime ile ¢ap artisi
olur ve oositi gevreleyen yassi folikiil hiicreleri kiibik forma doniisiir. Folikiil hiicreleri
kiibik form alarak graniiloza hiicreleri, biiyliyen ve gelisen folikiil de primer folikiil
olarak adlandirilir. Oosit biiylime gosterdikge, oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
zona pellusida adli hiicre dis1 bir ortii olusumu gergeklesir ve spesifik proteinler
salgilanmaya baglar. Primer folikiiller primer oositi ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonuna gore unilaminar primer folikil ve multilaminar primer folikul olarak
iki farkli folikiiler evre gosterir (Ross, & Pawlina, 2019).

2.1.3.2.1.1. Unilaminar primer folikuller

Primordiyal folikiilde bulunan primer oosit blylr ve oositi ¢evreleyen folikil
hiicreleri proliferasyona ugrar. Prolifere olan folikiil hiicreleri yass1 formdan kiibik

forma gegerek tek sira folikiil hiicrelerini olusturur ve bu folikiil artik unilaminar
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primer folikiil olarak adlandirilir. Primer oosit biiylime ve gelismeye devam eder ve
spesifik proteinler salgilar. Zona pellusida glikoproteinleri olarak adlandirilan ZP1,
ZP2 ve ZP3 proteinleri bir araya gelerek primer oosit ile folikiil hiicreleri arasinda
glikojen agisindan zengin olan zona pellusida yapisini olusturur. Bu proteinler arasinda
en Onemli olani, spermatozoa baglama reseptorii ve akrozom reaksiyonunun
indiikleyici gorevinde bulunan ZP3’tiir. ZP2’nin de sekonder spermatozoa baglayici
protein olarak gorev yaptigi bilinirken, ZP1’in heniiz tam olarak hangi gorevi
iistlendigi bilinmemektedir. Unilaminar primer folikiil i¢indeki primer oosit 50-80 pum

capa ulagsir (Sekil 7A ve Sekil 7B) (Ross, & Pawlina, 2019).

folikiil hiicreleri

A

Sekil 7. A. Unilaminar primer folikll (Ross, & Pawlina, 2019), B. Primer oositi ¢evreleyen folikdl
hicreleri (FH). H&E, x40

2.1.3.2.1.2. Multilaminar primer folikiller

Unilaminar primer folikiildeki tek kath kiibik folikiil hiicreleri mitoz bdliinme
gecirerek proliferasyona ugrar ve ¢ok katli (2-8) hale gelerek membrana graniiloza
(stratum graniilozum) katmanimi olusturur. Cok kath kiibik graniiloza hiicreleri ile
cevrelenen bu folikiil arttk multilaminar primer folikiil olarak adlandirilir. Graniiloza
hicreleri proliferasyona devam eder ve folikili cevreleyen stromal hicreler
diferansiyasyona ugrayarak teka folikiilii tabakasini olusturmaya baglar. Multilaminar
primer folikul i¢indeki primer oosit 100-150 um ¢apa ulasir (Sekil 8A ve Sekil 8B)
(Ross, & Pawlina, 2019).
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Sekil 8. A. Multilaminar primer folikiil (Ross, & Pawlina, 2019), B. Primer oositi ¢evreleyen graniiloza
hicreleri (GH), zona pellusida (ZP). H&E, x20

2.1.3.2.2. Sekonder (antral) folikiller

Multilaminar primer folikul, graniiloza hiicre proliferasyonu sonucu biyimeye
devam eder ve stratum graniilozum tabakasi1 6-12 katl hiicresel katman halini alir.
Hiicresel katmandaki graniiloza hiicreleri arasinda bos kaviteler olugsmaya baslar. Bu
bos kaviteler, graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanmakta olan likor folikiili (folikiil
stvis1) olarak da adlandirilan hyaluronik asit bakimindan zengin siv1 ile dolar. Daha
sonrasinda bu sivi dolu kaviteler birlesmeye baslayarak yarim ay seklindeki antrum
olarak adlandirilan tek bir boslugu olustururlar. Folikiil artik sekonder ya da antral
folikiil olarak adlandirilir. Folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler diferansiyasyona
ugrayarak teka interna ve teka eksterna olmak iizere iki farkli tabakayi olusturur. Teka
interna graniiloza hiicrelerine yakimn lokalizasyon gosteren i¢ tabakadir ve vaskiiler
yapili olup steroid sentezinden sorumlu olan kiibik salgi hiicrelerinden olusur. Teka
interna tabakasinda salgi hiicrelerinin yaninda fibroblast ve kollajen fibriller de
bulunur. Teka interna ve graniiloza hiicre tabakasi arasinda bulunan bazal lamina

sayesinde avaskiiler yapidaki graniiloza hiicre tabakasi korunmus olur. Teka eksterna

15



tabakas1 vaskiiler bag doku yapili, diiz kas hiicresi ve kollajen liflerden olusan dis
tabakadir. Sekonder folikul i¢indeki oosit yaklasik 125 um capa ulasir ve oositin
biiylimesi, graniiloza hiicrelerinden salgilanan oosit olgunlasma inhibitoriiniin (OMI)
antruma salinmasiyla baskilanarak durdurulur. Folikiil gelisimi ilerledikce OMI
konsantrasyonunda azalma goriiliir (Sekil 9A ve Sekil 9B) (Ross, & Pawlina, 2019).
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Sekil 9. A. Sekonder folikil (Ross, & Pawlina, 2019), B. Grandiiloza hiicreleri (GH), teka interna (T1),
teka eksterna (TE), antrum (A). H&E, x20

50 pm

2.1.3.3. Matir (graaf) folikul

Sekonder folikiildeki hacimsel biiyiime ile antrumda da bir genisleme izlenir.
Oosit, folikiil igerisinde kenara dogru gekilir ve graniiloza hiicreleri antruma dogru
kumulus ooforus adli bir tepe olusturur. Oositi ¢evreleyen, ovulasyon esnasinda oosit
ile birlikte disar1 atilan birkag¢ kath graniiloza hiicre tabakasi olan korona radiata
olugur. Boylece matiir (graaf) folikiil olusumu tamamlanir (Sekil 10A ve Sekil 10B)
(Ross, & Pawlina, 2019).
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Sekil 10. A. Graaf folikiil (Ross, & Pawlina, 2019), B. Stratum graniilozum (SG), teka interna (TI),
kumulus ooforus (KO), antrum (A). H&E, x20

2.1.3.4. Atretik folikul

Menstrual siklusun folikiiler evresinde olusan folikiillerden yalnizca biri
olgunlasmasini tamamlar ve ovulasyona ugrar, kalan diger folikiiller gelisimlerinin
farkli evrelerinde atreziye ugrarlar. Atrezi esnasinda mitotik siire¢ durur. Graniiloza
hiicreleri bazal laminadan ayrilarak hidrolitik enzimler iiretir ve oosit dejenerasyonu
gerceklesir. Notrofil ve makrofajlar graniiloza hiicrelerine dogru gog¢ ederler. Teka
interna hiicreleri hipertrofiye ugrayarak folikiiler bosluk meydana getirir ve bu bosluk
bag dokusu hiicreleri tarafindan doldurulur. Atreziye ugrayan primordiyal folikiillerin
olusturdugu bosluklar hizla stromal hiicreler tarafindan dolduruldugu i¢in ovaryum
histolojik kesitlerinde primordiyal folikiillerin atretik formlar1 goriilmez. Atretik
folikiillerden kalan par¢alanmis kisimlar makrofajlar tarafindan fagositoza ugrar ve
olugsan bosluklar stromal hiicreler tarafindan doldurulur. Boylece bazal membran
kalinligindaki artis ile cams1 membran adli hyalinize bir bant yapis1 olusur (Sekil 11A

ve Sekil 11B) (Ross, & Pawlina, 2019).
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Sekll 11 Atretlkfollbkuller (5|yah ok) H&E x20 (A) x40 (B)

2.1.3.5. Ovulasyon

Birinci mayoz bélinmeyi tamamlayan sekonder oositin, ovaryumdan hormonal
degisikliklerin ve enzimatik etkilerin sonucunda etrafin1 c¢evreleyen kumulus
hiicreleriyle beraber folikiilden atildig1 siire¢ olan ovulasyon, ortalama 28 giin siiren
menstrual siklusun ortasinda yani 14. giinii civarinda gergeklesir. Sekonder oositin,
folikiilden atilmasi esnasinda folikiiler sivi hacmi basincinda artis, aktif plazminojen
ile folikiil duvarmin enzimatik proteolizi, oosit-kumulus kompleksi ve stratum
graniilozum arasinda glikozaminoglikanlarin hormonal olarak birikmesi, teka eksterna
tabakasinda bulunan diiz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan kasilmasi gibi
olaylar meydana gelir. Ovulasyon ger¢eklesmeden hemen 6nce ovaryum yiizeyindeki
kiigiik bir alanda kan akist durur ve folikiler stigma olarak bilinen germinal epitelin
bu alani c¢ikint1 olusturarak yirtilir. Korona radiata ve kumulus hiicreleri ile
cevrelenmis olan oosit, olusan bu yirtik kistmdan folikiil disina atilir. Ovaryumdan
atilan sekonder oosit, kumulus hiicrelerinden tuba uterinada bulunan fimbrialar
tarafindan tutulur. Tuba uterinay1 kaplayan silli hiicreler ile tasinan oositin peritoneal
kaviteye gecisi engellenir. Ovulasyon sonrasi yaklasik 24 saat boyunca canli kalan
sekonder oosit, fertilizasyon gergeklesmedigi zaman tuba uterinadan gecerken
dejenerasyona ugrar. Tuba uterinaya giremeyen oositler ise peritoneal kavitede
dejenere olurlar. Tuba uterinada tutulan sekonder oosit, sperm tarafindan fertilize
edildiginde ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar. Mayoz II’'nin tamamlanmasiyla 23
kromozomlu ‘n’ sayida DNA’ya sahip haploid karakterde ovum olusur (Mescher,
2021; Ross, & Pawlina, 2019).
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2.1.3.6. Luteinizasyon ve korpus luteum

Ovulasyon sonrasi sekonder oositin folikiilden atilmasi sonucunda kalan
graniiloza hiicreleri ve teka interna tabakasindan olusan folikiiler duvar, ovaryum
korteksinde gegici bir endokrin bez olan korpus luteumu olusturmak iizere pargalanir.
Grantiloza hicreleri ve teka interna tabakasindaki kilcal damarlardan folikiiler limene
dogru kanama gerceklesir ve antrumda piht1 olarak biriken kan korpus hemorajikum
adli yapiyr olusturur. Stromadan gelen bag dokusu hiicreleri folikiiler boslugu
doldurur. Graniiloza ve teka hiicrelerinde boliinme siirecinde sayica artis meydana
gelir ve korpus luteumun biiyiik cogunlugunu graniiloza hiicreleri olusturur. Graniiloza
ve teka hiicreleri, luteinizasyon siirecinin baglamasiyla graniiloza lutein ve teka lutein
hicrelerine evrilir. Bu lutein hiicrelerde morfolojik degisimler sonucu boyut artigi
goriiliir ve hiicrelerin sitoplazmalari lipit damlaciklari ile dolar. Bu hiicrelerde yogun
agraniiler endoplazmik retikulum (aER) ve tiibiiler kristali mitokondrionlar bulunur.
Korpus luteum olusumu baslangicinda teka internadan gelen kan ve lenfatik damarlar
stratum graniilozuma dogru biiyiiyerek korpus luteumda zengin bir vaskiiler yap1
olugturur. Bu vaskiiler yap1 progesteron ve 0Ostrojen salgilar. Bu hormonlar,
fertilizasyon sonrasi gelismekte olan zigotun implantasyonu i¢in uterusun i¢ tabakasi
olan endometriyumun biiyiimesini ve salgi fonksiyonunu uyarwr. Fertilizasyon ve
implantasyonun ger¢eklesmedigi durumda menstrual korpus luteum olusur ve yalnizca
14 giin boyunca aktif kalir. Insan koryonik gonadotropin (hCG) ve diger
luteotropinlerin salgilanmamasiyla progesteron ve dstrojen salgisi azalir. Progesteron
ve Ostrojenin azalmasiyla ovulasyonun yaklasik 10-12 giin sonrasinda korpus luteum
dejenere olur. Hiicreler lipitle dolar ve boyutlar1 kiigiilerek otolize ugrarlar. Dejenere
korpus luteum hiicreleri arasinda biriken hyalin materyal yerini korpus albikansa
birakir. Korpus albikans, birka¢ aylik siirede yavasga kaybolup ovaryum korteksinin
derinlerine gomiiliir (Sekil 12A ve Sekil 12B) (Mescher, 2021; Ross, & Pawlina,
2019).
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Sekil 12. Korpus luteum. A. Korpus luteum (KL) H&E, x10 B. Teka lutein hiicreleri (TL), Graniiloza

lutein hiicreleri (GL). H&E, x40

2.2. Ovaryum Rezervi

Biiyiik olciide primordiyal folikiiller ve daha az sayida gelismekte olan
folikiillerden olusan ve bu folikiilllerde bulunan primer oositlerin kalitesine gore
belirlenen ovaryum rezervi, disi lireme kapasitesini tanimlamak i¢in kullanilir.
Ovaryum rezervi yasla birlikte azalma goOsterdigi i¢in ovaryum yasi olarak da
tanimlanmaktadir. Ovaryum rezervi, yasa bagimli edinilen klinik sonuglar,
biyokimyasal parametreler (FSH, LH, AMH, inhibin B, bazal 0stradiol),
ultrasonografik gorinttlemelerde edinilen antral folikiil sayis1 (AFC) ve ovaryum
hacmi degerlendirilerek belirlenir (Gleicher, Weghofer, & Barad, 2011).

Prenatal donemde olusan folikiil hiicrelerinin sayist dogumda 1 milyona kadar
diiser. Puberte baglangicinda 400.000 civari folikiil kalir ve yasam boyunca azalmaya
devam eder (Faddy, Gosden, Gougeon, Richardson, & Nelson, 1992). Primordiyal
folikiiller, gelismekte olan folikiillere olgunlasir ve gelisen folikiillerden fazla olanlar

atretik forma gecerek yok olurlar (Mcgee, & Hsueh, 2000).
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2.3. Disi Ureme Fizyolojisi

2.3.1. Hipotalamus-hipofiz gonadal eksen

Ureme sistemi icin etken rol oynayan hipotalamik pituiter gonadal (HPG) eksen,
mentrual siklusun diizenli bir sekilde ilerlemesini ve siireklilik gostermesini saglayan
noroendokrin bir eksendir. Diger noroendokrin eksenler gibi HPG ekseni de
hipotalamus ile 6n hipofiz bezi arasinda gergeklesen etkilesimlerden olusur. HPG
ekseni, germ hiicrelerinin biiyliimesi ve olgunlagsmasinda, disi gonadlardaki gonadal
steroidlerin sentezinde gorevlidir (Oyola, & Handa, 2017). Kisspeptin ve reseptori
KiSS1Ri gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) néronlarmi hipotalamik yollar
araciligiyla uyararak gonadotropinlerin salgilanmasmi tetikler. Medyan eminensten
GnRH pulsatif olarak salgilandiginda, hipofiz portal sistemine gegen GnRH 6n hipofiz
bezini, folikiil stimulan hormonu (FSH) ve luteinize edici hormonu (LH) salgilamak
icin tetikler. Gonadotropik hormonlar olarak tanimlanan FSH ve LH hormonlari
sistemik dolagima girer, folikiil biiylimesi, ovulasyon ve korpus luteum olusumunda
etki gosterirler. Bunlara ek olarak steroidogenezde rol oynarlar. Steroidogenez sonucu
olusan Ostrojen ve progesteron gibi gonadal steroidler, fertilizyonun gerceklesmesi
durumunda embriyonun implantasyonunun saglanmasi i¢in endometriyumu
dizenlerler. Ayrica bu steroidler, geri bildirimler ile FSH, LH ve GnRH’nin serbest
birakilmasini diizenlerler (Sekil 13) (Baskind, & Balen, 2016; Li, Liu, Wang, Zhao, &
Qi, 2021).
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Sekil 13. Diside HPG Ekseni. (BioRender iizerinden olusturulmustur.)

2.3.2. Menstrual siklus

Potansiyel bir gebelik donemi i¢in uterusu hazirlayan menstrual siklus, saglikli bir
diside diizenli olarak 21 ile 35 giin arasinda, 7 glinden kisa siiren bir dongiide meydana
gelen, ortalama 13 yas civarinda baslayip ortalama 45 yas civarina kadar devam eden
fizyolojik bir sdrectir. Menstrual siklus; menstruasyon, folikiler matirasyon,
ovulasyon ve korpus luteum olusumu gibi fizyolojik olaylar iizerine kurulan,
ovulasyon Oncesi gerceklesen folikiiler faz ve ovulasyon sonrasi gerceklesen luteal faz
olmak Uzere iki farkl ana fazda gergeklesir (Sekil 13). Bu iki ana faz da kendi iginde
alt fazlara ayrilir: erken folikiiler faz, ge¢ folikiler faz, ovulasyon, erken luteal faz,
luteal faz ve geg¢ luteal faz. Ostrojen, progesteron, FSH ve LH hormonlarindaki
dalgalanmalar menstrual siklusun alt evrelerini karakterize eder.

Menstruasyon ile baslayan erken folikiiler fazin tamamlanmasi 4 ile 6 giin

arasinda siirer ve bu siirecte disideki gonadal hormonlarin seviyeleri kismen diisiik ve
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sabittir. Folikiler faz ovulasyon gergeklesene kadar devam eder ve bu fazda 6n
hipofizden FSH ve LH salinarak ovaryumlar iizerinde etki eder. Bu etki ile basta
Ostradiol olmak tiizere Ostrojen ireten birka¢ primer folikiil gelisimi baslar. Geg
folikler fazda ise her biri bir oosit iceren ovaryum folikiilleri olgunlastik¢a strojen
seviyesinde bir artis goriiliir. Ostrojen seviyesi kritik bir noktaya yiikseldigi zaman
gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) seviyesi artar ve bu artigla beraber LH
seviyesinde hizli bir artis goriiliir. Geg folikiiler fazdaki LH artis1 sonucu ovulasyon
tetiklenir ve matiir folikiil yirtilarak 1. mayozunu tamamlamis sekonder oosit
ovaryumdan tuba uterinaya birakilir. Ovulasyon fazi 14. giin civarinda 12 ile 16 saat
arasinda gerceklesir. Ovulasyondan hemen sonra erken luteal faz baslar ve bu fazda
yirtilan folikiil korpus luteum formuna gegerek progesteron ve az miktarda Gstrojen
salgilar. Luteal fazda, fertilizasyon sonucu gelisen embriyonun implantasyonu i¢in
endometriumun hazirlanmasinda etkili olan progesteron seviyesinin zirveyi, 6strojenin
de ikinci daha kiigiik zirveyi gordiigii fazdir. Embriyonun implantasyonunun
gerceklesmesi durumunda luteal faz gebelik ile sonlanir. Fertilizasyon gerceklesmezse
korpus luteum dejenere olur ve buna bagl olarak ge¢ luteal fazda progesteron ve
Ostrojen seviyelerinde bir diisiis meydana gelir. Hormon seviyelerindeki diisiis bir
sonraki siklusun yeniden baslamasini saglar. Endometriyal yikim meydana gelir ve
menstruasyon kanamasi ile sonug¢lanir, endometriyumun fonksiyonel tabakasi
ortamdan uzaklastirilir (Sekil 14) (Baker, & Lee, 2022; Carmichael, Thomson, Moran,
& Wycherley, 2021).
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Sekil 14. Menstrual siklus (Ross, & Pawlina, 2019).

2.4. Sican Disi Ureme Sistemi

Ovaryumlar, tuba uterina, uterus, serviks ve vajina yapilarindan olusan sigan disi
ireme sistemine bakildig1 zaman, bu yapilarin prenatal donemde immatiir durum
gosterdigi ve postnatal doneme girildiginde gelisimsel siirecini tamamladig: goriiliir.
Sican disi iireme sisteminin gelisimsel donemleri ise insan disi lireme sisteminin
gelisimsel donemlerine gore farkliliklar gostermektedir (Tablo 1) (Parker, & Picut,
2016; Treuting, Dintzis, & Montine, 2017).

Tablo 1. Sigan ve insan disi ireme sisteminin karsilastirmali gelisim doénemleri.

DONEMLER SURE
Sican insan Sican insan
Neonatal Dénem Yenidogan Donemi 0-7 gun 0-28 giin
infantil Dénem infant Dénem 8-20 giin 1-2 ay
Juvenil donem Cocukluk Dénemi 21-32 gin 2-12 ay
Peripubertal Dénem | Ergenlik Dénemi 33-37 giin 12-16 yas
Geg Pubertal D6nem | Ergenlik Dénemi 38-46 gin
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2.4.1. Sigan ovaryum anatomisi

Bilateral olarak bobrek kaudal kutuplarinda konumlanan ve kiiresel sekilli olan
sigan ovaryumlari, dorsal viicut duvarma mezovaryum ile baglanir. Sican ovaryumlari
mezovaryum ve mezasalpinks ile sarilmis periton bosluk olarak bilinen seffaf elastik
bursa ile gevrilidir. Ovaryumlarin ¢api1 yaklasik olarak 5 mm, agirligi ise ortalama 60-
100 mm arasinda degiskenlik gostermektedir. Sican ovaryum anatomisi Sekil 15°te
gorilmektedir (L6w, Molnar, & Kriska, 2016; Parker, & Picut, 2016; Treuting ve ark.,
2017).

ovaryum

tuba uterina

uterus govdesi t

L—
servikal bélge{
.
‘ ~

4

vajina

vajinal agiklik

Sekil 15. Sigan ovaryum natomisi. A. In situ olarak sigan disi lireme sisteminde ovaryumlar (oklar),
bobrek (B), idrar kesesi (ok ucu) (A). B. Ex vivo olarak sigan disi tireme sistemi (Treuting ve ark.,
2017).

2.4.2. Sigan ovaryum embriyolojisi

Sigan ovaryumlariin embriyoner gelisim siireci insan ovaryumunun embriyonik
gelisimsel siireci ile benzerlik gosterse de gelisim asamalari, gergeklestigi zaman
araligi bakimindan daha kisa bir aralikta ger¢ceklesmektedir. Sicanlarda farklilasmaya
baslamamis olan gonad dokular1 s6lomik epitel kalinlagsmas1 olarak ortaya ¢ikar ve

prenatal donemin yaklasik 10. giinlinde genital kabart1 olarak belirginlesir. Prenatal
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donemin 11. gliniinde primordiyal germ hiicrelerinin bu genital kabartiya gocti baslar
ve gO¢ sonucunda mitotik boliinmeler gecirerek sayica artig gosterirler. Dogum
esnasinda germ hiicresi olan oogonyumlar, ovaryum kordonlar1 ve yassi pregraniiloza
hiicreleri (epitelyal hiicreler) olusur. Prenatal donemin yaklasik olarak 15. giiniinde
oogonyumlar birinci mayozun profaz evresine girerler. Dogumdan sonra, postnatal
donemin 3. giiniinde primordiyal folikiiller olusurlar ve 3. giinden itibaren epitelyal
hicreler olan pregraniloza hucreleri ile cevrili oositler bulunur (Cappellen, 1998;
Guigon, & Magre, 2006; Mcgee, & Hsueh, 2000).

2.4.3. Sigan ovaryum histolojisi

Sican ovaryumlari, periovaryal kese ile ¢evrilerek abdominal kaviteden ayrilir.
Ovaryum yiizeyinde, germinal epitel olarak da adlandirilan tek kath kiibik epitel
hiicrelerinden olusan tabaka bulunur. Epitelin hemen altinda testisin tunika albuginea
yapisi ile homolog olan kollajen bakimindan zengin bir bag doku tabakasi bulunur.
Ovaryum genel hatlariyla gelismekte olan folikiilleri ve korpus luteumu igeren korteks
ile fibréz yag dokusu, kan damarlar1 ve hilus sinirleri iceren medulla olmak tzere iki
boéliimden olusur. Ovaryum stromasi ise fibroblast benzeri hiicrelerden meydana gelen

bag dokusundan olusur (L6w ve ark., 2016; Treuting ve ark., 2017).

2.4.4. Siganlarda folikuler gelisim

Sicanlarda folikiil gelisimi, postnatal donemin 10. giiniine kadar hipofiz
hormonlarindan bagimsiz, 10. giiniinden sonra gonadotropin bagimli bir sekilde
gerceklesir. Ovaryum folikiillerinde apoptoz, postnatal donemin 18. giiniine kadar az
seviyede gerceklesmekte ve bu donemde erken antral folikuller gérilmektedir (Mcgee,
Hsu, Kaipia, & Hsueh, 1998). Postnatal dénemin 27. guniinde ise korteks ve medulla
bolgelerinin aymrimi belirginlesir. Sican ovaryumlarimdaki folikiilogenez siireci,
yaklagsik olarak 60 giinliik ya da yaklagik 15 6strus dongusi olacak kadar bir sirecte
primordiyal folikiillerden matiir (graaf) folikiillere farklilasarak gerceklesir (Sekil 16)
(Mcgee, & Hsueh, 2000).
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Dogum sonrasinda, postnatal donemin 3. giiniinde kortekste, tunika albugineanin
altinda, primer o0siti (11-15 pum) igeren primordiyal folikiillerin (17-20 pum) olustugu
gorulir (Boubekri, Gernigon-Spychalowicz, Khammar, & Exbrayat, 2007; Mcgee,
Perlas, LaPolt, Tsafriri, & Hsueh, 1997; Rajah, Glaser, & Hirshfield, 1992). Folikuler
hicreleri bazal lamina gevreler ve boylece stroma hiicreleri ile aralarinda bir bariyer
olusturur. Primer folikiil asamasmin ilk agamasi olan unilaminar primer folikiiller
yaklasik 27 um ¢apa ulasir ve etrafinda 8-13 adet graniloza hiicresi olan primer oositi
(yaklasik 16 pm) igerir. Primer folikiil asamasinin ikincisi olan multilaminar primer
folikiiller ise yaklasik 64 um ¢apa ulasir ve etrafinda 25-29 adet grantloza hiicresi olan
primer oositi (yaklasik 38 um) igerir (Boubekri ve ark., 2007). Postnatal dénemin 7.
guninde ise sekonder folikiiller (70 um) goriilmeye baslanir. (Boubekri ve ark., 2007;
Mcgee ve ark., 1997; Mcgee ve ark., 1998).

Puberte, yaklasik olarak postnatal donemin 34. giiniinde baslar ve 35. giiniinde,
Ostrus evresinden 8-11 saat sonra (Cossigny, Findlay, & Drummond, 2012) ilk
ovulasyon ger¢eklesir. Bu siiregte insanlarda gergeklesen ovulasyondan farkli olarak
birden fazla sayida oosit I. mayozunu tamamlayarak ovaryumdan atilir (Mcgee, &
Hsueh, 2000). Ovulasyon siirecinin basarili olup olmadigr ovaryum dokusu
kesitlerindeki korpus luteumlarin varhigi ile belirlenir. Sicanlarda Gstrus dongiisii
premenapozal doneme kadar diizenli olarak gergeklesir. Sprague-Dawley cinsi
sicanlarda bu donem yaklasik olarak 8. ayda baslar (Suttie ve ark., 2017) ve 12-15.
ayin sonunda kalic1 strusa girerler. Kalic1 6strusu, kalic1 didstrus ve ardindan andstrus

evreleri takip eder (Sekil 16) (Huang, Steger, Bruni, & Meites, 1978).
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Sekil 16. Sican ovaryum gelisimi ve zamana gore gelisim siirecleri. (BioRender {iizerinden
olusturulmustur.)

2.4.5. Siganlarda 6strus siklusu

Insan iireme dongiisii olan menstrual siklusun siganlarda goriilen formu dstrus
siklusu olarak adlandirilir. Menstrual siklus ortalama 28 giin siirerken; dstrus siklusu
ortalama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu, farkli hiicre tiplerinin olusup
kayboldugu, ovaryum folikiilleri tarafindan salgilanan Ostrojen ve progesteron
hormonlarindaki degisimlerin meydana geldigi dinamik bir siirectir. Ostrus siklusunun
uzunlugu, giindiiz-gece dongiisiinde gergeklesen degisimler, yas, sicaklik, beslenme,
giiriiltii ve stres kaynakli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Ostrus dongiisiiniin 4
farkli evresi bulunmaktadir:

1. Prodstrus

2. Metalstrus

3. Ostrus

4. Diostrus

Ostrus siklusu evrelerini tayin etmek i¢in basvurulan en yaygmn yontem vajinal
sitoloji yontemidir ve bu yontem non-invaziv olmasi, maliyet agisindan ucuz olmasi,

kolay olmas1 ve dogrulugu agisindan en yaygin bagvurulan yontemdir. Vajinal sitoloji
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yontemi ile vajinal bolgeden alinan hiicre 6rneklerinin morfolojik analizi mikroskobik
olarak analiz edilerek Ostrus siklusu evrelerinin tayini gerceklestirilir. Morfolojik
inceleme ile 3 farkli hiicre tipi goriilir (Sekil 17):

1. Lokosit hiicreleri

2. Niukleus iceren epitelyal hiicreler

3. Kaornifiye epitelyal hicreler

Morfolojik inceleme sonucunda bu hiicrelerin varligina ve yogunluguna gore

siganin Ostrus siklusunun hangi evresinde oldugu tayin edilir (Ajayi, & Akhigbe, 2020;
Cora, Kooistra, & Travlos, 2015).

Lokosit hiicreleri

Niikleus igeren epitelyal hiicreler

~ sNULSQOUd

Kornifiye epitelyal hiicreler

Sekil 17. Sigan 6strus siklusu (Ajayi, & Akhigbe, 2020).

2.4.5.1. Prodstrus

Ostrus siklusunun bu evresi yaklasik olarak 12 saat siiren kisa bir evredir. Bu
evrede, diizglin goriiniim ve boyuta sahip kii¢iik boyutlu, yuvarlak sekilli, bazofilik
boyanan niikleus iceren epitelyal hiicreler baskin hiicre tipleridir. Niikleus iceren
epitelyal hiicrelere ek olarak az miktarda kornifiye hiicreler de gdzlenebilirken notrofil
hicre tiplerine rastlanmaz. Ancak erken prodstrus evresinde didstrus evresinin
bitiminden kalan nétrofil hiicre tipleri gozlenebilir (Sekil 18A). Prodstrus siresince
FSH ve LH seviyelerinde artig goriiliir ve bu artis dstrus evresine dogru maksimum
diizeye ulasir. Prodstrus evresinin baglangicinda diisiik olan Ostrojen seviyesi, evre
sonuna dogru en yiiksek seviyesine ulasir. Prodstrus evresinin sonuna dogru
progesteron seviyesinde de bir artis gozlenir. Yiikselen LH ile prodstrus evresinden

Ostrus evresine geciste ovulasyon tetiklenir (Ajayi, & Akhigbe, 2020; Cora ve ark.,
2015).
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2.4.5.2. Ostrus

Ostrus siklusunun bu evresi 24-48 saat stiren bir evredir. Bu evrede, nikleus
icermeyen keratinize epitelyal hiicreler yogun olarak gozlenen hiicre tipleridir.
Niikleus iceren epitelyal hiicreler de daha az yogunlukta gozlenirken; ndtrofil hiicre
tipleri yoktur ya da ostrus evresinin sonuna dogru gézlenebilir (Sekil 18B). Ostrus
evresi, insan menstrual siklusundaki proliferatif evreye denk gelmektedir. Ostrus
evresi baslamadan hemen Once ovulasyon gergeklesir, Ostrojen seviyelerinde bir

azalma gozlenir (Ajayi, & Akhigbe, 2020; Cora ve ark., 2015).

2.4.5.3. Metadstrus

Ostrus siklusunun bu evresi 6-8 saat siiren en kisa evredir. Bu evrede, niikleus
icermeyen keratinize epitelyal hiicreler, notrofil hiicre tipleri ve daha az yogunlukta
niikleus i¢eren farkli boyutlardaki epitelyal hiicreler gozlenir (Sekil 18C). Metadstrus
evresi, insan menstrual siklusundaki luteal faz baslangicina denk gelmektedir ve bu
evrede Ostrojen ve progesteron seviyeleri diisiiktiir (Ajayi, & Akhigbe, 2020; Cora ve
ark., 2015).

2.4.5.4. Dibstrus

Ostrus siklusunun bu evresi 48-72 saat siiren en uzun evredir. Bu evrede nétrofil
hiicre tipleri baskin olarak goézlenir (Sekil 18D). Didstrus evresi, insan menstrual
siklusundaki luteal faz sonuna denk gelmektedir. Didstrus evresinin baslangicinda

diisiik seviyede olan Gstrojen, didstrus evresinin sonuna dogru artis gosterir (Ajayi, &

Akhigbe, 2020; Cora ve ark., 2015).
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Sekil 18. Vajinal smear fotograflar1. Ostrus siklusunun evreleri: proostrus (A), ostrus (B), metadstrus
(C) ve dibstrus (D).

Sicanlarda lireme dongiisii olan dstrus siklusu, insan menstrual siklusunda oldugu
gibi noroendokrin sistemden etkilenmektedir. Ostrus siklusunun prodstrus evresinde
FSH, LH ve prolaktin seviyelerinde artis meydana gelir. FSH seviyesindeki artis ile
ovaryum folikiillerinin biiylimesi uyarilir ve boylece folikiillerden salgilanacak olan
ostrojen hormonu seviyesinde artis gerceklesir. Ostrojen artis1 ile ovulasyonu
tetikleyen LH hormon seviyesinde pik gorilir ve bu prodstrus evresinden ostrus
evresine gecisi ifade eder. Gegis asamasimda korpus luteum olusumu da gergekleserek
metadstrus ve didstrus evrelerinde baskin olan progesteron salgilanmasimni baslatir ve
ostrojen seviyesinde azalmalara neden olur. Ovulasyon sonucu fertilizasyon sireci
baslamazsa korpus luteum dejenere olur ve progesteron seviyesinde diisiis gergeklesir.
Noroendokrin sistemde gergeklesen bu degisimlere bakilarak; prodstrus evresinin
folikiiler gelisimi igerdigi, ovulasyonun Gstrus evresinde gergeklestigi, korpus luteum
yapisinin metadstrus evresinde olustugu ve didstrus evresinin de dinlenme asamasi

oldugu goriiliir (Sekil 19) (Ajayi, & Akhigbe, 2020; Goldman, Murr, & Cooper, 2007).
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Sekil 19. Sigan Gstrus siklusundaki hormonal degisimler (Goldman ve ark., 2007).

2.5. Infertilite ve Prematiir Ovaryan Yetmezlik (POI)

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tanimlamasi ile bir ¢iftin 12 ay boyunca
diizenli bir sekilde ve korunma yontemi kullanmadan cinsel iliski yasamasina ragmen
gebelik elde edilememesi seklinde ifade edilir (Thoma ve ark., 2013). Infertil ¢iftlerin
yaklasik olarak %85’inin infertilite nedeni tanimlanabilirken; bu ¢iftlerin %15’inin
infertilite nedeni tanmimlanamamakta ve “agiklanmayan infertilite” olarak kabul
gormektedir (Carson, & Kallen, 2021).

Infertilite erkek ve kadmn faktdrlii olmak iizere birgok nedenden kaynaklanir.
Yaslanmaya bagli olarak primordiyal folikiillerin sayica azalmasi ile ovaryum
rezervinin diismesi ve beraberinde folikiillerde bulunan oositlerin kalitesinde de
azalma gorilmesi sonucu, yani biyolojik yaslanma sonucunda diisiik over rezervi
(DOR) olarak tanimlanan hastalik goriiliir. Ovaryan rezervin yastan bagimsiz olarak
40 yasmdan Once tiikenmesi prematiir ovaryan yetmezlik (POI) olarak tanimlanir.

POI, 40 yastan daha geng bir kadinda en az dort aylik amenore gibi menstrual
bozukluk go6rulmesi, hipofiz gonadotropin FSH seviyesinin (>40 [U/1) yuksek,
ostrojen (E2) seviyesinin (<50 pg/ml) diisiik ¢ikmasi, matiir folikiil eksikligi sonucu
klinik tanis1 konulan ve kadm infertilitesinde yaygin bir sekilde goriilen infertilite
nedenlerinden biridir. Bir kadinda anti-Mullerian hormon (AMH) seviyesi, 15 ve daha

tizerinde folikiil varligi ile iligkili olup, 15 ve daha fazla sayida folikiile sahip
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kadmlarda 2,16 ng/ml; 5 ve daha az sayida foliklle sahip ya da folikuli olmayan
kadmlarda 0,33-0,42 ng/ml olarak belirlenir (Chon, Umair, & Yoon, 2021; Xiong ve
ark., 2017; Zhang ve ark., 2016).

2.5.1. POI’de ovaryum histolojisi

Ovaryum histolojisinin incelenmesi ile over rezervi ve folikiillerin durumlari tayin
edilerek prematiir ovaryan yetmezligi degerlendirmesi i¢in kesin bir yanit olusturulur.
POI’de ovaryum morfolojisine bakildiginda; kiigiik boyutlu ovaryumlara sahip,
folikiiler rezervin azaldig1 ve normal boyutlu ovaryuma sahip, folikiiler olgunlasmanin
daha az oldugu iki farkli tiirde morfoloji gosterebilir. Kiiciik boyutlu ve folikiiler
rezerve sahip olmayan ovaryumda; primordiyal folikil havuzu ve atretik folikuller
bulunmasa da korpus albikans ve kollajen agisindan zengin bag dokusu ile g¢evrili
stroma bulunur. Normal boyutlu ve az sayida folikiiler rezerve sahip olan ovaryumda
ise primordiyal folikiillerin varligma ragmen gelismekte olan folikiiller
gozlenmemektedir. Isik mikroskobik ve transmisyon elektron mikroskobik (TEM)
incelemeler ile korpus albikans ve olduk¢a yogun bir bag dokusu gozlenir. Ayni
zamanda bu ovaryumlarda medulla ve korteks ayirimi net goriilmemektedir.
Transmisyon elektron mikroskobik (TEM) inceleme ile ovaryum stromasinda
homojen dagilim gostermeyen, yiiksek konsantrasyonlu kollajen lifler ve fibroblastlar
gozlenmektedir. Ovaryumda ¢ogu antral folikiiliin histolojik olarak anormal olmas1 ve
folikiillerde kismi dokiilmeler sonucu graniiloza hiicrelerinin tamamen yok olmasi s6z

konusudur. (Chon, Umair, & Yoon, 2021).

2.6. POl Hayvan Modelleri

Prematiir ovaryan yetmezliginin altinda yatan nedenler biiylik Olciide
bilinmemekte, olusumunda ve gelisiminde ovaryum rezervinin iligkili oldugu
bilinmektedir. Oosit olgunlagsmasi ve matiirasyonunu Ostrojen aracili bir etki ile
diizenleyen ovaryum graniiloza hiicrelerinin (OGC) apoptoza ugramasi ovaryum
rezervi ve fonksiyonunun azalmasinda rol oynayan Onemli bir mekanizmadir.

Primordiyal folikullerin grantloza hucrelerinin apoptozu, gesitli faktorler kullanilarak
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onemli yolaklar araciligiyla indiiklenmekte ve POl modeli olusturulmaktadir (Liu, Li,
Wang, Chen, & Zheng, 2016). Deneysel POI Modeli olusturmak amaciyla kullanilan

ajanlar asagida belirtilmistir.

2.6.1. Siklofosfamid (CTX) ile POl modeli olusturulmasi

Siklofosfamid (CTX), DNA ile ¢apraz baglanarak DNA sentezini inhibe eder ve
timor hiicrelerinin, hiicre dongiisiinde proliferasyona ugrayan hiicrelerin apoptozuna
sebebiyet veren farmakolojik etkisi vardir. Siklofosfamid, oksidatif stres ile ovaryum
disfonksiyonuna ve graniiloza hicrelerinin apoptozunu indlkleyerek glutatyon
seviyesindeki diisiisle birlikte folikiillerin azalmasina neden olur. Siganlarda deneysel
prematiir ovaryan yetmezligi hayvan modeli olusturmak i¢in tek bir intraperitoneal
enjeksiyon ile 100 mg/kg siklofosfamid uygulanmaktadir (Zheng, Ma, Chen, & Li,
2022).

2.6.2. 4-Vinilsikloheksen diepoksit (VCD) ile POI modeli olusturulmasi

4-vinilsikloheksen diepoksit (VCD), DNA hasari1 ile primordiyal folikl ve primer
folikiillerin atrezisini hizlandirarak ovaryum rezervinde azalmaya sebebiyet veren
kimyasal bir ajandir. Insanlarda olusan menopozal gegisi taklit ederek ovaryum
disfonksiyonuna neden olur (Li, X. Ve ark., 2019). Sicanlarda deneysel prematiir
ovaryan yetmezligi hayvan modeli olusturmak i¢in 15 giin boyunca intraperitoneal
enjeksiyon ile 160 mg/kg/gun 4-vinilsikloheksen diepoksit uygulanmaktadir (Qin ve
ark., 2022). Calisma kapsaminda kullanilan POI modeli VCD ile gergeklestirilmistir
(Boliim 2.7°de detayli olarak anlatilmistir).

2.6.3. D-galaktoz ile POI modeli olusturulmasi
Seker galaktozlarinin metabolizmasini etkileyen galaktozemi, POI ile iliskili
genetik metabolik bozukluktur. Laktoz ve glikoz sekerlerinden olusan galaktozun

metabolizmasinda ii¢ enzim rol oynar: galaktokinaz (GALK), galaktoz 1-fosfat
dridiltransferaz (GALT) ve UDP-galaktoz 4-epimeraz (GALE). Bu metabolik yolun
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son iriinii ise glikolizasyonda kullanilan UDP-glukoz’dur. Galaktozemi goriilen
kadinlarda GALT yoklugunda biriken galaktozun (GAL) yarattig1 toksik etki
sonucunda ovaryum folikiil rezervinde hizlandirilmig bir atrezi ve POI olusumu
gozlenir (Dovom ve ark., 2019). Siganlarda deneysel POl hayvan modeli olusturmak
icin 1 kg galaktoz bakimindan zenginlestirilmis gida, 650 g standart gida toz ile 350 g
galaktoz tozu distile suda karistirilarak hazirlanarak peletlere doniistiiriiliir ve
kuruduktan sonra kullanilmak tizere 2-4 °C sicaklikta saklanir. Hazirlanan peletler
gebe sigcanlara, gebeliklerinin 3. giiniinden itibaren farkli zaman dilimlerinde verilerek

POI modeli olusturulur (Dovom ve ark., 2022).

2.6.4. Cisplatin ile POl modeli olusturulmasi

Kanser tedavilerinde recete edilen Cisplatin ve diger platin bazli ilaglar,
primordiyal folikilleri yok ederek folikiil apoptozunu indtkler ve ovaryum folikil
rezervini azaltir. Yiiksek dozda alimlar1 sonucunda ise doniisii olmayan ovaryum
hasarlar1 meydana gelir. Siganlarda deneysel prematiir ovaryan yetmezligi hayvan
modeli olusturmak i¢in iki hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere intraperitoneal
enjeksiyon ile 6 mg/kg dozda 2 ml Cisplatin uygulanmaktadir (Luo, Ruan, & Mueck,
2023).

2.7.VCD

Hayvan ¢aligmalarinda, baz1 kimyasallarin kadmlarda gorilen erken menopozu
taklit ederek primordiyal folikiilleri yok etme potansiyelinin oldugu goriilmiistiir.
Endustriyel bir kimyasal olan VCD de bu kimyasallardan biridir. Ulusal Toksikoloji
Programu, fare ve sigcanlarda kanserojen potansiyel taranmasi i¢in VCD ile uzun sireli
calisma yliriitmiistiir. Hayvanlarda uzun siireli (13 hafta) VCD maruziyeti sonrasinda
VCD’nin kanserojen potansiyele sahip oldugu, VCD etkisi sonucunda ovaryum ve
uterus atrofisinin goriildiigli sonucuna varilmistir. Bu bulgular ile VCD’nin
primordiyal folikiil havuzu tahribatina yol agtig1 gosterilmistir (Kappeler, & Hoyer,
2012).
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VCD’nin folikiiller {izerindeki etkisine molekiiler agidan bakildiginda;
tekrarlayan dozlarla kullaniminin ovaryan folikiilleri selektif olarak etkiledigi
gorulmektedir. Primordiyal folikul ve primer folikiillerin sayisini apoptoz sirecini
baslatarak azalttigi bildirilmistir (Hu ve ark., 2001a; Hu ve ark., 2001b; Springer ve
ark., 1996a, Springer ve ark., 1996b). Primordiyal folikul ve primer folikiillerde oosit
canlilig1 ve sagkaliminda etkin rol oynayan, oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki
hiicre-hiicre etkilesiminden sorumlu proto-onkogen reseptor tirozin kinaz (KIT) ve
ligant1 (KITLG) sinyal yolagimi etkiler (Fernandez ve ark., 2008; Jin ve ark., 2005;
Parrott, & Skinner, 1999). Primordiyal ve primer folikiller FSH reseptori
icermemekte ve canliliklar1 KIT / KITLG sinyal yolagi tizerinden korunmaktadir
(Parrott, & Skinner, 1999; Yoshida ve ark., 1997). Yapilan ¢alismalarda VCD’nin KIT
MRNA ekspresyonunu diistirdiigii, KITLG mRNA ekspresyonunu arttirdigi ve KIT /
KITLG sinyal yolunu inhibe ederek ovaryum toksisitesine neden oldugu bildirilmistir
(Keating ve ark., 2009; Keating ve ark., 2011).

VCD ile POI modelinin indiiklendigi ¢alismalar sonucunda POI hayvan modeli
olusturulmasmda VCD kullanimi tercih edilmektedir. VCD ile olusturulan POI hayvan
modelinin avantajlarina bakildiginda; fare ve sicanlarda selektif olarak primordiyal ve
primer folikiil sayisinda apoptozu hizlandirarak azalis gosterdigi (Hoyer, & Sipes,
2007; Keating ve ark., 2009), uygun seviyelerde hormonal degisiklikler gosterdigi
(Mayer ve ark., 2002), uygulama yapilan hayvanlarda herhangi bir cerrahi isleme
gerek duyulmadigi ve genetik agidan degisiklik gostermedigi (Van Kempen, Milner,
& Waters, 2011), onceki caligmalarda in vivo ve in vitro olarak caligilabileceginin
gosterilmis oldugu (Mayer ve ark., 2002), ¢evre dokularda hasar olusturmadigi
(Muhammad ve ark., 2009), enjeksiyon uygulamasi sonrasinda hesaplanan zaman
dilimlerinde premenapozal, perimenapozal ve postmenapozal evrelerin dahil oldugu
uzun siireli ¢aligmalarda kullanilabiliyor oldugu (Mayer, Devine, Dyer, & Hoyer,
2004) goriilmektedir. VCD’nin enjeksiyonu ile primordiyal ve primer folikiiller de
dahil olmak iizere kiiciik folikiillerin atrezisinin goriilmiis olsa da sekonder folikiil
gelisimi sonras1 daha biiyiik folikiiller lizerinde bir etkisinin olduguna dair bir kanit

bulunmamistir (Cao ve ark., 2020).
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2.8. Kontrolli Ovaryan Hiperstimulasyon (KOH)

Yardimci tireme tedavi yontemlerinde kullanilan bir teknik olan kontrollii ovaryan
hiperstimilasyon (KOH), tek bir siklusta ovaryumlardan optimal say1 ve iyi kalitede
oosit eldesi i¢in ¢ok sayida folikiiliin glivenilir bir yolla gelistirilmesinde kullanilir.
Gelistirilen bu folikiillerdeki oositler, oosit toplama iglemi ile anestezi altindaki
hastadan toplanarak, embriyoloji laboratuvarinda erkek hastadan temin edilen sperm
hiicreleri ile in vitro ortamda fertilizasyon islemine tabi tutulur. Fertilizasyon sonucu
olusan embriyolar, luteal evrede kadin hastanin uterusuna yerlestirilir. KOH sonras1
elde edilen ¢ok sayidaki folikiiller arasindan preovulatuar folikiillerin toplanmasiyla
birlikte, iyi kalite sergilemeyen oositlerin elde edilmesi de mumkundir (Fitko, &
Szlezyngier, 1994).

Hipotalamus-hipofiz gonadal ekseni tizerinde etkinlik gosteren kontrolli ovaryan
hiperstimiilasyon, hipofizin baskilanmasi siireciyle baslar. Hipofiz, gonadotropin
salgilayict hormon (GnRH) analoglar1 ile inhibe edilerek endojen luteinizan hormonun
seviye artigsini durdurur. Hipofizin baskilanma durumuna gére KOH protokolleri, uzun
ve kisa protokoller olarak uygulanir. Menstrual siklusun bir 6nceki siklus zamaninin
midluteal fazinda kullanilan GnRH analogu ile endojen FSH ve LH salgilanmasinin
durdurulmasi ve folikiiler gelisiminin ekzojen gonadotropinler tarafindan kontrollii bir
sekilde saglanmasi uzun protokoller ile gerceklestirilir. Uzun protokolde oldugu gibi
GnRH analogunun uzun maruziyetinden kaginmak amaciyla kisa siireli olarak
maksimum diizeyde ovaryumlarin uyarilmasi ise kisa protokoller ile gerceklestirilir

(Macklon ve ark., 2006; Neiderberger ve ark., 2018).

2.8.1. POI olgularinda KOH protokolleri

In vitro fertilizasyon (IVF), kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon sonrasi oosit
iceren folikiillerin toplanmasini kapsayan ¢ok asamali bir islemdir. KOH uygulamasi
sonrasinda folikiil aspirasyonu, in vitro oosit matiirasyonu, embriyo gelisimi,
embriyonun transferi ve implantasyonu asamalar1 gelmektedir. Basarili bir IVF sonucu
icin tiim bu agamalar kritik 6nemdedir. Bu asamalarin ilk kritik adimi ise transfer igin

en uygun embriyonun se¢imine olanak taniyacak sekilde optimal sayida ve yiiksek
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kalitede oosit eldesinin saglanmasi amaciyla gergeklestirilen kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyon (KOH) protokoliiniin uygulanmasidir. KOH protokolii uygulanacak
olan hasta profilleri degiskenlik gostermektedir; hasta profilleri 4-5’ten fazla oosite
sahip olmayanlar zayif yanit veren, 6-15 oosite sahip olanlar normal yanit veren, >15
oosite sahip olanlar asir1 yanit veren hastalardir. Zayif yanit veren hasta profilleri
ovaryan rezervin azalmasinin yasa bagimli (>40 yas) olarak gerceklesmesiyle diisiik
over rezervi (DOR), yastan bagimsiz (<40 yas) olarak gerceklesmesiyle de prematiir
ovaryan yetmezlik (POI) olarak tanimlanir (Pabalan ve ark., 2014). KOH, 0zellikle
zayif yanit veren hastalarda tek bir baskin folikiil yerine ¢cok sayida folikiil gelisiminin
indiiklenmesinin disaridan saglanan gonadotropin dozlar1 ile gerceklesmesini
amaglayan tedavi protokuludir (Pandian, McTavish, Aucott, Hamilton, &
Bhattacharya, 2010). IVF tedavilerinde KOH ile ¢ok sayida oosit eldesi klinik gebelik
ve canlt dogum oranlarinda iyilestirmeler saglamistir (Sunkara ve ark., 2011). Ancak
literatiirde bulunan g¢alismalar incelendiginde, DOR ve POI olgular1 i¢in standart
olarak kabul gérmiis bir protokol heniiz bulunmamaktadir.

IVF tedavisi sonucu basar1 eldesinde en fazla zorlanilan hasta gruplar1 arasindaki
POI olgularinda klinik gebelik sonuglarinin iyilestirilmesi amaciyla farkli stimiilasyon
protokolleri 6nerilmektedir. Bu protokoller hipofiz baskilanmasi, gonadotropin
dozlarimm artirilmasi, ovaryan stimiilasyonu esnasinda adjuvan tedavilerin dahil
edilmesi, modifiye dogal sikluslarin uygulanmasi seklindedir (Orvieto ve ark., 2008;
Pandian ve ark., 2010).

POI olgularinda optimal say1 ve kalitedeki oosit eldesi i¢in uygulanan FSH, LH
gibi ekzojen gonadotropinlerin islevselligi bir¢ok farkli caligmada incelenmistir. Farkli
gonadotropin formlarmin uygulandigi calismalarda klinik sonuglarda herhangi bir etki
goriilmemistir (Van Wely ve ark., 2011). Gonadotropin dozunda artisin oldugu
calismalarda da klinik sonuglarda bir etki olmadigi (Lekamge, Lane, Gilchrist, &
Tremellen, 2008; Pandian ve ark., 2010), artan doz uygulamasinin ayrica farkl
diizeylerde yan etkiler gosterdigi ve maliyet acisindan yiiksek bir tablo ile
karsilagtirdig1 goriilmistiir (Cheung ve ark., 2005; Kailasam, Keay, Wilson, Ford, &
Jenkins, 2004). GnRH agonistlerinin standart uzun protokol, kisa protokol ve ultra
uzun protokol olarak hipofiz baskilanmasinda kullanimi sonucunda embriyo eldesinde

ve transfer igin segilebilecek embriyo sayisinda farklilik olmadigir gorilmiistiir
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(Pandian ve ark., 2010; Schoolcraft, Eric, Minjarez, Stevens, & Gardner, 2008). GnRH
antagonistleri ve uzun protokol uygulanmasi sonucu iptal edilen siklus oranlarinda,
gonadotropin dozunda, toplanan oosit sayisinda, embriyo gelisiminde, implantasyonda

ve klinik gebelik oranlarinda bir farkliligin bulunmadigi goriilmiistiir (Cheung ve ark.,

2005).

2.8.2. POl olgularinda KOH protokollerine eklenen adjuvan tedaviler

POI olgularinda kullanilan protokollerden hangisinin daha etkin bir tedavi
protokolii oldugu hususunda kesin bir sonuca varilamamistir (Griesinger, Diedrich,
Tarlatzis, & Kolibianakis, 2006). IVF tedavi sonuglarinin iyilestirilmesi i¢in POI
olgularinda uygulanan kontrollii ovaryan hiperstimulasyon protokollerine ek olarak
adjuvan veya tamamlayici tedavilerin uygulanmasi da onerilmektedir. Bu tedaviler
folikiil gelisimini, oosit matiirasyonunu, embriyo eldesi ve kalitesini iyilestirebilmek
amaciyla kullanilan ek tedavi yontemleri olarak tanimlanmaktadir. KOH protokoliine
ek olarak kullanimi tavsiye edilen adjuvan tedaviler; androjen (testosteron,
dehidroepiandrosteron) takviyesi (Doan, Quan, & Nguyen, 2017; Kotb, Hassan, &
AwadAllah, 2016; Qin, Fan, & Qin, 2017; Saharkhiz ve ark., 2018; Zhang ve ark.,
2016;) ya da androjen duzenleyici ajan (letrozol aromataz inhibitort) (Bastu ve ark.,
2016; Yu, Jin, Huang, Lin, & Wang, 2018), rekombinant LH (rLH) (Humaidan ve ark.,
2017; Merviel ve ark., 2008; Younis, 1zhaki, & Ben-Ami, 2016), steroid hormon
takviyesi (Ostradiol ve progesteron) (Davar, Neghab, & Naghshineh, 2018; Davar,
Rahsepar, & Rahmani, 2013), blyime hormonu (GH) (Bassiouny, Dakhly, Bayoumi,
& Hashish, 2016; Choe ve ark., 2018; Li ve ark., 2017; Merviel ve ark., 2008), koenzim
Q10 (CoQ10) (Gat ve ark., 2016; Xu ve ark., 2018), klamifen sitrat (Pilehvari ve ark.,
2016; Siristatidis ve ark., 2017) ve aspirin (Frattarelli, McWilliams, Hill, Miller, &
Scott Jr., 2008; Merviel ve ark., 2008) gibi uygulamalardan olusmaktadir. Bu adjuvan
tedavilerin kullanimi heniiz arastirma diizeyindedir, kabul gérmiis bir tedavi yontemi
olarak tanimlanmamaktadir. Son yillarda {ireme tibbinda, POI deneysel
modellemesinde folikiil gelisiminde, oosit matiirasyonunda ve elde edilen
embriyolarin kalitesinde iyilestirme saglanmasi amaciyla kok hiicre ve plateletten

zengin plazma (PRP) enjeksiyonu uygulamasmin yapildigi ¢aligmalar bulunmaktadir
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(Ahmadian ve ark., 2020; Fraison ve ark., 2023).

2.9. Plateletten Zengin Plazma (PRP)

Trombositler (plateletler), megakaryosit olarak adlandirilan, kemik iligindeki
biiyiik poliploid hiicrelerden (niikleuslar1 ¢oklu kromozom setleri igeren hiicreler)
tiiretilen kiiclik, membran ile sinirlandirilmig, niikleus bulundurmayan sitoplazmik
fragmanlardir. Trombositler, kan damarlarinin siirekli denetiminde, hasar gormiis
dokunun onarmminda ve fibrin, eritrosit, lokosit gibi kan elemanlarinin damarlarmn i¢
yiizeyinde kitle seklinde yapismasini saglayarak hemostazda (kanamanin kontroliinde)
piht1 olusumunda fonksiyon goriirler. Hemostazda, trombiis olarak adlandirilan piht1
kitlesinin olusumu i¢in Oncelikli olarak trombositlerin aktive olmasi gerekmektedir.
Trombositler, serotonin, adenozin difosfat (ADP), kollajen, trombin, tromboksan,
oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein (oxLDL) gibi spesifik trombosit membran
reseptOrlerine baglanan cesitli agonistler tarafindan farkli mekanizmalar araciligiyla
aktive edilirler (Cakiroglu ve ark., 2020; Diaz-Ricart, White, Escolar, & Galan, 2009;
Li, Delaney, O’Brien, & Du, 2010; Lopez-Vilchez, Mescher, 2021; Ross, & Pawlina,
2019; Shen ve ark., 2017; Wraith ve ark., 2013). Trombositler aktive edildiklerinde
intrasitoplazmik granul iceriklerini salarlar. Bu intrasitoplazmik granuller, vaskiler
hasardaki trombosit yanit1 i¢in elzem faktorler iceren ¢ok sayidaki alfa ve daha az
sayidaki yogun lizozomal graniiller olmak iizere ikiye ayrilirlar. Yiizlerce farkli
protein igeriginden olusan, zimojen formdaki biiylime faktorii i¢erigi ile doku onarmmi
ve hemostazda rol oynayan alfa trombosit graniillerinin biiylik ¢ogunlugu ana
megakaryositlerden sentezlenmektedir. Sayica daha az olan, trombosite Ozgii
fonksiyonel islevi tam olarak bilinmeyen ancak pihti lizisinde gorev yaptig1 diisiiniilen
yogun lizozomal trombosit graniilleri ise adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat
(ATP), guanozin difosfat (GDP), guanozin trifosfat (GTP), serotonin, histamin,
polifosfat, magnezyum ve kalsiyum gibi kiglk molekuller icermektedir (Scully ve
ark., 2019; Scully ve ark., 2020). Alfa trombosit graniilleri ¢ok sayida biiyiime faktorii
icermektedir. Bu biyume faktorlerine; trombositlerin primer blyime faktorl olan
glikoprotein yapilt PDEGF (Trombosit Kaynakli Epidermal Biiylime Faktorii, Platelet-
Derived Epidermal Growth Factor) (Gao, Song, Huang, Wang, & Wang, 2021), doku
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onariminda etkili olan IGF-1 ve IGF-2 (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1-2, Insulin-
Like Growth Factor 1-2) (Gao ve ark., 2021; Tilek, & Kahraman, 2022), hiicresel
farklilagsma ve bag doku onariminda gorevli olan TGF-§ (Transforme Edici Biiyiime
Faktoru-p, Transforming Growth Factor-f) iiyeleri (Tilek, & Kahraman, 2022),
mezodermal ve noroektodermal tabakalardan koken alan hiicrelerde mitojenik etki
gosteren FGF-1 ve FGF-2 (Fibroblast Blyume Faktori 1-2, Fibroblast Growth Factor
1-2) (Turner, & Grose, 2010), vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, fibroblatlar
uzerinde mitojenik etkili ve anjiyogenezde de rol oynayan EGF (Epidermal Blyume
Faktoru, Epidermal Growth Factor) (Gao ve ark., 2021), tumor anjiyogenezisinde etki
gosteren VEGF (Vaskiiler Endotelyal Buytume Faktérl, Vascular Endothelial Growth
Factor) (Tllek, & Kahraman, 2022) 6rnek olarak verilebilir.

Plazma (%55), kirmiz1 kan hiicreleri (alyuvarlar) (%41), trombositler ve beyaz
kan hiicreleri (akyuvarlar) (%4) iceren, vendz yontemle (flebotomi) alinmis tam kanin
sitrat ya da EDTA bazl antikoagiilan igerikli tiipe alinarak santrifiijlenmesiyle farkli
bilesenlerine ayrilmasi sonucu yiiksek konsantrasyonlu trombosit elde edilir (Sekil
20). Bu yiiksek konsantrasyona sahip trombositlerin aktivasyonu farkli aktivatorler
(serotonin, ADP, kollajen gibi) araciligiyla saglanir. Trombositlerin aktivasyonu
tamamlaninca trombosit bakimimdan zengin plazma (plateletten zengin plazma, PRP)
aciga cikar. Santrifiij islemi ile kirmizi kan hiicreleri elimine edilerek daha yiiksek
konsantrasyona sahip plazma dretimi saglanir (Sekil 20). PRP igerigindeki
trombositler aktive edildiginde biiyliime, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez gibi
fizyolojik olaylarda rol oynar (Scully ve ark., 2019; Scully ve ark., 2020; Seckin,
Ramadan, Mouanness, Kohansieh, & Merhi, 2022). Ayrica istenilen hedef trombosit
konsantrasyonunu verebilen hazir ticari PRP kitleri de bulunmaktadir. PRP’nin hizli
ve kolay olarak temin edilmesi, uygulama yonteminin basit ve kisa siireli olmasi,
immiin yanita etki gdstermesi, maliyet agisindan uygun olmasi sebebiyle son yillarda

PRP’ye olan ilgi artmis ve PRP tipta bir¢cok alanda kullanilmaya baslanmistir.

41



- Plazma
I ’ N | - Tam kanin %55’i
/ & ,» = - Diisiik yogunlukta komponent
> b\\\ ’ ‘ \‘ - | Buffy Coat
/\ ' — =~ - Lokositler ve plateletler
\»r ) - Tam kanin %1’inden daha az
l' | Eritrositler
1. Kan alinir ve tiipe aktarihr - Tam kanin %45’
2. Kan ornegi santrifiij edilir - Yiiksek yogunlukta komponent

Sekil 20. Venoz olarak alinan insan tam kanindan PRP izolasyonu (“PRP Nedir?”).

2.9.1. Ureme tibbinda PRP uygulamalari

Literatiir taramasi yapildiginda iireme tibbinda da PRP kullanimmin oldugu
bircok calisma ile karsilagilmaktadir. Raporlanan ilk ¢alismada bilateral ooferektomi
sonrast ovaryum kriyoprezervasyonu yapilan ovaryum dokusu tekrar ¢oziilerek
intraperitoneal olarak yerlestirilmis ve jel formunda olan PRP, ovaryum dis yiizeyini
kaplayacak sekilde pro-anjiyojenik ve proliferatif gorevde bulunacak sekilde
uygulanmistir. Bu uygulamanin ardindan yardimli tireme teknikleri ile gergeklestirilen
siklusta oosit elde edilmesi ve embriyo olusumu gergeklestirilmistir. Elde edilen
embriyo ile gerceklestirilen transfer islemi klinik gebelik ve canli dogumla
sonuglanmistir. Bu c¢alismada, PRP uygulamanin sonuca bir katkisinin olup
olmadigmin belirlenebilmesi i¢in daha fazla g¢alismaya ihtiya¢ oldugu wvurgusu
yapilarak PRP’nin iireme tibbindaki islevselliginin arastirilmasi onerilmistir (Callejo
ve ark., 2013). PRP’nin iireme tibbinda kullanilmaya baslanmasiyla birlikte
endometriyal kalinlikta artigsa, fibroziste iyilestirici etkiye, implantasyon oraninda
artisa yol agtigin1 gosteren ¢alismalar da yapilmistir (Eftekhar, Neghab, Naghshineh,
& Khani, 2018). PRP, iireme tibb1 alaninda in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisinde
adjuvan tedavi olarak uygulanmaya baslamustir. Infertil hastalarda PRP’nin
intraovaryan olarak uygulanmasi ile oosit toplanmasi sonucu oosit matiirasyonu
saglanmig ve embriyo transferi gergeklestirilmistir (Sills, Rickers, Li, & Palermo,
2018). PRP’nin intraovaryan olarak uygulandigi bir bagka ¢aligmada da ovaryan
rezervin belirteci olan anti-Mdullerian hormon (AMH) seviyelerinde artma, folikl
stimulan hormon (FSH) seviyelerinde azalma gergeklestirerek, folikiilogenezde,
toplanan oosit sayisinda iyilestirmeler ve diisiik oranda da spontan gerceklesen

gebelikler goriilmistiir (Farimani, Heshmati, Poorolajal, & Bahmanzadeh, 2019; Hsu,
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Hsu, Hsu, Chiu, & Dorjee, 2020; Sfakianoudis ve ark., 2019). Tiim bu ¢aligmalarda
PRP’nin intraovaryan enjeksiyonu sonucunda olumlu gelismeler raporlanmis olsa da
deneysel olarak sadece intraovaryan enjeksiyonun gerceklestirildigi sham grubu
olusturulmamistir. Sham enjeksiyonu olmadigr i¢in ovaryumlarin mekanik etkiyle
uyarilmasi sonucu fonksiyonel olarak kismen iyilesmeye gitme ihtimali gozardi
edilememektedir. Deneysel prematiir ovaryan yetmezligi modeli olusturulan bir
calismada intraovaryan serum fizyolojik (SF) enjeksiyonunun ovaryum
fonksiyonunun iyilestirilmesi i¢in yeterli olmadigi gosterilmistir (Ahmadian ve ark.,
2020).

PRP, otolog olarak direkt hasta kanindan elde edilebilmesi ve maliyet agisindan
uygun olmasi (Su ve ark., 2018), uygulanmasimnin kolay gerceklestirilebiliyor olmasi
ve sonrasinda etkisini uzun vadede gosterebiliyor olmasi, iyilesme siiresinin
uzamamasi ve yan etkilerinin az olmasi (Pietrzak, & Eppley, 2005) nedeniyle avantajli
olarak kabul edilen adjuvan bir tedavidir. Bu avantajlarindan dolayr PRP kullanimi
sadece lireme tibbinda sinirli kalmayip tiim tibbi alanlarda da yaygm bir sekilde

kullanilmaya baslanmaistir.

2.10. Primordiyal Folikul Aktivasyonu ve Molekiiler Mekanizmalari

Ovaryan folikiillerin aktivasyonunun tam olarak nasil gerceklestigi heniiz
bilinmese de aktivator ve baskilayic1 fizyolojik yolaklar ile kontrol edildigi
bilinmektedir. Primordiyal folikiillerin aktivasyonunun gerceklesmesinde etkili olan
farkli molekiiler mekanizmalar bulunmaktadir. Asagida primordiyal folikiil

aktivasyonunda rol oynayan sinyal yolaklar1 verilmistir.

2.10.1. Primordiyal folikul aktivasyonunda hippo sinyal yolagi

Primordiyal folikiil aktivasyonunda rol oynayan ilk yolak Hippo sinyal yolagidir.
Hippo sinyal yolagi, hiicre proliferasyonunu kontrol eden, gelisim ve rejenerasyon
sirasinda organ bliylimesini uygun zamanda sonlandiran, organ boyutunun
korunmasinda gorev alan hicre igi sinyal sistemidir. Hippo sinyali, bir serin/treonin

kinaz kaskadinda gdrev yapan, transkripsiyonel koaktivatorleri; YAP (Evet-iliskili
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protein, Yes-associated protein) ve TAZ’1 (PDZ-baglama motifli transkripsiyonel
koaktivator) fosforile ederek etkisiz hale getiren birkag negatif blylme
diizenleyicisinden olusur. Hippo sinyali bozuldugunda, YAP ve TAZ
fosforilasyonunda azalma ve ardindan YAP ve TAZ’1n niiklear seviyelerinde artma
goriilir. Artan niikleer YAP ve TAZ, TEAD (TEA/ATTS DNA baglanma alanini
iceren transkripsiyon faktorleri) proteinleri ile etkilesime girerek CCN (Hiicresel
Iletisim Ag1, Cellular Communication Network) protein ailesi iiyesi olan CTGF
(CCN2) (Bag Dokusu Biiyiime Faktorii, Connective Tissue Growth Factor) ve NOV
(CCN3) (Noroblastoma Asir1 Eksprese Eden, Nephroblastoma Overexpressed)
biliylime faktorleri ile folikiil biiylimesini tesvik eden BIRC (Bakuloviral Apoptoz
Inhibitorleri Tekrarmi1 Iceren, Baculoviral IAP repeat-containing) apoptoz
inhibitorlerinin ekspresyonunda artisa yol agar (Sekil 21). CCN ve BIRC proteinleri
hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve hayatta kalmasmi uyarir. Hippo sinyal yolu,
YAP/TAZ ve diger transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu araciligiyla islevsiz
hale gelmelerine neden olur ve anormal doku biyumesini aktif olarak 6nler. Hiicre disi
ligand kaynakli sinyal yollarmin aksine Hippo sinyal yolagi spesifik hiicre dis1
ligandlara ve reseptorlere sahip degildir. Aktin, hiicresel siireclerde etkin
mikrofilamentler olusturan islevsel bir proteindir. Globiiler aktinin (G-aktin) fibriler
aktine (F-aktin) polimerizasyonu hiicre seklinin korunmasi ve hiicre hareketi i¢in
onemlidir. Aktin polimerizasyonu, Hippo sinyal yolu ile iligkili genlerin islevini
bozarak nukleer YAP ve TAZ lokalizasyonunda artmaya; fosfo-YAP (pYAP)
seviyelerinde azalmaya neden olur. Boylece CCN buylme faktorlerinin ve folikl
biiyiimesini tesvik eden BIRC apoptoz inhibitdrlerinin artmasina yol agar (Sekil 21)
(Hsueh, & Kawamura, 2020; Hsueh, Kawamura, Cheng, & Fauser, 2015; Kawamura
ve ark., 2013; Kawamura, Kawamura, & Hsueh, 2016; Lee, & Chang, 2019).
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Sekil 21. Hippo sinyal yolagi aktivasyonu (Lee, & Chang, 2019).

2.10.2. Primordiyal folikil aktivasyonunda PTEN/PI3K sinyal yolag:

Primordiyal folikiil aktivasyonunda rol oynayan bir diger yolak ise PTEN/PI3K
(Fosfotaz ve tensin homolog / fosfotidilinositol-3-kinaz) sinyal yolagidir. PTEN/PI3K
sinyal yolagimin ovaryumdaki dormansi halinin ve primordiyal folikiil aktivasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. FOXO alt smiflari, hiicre
dongiistinliin durdurulmasinda, apoptozda Onemli rollerde bulunan transkripsiyon
faktorleridir. Oositlerde FOXO3a, 6zellikle primordiyal folikiillerin olusumunda
niikleusa aktarilan, ovaryuma 6zgili mekanizmalar: etkileyerek folikiiler biiyiimenin
baslatilmasinda baskilayict etkiye sahip bir faktordiir. PTEN’in oosit spesifik olarak
silinmesi, FOXO3a nakavtmin indiikledigi fenotipte primordiyal folikiil
aktivasyonuna neden olur. PI3K, PTEN nakavtini baskilar, ancak FOXO3 nakavt
ovaryan fenotipi baskilamamaktadir. PTEN’in oosit spesifik silinmesi ile ikincil

haberci PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat) PI3K ile indiiklenen PIP3’e
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(fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat) doniisiir ve sonrasinda PDK1’i (fosfotidilinositol
bagimli kinaz1) aktive ederek AKT aktivasyonunu saglar. Niikleusta ger¢eklesen AKT
aktivasyonu, FOXO3a hiperfosforilasyonuna ve nikleusa goglne yol acgarak
primordiyal folikillerin aktivasyonunu destekler (Sekil 22).
PTEN/PI3BK/AKT/FOXO0O3 sinyal yolunun hiperaktivasyonu ya da negatif
regulasyonu, folikiiler aktivasyonu geciktirir ve primordiyal folikilllerin atrezisinde
onemli 6l¢iide artisa neden olur. Tam tersi durumda PTEN’in inhibisyonu ve PI3K’nin
aktivasyonu ile inaktif folikiillerin aktivasyonu saglanir. PTEN, PI3K/AKT sinyal
yolunun negatif diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir (Hsueh, & Kawamura, 2020;
Lee, & Chang, 2019).

LY294002
Wortmannin
PI-103,
NVP-BEZ235

BAG956

GDC-0941 Sitoplazmik membran

Biiyiime faktorleri

i----f

inaktif yolak AKktif yolak
FOXO3, primordiyal FOXO03’iin niikleer
folikiil dormansisini gogii primordiyal
saglar folikiil aktivasyonunu
indiikler

Sekil 22. PTEN/PI3K/AKT/FOXO3 sinyal yolagi ve modiilatorleri (Lee, & Chang, 2019).

2.10.3. Primordiyal folikil aktivasyonunda mekanik uyarilma

Folikiilogenez siirecinde bir¢ok hormonal ve molekiiler faktorlerin iglevsel olarak
gorev aldig1 biliniyor olsa da bu siirecte ekstraselliiler matriksin (ECM, extra cellular
matrix) roli tam olarak bilinmemektedir. Ovaryum fonksiyonunun ve ovaryan
hicrelerin mikrogevreleri arasindaki etkilesimlerde mekanobiyolojinin de rolii oldugu
diistiniilmektedir. Primordiyal folikiillerin, kolajen bakimindan zengin olan ovaryum

korteksindeki lokalizasyonu ile folikiiler diizenlenim saglanir ve bu yapisal degisimin
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korunmasi igin kat1 bir fiziksel ortam sunulur. ECM sertliginin de folikiiler gelisimi ve
oosit matiirasyonunu smirlayarak primordiyal folikiillerin puberteye kadar uyku
halinde kalmasini saglar. Gelismekte olan diger folikiillerin de ovaryum medullasina
gociinde daha yumusak ECM ile karsilasarak matiirasyonlarini kolayca
gerceklestirmektedirler. Boylece ECM sertligindeki degisikliklerin folikiiler gelisimde
etkili oldugu goriilmektedir (Fabregues ve ark., 2021).

ECM'de olusan mekanik kuvvet hiicre tarafindan algilanir ve hiicre yapist ve
fonksiyonunda degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler, mekanik sinyallemeyle
birlikte gen ekspresyonunu ve hiicre ¢ekirdeginin epigenetik yeniden yapilanmasini
degistirebilir, bu da ECM igeriginde, bilesiminde ve organizasyonunda degisikliklere
ve matrisin genel olarak yeniden sekillenmesine yol agabilir. Hiicreler mekanik
kuvveti algilar ve buna hiicre i¢i kasilma gerilimiyle karsilik vererek hiicresel stres
yaratir. Bu sekilde kuvvetle tiretilen mekanokimyasal sinyaller hem hiicreyi hem de
cevresini etkiler. Folikiilogenezde sert dis ovaryum korteksindeki mekanik kuvvetler
primordiyal folikiil {izerinde etki ederek onun hareketsiz durumuna katkida bulunur.
Folikiil i¢indeki gerilim kuvvetleri buna karsi koyar. Daha esnek olan i¢ medullanin
yeniden diizenlenmesi mekanik gerilimi azaltir ve folikiiliin folikiilogenez yoluyla

ilerlemesine izin verir (Sekil 23) (Thorne ve ark., 2015).

Dinamik Kargsilik

Farklilagma
Biiyiime/Hayatta kal
Motilite
Yapv/Polarite

ECM Hiicre

Yogunluk
Kompozisyon
Organizasyon

Mekanik 0 N < | Hiicresel
Kuvvet 4 Stres

Sekil 23. Hiicre ile cevresi, 0zellikle ECM arasindaki ¢ift yonlii etkilesimin dinamik karsiliklilik
kavramii gosteren sematik diyagram (Thorne ve ark., 2015).
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Yapilan bir ¢calismada primordiyal folikiillerin kolajen bakimmdan zengin olan
ovaryum korteksi bolgesinde bulundugu, folikiiler diizenlenimi destekleyen ve
bliylimeyi sinirlandiran sert bir fiziksel ortam olusturuldugu goriilmiistiir. Ayrica
matriks bilesenlerinin biyolojik yasa ve folikiiler matiirasyonun asamalarina bagli
olarak degistigi bilinmektedir (Ouni ve ark., 2020). Yapilan baska bir ¢aligmada da
fare ovaryumuna verilen fiziksel hasar sonucunda G-aktin’in F-aktin’e
polimerizasyonunda gegici bir artis oldugu ve boylece Hippo sinyalini bozarak Y AP
fosforilasyonunu azaltip niiklear Y AP seviyelerinde artisa neden oldugu goriilmiistiir.
Bu artis CCN biiylime faktorleri ve BIRC apoptoz inhibitorlerinin ekspresyonlarinda

artisa neden olmustur (Hsueh, & Kawamura, 2020).

2.12. Cahismanin Amaci

Bu calismada, “infertilite nedenlerinden biri olan prematiir ovaryan yetmezlik
(POI) olgularinda, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii Oncesi
uygulanan intraovaryan PRP enjeksiyonu, ovaryan folikillerin aktivasyonunu,
PRP’nin etkisi disinda, hippo sinyal yolagi iizerinden enjeksiyon ignesinin
olusturdugu mekanik uyarilma ile gerceklestirir” hipotezinden yola ¢ikilarak;
sicanlarda deneysel POI modelinde KOH oncesi intraovaryan mekanik uyarma ve
intraovaryan PRP enjeksiyonu uygulamasinin ovaryan folikiillerin gelisimi iizerindeki

etkisinin ve mekanizmasinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Tez c¢alismamizin yapilmasi amaciyla Bursa Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 28.02.2023 tarihli ve 2023-04/07 karar numarali
etik kurul onay1 alinmustir. Tez ¢alismasi etik ilkeler ¢ercevesinde gerceklestirilmistir.
Tez calismasinda kullanilmak {izere Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Birimi (DENHAB)’nden ortalama 180-200 g agirhiginda, 60
gunlik 45 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan temin edilmistir. Siganlara herhangi
bir besin ve su kisitlamasi uygulanmaksizin 12 saatlik aydmlik ve karanlik 1s1k
dongiisiinde, normal oda sicakliginda, her bir kafeste en fazla 5 adet sigan olacak
sekilde DENHAB’da standart kafeslerde sicanlarin takibi gergeklestirilmistir. Tez
calismasi siiresince uygulanan tiim deneysel islemler DENHAB ve Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali arastrma ve

uygulama laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.2. Deney Gruplan

Tez calismasi i¢in temin edilen tiim deneklerin over rezervi acisindan farklilik
gosterebilecegi goz dnilinde bulundurularak homojen bir dagilim saglanmasi amaciyla,
calisgma baslangicinda hassas tarti ile denek agirhiklar1 ve Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) ydntemi ile serum Anti-Millerian Hormon (AMH)
duzeyleri tayin edildi. Olgimler sonucunda %25-75 dilim araliginda tayin edilen
serum AMH degerleri, denek agirliklar1 da baz alinarak calismaya dahil edilirken;
araligin disindaki denekler calismaya dahil edilmedi.

Tez galismasina dahil edilen denekler, normal ovaryan rezerv (NOR) grubu ve
prematiir ovaryan yetmezligi (POI) grubu olmak iizere 2 ana gruba ayrildi. POI grubu

ise 6 farkli alt gruba ayrildi.
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Tez ¢alismasinda olusturulan 7 grup ve bu gruplara dahil edilen deneklerin sayis1

Sekil 24’te sema olarak gosterilmistir.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu (n=40) VCD Grubu
CALISMA GRUPLARI 3“
L4 (0=5)

e

| 1
VCD + Mekanik Uyarim + KOH Grubu VCD + PRP + KOH Grubu
L =7 4 @=
e el
VCD + SF + KOH Grubu
g
L4 (=)

~

Sekil 24. Calisma gruplar1 ve alt gruplari.

e Normal Ovaryan Rezerv (NOR) Grubu (n=5): Deneyin 1. giinii kan 6rnegi
almarak serum AMH diizeyi 6l¢iilen ve sonrasinda sakrifiye edilen denekler
¢ Prematiir Ovaryan Yetmezligi (POI) Grubu (n=40): 15 glin boyunca VCD
enjeksiyonu uygulanan denekler
o VCD Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlar1 sonrasi kan 6rnegi alinarak sakrifiye
edilen denekler
o VCD + KOH Grubu (n=7): VCD enjeksiyonlar1 ardindan KOH protokolii (9
giin) uygulamasi sonrasi sakrifiye edilen denekler
o VCD + Cerrahi + KOH Grubu (n=7): VCD enjeksiyonlar1 ardindan cerrahi
islem ve KOH protokolii (9 giin) uygulamasi sonrasi sakrifiye edilen denekler
o VCD + Mekanik Uyarnm + KOH Grubu (n=7): VCD enjeksiyonlar1
ardindan mekanik uyarim ve KOH protokolii (9 giin) uygulamasi sonrasi
sakrifiye edilen denekler
o VCD + SF + KOH Grubu (n=7): VCD enjeksiyonlar1 ardindan intraovaryan
serum fizyolojik ve KOH protokolii (9 giin) uygulamasi sonrasi sakrifiye
edilen denekler
o VCD + PRP + KOH Grubu (n=7): VCD enjeksiyonlar1 ardindan
intraovaryan PRP ve KOH protokolii (9 giin) uygulamasi sonrasi sakrifiye

edilen denekler
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulama Yoéntemleri

Tez caligmasi enjeksiyonlarinda kullanilan kimyasal maddeler ve uygulama
yontemleri Tablo 2’de aciklanan bicimde ve literatlir bilgileri de goz Oniinde
bulundurularak enjeksiyon giinleri boyunca ayni zaman diliminde gergeklestirildi.
Enjeksiyonlar igin kimyasal maddelerin dozlar1 deneklerin viicut agirhiklar1 baz
alinarak belirlendi. Calisma gruplar1 ve kimyasal madde enjeksiyonlarmin zamanlari

Sekil 25°te sema olarak gosterilmistir.

Tablo 2. Enjeksiyonlarda kullanilan kimyasal maddeler ve uygulama yontemleri.

cozucu - UYGULAMA

ETKEN MADDE MADDE DOz SURE YONTEMIi
4-Vinylcyclohexene DMSO 160 mg/kg/gln )
Diepoxide (VCD) (1 mi/kg) (Frye ve ark., 2012) 15 gtn Subkutan
Dimetil Stilfoksit 1 ml/kg/giin .
(DMSO) (VCD sham) - (Frye ve ark., 2012) 1598 Subkutan
Plateletten Zengin Plazma r 1 doz 1 giin .
(PRP) (Ahmadian ve ark., 2020) g Y
Serum Fizyoljik (SF) ) PRP ile ayn1 hacim N :
(PRP sham) (Ahmadian ve ark., 2020) | 19" Intraovaryan
Gonadotropin Salgilatici ) 1,5ng/100g/giin N : .
Hormon (GnRH) Agonist (Gong ve ark., 2015) 7.gin Intraperitoncal
Gebe Kisrak Serum ) 51U/100g/gun 1 giin intraperitoncal
Gonadotropini (PMSG) (Gong ve ark., 2015) g pert
Insan Koryonik Hormon i 101U/100g/giin " : .
(hCG) (Gong ve ark., 2015) 1gln Intraperitoneal
Serum Fizyoljik (SF) ) KOH protokolii ile aymi " . .
(KOH sham) hacim 7 gln Intraperitoneal
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3.4. Deneklerden Kan Orneklerinin Ahnmasi

Denekler sevofluran inhalasyon anestezisi altindayken kan 6rnekleri retro-orbital
olarak alindi. Derin anestezi etkisindeki deneklerin kafasi ve ¢genesi sabit bir sekilde
tutularak parmak yardimiyla géz kapagi yukar1 dogru ¢ekildi ve middorsal sekilde
orbital ven pleksuslar mikrokapillar tiip araciligtyla yirtildi, steril eppendorf tiiplere
yaklasik 500 pl kanin dolmasi saglandi. Alman kan 6rnekleri 15 dakika boyunca 4500
rpm’de santrifiij edildi ve santrifiij sonrast serum kismi mikropipet yardimu ile yeni bir
eppendorf tiipe aktarildi. Elde edilen kan serumlari, serum anti-Mullerian Hormon
(AMH) seviyelerinin Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile
degerlendirilmesi i¢in -20°C’ye kaldirild1 (Sekil 26A ve Sekil 26B).

Sekil 26. (A) ve (B) mikrokapillar \tup ile yirtilan orbital ven pleksuslarindan kan 6rneklerinin
alinmast.
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3.5. Deneysel Prematiir Ovaryan Yetmezligi (POI) Hayvan Modeli Olusturulmasi

Tez ¢alismasinda deneysel prematiir ovaryan yetmezligi (POI) hayvan modeli, 15
giin siiresince, 160 mg/kg/giin olacak sekilde, giinde tek doz 4-Vinilsikloheksen
Diepoksit (VCD) subkiitan enjeksiyonu yapilarak gerceklestirildi (Frye ve ark., 2012).
Deneysel POl hayvan modelinin olusturuldugunun dogrulanmasi i¢in ovaryan doku
kesitlerinin histolojik degerlendirilmesinde gelisimin farkli asamalarindaki folikiil
sayilar1 ve ¢aligmanin 1. ve 15. giinlerinde alinan kan serumu 6rneklerinde Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile degerlendirilen serum anti-

Miillerian Hormon (AMH) seviyeleri karsilastirildi.

3.6. Vajinal Smear Yontemi ile Ostrus Siklusu Evrelerinin Tayin Edilmesi

Tez calismasi siiresince, uygulanacak enjeksiyon ve deneklerin sakrifikasyonu
islemlerinin gergeklestirilebilmesi amaciyla deneklerde ostrus siklusu evrelerinin tayin
edilmesi i¢in vajinal smear teknigi kullanildi. Vajinal smear incelemesi ig¢in
deneklerden vajinal siiriintii yayma firgalar1 ile alinarak lam {izerinde yayildi (Sekil
27A ve Sekil 27B) ve oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan preparatlar Tablo 3’teki
protokole gore hazirlandi. Hazirlanan preparatlarin mikroskobik incelemesinde Ostrus

siklusu asamalar1 Tablo 4’teki tanimlara gore tayin edildi.

Sekil 27. Vajinal smear incelemesi i¢in alinan vajinal siiriintii (A) ve siiriintiiniin lama yayilmasi (B).
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Tablo 3. Vajinal smear preparatlarinin boyama protokolii.

1 | %70'lik alkol 10 dips

2 |Su 1 dips

3 | Harris'in Hematoksileni 1 dk

4 | Su Su rengi berraklagincaya kadar

5 | Eozin 5 dips

6 | Su Su rengi berraklagincaya kadar

7 | Kurutma Preparatlar tamamen kuruyuncaya kadar
8 | Kapatma

Tablo 4. Ostrus siklusu evrelerinin tayin edilme kriterleri.

. Niikleus igeren epitel hiicrelerinin daha yogun gozlemlendigi, I6kositlerin
Proostrus . oy
gozlemlenmedigi preparatlar
Astrus Nikleus iceren superfisiyal hiicrelerin %75, keratinize hiicrelerin %25 oranda
gozlemlendigi preparatlar
Metadstrus Niikleus igeren hiicreler ve kornifiye hiicrelerle birlikte gok sayida lokositin
gézlemlendigi preparatlar
Difstrus Neredeyse tamamen I6kositlerin gozlemlendigi preparatlar

3.7. Plateletten Zengin Plazma (PRP) Eldesi ve Intraovaryan PRP Enjeksiyonu

Sevofluran inhalasyon anestezisi etkisindeki tek erkek denekten, steril kosullar
altinda intrakardiak olarak elde edilen kan 6rnegi, sitrat bazli antikoagiilan igeren tiipe
almd1 ve spesifik olarak istenen platelet konsantrasyonunu verebilen ticari kit (T-
Biyoteknoloji Laboratuvari, Bursa, TURKIYE) ile plateletten zengin plazma (PRP)
elde edildi. PRP kiti iiretici firmasinin belirledigi kullanim talimatlar1 baz alinarak 4
dakika boyunca 1150 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi 5 mL’lik tiipe bagh
16G’lik bir enjektdr buffy coat katmanma kadar iceri dogru ilerletilip enjektdr ucu
dondiiriilerek PRP aspirasyonu gerceklestirildi. Aspire edilen PRP ¢ozeltisi ayr1 bir
steril tiipe aktarild1 ve hafifce ¢alkalandi (Fraidakis ve ark., 2023). Platelet sayisinin
enjeksiyonlarin tamaminda sabit olmasi amaciyla her bir denege enjeksiyonu
yapilacak olan hiicre sayim cihazi (Celltac E.S., Nihon Kohden, Tokyo, JAPONYA)
kullanilarak kan 6rnegi ve elde edilen PRP ¢6zeltisinde platelet hiicre sayisinin 6lgtimii
gerceklestirildi. Olgiim sonucunda kan &rneginde 175 x 103 platelet/uL tespit edildi
(Sekil 28).
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Sekil 28. intrakardiak olarak alinan sican tam kanindan PRP elde edilmesi (Ahmadian ve ark., 2020).
Son doz VCD enjeksiyonundan bir giin sonra, 16. ginde, denek sevofluran
anestezisi etkisindeyken dorsalden gerceklestirilen bilateral insizyon ile ovaryumlarin
her ikisine de yaklasik 21,5 x 10° platelet/15 ul konsantrasyonda intraovaryan PRP
enjeksiyonu gergeklestirildi. Enjeksiyon sonrasinda insizyon alani siitlire edilerek
kapatildi (Sekil 29). Serum fizyolojik enjeksiyon grubunu olusturan deneklere de PRP

yerine yine ayni miktarda serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Sekil 29. (A), (B), (C), (D) Sevofluran nlso anestezisi altindaki sigana intraovaryan PRP
enjeksiyonu.
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3.8. Kontrolli Ovaryan Hiperstimilasyon (KOH) Protokoli

Primordiyal folikiillerin aktivasyonunun gerc¢eklesmesi i¢in 4 haftalik bir zaman
dilimi kadar beklendikten sonra intraovaryan enjeksiyonlarin ardindan ostrus siklusu
diizenli seyreden deneklere kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon protokolii uygulandu.
KOH uygulamasina baglanmadan 6nce deneklerde Ostrus siklusunun tayini amaciyla
vajinal smear ile drnekler alindi. Ostrus siklusunun prodstrus evresinde bulunan
deneklere, KOH protokoliinden biri olan ‘GnRH long agonist protokolii’ uyguland:.
Siklusun 3-9. guinleri arasindaki her giin intraperitoneal olarak 1,5ug/100 g doz GnRH
agonist enjeksiyonu (Cetrotide; Merck, USA) uygulandi. Siklusun 9. giinii
intraperitoneal olarak 51U/100 g tek doz PMSG (Oviser; Hipra, ispanya) enjeksiyonu
uygulandi. PMSG enjeksiyonundan 28 saat gectikten sonra intraperitoneal olarak
101U/100 g tek doz hCG (Ovitrelle; Serono, USA) enjeksiyonu uygulanarak

ovulasyonun uyarilmasi saglandi (Gong ve ark., 2015).

3.9. Deneklerin Sakrifiye Edilmesi ve Doku Eldesi

Deneklerin sakrifikasyonu, deneklere uygulanan enjeksiyonlarin tamamlanmasi
sonrasinda Ostrus siklusunun Ostrus evresinde gergeklestirildi. Denekler, sevofluran
inhalasyon anestezisi altindayken abdominal bolgeden agilarak bilateral ooferektomi
islemi uygulandr (Sekil 30). Sag ooferektomi ile alinan ovaryum dokusu Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) tekniginde kullanilmak amaciyla -80°C derin
dondurucuya kaldirilirken; sol ooferektomi ile alinan ovaryum dokusu hassas terazi ile
tartilip agirligi 6lgiildiikten sonra histomorfolojik degerlendirmede kullanilmak tizere
1 hafta boyunca %10’luk formalin soliisyonunda bekletilerek immersiyon fiksasyonu
gerceklestirildi. Bilateral ooferektomi islemi tamamlandiktan sonra deneklerin

Otanazisi servikal dislokasyon ile yapildi.
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Sekil 30. Ooferektomi islemi ile elde edilen Varyu dokusu.

3.10. Doku Takibi

Bir hafta boyunca fiksasyonu gergeklestirilen ovaryum dokularinin
histomorfolojik olarak degerlendirilmesi amaciyla fiksasyon sonrasinda doku takibi
Tablo 5’te goriildiigi sekilde gerceklestirildi. Doku takibi tamamlanan ovaryum
dokular1 parafin bloklara gomuldu.

Tablo 5. Doku takibi protokolil.

1. GON || 2. GUN
1 | %50'ik alkol 2 saat 6 | Ksilen-l 1,5 saat
2 | %70k alkol 2 saat 7 | Ksilen-Il 1,5 saat
3 | %90'lik alkol 2 saat 8 | Parafin-I 1,5 saat
4 | %96'lik alkol-I 2 saat 9 | Parafin-l1 1,5 saat
5 | %96'lik alkol-I1 Gece boyunca 10 | Parafin-111 1 saat
11 | Parafine Gomme
3.11. Kesit Alinmasi

Doku takibinde parafin bloklara gdmiilen ovaryum dokularindan, hematoksilen-
eozin (H&E) boyamasinda kullanilmak amaciyla mikrotom (Leica, RM 2245)
araciligiyla 5 pm kalimhiginda sirali kesitler halinde, ovaryum dokusu boyunca 5’er

kesit atlanarak pozitif sarjli lamlar {izerine kesitler alind1. Baslangic¢ kesiti olarak en az
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2-3 sekonder folikiiliin goriildiigii kesit kabul edildi ve devaminda gelen 5 farkh
seviyeden kesit alinarak bu kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi

gerceklestirildi.
3.12. Hematoksilen-Eozin (H&E) Boyamasi

Histomorfolojik degerlendirme ve folikiil sayiminda kullanilmak iizere belirlenen
parafin kesitler 60°C’lik etiivde gece boyunca bekletildi ve ertesi giin Tablo 6’da

verilen hematoksilen-cozin (H&E) boyamasi protokoliine gére boyandi.

Tablo 6. Hematoksilen-Eozin boyama protokol.

1 | Ksilen-I 20 dk

2 | Ksilen-II 20 dk

3 | Kurutma Kesitler tamamen kuruyana kadar
4 | %96'lik alkol 3dk

5 | %90k alkol 3dk

6 | %70'ik alkol 3dk

7 | Akansu 3dk

8 | Harris'in Hematoksileni 8 dk

9 | Akansu Su rengi berraklasincaya kadar
10 | %1'lik Asit alkol 1 dips

11 | Akan su 5dk

12 | Amonyakli su 7 dips

13 | Akan su 3dk

14 | Eozin 3dk

15 | Akan su Su rengi berraklasincaya kadar
16 | %70'lik alkol 10 dips

17 | %90'lik alkol 10 dips

18 | %96'lik alkol 10 dips

19 | Kurutma Kesitler tamamen kuruyana kadar
20 | Ksilen-I11 20 dk

21 | Ksilen-1V 20 dk

22 | Kapatma
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3.13. Ovaryan Folikiillerin Sayim

Hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi protokolii gergeklestirilen ovaryum
dokussu kesitlerinde, 151k mikroskobu yardimiyla ovaryan folikiillerin siniflandirmasi
ve saymmi gerceklestirildi. Parafin bloklardan alinan kesitlerde, en az 2-3 sekonder
folikiilin gozlemlendigi kesit baslangic kesiti olarak kabul edildi. Kabul edilen
baslangi¢ kesitinden itibaren alinan her kesitin arasindan 5’er kesit atlanarak kesitler
lamlara alindi. Hazirlanan lamlardaki 9 kesit iizerinde ovaryan folikiil siiflandirmasi

ve sayimi, Tablo 7’°de belirtilen degerlendirme kriterlerine gore yapildi.

Tablo 7. Ovaryan folikiil smniflandirmasi (Yan ve ark., 2018).

Primer oosit ve etrafim gevreleyen tek katl yassi pregraniiloza hiicre

Primordiyal Folikil tabakas

Primer oosit ve etrafini c¢evreleyen tek katli kiibik graniiloza hiicre

Unilaminar,Primer.Folikil tabakasi, zona pellusida olugsmaya baslamig

Primer oosit ve etrafinda heniiz antral boslugun goriilmedigi, >2 sirali

Muttil aggEFPrimer Sl kiibik graniiloza hiicre tabakasi, zona pellusida belirgin

Primer oosit-zona pellusida ve etrafinda >5 sirali graniiloza hiicre tabakasi,

Sekonder Folikal belirgin teka tabakasi ve ¢ok sayida kiigiik antral bosluklar

Kumulus-oosit kompleksi, tek antral bosluk ve belirgin teka interna-teka

Graaf Folikal eksterna tabakalari

Oosit ve graniiloza tabakasinda biitiinliik kaybi ya da kaybolmus graniiloza

Atretik Folikdl tabakast

3.14. ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile kan serumunda
serum AMH (katalog no: EO456Ra, BT LAB, Sangay) duzeyleri ve eksize edilen
ovaryum dokularinin homojenatlarinda TAZ (katalog no: E2471Ra, BT LAB,
Sangay), NAIP (katalog no: E3418Ra, BT LAB, Sangay) ve CTGF (katalog no:
E0356Ra, BT LAB, Sangay) protein diizeyleri Uretici firma yonlendirmeleri dikkate
alinarak oOlciildi. ELISA yontemi calisilirken kan serumu ve doku homojenati
ornekleri ile standartlar, mikropipet yardimiyla antikor ile kaplanmis olan ELISA plak
kuyularmna yiiklendi. ELISA plak kuyularmin tamamma biyotinlenmis antikor
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soliisyonu yiiklenerek 1 saat boyunca 37°C sicaklikta ve karanlik ortamda
inkiibasyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra ELISA Kkiti
icerisindeki yikama soliisyonu ile tim Ornekler 3 defa yikandi. Yikama sonrasi
streptavidin-HRP yiiklenerek 1 saat boyunca 37°C sicaklikta ve karanlik ortamda
inkiibasyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra yikama soliisyonu ile
tiim ornekler 5 defa yikandi. Yikama sonrasi kromojen substrat soliisyonu yiiklenerek
20 dakika boyunca 37°C sicaklikta ve karanlik ortamda inkiibasyonu gerceklestirildi.
Son asamada enzim reaksiyonunu sonlandirmak i¢in eklenen soliisyon ytiklendi ve 5
dakika icinde 450 nm dalga boyu ile 6rneklerin optik dansiteleri élculdii. Orneklerin
analit konsantrasyon hesaplamalar1 standart egri baz alinarak yapildi. AMH, TAZ,
NAIP ve CTGF ELISA kitlerinin sirasiyla sensitivitesi 0.051 ng/mL, 10.57 ng/L, 0.11
ng/mL ve 0.012 ng/mL; 6l¢tim aralig1 0.1-40 ng/mL, 20-3800 ng/L, 0.25-16 ng/mL ve
0.05-10 ng/mL; ¢alisma i¢i CV <%8, <%8, <%8 ve <%8; calismalar aras1 CV <%]10,
<%10, <%10 ve <%10 seklindeydi.

3.15. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS v.28 (IBM) yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
Shapiro  Wilk Testi ile verilerin parametrik veya non-parametrik dagilim
gosterdiklerinin tayini yapildiktan sonra; parametrik dagilim gosteren verilerde iki
grup arasinda yapilacak karsilastirmalarda Student-T Testi; ikiden fazla grup arasinda
yapilacak karsilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi; gruplar arasi yapilacak ikili
karsilastirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi. Elde edilen sonuglar %95’lik
giiven araliginda degerlendirildi ve p<0,05 dlzeyindeki sonuglarda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu kabul edildi. Istatistik analizler ile elde edilen verilerin

grafiklendirilmesinde GraphPad yazilimi1 kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Agirhk Ol¢iimleri

4.1.1. Denek viicut agirlik dlgiimleri

Tez calismasindaki tiim gruplarda yer alan deneklere 15 giin boyunca subkutan
olarak gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarinin basladigi giin (G1) ve VCD
enjeksiyonlarinin bittigi giin (G15) viicut agirlik 6lgtimleri yapildi. Agirhik 6lgim

sonuglar1 gruplar arasinda karsilastirildi.

4.1.1.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD

grubu) deneklerin viicut agirlik 6l¢ciimleri

Normal ovaryan rezerve sahip deneklerin yer aldigt NOR grubunda; calismanin
baslangi¢ giinii (G1) denek viicut agirliklarnin dlgtimleri yapildi ve herhangi bir
enjeksiyon islemi gergeklestirilmeden, vaginal smear degerlendirmesi ile strus siklus
takibi yapilarak, Ostrus evresinde sakrifikasyon islemi gergeklestirildi. Prematiir
ovaryan yetmezligine sahip deneklerin yer aldigi VCD grubunda; heniiz
enjeksiyonlarm baglamadigi, calismanin baglangi¢ giiniinde ve 15 giin boyunca
subkutan olarak gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarinin bittigi giinde (G15) denek
viicut agirliklarmin Slgiimleri yapildi ve sonrasinda deneklerin sakrifikasyon iglemi
gergeklestirildi. NOR grubu ve VCD grubunda gergeklestirilen denek viicut agirlik
Olciimleri enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii sirasiyla 200,4+10,88 g ve 191,25+22,15 g
olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli fark olmadig:

gorildi (p=0,656) (Tablo 8, Grafik 1).
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Tablo 8. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin viicut agirliklarinin 6l¢iim sonuglari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu | Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu o
(NOR Grubu) (VCD Grubu) P
Enjeksiyonlarin baslangig giinii 200,40 + 10,88 191,25 + 22,15 0,656
(G1) viicut agirhiklar (g)* e e !
Enjeksiyonlarin bitis giinii )
(G15) viicut agirliklar (g)* 216,50 £15,19

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (g) olarak verildi.
**]kili grup karsilagtirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Grafik 1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin viicut agirliklarinin ortalamalari.

4.1.1.2. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokoli uygulanan grubu
(VCD+KOH grubu) olusturan deneklerin viicut agirlik dlgtimleri

Prematiir ovaryan yetmezligine sahip deneklerin yer aldig1 VCD grubunda 15 giin
boyunca subkutan olarak gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarmin baslangicinda (G1)
ve enjeksiyonlarin sonunda (G15) deneklerin sakrifiye edilmeden hemen dnce denek
viicut agirliklarinin Slgtimleri yapildi. VCD+KOH grubunda ise 15 giin boyunca
subkutan olarak gerceklestirilen VCD enjeksiyonlarinin baslangicinda (G1) ve VCD
enjeksiyonu ardindan uygulanan KOH protokolii tamamlandiktan sonra (yaklagik

G55) deneklerin sakrifiye edilmeden hemen 6nce denek viicut agirliklarmin 6lgtimleri
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yapildi. VCD grubu ve VCD+KOH grubunda gerceklestirilen denek viicut agirlik
Olclimleri enjeksiyonlarin baglangic giinii (G1) swrasiyla 191,25+22,15 g ve
197,57+13,11 g olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli
fark olmadig belirlendi (p=0,509). VCD grubu (G15) ve VCD+KOH grubunda (G55)
gerceklestirilen denek viicut agirhk Olglimleri swrasiyla 216,5+15,19 g ve
244,29+13,91 g olarak hesapland1 ve istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli
fark oldugu belirlendi (p=0,003) (Tablo 9, Grafik 2).

Tablo 9. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokoll uygulanan grubu (VCD+KOH
rubu) olusturan deneklerin viicut agirliklarmin 6l¢iim sonuglari.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu .
(VCD Grubu) VCD+KOH Grubu p

Enjeksiyonlarin baslangic giinii
(G1) viicut agirliklart (g)* 191,25 £ 22,15 197,57 £13,11 0,509

Enjeksiyonlarin bitis giini ’ N
(G15 ve G55) viicut agirliklar (g)* 216,50 £ 15,19 244,29 + 13,91 0,003

#VCD grubu ile VCD +KOH grubu kiyaslandiginda viicut agirliklart bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p=0,003).

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (g) olarak verildi.

**kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uyguland: ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 2. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin vicut agirliklarinin ortalamalari.
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4.1.1.3. POI modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney

gruplarmi olusturan deneklerin viicut agirlik dl¢iimleri

POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve
caligmanin deney gruplarmi olusturan POI modeli olusturulduktan sonra cerrahi yolla
acilip kapatilan (VCD+Cerrahi+KOH grubu), ovaryum dokusuna bos enjeksiyon
uygulamasi ile mekanik yolla uyarilan (VCD+Mekanik+KOH grubu), ovaryum igine
PRP enjeksiyonu uygulanan (VCD+PRP+KOH grubu), ovaryum igine SF enjeksiyonu
uygulanan (VCD+SF+KOH grubu) ve tiim bu uygulamalarin ardindan kontrollii
ovaryan hiperstimiilasyon yapilarak etkinliginin degerlendirildigi deneklerin VCD
enjeksiyonlarmin baslangicinda (G1) ve sakrifikasyon dncesinde (G55) viicut agirhik
Olciimleri yapildi. VCD enjeksiyonlarinin baslangicinda viicut agirhk olgtimleri
yapilan  deneklerin  ortalama  agirhklarma  bakildiginda ~ VCD+KOH,
VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve VCD+SF+KOH
gruplar1 i¢in swrastyla 197,57+13,11 g, 186,86+21,24 g, 187,71+20,16 g, 201,00+£10,60
g ve 194,43+9,86 g olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak bu gruplar arasinda anlamli
fark olmadigi belirlendi (p=0,389). Sakrifikasyon dncesinde viicut agirlik dl¢timleri
yapilan deneklerin ortalama agirliklarma bakildiginda ise ayni gruplar icin sirasiyla
244,29+13,91 g, 245,00£15,91 g, 229,29+18,06 g, 251,57+25,23 g ve 256,86+18,55 g
olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak bu gruplar arasinda anlamli fark olmadigi
belirlendi (p=0,099) (Tablo 10, Grafik 3 ve Grafik 4).

Tablo 10. POl modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin viicut agirliklarinin 6l¢lim sonuglart.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF ek ok
KOH + + + + '
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu

Enjeksiyonlarin
baslangi¢ giinii (G1) | 197,57 £ 13,11 | 186,86 +21,24 | 187,71 +20,16 | 201,00 +10,60 | 194,43+9,86 | 0,389
viicut agirliklari (g)*

Enjeksiyonlarin
bitis giinii (G55) 24429 +1391 | 245,00 £15,91 | 229,29 +£18,06 | 251,57 +25,23 | 256,86 + 18,55 | 0,099
viicut agirliklari (g)*

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (g) olarak verildi.

** Gruplar arasi kargilastirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***Gruplar arast ikili karsilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Grafik 3. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin viicut agirliklarin ortalamalari.
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Grafik 4. Enjeksiyon baslangici ve enjeksiyon bitisinde deneklerin viicut agirliklarinin 6lgtim
ortalamalarinin tiim gruplardaki karsilastirmasi.

4.1.2. Denek ovaryum agirlik 6lgtimleri
Tez calismasindaki tiim gruplarda yer alan denekler sakrifiye edilmeden Once

sevofluran inhalasyon anestezisi altindayken ovaryumlar1 eksize edilerek, dokularin

agirhik olgtimleri yapildi. Agirlik 6l¢iim sonuglar1 gruplar arasinda karsilagtirildi.
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4.1.2.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR Grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD

Grubu) deneklerin ovaryum agirlik dl¢timleri

NOR grubunda ve POI modeli olusturulan grupta VCD enjeksiyonlarnin bittigi
giin sakrifikasyon sonrasi denek ovaryumlar1 eksize edilerek ovaryum agirlik
Olgtimleri yapildi. NOR grubu ve VCD grubunda ovaryum agirlik dlgtimleri sirasiyla
38,2846,62 g ve 45,98+24,115 g olarak hesapland1 ve istatistiksel olarak bu iki grup
arasinda anlamli fark olmadigi belirlendi (p=0,418) (Tablo 11, Grafik 5).

Tablo 11. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin ovaryum agirliklarinin 6l¢iim sonuglari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu o
(NOR Grubu) (VCD Grubu) P

Toplam Ovaryum Agirhigi (mg)* 38,28 6,62 45,98 +24,115 0,418

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (mg) olarak verildi.
**kili grup karsilastirmalarinda Student-T Testi uyguland: ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 5. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin ovaryum agirliklarinin ortalamalari.
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NOR grubunda ve POI modeli olusturulan grupta VCD enjeksiyonlarin bittigi
giin sakrifikasyon sonrasi denek ovaryum dokularinin makroskobik karsilastirilmasi
Sekil 31°de gosterilmektedir. VCD grubuna ait ovaryum dokusunun NOR grubuna
kiyasla daha kii¢lik oldugu goriilmektedir.

PN

A

Sekil 31. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR ubu) ve POI modeli olusturuln (VCD grubu)
deneklerden eksize edilen ovaryum dokularinin makroskobik goruntusi.

4.1.2.2. POI grubu (VCD Grubu) ve POI modelinde KOH protokoli uygulanan grubu
(VCD+KOH Grubu) olusturan deneklerin ovaryum agirhik 6lgtimleri

POI grubu (VCD grubu) ve POI modeli olusturulduktan sonra kontrollii ovaryan
hiperstimllasyon uygulanan grubu (VCD+KOH grubu) olusturan deneklerin
sakrifikasyon sonras1 ovaryum agirlik dlgtimleri yapildi. VCD grubu ve VCD+KOH
grubunda gergeklestirilen denek ovaryum agirlik dlglimleri sirasiyla 45,98+24,115 g
ve 82,04+13,24 g olarak hesaplandi ve istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlaml
fark oldugu belirlendi (p=0,004) (Tablo 12, Grafik 6).
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Tablo 12. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
rubu) olusturan deneklerin ovaryum agirliklarinin 6l¢iim sonuglari.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

*x
(VCD Grubu) VCD+KOH Grubu P

Toplam Ovaryum Agirlig

45,98 + 24,115* 82,04 + 13,24 0,004
(mg)* -

#VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda toplam ovaryum agirligr bakimindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p=0,004).

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (mg) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 6. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokoli uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin ovaryum agirliklarinin ortalamalari.
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4.1.2.3. POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH Grubu) ve deney

gruplarini olusturan deneklerin ovaryum agirlik 6lgiimleri

POl modelinde KOH protokolii uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve
calismanin deney gruplarmi olusturan POI modeli olusturulduktan sonra cerrahi yolla
acilip kapatilan (VCD+Cerrahi+tKOH grubu), ovaryum dokusuna bos enjeksiyon
uygulanarak mekanik yolla uyarilan (VCD+Mekanik+KOH grubu), ovaryum igine
PRP enjeksiyonu uygulanan (VCD+PRP+KOH grubu), ovaryum i¢cine SF enjeksiyonu
uygulanan (VCD+SF+KOH grubu) ve tiim bu uygulamalarin ardindan kontrollii
ovaryan hiperstimiilasyon yapilarak etkinliginin degerlendirildigi deneklerin
sakrifikasyon sonrasi eksize edilen ovaryum dokularmm agirlik Slgtimleri yapildi.
VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplart i¢in ovaryum agiliklart swrasiyla 82,04+13,24 g,
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85,24+11,71 g, 86,63+14,97 g, 104,71+1496 g ve 102,71+15,29 g olarak hesaplandi
ve istatistiksel olarak bu gruplar arasinda anlamli fark oldugu belirlendi (p=0,011)
(Tablo 13, Grafik 7 ve Grafik 8).

Tablo 13. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin ovaryum agirliklarinm 6l¢iim sonuglari.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF o
KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu

Tip.'am.o"ary“m 82,04 + 1324* | 8524+1171 | 86,63+14,97 | 104,71 + 14,96 | 102,71+15,29 | 0,011
girhgt (mg)*
$VCD+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda toplam ovaryum agirlign bakimmdan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,039).

*Veriler ortalama agirlik ve SD (Standart Deviasyon) (mg) olarak verildi.

** Gruplar arasi kargilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili karsilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

140 -
C VCD+KOH Grubu
g’ o VCD+Cerrahi+KOH Grubu
2 100- VCD+Mekanik+KOH Grubu
E T T T *  VCD+PRP+KOH Grubu
e s0- 1 J_ ® VCD+SF+KOH Grubu
3 1

60 .

Toplam Ovaryum Agirhigi (g)

Grafik 7. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin ovaryum agirliklarinin ortalamalari.
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Grafik 8. Denekler sakrifiye edilmeden dnce sevofluran inhalasyon anestezisi altindayken eksize edilen
denek ovaryumlarmin agirlik 6l¢iim ortalamalarinin tiim gruplardaki karsilastirmasi.

4.2. Histolojik Bulgular

Tez ¢aligmasinda NOR ve VCD gruplarinda olan deneklerin strus siklusunun
ostrus evresindeyken (G15); VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH,
VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve VCD+SF+KOH gruplarinda olan
deneklerin son enjeksiyon olarak yapilan hCG enjeksiyonu sonrasi 34-36. saatler
arasinda (Gb55) sevofluran inhalasyon anestezisi altinda ovaryum dokularinin
eksizyonu yapildi ve denekler sakrifiye edildi. Deneklerden elde edilen ovaryum
dokusu orneklerinden alinan, H&E boyamas: ile boyanan 5 pum kalinliktaki sirali

parafin kesitlerde histolojik degerlendirme ve folikiil sayimi gergeklestirildi.

4.2.1. Histomorfolojik bulgular

H&E ile boyanan preparatlarda 151k mikroskobu kullanilarak histomorfolojik

degerlendirmeler gerceklestirildi.
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4.2.1.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POl modeli olusturulan (VCD

grubu) deneklerin histomorfolojik bulgular

Normal ovaryan rezerve sahip deneklerin yer aldigt NOR grubu ve prematiir
ovaryan yetmezligine sahip deneklerin yer aldigi VCD grubu deneklerine ait ovaryum
dokusu kesitlerinin 151k mikroskobik degerlendirmeleri karsilagtirildi.

NOR grubu deneklerine ait ovaryum dokusu Kesitleri incelendiginde (Sekil 32 ve
Sekil 33); ovaryum dokusunun yiizeyini kaplayan germinal epitelin tek kath yassi
formdan tek kath kiibik forma gecis gosterdigi gozlemlendi. Germinal epitelin hemen
altinda bulunan, bag dokusu hiicreleri ve bag dokusu liflerinden meydana gelen sik1
bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea tabakasi gzlemlendi (Sekil 32). Tunika
albuginea tabakasinin altina bakildiginda; ovaryumun periferik bolgesinde yer alan,
gelisimlerinin farkli evrelerindeki ovaryan folikiilleri ve diiz kas hiicrelerini iceren
seliiler bag doku yapidaki kortikal bolge (korteks tabakasi) ve ovaryumun merkezi
bolgesinde yer alan, i¢inde ¢cok sayida kivrimli kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler
bulunan gevsek bag dokusu yapidaki medullar bolge (medulla tabakasi) sinirlar1 net
bir sekilde ayirt edildi. Korteksin stromasi i¢inde gelisimlerinin farkli evrelerindeki
normal morfolojiye sahip folikuller goruldi. Korteksin tunika albuginea tabakasina
komsu kisimlarinda tek sira yassi folikiiler hiicreler ile cevrili, biiyiik 6kromatik
nikleusu bulunan primer oositi iceren normal morfolojiye sahip primordiyal folikiller
gozlemlendi (Sekil 33B). Primordiyal folikuller, korteks stromasinda bulunan
gelisimlerinin  farkli evrelerindeki folikiiller arasinda da gozlemlendi. Korteks
stromasiin daha derinlerine inildik¢e tek sira kiibik graniiloza hiicreleri ve net bir
sekilde aywrt edilemeyen, glikoprotein bakimindan zengin zona pellusida tabakasi ile
cevrilmis oositi igeren unilaminar primer folikiiller gbzlemlendi (Sekil 33C).
Granilloza hucreleri, asidofilik karakter sergileyen sitoplazma ve bazofilik karakter
sergileyen zengin kromatin igerikli niikleus goriilmesi sonucunda tanimlandi.
Stromada birka¢ sira kiibik graniiloza hiicreleri ve smirlar1 net bir sekilde ayirt
edilebilen zona pellusida tabakas1 ile ¢cevrilmis primer oositi iceren normal morfolojiye
sahip multilaminar primer folikiiller goriildii (Sekil 33D). Korteks stromasinda,
medulla tabakasina yakin yerlesim gosteren, ¢ok katmanli graniiloza hiicre tabakasina,

graniiloza hiicrelerinin aralarinda diizensiz, asidofilik karakterde folikiil sivis1 ile dolu
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antrumlara ve normal morfolojiye sahip sekonder folikiiller gozlemlendi (Sekil 33E).
Sekonder folikiilleri ¢evreleyen; graniiloza tabakasina yakin kisimda kas demetleri,
fibroblastlar ve vaskiiler yapilardan olusan teka interna ile dis kisimda diiz kas
hiicreleri ve kollajen liflerden olusan teka eksterna olmak iizere teka tabakasi
gOzlemlendi. Sekonder folikiillere kiyasla oosit ve folikiil capmnin arttigi, folikiil stvist
ile dolu antrumun tek bir bosluk halini aldig1 ve igerdigi oositin de antrumda kenara
dogru ¢ekilmesi ile karakterize, folikiiler gelisim siirecinin son evresinde olan normal
morfolojiye sahip graaf (matiir) folikiiller goriildii (Sekil 33F). Graaf folikillerde
oositin graniiloza hiicreleri ile baglantisin1 saglayan kumulus ooforus ve oositi
cevreleyen korona radiata yapilar1 net bir sekilde gézlemlendi. Folikiiler gelisimlerinin
farkli evrelerinde olan folikiillere ek olarak cok az sayida folikiiler hiicre diizenlenimi
dejenere olmus, cams1 membran goriiniimdeki dalgali hyalin tabakasi ile karakterize
atretik folikiiller gdzlemlendi. Ostrus siklusunun farkli zamanlarda gergeklesmis
ovulasyon dénemlerinden kaynakli, biiyiik niikleuslar1 olan ve daha soluk boyanma
gosteren sitoplazmalar1 bulunan merkezi yerlesimli graniiloza lutein hiicreleri ve daha
kii¢iik niikleuslu periferik yerlesimli teka lutein hiicreleri ile karakterize olan korpus
luteum yapilar1 gorildi (Sekil 33G). Ovaryumun merkezinde yer alan medulla
tabakasmin igerdigi kas demetleri, bag doku lifleri ve sinirler ile normal morfolojiye

sahip oldugu gozlemlendi.
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Sekll 32. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) deneklerden elde edilen ovaryum dokusu
kesitinde germinal epitel (kirmiz1 ok) ve tunika albuginea (siyah ok). H&E, x40.
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Sekil 33. A. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) deneklerden elde edilen ovaryum dokusu
kesitlerinin 151k mikroskobik genel gériiniimii. H&E, x1.25. B. Primordiyal folikuller (turuncu oklar)
H&E, x40. C. Unilaminar primer folikiil (sar1 ok). H&E, x40. D. Multilaminar primer folikiiller (yesil
oklar). H&E, x40. E. Sekonder folikil (mavi ok). H&E, x40. F. Graaf (matur) folikal (lacivert ok).
H&E, x20. G. Korpus luteum (mor ok). H&E, x10.
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VCD grubu deneklerine ait ovaryum dokusu kesitleri incelendiginde (Sekil 34 ve
Sekil 35); ovaryum dokusunun yuzeyini kaplayan germinal epitelin ve tunika
albugineanin NOR grubu ile benzerlik gdstererek tek katli yassi formdan tek kath
kiibik forma gegis gosterdigi gdzlemlendi (Sekil 34). Korteks boliimiine bakildiginda
NOR grubuna kiyasla gelisimlerinin farkli evrelerindeki folikiil sayilarinda ve
morfolojik olarak normal folikiillerde azalmalar oldugu goriildii (sayisal degerler
4.1.2.1.’de detayl1 olarak verilmistir). Folikiil bazinda bakildiginda, 6zellikle preantral
folikiiller olarak tanimlanan, kii¢iik captaki erken donem folikiiller olan primordiyal
folikuller, unilaminar primer folikuller ve multilaminar primer folikillerde belirgin
azalmalar (Sekil 35B, Sekil 35C ve Sekil 35D), folikiiler gelisimin farkli asamalarinda
atretik formdaki folikiil sayilarinda ise artmalar oldugu gozlemlendi (Sekil 36). Atretik
folikiiller morfolojik ac¢idan incelendiginde; graniiloza hiicreleri ile oositler arasindaki
hiicresel baglantilarin  bozuldugu, graniiloza hiicre niikleuslarinda piknotik
goriinlimlerin artt1g1, oositlerin asidofilik karakter sergiledigi, oositlerde yapisal olarak
bozulmalara neden olan vakuolizasyon ve fragmantasyonda artislarin oldugu
gozlemlendi (Sekil 36). Sekonder folikiil ve graaf (matir) folikillerin NOR grubuna
kiyasla sayisal anlamda benzerlik gosterdigi, fakat histolojik yapilarinin bozuldugu
goriildii (Sekil 35E, Sekil 35F ve Sekil 36). Sekonder folikill ve graaf (matr)
folikiillerde piknotik goriiniimlii niikleuslar igeren graniiloza hiicrelerinin gorildigi
ve graniiloza hiicreleri ile oositler arasindaki baglantilarda bozulmalarin oldugu,
atretik sekonder folikiil ve graaf (matdr) folikiiller gézlemlendi (Sekil 36). Korpus
luteum sayilarmin NOR grubu ile benzer oldugu fakat morfolojik olarak asidofilik
boyanmada artigla birlikte dejenere hiicrelerin arttigi gézlemlendi (Sekil 35G).
Ovaryumun medulla tabakasmin NOR grubu ile benzer 6zellikler sergiledigi gortildii.

VCD grubu ovaryum dokusu kesitlerinde ayrica Graaf folikiil boyutunda kistik
formda folikiiller oldugu gozlemlendi. Ovaryum dokusundan alinan tiim seri kesitler
incelendiginde; bu kistik folikiillerin bazilarinda oositin bulundugu (sekil 37A ve Sekil
37B) fakat bazi kistik folikillerde ise oositin bulunmadigi goriildii (Sekil 37C).
Folikuller preantral folikil (primordiyal folikdl, unilaminar primer foliki{l,
multilaminar primer folikil) ve antral folikil (sekonder folikiil, graaf- mattr folikil)
olarak smiflandirildiginda; preantral folikiil sayilarinda NOR grubuna kiyasla azalma

oldugu, antral folikiil sayilarinin ise benzer oldugu goriildii.
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Sekil 34. POI modeli olusturulan (VCD grub;l) deneklerden elde edilen
germinal epitel (turuncu ok) ve tunika albuginea (siyah ok). H&E, x40.

ovaryum dokusu kesitinde
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Sekil 35. A. Prematiir ovaryan yetmezligi grubu (VCD grubu) deneklerden elde edllen ovaryum dokusu
kesitlerinin 151k mikroskobik genel goriiniimii. H&E, x1.25. B. Primordiyal folikiiller (kirmizi oklar)
H&E, x40. C. Unilaminar primer folikiil (sar1 ok). H&E, x40. D. Multilaminar primer folikiiller (yesil
ok). H&E, x40. E. Sekonder folikul (mavi ok). H&E, x40. F. Graaf (mattr) folikul (lacivert ok). H&E,
x20. G. Korpus luteum (mor ok). H&E, x10.
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Sekil 36. Prematiir ovaryan yetmezligi grubu (VCD grubu) deneklerinden elde edilen ovaryum dokusu
kesitlerinde antral atretik folikiillerin 151k mikroskobik goriintiisii. A ve B. Granlloza hiicreleri antral
bosluga dokiilmiis atretik sekonder folikiiller. H&E, x40. C. Oosit-graniiloza hiicre baglantis1 bozulmus
atretik sekonder folikul. H&E, x10. D. Asidofilik sitoplazmaya sahip oosit iceren atretik sekonder
folikll. H&E, x10. E. Fragmantasyon gorilen oosit ve piknotik niileusa sahip granliloza hiicreleri iceren
atretik graaf folikul. H&E, x40. F. Oosit sitoplazmasinda vakuol bulunan atretik graaf folikiil. H&E,
x10.
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Sekil 37. Prematiir ovaryan yetmezligi grubu (VCD grubu) deneklerinden elde edilen ovaryum dokusu
kesitlerinde kistik formdaki folikiillerin 151k mikroskobik gorlintust. A. Kesite oositi dahil olmayan
oosit iceren kistik folikil. H&E, x10. B. Kesite oositi dahil olan oosit iceren kistik folikul. H&E, x10.
C. Oosit icermeyen Kistik folikiller. H&E, x10.

4.2.1.2. POI modelinde KOH protokolii uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney

gruplarini olusturan deneklerin histomorfolojik bulgular1

Prematiir ovaryan yetmezligi modeli olusturulan alt gruplardaki deneklere ait
ovaryum dokusu kesitlerinin 1s1k mikroskobik degerlendirmeleri karsilastirild (Sekil
38).

VCD+KOH grubunda ovaryum dokusu kesitleri incelendiginde; doku
biitlinliigliniin korundugu ve germinal epitelin NOR grubunda oldugu gibi diizenlenim
gosterdigi goriildii. Primordiyal folikiil ve gelismekte olan folikiillerin morfolojik
yapisimnin NOR grubuyla benzer oldugu goriildii (Sekil 39-44). Primordiyal folikul,
unilaminar primer folikiil ve multilaminar primer folikiil sayilarmda NOR grubuna
kiyasla azalma oldugu, VCD grubu ile benzerlik gosterdigi gézlemlendi (Sekil 39-41).
Sekonder folikiil sayisinda NOR grubu ve VCD grubuna kiyasla azalma oldugu
goriildi (Sekil 42). Graaf (matiir) folikiil, atretik folikiil ve korpus luteum sayilarinda
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VCD grubu ile benzerlik gosterdigi goriildi (Sekil 43 ve Sekil 44). Tim swral
kesitlerin incelenmesi sonucu belirlenen oosit icermeyen kistik folikiil sayilarinin
VCD grubuna kiyasla arttigr gozlemlendi (Sekil 38-44). VCD grubuna kiyasla
preantral folikiil sayilarinda benzerlik oldugu, antral folikiil sayilarinda ise azalmalarin
oldugu goriildii (sayisal degerler 4.1.2.2.°de detayl olarak verilmistir).

POI modeli olusturulduktan ve cerrahi olarak acilip kapatildiktan sonra KOH
protokoli uygulanan deneklerde (VCD+Cerrahi+KOH grubu) ovaryum dokusu
kesitleri incelendiginde; doku biitlinligliniin korundugu ve germinal epitelin NOR
grubu ile benzer diizenlenim gosterdigi saptandi. Primordiyal folikiil ve gelismekte
olan folikiillerin morfolojik yapisimin NOR grubuyla benzer oldugu goriildii (Sekil 39-
44). VCD+KOH grubuna kiyasla primordiyal folikiil, unilaminar primer folikiil ve
multilaminar primer folikiil sayilarinda azalmalar oldugu gozlemlendi (Sekil 39-41).
VCD+KOH grubuna kiyasla sekonder folikiil, graaf (matiir) folikiil, atretik folikiil,
korpus luteum, oosit icermeyen kistik folikil, preantral folikill ve antral folikil
sayilarinin benzer oldugu gortldii (Sekil 42-45).

POI modeli olusturulduktan ve mekanik yolla uyarildiktan sonra KOH protokolii
uygulanan deneklerde (VCD+Mekanik+KOH grubu) ovaryum dokusu Kesitleri
incelendiginde; doku biitiinliigiiniin korundugu ve germinal epitelin NOR grubu ile
benzer diizenlenim gosterdigi goriildii. Primordiyal folikiil ve gelismekte olan
folikiillerin morfolojik yapismin NOR grubuyla benzer oldugu goriildi (Sekil 39-44).
VCD+KOH grubu ve VCD+Cerrahi+KOH grubu ile kiyaslandiginda primordiyal
folikiil sayilarinda anlamli diizeyde bir artmanin oldugu saptandi. VCD+KOH grubu
ve VCD+Cerrahi+tKOH grubu ile kiyaslandiginda unilaminar primer folikiil,
multilaminar primer folikll, sekonder folikil, graaf (matir) folikdl, atretik folikdl,
korpus luteum, oosit icermeyen Kkistik folikul, preantral folikil ve antral folikil
sayilarinda benzerlik gosterdigi goriildii (sayisal degerler 4.1.2.2.°de detayl olarak
verilmisgtir).

POI modeli olusturulduktan ve intraovaryan PRP enjeksiyonu yapildiktan sonra
KOH protokolil uygulanan deneklerde (VCD+PRP+KOH grubu) ovaryum dokusu
kesitleri incelendiginde; doku biitlinliigiiniin korundugu ve germinal epitelin,
primordiyal folikiil ve gelismekte olan folikiillerin morfolojik yapisinin NOR grubu
ve diger gruplarla benzer oldugu gorildii (Sekil 39-44). VCD+KOH grubu ve
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VCD+Cerrahi+KOH grubu ile kiyaslandiginda primordiyal folikiil sayilarmda ciddi
diizeyde bir artmanin oldugu gozlemlendi. VCD+Mekanik+KOH grubu ile
kiyaslandiginda unilaminar primer folikiil sayilarinda azalmanin oldugu gézlemlendi.
VCD+KOH grubu, VCD+Cerrahi+KOH grubu ve VCD+Mekanik+KOH grubu ile
kiyaslandiginda multilaminar primer folikiil, sekonder folikiil, graaf (matiir) folikiil,
atretik folikul, korpus luteum, oosit icermeyen kistik folikul, preantral folikil ve antral
folikiil sayilarinda benzerlik saptandi (sayisal degerler 4.1.2.2.°de detayli olarak
verilmistir).

POI modeli olusturulduktan ve intraovaryan serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu
yapildiktan sonra KOH protokolii uygulanan deneklerde (VCD+SF+KOH grubu)
ovaryum dokusu Kesitleri incelendiginde; doku biitiinligiiniin korundugu, germinal
epitelin ve ovaryan folikiillerin diger gruplarla benzer morfolojide oldugu gdoriildii
(Sekil 39-44). VCD+PRP+KOH grubu ile kiyaslandiginda primordiyal folikiil
sayllarnda azalmanmn oldugu gozlemlendi. VCD+Mekanik+KOH grubu ile
kiyaslandiginda unilaminar primer folikiil ve preantral folikiil sayilarinda azalmanin
oldugu go6zlemlendi. VCD+KOH grubu, VCD+Cerrahi+KOH grubu ve
VCD+PRP+KOH grubu ile kiyaslandiginda multilaminar primer folikiil, sekonder
folikul, graaf (matur) folikil, atretik folikil, korpus luteum, oosit icermeyen kistik
folikiil, preantral folikiil ve antral folikiil sayilarinda benzerlik gosterdigi gozlemlendi
(Sekil 39-45) (sayisal degerler 4.1.2.2°de detayl1 olarak verilmistir).
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Sekil 38. A. Prematiir ovaryan yetmezligi olusturulduktan sonra KOH protokolii uygulanan

(VCD+KOH grubu) deneklerden elde edilen ovaryum dokusu kesitlerinin 151k mikroskobik genel
gorinimu. H&E, x1.25. B. Prematiir ovaryan yetmezligi olusturulup cerrahi yolla acilip kapatildiktan
sonra KOH protokoli uygulanan (VCD+Cerrahi+KOH grubu) deneklerden elde edilen ovaryum
dokusu kesitlerinin 1s1tk mikroskobik genel goriniimi. H&E, x1.25. C. Prematiir ovaryan yetmezligi
olusturulup mekanik yolla uyarildiktan sonra KOH protokolii uygulanan (VCD+Mekanik+KOH grubu)
deneklerden elde edilen ovaryum dokusu kesitlerinin 1sitk mikroskobik genel goriiniimii. H&E, x1.25.
D. Prematiir ovaryan yetmezligi olusturulup intraovaryan PRP enjeksiyonundan sonra KOH protokolii
uygulanan (VCD+PRP+KOH grubu) deneklerden elde edilen ovaryum dokusu kesitlerinin 1g1k
mikroskobik genel gorinimi. H&E, x1.25. E. Prematiir ovaryan yetmezligi olusturulup intraovaryan
serum fizyolojik (SF) enjeksiyonundan sonra KOH protokoli uygulanan (VCD+SF+KOH grubu)
deneklerden elde edilen ovaryum dokusu kesitlerinin 11tk mikroskobik genel goriiniimii. H&E, x1.25.
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Sekil 39. VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplarmda primordiyal folikiillerin 151k mikroskobik goriiniimii. H&E
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Sekil 40. VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve

VCD+SF+KOH gruplarinda unilaminar primer folikiillerin 11tk mikroskobik goriinimii. H&E
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Sekil 41. VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+tKOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplarida multilaminar primer folikiillerin 151k mikroskobik goriiniimii. H&E
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Sekil 42. VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, : V
VCD+SF+KOH gruplarinda sekonder folikiillerin 11tk mikroskobik gérinimi. H&E
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Sekil 43. VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve

VCD+SF+KOH gruplarinda graaf (matiir) folikiillerin 151k mikroskobik goriiniimii. H&E
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Sekil 45. A. VCD+KOH grubunda, B. VCD+Cerrahi+KOH grubunda, C. VCD+Mekanik+KOH
grubunda, D. VCD+PRP+KOH grubunda, E. VCD+SF+KOH grubunda atretik folikiillerin 151k
mikroskobik gorinimi. H&E.
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4.2.2. Morfometrik bulgular

Tez caligmasindaki tiim gruplardaki deneklerden elde edilen ovaryum
dokularindan alman parafin kesitlerde H&E boyamasi sonrasi primordiyal folikiil,
unilaminar primer folikdl, multilaminar primer folikil, sekonder folikll, matir (graaf)
folikiil, atretik folikiill ve korpus Iuteum sayimlar1 yapilarak morfometrik
degerlendirmeler gerceklestirildi. Ayrica her bir gruba ait doku kesitlerindeki ovaryan
folikiillerin sayim sonuglari preantral folikiil (primordiyal folikiil, unilaminar primer
folikil ve multilaminar primer folikil) ve antral folikil (sekonder folikil ve matur
(graaf) folikiil) olmak tzere iki farkli gruba ayrilarak morfometrik olarak

degerlendirildi.

4.2.2.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POl modeli olusturulan (VCD

grubu) deneklerin morfometrik bulgular1

Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) denekler ile POI modeli olusturulan
(VCD grubu) deneklerin doku kesitlerinde gelisim stirecinin farkli evrelerinde bulunan
foliktller ve korpus luteum sayimlar1 yapildi. Sayim sonuglar1 ortalama deger +
standart sapma olarak Tablo 14 ve Grafik 9°da goriilmektedir.

VCD grubu doku kesitleri sonuglarma bakildiginda NOR grubuna kiyasla
primordiyal folikiil (sirasiyla 7,6+1,24 ve 21,73+£2,19), unilaminar primer folikul
(srastyla 3,94+0,86 ve 8,04+1,53) ve multilaminar primer folikiil (sirasiyla 1,67+0,26
ve 2,62+0,51) sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin (sirasiyla p<0,001,
p=0,002 ve p=0,011) oldugu belirlendi. VCD grubu doku kesitleri sonuclarina
bakildiginda NOR grubuna kiyasla morfolojik olarak normal formda folikiiller yerine
atretik formda folikiillerin bulundugu ve atretik folikiil sayilarinda (sirasiyla 1,33+0,34
ve 0,22+0,14) istatistiksel olarak anlamli bir artma oldugu belirlendi (p<0,001).
Gelisim stirecinin farkli evrelerinde bulunan folikiil ve korpus luteum sayilarmna
bakildiginda sonuglarin benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli fark olmadig:
belirlendi. VCD grubu doku kesitleri sonuglaria bakildiginda NOR grubundan farkl
olarak oosit icermeyen Kistik formda folikul (oosit (-) kistik folikil) morfolojisine

sahip foliktller goruldi.
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Tablo 14. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin morfometrik bulgulari.

Ovaryan Folikil Smiflandirmast* Normal C()&acl)’)éagiizugrv Grubu | Prematiir O\(/\'c}rc}:/gnéztbrﬂizligi Grubu P
Primordiyal Folikil 21,73 + 2,19* 7,60 + 1,24* <0,001
Unilaminar Primer Folikil 8,04 + 1,534 3,94 + 0,86% 0,002
Multilaminar Primer Folikiil 2,62 + 0,517 1,67 + 0,26" 0,011
Sekonder Folikil 2,18 +£0,40 1,98 £0,62 0,495

Matr (Graaf) Folikil 1,00 +0,25 0,73+0,28 0,101
Atretik Folikil 0,22 + 0,147 1,33 + 0,34° <0,001

Korpus Luteum 2,69+134 3,67+0,89 0,194

Oosit (-) Kistik Folikil - 0,01 +0,04

¢ NOR grubu ile VCD grubu kiyaslandiginda primordiyal folikiil sayis1 bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p<0,001).

A NOR grubu ile VCD grubu kiyaslandiginda unilaminar primer folikiil sayis1 bakimmdan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,002).

V NOR grubu ile VCD grubu kiyaslandiginda multilaminar primer folikiil sayis1 bakimindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,011).

® NOR grubu ile VCD grubu kiyaslandiginda atretik folikiil sayis1 bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

**kili grup karsilastirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 9. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin morfometrik bulgulari.

VCD grubu doku kesitleri sonuglarina bakildiginda NOR grubuna kiyasla
preantral folikiil (sirasiyla 13,22+1,58 ve 32,4+3,29) sayilarinda istatistiksel olarak
anlamli bir azalmanin (p<0,001) oldugu belirlendi. VCD grubunda NOR grubuna
kiyasla antral folikiil (sirastyla 2,71+0,59 ve 3,1840,23) sayilarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin (p=0,073) olmadig belirlendi (Tablo 15, Grafik 10).
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Tablo 15. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin morfometrik bulgulari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

1. * **
Ovaryan Folikiil Siiflandirmasi (NOR Grubu) (VCD Grubu) p
Preantral Folikul 32,40 + 3,29¢ 13,22 * 1,58 <0,001
Antral Folikil 3,18 £0,23 2,71+0,59 0,073

¢ NOR grubu ile VCD grubu kiyaslandiginda preantral folikiil sayis1 bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p<0,001).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 10. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POl modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin morfometrik bulgulari.

4.2.2.2. POI grubu (VCD Grubu) ve POI modelinde KOH protokoli uygulanan grubu
(VCD+KOH Grubu) olusturan deneklerin morfometrik bulgular1

POI modeli olusturulan (VCD grubu) ve POI modeli olusturulduktan sonra KOH
uygulanan gruptaki (VCD+KOH grubu) doku kesitlerinde gelisim siirecinin farkl
evrelerinde bulunan folikiiller ve korpus luteum saymmlar1 yapildi. Sayim sonuglari
ortalama deger * standart sapma olarak Tablo 16 ve Grafik 11°de gortlmektedir.

VCD+KOH grubu doku kesitleri sonuglarina bakildiginda; VCD grubuna kiyasla
multilaminar primer folikiil (sirasiyla 1,06+£0,26 ve 1,67+0,26) ve sekonder folikiil
(swrastyla 0,7+0,32 ve 1,98+0,62) sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin
(swrastyla p<0,001 ve p<0,001) oldugu belirlendi. VCD+KOH grubu doku kesitleri
sonuglarina bakildiginda VCD grubuna kiyasla oosit igermeyen kistik formda folikiil
(oosit (-) kistik folikiil) morfolojisine sahip folikiil sayilarinda (sirastyla 2,33+1,26 ve
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0,01+0,04) istatistiksel olarak anlamli bir artma oldugu belirlendi (p=0,003). Gelisim
stirecinin farkli evrelerinde bulunan folikiil ve korpus luteum sayilarina bakildiginda

sonuglarm benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi.

Tablo 16. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin morfometrik bulgular1.

Ovaryan Folikiil Smiflandirmasr* | | rematir Ozcrcyg“gztbrﬁimgi Grubu VCD+KOH Grubu pr*
Primordiyal Folikl 7,601,224 587 +2,38 0,118
Unilaminar Primer Folikuil 3,94 £0,86 3,16 £1,22 0,187
Multilaminar Primer Folikul 1,67 + 0,26* 1,06 + 0,26 <0,001
Sekonder Folikill 1,98 + 0,622 0,70 + 0,322 <0,001
Matiir (Graaf) Folikiil 0,73+0,28 0,67+0,37 0,722
Atretik Folikl 1,33+0,34 1,38+0,48 0,830
Korpus Luteum 3,67 £0,89 3,05+1,11 0,257
Oosit (-) Kistik Folikiil 0,01 + 0,04" 2,33 + 1,26 0,003

¢ VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda multilaminar primer folikiil sayis1 bakimimdan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001).

A VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda sekonder folikiil sayis1 bakimindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001).

V VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda oosit (-) kistik folikiil sayis1 bakimmdan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,003).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 11. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin morfometrik bulgulari.

VCD+KOH grubu doku kesitleri sonuglarina bakildiginda VCD grubuna kiyasla
antral folikiil (sirastyla 1,3740,52 ve 2,71+0,59) sayilarinda istatistiksel olarak anlaml1
bir azalmanin (p<0,001) oldugu belirlendi. VCD grubu doku kesitleri sonuclarina
bakildiginda NOR grubuna kiyasla preantral folikiil (swasiyla 10,10+3,48 ve
13,22+1,58) sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin (p=0,060) olmadigi
belirlendi (Tablo 17, Grafik 12).
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Tablo 17. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH

rubu) olusturan deneklerin morfometrik bulgulari.
Ovaryan Folikil Smiflandirmasi* | © emMatr O‘(’Sré'g“ézgﬂimgi Grubu VCD+KOH Grubu p**
Preantral Folikl 13,22 +1,58 10,10 + 3,48 0,060
Antral Folikul 2,71 + 0,59¢ 1,37 + 0,52¢ <0,001

¢ VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda antral folikiil sayis1 bakimindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p<0,001).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 12. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin morfometrik bulgulari.

4.2.2.3. POI modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney

gruplarini olusturan deneklerin morfometrik bulgular1

POl modelinde KOH protokolii uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve
calismanin deney gruplarmi olusturan POI modeli olusturulduktan sonra cerrahi yolla
acilip kapatilan (VCD+Cerrahi+tKOH grubu), ovaryum dokusuna bos enjeksiyon
uygulamasi ile mekanik yolla uyarilan (VCD+Mekanik+KOH grubu), ovaryum igine
PRP enjeksiyonu uygulanan (VCD+PRP+KOH grubu), ovaryum i¢cine SF enjeksiyonu
uygulanan (VCD+SF+KOH grubu) ve tiim bu uygulamalarin ardindan kontrolli
ovaryan hiperstimiilasyon yapilarak etkinliginin degerlendirildigi deneklerin doku
kesitlerinde gelisim siirecinin farkli evrelerinde bulunan folikiiller ve korpus luteum

sayimlari yapildi. Sayim sonuglar1 ortalama deger + standart sapma olarak Tablo 18,
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Grafik 13 ve Grafik 14’te goriilmektedir.

VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplarina ait doku kesitlerinin sonuglarina bakildiginda; primordiyal
folikiil ve unilaminar primer folikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,002 ve p=0,004). Primordiyal folikiil sayilari
acisindan  gruplar  karsilastirildiginda; ~ VCD+Cerrahi+KOH  grubu  ile
VCD+Mekanik+KOH grubu; VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu;
VCD+PRP+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,021, p=0,009 ve p=0,027). Unilaminar primer
folikiil sayilar1 i¢in gruplar karsilastirildiginda; VCD+Mekanik+KOH grubu ile
VCD+PRP+KOH grubu; VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,022 ve
p=0,013). Gelisim siirecinin farkli evrelerinde bulunan folikiil ve korpus luteum
sayilarina bakildiginda sonuglarin benzer oldugu ve istatistiksel olarak anlamli fark

olmadigi goriildii.
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Tablo 18. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin morfometrik bulgular1.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
Ovaryan Folikil + Cerrahi Mekanik PRP SF R
Smiflandirmasi* KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
Primordiyal Folikiil 587+238 | 4,92 + 2,09**| 865 + 2,21* | 9,03 + 2,10%" | 541 + 1,89Y | 0,002

Unilaminar Primer Folikil | 3,16 +1,22 302+1,05 |3,59 + 1,16°%® | 1,84 + 0,42° | 1,73 + 0,97¥ | 0,004

Multilaminar Primer Folikil | 1,06 + 0,26 0,91+0,47 0,79+0,44 0,84 +0,41 0,75+0,17 0,541
Sekonder Folikil 0,70 £ 0,32 0,79+0,24 0,57+0,21 0,67 +£0,40 0,76 £0,20 0,623
Matir (Graaf) Folikiil 0,67 0,37 1,05+0,49 0,98 +£0,53 0,76 £0,43 0,86 +£0,33 0,474
Atretik Folikil 1,38+0,48 1,37+£0,35 1,68 £0,63 1,40 £0,72 1,13+0/41 0,451
Korpus Luteum 305+1,11 2,25+0,89 1,76 £0,45 2,13+0,81 1,79+0,84 0,053

Oosit (-) Kistik Folikil 2,33+1,26 3,41+1,80 325+131 2,78 +1,00 2,86 £1,61 0,649

¢ VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+Mekanik+KOH grubu kiyaslandiginda primordiyal folikiil
sayis1 bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,021).

A VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda primordiyal folikiil sayisi
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,009).

V VCD+PRP+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda primordiyal folikiil sayisi
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,027).

@ VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda unilaminar primer folikiil
sayis1 bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,022).

X VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda unilaminar primer folikil
sayis1 bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,013).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

** Gruplar arasi kargilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili kargilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Grafik 13. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan

deneklerin morfometrik bulgulari.
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Grafik 14. Deneklere ait doku kesitlerinde gelisim siirecinin farkli evrelerinde bulunan folikiil ve
korpus luteum sayilarinin tiim gruplardaki karsilastirmasi.
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VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplarina ait doku kesitleri incelendiginde; preantral folikiil
sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (p=0,024). Preantral
folikiil sayilar1 i¢in gruplar karsilastirildiginda; VCD+Mekanik+KOH grubu ile
VCD+SF+KOH grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildi
(p=0,028). VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH,
VCD+PRP+KOH ve VCDA+SF+KOH gruplarmma ait doku kesitleri sonuglarina
bakildiginda antral folikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

saptand1 (p=0,624) (Tablo 19, Grafik 15 ve Grafik 16).

Tablo 19. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve ¢alisma gruplarini olusturan
deneklerin morfometrik bulgulari.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
Ovaryan Folikl i Cerrahi Mekanik PRP SF I
Smiflandirmasi* KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
Preantral Folikul 10,10 + 3,48 8,84+3,17 |13,03 + 3,24%| 11,71+2,68 | 7,89 + 2,58* | 0,024
Antral Folikul 1,37 +£0,52 1,84 +0,63 1,56 + 0,69 1,43+0,70 1,62 +0,44 0,624

¢ VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda preantral folikiil sayisi
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,024).

*Veriler ortalama folikiil sayis1 ve SD (Standart Deviasyon) olarak verildi.

** Gruplar aras1 kargilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili kargilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

E 7 . [ VCD+KOH Grubu
§ 15- [ VCD+Cerrahi+KOH Grubu
g . 0 VCD+Mekanik+KOH Grubu
= 10+ Bl VCD+PRP+KOH Grubu
5 Bl VCD+SF+KOH Grubu
£ , HEAmE

Preantral Antral

Grafik 15. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin morfometrik bulgulari.
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Grafik 16. Deneklere ait doku kesitlerinde preantral folikiil ve antral folikiil sayilarinin tiim gruplardaki
karsilagtirmasi.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Serum s1vilarinda biyokimyasal bulgular

Tez c¢aligmasindaki tiim gruplardaki deneklerden, herhangi bir uygulama
yapilmadan 6nce, ¢calismanin ilk giinii 1. giin (G1) AMH degerleri i¢in kan 6rnekleri
almdi. Subkutan olarak 15 giin boyunca devam eden VCD enjeksiyonlariin
bitiminde, NOR grubu hari¢, tim gruplardaki deneklerden 15. giin (G15) AMH
degerleri i¢in kan 6rnekleri alindi. VCD grubu hari¢, POI modeli olusturulup cerrahi
yolla agilip kapatilma, mekanik yolla uyarilma, PRP enjeksiyonu, SF enjeksiyonu
sonrast KOH protokolii uygulanan diger tiim gruplardaki deneklerden 55. giin (G55)
AMH degerleri i¢cin kan Ornekleri alindi. Kan alma islemlerinin tamami denekler
sevofluran inhalasyon anestezisi altindayken deneklerden retro-orbital olarak
gerceklestirildi. Kan 6rneklerinden elde edilen serum sivilarinda Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi ile serum anti-Mdllerian Hormon (AMH)

konsantrasyonlar1 tayin edildi.
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4.3.1.1. Serum AMH konsantrasyonlar1

4.3.1.1.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan
(VCD grubu) deneklerin AMH konsantrasyonlari

Normal ovaryan rezerve sahip deneklerin yer aldigi NOR grubu ile prematiir
ovaryan yetmezligine sahip deneklerin yer aldigi VCD grubu deneklerinden elde
edilen 1. gin serum Orneklerinde bakilan serum AMH konsantrasyonlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi belirlendi (p=0,091)
(Tablo 20 ve Grafik 17).

Tablo 20. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) deneklerin G1 AMH konsantrasyonu ve POI
modeli olusturulan (VCD grubu) deneklerin G1 AMH konsantrasyonu.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

(NOR Grubu) (VCD Grubu) p**
(G1 AMH) (G1 AMH)
AMH* 7,08 +0,81 6,94 +0,74 0,091

*Veriler ortalama AMH konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.
:;‘illlaiilli grup karsilastirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
Normal ovaryan rezerve sahip deneklerin yer aldigt NOR grubu deneklerinden
elde edilen 1. giin serum Orneklerinde bakilan serum AMH konsantrasyonlar1 ile
POI’ye sahip deneklerin yer aldigi VCD grubu deneklerinden elde edilen 15. giin
serum Orneklerinde bakilan serum AMH konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda NOR
grubu lehine istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildii (p=0,010) (Tablo 21
ve Grafik 17).

103



Tablo 21. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) deneklerin G1 AMH konsantrasyonu ve POI
modeli olusturulan (VCD grubu) deneklerin G15 AMH konsantrasyonu.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

(NOR Grubu) (VCD Grubu) p**
(G1 AMH) (G15 AMH)
AMH* 7,08 + 0,81* 4,15 + 1,57* 0,010

¢ NOR grubu G1AMH konsantrasyonu ile VCD grubu G15 AMH konsantrasyonu kiyaslandiginda iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,010).

*Veriler ortalama AMH konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.

**]kili grup karsilagtirmalarinda Student-T Testi uyguland: ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4.3.1.1.2. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolu uygulanan grubu

(VCD+KOH grubu) olusturan deneklerin AMH konsantrasyonlari

VCD ve VCD+KOH gruplari arasindaki 1. giin serum 6rneklerinde bakilan serum
AMH konsantrasyonlar1 karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olmadig belirlendi (p=0,727). VCD ve VCD+KOH gruplar1 arasindaki 15. giin serum
orneklerinde bakilan serum AMH konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark oldugu goriildi (p=0,019). (Tablo 22 ve Grafik 17).

Tablo 22. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolil uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin G1 ve G15 AMH konsantrasyonlari.

Prematiir Ozsggnéztt)rﬁizligi Grubu VCD+KOH Grubu P
G1 AMH 294 +0,74 2,79+0,91 0,727
G15 AMH 4,15 + 1,574 2,46 + 0,394 0,019
G55 AMH - 4,84+0,83

A VCD grubu ile VCD+KOH grubu kiyaslandiginda G15 AMH konsantrasyonlar1 bakimmdan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,019).

*Veriler ortalama AMH konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (hg/mL) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4.3.1.1.3. POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve

deney gruplarini olusturan deneklerin AMH konsantrasyonlar1

VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplar1 arasindaki 1., 15. ve 55. gilin serum orneklerinde bakilan

serum AMH konsantrasyonlar1 karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli bir farkin
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(swrasiyla p=0,148, p=0,083 ve p=0,518) olmadig1 belirlendi (Tablo 23 ve Grafik 17).

Tablo 23. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan

deneklerin G1, G15 ve G55 serum AMH konsantrasyonlari.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF ok s
KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
G1 AMH 2,79+0,91 | 3,83+0,71 | 3,30+0,62 | 3,66+1,00 | 3,56+0,67 0,148
GI5AMH | 246+0,39 | 352+0,49 | 2,96+0,87 | 3,37+0,98 | 3,24+0,75 0,083
G55AMH | 484+083 | 522+114 | 541+1,08 | 565+0,85 | 4,73+1,52 0,518

*Veriler ortalama AMH konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.

** Gruplar aras1 kargilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili kargilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Grafik 17. Tez calismasinin 1., 15. ve 55. giinlerinde elde edilen serum orneklerindeki AMH
konsantrasyonlarimin (ng/mL) tiim gruplarda karsilagtirilmasi.

4.3.2. Ovaryum dokusu homojenatlarinda biyokimyasal bulgular

Tez caligsmasindaki tiim gruplarda yer alan denekler sevofluran inhalasyon
anestezisi altindayken deneklerin ovaryum dokular1 eksize edildi. Aliman ovaryum
dokularmmda homojenizasyon islemi gerceklestirildi ve elde edilen ovaryum dokusu
homojenatlarinda Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yéntemi ile TAZ,
NAIP ve CTGF konsantrasyonlari tayin edildi.
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4.3.2.1. TAZ konsantrasyonlar1

4.3.2.1.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan
(VCD grubu) deneklerin TAZ konsantrasyonlari

NOR ve VCD gruplar1 arasmndaki TAZ konsantrasyonlar1 karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildii (p=0,557) (Tablo 24, Grafik 18).

Tablo 24. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin TAZ konsantrasyonlari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu o
(NOR Grubu) (VCD Grubu) P
TAZ* 112,97 + 53,67 140,68 + 110,19 0,557

*Veriler ortalama TAZ konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.
**]kili grup karsilagtirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul
edildi.
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Grafik 18. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin TAZ konsantrasyonlari (ng/L).

4.3.2.1.2. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokoll uygulanan grubu
(VCD+KOH grubu) olusturan deneklerin TAZ konsantrasyonlari

VVCD ve VCD+KOH gruplari arasindaki TAZ konsantrasyonlari karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi (p=0,820) (Tablo 25, Grafik 19).
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Tablo 25. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin TAZ konsantrasyonlari.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

*%
(VCD Grubu) VCD+KOH Grubu p

TAZ* 140,68 + 110,19 150,79 + 49,33 0,820

*Veriler ortalama TAZ konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.

** Gruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uyguland1 ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***Gruplar aras1 ikili karsilastirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Grafik 19. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolli uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin TAZ konsantrasyonlari (ng/L).

4.3.2.1.3. POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve

deney gruplarini olusturan deneklerin TAZ konsantrasyonlar1

VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplar1 arasindaki TAZ konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,001). TAZ
konsantrasyonlar1 i¢in gruplar ikili olarak karsilagtirildiginda VCD+KOH grubu ile
VCD+PRP+KOH grubu; VCD+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu;
VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu; VCD+Cerrahi+KOH grubu
ile VCD+SF+KOH grubu; VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu;
VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu goriildii (sirasiyla p<0,001, p=0,015, p=0,002, p=0,045, p=0,001,
ve p=0,028). (Tablo 26, Grafik 20 ve Grafik 21).
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Tablo 26. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin TAZ konsantrasyonlari.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF i Hx
KOH + + + + !
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
150,79 164,16 158,23 284,79 248,67
. , , , , ,
TAZ + 49,33% + 24,93 + 44,43X= + 83,13%K + 49,9449= <0,001

¢ VCD+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlar1 bakimindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001).

A VCD+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlar1 bakimindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,015).

V VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,002).

@ VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,045).

X VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,001).

m VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda TAZ konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,028).

*Veriler ortalama TAZ konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.

** Gruplar aras1 kargilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili kargilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Grafik 20. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin TAZ konsantrasyonlar1 (ng/L).

108



400~
='_
o]
£
£ 300+
o —_
o]
Y
g 200- T - —l—
= 1
[1°]
2 1 1
o 100 -
N
E 1
0 I T 1 I
D> 2> > ) o O
0&0 c‘}‘§> c§$° 0‘60 o“Q o‘so o
K L X SRS
= ¥y ¥ ¥ ¥ ¥
9 & Q <
© & ‘.,bo xQ- 0,{6
0,‘00 x\&@ 00 ‘\0

Grafik 21. Deneklere ait TAZ konsantrasyonlarinin tim gruplardaki karsilastirmasi (ng/L).

4.3.2.2. NAIP konsantrasyonlar1

4.3.2.2.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan

(VCD grubu) deneklerin NAIP konsantrasyonlar1

NOR ve VCD gruplar1 arasindaki NAIP konsantrasyonlar1 karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (p=0,270) (Tablo 27, Grafik 22).

Tablo 27. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POl modeli olusturulan (VCD grubu)

deneklerin NAIP konsantrasyonlari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu
(NOR Grubu)

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu
(VCD Grubu)

p**

NAIP*

1,60 +0,36

2,12+1,16

0,270

*Veriler ortalama NAIP konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.
**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Grafik 22. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin NAIP konsantrasyonlari (ng/mL).

4.3.2.2.2. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolu uygulanan grubu
(VCD+KOH Grubu) olusturan deneklerin NAIP konsantrasyonlar1

VCD ve VCD+KOH gruplar1 arasindaki NAIP konsantrasyonlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi (p=0,936)
(Tablo 28, Grafik 23).

Tablo 28. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokoli uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin NAIP konsantrasyonlari.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu o
(VED Grubu) VCD+KOH Grubu p
NAIP* 2,12+1,16 2,08 +0,56 0,936

*Veriler ortalama NAIP konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.
**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul
edildi.
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Grafik 23. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin NAIP konsantrasyonlari (ng/mL).

4.3.2.2.3. POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH Grubu) ve

deney gruplarini olustuan deneklerin NAIP konsantrasyonlari

VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplar1 arasindaki NAIP konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: goriildi (p=0,078) (Tablo 29, Grafik 24 ve
Grafik 25).

Tablo 29. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin NAIP konsantrasyonlari.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF o
KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
NAIP* 2,08 £ 0,56 2,26 +0,76 2,66 +0,51 3,02+0,81 2,66 £ 0,50 0,078

*Veriler ortalama NAIP konsantrasyonlar1 ve SD (Standart Deviasyon) (ng/mL) olarak verildi.

**[kili grup karsilastirmalarmda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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Grafik 24. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve deney gruplarini olusturan
deneklerin NAIP konsantrasyonlari (ng/mL).

NAIP Konsantrasyonlari (ng/mL)

Grafik 25. Deneklere ait NAIP konsantrasyonlarinin tiim gruplardaki karsilastirmasi (ng/mL).
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4.3.2.3. CTGF konsantrasyonlar1

4.3.2.3.1. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan
(VCD grubu) deneklerin CTGF konsantrasyonlari

NOR ve VCD gruplar1 arasindaki CTGF konsantrasyonlar1 karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,466) (Tablo 30, Grafik 26).

Tablo 30. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin CTGF konsantrasyonlari.

Normal Ovaryan Rezerv Grubu Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu o
(NOR Grubu) (VCD Grubu) P
CTGF* 0,53+0,22 0,65 +0,35 0,466

*Veriler ortalama CTGF konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.
**]kili grup karsilagtirmalarinda Student-T Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul

edildi.
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Grafik 26. Normal ovaryan rezerve sahip (NOR grubu) ve POI modeli olusturulan (VCD grubu)
deneklerin CTGF konsantrasyonlar1 (ng/L).

4.3.2.3.2. POI grubu (VCD grubu) ve POl modelinde KOH protokoll uygulanan grubu
(VCD+KOH Grubu) olusturan deneklerin CTGF konsantrasyonlari

VCD ve VCD+KOH gruplar1 arasindaki CTGF konsantrasyonlar1 karsilastirildi
ve istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: goriildii (p=0,578) (Tablo 31, Grafik

27).
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Tablo 31. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolii uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin CTGF konsantrasyonlari.

Prematiir Ovaryan Yetmezligi Grubu

*%
(VCD Grubu) VCD+KOH Grubu p

CTGF* 140,68 + 110,19 150,79 + 49,33 0,820

*Veriler ortalama CTGF konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.
**]kili grup karsilagtirmalarinda Student-T Testi uyguland: ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Grafik 27. POI grubu (VCD grubu) ve POI modelinde KOH protokolil uygulanan grubu (VCD+KOH
grubu) olusturan deneklerin CTGF konsantrasyonlar1 (ng/L).

4.3.2.3.3. POl modelinde KOH protokoli uygulanan grup (VCD+KOH Grubu) ve

deney gruplarmni olusturan deneklerin CTGF konsantrasyonlar1

VCD+KOH, VCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve
VCD+SF+KOH gruplar1 arasindaki CTGF konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). CTGF konsantrasyonlar1 i¢in
gruplar ikili olarak karsilastirildiginda VCD+KOH grubu ile VCD+Mekanik+KOH
grubu; VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu; VCD+Mekanik+KOH
grubu ile VCD+PRP+KOH grubu; VCD+Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (sirastyla p=0,019, p=0,004,
p=0,002, ve p<0,001). (Tablo 32, Grafik 28 ve Grafik 29).
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Tablo 32. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve ¢alisma gruplarini olusturan

deneklerin CTGF konsantrasyonlart.

VCD VCD VCD VCD
VCD + + + +
+ Cerrahi Mekanik PRP SF I
KOH + + + + P
Grubu KOH KOH KOH KOH
Grubu Grubu Grubu Grubu
CTGF* 0,74 + 0,25* 0,60 + 0,074 | 0,46 + 0,15 | 0,81 + 0,16" | 0,94 + 0,13%9 | <0,001

¢ VCD+KOH grubu ile VCD+Mekanik+KOH grubu kiyaslandiginda CTGF konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,019).

A VCD+Cerrahi+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda CTGF konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,004).

V VCD+ Mekanik+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH grubu kiyaslandiginda CTGF konsantrasyonlari
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,002).

@ VCD+ Mekanik+KOH grubu ile VCD+SF+KOH grubu kiyaslandiginda CTGF konsantrasyonlar1
bakimindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,001).

*Veriler ortalama CTGF konsantrasyonlari ve SD (Standart Deviasyon) (ng/L) olarak verildi.

** Gruplar aras1 karsilagtirmalarda One-Way ANOVA Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

***QGruplar arasi ikili kargilagtirmalarda Post Hoc Tukey Testi uygulandi ve p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.
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Grafik 28. POI modelinde KOH uygulanan grup (VCD+KOH grubu) ve ¢alisma gruplarini olusturan
deneklerin CTGF konsantrasyonlar1 (ng/L).
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Grafik 29. Deneklere ait CTGF konsantrasyonlarinin tim gruplardaki karsilagtirmasi (ng/L).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, “infertilite nedenlerinden biri olan prematur ovaryan yetmezlik
(POI) olgularinda, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii Oncesi
uygulanan intraovaryan PRP enjeksiyonu, ovaryan folikillerin aktivasyonunu,
PRP’nin etkisi disinda, hippo sinyal yolagi {iizerinden enjeksiyon ignesinin
olusturdugu mekanik uyarim ile gergeklestirir” hipotezinden yola ¢ikarak, siganlarda
deneysel POI modeli olusturulmus, POI modelinde KOH 6ncesi intraovaryan mekanik
uyarma ve intraovaryan serum fizyolojik veya PRP enjeksiyonu uygulamasinin
karsilastirmali olarak primordiyal folikiillerin aktivasyonu, ovaryan folikiillerin

gelisimi lizerindeki etkisi ve mekanizmasi degerlendirilmistir.

5.1. Denek Segimi

Ideal hayvan modelleri ve degerlendirme indeksleri ilag gelistirme ve mekanizma
arastirmalart i¢in gereklidir. Deneysel calismalarda hayvan modellerinin kullanimi
deneklerin kolay eldesi, invaziv testlerin uygulanabilirligi, kapsamli doku
orneklemesinin saglanmasi, hastalik siddetinin standardize edilebilmesi gibi
nedenlerle avantajlidir. Ozellikle kontrollii deney kosullarmm miimkiin olmasi
onemlidir. Ureme fonksiyonu alaninda, 6zellikle disi hayvanlarm kullanimin1 iceren
arastirmalarda, fareler ve sicanlar, muhtemelen iyi karakterize edilmis 6strus dongiileri
ve giivenli kullanimlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kemirgenlerdeki
Ostrus dongiisiiniin kisa ve kesin uzunlugu onlar1 ¢ok uygun kilmaktadir. Deney
hayvanlarinda 6strus dongiisiiniin degerlendirilmesi, hipotalamus-hipofiz gonadal
eksenin biitiinliigiiniin ve disi lireme sisteminin igleyen iireme fonksiyonunun yararl
bir 6lgiitiidiir. ilaclarm ve kimyasallarin {ireme fonksiyonu iizerindeki etkilerini
arastirmak icin de kullanilabilir; siklikla tireme organlarinin tipik morfolojisi, sitolojisi
ve histolojisinde bir bozulma ve &strus dongusunin belirli evrelerinin siresinde
degisiklik olarak ifade edilir (Ajayi, & Akhigbe, 2020). Bu ¢aligmada, ovaryumda
olusturulan mekanik uyarim ve PRP enjeksiyonunun ovaryan folikul aktivasyonuna
etkisini degerlendirmek amactyla, Spraque-Dawley cinsi disi sicanlar denek olarak

kullanilmis ve POI modeli olusturulmustur.
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5.2. POl Modeli

Giiniimiizde POI etiyolojisi dikkate alinarak tercih edilen POI hayvan modelleri;
kemoterapik ilag kaynakli POI modelleri, otoimmiin POI modelleri, zihinsel strese
iliskin POI modelleri ve galaktoz (GAL) POI modelleri olarak simiflandirilabilir.
Ancak farkli POI hayvan modeli yOntemlerinin avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Ornegin, otoimmiin ve zihinsel strese iliskin POI hayvan modellerinin
stabilitesi diisliktiir. GAL kaynakli hayvan modeli, klinik POI hastalarmin fizyolojik
yaslanma Ozelliklerini daha 1yi taklit edebilir ancak basar1 orani daha diisiiktiir. Bu
nedenle ilag midahalesi ve mekanizma arastirmasi i¢in ideal bir hayvan modeli
secmek hala biiylik bir zorluktur (Dai ve ark., 2023). POI’ye neden olan patolojilerin
cesitliligini yansitmak icin fare modelleri dort yaklagimdan birini kullanma
egilimindedir. Ilk yaklasim, cisplatin, siklofosfamid ve busulfan gibi kemoterapik
ilaglar POI modelleri olusturmak i¢in kullanilmistir. Clinkii kemoradyoterapi geri
dontiisli olmayan ovaryum dokusu hasarina neden olabilmektedir. Bu tiir ilaglarin tek
seferlik uygulanmas1 modelleme etkileri saglayabilir, ancak kemoterapi ovaryum
dokusunun yani sira diger doku ve organlara da zarar verir. Bu durum farelerin
tedaviden 6lmesine neden olabilir ve toksik bilesiklerin uygulanmasi arastirmacilar
icin risk olusturur. Ikinci yaklasim, iatrojenik cerrahinin neden oldugu ovaryum
dokusu hasarini taklit etmek i¢in ooferektomi veya kismi rezeksiyon uygulanmasidir.
Cerrahi modellerin basar1 oranlar1 yiiksektir ve ovaryum dokusundaki hasar
hedeflenebilir ancak bu modeller POI’nin yalnizca son asamasini taklit eder ve
POI'nin diger sistemler iizerindeki etkilerini dogru sekilde taklit edemez. Ugiincii
yaklagim, otoimmiin modeller adrenal hastaligin, tiroid hastaliginin ve Addison
hastaliginin otoimmiin formlarmin neden oldugu ovaryum dokusu hasarini taklit
etmek icin kullanilmigtir. Farelere ZP3 enjekte etmek, otoimmiin hiicrelerin ayrim
gozetmeksizin folikiilleri 6ldiirmesine ve dolayisiyla ovaryan yetmezlige neden olur.
Bu caligmada tercih edilen VCD, 6zellikle primordiyal ve primer folikiiller dahil
olmak Uzere kicuk folikilleri oldardr; erken doénemde ise sekonder folikul
gelisiminden sonra biiyiik folikiiller iizerinde VCD’nin bir etkisi olduguna dair kanit
yoktur. VCD'nin kuguk foliktller tizerindeki 6ldirtcu etkisi, Bax/Bcl2 apoptoz yolu,
Rictor/mTORC yolu ve Kit ligand sinyal yolu ile iliskilidir. Diigiik doz VCD'nin
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primordiyal folikiilleri aktive ettigi bulunmus ve reprodiiktif sisteme toksik etkilerine
ek olarak, primordiyal folikiillerin VCD tarafindan hizla tilkenmesinin de POI'nin
nedeni olabilecegi 6ne siirlilmiistiir. VCD kaynakli POI modelinin bagar1 orani
yiiksektir, etkileri kalicidir ve deneklere zarar vermez. Uzun siireli, yliksek dozlu VCD
tedavisinin, kiigiik folikiilleri oldiirdiigii ve POI'yi indiikleyerek folikiiler biiyiime
periyodu sirasinda folikiiler gelisimi ve atilimi hizlandirdigi bulunmustur. VCD ile
indiiklenen modellerin diger bir avantaji da ovaryan yetmezligin distal sistemler
iizerindeki etkisi gibi POI komplikasyonlarmi taklit etme potansiyelidir (Cao ve ark.,
2020). Tim bu veriler dogrultusunda, bu c¢alismada siganlarda POl modelini
olusturmak iizere VCD tedavisi tercih edilmis ve deneysel modelin olusturuldugu,
morfolojik veriler olan preantral folikiil sayilarindaki ve serum AMH seviyelerindeki

anlaml1 azalma ile model desteklenmistir.

5.3. POl Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Denek Vicut ve Ovaryum Dokusu
Agirhiklarina Etkisi

Calisma kapsaminda normal ovaryan rezerve sahip deneklerle VCD grubundaki
deneklerin viicut agirligl ve ovaryum dokularinin agirliginda bir fark saptanmamustir
(strastyla p= 0,656 ve p= 0,418). Bununla birlikte POI modeli olusturulan ve ardindan
KOH protokolii uygulanan grupta hem viicut agirliklarinin hem de ovaryum dokusu
agirliklarinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu gorilmiistiir (swrasiyla viicut
agirliklar1 i¢in p=0,003, ovaryum dokusu agirliklar1 i¢in p=0,004). Bu gruplar
arasindaki anlamli artisin sakrifikasyon isleminin iki grupta 15. ve 65. giinlerde
yapilmasi sonucunda olmas1 muhtemeldir. Bu diisiince, tiim agirlik dl¢timlerinin 65.
ginde yapildigt KOH protokolii uygulanan gruplar arasinda (VCD+KOH,
VVCD+Cerrahi+KOH, VCD+Mekanik+KOH, VCD+PRP+KOH ve VCD+SF+KOH)
viicut agirhiklarinin benzer olmasi ile desteklenmektedir. Literatiirde Muhammad ve
ark. (2009) galigmalarinda, VCD uyguladiklar1 Sprague-Dawley cinsi siganlarda doza
bagimli olarak gida aliminin azaldigmi ve buna bagl olarak kilo kaybmin
gerceklestigini rapor etmislerdir (Muhammad ve ark., 2009). Haas ve ark. (2007) da
yaptiklar1 ¢caliymada, 160 mg/kg VCD uyguladiklart C57Bl/6 cinsi farelerin kilo
aliminin azaldigmi bildirmislerdir (Haas, Christian, & Hoyer, 2007). Literatiirde kilo

119



alimimnin arttigin1 ya da degismedigini (Sahambi, Visser, Themmen, Mayer, & Devine,
2008) bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Laboratuvarlarimizda gergeklestirilen ve POI
modeli olusturulan iki ¢alismada da enjeksiyonlarin baslangic ve bitis gunu vicut
agrlik olgimlerinde gruplar arasinda fark bulunmamustir (Cakir ve ark. 2024;
Kuspinar, 2023). Bu veriler VCD uygulamasinin viicut agirhigi tizerine etkisinin
olmadigr sonucunu destekler niteliktedir. Bu gbézlem, VCD enjeksiyonlarmin gida
tikketimini veya kisinin metabolizmasini etkilemedigini gostermektedir. Viicut kitle
indeksinin, gonadotropin dozlarmin ayarlanmasinda ve ovaryan stimiilasyon
protokolleri kapsaminda folikiiler gelisim siirecinin diizenlenmesinde 6nemli bir
belirleyici etken oldugu g6z oniine alindiginda (Maged ve ark., 2019), viicut agirhigi
Olciimleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamasi,
POI modeli olusturulduktan sonra uygulanan KOH protokoliiniin etkinligini
degerlendirmek agisindan bir standardizasyona katkida bulunarak uygun bir
degerlendirme yapilmasina olanak saglamaktadir.

Calismada POI modeli olusumunu desteklemek amaciyla NOR ve VCD
gruplarinin karsilastirmasi yapilmis, mevcut literattirle uyumlu olarak (Flaws, Doerr,
Sipes, & Hoyer, 1994), VCD enjeksiyonlarmi takiben ovaryum dokusu agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bu veri, VCD enjeksiyonlarinin
ovaryum dokusu Uzerinde genel bir etkiden ziyade primordiyal ve primer folikiller
iizerinde spesifik bir etkiye sahip oldugu fikrini desteklemektedir. Bununla birlikte
KOH protokolii uygulanan gruplar arasinda ovaryum dokusu agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p=0,099 ve p=0,011).
Ovaryum dokusundaki anlamli farkin nedeni VCD+KOH grubu ile VCD+PRP+KOH
grubu karsilastirildiginda, PRP uygulanan grubun lehine ovaryum agirligmin yiiksek
olmasidir. Ovaryum agirligindaki artig, ovaryan stimiilasyon protokoliinde kullanilan
ajanlarin indiikledigi steroidojenik etkilere atfedilebilir (Neunzig, & Bernhardt, 2014;
Chimote, & Chimote, 2018). Yapilan bir ¢alisma da ovaryan stimilasyonun doku
fizyolojisini degistirerek kan akigmni ve ovaryum hacmini arttirdigini dogrulamstir
(Pan, Wu, Cheng, Wu, & Chang, 2003). Kan akisi, ovaryum dokusundaki hem
folikiilogenez hem de steroidogenez asamalarinda 6nemli bir rol tistlenir (Abulafia, &

Sherer, 2000). Dolayistyla bu ¢alismanin bulgular1 KOH protokoliinii takiben artmis
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folikilogenez ve artmig vaskiiler yapilart ortaya koymakta ve kullanilan KOH

protokoliiniin etkinligini dogrulamaktadir.

5.4. POI Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryan Folikiil Sayillar1 ve AMH

Konsantrasyonlarina Etkisi

54.1 NOR grubu ve VCD grubunda ovaryan folikil sayilar1 ve AMH

konsantrasyonlarina etkisi

Ovaryan rezervi temsil eden folikiiller iki gruptan olusur. Bunlardan biri
“Dormant folikiiller” olarak da tanimmlanan hormon iiretimi olmayan, inaktif
primordiyal folikiillerdir. Rezervi gosteren diger folikuller ise buyimekte olan
folikiillerdir. Klinik pratikte, primordiyal folikiilleri kantitatif olarak degerlendirme
sanst olmadigi i¢in biiyiimekte olan folikiillere bakilmaktadir ve ayni zamanda
gelismekte olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinden iiretilen AMH hormonu
konsantrasyonlar1 degerlendirilmektedir. AMH, gonadotropinlerden bagimsiz olarak
ve kismen androjen tarafindan uyarilan, primordiyal folikiillerin biiyiimesini ve
gelisimini engelleyici etkiye sahip olan bir polipeptittir. Blyik antral folikillerin
androjen ve Gstrojen biyosentezini kisitlayan CYP17 (aromataz) enzimini inhibe eder.
Graniiloza hiicreleri giderek gonadotropine bagiml bir sekilde cogaldikca ve folikiiller
blyudikee, estradiol androjene Gstiin gelir ve estradiol AMH sekresyonunu inhibe
ederek sekresyonunu kii¢iik folikiillerle smirlandirir. Artan gonadotropin bagimliligi
ve biiyliyen folikiiller nedeniyle AMH iiretiminin azalmasi, Ostrojen agirlikli
preovulatuar folikiiliin ortaya ¢ikmasina izin verir (Bedenk, Vrta¢nik-Bokal, & Virant-
Klun, 2020).

Bu c¢alismada, tiim deney gruplarinda standardizasyonu saglamak amaciyla,
enjeksiyonlar baslamadan 6nce (G1) deneklerin ELISA yontemiyle serum AMH
degerlerine bakild1 ve %25-75 dilim araliginda tayin edilen serum AMH degerlerine
sahip denekler ¢alismaya dahil edildi. TUm gruplarda ovaryan rezerv belirteci olarak
AMH degeri standardize edilerek caligmanin sonucunu etkileyecek farkli ovaryan
rezerve sahip denekler caligsma dis1 birakildi. POI modelini olusturan deneklerden, 15

giin VCD enjeksiyonu sonrasinda (G15), sakrifikasyon giinii alinan kan 6rneklerinde
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AMH degerlerinin normal ovaryan rezerv grubuna gore anlamli diisiik oldugu saptandi
(p=0,010). VCD uygulamasiyla olusturulan POI modelinde, VCD direkt AMH
sentezinden sorumlu preantral foliktlleri hedef alarak atreziye ugrattigi i¢in (Bedenk
ve ark., 2020), bu folikiiller tarafindan iiretilen AMH degerlerinin diismesi beklenen
bir durumdur.

Gruplarin morfometrik analizinde, NOR grubuyla karsilastirildiginda, AMH
degerleri ile uyumlu olarak AMH {iretiminden sorumlu preantral folikillerin
(unilaminar ve multilaminar primer folikiiller) VCD grubunda anlamli olarak azaldig:
goriildii (strastyla p<0,001 ve p=0,002). Calismada normal rezerv grubu (NOR grubu)
ve VCD grubu arasinda sekonder folikiil, graaf folikiil ve korpus luteum sayilarinda
fark bulunmadi. Cao ve ark. (2020) ¢alismasinda, VCD enjeksiyonundan sonra fare
ovaryumlarinda zamana bagli net etkiler gosterdigi raporlanmistir. Arastirmacilar 15
giinlik VCD maruziyetinden sonra, primordiyal folikiiller ve primer folikiller de dahil
olmak iizere farelerin ovaryumlarindaki erken folikiillerin sayisinin 6nemli Olciide
azaldigini, son enjeksiyondan 10 gilin sonra (25. giin), gelisme asamasinda ¢ok az
sayida sekonder folikiiliin kaldigini ve son enjeksiyondan 20 giin sonra (35. gun), geri
kalan olgun folikiillerin neredeyse tamaminin tiikendigini bildirmislerdir (Cao ve ark.,
2020). Bu ¢alismada da primordiyal folikiil, unilaminar primer folikiil ve multilaminar
primer folikiillerde 15. giinde literatiirle uyumlu olarak azalma goriilmiis, yine
literatiirle uyumlu olarak sekonder folikiil, graaf folikiil ve korpus luteum sayilarinin
degismedigi saptanmustir. Atretik folikiil sayilarmin da bu siiregle uyumlu olarak VCD
grubunda anlamli oranda arttig1 gériilmiistiir (p<0,001). Bu morfometrik veriler AMH

degerleri ile desteklenerek POI modelinin olusturuldugu sonucuna varilmistur.

5.4.2. VCD grubu ve VCD+KOH grubunda ovaryan folikiil sayilar1 ve  AMH

konsantrasyonlarma etkisi

Sican POI modeli olusturuldugu kanitlandiktan sonra, calismanin kontrol grubunu
olusturmak iizere deneklere GnRH long agonist protokolii uygulandi (VCD+KOH
grubu). Calismada VCD grubunda 15. giin ile VCD sonras1 KOH protokolii uygulanan
deneklerde 65. giin alman kan Orneklerinde AMH degerleri karsilastirildiginda
VCD+KOH grubunda AMH degeri anlamli daha diigiik bulundu. Ovaryum dokusuna

122



invaziv uygulamalarin yapildig1 deney gruplartyla VCD+KOH grubu arasinda AMH
degerlerinde anlamli fark saptanmadi. Deneklere POI modeli olusturulduktan sonra 2
Ostrus dongiisii beklenmis (yaklasik 44 giin) ve ardindan KOH protokolii
uygulanmistir. Bu siliregte AMH sentezleyen preantral folikiillerin biiylik bolimii
atreziye ugramistir. Bununla birlikte biiyiimekte olan folikiil sayilarmin, VCD’nin geg
donem etkisinin sonucunda, azalmasiyla birlikte Ostrojenin AMH {izerindeki
baskilayic1 etkisinin de azalmis olmasi nedeniyle AMH degerlerinde bir degisiklik
olmamasi beklenebilir (¢alisma kapsaminda KOH baslangicinda serum AMH 6l¢iimii
yapilmadigi i¢in bu yorum veriyle desteklenememektedir). Deneklere KOH protokolii
uygulandiginda, ekzojen gonadotropin tedavisinin etkisiyle biiyliyen folikiillerin
sayisindaki artig ve buna bagli olarak dstrojen iiretimindeki artis AMH degerinin tekrar
diismesine neden olmustur (Bedenk ve ark., 2020).

VCD ve VCD+KOH gruplarinda folikiil sayilar1 degerlendirildiginde; preantral
folikiillerin sayisinda anlamh fark goriilmemistir. Klinikte POI olgularinda
primordiyal folikiil havuzunun yastan bagimsiz hizla bosalmasi s6z konusudur. Fakat
az sayida da olsa primordiyal folikiil ve diger preantral folikiillerin ovaryum
korteksinde var oldugu bilinmektedir. Bu olgularda kalan folikiillerin ekzojen
gonadotropinlere cevabi ¢ok disiiktiir. Bu nedenle adjuvan tedavilere
basvurulmaktadir (Blumenfeld, 2020). Bu ¢alismada VCD+KOH grubunda preantral
folikiil sayilarinin degismemesi gonadotropine cevabin yetersiz olmasinin bir sonucu
olarak diisiiniilebilir. Calismanin sonuglarinda VCD grubu ile VCD+KOH grubu
arasinda antral folikiil sayilar1 karsilastirildiginda, VCD grubu lehine istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). POI modeli olusturulan deneklere
uygulanan KOH protokolii sonrasinda, ovaryumda c¢ok sayida kistik folikiil
goriilmiistiir. Calismanin morfometrik degerlendirmesi stirecinde kistik folikiller
oositin varligina gore ayrica degerlendirilmistir (Sekil 36). Oosit igeren folikiiller graaf
folikiil olarak degerlendirilmis, digerleri ise kistik folikiil olarak tanimlanmustir. iki
grup arasinda oosit igermeyen kistik folikiil sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmugstur (p=0,003). VCD+KOH grubundaki antral folikiil sayilarinin VCD

grubuna gore anlamh diisiikliigii kistik folikiil artisinin sonucu olarak yorumlanmustir.
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5.4.3. VCD+KOH gruplarinda ovaryan folikiil sayilar1 ve AMH konsantrasyonlarina
etkisi

Calismanin deney gruplarmi da KOH protokolii uygulanmadan 6nce ovaryum
dokusuna uygulanan invaziv uygulamalar olugturmaktadir. Sham grubunu denegin sirt
bolgesinden kesi uygulanarak ovaryumlarin pensetle pozisyonunun degistirildikten
sonra kesinin kapatildigi (VCD+Cerrahi+KOH) grup, deney gruplarini ise bos
enjektorle doku i¢ine girilerek ovaryumun mekanik olarak uyarildig:
(VCD+Mekanik+KOH), ovaryum igine PRP enjekte edilen (VCD+PRP+KOH) ve
ovaryum igine serum fizyolojik enjekte edilen (POI+SF+KOH) gruplari
olusturmaktadir.

Kontrol grubuyla (VCD+KOH) karsilastirildiginda, deney gruplarinda sadece
klinik pratikte preantral folikiiller arasinda tanimlanan primordiyal folikiiller ve
unilaminar primer folikiillerin istatistiksel olarak anlamli fark olusturdugu
saptanmustir (sirasiyla p=0,002 ve p=0,004). Preantral folikiil grubuna dahil edilen
multilaminar primer folikiillerde, antral folikiil grubu olarak tanimlanan sekonder ve
graaf folikiillerin sayisinda, korpus luteum sayisinda anlamli bir fark bulunmamistir.
Bu veriler deney gruplarinda gergeklestirilen tiim uygulamalarin (cerrahi a¢gma-
kapama, mekanik uyarim, intraovaryan SF ve PRP enjeksiyonu) primordiyal
folikiillerin se¢ilimini (recruitment) arttirdigi, primordiyal folikiler aktivasyonun
gerceklestigi, fakat folikiiler gelisimin ilerlemedigi, antral folikiil asamasina
gecemedigi seklinde yorumlanmistir.

Gruplarin ikili karsilastirmasinda, preantral folikiillerde sadece mekanik uyar1
yapilan grup ile SF enjekte edilen gruplar arasinda mekanik uyarilan grup
(VCD+Mekanik+KOH) lehine anlamli farklhilik saptandi (p=0,024). Preantral
folikiillerin ayr1 ayr1 degerlendirmesi yapildiginda, mekanik uyarilan dokularda
primordiyal folikiillerin sayis1 diger alt gruplara gére anlamli yiiksek bulundu. Benzer
sonuclar unilaminar primer folikillerde de elde edildi. Antral folikullerde (sekonder
ve graaf folikiiller) gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi. Bu bulgular VCD
enjeksiyonu ile olugan POI modelinin ovaryan folikiil yapilanmasiyla uyumludur.

VCD’nin hedef aldig1 primordiyal folikiil, unilaminar folikiil ve multilaminar primer

124



folikiillerin sayilarindaki azalmaya, ovaryumlarin bos enjektdrle mekanik olarak
uyarilan dokular diginda diger invaziv uygulamalar anlamli bir etki gostermemistir.
Antral folikiil sayilarinda da iyilestirici bir etki olugsmamistir. Gruplarda atretik folikiil

sayilarinda da anlaml bir azalma saptanmamustir.

5.5. POI Modelinin ve Tedavi Protokollerinin Ovaryan Folikiil Sayilan ve Hippo
Sinyal Yolagina Etkisi

5.5.1. VCD+KOH gruplarinda ovaryan folikiil sayilar1 ve hippo sinyal yolagina etkisi

Hippo sinyal yolagi organ boyutu kontrolii i¢in 6nemli olan, bir serin kinaz
kademesinde gorev yapan ve sonugta anahtar transkripsiyonel ortak aktiflestiricileri,
Yes ile iliskili proteini (YAP) ve PDZ baglama motifli transkripsiyonel ortak
aktiflestiriciyi (TAZ) fosforile eden ve etkisiz hale getiren birka¢ negatif biiyiime
diizenleyicisinden olusur. Hippo sinyal yolagi bozuldugunda, niikleer YAP,
transkripsiyonel gelistirilmis ortak alan (TEAD) transkripsiyonel faktorleriyle uyum
icinde hareket ederek bag dokusu biiyiime faktorinii (CTGF) ve apoptoz
inhibitorlerinin (NAIP) ekspresyonunu arttirr (Malt, Georges, Silber, Zider, &
Flagiello, 2013). Aktin, okaryotik hucrelerdeki toplam ¢ozlnur proteinlerin %5 ile
%10'unu olusturur ve globiiler aktinin (G-aktin) filamentli forma (F-aktin)
polimerizasyonu, hiicre seklinin korunmasi, yapigsma ve hareket i¢in dnemlidir. Hippo
sinyalini bozabilen ve Y AP'in niikleer translokasyonunu tesvik eden anahtar genlerin
cogu aktin polimerizasyonunda rol oynar ve bu genler Hippo sinyalinin yukar1 yondeki
diizenleyicileridir. Hippo sinyal yolag1 folikiil biiyiimesini kisitlamakta ve ovaryum
doku hasarindan sonra hippo sinyal yolaginin bozulmasi folikil biytmesini
desteklemektedir. Ovaryumlarin kesilmesi, aktin polimerizasyonunda (G-aktin'den F-
aktin'e) gecici bir artisa ve YAP fosforilasyonunun azalmasma neden olur. Bu da
niikleer YAP seviyelerinin artmasina yol agar, ardindan asag1 yonde biiyiime faktorleri
ve apoptoz inhibitdrlerinin ekspresyonunu arttirir (Hsueh, & Kawamura, 2020).

Bu calismada ovaryum dokusuna uygulanan invaziv girisimlerin primordiyal
folikiil ve primer folikillerin aktivasyonuna etkisi ve bu etkideki hippo sinyal

yolagmin roliinii degerlendirmek amactyla, hippo sinyal yolaginda rol oynayan PDZ
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baglama motifli transkripsiyonel ortak aktiflestiriciyi (TAZ), NLR ailesi inhibitor
protein (NAIP) ve bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF) proteinlerinin ovaryan
dokudaki ekspresyonlarma ELISA yontemiyle bakilmigtr. TAZ ve CTGF
ekspresyonlarinin  deney gruplar1 arasinda istatistiksel anlamlilik gosterdigi
saptanmistir  (swrastyla  p<0,001 ve p<0,001). Deney gruplarmin ikili
karsilastirmalarinda, TAZ ve CTGF ekspresyonlarinda PRP ve SF enjeksiyonu
uygulanan gruplar lehine (VCD+PRP+KOH ve VCD+SF+KOH) anlamli artis
saptanmistir ancak PRP ve SF gruplar1 arasinda bu proteinlerin ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, esit
voliimde SF veya PRP enjeksiyonu uygulamasi sonucunda ovaryan dokuda hippo
sinyal yolaginin bozuldugu ve aktin polimerizasyonundaki artisla birlikte
transkripsiyonel ortak aktiflestirici (TAZ) ve bag dokusu biiyiime faktoriiniin (CTGF)
ekspresyonunun arttig1 goriilmektedir. Bos enjektdrle doku igine girip ¢ikma seklinde
gerceklestirilen mekanik uyarim (VCD+Mekanik+KOH grubu) sonucunda benzer
etkinin goriilmemesi, enjeksiyonun olusturdugu mekanik uyarilmadan ziyade doku
icine enjekte edilen esit voliimdeki sivinin (PRP veya SF) olusturdugu mekanik etkinin
(doku igindeki sikistirici etkinin) hippo sinyal yolaginin bozulmasinda daha etkin
oldugu diisiiniilebilir. Fakat ¢alismanin sonuglarinda hippo sinyal yolaginin bozulmas1
sonucunda apoptoz inhibitorlerinin  aktivasyonunda beklenen artis (NAIP
ekspresyonunda artis) gézlenmemistir. Bu sonug folikiillerin atreziye gidisinde deney
gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi seklinde yorumlanabilir. Calismanin
morfometrik sonuglarinda atretik folikiillerin gruplar arasinda anlamli bir fark
gostermemesi de bu veriyi desteklemektedir. Ovaryum dokusuna uygulanan doku
biitiinliigiinii degistiren invaziv uygulamalarin folikiillerin atreziye gidisinde anlamli
bir etkisi gériilmemistir.

Calismada preantral ve antral folikiillerin morfometrik sonug¢larina bakildiginda,
sadece primordiyal folikiil ve unilaminar primer folikiiller deney gruplar1 arasinda
anlamhi farklilik gostermistir. Preantral folikiillerin antral folikiile ilerleyisinde
gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. ikili karsilagtirmalarda; PRP
enjeksiyonu, SF enjeksiyonu ile karsilastirildiginda sadece primordiyal folikiillerin
sayisinda anlamli bir artiga neden olmustur (p=0,027). Burada primordiyal folikiil

sayisindaki artisin primordiyal folikiillerin apoptoza gidisindeki azalmanin bir sonucu
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mu yoksa dormant halde kaligini arttiric1 etkinin bir sonucu mu oldugunu yorumlamak
bu caligmanin verileriyle miimkiin olmamaktadir. Fakat mekanik uyarim uygulanan
grup ile PRP enjeksiyonu yapilan grup arasinda primordiyal folikiil sayilarinda anlaml1
fark goriilmemesi, folikiil sayisindaki artisin PRP’nin biiyiime faktorleri araciligiyla
olusan iyilestirici etkinin bir sonucu olmadigini diisiindiirmektedir. Ayrica unilaminar
primer folikiil sayilarinin mekanik uyarilma yapilan grupta hem PRP hem de SF
enjekte edilen gruba gore daha yiiksek olmasi, mekanik uyarilmanmn primordiyal
folikiil aktivasyonunun gergeklesmesinde daha etkin oldugu seklinde yorumlanabilir.
Bu veriler hippo sinyal yolaginda bulunan proteinlerin ekspresyon sonuclariyla
celiskilidir. Dolayisiyla primordiyal ve unilaminar primer folikiillerin mekanik
uyarilma sonucunda artisinin hippo sinyal yolagi disinda farkli bir mekanizma
iizerinden olustugu diisiincesini akla getirmektedir.

Yapilan c¢alismalarda kiiltiirlenmis insan kortikal fragmanlar1 kullanilarak
PI3K/Akt aktivatorlerinin, primordiyal folikiil aktivasyonunu hizlandiran hippo sinyal
yolagi ile sinerjik olarak etki ettigi dogrulanmistir (Grosbois, & Demeestere, 2018).
Ayrica, transkripsiyonel ve histolojik analizler, primordiyal folikiillerdeki oositlerin,
ekstraseliiler matriks proteinleri salgilayan ¢evredeki graniiloza hiicreleri tarafindan
sikistirildiginda olusan yiiksek mekanik basincin dormant durumuna yol agtigini
ortaya ¢ikarmustir (Nagamatsu, Shimamoto, Hamazaki, Nishimura, & Hayashi, 2019).
Hsueh ve ark. (2020) calismasinda, ovaryan dokunun fragmantasyon yaklagimina
benzer sekilde, primordiyal folikiillerin ekstraseliiler matriksi pargalayan enzimlerle
yapinin gevsetilmesiyle aktive oldugunu ve ekzojen basingla sikistirilarak folikiillerin
tekrar dormant haline doniistiigiinii bildirilmistir (Hsueh, & Kawamura, 2020). In vitro
ortamda, primordiyal folikiillerin dormant durumda kalmasimni hipoksik bir durumun
tetikledigini bildiren ¢alisma da mevcuttur (Shimamoto ve ark., 2019). Calismadaki
deney gruplarinda preantral folikiil sayilarina ait morfometrik degerler ve hippo sinyal
yolag1 proteinlerinin ekspresyon diizeylerindeki uyumsuzluk, primordiyal folikiil
aktivasyonunun hippo sinyal yolagi disinda, doku icine enjeksiyonun ovaryan
medullada olusturdugu hasara sekonder olusabilecek inflamasyonun dokuda
olusturabilecegi kisa siireli bir hipoksinin sonucu olabilecegi sorusunu akla

getirmektedir.
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5.6. Sonug

Sonug olarak, sigan deneysel prematiir ovaryan yetmezlik modelinde kontrollii
ovaryan hiperstimulasyon protokolii 6ncesi uygulanan intraovaryan PRP enjeksiyonu
hippo sinyal yolagmnin bozulmasinda serum fizyolojik enjeksiyonuyla benzer etki
gostermistir. Primordiyal folikiillerin aktivasyonunda doku i¢ine mekanik uyarim ile
PRP enjeksiyonunun etkilerinin benzer olmasi ve hippo sinyal yolagi proteinleriyle
folikiil aktivasyon diizeylerindeki uyumsuzluk mekanik uyarilmaya baglh folikiil

artisinda farkli mekanizmalarm arastirilmasi gerekliligini gostermistir.
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A
ADP
aER
AFC
AKT
AMH
ATP
BIRC
CCN
CoQ10
CTGF
CTX
DENHAB

DMSO
DNA
DOR
E2
ECM
EGF
EDTA
ELISA
F-aktin
FGF-1/FGF-2
FH
FOXO
FOXO3a
FSH
G-aktin
GAL
GALE
GALK
GALT
GDP
GH

GH

GL
GnRH
GTP
H&E
hCG
HPG
IGF-1/IGF-2
IVF
KIT
KITLG

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Antrum

Adenozin difosfat

agranuler Endoplazmik retikulum
Antral folikiil sayis1

Protein kinaz B

anti-Mullerian hormon

Adenozin trifosfat

Bakuloviral apoptoz inhibitorleri tekrarmi igeren protein ailesi
Hiicresel iletisim ag1 protein ailesi
Koenzim Q10

Bag dokusu biiylime faktori
Siklofosfamid

Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve
Arastirma Birimi

Dimetil stlfoksit

Deoksiriboz nikleik asit

Diisiik over rezervi

Ostrojen

Ekstraseliler matriks

Epidermal blyiime faktori
Etilendiamin tetraasetik asit
Enzyme-linked immunoSorbent assay
Fibriler aktin

Fibroblast blyume faktori 1/2
Folikul hiicreleri

Forkhead box O

Forkhead box O3

Folikul stimulan hormon

Globtiler aktin

Galaktoz

UDP-galaktoz 4-epimeraz
Galaktokinaz

Glaktoz 1-fosfat dridiltransferaz
Guanozin difosfat

Biyime hormonu

Grantloza hiicreleri

Grantloza lutein hiicreleri
Gonadotropin salgilayict hormon
Guanozin trifosfat
Hematoksilen-Eozin

Insan koryonik gonadotropin
Hipotalamik pituiter gonadal eksen
Insiilin benzeri bilyiime faktorii 1/2
In vitro fertilizasyon

Tirozin kinaz

Tirozin kinaz ligant1
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KL : Korpus luteum

KO : Kumulus ooforus

KOH . Kontrollu ovaryan hiperstimilasyon

LH . Luteinize edici hormon

MRNA . haberci RNA

N : Nukleus

NAIP : NLR ailesi apoptoz inhibitor protein

NOR : Normal ovaryan rezerv

NOV . Noroblastoma asir1 eksprese eden biiyiime faktorii

OGC : Ovaryum graniloza hucreleri

OMI . Oosit maturasyon inhibitori

oxLDL . oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein

PDEGF . Trombosit kaynakli epidermal biiyiime faktori

PDK . Fosfotidilinositol bagimli kinaz1

PI3K . Fosfotidilinositol-3-kinaz

PIP2 . Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat

PIP3 . Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat

PMSG . Gebe kisrak serum gonadotropin

POI . Prematir ovaryan yetmezlik

PRP . Plateletten zengin plazma

PTEN . Fosfataz ve tensin homolog

pYAP . Fosforillenmis YAP

RNA . Ribonikleik asit

SF . Serum fizyolojik

SG . Stratum grantlozum

SRY : Y kromozomundaki seks belirleyici bolge

TAZ :  PDZ-baglama motifli transkripsiyonel koaktivator

TBF . Testis belirleyici faktor

TE . Teka eksterna

TEAD . TEA/ATTS DNA baglanma alanin1 iceren transkripsiyon
faktord

TEM . Transmisyon elektron mikroskobu

TGF-p . Transforme edici buytime faktori-8

Ti . Teka interna

TL . Teka lutein hicreleri

VCD . 4-vinilsikloheksen diepoksit

VEGF . Vaskiler endotelyal biiylime faktori

WHO . Diinya Saglik Orgiitii

YAP . Evet-iliskili protein

Ypll Y kromozomu kisa kolunun 11. lokalizasyonu

ZP . Zona pellusida

ZP1/2ZP2/ZP3 : Zona pelluside 1,2,3 proteinleri
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9. TESEKKUR
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