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ONSOZ

Kanser tedavilerinin gelistirilmesiyle toplumlarda buna bagli mortalite
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radyo/kemoterapi  sonrast  verilen ilaclar kadinlarda infertiliteye neden
olabilmektedir. Fertiliteyi korumak ic¢in ovosit, embriyon veya ovaryum dokusu
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1. GIRIS

Glinlimiizde artan kanser insidansina karsilik gelistirilen tedaviler sonrasinda
sagkalim belirgin olarak artmistir ancak kullanilan ilaglar ve radyoterapi
uygulamalarinin en 6nemli yan etkisi gonadal yetmezlik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle alkile edici ajanlarm bu konuda etkili oldugu bilinmektedir. Kanser
tedavisinin yani sira birgok sistemik ve otoimmiin hastaligin tedavisinde, kemik iligi/
kok hiicre nakli oncesinde verilen ilaglar ve yapilan her tiirlii jinekolojik cerrahi,
kadinlarda infertiliteye yol acabilmektedir. Infertilite sorunuyla karsilasan hastalarda
dogurganlhigin korunmasi i¢in tedavi segeneklerine ihtiyag vardir. Ovositlerin,
embriyonlarin veya ovaryum dokusunun dondurularak saklanmasi bu se¢eneklerden
bazilaridir ancak embriyon ve ovositin dondurulmasinin uygulanamayacagi bazi

durumlar asagida belirtilmistir:

e Embrivon saklanmasinin uygulanamayacagi haller;

— Yeterli suire olmamasi

Stimiilasyon tedavileri

Hastanin bekar olmasi

Hastanin prepubertal donemde olmasi

* Qvosit saklanmasinin uygulanamavacagi haller:

— Ovositin, hassas bir hiicre olmasi,

— Opvosit elde edilmesi i¢in hastanin indiiklenmesi gerekliligi,

Ovaryumun kriyoprezervasyonu, dogurganligin korunmasinin gerektigi bazi
kosullarda tartismasiz tek segenektir. Giiniimiizde ovaryum kriyoprezervasyonu
sonrasi canli dogumlar bildirilmisse de yontem, dokunun korunmasi ve tekrar canliya
nakli i¢in yeterince uygulanabilir ve rutin degildir. Bu nedenle kemo/radyoterapi
almis ya da alacak bir ¢ok hasta bu tedavilere yonlendirilememekte, ya da bu

tedavilere yeterince giivenilmemektedir. Bu kapsamda giivenli, uygulanabilir,



maliyetsiz bir teknige ihtiya¢ duyulmaktadir. Dondurarak saklama ve sonrasinda
hastaya tekrar transplante etme yoluyla ovaryum dokusu canli olarak korunabilir.
Ovaryum dokusu iki yontemle dondurulabilir. Bunlar vitrifikasyon (hizli dondurma)
ve yavas dondurmadir. Genellikle ovaryumun kriyoprezervasyonunda yavas
dondurma teknigi kullanilmistir. Vitrifikasyon, sogutma hizinin ¢ok yiiksek oldugu
bir dondurma yontemidir. Bu yontemle buz kristal olusumu engellenmeye ve

stvilarin dogrudan camsi bir yapiya gecerek donmasina imkan verir.

Calismamizda, farelerin ovaryumlarinda bu iki yoOntemi uygulayarak,
yontemlerin birbirine olan farkliliklarinin ince yap1 diizeyinde cesitli goriintiileme

yontemleriyle ortaya koymay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVARYUMUN ANATOMISI

Ovaryum dogum yapmamis kadinlarda 3 cm uzunlukta, 1,5 cm genislikte, 1
cm kalinliktadir ve kiigiik pelivisin yan duvarlarinda bulunan fossa ovarica adi
verilen ¢ukurcuklarda yer alir. Ovaryumlarin 6n kisimlarinda kan damarlarinin ve
sinirlerin girdigi hilus adi verilen bdlge bulunur. Mezovaryum (posterior), kan
damarlarin1 ovaryumlara ileten bir periton kivrimi olup ovaryumu uterusun yan
kenarlarindan uzanan broad ligamentine baglar. Ovaryumun iist kutbu suspansory

ligamentle pelvik duvara, alt kutbu ise ovarian ligament ile uterusa tutunur (Sekil
2.1).

Pubertal dénemden 6nce ovaryumun yiizeyi diiz bir yapidadir. Ureme ¢aginda
ise tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle skarli ve diizensiz bir hal alir. Postmenapozal
donemde, ovaryum boyutlar1 iireme cagindakinin dortte biri biyiiklige iner
(Histology A Text And Atlas with Corralated Cell and Molacular Biology, 2006).

A. ovary
e J£ V. ovary
\ Mezosalfinks £ ﬂ
) {
mba. / ———Tafindubulum
uterinaf e
_ )
o " - — D /
= Uterus P /l Qrazyum
Broad ligament
o /
B A. uterina
% ‘;‘ ES—) / V. uterina
i QA’/ = y’“’y
serviks = et
& Ovaryam

folikiilleri
Tunika albuginea
Karteks ‘

Medulla Korteks

Sekil 2.1. Ovaryumlarin sematik olarak gosterilen anatomik yapisi (Junqueira, L.C.,

and Carniero J., Temel histoloji’den alinmistir).



2.2. OVARYUMUN EMBRIYOLOJiSi

Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal ¢ok sayida genin rol oynadigi
kompleks bir siirectir. Seksliel dimorfizmin anahtari, kisa kolunda (Ypll) SRY
genini tasiyan Y kromozomudur. Bu genin eksprese ettigi protein, cinsiyet
organlarmin kaderini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon
faktoridiir. SRY proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Bu faktoriin varligiyla
fetlistin cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kadin tipinde gelisir (Langman

Medikal Embriyoloji, 2005) (Sekil 2.2).

TBF (testis belirleyic faktor)
ve MIF (miiller kanalim mhnbe edici
faktor) i yokingunda ovaryum geligimi  Miiller kanalindan
20. hafta uterus, tipler ve
Atrofik vajinammn fist knzm gelisr
Wolff kanali ' a
= -r‘;" =
De_lenere“ Por 0 ““':—“f"_ i
refe ovani — y - B
- L
Primer cinsiyet e
kordoglanimin kalnns o
.‘_\‘
Gég eden primordival germ Prm}:r ovosit, sekonder
hiicrelerinin mitozu ile olusan m{l}fﬂ;;)rg;lanﬂdan
cogomiadan geligen primer ovositi gelig eie b
sekonder cinsiyet kordonlan folikiil hiicreler ile
cevreler gevnlerek primordival folikiila
olusturur

Sekil 2.2. Ovaryumun farklanmas1 (Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre

biyolojisi’nden alinmigtir)

Gonada gelen hiicrelerden erkek yada disi gamet gelismesi, gonaddaki
somatik hiicrelerin c¢evresel kosullarina baglidir, kendi genetik igeriklerine bagh
degildir. Kadin gonadina transplante edilen XY primordiyal germ hiicrelerinden

ovosit, erkek gonadina transplante edilen XX hiicrelerinden spermatogonia gelisir.

Ovaryumun farklanmasina neden olan molekiiler faktorler giiniimiizde tam
olarak aydmnlatilamamigtir. Bir hipoteze gore; Wnt-4, FGF-9 ekspresyonunu inhibe

ederek SOX-9 un azalmasina neden olur. Bu azalma testis gelisimini inhibe eder,



ovaryumun gelisimine yol acar. Testisin tersine, canli germ hiicrelerinin varligi,
ovaryum farklanmasi i¢in 6nemlidir. Primordiyal germ hiicreleri genital tiiberkiile
ulagsmaz ise yada anormal, dejenere yapidaysa (XO gibi) gonad geriler ve “streak
ovaryum” meydana gelir. Primordiyal germ hiicreleri gelisecek olan ovaryuma
girdikten sonra dig kortikal bolge yada kortikomedullar siira yakin bir yerde

yogunlasirlar.

Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinde vitellus kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Son bagirsagin
dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda
primitif gonadlara ulasir, 6. haftada da genital kabartiy1 isgal ederler (Langman
Medikal Embriyoloji, 2005) (Sekil 2.3). Yeni olusan gonaddan sekrete edilen
kemotaktik faktorler de bu hiicrelerin gogiinii etkiliyor olabilir. Yaklasik 1000-2000
kadar hiicre genital kabartiya ulasir. Buraya ulasan hiicrelerin go¢ davraniglart son
bulur (Human Embryology and Developmental Biolog, 2009). Bu hiicreler genital
kabartiya ulagsamazsa gonadlar gelisemez. Gonadlarin over ve testise farklanmasinda

primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.
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Sekil 2.3. Primordiyal germ hiicrelerinin gocli (Carlson M.B., Human Embryology
and Developmental Biology’ den alinmistir).



Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen 6nce
ve ulagmasi sirasinda, genital kabarti epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altlarindaki mezensimin ig¢ine ilerler (Sekil 2.4). Bunlar burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen belirgin bir diizeni olmayan kordonlar1 olustururlar. Hem erkek
hem de disi embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu déonemde erkek
veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Iste bu
devredeki gonad farklanmamis gonad olarak bilinir (Langman Medikal Embriyoloji,

2005).
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Sekil 2.4. Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi (Moore L.K., Persaud T.V.N. Klinik
Yonleriyle Insan Embriyolojisi).

Ovaryum folikiiliinii olusturan folikiil epitel hiicrelerinin kdken aldigi iig¢
bolge tahmin edilmektedir:

1. Solom epiteli (sekonder cinsiyet kordonlari)

2. Mezonefrik primitif cinsiyet kordonlar1

3. Ilk iki segenegin kombinasyonu



Son olasilik erken folikiiler epitel igindeki acik- koyu boyanan iki belirgin
hiicre tipinin varligiyla da uyumludur. Bu evrede oogonia olarak adlandirilan primer
germ hiicreleri, 4. ayin basina gelene kadar mitozla ¢ogalir. Sonrasinda oogonialar
mezonefrozun sekrete ettigi retinoik etkisi altinda ovaryumun i¢ medulla bolgesinde
I. mayozun profaz sathasina girerler. Bu etki de mezonefrik hiicre kiimelerinden
olusan rete ovarii olarak adlandirilan epitelyum ile iliskili olabilir. Ovosit olarak
adlandirilan mayotik oogoniumlar folikiiler hiicreler ile iliski icerisindedirler ve
primordiyal folikiilii olustururlar. Bu sirada, ovaryumun kortikal bolgesindeki
oogoniumlar mitoz bodliinmelerine devam ederler. Oogonium ve erken ovositler
gelisimlerinde senkronizasyonu saglayan hiicreler arasi sitoplazmik kopriilerle
baghdirlar. 22. haftaya kadar folikiiler gelisim tiim ovaryumda gergeklesir. Ovositler
I. mayoz bolinmenin profaz asamasinda diploten sathasina ulasana kadar
boliinmelerini stirdiiriirler. Mayoz durur ve blokaj kalkana kadar ovositler bu
sathada kalir. Ad6lesan donemde, ovulasyondan 6nce tiim ovositler bu sekildedirler

(Human Embryology and Developmental Biology, 2009).

Yiizey epiteli, korteksteki folikiillerden, tunika albuginea adi verilen, ince bir
fibroz kapsiille ayrilir. Overler, gerileyen mezonefrozdan ayrildiktan sonra,

mezenteri olan, mezovarium ile baglanirlar (Klinik Yonleriyle Insan Embriyolojisi,

2002).

2.3. OVARYUM HIiSTOLOJISI

Kadin gonadi olarak ovaryumun birbiriyle iligkili iki fonksiyonu vardir:
gametlerin  (gametogenezis) olusturulmast  ve  steroid hormon  iiretimi
(steoidogenezis). Kadinda gamet iiretimi oogenezis adini alir. Ovaryumdan dstrojen

ve progesteron olmak iizere iki ana hormon sekrete edilir.

Ostrojen: i¢ ve dis genital organlarin gelisimini indiikler ve pubertede kadin
cinsiyet Ozelliklerinden sorumludur, ayrica meme dokusunda kanallarin ve yag

dokusunun olusumuna 6nemli katkis1 vardir.



Progesteron: basta uterus olmak iizere i¢ genital organlarin gelisimini
indiikler. Gebelik i¢in endometriumda sekretuar degisiklikleri saglar. Progesteron

ayrica lobiiler ¢ogalmay1 baglatarak meme bezini laktasyon i¢in hazirlar.

Iki hormon da fertilize ovositin uterusa implantasyonunu saglamak icin
menstriiel siklusta &nemli rol oynar. Implantasyon gerceklesmezse uterus
endometriumu dejenere olur ve menstriiasyon siklusii devam eder (Histology A Text

And Atlas with Corralated Cell and Molecular Biology, 2006).

Ovaryum korteks ve medulladan olusan bir organdir. Medulla, gevsek bag
dokusu, genis kivrilmis kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler igeren ovaryumun
orta bolgesidir. Korteks ise medullanin etrafin1 ¢evreleyen periferal ovaryum
bolgesidir. Zengin hiicresel bag dokusu i¢ine gomiilii ovaryum folikiilleri burada yer
alir. Folikiil ¢evresinde diiz kas hiicreleri bulunur. Korteks ve medulla sinir1 belirgin
degildir (Histology A Text And Atlas with Corralated Cell and Molecular Biology,
2006).

Ovaryum yiizeyi basit yassi1 ya da kiibik epitel ile kaphdir; bu epitel germinal
epitel olarak adlandirilir (Temel histoloji, 2003).Mezovaryumu ¢evreleyen mezotel
ile devam eder. Ge¢miste, embriyonik gelisimde germ hiicrelerinin buradan kdken
aldig1 diisliniilerek bu ad verilmistir. Ancak bugiin primordiyal germ hiicrelerinin
ekstragonadal yerlesimli oldugu ve farklilastiklar1 embriyonik gonadin korteksine
vitellus kesesinden go¢ ettigi bilinmektedir (Histology A Text And Atlas with
Corralated Cell and Molecular Biology, 2006). Ovaryumun beyazimsi rengini veren
tunika albuginea, germinal epitel ve korteks arasinda siki bag dokusu katmani olarak

bulunur (Temel histoloji, 2003).

Ovaryum folikiilleri ovosit gelisimi i¢in bir mikrogevre saglar. Ovaryum
folikiilleri, primer ovosit igeren, her biri farkli biiylikliikte, korteks stromasi igine
dagilmis yapilardir. Folikiil ¢aplari gelisen ovositin evresini gosterir. Fetal hayat
boyunca olusan oogenezisin erken safhalarinda mitotik boéliinmeyle oogoniyum
sayist artar. Ovositler dogumda I. mayoz boliinmenin profaz sathasinda duraklamig
olarak bulunurlar. Puberte boyunca ¢ok az folikiil biiylir ve olgunlasir. Folikiil

olgunlagmasi, ovulasyon bir siire sonra menstriiel siklus ile paralel hale gelir.



Normalde her siklusta tek ovosit tam olgunluga ulagir ancak birden fazla ovositin
atildig1r durumlar ¢oklu zigot olusumuna neden olabilir (Histology A Text And Atlas
with Corralated Cell and Molecular Biology, 2006). Her menstriiel siklus
dongiisiinde (ortalama 28 giin) genellikle tek bir ovosit serbest birakilir. Kadinin
dogurganlik ¢ag1 yaklasik 30-40 yil siirer ve yalnizca 450 kadar ovosit atilmis olur
(Temel histoloji, 2003). Tiim iireme ¢ag1 boyunca bir kadin yaklasik 400 olgun ovosit
tretir. Dogumda 600.000 ile 800.000 arasinda olan primer ovositlerin hepsi
maturasyonunu tamamlayamaz ve atreziye gider. Bu siire¢ fetal hayatin 5. ayinda
baslar ve ovosit ¢evresindeki hiicreler de apopitozis ile bu duruma eslik eder. Primer
ovosit sayisi atreziyle doguma kadar %20’ye iner. Menapoz siirecinde ise ovositler
birkag yil i¢inde dejenere olur (Histology A Text And Atlas with Corralated Cell and
Molecular Biology, 2006)

2.3.1. Folikiil Gelisimi

Kadinda bir menstriiel siklus {i¢ evreden olusur; folikiiler evre, ovulatuvar
evre ve luteal evre. Folikiiler evrede primordiyal folikiilden olgun folikiil ya da Graaf

folikiilii gelisir (Histoloji ve hiicre biyolojisi, 2006) (Sekil 2.5).

¢ Primordiyal folikiiller
e Gelisen folikiiller
e Olgun yada Graaf follikiilleri

Geligen follikiiller, primer ve sekonder folikiil olarak iki kategoriye ayrilir.
Ovaryumda tiim evrelerde folikiiller bulunur ancak primordiyal folikiil sayis1 daha

fazladir.
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Sekil 2.5. Folikiil gelisimi (Junqueira, L.C., and Carniero J., Temel histoloji’den

alinmistir)

2.3.1.1. Primordiyal Folikiil

Folikiil, gelisiminin erken asamasidir. ilk olarak fetal gelisimin 3. ayinda
ortaya ¢ikar. Primordiyal folikiil gelisiminin erken evreleri gonadotropin etkisinden
bagimsizdir. Olgun ovaryumda primordiyal folikiiller korteks stromasinda tunika
albugineanin altinda bulunurlar (Sekil 2.6). Tek kathi yass1 folikiil hiicreleri ovositi
cevreler. Folikiil hiicrelerinin dig yiizii bazal membran ile smirlandirilmistir.
Folikiildeki ovosit ¢cap1 yaklasik 30 um capindadir ve biiyiik, iyi dagilmis kromatin
iceren asentrik cekirdegi ve bir yada birden fazla c¢ekirdekgigi vardir. Ovosit
sitoplazmasinda Golgi vezikiilleri, endoplazma retikulumu, mitokondriyon ve

lizozom kiimelerinin olusturdugu Balbiani cisimcigi bulunur.
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Sekil 2.6. Ovaryum korteksinde primordiyal folikiiller — (Junqueira, L.C., and

Carniero J., Temel histoloji’den alinmistir).

2.3.1.2. Primer Folikiil

Ovositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir.
Ik olarak ovosit genisler, ¢evresindeki yass1 folikiil hiicreleri cogalir ve kiibik hale
gelir. Gelisen bu folikiile primer folikiil ad1 verilir (Histology A Text And Atlas with
Corralated Cell and Molecular Biology, 2006). Ovositler kalin, amorf bir ortii olan
ve asidofil boyanan zona pellusida (ZP) ile gevrilidir ve bu katman en az ii¢ farklh
glikoprotein igerir (Temel histoloji, 2003). Folikiil hiicreleri tek katli kiibik yada
prizmatik olup ovosit ¢apt 50-80 pm’e ulastiginda, ZP 151k mikroskobunda
gortlebilir (Histology A Text And Atlas with Corralated Cell and Molecular Biology,
2006).

Glikozaminoglikanlar, glikoproteinlerden zengin ve periyodic acid- Schiff
(PAS) reaksiyonu ile boyanan ZP’ nin sentezine hem ovositlerin hem de folikiil

hiicrelerinin katkida bulundugu diistintilmektedir (Temel histoloji, 2003).
Primer folikiiller iki tipe ayrilir;

1. Tek kathh primer folikiiller. Bunlarin etrafinda tek sirali kiibik veya

prizmatik folikiiler hiicreler bulunur (Sekil 2.7).
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2. Cok kathh primer folikiiller. Cok katli ve ¢ogalan kiibik hiicrelerle
cevrilidir. Folikiiler hiicreler, kendilerini ovaryumun stromasindan ayiran
bir bazal lamina tarafindan desteklenir (Histoloji ve hiicre biyolojisi, 2006)

(Sekil 2.7).

Tek kath folikiil hiicreleri hizli mitotik cogalmayla ¢ok katl folikiil hiicreleri
haline gelir ve graniiloza hiicreleri olarak tanimlanir. Folikiiler gelisim sirasinda,
graniiloza hiicreleri arasinda ¢ok sayida gap junction olusur. Graniiloza hiicrelerinin
bazal kat1 zonula okludens denilen siki baglantilara sahip degildir, bu nedenledir ki

kan-folikiil bariyeri yoktur.

Graniiloza hiicrelerinin ¢evresindeki stroma hiicreleri kilif seklinde folikiilii
sarar. Bu yapiya teka folikdilii ad1 verilir. Daha sonra iki tabakaya ayrilir; teka interna
ve teka eksterna. Teka interna damardan zengin bir yapiya sahiptir. Buradaki
hiicreler steroid iireten hiicrelerin ince yap1 Ozelliklerine ve c¢ok sayida Liiteinize
edici hormon (LH) reseptorlerine sahiptir. LH stimiilasyonu ile dstrojen prekiirsorii
olan androjenlerin sentez ve salimimi artar. Teka internada sekretuar hiicrelere ek
olarak fibroblast, kollajen fibrilleri ve endokrin organlarda oldugu gibi iyi gelismis

bir damar ag1 mevcuttur.

Teka eksterna ise bag dokusunun dig katmanmidir. Ana olarak, diiz kas

hiicreleri ve kollajen lifleri igerir.

Teka tabakalari arasindaki ayirim belirgin degildir. Ancak bazal lamina,
graniiloza hiicre tabakasi ile teka interna arasinda belirgin bir sinir ¢izer. Bu yap1 teka

internadaki zengin damar yatag ile avaskiiler graniiloza katini ayirir.

Ovosit olgunlasirken organel dagilimi da degisir. Serbest ribozomlarin,
mitokondriyonlarin, kiigiik vezikiillerin ve diiz endoplazma retikulumlarinin sayisi
artar. Seyrek olarak yag damlaciklar1 ve lipokrom pigmentine de rastlanabilir.
Memelilerdeki ovositlerde kortikal graniiller ad1 verilen sekretuar vezikiiller bulunur.
Ovosit membraninin hemen altinda yer alirlar. Ovosit, sperm tarafindan aktive
edildiginde bu graniillerin proteaz icerikleri ekzositozla saliverilir. Perivitellin

aralikta ¢ok sayida mikrovillus, ovosit ve ZP ¢evresindeki graniiloza hiicreleri
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arasinda uzanir. Bu uzantilar sayesinde membranlar arasinda temas saglanir ancak
sitoplazmik devamlilik saptanmamistir (Histology A Text And Atlas with Corralated
Cell and Molecular Biology, 20006).

Sekil 2.7. Ovaryumda tek kathi primer ve ¢ok katli primer folikiil (Junqueira, L.C.,

and Carniero J., Temel histoloji’den alinmistir).

2.3.1.3. Sekonder folikiil

Antrumdaki siv1 igerigi ile karakterizedir. Ik olarak primer folikiil kortikal
stromanin derinlerine dogru gider. Graniiloza hiicrelerinin mitozla ¢ogalmasi sonucu
folikiiliin boyutu artar. Ovosit ve folikiil hiicrelerinin gelisimi i¢in bir¢cok faktor
gerekir;

e Folikiil stimiile edici hormon (FSH)

e Biiyilime faktorleri; epidermal biiylime faktorleri, insiilin benzeri biiyiime

faktort-I (IGF-I)

e Kalsiyum iyonu (Ca®")

Sekonder folikiil: Graniiloza hiicre tabakasi 6-12 hiicre katina ulastiginda,
hiicreler arasini sivi dolu bir kavite ortaya ¢ikar (Sekil 2.8). Hyaliironandan zengin,
folikiil sivist olarak adlandirilan bu sivi graniiloza hiicreleri arasinda birikmeye
devam eder. Kaviteler birleserek tek, yarimay seklinde, antrum adi verilen bir
bosluga doniisiir. Bu folikiile sekonder yada antral folikiil adi verilir. Asentrik

cekirdekli ovositin ¢ap1 yaklasik 125 pm’ye ulasir ve daha fazla biiyiimez. Graniiloza
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hiicrelerinden antral siviya salinan ovosit maturasyonunu inhibe edici peptit (OMI),
ovositin biiyiimesini duraklatir. Sekonder folikiiliin boyutu ve OMI konsantrasyonu
arasinda direkt bir baglant1 vardir. Konsantrasyonu kiiclik folikiilde en az, olgun
folikiilde en fazladir. Folikiil sivisimin ilk ortaya ciktigi erken sekonder folikiil
evresinde folikiil ¢ap1 0,2 mm, olgun folikiil evresinde ise 10 mm yada daha fazla

capa ulasir.

Sekonder folikiiliin boyutu arttiginda, atrum da genisler ve ¢evresinde birkag
kat graniiloza hiicresi bulunur. Ovositle baglantili oldugu kutup hari¢ graniiloza
hiicre katinin kalinligr her yerde aynidir. Graniiloza hiicrelerinin ovositle iliskili
oldugu yerde, graniiloza hiicreleri antruma dogru uzanan kumulus ovoforus adi
verilen tepecigi olustururlar. Ovositi ¢evreleyen kumulus ovoforus hiicreleri korona
radiata adin1 alirlar ve ovulasyonda ovosit ile birlikte atilirlar. Korona radiata
hiicrelerinin mikrovilluslart zona pellusiday1 gecerek gap junctionlar: aracilifiyla
ovositle baglant1 kurarlar. Folikiiler olgunlasma siirecinde, graniiloza hiicrelerindeki
mikrovillus ve antral yiizdeki LH reseptor sayisinin arttigi gozlenir. Hiicreler arasi
aralikta yogun boyanan, PAS (+) materyal Call-Exner olarak adlandirilir. Bu

cisimcik graniiloza hiicreleri tarafindan salinir, hyaliironan ve proteoglikan igerir.

Graaf folikiilii olgun primer ovosit icerir. 10 mm ya da daha fazla ¢apa
sahiptir. Folikiiliin boyutu nedeniyle, ovaryum kortesinin kalinlig1 artar ve bulundugu
ovaryum Yylizeyinde bir siskinlik olusturur. Folikiil maksimum boyuta ulastiginda
graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Antrum boyutu artarken graniiloza
hiicre tabakasi incelir. Ovulasyona hazirlanirken, granuloza hiicreleri arasindaki
bosluklar genisler, ovosit ve kumulus hiicreleri ile geriye kalan graniiloza hiicreleri
arasindaki baglar gevser (Sekil 2.8). Ovulasyonda ovositin ¢evresinde sadece tek

katli korona radiata hiicre kat1 vardir.
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Sekil 2.8. Sekonder (antral) ve Graaf folikiil (Junqueira, L.C., and Carniero J., Temel

histoloji’den alinmustir).

Folikiil gelisimi sirasinda teka hiicre tabakasi belirginlesir. Teka interna
hiicrelerinin sitoplazmasinda yag damlaciklar1 goriilmeye baslar. LH uyarisiyla teka
interna hiicrelerinden Ostrojen prekiirsorii olan androjenler salinir. Androjenlerin
bazilar1 graniiloza hiicrelerinin diiz endoplazma retikulumlarina tasinir. Graniiloza
hiicreleri FSH etkisi ile androjenlerin Ostrojenlere doniisiimiinii katalizler. Graniiloza
hiicreleri, dstrojenlerin dogrudan {iretimi i¢in gerekli olan enzimlere sahip degildir.
Bu nedenle folikiiler hiicreler folikiilogenez sirasinda steroid prekiirsorlerini
iiretemezler (Histoloji ve hiicre biyolojisi, 2006). Ostrojen graniiloza hiicrelerinin
cogalmasini ve boylece folikiil boyutunun artmasini saglar. Folikiil ve sistemik
kaynakli artmis Ostrojen seviyesi ile gonadotrop hiicrelerin gonadortopin
serbestlestirici hormona duyarlilig1 arasinda korelasyon vardir (Sekil 2.9). FSH yada
LH saliiminin dalgalanmasi adenohipofizi ovulasyondan 24 saat once indiikler. LH
dalgalanmasi, graniiloza hiicreleri iizerindeki reseptorleri duyarsizlastirir ve LH
yiiksekligine ragmen graniiloza hiicreleri Ostrojen liretmezler. Bu dalgalanmanin
kesilmesi ile primer ovosit I. mayozunu tamamlar. Bu olay LH pikinden 12-24 saat
sonra olur, sekonder ovosit ve I. polar cisimcik olusumu ile sonuglanir. Granuloza ve

teka hiicreleri liiteinize olur ve progesteron iiretmeye baslar.
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Sekil 2.9. Hipofiz-ovaryum akst ((Kierszenbaum A.L. Histoloji ve hiicre

biyolojisi’nden alinmistir).

2.3.2. Ovulasyon

Ovulasyon, Graaf folikiilinden sekonder ovositin atilmasi siirecidir. Her

menstriiel siklusun baglangicinda bir¢ok primer folikiilden biri ovulasyon igin

onceden belirlenir.

Menstriiel siklusun ortasinda sekonder ovositin atilmasindan hormonal

degisiklikler ve enzim etkileri gibi faktorler sorumludur. Bu faktoérlerin bazilari;

Folikiil s1visinin hacim ve basincinin artmasi

Plazminojen aktivasyonu ile folikiiler duvarda enzimatik proteoliz
Ovosit-kumulus  kompleksi ve graniiloza hiicreleri  arasindaki
glikozaminoglikan birikiminin hormonal etkiyle kaldirilmasi

Teka eksterna tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasi (Histology A

Text And Atlas with Corralated Cell and Molecular Biology, 2006).

Ovulasyondan hemen 6nce, olgun folikiil ovaryum ylizeyinden disariya dogru

stigma denilen bir ¢ikint1 yapar (Histoloji ve hiicre biyolojisi, 2006). Bu alanda kan

akimi durur ve ovulasyonda buradan yirtilma olur (Histology A Text And Atlas with
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Corralated Cell and Molecular Biology, 2006). LH diizeyinin artmasi sonucu
uyarilan teka eksterna ve tunika albuginea i¢indeki proteolitik etkinlik, olgun
folikiiliin yirtilmasin1 kolaylastirir. Disariya atilan gamet, ovaryuma ¢ok yaklagmis
olan tuba uterinanin fimbrialar1 tarafindan yakalanir (Histoloji ve hiicre biyolojisi,
2006). Ovosit, ovulasyondan 24 saat sonrasina kadar canli kalir. Eger fertilizasyon
gerceklesmezse, sekonder ovosit tiiplerde dejenere olur. Normalde her siklusta tek
ovosit olgunlasip atilirken, bazi sikluslarda ayni anda iki ovosit olgunlasip atilarak

coklu zigot olusumuna neden olabilir.

Primer ovosit, embriyonal yasamda primordiyal folikiil igerisinde mayoz
boliinmenin profaz safhasinda duraklar. 1. mayoz boéliinmenin profaz safhasi
ovulasyona kadar tamamlanmaz. Ovosit bu asamada 12 den 50 yila kadar kalabilir.
Bu uzun periyotta primer ovosit ¢evresel etkenlere maruz kalarak mayozu hatal

tamamlayabilir. Bu hatalar nedeniyle anomalili zigotlar ortaya ¢ikabilir.

I. mayoz, olgunlasan follikiilde tamamlanir. Primer ovositte her kardes
kromatin esit dagitilir ancak biri sitoplazmanin ¢ogunu alarak sekonder ovosit olusur.
Bu asamada ovosit 150 um capindadir. Diger ovosit, minimal sitoplazma ile birlikte

kalarak I. polar cisimcik adin alir.

Ovosit, birinci mayoz boliinmeyi tamamlar tamamlamaz ikinci mayoz
boliinmeye baglar. Bu bolinmede metafazda duraklar, yalnizca sekonder ovosit
spermle fertilize oldugunda ikinci mayoz tamamlanir. II. polar cisimcik de bu sirada
olusur. Polar cisimcik boéliinemeyecegi igin, fertilize ovosit II. polar cisimcigin

olugmasiyla taninir.

Ovulasyondan sonra ilk olarak teka internadaki kilcal damarlardan ¢ikan
kanla ortada bir pitht1 olusur. Bu yapiya korpus hemorajikum adi verilir. Stromadaki
bag dokusu folikiiler kavitenin i¢ini isgal eder. Folikiil duvarinda kalan graniiloza ve
teka hiicreleri folikiiliin i¢ine yayilir ve igleri lipit damlaciklariyla dolarak liiteinize
olurlar. Ince yap1 diizeyinde izlenen tiibiiler kristali mitokondriyonlari, bol diiz
endoplazma retikulumlariyla steroid sekrete eden hiicrelerin 6zelligini ortaya

koyarlar.
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Kortekste yer alan, yiiksek vaskiilarize bu yapi progesteron ve Ostrojen
salgilar. Bu hormonlar zigotun implantasyonu i¢in uterusta endometriumun gelisim
ve sekretuar aktivitesini indiikler. Fertilizasyon ve implantasyon olmaz ise korpus
luteum yalnizca 14 giin aktif kalir. Hormon diizeylerinin azalmasi ile ovulasyondan
12 giin sonra korpus luteum dejenere olur. Hiicreler lipit ile dolar, boyutlar kiigiiliir
ve otoliz baglar. Dejenere hiicreler iizerine hiyalin ¢oker ve beyaz bir skar halini alir
ve birkag¢ ay sonra kaybolur. Bu yapiya korpus albikans adi verilir (Histology A Text
And Atlas with Corralated Cell and Molecular Biology, 2006).

Gelisiminin herhangi bir asamasindaki folikiil (primordiyal, primer, preantral
ve antral) atreziye ugrayabilir. Bu siire¢, graniiloza hiicrelerinde mitoz bdliinmenin
durmasi, graniiloza hiicrelerinin bazal laminadan ayrilmasi ve ovositin 6limii ile
belirginlesir. Hiicre dliimiinden kalintilar1 fagosite etmek iizere folikiilii makrofajlar
istila eder. Daha ileri bir evrede, fibroblastlar folikiiliin bulundugu alan1 kaplar ve
kolajen iceren bir nedbe (yara iyilesme dokusu) olusturur; bu doku uzun siire
kalabilir. Folikiil atrezisi dogum Oncesinden menapozun birkag¢ yi1l sonrasina kadar
goriilmesine ragmen, Ozellikle yogun oldugu bazi donemler vardir. Anne
hormonlarinin etkisinin ortadan kalktig1 dogumdan hemen sonraki donem ile nitelik
ve nicelik agisindan hormonal degisikliklerin goriildiigii ergenlik (puberte) ve gebelik

sirasinda oldukca belirginlesir (Temel histoloji, 2003).

2.4. OVARYUM DOKU KRiYOPRESERVASYONU

2001°’de Amerika’da 625.000 den fazla kadin invaziv kanser tanis1 almistir.
Bu kadinlarin yaklasik %8’1 40 yas altindadir. Agresif kemoterapi, radyoterapi ve
kemik iligi transplantasyonu dahil simdiki tedavi protokolleri ile bazi1 kanserlerin
tedavi oranlar1 %90’a kadar artmistir. Amerika’da 2010’a kadar yapilan ¢alismalar,
cocukluk kanserlerinin 1/200 oraninda yasadigini gostermistir (Blatt, 1999). Artmis
yasam beklentisiyle birlikte yasam kalitesi de onemli hale gelmistir (Partridge ve

ark., 2004).
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Cocuk sahibi olmak, gonadlara toksikligi kanitlanmig kemo ve
radyoterapiden sonra kanser hastalar1 i¢in zor olabilir. Antikanser tedavisinden sonra
prematiir ovaryum yetmezligi goriiliir ve sonugta bir¢ok kadin kanser hastasi
kemo/radyoterapi nedeniyle follikiil kayiplarindan etkilenir (Meirow ve ark., 2001).
Ureme ¢agindaki cogu kanser hastasinin fertilitelerini korumak igin uygulanan uygun

bir yardimci tireme teknigi yoktur.

Giliniimiizde kanser tedavisinden once fertilitenin korunmasi kanserle yada
kanser tedavisi ile indiiklenmis infertilitenin iistesinden gelmek i¢in O6nemli bir
tercihtir. Kadin kanser hastalarinin fertilitesi cesitli araglarla korunabilir. Ornegin;
pelvik radyasyondan korunmak i¢in ovaryumlarin periton altindaki yeri

degistirilebilir (Tulanti, 1998).

Ancak bu uygulama kemoterapi alacak hastalar i¢in uygun degildir. Yardimci
tireme, kontrollii ovaryum stimiilasyonuna gidecek hastalarda fertiliteyi korumak i¢in
diger bir yaklasimdir. Toplanan ovositler, esinin spermleriyle IVF (in vitro
fertilizasyon) yada ICSI (intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu) yoluyla dollenebilir
ve olusan embriyolar dondurulabilir. Hastalar kanserleri tedavi edildikten sonra bu
embriyolar1 kullanabilirler ancak bu uygulamada bazi sorunlar olabilir. Bunlarin ilki;
hastalarin tani- tedavi ve yardimci lireme teknigi uygulamasi arasinda yeterli zaman
olmayabilir. Ikinci olarak; puberte éncesi geng kizlar ve partneri olmayan hastalar
genellikle yardimer iireme teknigi uygulanmasina uygun degildir. Ugiincii olarak;
ovaryum stimiilasyonunda kullanilan gonadotropinler dstrojen-duyarli kanserler igin
uygun degildir. Ovosit kriyoprezervasyonu bazi merkezlerde basarili dogum
sonuglar1 vermistir ancak bu konudaki deneysel calismalar ve teknik heniiz yeterli
degildir. Ovosit vitrifikasyonu sonrast yasam orani yiiksek olmasma ragmen,
ovositlerin yavas dondurma islemi birgcok merkezde altin standarttir. Ovositler,
Ostrojen duyarli olmayan kanser hastalarinda gonadotropin stimiilasyonundan sonra
elde edilebilir. Immatiir ovositler de toplanabilir ve kriyoprezervasyondan sonra in
vitro olgunlagsmaya indiiklenir. Alternatif olarak ovositler, izole edilebilir ve
kriyoprezerve edilmis tiim ovaryum yada ovaryum doku biyopsisinden saglanabilir.
Eger hastanin esi var ise, IVM (in vitro maturasyon) den sonra bu ovositler fertilize

edilebilir ve sonugta ortaya ¢ikan embriyolar dondurulabilir (Revel ve ark., 2004)
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(Prasath ve ark., 2008) ancak, gebelik sans1 saklanan embriyo ve ovosit sayisi ile
sinirlidir. Buna ek olarak etik ve kanuni konularda bazi problemler ortaya ¢ikabilir.
Ovosit ve embriyo kriyoprezervasyonu yapilirsa, ovaryumda bir¢cok primordiyal

follikiil bosa harcanmis olur.

Ovaryumda kiic¢lik, inaktif, farklanmasini tamamlamamis, zonas1 olugsmamius,
immatlir ovositler iceren yiizlerce primordiyal follikiil vardir (Kim, 2006). Bu
olgunlagsmamis ovositler, zona pellusidanin ve kortikal graniillerin yoklugu nedeniyle
kriyoprezervasyonu tolere edebilir (Kim ve ark., 2001). Kanser tedavi prosediiriinde
gecikme olmadan, evlilik durumu ve yas1 hesaba katilmaksizin, herhangi bir kanser
hastasindan ovaryum korteksi saglanabilir. Amorim ve ark. Dondurulmus
ovaryumda, hormonal ve doku korunumunun iyi oldugunu gostermislerdir. Tiim bu
avantajlar, kadin fertilitesinin korunmasi i¢in ovaryum doku kriyoprezervasyonunu

diger yontemlerden daha iyi bir segenek yapar.

2.4.1. Hayvanlarda Ovaryum Dokusu Korunmasi

Ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu 1950’ lerin basindan beri
uygulanmaktadir (Kim, 2006). Parrot, farelerde dondurulup ¢oziilmiis ovaryum
dokusunda ortotopik greftlemeden sonra fertilizasyonun yeniden diizenlenmesinin
miimkiin oldugunu gostermistir (Parrot, 1960). Gosden ve ark. ise koyun ovaryum
dokusunun dondurulup- ¢oziilerek transplante edilmesiyle meydana gelen canli
dogum rapor etmiglerdir (Gosden ve ark., 1994). Benzer raporlar, rat ve tavsanlarda
da bildirilmistir (Wang ve ark., 2002; Almodin ve ark., 2004). Hayvanlardaki bu
basarili ¢alismalar, ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonunun insan i¢in miimkiin

olan bir uygulama ve fertilite korunmasinin uygulanabilir bir arac1 oldugunu kanitlar.

2.4.2. Insanlarda Ovaryum Doku Kriyoprezervasyonu

Parrot ve ark. nin fare ovaryum calismasindan yaklasik 30 y1l sonra, iki farkli

grup insan ovaryum dokusu kriyoprezervasyonunda basarilt sonuglar bildirmislerdir.
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Hovatta ve ark., insan ovaryum doku kriyoprezervasyonunun uygulanabilir oldugunu
gosterdi (Hovatta ve ark., 1996). Onlar, 19 hastadan ovaryum dokusunu 2 farkl
kryoprotektan protokolii kullanarak dondurdular. iki dokuda da follikiil ve ovosit
morfolojisinde farkliliga rastlanmamustir. ikinci grup; Newton ve ark., 8 dondrden
ovaryum korteksi alarak 4 farkli kriyoprotektanla 2 ay sonra immiin baskin farelere
transplante etmis (Newton ve ark., 1997) ve histolojik degerlendirmede follikiillerin
%14-84 oraninda canli oldugunu gdstermistir. Hovatta ve ark, kriyoprezerve
ovaryum dokusundaki follikiillerin 10-15 giine kadar canliligint korudugunu
gostermistir  (Hovatta ve ark.,, 1997). Insanda ovaryum korteksinin
kriyoprezervasyonundan sonra ovaryum fonksiyonunun in vivo geri doniisiimii ilk
olarak Oktay ve Karilkaya tarafindan gosterilmistir (Oktay ve ark., 2000). Bu
ortotopik transplantasyon, menapozal gonadotropin stimiilasyonuna cevaben sol
periton altina laparoskopik yolla greftlenen ovaryum doku parcalarinda follikiil
gelisimi ile sonuclanmistir. Oktay ve ark. devam eden ileriki ¢aligmalarinda ovaryum
korteksini 6n kola transplante ederek iki hastada folikiiler gelisimin ve endokrin
fonksiyonlarin geri geldigini gdstermislerdir (Oktay ve ark., 2001). Bu hastalardan
birinden, gonadotropin stimiilasyonundan sonra perkiitandz ovosit elde edilmistir.
Alinan 3 ovositten ikisi postmatiir, biri metafaz I evresindedir. in vitro olgunlastirilan
ovosite ICSI yapilmasina ragmen, fertilizasyon gerceklesmemistir. 2004’ iin
sonlarinda aymi grup, akciger kanserli bir hastadan alinan ovaryum kortikal
bantlarinin dondurulup ¢6ziildiikten sonra karin derisine transplante edilmesi sonrasi
elde edilen ovositlerden normal bir embriyon gelisimi saglamistir (Oktay ve ark.,
2004). Otolog ortotopik transplantasyondan sonra dondurulup c¢oziilen ovaryum
korteksinden elde edilen ilk canli dogum, Donnez baskanligindaki Belgikali bir grup
tarafindan rapor edilmistir (Donnez ve ark., 2004). Baska bir arastirmada Hodgking
lenfomali hastanin ovaryumu, kanser tedavisinden ©nce kriyoprezervasyonla
dondurulmus, ¢6ziilen kortikal bantlar inaktif sag ovaryum hilumuna peritoneal bir
pencere acilarak transplante edilmistir. Bu, spontan bir gebelik ve Tamara adinda bir
kiz cocugunun dogumu ile sonuglanmistir. Oktay ve Tilly, bu gebeligin kaynaginin,
transplante edilen doku mu, inaktif ovaryum mu oldugu konusunda siipheye
diismiislerdir (Oktay ve ark., 2004). Donnez ve arkadaslari, endokrinolojik,

laparoskopik ve ekografik olarak gebeligin transplante edilen tarafta gelisen
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follikiilden kaynaklandigini gostererek bu soru isaretlerini cevaplamiglardir. Diger
bir spontan gebelik dondurulup ¢oziilmiis ovaryum dokusunun ortotopik
transplantasyonundan elde edilerek bildirilmistir (Demeestere ve ark., 20006).
Dondurulup ¢6ziilmiis ovaryum dokusunun transplantasyonundan sonra IVF ile
olusan gebelik, canli dogum ile sonuclanmistir (Meirow ve ark, 2005). Canl
dogumlarla sonuglanan arastirmalar, bu tedavi se¢enegini erken ovaryum yetmezligi

olan kadinlar i¢in umut verici hale getirmistir.

2.4.3. Ovaryum Doku Kriyoprezervasyonu I¢cin Endikasyonlar ve Yas

Siirlar

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu i¢in potansiyel olasiliklar1 bir¢ok yazar
listelemistir (Poirot ve ark., 2002; Hovatto, 2003; Practice committee of ASRM and
SART, 2004). Akciger kanseri, serviks kanseri, 16semi, lenfoma, Hodgkin hastalig1,
sarkom, ovaryum yada endometriyum kanseri, otoimmiin hastaliklar, néroblastom ve
diger iyi ve kotii huylu hastaligi tanis1 alan hastalara radyo yada kemoterapiden 6nce
ovaryum doku kriyoprezervasyonu Onerilir. Kemik iligi yada kok hiicre
transplantasyonuna giden hastalar transplantasyondan dnce ovaryum yetmezligi ile
sonuglanan yiiksek doz kemo yada radyoterapi almalar1 nedeniyle ovaryum doku
kriyoprezervasyonu icin potansiyel adaydirlar (Meirow, 2000). Ovaryum doku
kriyoprezervasyonu Turner sendromu gibi kanser olmayan vakalara Onerilebilir
(Hovatta, 2003; Huang ve ark., 2008) ancak, ovaryumda kanser saptanan hastalara
ototransplantasyon i¢in ovaryum doku dondurulmasi 6nerilmemelidir (Oktay ve ark.,
2004). Bu nedenle, ovaryum kriyoprezervasyonu oOnerilmeden once, ovaryumun
metastaz i¢in taranmasi gereklidir. Akciger kanserli hastalarda, ovaryum metastazi
ekarte edilmelidir c¢ilinkli akciger kanserinde BRCA gen mutasyonu varliginda
ovaryum kanseri ve ovaryum metastazi riski artmaktadir (Leide ve ark., 2002;
Perrotin ve ark., 2001). Eger erken ovaryum yetmezligi i¢in monozigotik ikizlerden
digerine ovaryum doku seritleri transplante edilirse normal gebelik ve canli dogum
miimkiindiir (Silber ve ark., 2005; 2007). Ovaryum doku kriyoprezervasyonu,
ovaryum kanseri harig, fertilitesi korunacak ve diizenlenecek her kadin hastaya

onerilebilir. Ovaryum kanserli hastalarda, ovaryum ¢ikarildiktan sonra IVF

22



laboratuarinda invitro mature edilen ovositlerden ii¢ tanesi esinin spermleri ile fertile
edilebilir. Fertilize ovositler, dort hiicreli embriyo haline gelince hasta tedavisini
tamamlayana kadar dondurulabilir. Bu uygulama, esi olmayan kadinlarda ve

prepubertal donemdeki hastalarda uygulanamaz.

Ovaryum kriyoprezervasyonu, fertilitenin korunmasi i¢in umut vadeden bir
yontemdir. Dondurulmus ve transplante edilmis ovaryumdan spontan gebelik
bildirilmesine ragmen, teknigin hala deneysel oldugu diisiiniilmektedir. Kanitlar
transplantasyon lehinde olmasina ragmen, gebeligin kaynaginin transplante edilen
ovaryum dokusundan mi diizelen menapozal ovaryumdan mi1 oldugu heniiz acikliga
kavusmus degildir. Ovaryum doku kriyoprezervasyonu ile ilgili etik problemler,

teknigin arastirilmasini gelecege ertelemektedir (Prasath, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN HAYVANLAR VE DOKULARIN ELDE EDILMESI

Bu calisma, deney hayvanlari kullanilarak A.U. Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 11.02.2009 tarih ve 2009-36-166 karar no.su ile onay alindiktan sonra
yapilmistir. Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Laboratuarindan 18 adet,
yaklasik 8 haftalik, agirliklar1 25-30 gr. arasinda, BALB-C tiirii disi fareler saglandi.
Menstriiel siklusu baglamis, ayni yasta fareler kullanildi. Ketamin ve Xylazin
anestezisi ile uyutulan hayvanlarin ovaryumlar: laparatomi ile ¢ikarildi. Dokular,
hayvan laboratuarindan boliimiimiizdeki kriyobiyoloji laboratuarina HEPES 1i L-15
kiiltiir mediumu igerisinde tasindi. Kontrol grubu i¢in 6 adet ovaryum dokusu ayrildi;
kalan ovaryumlar her hayvanda biri hizli dondurma digeri yavas dondurma teknigi

ile dondurulmak iizere kriyoprotektanlara alindu.

Kontrol grubu: Taze dokular alindiktan sonra higbir islem yapilmadan tespit
edildi. Isik mikroskobisi i¢in Bouin soliisyonu, elektron mikroskobisi i¢in %2,5

gluteraldehit ve apopitoz incelenmesi i¢in %3,5 PFA soliisyonuna alindu.

3.2. OVARYUM DOKUSU DONDURMA TEKNiKLERI
3.2.1. Hizh dondurma (vitrifikasyon) metodu

Dokular, ilk olarak L 15 i¢inde %5 EG (etilen glikol), %5 DMSO (dimetil
stilfoksit), 0,2 M siikroz ve %5 BSA (bovin serum albumin) igeren soliisyonda 5
dakika tutuldu. Takiben 5 dakika %10 EG, %10 DMSO ve 0,4 M siikroz igeren
kriyoprotektandan gegirilerek son asamada %20 EG, %10 DMSO ve 0,4 M siikroz

iceren soliisyonda 5 dakika tutularak bakir grid iizerinde sivi azot i¢ine daldirmak
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suretiyle vitrifiye edildi. Siv1 azot i¢inde dondurma tiiplerine (kriyovial) koyularak

saklandi.

3.2.2. Yavas dondurma (slow freezing) metodu

Fare ovaryumlar1 1,5 M DMSO, %20 FBS (fetal bovin serum), 0,1 M siikroz
iceren kriyoprotektana aktarilarak 1,8 ml dondurma tiipleri i¢inde 4°C’de 30 dakika
siireyle calkalanarak bekletildi. Dengelenme sonrasinda dondurma tiipleri (kriyovial)
bilgisayar programli yavas dondurma cihazina alindi. Yavas sogutma 0 °C de
baglamak iizere doku -7 °C ye 2 °C/dk hizla indirildi, 10 dakika -7 °C de tutuldu ve
manuel ya da otomatik seeding yapilarak buz kristallesmesi kontrollii bir sekilde
gerceklestirildi. Takiben 0,3 °C/dk hizla -40 °C ye getirildi. Son olarak -140 °C ye 10
°C/dk hizla sogutuldu. Dondurma tiipleri saklanmak iizere sivi nitrojene transfer

edildi.

Tablo 3.1. Kontrollii dondurma sisteminde olusturulan program ¢izelgesi.

YAVAS DONDURMA PROGRAMI

End Temp ("C) Slope ("C/min)

1 5.00

2 0.00 -1.00
3 0.00 0,00
4 -5.40 -1,04
5 -43.00 -57,85
6 -20.00 8,52
7 -17.00 2,00
8 -40.00 -0,30
9 -80.00 -5,00
10 -120.00 -10,00
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3.3. OVARYUM DOKUSU COZME ISLEMLERI
3.3.1. Hizh dondurma i¢in ¢6zme islemi

Ovaryum pargalari, 0,6 M siikroz, %5 DMSO, %5 EG, %5 BSA (bovin
serum albumin) soliisyonuna konulur. 5 dakikahigma 37 °C de sitilir, ardindan
strastyla 0,4 M siikroz (+ %10 DMSO + %10 EG), 0,2 M stikroz (+ %5 DMSO + %5
EG) ve 0,1 M siikroz (+ %0 DMSO + %0 EG) iceren soliisyona 5’er dakika konulur.

Son olarak dokular, L-15 igerisinde 5 dakika tutularak fiksatif ¢ozeltilerine aktarilir.

3.3.2. Yavas dondurma i¢in ¢6zme islemi

Ovaryumlarin bulundugu dondurma tiipleri sivi nitrojenden ¢ikarilir. 20
saniye oda 1sisinda tutulur, 20-30 saniye 37 °C deki su banyosuna transfer edilir.
Dondurma tiipleri 0,1 M stikroz + 1 M DMSO igeren L-15 mediumuna alinir, burada
5 dakika bekletilir ve sonra sirastyla 0,5 M DMSO + 0,1 siikroz, 0 DMSO + 0,05 M
siikroz iceren soliisyonlarda her birinde 5 dakika tutulur. Son olarak dokular L-15

kiiltiir medyumunda tutularak fiksatif ¢ézeltilerine aktarilir.

3.4. ISIK MiKROSKOBISI ICIN YAPILAN CALISMALAR

Kontrol, hizli ve yavas dondurulup c¢oziilen ovaryum dokular1 Bouin
soliisyonuna alindi. En fazla 24-48 saat Bouinde fikse olan dokular histolojik takip

islemleri baglatildi.

Bouin soliisvonu hazirlanisi:

e Suda doymus pikrik asit, 300 cc
e %10 luk formalin, 100 cc
e Gliasiyal asetik asit, 20 cc (Soliisyon kullanilacagi zaman eklenmelidir)

(Krajian AA ve ark., 1952)
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3.4.1. Bouin Soliisyonu I¢in Uygulanan Takip Protokolii

o %)50’lik etanol, 2x 1 saat

e %70’lik etanol i¢ine 3 damla lityum karbonat ¢6zeltisi damlatildi, 2 saat
e %70’lik etanol, 3 saat

e %380’lik etanol, 2 saat

e %95’lik etanol, 1 gece

e %100’Lik etanol, 1.5 saat

Dehidratasyon isleminden sonra ksilen ile seffaflastirilan dokular iki degisim
stv1 parafinle 60 °C de 3 saat inkiibe edildi. Prafin infiltrasyonundan sonra dokular

sert parafin bloklara gomiildii.

Bloklar +4 derecede buzdolabinda bekletildi. Kesitler alinmadan 6nce birkag
saat derin dondurucuda bekletilen 6rneklerden Leica RM 2125RT model mikrotom
kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Lam iizerine alinan kesitler 60 °C’lik
etiivde parafin erimesi i¢in 1,5 saat birakildi. Histolojik boyamaya hazir hale getirilen
doku kesitlerine, Hematoksilen Eozin, Mallory Azan, Schiff’in Periyodik Asit
Boyast (PAS) uygulandi. Uygulanan boyama yoOntemlerinin hazirlanis1  ve

protokolleri su sekildedir:

3.4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

e Kiilen ile deparafinizasyon

e %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Yikama (¢cesme suyunda)

e Hematoksilen soliisyonu (1 dakika)

e Yikama (¢cesme suyunda)

e FEozin soliisyonu (2 dakika)

e Yikama (¢esme suyunda)

o %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan kullanarak lamelle kapama
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3.4.3. Mallory Azan Boyama Protokolii

e Kiilen ile deparafinizasyon

e %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Yikama (¢cesme suyunda)

e %0,1 Azokarmin G soliisyonu (60 °C etiivde 1 saat)
e Yikama (¢esme suyunda)

e %] anilin alkolde farklandirma

e %] asetik alkolde durulama

o %S5 fosfofungistik asitle mordanlama

e Yikama (¢esme suyunda)

e % 0,25 anilin mavisi- %1 orange G soliisyonu (1 saat)
e Yikama (¢cesme suyunda)

o %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon

e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan kullanarak lamelle kapama

3.4.4. Periyodik Asit Schiff Boyama Protolii

e Kiilen ile deparafinizasyon

e %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Yikama (¢esme suyunda)

e Periyodik asit soliisyonu (10 dakika)

e Yikama (¢esme suyunda)

e  Schiff soliisyonu (15 dakika)

e  Metabisiilfit soliisyonu (3 er sale, 3 er dakika)

e Yikama (¢cesme suyunda)

o %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan kullanarak lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Nikon Eclipse E600 marka 151k mikroskobuyla

incelendi ve fotograflandi.
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3.5. KONFOKAL MiKROSKOP iCiN YAPILAN CALISMALAR

Kontrol, yavas ve hizli dondurulup- ¢o6ziilen ovaryum dokular1 %4
paraformaldehide alinarak 24 saat oda 1sisinda tespit edildikten sonra;
e %20 siikroz igerisinde 1 giin boyunca

e %230 siikroz igerisinde 1 giin boyunca, dokular dibe ¢okene kadar takip
edildi.

Dokular kriyomatriks icerisine gomiildii. Calisma 1sis1 -20 °c ayarlanmis
kriyomikrotomda 10 pum’lik kesitler poli-L-lizin kapli lamlara alindi. TUNEL
boyamasi yapildi.

3.5.1. TUNEL Boyama Protokolii

e PBS ile yikama (2x 5 dakika)

e TUNEL (45 ul boya ve 5 pul enzim soliisyonu) (Roche,1684795, Germany)
(1 saat, oda 1s1nda)

e PBS ile yikama (3x 5 dakika)

e Hoechst ile kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

3.6. ELEKTRON MiKROSKOP iCiN YAPILAN CALISMALAR

Kontrol ve dondurulup ¢oziilen ovaryum dokulari i¢in tespit ve takip islemleri

yapildi.

1. tespit: Ovaryum dokular1 0.1 M fosfat tamponu icinde %2.5
gluteraldehit ve %2 paraformaldehit iceren pH’s1 7.2-7.4 arasinda tutulan

soliisyonda (+4 °C’de 2-4 saat)

1. ytkama: 0.1 M fosfat tamponunda (2x 15 dakika, rotatorda)

Postfiksasyon (2. tespit): 0.1 M fosfat tamponu icinde %1 OsO4 (rotatorda
ve karanlikta, 2 saat)

2. ytkama: 0.1 M fosfat tamponunda (3x 20 dakika)
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¢ Distile su ile yikama

o Blok boyama: %70 etanolde %0,5 uranil asetat ve %1 fosfotungistik asitle
(rotatorda , karanlikta 2 saat)

e Dehidratasyon: %70, %96, %100 alkol, propilen oksit

e 1:1 propilen oksit / Araldite (rotatorda 1 saat)

e Araldite (2 saat)

e Bloklama: kapsiil i¢ine ovaryum dokular1 kondu. Araldite pargalarin
tizerine eklendi.

e Polimerizasyon: Araldite bloklar1 80 °C’de (1 gece) tutuldu, sonrasinda

etliv kapatildi ve bloklar kendi halinde sogumaya birakildi.

3.6.1. Yar1 Ince Kesit Boyama Protokolii

e Ultramikrotomla 800- 1000 nm kalinliginda kesitler alind1

o Kesitler 1siticida kurutuldu

e Distile su icinde %1 boraks, %1 toluidin mavisi, %l Azur II iceren
toluidin mavisi/azur II boyasiyla boyandi (50- 60 °C 1siticida boya
kuruyana kadar)

¢ Distile su ile yikand1

o Kesitler tekrar 1sitictya kondu

e Kesitler kurutuldu ve sogutulduktan sonra ksilene kondu

e Entellanla kapatildi

Boyanarak hazirlana preparatlar, kurumalarinin ardindan Nikon Eclipse E600

marka 151k mikroskobuyla incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

3.6.2. ince Kesit Boyama Protolii

e Ultramikrotomla 80- 90 nm kalinliginda kesitler alindi
e Kesitler boyama setine yerlestirildi

e Distile suda 1-2 dakika
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%§8 ‘lik uranil asetatta 45 dakika
0.1 N NaOH igerisinde yikand1

% 0,7 kursun sitrat, % 0,9 sodyum sitrat igeren soliisyonda 20 dakika

0.1 N NaOH igerisinde yikand1
Distile suda 1-2 dakika yikandi

Boyanan gridler kurutma kagidinda sulari1 alindiktan sonra grid kutusuna

yerlestirildi. Goriintiilemeler LEO 906 E TEM (60 kV) ‘de incelenerek fotograflandi.

3.7. ISTATISTIK

Her ovaryum blogundan 5 kesitte bir follikiil sayimi i¢in preparat hazirlandi.
Her bir bloktan 3 kesit degerlendirildi. Hematoksilen Eozin ile boyanmis preparatlar
151k mikroskobunda incelenerek her bir gruptaki saglam ve atretik foliikiiller sayildi.

Follikiiller sayilirken, ¢ekirdegi olan ovositlerin folikiilleri degerlendirmeye alindi.

Folikiiller degerlendirilirken; hiicrelerin ¢ekirdek 6zellikleri, sitoplazma

asiditesi, ZP yapist, hiicre- hiicre baglantilarinin durumu dikkate alindu.

Folikiiller saglamlik yiizdelerine gore karsilastirildi ve degerlendirme Ki-kare

testine gore yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Kontrol grubu, yavas dondurma ve hizli dondurma gruplarinda primordiyal,
primer, sekonder ve tersiyer folikiillerin hem saglam hem de atretik olanlar1 sayildi
ve Ki-kare testi ile degerlendirildi (Tablo 4.1). Tersiyer folikiiller, sadece yavas
sogutmada, az sayida ve atretik olarak gozlendigi icin degerlendirmeye alinmadi.
Kontrol grubunda primordiyal folikiillerde %98,9 oraninda, hizli dondurma grubunda
%78,9 oraninda, yavas dondurma grubunda %98 oraninda saglam folikiilere
rastlandi. Primordiyal saglam folikiil yiizdeleri her ili¢ grupta karsilastirildiginda;
kontrol grubu ve yavas dondurma grubu arasinda anlamli bir fark bulunamazken
(Tablo 4.3; Grafik 4.1), diger grup anlamli olarak farkli izlendi (Tablo 4.2). Primer
folikiile her iic grupta degerlendirildiginde deney gruplarinda kontrol grubundan
anlamli olarak artmisti (Tablo 4.1; Grafik 4.2). Iki deney grubu birbiriyle
kiyaslandiginda kontrol grubunda %77, yavas dondurma grubunda %49 oraninda
saglikli folikiil oram1 goézlendi, yine yavas dondurmanin hizli dondurmaya gore
anlamli olarak primer folikiilleri korudugu goriildii. Tiim folikiiller her ii¢ grupta
incelendiginde kontrol grubunda %93,8, yavas dondurma grubunda %386,1, hizli
dondurma grubunda %68,2 olarak korunma goriildii ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (Tablo 4.2; Grafik 4.3).

Tablo 4.1. Kontrol, hizli dondurma ve yavas dondurma grubunda sayilan

folikiillerin say1 ve ylizdeleri.

Primordiyal folikiil Primer folikiil Sekonder folikiil
Saglam Atretik Saglam Atretik Saglam Atretik

Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde | Sayr | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde | Say1 | Yiizde
Kontrol 390 | %989 | 4 | % 11| 84 | %77 | 25 | %23 | 23 | %85 4 %15
Grubu
Hizh
Dondurma 356 % 78,9 95 % 21,1 52 %36,3 91 % 3,7 0 %0 4 %100
Grubu
Yavas
Dondurma 450 % 98 9 %2 75 %49 68 %51 0 %0 4 %100
Grubu
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Tablo 4.2. Kontrol, hizli ve yavas dondurma gruplarinda sayilan primordiyal, primer
ve tiim folikiillerin saglam olanlarinin ytizdelerinin Ki-kare testine gore
istatistiksel sonuglari.

Primordiyal folikiil Primer folikiil Toplam folikiiller
Kontrol grubu
Hizli dondurma grubu p: 0,000
Yavas dondurma grubu

(p<0,05: fark var, p>0,05: fark yok)
p degerleri Ki-kare testinden elde edilmistir.

saflam atzetik

folikal

Grafik 4.1. Her {i¢ grupta sayilan tiim folikiillerin yiizdelerinin Ki-kare testiyle

istatistiksel olarak karsilastirilmasi.

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve yavas dondurma grubunda sayilan saglam primordiyal

folikiil yiizdelerinin Ki-kare testine gore istatistiksel olarak

karsilastirilmast.
Primordiyal folikiil
Kontrol grubu
p: 0,261
Yavas dondurma grubu

(p<0,05: fark var, p>0,05: fark yok)
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Tablo 4.4. Yavas dondurma ve hizli dondurma grubunda saglam primordiyal ve

tiim folikiillerin toplam sayilarinin Ki-kare testine gore istatistiksel olarak

karsilastirilimasi.
Primordiyal folikiil Toplam folikiiller
Yavas dondurma metodu
p: 0,006 p: 0,000
Hizli dondurma metodu

(p<0,05: fark var, p>0,05: fark yok)

.....

T T
T@doam mETstik

primordiyalfoliknl

Grafik 4.2. Her li¢ grupta sayilan saglam primordiyal folikiillerin yiizdelerinin Ki-

kare testiyle istatistiksel olarak karsilastirilmasi.
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Parcaent

primerfolikal

Grafik 4.3. Her ii¢ grupta sayilan saglam primer folikiillerin yilizdelerinin Ki-kare

testiyle istatistiksel olarak karsilagtirilmasi.

4.2. ISIK MiKROSKOBIK BULGULAR

Fare ovaryum dokusunun farkli histolojik teknikler kullanilarak boyanan
kesitlerinde; primordiyal, primer, sekonder, Graaf folikilleri degerlendirildi.
Ovaryum korteksinde bulunan folikiiller, folikiili olusturan hiicreler ve folikiil

biitiinltigii incelendi.

Isik mikroskobu incelemeleri: Ovaryum dokusunda kortekste degisik gelisme

asamalarini1 gdsteren, i¢lerinde primer ovositleri barindiran folikiiller gézlendi.

Saglam folikiilde, ovosit ¢ekirdegi okromatin, iri ve genellikle c¢ekirdekg¢igi
belirgin olarak saptandi. Graniiloza hiicreleri ve bu hiicre ile ovosit arasindaki

temasin kopmamis oldugu dikkati ¢ekti.

Uc grupta her asamada folikiilde atrezi goriildii. Atretik folikiilde ovosit
cekirdeginde kromatin yogunlagsmasi, sitoplazmasinda asidofil hale gelmesi, ovosit
ve folikdil hiicreleri arasinda vakuolizasyon, zona pellusida dalgalanmasi, graniiloza
hiicrelerinin ovositle baglantilarinin bozuldugu ve apopitozise giden graniiloza

hiicrelerin varlig izlendi.
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4.2.1. Kontrol grubu bulgular:

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde epitelyum germinativum
altinda normal goriiniimde yass1 epitel hiicreleriyle ¢evrili primordiyal ve tek kath
prizmatik epitelle ¢evrili primer folikiiller gézlendi (Sekil 4.1A-C, F; Sekil 4.3 A;
Sekil 4.2 A-C). Biiyiik bir hiicre olan ovosit, genis sitoplazmasi ve Okromatin

cekirdegi ile folikiil igerisinde saglikli olarak izlendi.

Saglikli sekonder folikiillere rastlanirken (Sekil 4.1 A, B) atretik sekonder
folikiilde ovolemmanin ondiile bir hal almasi dikkat cekti. Atretik folikiilde

graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilarin da gevsedigi izlendi (Sekil 4.1 B).

Ovaryum dokusu kesitlerinin Mallory Azan boyamalarinda interstisyumda
bulunan kolajen tellerin boya igerigindeki anilin mavisi ile mavi renkte boyanmis

olarak gozlendi (Sekil 4.2).

Ovaryum dokusunun ince yap1 diizeyinde incelenmesinin 6n ¢aligsmasi olarak
EM bloklarindan aliman yar1 ince kesitlerin boyanmasinda ovositlerin ve folikiil
hiicrelerinin normal yapida olduklar1 gozlendi (Sekil 4.3 A). Ovaryumu ¢evreleyen
epitelyum germinativum belirgin olarak ayirt edildi. Bu bolgelerden alinan ince

kesitler EM da incelendi.

PAS ile boyanan ovaryum dokusunda bazal lamina ve ZP lerin Schiff

reaksiyonuna yanit verdigi gézlendi (Sekil 4.3 B).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. Korteks bolgesinde epitelyum

germinativumun altinda tiim folikiil tipleri izlenmekte. Pd: primordiyal
folikiil, Pr: primer folikiil, S: sekonder folikiil, EG: germinal epitel.
Hematoksilen- Eozin, bar A: 100 pm; B, D, E ,F: 50 um; C: 30 um
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Sekil 4.2. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. Saglam primordiyal folikiiller. Pd:
primordiyal folikiil, Pr: primer folikiil, S: sekonder folikiil, ok: tunika
albuginea. Mallory Azan, bar A: 100 um; B, C: 30um

--------
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Sekil 4.3. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. EG: germinal epitel, Pd:
primordiyal folikiil, Pr: primer folikiil, BL: bazal lamina, ZP: zona

pellusida. Toluidin mavisi- Azur II, PAS, bar A: 50 uM; B: 100 pm
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4.2.2. Yavas dondurma grubu bulgular

Yavas dondurma grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde saglam
goriinlimde primordiyal ve primer folikiiller gozlendi (Sekil 4.4 A, B, D, E; Sekil 4.5
A, F; Sekil 4.6 A). Ovosit sitoplazmast ve ¢ekirdeginin normal oldugu, ovositle
graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilarin ayrilmamis oldugu fark edildi.

Dondurma islemi hasar1 nedeniyle ovaryum dokusunda yariklar izlendi (Sekil 4.4 B)

Yavas dondurma grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde saglam yapida
folikiillerin yaninda atretik folikiillere rastland1 (Sekil 4.4 C, E; Sekil 4.5 B-E). Bu
folikiillerde  ovosit c¢ekirdegi, ovolemma, ZP ve graniiloza hiicreleri
degerlendirildiginde ovosit ¢ekirdeginin piknotik oldugu ve sitoplazmasinin
asidofilik bir hal aldigi, ovolemmanin ve ZP’ nin diizenli yapisinmi kaybettigini,

graniiloza hiicrelerinin birbirleriyle olan baglarini kopardiklarini gézlemledik.

PAS ile boyanan preparatlarda folikiillerde ZP ve bazal lamina izlendi (Sekil
4.6 B).

39



Sekil 4.4. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Pd: primordiyal folikiil,

Pr: primer folikiil, S: sekonder folikiil, yildizli folikiiller: atretik.
Hematoksilen Eozin, bar A, B, C, E: 50 pm; D: 30 um
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Sekil 4.5. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Pd: primordiyal folikiil,

ZP: zona pellusida,

o

¢ekirdek
BL: bazal lamina, yildizl folikiiller: atretik. Mallory-Azan, bar A, B: 50

Pr: primer folikiil, S: sekonder folikiil. N:

F: 30 pm

QEQ

C

b

pm;
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Sekil 4.6. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti.Pd: primordiyal folikiil, Pr:
Primer folikiil, S: sekonder folikiil, I: interstisyum. Toluidin mavisi- Azur

II, PAS, bar A: 50 um: B: 100 um

4.2.3. Hizh dondurma grubu bulgular

Hizli dondurma grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde saglikli primordiyal
ve primer folikiiller izlendi (Sekil 4.7 A, B; Sekil 4.8 A-C, F). Bunun yaninda diger
gruplarla karsilagtirildiginda atretik folikiiller daha yogun olarak bulundu (Sekil
4.7A; Sekil 4.8. C, D; Sekil 4.9 A, B).

PAS ile boyanan kesitler ZP (zona pellusida) ve BL (bazal lamina) belirgin
olarak ayird edildi (Sekil 4.9 C).

Sekil 4.7. Hizl1 dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Pd: primordiyal folikiil, Pr:

primer folikiil, S: sekonder folikiil, yildizli folikiiller: atretik.
Hematoksilin Eozin, bar A: 100 um; B: 50 um
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e .8. Hizli dondurma ovaryum dokusu kesiti. . primordiyal folikiil, Pr:

Sekil 4.8. Hizli dond ryum dok kesiti. Pd. primordiyal folikiil, P
primer folikil, yildizli folikiiller: atretik. Mallory-Azan, bar A, D, E, F:
50 pm; B: 30 pm; C: 100 pm
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Sekil 4.9. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Pd: primordiyal folikiil, Pr:
primer folikiil, I: intertisyum. Toluidin mavisi- Azur II, PAS, bar A, B: 50
pm; C: 100 pm
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4.2.4 Ug¢ grup ovaryum dokusu karsilastirilmasi

Ug gruba ait ovaryum dokusu kesitlerinde saglam primordiyal folikiiller

gozlendi (Sekil 4.10).

ekil 4.10. Ug gruba ait ovaryum dokusu kesitleri. Pd: primordiyal folikiil, Pr:

Sekil 4.10. U b dok kesitleri. Pd diyal folikiil, P
primer folikiil. A: Kontrol grubu, B: Yavas dondurma grubu, C: Hizli
dondurma grubu. Hematoksilen Eozin, bar A, B, C: 30 um
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Ug gruba ait ovaryum dokusu kesitlerinde saglam primer folikiiller gdzlendi
(Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Uc gruba ait ovaryum dokusu kesitleri. Pd: primordiyal folikiil, Pr:

primer folikiil. A: Kontrol grubu, B: Yavas dondurma grubu, C: Hizli
dondurma grubu. Hematoksilen Eozin, bar A, B, C: 50 um
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4.3. KONFOKAL MiKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde TUNEL (-) ve (+) boyama
yapildi. Negatif kontrolde hi¢ boyanma gozlenmedi. Pozitif kontrolde tiim hiicreler

boyanma gosterdi (Sekil 4.12 A, B).

Sekil 4.12. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesitleri. TUNEL (-) ve (+)  kontroller.
Ok: apopitotik hiicre, bar A, B: 20 um

Normal ovaryum dokusunda folikiillerde apopitozis olagandir (Sekil 4.13. A,
B, C). Calismamizda her ii¢ grup arasinda anlamli farklilik izlenmemistir. Apopitozis

yoniinden degerlendirme yapilmaktan vazgegilmistir.

Sekil 4.13. Ug gruba ait ovaryum dokusu kesitlerinde sekonder folikiilde TUNEL
boyama. Ok: apopitotik hiicre, A: Kontrol grubu, B: Yavas dondurma
grubu, C: Hizli dondurma grubu, bar A, B, C: 40 um
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4.4. ELEKTRON MiKROSKOBIK BULGULAR

4.4.1 Kontrol Grubu TEM Bulgulari

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu yar1 ince kesitlerinde saglam
primordiyal, primer folikiil ve sekonder folikiiller izlendi (Sekil 4.14 A, B).
Folikiillerde ovositlerin 6kromatin ¢ekirdek igerdigi, ZP yapilarinin diizenli oldugu,
graniiloza hiicrelerinde ayrilma olmadigi, teka ve intertisyum hiicrelerinin saglam

oldugu gozlendi.

Ovaryum dokusu ince kesitlerinde elektron mikroskobu incelemesinde
normal folikiil yapilarin1 gézlemledik (Sekil 4.15 A, B; Sekil 4.16 A, B; Sekil 4.17
A, B; Sekil 4.18 A, B). Ovosit cekirdegi ve sitoplazma dagilimi normal yapida
bulundu (Sekil 4.15 C). Sitoplazmada mitokondriyon membranlarinin ve kristalarinin
saglam oldugu dikkati c¢ekti (Sekil 4.15 B), Golgi kompleksinin yapisini korudugu,
sarniclarda bir harabiyet olmadigi gozlendi (Sekil 4.16 A, B). Ovosit- graniiloza
hiicre baglantilarinin (Sekil 4.16 A; Sekil 4.17 B) ve graniiloza hiicreleri arasindaki
baglantilarin korundugu ince yap1 diizeyinde de izlendi (Sekil 4.17 A, B: Sekil 4.18).

Damar yapisinda endotel hiicrelerinin birbirleriyle olan temaslarinda bir ayrilma
olmadig gosterildi (Sekil 4.19 A, B).

Sekil 4.14. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. Pd: primordiyal folikiil, Pr: primer
folikiil, S: sekonder folikiil, EG: epitelyum germinativum, ZP: zona
pellusida, I: interstisyum. Toluidin mavisi-Azur Il boyama, bar A, B: 100

pum

48



Sekil 4.15. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, N: niikleus, n:
niikleolus, F: folikiil hiicresi. G: Golgi kompleksi, m: mitokondriyon,
ok baglar1: ovosit- folikiil hiicresi arasindaki baglantilar. TEM, bar A:
1,56 um; B: 0,93 um; C: 2,01 um

Sekil 4.16. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, Gr: graniiloza hiicresi,
G: Golgi kompleksi, ZP: zona pellusida, ok baslari: ovosit- graniiloza

hiicresi arasindaki baglantilar. TEM, bar A: 1,56 um; B: 0,93 um
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Sekil 4.17. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, Gr: graniiloza hiicresi,
ZP: zona pellusida, m: mitokondriyon, yildiz: hiicreler arasi alanda

bosluklar. TEM, bar A: 3,36 um; B: 2,60 um

Sekil 4.18. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. Gr: graniiloza hiicreleri, ok basi:
graniiloza hiicre baglantilari. TEM, bar: 0,72 pm
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Sekil 4.19. Kontrol grubu ovaryum dokusu kesiti. Damar yapisi. E: endotel hiicresi,
I: intertisyel hiicreler. TEM, bar: A: 3,36 um; B: 0, 93 pm

4.4.2 Yavas Dondurma Grubu TEM Bulgular

Yavas dondurma grubuna ait TEM kesitlerinde saglam folikiillerde ovosit
cekirdeginin olagan goriinimde oldugu, organellerin korundugu gozlendi (Sekil
4.22). Folikil hiicreleri arasinda ve bu hiicrelerin ovositle aralarindaki hiicre

baglantilarinin korundugu dikkat ¢ekti.

Ovositin cevresinde glikoprotein yapida bulunan Zona Pellusida (ZP) nin

yapisini korudugunu izlendi.

Yavas dondurma grubunda biiyiik folikiillerde saglikli graniiloza hiicreleri ve

korunmus baglantilar1 gézlendi (Sekil 4.20 A).

Yavas dondurma grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, damar yapilarinin
korundugu dikkati cekti (Sekil 4.24 A). Epitel hiicreleri arasindaki baglatilarin
devam ettigi gézlendi (Sekil 4.24 B).

Grantiloza ve teka hiicreleri arasindaki bazal laminanin diizenli yapida oldugu

gosterildi (Sekil 4.23 A).
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Atretik folikiillerde ovosit hiicre zarinin biitiinliiglinii kaybettigini gozledik

(Sekil 4.27 A). Graniiloza hiicrelerinde apopitoz gosterildi (Sekil 4.27 A). Hiicreler

arasi1 alanda bosluklar meydana geldigi, graniiloza hiicre sitoplazmasinda

vakuolizasyonlar olustugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.27 A, B; Sekil 4.28 A, B).

Pr: primer folikiil, S: sekonder folikiil, I: interstisyum. Toluidin mavisi-

Azur I, bar A: 100 pm; B: 50 um

Sekil 4.21. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit,, F: folikiil
hiicresi, ok basi: ovosit-graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilar, kalin

ok: folikil hiicreleri arasindaki temas. TEM, bar: 1,21 um
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Sekil 4.22. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. O:ovosit sitoplazmasi,
Gr: graniiloza hiicresi, ok basi: ovosit-graniiloza hiicreleri arasindaki
baglantilar, kalin ok: folikiil hiicreleri arasindaki temas. TEM, bar A:

0,72 um; B: 0,56 p

Sekil 4.23. Yavas dondurma grubu ovaryum kesiti. O: ovosit, Gr: graniiloza
hiicresi, m: mitokondriyon, kalin ok: ovosit-graniiloza baglantilari, ok

basi: ovositin zar yapisini gosteriyor. TEM, bar A: 4,34 um; B: 2,01 um
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Sekil 4.24. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. E: Epitel hiicresi, ok ucu:
epitel hiicre baglantisi. TEM, bar A: 3,36 um; B: 0,72 pm

Sekil 4.25. Yavas dondurma grubu ovaryum kesiti. Gr: graniiloza hiicresi, I:

intertisyum. TEM, bar: 3,36 um
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Sekil 4.26. Yavas dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti, Gr: graniiloza hiicresi,

kalin oklar: hiicreler arasindaki baglantilar. TEM, bar: 6,56 um

& :

Sekil 4.27. Yavas dondurma ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, Gr: graniiloza
hiicresi, kalin ok: ovosit- graniiloza hiicre baglantilari, yildiz: hiicreler

arasi alanda vakuolizasyon. TEM, bar A: 3,36 um; B: 4,34 um
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Sekil 4.28. Yavag dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, Gr:
graniiloza hiicresi, kalin ok: graniiloza hiicre baglantilari, yildiz:

vakuolize alanlar. TEM, bar A: 2,60 um; B: 4,34 um

4.4.2. Hizh Dondurma Grubu TEM Bulgular

Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu TEM incelemesinde bazi erken
donem ovosit sitoplazmalarinda organel dagilimmin korundugu, ZP nin saglam
yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.34 A, B, C). Graniiloza hiicrelerinin ovositle
arasindaki baglantilar1 korumakla birlikte, hiicrelerde biiziisme ve kondensasyon
artis1 dikkat cekiciydi (Sekil 4.31 A, B). Baz1 folikiillerde ise ovositte dejenerasyon,
zona kaybi, graniiloza hiicrelerinde ayrilma ve vakuolizasyon tipik olarak gézlendi
(Sekil 4.33 A, B, C). Bu grubun diger gruplardan en 6nemli farki korunmus erken
donem folikiillerin yaninda dejenere folikiillerin (Sekil 4.36 A, B) fazla olmasi1 ve bu
dejenerasyonun daha ¢ok hiicrelerin birbirinden ayrilmasi, biiziilmesi, buna baglh
kondansasyonu ve sitoplazmalarinda vakuolizasyonla karakterize olmasidir (Sekil
4.35). Mitokondriyonlarin hem ovosit hem de graniiloza hiicrelerinde krista

kayiplar1 ve kondens goriiniimleri tipiktir.

Graniiloza hiicreleri arasinda dondurma islemi nedeniyle ayrilmalar gozlendi.

Hiicreler arasindaki baglantilarin yer yer devamlilik gostermesiyle birlikte genel
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olarak korunamadigi dikkat g¢ekti (Sekil 4.31 A, B; Sekil 4.32). Damar endotel
hiicrelerinde vakuolizasyon goriildii ( Sekil 4.37 A, B).

Yari ince kesitler de graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyon fark edildi (Sekil
4.29 A). Hiicreler aras1 alanda da bosluklar fark gozlendi (Sekil 4.29 A). Intertisyum
hiicrelerinde de vakuolizasyon gozlendi. Buzlanma hasarindan korunan ve
korunmayan folikiiller izlendi. Atretik folikiillerde ovosit hiicre zar yapisinin
bozulmasi nedeniyle, hiicrenin yuvarlak seklini kaybettigi fark edildi (Sekil 4.29 A).

Damar endotel hiicrelerinde de vakuolizasyon goriildii.
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Sekil 4.29. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Pr: primer folikil, I:
interstisyum, E: endotel hiicresi, yildiz: atretik folikiil. Toluidin mavisi-

Azur I, bar A, B: 50 um
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Sekil 4.30. Hizl1 dondurma grubu ovaryum kesiti. O: ovosit, Gr: graniiloza hiicresi,
ZP: zona pellusida, y1ldiz: hiicreler aras1 alanda vakuolizasyon. TEM, bar

A:3,36 um; B: 2,01 um

Sekil 4.31. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Gr: graniiloza hiicresi,
kalin ok: hiicre baglantilari, yildiz: bos alanlar. TEM, bar A: 4,34 um; B:
1,21 um
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Sekil 4.32. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Gr: graniiloza hiicresi,
yildiz: vakuolize alan. TEM, bar: 3,36 um

Sekil 4.33. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, N: niikleus, n:
niikleolus, m: mitokondriyon. TEM, bar A: 2,6 um; B: 1,56 pm; C: 0,72

pum
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Sekil 4.34. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Primer folikiil. O: ovosit,

N: niikleus, n: niikleolus, Gr: graniiloza hiicresi, ZP: zona pellusida,
yildiz: hiicreler arasi alanda vakuolizasyon, T: teka hiicresi, I: intertisyel

hiicreler. TEM, bar A: 9,3 um; B: 5,6 um; C: 1,56 um

=

Sekil 4.35. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. O: ovosit, ZP, Gr:
graniiloza hiicresi, kalin ok: ovosit ve graniiloza hiicresi arasindaki

ayrilmalar. TEM, bar: 2,01 pm
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Sekil 4.36. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Atretik folikiil. O:
ovosit, Gr: graniiloza hiicresi, ZP: zona pellusida, yi1ldiz: hiicreler arasi

alanda vakuolizasyon. TEM, bar A: 7,2 um; B: 5,6 um

Sekil 4.37. Hizli dondurma grubu ovaryum dokusu kesiti. Damar yapisi. E: endotel
hiicresi. TEM, bar A: 2,01 um; B: 1,21 um
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5. TARTISMA

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu uygulamalar1 hala
deneysel diizeydedir. Fazla sayida hasta {izerinde yapilacak olan arastirmalar,
transplante edilen ovaryumun fertilitesinin geri donme siliresini ve sartlarini

belirleyebilir.

Arastirmalar hastalarin tedaviye uygunlugu, dokularin toplanma metodu,
optimal doku biiyilikliigii, kriyoprotektan ve kriyoprezervasyon protokolleri,

ovositlerin IVM (invitro maturasyon)‘i {izerinde odaklanmaktadur.

Glinlimiizde ovaryum doku kriyoprezervasyonu sadece seg¢ilmis hastalara
deneysel bir protokol olarak tavsiye edilebilir. Gelecekte kullanmak iizere ovaryum
dokusunun dondurulmasi arastirma merkezleri i¢in yeni bir hedef olarak

gorilmektedir (The practice committee of ASMR and SART. 2008).

Ovaryum farkli hiicrelerden olusan bir dokudur. Kriyoprotektanlarin
hiicrelere difiizyon hizi farklidir ve buz kristal olusumu her hiicre ve doku tipine
ozeldir (Fuller ve ark., 2004). Bu nedenle, ovaryum kriyopreservasyonunun doku
uizerindeki etkisi ovositler, folikiil hiicreleri ve stroma iizerindeki etkilerinin
bilesimidir. Bildigimiz gibi, ovaryum folikiilleri stroma hiicreleri, kan damarlari,
sinirler, ekstraseliiler matriksten olusan stroma dokusu icine gomiilii halde
bulunurlar. Folikiil gelisimi karmasik bir siirectir. Stroma hiicreleri graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklanmasinda rol oynayan folikiil bazal laminasinin
disindaki teka interna ve teka eksternaya dontstlirler. Ekstraseliiler matriks,
ekstraseliiler sinyal molekiillerinin dagilimini1 ve hiicre proliferasyon, adezyon ve
hareketini etkileyen hiicre yiizeyindeki olaylar1 diizenler. Bu nedenle organ
igerisindeki primordiyal folikiiller, kiiltiire edilenlerden daha iyi gelisirler (Hovatta
ve ark., 1999) (Liu ve ark 2000). Organ kiiltiirlerindeki dondurulmus ve taze
primordiyal ve primer folikiillerine ekstraseliiler matriks eklemek gelisimlerini

tyilestirir (Hovatta ve ark., 1997). Bu bulgular, folikiil gelisiminde ovaryum stroma
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hiicrelerinin ve ekstraseliiler matriksin destekleyici bir rol oynadigini gosterir.
Ovaryum doku kriyopreservasyonunda, stromal hiicreler dondurma hasarina

primordiyal folikiilden daha hassastir (Kim ve ark., 2004).

Hizli ve yavas dondurma yontemi olarak iki teknikle uygulanan ovaryum

dokusu dondurulmasi konusunda literatiirdeki ¢alismalara bakacak olursak;

Huang ve ark.,nin 26 hastadan aldiklari ovaryum doku parcalarim1 hizli
dondurma (vitrifikasyon) ve yavas dondurma tekniklerini (slow freezing-Planer
cihaz1 ile) kullanarak karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda; 151k mikroskobisinde saglam
folikiilleri, yuvarlak ovosit etrafinda normal dagilim ve biiylikliikte yuvarlak
graniiloza hiicreleriyle ¢evrili olarak tanimlamislardir. Folikiillerin ¢evresinde saglam
teka hiicrelerini de gostermislerdir. Atretik folikiilleri ise; ovosit sitoplazmasinin
daha eozinofilik bir hal almasi, kromatin birikim ve yogunlagmasi, niikleer
membranin  dalgalanmas1  bulgularindan  taniyabilecegimizi  belirtmislerdir.
Histopatolojik olarak incelediklerinde ve istatistiksel olarak degerlendirdiklerinde iki
grup arasinda anlamli bir fark bulamamislardir. Biz de calismamizda 1s1k
mikroskobisinde ovaryum dokusunu degerlendirirken saglam ve atretik folikiilleri
tamimlayarak saydik ve istatistiksel olarak degerlendirdik. Saglam ve atretik
folikiillerin tiimiinii her grupta Ki-kare testiyle karsilastirdigimizda folikiillerin
kontrol grubuna gore diger iki grupta daha az korundugunu ortaya koyduk.
Primordiyal folikiillerde kontrol ve yavas dondurma grubu arasinda bir fark olmadigi
saptandi. Sonugta yavas dondurma metodunun histopatolojik, istatistiksel ve ince

yap1 diizeyinde dokuyu daha iyi korudugu sonucuna ulastik.

Huang ve ark.’nin ¢aligmasinda primordiyal folikiillerin diger folikiillere gore
daha iyi korundugu gosterilmistir. Bu folikiilde ovosit ¢ap1 kiiciik olmas1 nedeniyle
sitoplazma igerigi az oldugu igin kriyoprezervasyon sirasinda daha az hasar goriir.
Biz de ¢alismamizda Huang in bulgularin1 destekler sekilde her {i¢ grupta da en ¢ok
primordiyal folikiillerin i¢lerindeki ovosit, c¢evrelerindeki folikiil hiicreleri ve bu

hiicrelerin birbirleriyle olan baglantilar1 ag¢isindan 1yi korundugunu gordiik.

Wang ve ark. hem hizli dondurma metodunu, yavas dondurma metodu ile

karsilastirmislar hem de akupunktur ignesi ile yapilan yeni bir hizli dondurma teknigi
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denemislerdir. Primer ve sekonder folikiillerin morfolojik olarak yiizdelerini
karsilagtirdiklarinda primer ve sekonder folikiillerin akupunktur ignesi ile yapilan
hizli dondurmada digerlerine gore daha saglam olarak gozlendigini bulmuslardir.
Primordiyal folikiillerde morfolojik farklilik goze carpmamistir. Yavas dondurma ve

klasik vitrifikasyon arasinda bir fark bulamamislardir.

Hizli ve yavas dondurma tekniginin karsilastirilmasi ¢alismalarinda, dokunun
dondurulup ¢oziildiikkten sonra transplante edilip tekrar degerlendirilmesi
arastirmalarda oldukca sik rastlanan bir yontemdir. Aerts ve ark’nin bu yontemle
planladiklar1 bir arastirmada iki yontemi uygulamislar ve calcein-AM/ethidium
homodimer-I ile folikiil canliligin1 gostermislerdir. Transplantasyon dncesi yaptiklari
bu degerlendirmede yontemler arasinda belirgin bir fark ortaya c¢ikmamistir.
Transplantasyondan sonra 151k mikroskobisinde folikiilleri degerlendirdiklerinde
primordiyal ve primer folikiilde bir farklilik gozlenmezken sekonder folikiilde yavas
dondurma anlamli bir fark ortaya koymustur. Calismamizda transplatasyon
uygulanmadan da sekonder folikiillerin yavas sogutmada daha iyi korundugu dikkat

cekmistir.

Rahimi ve ark. iki teknigi karsilastirirken apopitozisi gosteren caspase-3
immiinhistokimya boyama yontemini kullanmislardir. Apopitotoik hiicreler, hizli
dondurma tekniginde daha fazla oranda bulunmuslardir. Biz de arastirmamizda
caspase-3’li immiinfloresan yontemle gosterdik ancak istatistiksel bir degerlendirme
ortaya koyamadik. Calismamiz1 desteklemesi i¢in bu yontemi uygulayabilicegimizi
diisiindiik ancak ovaryum dokusunda normalde de atretik folikiiller ve apopitotik
hiicrelerin  yogunlugu nedeniyle kiyaslamayr somut olarak gosteremedik.
Kullandigimiz immiinofloresan boyama yontemi nedeniyle saglikli bir sayim
yapamadik. Caligmanin bu boliimii ileriki zamanlarda peroksidaz metodu ve seri

kesitler kullanilarak devam ettirilecektir.

Arastirmamizda saglam folikiilleri istatistiksel olarak degerlendirmenin
yaninda elektron mikroskobisinde ince yap1 diizeyinde ovaryum dokusunda yer alan
hiicre ve yapilan inceledik. Combani ve ark. ovosit hiicre ¢ekirdegi ve organelleri,
graniiloza hiicrelerinin birbirleriyle ve ovositle olan baglantilari, teka hiicreleri,

damar endotel hiicrelerini inceleyen c¢alismalar1 derlemislerdir. Yeterli diizeyde
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ovaryum dokusu incelemesi olmadigi i¢in bu calisma dnemlidir. Cézme igleminin
hiicre sismesine, doku 6demine ve damar hasarina neden oldugu belirtilmistir.
Ovositte ve graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyon artisi, endoplazma retikulumu ve
mitokondrion hasarii gosterebilir. Dokuda uygun olmayan dehidrtasyon sonucu buz
krsitallerinin olusturdugu yapilar olabilir. Ovosit ve graniiloza hiicre ¢ekirdeginde
piknozda artig goriilebilir. Plazma, ¢ekirdek ve organel membranlarinda, buz kristali
olusumu, osmotik stres ve diisiik sicaklik nedeniyle hasar goriilebilir. Mitokondrion
membraninda, krista ve matrikste hasar ve sisme folikiiler hasarin ilk belirtileridir.
Yiiksek kriyoprotektana maruziyet sonucu graniiloza hiicrelerinde bos sitoplazma
alanlari, hiicre iceriginin kaybina rastlanabilir. Hiicreler arasi baglantilarda
bozukluklar hem graniiloza hiicreleri arasinda hem de ovosit- graniiloza hiicreleri
arasinda gozlenebilir. Folikiiler hiicrelerde diizensizlik, baglant1 kayb1, hiicreler arasi
alanda vakuolize alanlar gozlenir. Folikiiler hiicre dejenerasyonu ve hiicreler arasi
baglarda kayip bu hiicrelerde apopitozisi indiikler. Damar yapilarinda niikleer,
sitoplazmik membranda c¢okiintiiler, sismis sitoplazma, hiicre baglantilarinin
devamliligin1 kaybetmesi kriyoprezervasyonda gozlenebilen hasarlardir. Reversible
olabilirler. Calismamizda her {i¢ grupta da normal yapida hiicreleri izledik. Bu
folikiillerde ovosit ¢ekirdeginde kromatinde normal dagilim, sitoplazmasinda organel
membranlarinin  korundugunu, Zona Pellusida yapisinin bozulmadigini, saglam
folikiil hiicreleri ve teka hiicrelerini izledik. Deney gruplarinda atretik folikiillerde
artis, Combani’nin belirttigi lizere ince yap1 hasarlar1 belirgindi. Ovosit
sitoplazmasinda hasarli organeller; 6zellikle buz kristali olusumu, osmotik stres ve
diisiik sicaklik hasarina bagli mitokondiyonda sisme veya kondansasyon belirgin
olarak gozlemlendi. Zona yapisinin bozuldugu ve kondanse oldugu dikkati cekti.
Graniiloza hiicrelerinin ovositle ve birbirleriyle baglantilarinin koptugunu, hiicre
icerisinde vakuolizasyon, hiicreler arasi alanda vakuolize alanlar gozlendi. Yavas
dondurma grubunda damar yapilarinda endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin
korundugu alanlar izlenirken hizli dondurmada biitiinliigiin bozuldugu, endotel

hiicrelerinde vakuolizasyonun artisi tespit edildi.

Keras ve ark. 2009 yilinda insan ovaryum dokusunda yavas dondurma ve
hizli dondurma tekniklerini karsilastirmis; yavas dondurma grubunda PrOH

(propanodiol) ve EG (etilen glikol) kriyoprotektanlarini, hizli dondurma grubunda
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ise kriyoprotektan igerisinde farkli siirelerde bekleterek doku iizerine etkisini
gostermislerdir. Buna ilaveten dokular1 ¢ozdiikten sonra kiiltiire ederek, folikiil
gelisimlerini izlemislerdir. Isik mikroskobisinde bizim de ¢alismamizda yaptigimiz
gibi saglam ve atretik folikiilleri saymislardir. Stromada hasarsiz ve piknotik
cekirdegi olan hasarli hiicreleri sayarak istatistiksel olarak degerlendirmiglerdir. TEM
de ovosit, graniiloza hiicreleri, intertisyel hiicreleri incelemiglerdir. Sonucta
vitrifikasyon grubunda saglam folikiill oranlarmi diger gruplara gore yiiksek
bulmuglardir. Elektron mikroskobisinde interstisyel hiicrelerin korundugunu
gostermislerdir. Biz ise c¢alismamizda TEM bulgularimizda stromal hiicrelerde
harabiyet ve vakuolizasyon gosterdik. Vitrifikayon grubumuz anlaml olarak yavas
dondurma grubundan daha dejenere bulundu. Bunda vitrifikasyonda kullandiklar1 iki
tip kriyoprotektanin, doku korunumu iizerinde yararli bir sonu¢ ortaya c¢ikarmis
olabilecegi diisliniildii. Biz de ¢alismamizin devaminda bu degiskenlerin etkilerini

gostermeyi hedefliyoruz.

Vitrifikasyonun daha iyi sonuglar verdigini gosteren Keras ve ark. nin aksine
ayni yil Isachenko ve ark. yaptiklar1 bir aragtirmada yavas dondurmanin, hizlh
dondurmaya gore dokuyu daha iyi korudugunu; morfolojik, endokrinolojik ve
molekiiler biyolojik degerlendirmelerle gostermislerdir (Isachenko ve ark., 2009).
Onlarin bu g¢aligmasi bizim bulgularimizi daha ¢ok desteklemektedir. Biz de bu
calismanin devaminda dondurulup c¢oziilen ovaryum dokusunu kiiltiire ederek,
dondurma sonrasi folikiil canliligin1 degerlendirmeyi ve dokunun endokrinolojik
olarak dondurma sonras1 fonksiyonunu devam ettirdigini ise biyokimyasal

parametrelerle ortaya koymay1 planliyoruz.

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu, 6zellikle kanser hastalarinda ovosit ve
embriyon kriyoprezervasyonuyla karsilastirildiginda bir¢ok avantaja sahiptir
(Nawroth ve ark., 2005). Ilk olarak, ovaryumdaki tiim folikiillerin %70-90 1m
olusturan primordiyal folikiiller dondurma ve ¢6zme hasarma karst daha
dayaniklidir. Kiiciik olmasi, diigsiik metabolik aktivite, zona pellusida ve periferal
kortikal graniillerin yoklugu gibi karakteristik 6zellikler primordiyal folikiillerdeki
bu toleransin nedenleridir. ikinci olarak, ovaryum dokusu menstriiel siklus ve kanser

terapisinin gecikmesinden bagimsiz olarak herhangi bir zamanda alinabilir. Son
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olarak, ovaryum dokusunun dondurulmasi ile ovaryumun endokrin fonksiyonu
korunabilir. Bu durum, ovosit ve embriyon dondurulmasi ile saglanamaz. Ayrica bu

yontem prepubertal kizlar i¢in de uygundur (Huang ve ark., 2008).
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6. SONUCLAR

Ovaryum korunmasinin ince yapr diizeyinde incelendigi calismamizda
kontrol grubuyla deney gruplarmin karsilastirilmasinda kontrole kiyasla diger
gruplardaki  ince  yapmin  bozuldugu  goriilmiistiir.  Soguk, kullanilan
kriyoprotektanlarin ozmolaritesi ve bunun gibi stresin dokudaki biitiinliigii bozdugu
ve organellerde 6zellikle mitokondriyonda degisiklige neden oldugu asikardir. Diger
biiyiik reaksiyon; hiicreler arasi baglantilarin kopmasi ve hiicrelerin dejenerasyona
gidisidir ancak biitiin bu reaktif hasara ragmen korunmus baglantilar ve organel
yapisinin varligt yavas dondurmada daha fazla olmak {izere bu hasarin geri
doniisiimlii olabilecegini diisiindiirmektedir. Istatistiksel olarak da destekledigimizde
ozellikle yavas dondurmada primordiyal ve primer folikiillerin daha iyi korundugu
gosterilmistir. Bunun yaninda hizli dondurmada da bu folikiil grubu daha az sayida
da olsa basariyla korunmaktadir. Bu folikiil grubunun 6zellikle incelenmesi klinikte
transplante edilen ovaryumdan elde edilecek ovositlerin kaynaginin 6zellikle bu
folikiiller olmasidir. Hizli dondurma, daha ucuz ve kolay yontemi ile bu folikiil
grubunun korunmasinda avantaj saglayabilir ancak yavas dondurmanin dokuyu daha

1yl korudugu gergegi goz ardi edilmemelidir.
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OZET

Ovaryum Dokusunun, Vitrifikasyon ve Yavas Sogutma Teknikleriyle

Korunurlugunun Histopatolojik Yonden Karsilastiriimasi

Kadin hastalarda erken ovaryum yetmezligi ve infertilite kanser tedavisi yada
baska nedenlerle ortaya ¢ikabilir. Bu hastalarda fertiliteyi korumak i¢in ovosit,
embriyo ve ovaryum dokusu saklanmasi yontemleri kullanilabilir. Ovaryum doku
kriyoprezervasyonu, tedavisini geciktiremeyecek hastalar, prepubertal kiz ¢ocuklari
ve partneri olmayan kadinlarda uygulanabilir tek yontemdir ve iki teknikle
uygulanmaktadir; yavas dondurma (slow freezing) ve hizli dondurma (vitrifikasyon).
Gilintimiizde, bu teknikler yeterli veri olmamasi nedeniyle standart bir tedavi segenegi

olarak hastalara sunulamamaktadir.

Bu c¢alismada, fare ovaryum dokulari yavas dondurma ve hizli dondurma
teknikleriyle kriyoprezerve edilerek saklandi. Coziilen dokulardaki hasarin 1sik,
konfokal ve elektron mikroskobunda incelenerek kontrol grubuyla karsilastirilmasi

ve histolojik yontemlerle degerlendirilmesi amaglandi.

Ug¢ grupta folikiiller 151tk mikroskobunda sayilarak istatistiksel olarak
birbirleriyle karsilastirildiginda; primordiyal ve primer folikiillerin  yavas
dondurmada hizli dondurmaya gore daha ¢ok korundugunu ortaya koyduk. Konfokal
mikroskopta TUNEL boyama ile dokularda apopitozisin varligi gosterildi. Elektron
mikroskobisinde dokularda normal folikiillerde saglam ovosit c¢ekirdegi,
mitokondriyon basta olmak iizere membranli organellerin zarlarinda korunma,
graniiloza hiicresinin baglantilarinda siireklilik, diizenli ZP go6zlendi. Atretik
folikiillerde 1ise ovosit sitoplazmasinda sismis mitokondriyonlar, ZP’de
kondansasyon, graniiloza hiicre baglantilarinda kopukluklar, graniiloza hiicre

sitoplazmasinda bos alanlar, hiicreler arasi alanda bos alanlar gozlendi.

Sonug olarak, yavas dondurma tekniginde hizli dondurmaya gore doku

korunumunun daha fazla oldugu tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Kriyoprezervasyon, ovaryum, yavas dondurma, hizl

dondurma, ince yapiu.
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SUMMARY

Compare preservation of vitrified and slow freezed ovarium tissue

Cancer therapy and the other reasons can often induce premature ovarian
failure and infertility. Oocyte, embryo and ovarian tissue freezing are developed
options for fertility preservation. Ovarian tissue cryopreservation is essential in
patients whoose care can’t be delayed, in prepubertal girls, women without a partner
and have been applied in two techniques. There are two main ways of cryopreserving
biologic tissue: either classic “slow” freezing or vitrification by rapid cooling. Cause
of insufficient researches, this way can not offer patient. Currently, these techniques

haven’t been offered to patients since there hasn’t been enough data.

In this study, mouse ovarium tissues have been preserved by vitrification and
slow freezing. We examine tissue with light microscopy, electron microscopy and
confocal microscopy to compare them with the control group and we aimed to

evaluate them with histologic methods.

We analyzed sections in light microscopy and counted the number of the
follicles. Primordial and primary follicles have been preserved beter in slow freezing
thecnique than in vitrification. Apopitosis is indicated in confocal microscopy with
TUNEL method. Under the electron microscope, undamaged oocyte nucleus and
organelles, stable junctions of granulosa cells, regular Zona pellusida have been
observed in normal follicles. Swelled mitochondria in oocyte cytoplasm,
condensation in ZP, breakage in junction of granulosa cell, space in cytoplasm of
granulosa cell, vacuolization in extracellular space have been observed in atretic

follicles.

In conclusion, We found that slow freezing is more favorable than

vitrification for ovarian tissue freezing.

Key words: Cryopreservation, ovary, vitrification, slow freezing,

ultrastructure.
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