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OZET

Dogurganligi koruma teknikleri, kanser gibi yikici kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalar1 igeren hastaliklarin tedavisi sonrasinda, kisirlilk ve hormonal
yetmezliklerle basetmede 6nemli bir segenektir. Uremeye yardimci tekniklerin
kullanima sundugu embriyo, oosit ve ovaryum kriyoprezervasyonu, kadin hastalarin
ovaryum rezervlerinin ve dogurganliklarinin, bu tedaviler dncesinde korunmasi i¢in
bir kolaylik saglamaktadir. Ancak, bekar ve pre-pubertal hastalarda kendisini en
fazla kanitlamis yontem olan embriyo kriyoprezervasyonu secenegi uygun degildir.
Kanser tanisi sebebiyle bir an dnce tedavi planina baslanmasi gereken hastalar i¢in
oosit toplama siireci zaman kaybina neden olmaktadir. Hormon uyarisiyla timér
dokusunu indiikleme riskinin oldugu durumlarda (6rnegin dstrojen reseptorii pozitif
olan meme kanseri olgular1) ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu tek segenek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir ve giinlimiizde bildirilmis 60 kadar gebelik olgusu mevcuttur.
Primordiyal folikiilden primer folikiile gegiste, kontrollii aktive edici ve baskilayici
rol oynayarak folikiil havuzunun korunmasinda rol alan sinyal yolaklar1 birbirinden
bagimsiz ancak dengeli bir sekilde ¢alismalidir. Baskilayici ve aktivator genlerin
dengeli ¢aligmadigi durumlarda, klinikte prematiir ovaryan yetmezlik olarak bilinen,
folikiillerin kitlesel aktivasyonu ile folikiil havuzunun yarisindan fazlasinin hatta
daha biiyliik kisminin erkenden tiikenmesine sebep olmaktadir. Bununla baglantili
olarak, ovaryum kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu sonrasinda geciken
anjiyogenez ve olusan hipoksi ovaryumda primordiyal folikiilden primer folikiile
geciste gorev alan intrensek mekanizmalar1 bozuyor olabilir. Ovaryum doku
Kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu sonrasinda meydana gelen folikiil kaybinin
nedenleri arasinda folikiillerin biiyiimelerinin baskilanma mekanizmasinin bozulmus
olabilecegini arastirdigimiz bu ¢alismada pTEN, Tscl, p27 ve AMH molekiillerinin
ekspresyonlarin1 degerlendirdik. Bulgularimiz, literatiire benzer sekilde dondurulup
¢ozme ve transplantasyon sonrasinda ovaryumda primordiyal folikiil havuzunun
azaldigim1 gosterdi. pTEN, Tscl, p27 ve AMH molekiillerinin ekspresyonlarini
degerlendirdigimizde K grubu ile DC grubunda bir fark gézlenmezken, T ve DCT
gruplarinda bu molekiillerin pTEN, Tscl ve p27 ekspresyonlarinin primordiyal
folikiillerde, AMH ekspresyonunun ise biiyiiyen folikiillerde neredeyse tamamen
ortadan kalktigi go6zlendi. Ovaryum Kkriyoprezervasyonu ve transplantasyonu
sonrasinda, primordiyal folikiilden primer folikiile geciste rol oynayan baskilayici
molekiillerin ekspresyonlarint arastirdigimiz bu ¢alisma ile literatiirde ilk kez bu
konuyu degerlendirmis oluyoruz. Sonuglarimiz, ovaryum doku kriyoprezervasyonu
ve transplantasyonu sonrasinda primordiyal folikiil kaybi ile iliskili siirece yeni bir
yaklasim sunmaktadir ve primordiyal folikiilden primer folikiile gegiste fren
mekanizmasinin adeta bozuldugunu isaret etmektedir. Primordiyal folikiilden primer
folikiile geciste rol oynayan aktivatorler ve baskilayicilarin bu siiregte fonksiyonel
degerlendirmelerini yaptigimiz yeni ¢alismalar ovaryum Kriyoprezervasyonu ve
transplantasyonu ile iliskili stirecleri daha da aydinlatabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, Ovaryan doku kriyoprezervasyonu,
Primordiyal folikiil aktivasyonu, p27, Tsc,AMH, pTEN
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ABSTRACT

Fertility preservation techniques are crucial options for compete with
infertility and hormonal insufficiency or cancer theraphies including destructive
implementation such as chemotheraphy and radiotheraphy. Embryo, oocyte and
ovarian tissue cryopreservation that offered by the use of assisted reproductive
techniques are simplicity for preserving ovarian reserve of female patients for
improving their fertility. However, even if embryo cryopreservation method has
evidence-based methodology but not feasible for unmarried for prepubertal female
patients. Oocyte pick-up process means waste of time for female cancer patients
whose immediately need to start scheduling their theraphy. Ovarian tissue
cryopreservation is unique option in some cases of tumor tissue induction risk via
hormonal stimulation (e.g. estrogen receptor positive breast cancer cases). It is
already known that currently methods for cancer theraphies are increased survival
rate of human race. But, it’s not easy to handle complications on reproductive
systems. Ovarian cryopreservation is unprecedented fertility method for the group of
chosen patients. Although increasing cancer incidence, a decreasing the proportion of
patients who died because of cancer. Most irreversable complication from these cell
destructive theraphies are damages through reproductive cells and organs. Fertility
preservation theraphies would be offered to patients meanwhile and carry out with
most feasible option and nearly 60 cases of gestation are announced to present day. It
is restricted evidence based information about injury mechanisms due to
retransplanting frozen tissue into body. Transitioning from primordial to primer
follicle form, there are controlled activators and suppessors for balancing
signalisation of reserving primordial follicle pool like a seesaw. In some cases of
imbalancing these activators and supressors, result in activation of follicles globally
then burn-out high percentage of primordial follicle pool, known as “premature
ovarian insufficiency” (POI) at clinically. In respect of this, late angiogenesis and
period of hipoxia may damage intrinsic mechanisms of ovary. In our study, we
evaluated expressions of pTEN, Tscl, p27 and AMH molecules for asking reasons of
follicle lost after ovarian tissue cryopreservation and transplantation. Our findings
show that, primordial follicles are decreasing after frozing-thawing and
transplantation litterateurly correlate. We criticize expressions of pTEN, Tscl, p27
molecules for primordial follices but growing follicles for AMH molecules. There is
not much difference between K and DC group. Between T and DCT group, we
almost detected hardly any expressions of these molecules. With our study, we firstly
point out expressions of supressor mechanisms at ovarian cryopreservation and
transplantation period. Our data represents new aspects underlying process of
primordial follicle activation after ovarian cryopreservation and transplantation. New
functional studies about activator and inhibitor mechanisms about primordial to
primer follicle transition will provide new point of view about preserving follicle
pool.

Key Words: Cryopreservation, Ovarian tissue cryopreservation, Primordial
follicle activation, p27, Tsc, AMH, pTEN



TESEKKUR

Tez c¢alismamin  planlanmasi,  projelendirilmesi ve  sonuglarinin
degerlendirilmesinde onemli katkilarda bulunan danigsman hocam Sayin Prof. Dr.
Ciler CELIK OZENCIye,

Laboratuvar imkanlarini esirgemeyen ve tecriibeleriyle yol gosteren Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndan degerli
hocalarim Prof. Dr. Alp CAN’a, Uzm. Dr. Ferda TOPAL CELIKKAN’a, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye Yardimc1 Tedavi Merkezi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali’'ndan Dog. Dr. 1. Sinan OZKAVUKCU’ya,

Ihtiyactm oldugunda yardimlarini esirgemeyerek her zaman destek olan
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nin tiim hocalarina, asistan arkadaslarima ve

calisanlarina,

Yardimlari ile her zaman yanimda olan Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii’nlin degerli elemanlarina,

Son olarak, beni yalniz birakmayan ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen
sevgili esim Derya CELIK ve ailemin tiim iiyelerine en igten saygi, sevgi ve
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Soner CELIK

vi



OZET

ICINDEKILER

ABSTRACT

TESEKKUR

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
SEKILLER DiZiNi

GIRIS
2.1.

Ovaryumun Anatomisi

2.2. Ovaryumun Embriyolojisi
2.3. Ovaryum Histolojisi
2.4. Folikiil Geligimi
2.4.1. Primordiyal Folikiil
2.4.2. Primer Folikiil
2.4.3. Sekonder Folikiil
2.4.4. Tersiyer (Graaf) Folikiil
2.5.  Ovulasyon
2.6.  Primordiyal Folikiil Se¢ilim Mekanizmasi
2.7. Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu
2.8.  Kriyoprezervasyon Y Ontemleri
2.8.1. Yavas Dondurma Y 6ntemi
2.8.2. Vitrifikasyon Yontemi
2.9.  Kriyoprotektanlar ve Genel Ozellikleri
2.10. Hayvanlarda Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu
2.11. Insanlarda Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu
2.12.  Ovaryum Doku Kriyoprezervasyonu Igin Endikasyonlar
2.13.  Calismamizin Cikis Noktas1
GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Dokularin Elde Edilmesi
3.2. Elde Edilen Dokularin Tasinmasi
3.3.  Yavas Dondurma Tekniginin Uygulanisi
3.4.  Ovaryum Dokusunun Coziilmesi
3.5. Ovaryum Dokusunun Sirt Kasina Transplantasyonu
3.6. Parafin Doku Takibi
3.7.  Folikiil Degerlendirmesi ve Sayimi1
3.8. Immiinohistokimya
3.9. H-Score Analizi
3.10. Istatistiksel Analiz

Vil

Sayfa

vii

28

28
29
29
29
29
30
30
30
31
31



BULGULAR
4.1. Folikiil Sayilar1 ve Oranlari

4.2.  Phosphatase and Tensin Homolog (pTEN) Bulgular1

4.4. p27 Bulgular

4.5.  Anti-Miillerian Hormon (AMH) Bulgular1

TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS

viii

32

32
34
38
40

42
49
50
57



AKT
AMH
AML
bFGF
BMP
BRCA
Ca
CDK
CDK2
DAB
DMSO
EG
elF4B
FBS
FGF-9
FoxL2
FoxO3a
FSH
GDF9
GLY
HCL
ICSI

g

IVF
IVM
KL
L-15
LH
mTOR
mTORC1
MTORC?2

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Protein kinaz B

Anti-mullerian hormon

Akut miyeloid 16semi
Fibroblast biiylime faktorii
Bone morphogenetic protein
Akciger kanseri

Kalsiyum

Siklin bagimli kinaz

Siklin bagimli kinaz 2

3,3' Diaminobenzidine

Dimetil stilfoksit

Etilen glikol

Okaryotik baslatic faktor 4B
Fetal sigir serumu

Fibroblast growth factor
Forkhead box protein L2
Forkhead box O3

Folikiil stimiile edici hormon
Growth differentiation factor 9
Gliserol

Hidroklorik asit

Intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu
Immunoglobulin (1g)

In vitro fertilizasyon

In vitro maturasyon

Kit ligand

Lebowitz - 15

Liiteinize edici hormon
Mammalian target of rapamycin
Mammalian target of rapamycin complex 1
Mammalian target of rapamycin complex 2

X



OoMI
p27
PAS
PBS
PCR
PDK1
PGH
PI3K
POF
PrOH
PTEN
RT-PCR
S6K1
SOX-9
SRY
TBF
TGF-p
TOR
TSC1
TSC2
VEGF
Wnt-4
ZP

Oosit maturasyonunu inhibe edici peptid
Siklin bagimli kinaz inhibitor 1B
Periyodic acid schiff

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
Polimeraz zincir reaksiyonu
Fosfoinositid-bagimli kinaz-1
Primordial germ hiicresi
Phosphoinositide 3-kinase
Primordial ovarian failure
Propanodiol

Phosphatase and tensin homolog
Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
P70-S6 kinaz-1

SRY-box 9

Sex determining region Y

Testis belirleyici faktor
Transforming growth factor beta
Rapamisin hedefi

Tuberoz skleroz kompleks 1
Tuberoz skleroz kompleks 2
Vaskiiler endotelyal bityiime faktorii
Wingless-type 4

Zona pellusida



Sekil
2.1.
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.
2.7.
2.8,
2.9,
2.10.
4.1.A
4.1B
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.

5.1.A

5.1.B

SEKILLER DIiZiNi

Ovaryumlarin sematik olarak gosterilen anatomik yapisi
Ovaryumun farklanmasi

Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ii

Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi

Folikiil gelisimi

Ovaryum korteksinde primordiyal folikiiller
Ovaryumda tek katli primer ve ¢ok katli primer folikiil
Sekonder ve tersiyer (Graaf) folikiil

Hipofiz-ovaryum aksi

PTEN/fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K) sinyal yolagi
Toplam primordiyal folikiil oranlari

Atretik primordiyal folikiil oranlar

PTEN ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi
Tscl ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi
p27 ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi
AMH ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi

pTEN, Tscl, p27 ve AMH molekiillerinin ekspresyonu
ile korunan folikiil havuzu

PTEN, Tscl, p27 ve AMH inhibisyonunun ortadan kalkmasi ile

gerceklesen prematiir folikiil aktivasyonu

xi

Sayfa

10
11
12
14
15
19
33
33
35
37
39

41

45

46


file:///C:/Users/Derya/Desktop/TEZ%2024012016%20turhan%20abi.doc%23_Toc441524754
file:///C:/Users/Derya/Desktop/TEZ%2024012016%20turhan%20abi.doc%23_Toc441524755
file:///C:/Users/Derya/Desktop/TEZ%2024012016%20turhan%20abi.doc%23_Toc441524756
file:///C:/Users/Derya/Desktop/TEZ%2024012016%20turhan%20abi.doc%23_Toc441524757

GIRIS

Dogurganligi koruma teknikleri, kanser gibi yikici kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalar1 igeren hastaliklarin tedavisi sonrasinda, kisirlik ve hormonal
yetmezliklerle basetmede 6nemli bir segenektir. Uremeye yardimci tekniklerin
kullanima sundugu embriyo, oosit ve ovaryum kriyoprezervasyonu, kadin hastalarin
ovaryum rezervlerinin ve dogurganliklarinin, bu tedaviler 6ncesinde korunmasi igin
bir kolaylik saglamaktadir [1]. Ancak, bekar ve pre-pubertal hastalarda kendisini en
fazla kanitlamis yontem olan embriyo kriyoprezervasyonu secenegi uygun degildir.
Yine, oosit dondurmak i¢in 2 ila 4 hafta siirecek hormonla uyarim tedavileri gerektigi
icin kanser tanis1 almis ve bir an dnce tedavi planina baslanmasi gereken hastalar i¢in
zaman kaybi1 olmaktadir. Yine, hormon uyaristyla tiimoér dokusunu indiikleme
riskinin oldugu durumlarda (6rnegin Ostrojen reseptdrii pozitif olan meme kanseri
vakalar1) ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu tek secenek olarak karsimiza

¢ikmaktadir [2].

Ovaryum, islevsel bir tabaka olan korteks ve ona destek saglamak amaciyla i¢
bolimde yer alan medulladan olusmaktadir. Korteks, i¢inde oositlerin gelistigi
folikiil denilen yapilar1 barindirmakta, bunun yani sira hormonlarmin salgilandigi
endokrin bir organ olarak da gorev yapmaktadir. Bu gorevler bir kadinin
dogurganligi, ikincil cinsiyet karakterlerinin belirlenmesi i¢cin mutlak gerekli olan
hormonlarin salgilanmas1 ve oositin gelisimi i¢in biliyilk dnem tagimaktadir. Bu
islevlerin ¢esitli nedenlerle kaybi kisiyi sadece kisirlik sorunuyla bagbasa birakmaz,
bunun yaninda hormonal yetmezlik nedeniyle menapoz benzeri yakinmalarin ortaya
¢ikmasina, tedavi edilmediginde ise hastanin yasam kalitesini ve siiresini etkileyen
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Kanser tedavilerinde kullanilan  yontemlerin  sagkalimi  arttirdig
bilinmektedir. Ancak iireme sistemi lizerindeki komplikasyonlarin &niine gegmek
kolay degildir. Ovaryum dokusunun dondurulmasi seg¢ilmis bir grup hasta icin
alternatifi olmayan bir dogurganligi koruma yontemidir [3].

Kanser insidansindaki artisa ragmen bu hastaliktan dolay1 kaybedilen hasta
oraninda azalma goriilmektedir. Kanser hastasi olan tiim kadinlar ele alindiginda,
1987-1999 yillar1 arasinda kanser insidansi % 0.3/y1l artis gdstermisken 1992—1999
yillart arasinda tiim kanserlere bagli 6liim hizinda % 0.6 azalma kaydedilmistir.
Sagkalim oranlari, etkin tedavi modaliteleri (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi) ve
kemik 1iligi transplantasyonu gibi yOntemlerle ve hasta izleme olanaklarinin
tyilestirilmesiyle giderek artma egilimdedir. 2010 yilinda her 250 bireyden birinin
cocukluk ¢ag1 kanserinden iyilesmis bir kisi oldugu hesaplanmistir [4]. Bu da sozii
edilen tedavilere bagli komplikasyonlarla ylizyiize gelme oraninda artis anlamina
gelmektedir. Hiicre yikict bu tedavilere bagli komplikasyonlardan en geri



doniisiimsiiz olan1 iireme hiicreleri ve organlari iizerinde olan hasarlardir. Ozellikle
siklofosfamid gibi alkile edici ajanlarin kullanilmasi ovaryum yetmezligi riskini 9
kata kadar arttirirken, 6 Gray dozunda pelvik radyasyon genellikle kalict kisirliga
neden olmaktadir [5]. Dogurganligi koruyan tedaviler bu asamada hastaya sunulmali
ve en uygun secenek degerlendirilerek uygulanmalidir.

Yapilan ¢alismalar dogurganligi koruyan tedavilerin kanser hastalarinda
hastalikla savasma konusunda duygusal anlamda bir destek yarattigini da
vurgulamaktadir [6].

Uzun siiren hayvan deneylerinden sonra, ovaryum Kkriyoprezervasyonu
konusunda insanlarda da basarili sonuglar elde edilmeye baslanmistir. Her ne kadar
Amerikan Ureme Tibbi Dernegi tarafindan halihazirda deneysel bir islem olarak
gosterilse de [3], giintimiizde bildirilmis 60 kadar gebelik olgusu mevcuttur [7].

Ovaryum dondurulmasiyla ilgili metodolojiye yonelik pek ¢ok arastirma
mevcuttur. Dondurma metodlari, sogukta koruyan maddelerin konsantrasyonlari ve
igerikleri bunlardan birkagidir. Ancak dondurulan dokularin viicut igine tekrar
nakledilmesi sonrasi ortaya ¢ikan hasar mekanizmalar1 konusunda kanita dayali
bulgular oldukg¢a sinirlidir.

Dondurulup ¢oziilen ve re-transplante edilen dokulardaki en Onemli hasar
mekanizmalarindan birisi beslenmedeki duraksamaya bagli ortaya c¢ikan iskemik
hasardir. Projemizin c¢aligma konusunu olusturan diger bir mekanizma ise Anti-
Miillerian Hormon (AMH) eksikligine bagli olarak ovaryumdaki folikiillerin
kontrolsiiz ve rastgele gelismeye ugrayarak hizla harcanmasi ve ovaryum folikiil
havuzunun tiikenmesidir [8].

Ovaryum folikiillerinin gelisim siireclerinde, aktivatér genlere zit olarak
supresOr (baskilayici) genler de calismaktadir. Baskilayic1 genler, folikiil havuzunu
korumaya yonelik calisirlar ve aktivasyon sinyal yolaklar1 ile denge halinde
caligarak, primordiyal folikiil havuzunun tiikenmesini baskilarlar. Primordiyal
folikiilden primer folikiile biiyiime asamasinda gorevli baskilayici proteinlerden
PTEN (Phosphatase and tensin homolog); bir tiimor baskilayic1 gendir ve PI3K’in
(fosfatidilinositol-3 Kinaz) onciil negatif regiilator proteini olarak gérevlidir. PTEN
geni silinmis farelerde primordiyal havuzun erken aktivasyonu ile erken ovaryan
yetmezlik  (POF-primordial ovarian failure) meydana gelmektedir [9].
TscI/MTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) benzer sekilde
primordiyal folikiillerin sessiz kalmasinda goérevli bir negatif diizenleyicidir [10].
p27, oositlerin erken gelisiminde rol alirlar ve p27 pregraniiloza hiicre farklanmasi ve
proliferasyonun durdurulmasinda gorevlidir [11-12]. Anti Miillerian Hormon,
primordiyal folikiilden primer folikiile geciste baskilayici rol oynayan ve biiyiiyen
folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salgilanan, Klinikte ovaryum havuzunun
hormonal belirteci olarak kullanilan 6nemli bir molekiildir [13]. Yukarida
bahsedilen ve folikiilogenezde rol alan bu baskilayici gen yolaklar1 birbirinden
bagimsiz ancak dengeli bir sekilde caligmalidir. Baskilayic1 ve aktivatdr yolaklarin



dengeli c¢alismadigi durumlarda, klinikte POF denilen, follikiillerin kitlesel
aktivasyonu ve folikiil havuzunun erkenden tilkenmesi meydana gelmektedir.

Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak; ovaryum doku dondurmasi-¢6zmesi ve
transplantasyonu sonrasinda meydana gelen primordiyal folikiil kaybinin nedenleri
arasinda folikiillerin  biiyiimelerinin baskilanma mekanizmasinin  bozulmus
olabilecegini hipotez ettik.

Bu nedenle bu c¢alismanin amaci; primordiyal folikiilden primer folikiile
geciste baskilayict molekiiller olarak gorev alan pTEN, Tscl, p27 ve AMH
molekiillerinin ~ ekspresyonlarinin ~ kriyoprezervasyon  ve  transplantasyon
yontemlerinden  etkilenip  etkilenmediginin immiinohistokimyasal ydntemle
arastirilmasidir



GENEL BIiLGILER

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 bolge 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 lireme ¢agindaki boyutunun dortte biri biiytikliigiine
iner [14].

Mezosalfinks

Medulla Korteks

Sekil 2.1. Ovaryumlarin sematik olarak gosterilen anatomik yapisi. [15] numarali kaynaktan
modifiye edilmistir.



2.2.  Ovaryumun Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal ¢ok sayida genin rol oynadigi
kompleks bir siirectir. Seksiiel dimorfizmin anahtari, kisa kolunda (Ypll) SRY
genini tasiyan Y kromozomudur. Bu genin eksprese ettigi protein, cinsiyet
organlarimin kaderini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon
faktoriidiir. SRY proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Bu faktoriin varligiyla
fetiisiin cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kadin tipinde gelisir [16] (Sekil 2.2).

TBF (testis belirleyic faktor)

ve MIF (miiller kanalmi mhibe edic

faktor) n yoklngunda ovarvum gelistmit  Miller kanalmdan

20. hafta uterus. tupler ve _
Atrofik vaymamm fist kism gelisor

Wolff kanali — )

/.
\\,._ R .= :
Gog eden pnimordiyal germ Primer ovositi, sekonder
hiicrelerinin mitozu ile olugan cnstyet kordonlarindan
oogoniadan gelisen primer ovositi ~ geligen tek kath
sekonder cinsiyet kordonlan folikil hucrelen ile
cevreler gevnilerek primordival folikiili
olugturur
Sekil 2.2. Ovaryumun farklanmasi. [17] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.



Gonada gelen hiicrelerden erkek ya da disi gamet gelismesi, gonaddaki
somatik hiicrelerin cevresel kosullarina baghdir, kendi genetik iceriklerine bagl
degildir. Kadin gonadina transplante edilen XY primordiyal germ hiicrelerinden
ooosit, erkek gonadina transplante edilen XX hiicrelerinden spermatogonia gelisir.
Ovaryumun farklanmasina neden olan molekiiler faktorler giiniimiizde tam olarak
aydinlatilamamistir. Bir hipoteze gore; Wnt-4, FGF-9 ekspresyonunu inhibe ederek
SOX-9 un azalmasmma 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 ya da anormal, dejenere yapidaysa (XO gibi) gonad geriler ve “streak
ovaryum” meydana gelir. Primordiyal germ hiicreleri gelisecek olan ovaryuma
girdikten sonra dis kortikal bolge ya da kortikomedullar sinira 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 [16]
(Sekil 2.3). Yeni olusan gonaddan sekrete edilen kemotaktik faktorler de bu
hiicrelerin goclinii etkiliyor olabilir. Yaklagik 1000-2000 kadar hiicre genital
kabartiya ulasir. Buraya ulasan hiicrelerin go¢ davranislar1 son bulur [18].Bu hiicreler
genital kabartiya ulasamazsa gonadlar gelisemez. Gonadlarin over ve testise
farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.
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Sekil 2.3. Primordiyal germ hiicrelerinin gog¢ii. [18] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagmasindan hemen once
ve ulagmasi sirasinda, genital kabarti epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altlarindaki mezensimin icine 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 donemde erkek
veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Iste bu
devredeki gonad farklanmamis gonad olarak bilinir [16].
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Sekil 2.4. Ovaryumlarim embriyolojik gelisimi [19]

Ovaryum folikiiliinii olusturan folikiil epitel hiicrelerinin koken aldig {i¢
bolge tahmin edilmektedir:

1. Sélom epiteli (sekonder cinsiyet kordonlar)
2. Mezonefrik primitif cinsiyet kordonlari
3. 11k iki segenegin kombinasyonu

Son olasilik erken folikiiler epitel i¢indeki acik ve 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 safhasina girerler. Bu etki de mezonefrik hiicre kiimelerinden
olusan rete ovarii olarak adlandirilan epitelyum ile iliskili olabilir. Oosit olarak
adlandirilan mayotik oogoniumlar folikiiler hiicreler ile iliski icerisindedirler ve
primordiyal folikiilii olustururlar. Bu sirada, ovaryumun kortikal bdolgesindeki



oogoniumlar mitoz bdliinmelerine devam ederler. Oogonium ve erken oositler
gelisimlerinde senkronizasyonu saglayan hiicreler arasi sitoplazmik kopriilerle
baghdirlar. 22. haftaya kadar folikiiler gelisim tiim ovaryumda gerceklesir. Oositler 1.
mayoz bolinmenin profaz asamasinda diploten safhasina ulasana kadar
boliinmelerini siirdiiriirler. Mayoz durur ve blokaj kalkana kadar oositler bu sathada
kalir. Adolesan donemde, ovulasyondan Once tim oositler bu sekildedirler [18].
Yiizey epiteli, korteksteki folikiillerden, tunika albuginea ad1 verilen, ince bir fibroz
kapsiille ayrilir [19].

2.3.  Ovaryum Histolojisi

Kadin gonadi olarak ovaryumun birbiriyle iliskili iki fonksiyonu vardir:
gametlerin (gametogenez) olusturulmasi ve steroid hormon {iiretimi (steoidogenez).
Kadinda gamet tretimi oogenez adini alir. Ovaryumdan Ostrojen ve progesteron
olmak iizere iki ana hormon sekrete edilir. Ostrojen: i¢ ve dis genital organlarin
gelisimini indiikler ve pubertede kadin cinsiyet 6zelliklerinden sorumludur, ayrica
meme dokusunda kanallarin ve yag dokusunun olusumuna 6nemli katkis1 vardir.

Progesteron, basta uterus olmak {izere i¢ genital organlarin gelisimini
indiikler. Gebelik i¢in endometriumda sekretuar degisiklikleri saglar. Progesteron
ayrica lobiiler ¢ogalmay1 baslatarak meme bezini laktasyon igin hazirlar. Iki hormon
da fertilize oositin uterusa implantasyonunu saglamak i¢in menstriiel siklusta dnemli
rol oynar. Implantasyon gerceklesmezse uterus endometriumu dejenere olur ve
menstriiasyon siklusu devam eder [14].

Ovaryum korteks ve medulladan olusan bir organdir. Medulla, gevsek bag
dokusu, genis kivrilmis kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler i¢ceren 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 [14].

Ovaryum yiizeyi basit yassi ya da kiibik epitel ile kaplidir; bu epitel germinal
epitel olarak adlandirilir [15, 17]. Mezovaryumu ¢evreleyen mezotel ile devam eder.
Gegmiste, embriyonik gelisimde germ hiicrelerinin buradan kdken aldig diistiniilerek
bu ad verilmistir. Ancak bugilin primordiyal germ hiicrelerinin ekstragonadal
yerlesimli oldugu ve farklilagtiklar: embriyoik gonadin korteksine vitellus kesesinden
g0¢ ettigi bilinmektedir [14]. Ovaryumun beyazimsi rengini veren tunika albuginea,
germinal epitel ve korteks arasinda siki bag dokusu katmani olarak bulunur [15].
Ovaryum folikiilleri oosit gelisimi i¢in bir mikrogevre saglar. Ovaryum folikiilleri,
primer oosit igeren, her biri farkli biiyiikliikte, korteks stromasi i¢ine dagilmis
yapilardir. Folikiil caplar1 gelisen oositin evresini gosterir. Fetal hayat boyunca
olusan oogenezisin erken safhalarinda mitotik boliinmeyle oogoniyum sayis1 artar.
Oositler dogumda 1. mayoz bdliinmenin profaz safhasinda duraklamis olarak
bulunurlar. Puberte boyunca ¢ok az folikiil biiylir ve olgunlasir. Folikiil
olgunlagsmasi, ovulasyon bir siire sonra menstriiel siklus ile paralel hale gelir.
Normalde her siklusta tek oosit tam olgunluga ulasir ancak birden fazla oositin



atildig1 durumlar ¢oklu zigot olusumuna neden olabilir [14]. Her menstriiel siklus
dongiisiinde (ortalama 28 giin) genellikle tek bir oosit serbest birakilir. Kadinin
dogurganlik ¢ag1 yaklasik 30-40 yil siirer ve yalnizca 450 kadar oosit atilmis olur
[15].

Tiim tireme c¢ag1 boyunca bir kadin yaklasik 400 olgun oosit iiretir. Dogumda
600.000 ile 800.000 arasinda olan primer oositlerin hepsi maturasyonunu
tamamlayamaz ve atreziye gider. Bu siire¢ fetal hayatin 5. ayinda baglar ve oosit
cevresindeki hiicreler de apoptoz ile bu duruma eslik eder. Primer oosit sayisi
atreziyle doguma kadar %20’ye iner. Menapoz siirecinde ise oositler birkag yil i¢inde
dejenere olur [14].

2.4.  Folikiil Gelisimi

Kadinda bir menstriiel siklus ii¢ evreden olusur; folikiiler evre, ovulatuvar
evre ve luteal evre. Folikiiler evrede primordiyal folikiilden olgun folikiil ya da Graaf
folikiili gelisir [17] (Sekil 2.5). Gelisen 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 [15]
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2.4.1. 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 kath yass1 folikiil hiicreleri oositi
cevreler. Folikiil hiicrelerinin dis ylizii bazal membran ile smirlandirilmistir.
Folikiildeki oosit ¢apt yaklasik 30 um capindadir ve biiyiik, iyi dagilmis kromatin
iceren asentrik ¢ekirdegi ve bir ya da birden fazla g¢ekirdekgigi vardir. Oosit
sitoplazmasinda Golgi vezikiilleri, endoplazmik retikulum, mitokondriyon ve
lizozom kiimelerinin olusturdugu Balbiani cisimcigi bulunur.

Sekil 2.6. Ovaryum korteksinde primordiyal folikiiller [15]

2.4.2. Primer Folikiil

Oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir.
[k olarak oosit genisler, ¢evresindeki yassi1 folikiil hiicreleri ¢ogalir ve kiibik hale
gelir. Gelisen bu folikiile primer folikiil ad: verilir [14]. Oositler kalin, amorf bir ortii
olan ve asidofil boyanan zona pellusida (ZP) ile gevrilidir ve bu katman en az ii¢
farkli glikoprotein igerir [15]. Folikiil hiicreleri tek katl kiibik ya da prizmatik olup
oosit ¢apt 50-80 um’e ulastiginda, ZP 1s1k mikroskobunda goriilebilir [14].
Glikozaminoglikanlar, glikoproteinlerden zengin ve periyodic acid- Schiff (PAS)
reaksiyonu ile boyanan ZP’ nin sentezine hem oositlerin hem de folikiil hiicrelerinin
katkida bulundugu diistiniilmektedir [15].

Primer folikiiller iki tipe ayrilir;

1. Tek kath primer folikiiller. Bunlarin etrafinda tek sirali kiibik veya prizmatik
folikiiler hiicreler bulunur (Sekil 2.7).

2. Cok katli primer folikiiller. Cok katli ve ¢ogalan kiibik hiicrelerle g¢evrilidir.
Folikiiler hiicreler, kendilerini ovaryumun stromasindan ayiran bir bazal lamina
tarafindan desteklenir [17] (Sekil 2.7).
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Tek kath folikiil hiicreleri hizli mitotik ¢ogalmayla ¢ok katli folikiil hiicreleri
haline gelir ve graniiloza hiicreleri olarak tanimlanir. Folikiiler gelisim sirasinda,
graniiloza hiicreleri arasinda ¢ok sayida gap junction olusur. Graniiloza hiicrelerinin
bazal boliimii 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 folikiilii 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 6zelliklerine ve ¢ok sayida Liiteinize
edici hormon (LH) reseptorlerine sahiptir. LH stimiilasyonu ile strojen prekiirsorii
olan androjenlerin sentez ve salinimi 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 dis katmanidir. Ana
olarak, diiz kas hiicreleri ve kollajen lifleri icerir. Teka tabakalar1 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. Oosit olgunlasirken organel dagilimi da degisir.
Serbest ribozomlarin, mitokondriyonlarin, kii¢lik vezikiillerin ve diiz endoplazma
retikulumlarmin sayisi artar. Seyrek olarak yag damlaciklar1 ve lipokrom pigmentine
de rastlanabilir. Memelilerdeki oositlerde kortikal graniiller adi verilen sekretuar
vezikiiller bulunur. Oosit membraninin hemen altinda yer alirlar. Oosit, sperm
tarafindan aktive edildiginde bu graniillerin proteaz igerikleri ekzositozla saliverilir.
Perivitellin aralikta ¢ok sayida mikrovillus, oosit ve ZP c¢evresindeki graniiloza
hiicreleri arasinda uzanir. Bu uzantilar sayesinde membranlar arasinda temas saglanir
ancak sitoplazmik devamlilik saptanmamistir [14].

Sekil 2.7. Ovaryumda tek katli primer ve ¢ok katli primer folikiil [15].
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2.4.3. Sekonder Folikiil

Antrumdaki siv1 igerigi ile karakterizedir. Ilk olarak primer folikiil kortikal
stromanin derinlerine dogru gider. Graniiloza hiicrelerinin mitozla ¢ogalmasi sonucu
folikiiliin boyutu artar. Oosit ve folikiil hiicrelerinin gelisimi i¢in birgok faktor
gerekir; Folikiil stimiile edici hormon (FSH), Biiyliime faktorleri; epidermal biiyiime
faktorleri, insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1), Kalsiyum iyonu (Ca®") bu
faktorlerin baslicalaridir. 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 dontigiir. Bu folikiile sekonder ya da antral folikiil adi verilir. Asentrik
cekirdekli oositin ¢ap1 yaklasik 125 um’ye ulasir ve daha fazla biiyiimez. Graniiloza
hiicrelerinden antral siviya salinan oosit maturasyonunu inhibe edici peptit (OMI),
oositin biiyiimesini duraklatir. Sekonder folikiiliin boyutu ve OMI konsantrasyonu
arasinda direkt bir baglanti vardir. Konsantrasyonu kiigiik folikiilde en az, olgun
folikiilde en fazladir. Folikiil sivisinin ilk ortaya ¢iktigi erken sekonder folikiil
evresinde folikiil ¢ap1 0,2 mm, olgun folikiil evresinde ise 10 mm Yya da daha fazla
capa ulasir. Sekonder folikiiliin boyutu arttiginda, atrum da genisler ve ¢evresinde
birkag kat graniiloza hiicresi bulunur. Oositle baglantili oldugu kutup hari¢ grantiloza
hiicre katimin kalinlig1 her yerde aynidir. Graniiloza hiicrelerinin oositle iliskili
oldugu yerde, graniiloza hiicreleri antruma dogru uzanan kumulus ooforus adi verilen
tepecigi olustururlar. Oositi ¢evreleyen kumulus ooforus hiicreleri korona radiata
adin1 alirlar ve ovulasyonda oosit ile birlikte atilirlar.

2.4.4. Tersiyer (Graaf) Folikiil

Olgun primer oosit igerir. 10 mm ya da daha fazla ¢apa sahiptir. Folikiiliin
boyutu nedeniyle, ovaryum kortesinin kalinlig1 artar ve bulundugu ovaryum
yiizeyinde bir siskinlik olusturur. Folikiil maksimum boyuta ulastiginda graniiloza
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Antrum boyutu artarken graniiloza hiicre
tabakasi incelir. Ovulasyona hazirlanirken, granuloza hiicreleri arasindaki bogsluklar
genisler, oosit ve kumulus hiicreleri ile geriye kalan graniiloza hiicreleri arasindaki
baglar gevser (Sekil 2.8). Ovulasyonda oositin ¢evresinde sadece tek katli korona
radiata hticre kat1 vardir.
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Sekil 2.8. Sekonder ve tersiyer (Graaf) folikiil [15].

Folikiil gelisimi sirasinda teka hiicre tabakasi belirginlesir. Teka interna
hiicrelerinin sitoplazmasinda yag damlaciklart goriilmeye baslar. LH uyarisiyla teka
interna hiicrelerinden Ostrojen prekiirsorii olan androjenler salinir. Androjenlerin
bazilar1 graniiloza hiicrelerinin diiz endoplazma retikulumlarina taginir. Graniiloza
hiicreleri FSH etkisi ile androjenlerin dstrojenlere doniisiimiinii katalizler. Graniiloza
hiicreleri, dstrojenlerin dogrudan tiretimi i¢in gerekli olan enzimlere sahip degildir.
Bu nedenle folikiiler hiicreler folikiilogenez sirasinda steroid prekiirsorlerini
iiretemezler [17]. Ostrojen graniiloza hiicrelerinin cogalmasmi ve bdylece folikiil
boyutunun artmasini saglar. Folikiil ve sistemik kaynakli artmig dstrojen seviyesi ile
gonadotrop hiicrelerin gonadortopin serbestlestirici hormona duyarlilig1 arasinda
korelasyon vardir (Sekil 2.9). FSH ya da LH saliniminin dalgalanmasi adenohipofizi
ovulasyondan 24 saat Once indiikler. LH dalgalanmasi, graniiloza hiicreleri
tizerindeki reseptorleri duyarsizlastirir ve LH yiiksekligine ragmen graniiloza
hiicreleri Ostrojen tretmezler. Bu dalgalanmanin kesilmesi ile primer oosit I.
mayozunu tamamlar. Bu olay LH pikinden 12-24 saat sonra olur, sekonder oosit ve I.
polar cisimcik olusumu ile sonuglanir. Granuloza ve teka hiicreleri liteinize olur ve
progesteron iiretmeye baslar.
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Sekil 2.9. Hipofiz-ovaryum aksi [17].

2.5. Ovulasyon

Ovulasyon, Graaf folikiiliinden sekonder oositin atilmasi siirecidir. Her
menstriiel siklusun baslangicinda bircok primer folikiilden biri ovulasyon igin
onceden belirlenir. Menstriiel siklusun ortasinda sekonder oositin atilmasindan
hormonal degisiklikler ve enzim etkileri gibi faktorler sorumludur. Bu faktorlerin
bazilari;

e Folikil s1visinin hacim ve basincinin artmasi,

e Plazminojen aktivasyonu ile folikiiler duvarda enzimatik proteoliz,

e Oosit-kumulus ~ kompleksi ~ ve  graniiloza  hiicreleri  arasindaki
glikozaminoglikan birikiminin hormonal etkiyle kaldirilmasi

e Teka eksterna tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasi [14].

Ovulasyondan hemen 6nce, olgun folikiil ovaryum yiizeyinden disariya dogru
stigma denilen bir ¢ikint1 yapar [17]. Bu alanda kan akimi durur ve ovulasyonda
buradan yirtilma olur [14]. LH diizeyinin artmasi sonucu uyarilan teka eksterna ve
tunika albuginea i¢indeki proteolitik etkinlik, olgun folikiiliin yirtilmasim
kolaylastirir. Disartya atilan gamet, ovaryuma g¢ok yaklagmis olan tuba uterinanin
fimbrialar tarafindan yakalanir [17]. Oosit, ovulasyondan 24 saat sonrasina kadar
canlt kalir. Eger fertilizasyon gerceklesmezse, sekonder oosit tiiplerde dejenere olur.
Normalde her siklusta tek oosit olgunlasip atilirken, bazi sikluslarda aynm1 anda iki
oosit olgunlasip atilarak ¢oklu zigot olusumuna neden olabilir.

Primer oosit, embriyonal yasamda primordiyal folikiil igerisinde mayoz
boliinmenin profaz sathasinda duraklar. I. mayoz boliinmenin profaz safhasi
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ovulasyona kadar tamamlanmaz. Oosit bu asamada 12 den 50 yila kadar kalabilir. Bu
uzun periyotta primer oosit g¢evresel etkenlere maruz kalarak mayozu hatal
tamamlayabilir. Bu hatalar nedeniyle anomalili zigotlar ortaya ¢ikabilir. I. mayoz,
olgunlagan follikiilde tamamlanir. Primer oositte her kardes kromatin esit dagitilir
ancak biri sitoplazmanin ¢ogunu alarak sekonder oosit olugsur. Bu asamada oosit
150pum c¢apindadir. Diger oosit, minimal sitoplazma ile birlikte kalarak I. polar
cisimcik adimi alir. Oosit, birinci mayoz boliinmeyi tamamlar tamamlamaz ikinci
mayoz boliinmeye baglar. Bu boliinmede metafazda duraklar, yalnizca sekonder oosit
spermle fertilize oldugunda ikinci mayoz tamamlanir. II. polar cisimcik de bu sirada
olusur. Polar cisimcik bdliinemeyecegi icin, fertilize oosit II. polar cisimcigin
olusmasiyla taninir.

Ovulasyondan sonra ilk olarak teka internadaki kilcal damarlardan ¢ikan
kanla ortada bir ptht1 olusur. Bu yapiya korpus hemorajikum adi verilir. Stromadaki
bag dokusu folikiiler kavitenin icini isgal eder. Folikiil duvarinda kalan graniiloza ve
teka hiicreleri folikiiliin i¢ine yayilir ve icleri lipit damlaciklariyla dolarak liiteinize
olurlar. Ince yap1 diizeyinde izlenen tiibiiler kristali mitokondriyonlari, bol diiz
endoplazma retikulumlariyla steroid salgilayan hiicre 6zelligini ortaya koyarlar.

Kortekste yer alan, yiiksek diizeyde vaskiilarize olan bu yap1 progesteron ve
Ostrojen salgilar. Bu hormonlar zigotun implantasyonu i¢in uterusta endometriyumun
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,
boyutlar1 kiiciiliir 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
[14].

Gelisiminin herhangi bir asamasindaki folikiil (primordiyal, primer, preantral
ve antral) atreziye ugrayabilir. Bu siire¢, graniiloza hiicrelerinde mitoz boliinmenin
durmasi, graniiloza hiicrelerinin bazal laminadan ayrilmasi ve oositin Olimi ile
belirginlesir. Hiicre 6liimiinden kalintilar1 fagosite etmek iizere folikiilii makrofajlar
istila eder. Daha ileri bir evrede, fibroblastlar folikiiliin bulundugu alani kaplar ve
kolajen igeren bir nedbe (yara iyilesme dokusu) olusturur; bu doku uzun siire
kalabilir. Folikiil atrezisi dogum oOncesinden menapozun birkag¢ yil sonrasina kadar
goriilmesine ragmen, Ozellikle yogun oldugu bazi donemler vardir. Anne
hormonlarinin etkisinin ortadan kalktigi dogumdan hemen sonraki dénem ile nitelik
ve nicelik agisindan hormonal degisikliklerin goriildiigii ergenlik (puberte) ve gebelik
sirasinda oldukga belirginlesir [15].
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2.6.  Primordiyal Folikiil Secilim Mekanizmasi

Primordiyal folikiil popiilasyon dinamiklerini agiklamaya yonelik pek cok
model ve bir o kadar da soru isareti bulunmaktadir. Soru isaretlerinin asil sebebi,
primordiyal folikiillerin bir kismi1 biiyiirken geri kalan kisminin sessiz halde kalmasi
veya atreziye gitmesidir. Popiiler hipotezlerden birisi Henderson ve Edwards’in
‘production-line’ hipotezidir [20]. Bu hipoteze gore, embriyonik gonad gelisimi
boyunca mayotik duraklamaya giren ilk oositler, yetiskin iireme hayatini tetikleyen
ilk oositlerdir. Oositlerin temel baslangi¢ onciilleri olan primordial germ hiicreleri
(PGH) ekstraembryonik ektoderme komsu proksimal epiblasttan ekstraembryonik
ektodermal kokenli bone morphogenetic protein (BMP) 4 ve BMP8b ile
ekstraembryonik endoderm kaynakli BMP2 sinyali ile gelismektedir [21-23].
BMP4’e yanmt olarak epiblast germ hiicre ozellikleri kazanmaktadir. Germ hiicre
kompetansinin kazanilmasi interferon ile uyarilan bir transmembran proteini olan
Fragilis in germ hiicresi lizerinde eksprese olmasi ile baslar. Fragilis daha sonra germ
hiicrelerinin arka bagirsak (hindgut) mezenteri iizerinden gonada yolculugu
esnasinda sadece germ hiicrelerinde bulunan Stella isimli genin ekspresyonunu
uyararak somatik hiicre kaderinden (somatic cell fate) kagmasi ve pluripotensinin
devam ettirilmesini saglar [24-25]. Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak insanda 3-4
gebelik haftalarinda vitellus kesesinin dorsal duvarmin endoderminde 100 kadar
hiicre olarak kendilerini belli ederler. Endodermal hiicrelerden daha biiyiik olmalari,
daha az organel igeren seffaf sitoplazmalari ile ayirt edilirler [26]. Yedinci haftaya
kadar gonadin germ hiicreleri ile kolonizasyonu tamamlanir. Aslinda germ hiicreleri
overin olusumu ve devami i¢in gereklidir zira hi¢ germ hiicresi veya oosit olmayan
over dokusu kord benzeri yapilara dejenere olmaktadir [27]. Gonada ulasan PGH
daha hizli mitoz gegirerek sayilar1 kisa siirede 6. haftada 10 bin iken 8. haftada 600
bine, 20. haftada ise 6 milyona ulasir. Bu donemden sonra mitoz azalip 28. haftada
sona erer ve es zamanli baglayan atrezi 20 haftada pik yapar. Bu sebeple 20. haftadan
sonra germ hiicre sayisi diismeye baglar, yenidoganda 1 milyon, piibertede 300-400
bin kadar1 kalir. Sadece %1 i ovulatuar asamaya kadar ulasan bu hiicrelerin ¢ogu
atreziye gider ve menopoz sonrasi bin kadar1 overde kalir [28].

Ovaryan rezerv, ovaryumdaki primordiyal sayisi tarafindan belirlenir. Sessiz
primordiyal folikiiller antral asamaya ulasmadan Once kademeli olarak gelisip
blyiirler. Sonra bir grup antral folikiill daha fazla biliylimek amaciyla
gonadotropinlerin siklik stimiilasyonu etkisiyle baskin hale gelir.

Primordiyal folikiil havuzunun biiylimesini tetikleyen
mekanizma/mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Mutant fare
modellerinde yapilan c¢aligmalar, primordiyal folikiillerin dormant halde kalmasinin
bir takim inhibitdr molekiillerin etkisi altinda kalmasindan kaynaklanabilecegini
onermektedir. Bu inhibitorler; Foxo3a, FoxL2, phosphotase and tensin homolog
(pTEN), tuberous schlerosis complex (Tscl), siklin bagimli kinaz inhibitér 1B
(p27kipl veya p27) ve anti-Mullerian hormondur (AMH). Kemirgenlerde pTEN,
Tscl ve Foxo3a genlerin oosit-spesifik delesyonu sonucu dormant primordiyal
folikiillerin toplu aktivasyonu goriilmiistiir. Diger oosit ve somatik hiicre kokenli
bliylime faktorleri (GDF9 ve bazi BMP ailesi iiyeleri biiylime faktorleri) de
gonadotropin bagimsizdir. Bu faktorlerin etkilesimleri, erken folikiiler fazda
graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerinden salgilanan hormon ve androjenler ile
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kontrol edilir. Ilging olarak, bu faktdrlerden bazilari dominant folikiiliin secilimi,
prematiir liiteinizasyonun inhibisyonu ve gonadotropinlere yanit gibi folikiiliin
bliylime asamalarinda kritik rollere sahiptir [29].

Primordiyal folikiilden primer folikiile gecisteki en dnemli baskilayicilardan
birisi de p27°dir [29]. p27, TGF-B gibi sinyallere yanit olarak ekspre olur ve
hiicre siklusunun G1 fazinda tutuklu kalmasindan sorumludur [30]. Biiylime
faktorlerinden mahrum kalan, Gy fazinda bulunan veya kontakt inhibisyona maruz
kalan hiicrelerde p27 ekspresyonu artarken, hiicre siklusuna giren hiicrelerde ise
azalir [31]. p27’nin degradasyonu Gys gegisi i¢in kritik bir 6nem tasir. p27, D tip
siklinler/CDK4 kompleksleriyle giiclii ve siklin E/CDK2 kompleksiyle de zayif
etkilesimdedir. D tip siklinler ve CDK4 kompleksleriyle etkilesime girdiginde
CDK4’in  katalitik  aktivitesini ve bdylece CDK4’tn Rb  proteinini
fosforlamasin1 (pRb olusumunu) inhibe eder. Gergekten de p27, siklin D veya pRb
genlerini icermeyen farelerle yapilan bazi ¢alismalarin fenotipik sonuglari, p27 ve
pRbD eksik olan farelerde hiperplazi ve timor olusumu gostermistir [32-37]. p27
geninden yoksun farelerde viicut biiyiikliiglinlin artmasi, bir¢ok organda
hiperplazi ve timor olusumu, p27°nin bliylimeyi siirlamadaki ve timor
baskilanmasindaki 6nemine isaret etmektedir [38-39].

Deney hayvanlar1 {izerinde yapilan c¢alismalar p27°nin, primordiyal
folikiillerin oosit ve folikiil hiicrelerinde ekspre edilerek, primordiyal folikiiliin
dormant olarak kalmasini diizenledigini gostermektedir. p27 geni silinmis farelerde
oositin biiylimesi ve pregraniiloza hiicrelerinin farklanip proliferasyonu sonucu
prematiir folikiil aktivasyonu goriilmiistiir [40]. Mevcut g¢aligmalar, p27 geninin
memeli ovaryum gelisiminde énemli bir belirleyici oldugunu 6nermektedir [41].

pTEN ve Tsc ile ilgili literatiirde pek ¢ok calisma bildirilmistir. pTEN,
fosfoinositid-bagimli kinaz-1 (PDK1) inhibisyonu ile P70-S6 kinaz 1 (S6K1)’in
fosforile halde tutulmasini saglar ve boylece S6K1, ribozomal protein S6 (rpS6) ve
Okaryotik baglatic1 faktor 4B’yi (elF4B) fosforilleyerek oosit gelisimini saglayan
protein translasyonu meydana gelmektedir. Daha agik bir ifadeyle, primordiyal
havuzun tiikenmemesi i¢in pTEN molekiiliiniin PDK1’1 aktive etmesi ve bdylece
oosit gelisiminin duraklatilmasi gerekmektedir. pTEN’in AKT yolagini diizenlemesi
ile hiicre siklusu, apoptoz, biiyiime ve farklanma ile ilgili pek ¢ok yolakta cok dnemli
gorevleri oldugu bilinmektedir (Sekil 2.10). Tsc molekiilii de pTEN molekiiliine
benzer bigimde ayni yolagi mTORC1 yolag: {izerinden inhibe etmektedir. Bu
inhibisyon sayesinde primordiyal havuzu sessizligini korumaktadir. pTEN ve Tscl
geni silinmis kemirgenlerle yapilan calismalar, pTEN ve Tsc delesyonlarinda
primordiyal folikiil rezervin tikkendigini dogrulamaktadir [8, 10].
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PI3K
FOXO, p27 ve GSK FOXO, PAR-4 ve BAD TSC/mTOR' un negatif
inhibisyonuyla hicre inhibisyonuyla apoptozu regulasyonu ile buyime
siklusu kontroli engeller ve farklanma saglanir
Sekil 2.10. PTEN/fosfatidilinositol-3 kinaz (P13K) sinyal yolagi. [42] numarali kaynaktan

modifiye edilmistir.

AMH, ovaryumda gelisen folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilir
ve primordiyal folikiilden primer folikiile gecis evresinde primordiyal folikiil
havuzunu korumada gorev alir. AMH seviyesi kiiciik antral folikiil sayisiyla orantili
olarak serumda Olgiilebilir. Kadinlarda AMH seviyesi yasa ve post-menopozal
evreye bagl olarak geriler. Prematiir ovaryan yetmezlige sahip olan kadinlarda ise
antral folikiil sayisinin yokluguna bagl olarak olg¢iilemeyecek kadar azalir. AMH
seviyesi son zamanlarda ovaryan folikiil havuzunu gosteren bir belirte¢ olarak
klinikte kullanilmaktadir [43].

2.7. Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu

2001°de Amerika’da 625.000° den fazla kadin invaziv kanser tanisi almistir.
Bu kadinlarin yaklasik %81 40 yas altindadir. Agresif kemoterapi, radyoterapi ve
kemik iligi transplantasyonu dahil simdiki tedavi protokolleri ile baz1 kanserlerin
tedavi basarist %90’a kadar artmistir. Amerika’da 2010’a kadar yapilan ¢alismalar,
cocukluk kanserlerinin 1/200 oraninda yasadigmni gostermistir. Artmis yasam
beklentisiyle birlikte yasam kalitesi de onemli hale gelmistir [44].

Cocuk sahibi olmak, gonadlara toksikligi kanitlanmis kemo ve radyoterapiden
sonra kanser hastalar1 i¢in zor olabilir. Kanser tedavisinden sonra prematiir ovaryum
yetmezligi goriiliir ve sonugta bircok kadin kanser hastas1 kemoterapi ve radyoterapi
nedeniyle follikiil kayiplarindan etkilenir [45].
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Ureme c¢agindaki cogu kanser hastasinin fertilitelerini  korumak igin
uygulanan uygun bir yardimecir iireme teknigi yoktur. Giliniimiizde kanser
tedavisinden Once fertilitenin korunmasi kanserle ya da kanser tedavisi ile ortaya
cikan infertilitenin istesinden gelmek icin Onemli bir tercihtir. Kadin kanser
hastalarmin fertilitesi ¢esitli araglarla korunabilir. Ornegin; pelvik radyasyondan
korunmak i¢in ovaryumlarin periton altindaki yeri degistirilebilir [46]. Ancak bu
uygulama kemoterapi alacak hastalar i¢cin uygun degildir.

Yardimci iireme, kontrollii ovaryum stimiilasyonuna gidecek hastalarda
fertiliteyi korumak i¢in diger bir yaklasimdir. Toplanan oositler, esinin spermleriyle
in vitro fertilizasyon (IVF) ya da intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) 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 yardimei tireme teknigi uygulamasi arasinda
yeterli zaman olmayabilir. Ikinci olarak; puberte Oncesi gen¢ kizlar ve partneri
olmayan hastalar genellikle yardimei tireme teknigi uygulanmasina uygun degildir.
Ugiincii olarak; ovaryum stimiilasyonunda kullanilan gonadotropinler &strojen-
duyarl kanserler i¢in uygun degildir.

Oosit kriyoprezervasyonu bazi merkezlerde basarili dogum sonuglari
vermistir ancak bu konudaki deneysel calismalar ve teknik heniiz yeterli degildir.
Oosit vitrifikasyonu sonrast yasam orani yiiksek olmasina ragmen, oositlerin yavas
dondurma islemi bir¢ok merkezde altin standarttir. Oositler, dstrojen duyarli olmayan
kanser hastalarinda gonadotropin stimiilasyonundan sonra elde edilebilir. Immatiir
oositler de toplanabilir ve kriyoprezervasyondan sonra in vitro matiirasyona (IVM)
indiiklenir. Alternatif olarak oositler, izole edilebilir ve kriyoprezerve edilmis tiim
ovaryum ya da ovaryum doku biyopsisinden saglanabilir. Eger hastanin esi var ise,
IVM’den sonra bu oositler fertilize edilebilir ve sonugta ortaya ¢ikan embriyolar
dondurulabilir ancak, gebelik sansi saklanan embriyo ve oosit sayisi ile smirlidir
[47]. Buna ek olarak etik ve kanuni konularda baz1 problemler ortaya ¢ikabilir. Oosit
ve embriyo kriyoprezervasyonu yapilirsa, ovaryumda birgok primordiyal follikiil
bosa harcanmis olur [48].

Ovaryumda kiictik, inaktif, farklanmasini tamamlamamis, zonas1 olugsmamis,
immatiir oositler igeren yiizlerce primordiyal follikiil vardir [49]. Bu olgunlagsmamis
oositler, zona pellusidanin ve kortikal graniillerin yoklugu nedeniyle
kriyoprezervasyonu tolere edebilir. Kanser tedavi prosediiriinde gecikme olmadan,
evlilik durumu ve yasi hesaba katilmaksizin, herhangi bir kanser hastasindan
ovaryum korteksi saglanabilir [50]. Amorim ve arkadaslari 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 secenek yapar. [51]
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2.8.  Kriyoprezervasyon Yontemleri

Oncelikle gida endiistrisinde dondurma, tasima ve saklama ihtiyaglarina
yonelik baslayan ¢alismalar farkli boyutlar kazanmistir. 1779 yilinda gliseroliin kesfi
ile kriyobiyolojik ¢alismalar baslamistir. Luyet, 1934 yilinda “Siv1 nitrojen canli bir
dokuyu birka¢ saniyede oldiirebildigi gibi, yillarca belki de yiizyillarca koruyabilir’
fikriyle kriyoprezervasyonun temellerini atmustir [52]. 1949 yilinda Polge ve
arkadaglar1 yapay dollenme igin sperm dondurmasi ¢alismalart baslamistir [53].
Gliserol 1ile sivi azot buharinda dondurulan spermatozoonlarla ilk dogum
gerceklestirilmistir [54]. 1lk insan sperm bankasi sirketi 1973’te Fransa’da
kurulmustur. Uzun siiren hayvan deneylerinden sonra, ovaryum kriyoprezervasyonu
konusunda insanlarda da basarili sonuglar elde edilmeye baslanmistir. Dondurulup
¢Oziillen embriyo, yardimli iireme teknikleri kullanilarak 1983 yilinda basari ile
sonuclanmistir. Heniiz deneysel asamada olarak tanimlansa bile giiniimiizde kadar
bildirilmis ¢ok sayida canli dogum mevcuttur [55].

Ovaryum dondurulmasiyla ilgili metodolojiye yonelik pek cok arastirma
mevcuttur. Dondurma metodlari, sogukta koruyan maddelerin konsantrasyonlar1 ve
icerikleri bunlardan birkacgidir. Ancak dondurulan dokularin viicut icine tekrar
nakledilmesi sonrasi ortaya g¢ikan hasar mekanizmalart konusunda kanita dayali
bulgular oldukg¢a siirhdir.

Is1, konsantrasyon, maruziyet siiresi gibi durumlar da toksisiteyi direkt etkiler.
Sicakligr diistirmek toksisiteyi azaltir ama kriyoprotektif ajan kullanimi
penetrasyonunu da diislirecektir. Kriyoprezervasyonda iki ©nemli tehlike:
Soliisyon etkisi ve hiicre i¢i buz formasyonudur. Digerleri ise hiicre i¢i dehidrasyon
ve hiicre dis1 buz formasyonu olusumu olarak sdylenebilir.

Basaril1 kriyoprezervasyonda temel {i¢ anahtar faktor;
e Dondurma — ¢dzme hizi,
e Kiriyoprotektan bilesimi,
e Numune hacmidir.

Kriyoprezervasyon  uygulamalart  genel  olarak  iki  yOntemle
yapilabilmektedir: Yavas dondurma (slow freezing) yontemi ve vitrifikasyon
yontemi.
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2.8.1. Yavas Dondurma Yontemi

Yavas dondurma yontemi, bilgisayar destekli bir program yardimiyla,
sicakligin kademeli olarak disiiriilmesi prensibine dayali bir kriyoprezervasyon
yontemidir [56]. S6z konusu bilgisayar programi ile hiicre i¢i buz kristali olusumu,
dokunun disinda buz kristali olusturularak dnlenir (seeding). C6zme esnasinda kristal
formasyonunu onlemek i¢in hizli ¢ézmek gerekir. Avantajlari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Rutin kullanim1 daha uygulanabilir oldugu i¢in kliniklerde giiniimiiz
itibariyle daha sik tercih edilen bir yontemdir [57]. Vitrifikasyon yontemine gore
islemler daha ¢ok maliyetli ve daha az beceri istemektedir. Kriyoprotektif ajan
kullanimi, dengelenme (equilibration) islemi diisiik yogunlukta kullanilmasi
durumunda miimkiindiir. Insan ovaryan doku kriyoprezervasyonu igin rutin
uygulamasi deneysel asamada olsa da kliniklerde yaygin olarak kullanilmaktadir
[58].

2.8.2. Vitrifikasyon Y ontemi

Buz gekirdeklenmesi ger¢eklesmeden, ¢ok hizli sogutmayla ya da gradiyent
olusturmaya yonelik kriyoprotektan madde kullanimiyla dokunun Kristalsiz cam-
fazinda donmas1 durumudur. Molekiiller kimyasal reaksiyonlara giremeyecek sekilde
hareketsiz kalarak hapsolurlar (saf su igin 106 °C/sn). Dokunun hareketsiz kalacak
sekilde hapsolmasi i¢in uygun soliisyonlarin uygun derisimlerde kullanilmasi
gerekmektedir. Vitrifikasyon yonteminin en biiyiik dezavantaji da kullanilacak olan
kriyoprotektan madde/maddelerin derisimlerinin uygun olarak ayarlanmasi iglemidir.
Ancak bu sekilde doku icindeki su ile disaridaki kriyoprotektif madde alis verisi
sirasinda dokunun maruz kalacagi toksik hasar engellenebilir. Kriyoprotektan orani
cok yiiksekse, hizli diflizyon sayesinde doku hizli bir sekilde dondurulur. Fakat bu
durumda kriyoprotektan kaynakli toksik ajan maruziyeti yiliziinden sogutma hizinin
bir 6nemi kalmaz. Ornek olarak %41-50 propanediol’de heterojen cekirdeklenme
1s1s1, vitrifikasyon 1sisimin altindadir. Bunun anlami vitrifikasyon sicakliginda buz
kristalleri olusmamasidir [59].

22



Vitrifikasyonun baslica 6zellikleri sunlardir:

Doku ile nitrojen arasi direkt temas,
Buz kristali olusumunun engellenmesi,

Kriyoprotektan konsantrasyonunun degistirilebilir olmasi toksisitenin
azaltilmasini hatta giderilmesini saglar,

Hizl1 dondurma-¢6zme islemi,

Diisiik voliimlii kullanim,

Dakikada 15.000 — 30.000 °C sogutma
Prosediir stiresinin 2-10 dakika olmasi [60].

Ovaryan doku kriyoprezervasyonunda yavas dondurma yontemi, vitrifikasyon
yontemine gore klinikte daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser hastalarina
yonelik yapilan calismalarda yavas dondurma ile vitrifikasyon yontemleri insan
ovaryan doku sagkalimima gore karsilastirildiginda, yavas dondurma ydnteminin
daha umut verici oldugu onerilmektedir [61]. Biz de, mevcut ¢alismalar 1s18inda
calismamizda yavas dondurma yontemini kullandik.
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2.9.  Kriyoprotektanlar ve Genel Ozellikleri

Iki tip kriyoprotektif ajan vardir. Hiicre igine giren (permeable), ve hiicre
disinda kalan (non-permeable) kriyoprotektan.

Dondurma 0&ncesi hiicrelere eklenen ve hiicrelerin sagkalimini arttiran
maddelerdir. Hiicrede donuk olmayan kismin oranmi arttirirlar.  Iyonik
kompozisyonu azaltirlar. Boylece doku ile kriyoprotektif ajan arasinda dengelenme
saglanir, bu dengelenme sonucunda ise doku ile ¢6zgen arasinda “camsi form” yapisi
olusur. Bu cams: form, doku karsisinda maruz birakilan kriyoprotektanin
yogunluguyla orantilidir [62]. Su, ¢ekirdeklenmeden (niikleasyon) dnce dondurulursa
kristalizasyon engellenir. Molarite, ¢oziiniirlilk, ozmolarite ve hiicre gecirgenligi buz
kristal olusumunda ve camsi forma gegiste hayati rol oynayan faktorlerdir [63].

Cams1 forma gecis esnasinda dokunun daha az toksik hasara maruz kalmasi
amagclanarak hiicre diginda kalan (non-permeable) kriyoprotektif ajan kullanilabilir.
Kriyoprotektanlar buz kristali olusumunu onler ve camlastirmaya yardim ederler
(antifiriz etkisi). Donma 1sisin1 disiiriirler ve viskoziteyi artirarak hiicre hasarini
Onlerler.

Giintimiizde hiicre igine giren (permeable) kriyoprotektan olarak kullanilan
maddeler;

e Dimetil siilfoksit (DMSO)
e Etilen glikol (EG)

e Propanodiol (PrOH)

e Gliserol (GLY)

Hiicre disinda kalan (non-permeable) kriyoprotektan olarak kullanilan
maddeler;

e Seker kokenli olarak; Siikroz, trehaloz ve rafinoz

e Hayvan kokenli makromolekiiller; Serum ve yumurta sarisi
o Polimerler; Fikol, dekstran, polietilen glikol, polivinil alkol,
e Antifiriz proteinlerdir.

2.10. Hayvanlarda Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu

Ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu 1950 lerin basindan beri
uygulanmaktadir [64]. Parrot, farelerde dondurulup ¢6ziilmiis ovaryum dokusunda
ortotopik greftlemeden sonra fertilizasyonun yeniden diizenlenmesinin miimkiin
oldugunu gostermistir. Gosden ve arkadaslari ise koyun ovaryum dokusunun
dondurulup ¢oziilerek transplante edilmesiyle meydana gelen canli dogum rapor
etmiglerdir [56]. Benzer raporlar, sican ve tavsanlarda da bildirilmistir [65].
Hayvanlardaki bu basarili ¢alismalar, ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonunun
insan i¢in miimkiin olan bir uygulama ve fertilite korunmasinin uygulanabilir bir
araci oldugunu kanitlar [66].
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2.11. 1Insanlarda Ovaryan Doku Kriyoprezervasyonu

Parrot ve arkadaslarinin fare ovaryum g¢alismasindan yaklasik 30 yil sonra, iKi
farkli grup insan ovaryum dokusu kriyoprezervasyonunda basarilt sonuglar
bildirmislerdir. Hovatta ve arkadaslari, insan ovaryum doku kriyoprezervasyonunun
uygulanabilir oldugunu gostermistir [57]. Ondokuz hastadan ovaryum dokusunu 2
farkli kriyoprotektan protokolii kullanarak dondurdular. Iki dokuda da follikiil ve
oosit morfolojisinde farkliliga rastlanmamustir. Ikinci grup; Newton ve arkadaslari, 8
donorden ovaryum korteksi alarak 4 farkli kriyoprotektanla 2 ay sonra immiin baskin
farelere transplante etmis ve histolojik degerlendirmede follikiillerin %14-84
oraninda canli oldugunu gostermistir [67]. Hovatta ve arkadaslar1 kriyoprezerve
ovaryum dokusundaki follikiillerin 10-15 giine kadar canliligim1 korudugunu
gostermistir [57]. Insanda ovaryum Korteksinin kriyoprezervasyonundan sonra
ovaryum fonksiyonunun in vivo geri doniisimii ilk olarak Oktay ve Karilkaya
tarafindan gosterilmistir [68]. Bu ortotopik transplantasyon, menapozal gonadotropin
stimiilasyonuna cevaben sol periton altina laparoskopik yolla transplante edilen
ovaryum doku pargalarinda follikiil gelisimi ile sonuclanmistir. Oktay ve arkadaslari
calismalarinda ovaryum korteksini 6n kola transplante ederek iki hastada folikiiler
gelisimin ve endokrin fonksiyonlarin geri geldigini gostermislerdir [69]. Bu
hastalardan birinden, gonadotropin stimiilasyonundan sonra perkiitandz oosit elde
edilmistir. Alinan ii¢ oositten ikisi postmatiir, biri metafaz I evresindedir. In vitro
olgunlagtirilan oosite ICSI yapilmasina ragmen, fertilizasyon gergeklesmemistir.
2004’ {in sonlarinda ayni grup, akciger kanserli bir hastadan alinan ovaryum kortikal
bantlarinin dondurulup ¢6ziildiikten sonra karin derisine transplante edilmesi sonrasi
elde edilen oositlerden normal bir embriyo gelisimi saglamistir [70].

Otolog ortotopik transplantasyondan sonra dondurulup ¢oziilen ovaryum
korteksinden elde edilen ilk canli dogum, Donnez baskanligindaki Belgikal1 bir grup
tarafindan rapor edilmistir [71]. Baska bir arastirmada Hodgking lenfomali hastanin
ovaryumu, kanser tedavisinden Once kriyoprezervasyonla dondurulmus, ¢oziilen
kortikal bantlar inaktif sag ovaryum hilumuna peritoneal bir pencere agilarak
transplante edilmistir. Bu, spontan bir gebelik ve Tamara adinda bir kiz ¢ocugunun
dogumu ile sonuglanmistir. Oktay ve Tilly, bu gebeligin kaynaginin, transplante
edilen doku mu, inaktif ovaryum mu oldugu konusunda siipheye diismiislerdir.
Donnez ve arkadaslari, endokrinolojik, laparoskopik ve ekografik olarak gebeligin
transplante edilen tarafta gelisen follikiilden kaynaklandigini gostererek bu soru
isaretlerini cevaplamiglardir. Diger bir spontan gebelik dondurulup ¢oziilmiis
ovaryum dokusunun ortotopik transplantasyonundan elde edilerek bildirilmistir [72].
Dondurulup ¢oziilmiis ovaryum dokusunun transplantasyonundan sonra IVF ile
olusan gebelik, canli dogum ile sonuglanmstir [73].

Canli dogumlarla sonuglanan arastirmalar, bu tedavi secenegini erken
ovaryum yetmezligi olan kadinlar i¢in umut verici hale getirmistir [74].
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2.12. Ovaryum Doku Kriyoprezervasyonu I¢in Endikasyonlar

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu i¢in potansiyel olasiliklar1 bir¢ok yazar
listelemistir [75]. Bu tanilarin baslicalari; akciger kanseri, serviks kanseri, 16semi,
lenfoma, Hodgkin hastaligi, sarkom, ovaryum ya da endometriyum kanseri,
otoimmiin hastaliklar ve noroblastom vb. hastaliklardir. Diger iyi ve kotii huylu
hastalik tanisi alan hastalara radyo ya da kemoterapiden 6nce ovaryum doku
kriyoprezervasyonu onerilir. Kemik iligi ya da kok hiicre transplantasyonuna giden
hastalar transplantasyondan Once ovaryum yetmezligi ile sonuglanan yiiksek doz
kemo ya da radyoterapi almalar1 nedeniyle ovaryum doku kriyoprezervasyonu igin
potansiyel adaydirlar [76]. Ovaryum doku kriyoprezervasyonu Turner sendromu gibi
kanser olmayan vakalara da Onerilebilir [77] ancak ovaryumda kanser saptanan
hastalara ototransplantasyon i¢in ovaryum doku dondurulmasi 6nerilmemelidir [70].
Bu nedenle, ovaryum kriyoprezervasyonu onerilmeden once, ovaryumun metastaz
icin taranmasi1 gereklidir. Akciger kanserli hastalarda, ovaryum metastaz1 ekarte
edilmelidir ¢iinkii akciger kanserinde (BRCA) gen mutasyonu varliginda ovaryum
kanseri ve ovaryum metastazi riski artmaktadir [78]. Eger erken ovaryum yetmezligi
icin monozigotik ikizlerden digerine ovaryum doku seritleri transplante edilirse
normal gebelik ve canli dogum miimkiindiir.

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu, ovaryum kanseri harig, fertilitesi
korunacak ve diizenlenecek her kadin hastaya Onerilebilir. Ovaryum kanserli
hastalarda, ovaryum cikarildiktan sonra IVF laboratuarinda in vitro matiire edilen
oosit esinin spermleri ile fertile edilebilir. Fertilize oositler, 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 diisliniilmektedir. Kanitlar
transplantasyon lehinde olmasina ragmen, gebeligin kaynaginin transplante edilen
ovaryum dokusundan m diizelen menapozal ovaryumdan mi1 oldugu heniiz acikliga
kavusmus degildir. Ovaryum doku kriyoprezervasyonu ile ilgili etik problemler,
teknigin arastirilmasini gelecege ertelemektedir [48].
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2.13. Cahsmamzin Cikis Noktasi

Primordiyal folikiil aktivasyonu ve folikiilogenezde rol alan aktivatér ve
baskilayici faktorlerin normalde dengeli bir sekilde ¢alistiklart bilinmektedir [79]. Bu
baskilayici ve aktivatorlerin dengesinin bozulmasi durumunda, follikiillerin kitlesel
aktivasyonu nedeniyle prematiir ovaryan yetmezlik meydana gelmektedir.

Oktem ve arkadaslar1 2011 yilinda vitrifiye edilmis insan ovaryumlarinin,
yavas dondurulmus ovaryumlardan daha az primordiyal folikiile sahip oldugunu ve
primordiyal havuz belirleyici olan AMH molekiiliinii daha az eksprese ettigini
gostermislerdir [80]. Kim ve arkadaslari yine aymi yil yavas dondurmanin
vitrifikasyona gore kiiltiir ortaminda da daha etkili sonug verdigini gostermistir [81].
Amorim ve arkadaslari, insan ovaryum dokusundaki Kit Ligand ve AMH
ekspresyonunda kriyoprezervasyon ve transplantasyonun etkisini arastirmislar ve
transplante edilen taze dokuda ve dondurulup ¢oziliip transplante edilen dokuda
primordiyal folikiillerde azalan bir kit ligand ekspresyonu gostermislerdir. Kit
ligandin folikiildeki azalan ekspresyonu biiylime, farklanma ve apoptoz vb. olaylara
etki ederek folikiil aktivasyonunda énemli rol oynamaktadir [82-83].

Literatiirdeki bu ¢aligmalar 1s1ginda, ovaryum doku kriyoprezervasyonu ve
transplantasyonu sonrasinda meydana gelen folikiil kaybinin nedenleri arasinda
folikiillerin biliylimelerinin baskilanma mekanizmasimin bozulmus olabilecegini
diisinmekteyiz. Caligmamizda; ovaryum Kkriyoprezervasyon ve transplantasyon
strecinde  primordiyal folikiil aktivasyonunu baskilayan mekanizmalarin
ekspresyonlarini degerlendirdik.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Dokularin Elde Edilmesi

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
17.05.2013 tarihli onayr alindiktan sonra yapilmistir. Calismalarin bir kisminin
yapildig1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Kok Hiicre ve Ureme Biyolojisi Laboratuvarlari’ndan gerekli yazili izin alinmustir.
Calismamizda Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Laboratuarindan 28 adet, 4-6
haftalik, Wistar tiirii, menstriiel siklusu baslamuis, disi sican kullanildi.

Sicanlar su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12’ser saatlik aydinlik/ karanlik
dongiistinde tutuldu. Disi sicanlar ketalar anestezisi ile uyutulup ovaryumlar: elde
edildi, her iki ovaryum 4'er es parcaya boliiniip yaklasik lmm? liikk 8 ovaryum pargast
elde edildi. Anestezi almig hayvan sirt iistii yatirilip karinda, dorsal orta-lumbar bolge
traglanip, iyodin ve alkol ile temizlendi. Deri, kaudal kisimla gogiis kafesi arasinda,
derinin dorsal orta hattina dogru 2-3 cm kesildi. Ikinci ve 5. lumbar vertebralar
hizasinda linea alba tizerinde, karinda 0.5-1.0 cm’lik bir insizyon agildi. Hafif bir
manipiilasyon ile ovaryumlar ve etrafindaki yag doku saptanip disar1 ¢ikartildi ve
ovaryumlar yag dokusu ile birlikte elde edildi. 4.0 emilebilir sutur ile uterus ve
damarlarinin kranial kismi ligatiire edildi. Ovaryumlar, L-15 soliisyonu igeren bir
petri kabinda tutuldu. Cevre dokular makas ve pens yardimiyla ayrilip ve ayni sicana
ait her bir ovaryum 1 mm?® pargalar olacak sekilde boliiniip asagidaki gruplar
olusturularak bu gruplara dagitilds;

1-Kontrol grubu (K): Sicanlardan (n=28) elde edilen ovaryum pargalarindan
iki tanesi kontrol grubu olarak dogrudan parafin takibe alindi.

2-Yavas dondurma yontemi ile dondurulup-¢oziilen grup (DC): Siganlardan
(n=28) alinan ovaryum dokularindan iki tanesi dondurulup-¢oziildii ve parafin takibe
alind1.

3-Taze alinan ve transplante edilen grup (T): Siganlardan (n=28) alinan
ovaryum dokularinin iki tanesi yine ayni siganin sirt kasi (m. trapezius) igerisine
transplante edildi (ototransplantasyon yapilmis heterograft). Iki hafta sonunda elde
edilen transplantlar parafin takibe alindu.

4-Yavags dondurma yontemi ile dondurulup-¢éziilen ve transplante edilen
grup (DCT): Siganlardan (n=28) alinan ovaryum dokularmin iki tanesi dondurulup
coziildiikten sonra yine ayni sicanin sirt kasi (m. trapezius) igerisine transplante
edildi (ototransplantasyon yapilmis heterograft). iki hafta sonunda elde edilen
transplantlar parafin takibe alindu.

DC ve DCT gruplarda uygulanan dondurma islemleri yavas dondurma
yontemiyle “slow-freezer” cihazt (SY-LAB Ice Cube series)  kullanilarak
gerceklestirildi.
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3.2. Elde Edilen Dokularin Tasinmasi

Sican ovaryumlar1 ¢ikarilir ¢ikarilmaz +4 °C de tutulan tasima soliisyonu
icerisine alinarak buz iizerinde laboratuvar ortamina tagindi.

3.3.  Yavas Dondurma Tekniginin Uygulanisi

Sigan ovaryumlart 1,5 M dimetil siilfoksit (DMSO), %20 fetal sigir serumu
(FBS), 0,1 M siikroz i¢eren kriyoprotektana aktarilarak 1 ml dondurma soliisyonunda
kriyo tiipler iginde 4°C de 30 dakika siireyle calkalanarak bekletildi. Dengelenme
sonrasinda dondurma tiipleri (kriyovial) bilgisayar programli yavas dondurma
cihazina alindi. Yavas sogutma 0°C den baslamak iizere doku -7°C ye 2°C/dk hizla
indirildi, 10 dakika -7°C de tutuldu ve manuel seeding yapilarak buz kristallesmesi
kontrollii bir sekilde gerceklestirildi. Takiben 0,3°C/dk hizla -40°C ye getirildi.

Son olarak -140°C ye 100°C/dk hizla sogutulup dondurma tiiplerinde
saklanmak {izere s1v1 nitrojene transfer edildi.

3.4.  Ovaryum Dokusunun Coziilmesi

Ovaryumlarin bulundugu dondurma tiipleri sivi nitrojenden ¢ikarildi. Hemen
37°C deki su banyosuna transfer edilerek 1 dk. beklendi. Dondurma tiipleri 0,1 M
siikroz + 1 M DMSO igeren L-15 mediumuna alinir, burada 5 dakika bekletildi ve
sonra sirastyla 0,5 M DMSO + 0,1 siikroz, 0 M DMSO + 0,05 M siikroz iceren
solusyonlarda her birinde 5 dakika tutuldu. Son olarak dokular L-15 Kkiiltiir
medyumunda tutularak fiksatif ¢ozeltilerine aktarildi.

3.5. Ovaryum Dokusunun Sirt Kasina Transplantasyonu

T ve DCT gruplarindaki siganlarin sirt kasi igerisine ovaryum doku
transplantasyonu yapildi (otolog transplantasyon, heterograft). Alict hayvanin sirt
bolgesi agilarak taze veya dondurulup ¢oziilen sigan ovaryum dokular1 m. trapezius
kasinin perimisyumuna 3-5 mm derinlikte bir insizyon ile yerlestirildi. Ovaryumlar
sirt kasi icerisinde 2 hafta bekletilip bu bolgeden elde edilen anastomozlu ovaryan
doku parafin takibe alindi.
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3.6. Parafin Doku Takibi

Tiim gruplardaki ovaryumlar parafin doku takibi yapilmak iizere alindi. Doku
takibi prodesiirii sdyle uygulandi: Alinan ovaryumlar, Bouin (750 mL doymus pikrik
asit, 250 mL %40'lik Formaldehit, 5 mL HCL) fiksatifine alindi. Dort saat oda 1sinda
fiksatifte bekletilen dokular 1 saat suda yikandiktan sonra birer giin boyunca sirasiyla
%70, %80, %90 alkol serilerinden gecirilip ertesi giin son olarak 3 saat %100 liik
alkolde bekletildikten sonra seffaflagtirma isleminin ardindan parafine gomiildii.

3.7.  Folikiil Degerlendirmesi ve Sayimi

Folikiil degerlendirmesi ve sayimi Gandolfi’ye goére yapildi [84]. Her
ovaryum blogundan seri kesitler alinarak bes kesitte bir follikiil sayimi
gerceklestirildi. Hematoksilen Eozin ile boyanmis preparatlar 151tk mikroskobunda
incelenerek her bir gruptaki saglam (oosit kiiresel, pre-graniiloza hiicreleri diizgiin)
ve atretik (piknotik oosit, pre-graniiloza hiicreleri piknotik) primordiyal folikiiller
(oosit, tek tabakali yassi epitel (pre-graniiloza) hiicreleri ile ¢evrelenmis) sayildi.
Gruplar arasinda saglam primordiyal folikiil yiizdeleri toplam folikiil sayisina
oranlayarak belirlendi ve karsilastirildi.

3.8. immiinohistokimya

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler, Poli L-Lizin kapli lamlar
lizerine aliarak bir gece 56 °C’lik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon igin iki kere
10’ar dakika ksilollerden gegirilip her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90,
%80, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Kesitler distile suda
calkaland1 ve fosfat tuzu tamponunda (PBS; pH: 7.2-7.4) {i¢ kez 5 dakika yikandi.
Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 200 ml sitrat tamponuna
(pH:6.0) konularak mikrodalgada 7 dakika 750W’ta kaynatildi. Mikrodalga firinin
disina alinan kesitler 20 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakildi. Hidrofobik kalemle
etrafi ¢izilen kesitler, distile sudan ve ardindan PBS’ten gecirildi. Endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla, kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile
20 dakika inkiibe edildi. PBS’te 2 defa 5 dakika yikanan kesitler, oda sicakliginda ve
nemli ortamda 0Ozgiil olmayan immunoglobulin (Ig) baglanmalarini 6nlemek
amaciyla, bloklama serumu ile 7 dakika muamele edildi. Serumun fazlasi alinan
kesitler; phosphatase and tensin homolog (p-pTEN) (Cell Signaling — Katalog No:
#9551 Ser380, anti-Rabbit, 1/50ul), p27 (Santa Cruz — Katalog No: #Sc-528, anti-
Rabbit, 1/400ul), tuberous sclerosis complex1 (Tscl) (Abcam — Katalog No:ab59274
p-T1462, anti-Rabbit, 1/50ul) ve anti-Miillerian hormon (AMH) (Abcam — Katalog
No: #ab84952, anti-Rabbit, 1/50ul) primer antikorlar1 ile + 4°C’de gece boyu inkiibe
edildi. Kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile {ic defa beser dakika yikandi. Daha
sonra sirastyla, 60 dakika biyotinli tavsan sekonder antikoru (Vector, katalog no: ba-
1000 diliisyon: 1/1000 ul) ve 30 dakika avidin-biyotin kompleksi (Vectastain elite kit
katalog no:pk-6100) ile oda 1sisinda nemli ortamda inkiibasyonlar yapildi. Her iki
uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi. Sinyalleri
gelistirmek i¢in dokular 1 dakika diaminobenzidin (Sigma- aldrich katalog
no:D4293) kromojeni ile muamele edildi ve musluk suyunda yikandilar.
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Kesitlere Mayer’s Hematoksilen (Merck) ile zit boyama yapildi ve
rehidratasyondan sonra kesitler entellan (Merck) ile kapatildi.

pTEN, p27, Tscl ve AMH boyanmalar1 151k mikroskobunda degerlendirilerek
fotogaflandi.

3.9. H-Score Analizi

Her bir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 40X biiylitmede kesit diizleminde
bulunan tiim primordiyal folikiillerinde oosit ve folikiil hiicrelerinin sitoplazmik veya
niiklear ekspresyon yogunluguna gore [0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat tespit
edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun boyanma)] arastirilan
proteinlerin ekspresyon siddeti hesaplandi. Hesaplama i¢cin HSCORE formulii
kullanildi. [Y Pi(i+ 1): ‘I’ boyanma yogunlugu skorunu, ‘Pi’ boyanan hiicrelerin
yiizdesini gosterir].

3.10. istatistiksel Analiz

Non-parametrik test varsayimlarmi  (pTEN, Tscl, p27 ve AMH
ekspresyonlari) gruplar arasinda karsilagtirmak i¢in Kruskal-Wallis non-parametrik
varyans analizi uygulandi. Normal dagilim sartin1 saglayamayan degiskenler icin
ortanca (¢eyreklikler arasi genislik) degerleri kullanildi. Fark bulundugunda farkli
grubu belirtmek i¢in Dunn’s post-hoc testi ile ikili karsilastirmalar yapildi. Kategorik
degiskenlerin (K, DC, T, DCT gruplarinin) gosteriminde say1 ve yiizde degerlerine
basvuruldu.

Istatistik analiz ve hesaplamalar SigmaStat versiyon 3.0 (Jandel Scientific
Corp., San Rafael, CA) ve SigmaPlot versiyon 11.0 (Jandel Scientific Corp., San
Rafael, CA) ile yapildi. Istatistiksel kararlarda p<0,05 anlamli farkliligin gdstergesi
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1.  Folikiil Sayilar1 ve Oranlar

Kontrol grubu (K), yavas dondurma yontemi ile dondurup-¢oziilen grup
(DC), taze aliman ve transplante edilen grup (T) ve yavas dondurma yontemi ile
dondurup-¢éziilen ve transplante edilen grup (DCT)’ larda tiim folikiiller
(primordiyal, primer, sekonder, tersiyer) sayildi. Saglam ve atretik primordiyal
folikiillerin oranlar1 degerlendirildi.

Primordiyal folikiillerin oranlari; K grubunda %32, DC grubunda, %31, T
grubunda %17 ve DCT grubunda %19 idi. Primordiyal folikiil ylizde degerleri dort
grup arasinda karsilastirildiginda; K grubu ile DC grubu arasinda anlamli bir fark
goriilmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplarinda primordiyal folikiil
orani anlamh olarak diisiiktii (p<0,05). Ancak, T grubu ile DCT grubu arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.1.A)

Atretik olan primordiyal folikiillerin yiizde ortalamalari; K grubunda %1.6,
DC grubunda %24.7, T grubunda %10.7, DCT grubunda %21 idi. Primordiyal atretik
folikiil yiizde ortalamalart dort grup arasinda karsilastirildiginda; K grubundaki
atretik primordiyal folikiil oran1 DC, T, DCT gruplarina gore anlamli olarak diisiiktii
(p<0,05). Ayrica, T grubunda DC grubuna gore atretik primordiyal folikiil yilizdesi
anlaml1 olarak daha diisiiktii (p<0,05). Fakat, T grubu ile DCT grubu arasinda atretik
primordiyal folikiil yiizdesi ag¢isindan anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.1.B).
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Sekil 4.1.A. Toplam primordiyal folikiil oranlar1

K: Kontrol grubu, DC: Dondurup-¢éziilen grup, T: Transplante edilen grup, DCT:
Dondurup-¢oziilen ve transplante edilen grup, a: K grubuna gére anlamli olarak
farkli (p<0,05), b: DC grubuna gére anlaml olarak farkli (p<0,05)
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Sekil 4.1.B. Atretik primordiyal folikiil oranlar1

K: Kontrol grubu, DC: Dondurup-¢oziilen grup, T: Transplante edilen grup, DCT:
Dondurup-goziilen ve transplante edilen grup, a: K grubuna gére anlaml olarak
farkli (p<0,05), b: DC grubuna goére anlamli olarak farkli (p<0,05)
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4.2.  Phosphatase and Tensin Homolog (pTEN) Bulgular:

pTEN proteininin primordiyal folikiillerdeki ekspresyonu tiim gruplarda
degerlendirilmistir. pTEN, K grubunda primordiyal folikiilde hem oositte hem de
folikiil  hiicrelerinde  sitoplazmik ve niiklear olarak ekspre olmaktadir
(Sekil 4.2.A-ave ).

DC grubunda primordiyal folikiilin oositinde niiklear ekspresyon
kaybolurken oosit sitoplazmasinda ekspresyon izlenmektedir (Sekil 4.2.A-b ve Q).
Ancak sitoplazmik ekspresyonun K grubuna gore bir miktar azaldigi izlenmistir.
Primordiyal folikiilde K grubuna benzer niiklear ve sitoplazmik ekspresyon
izlenmistir.

T grubunda primordiyal folikiil oositinde ekspresyon belirgin sekilde azalmis
hatta neredeyse ortadan kalkmustir (Sekil 4.2.A-c ve h). Primordiyal folikiil hiicresi
niikleusunda da pTEN ekspresyonu neredeyse yoktur fakat sitoplazmada diisiik
ekspresyonu izlenmistir.

DCT grubunda, T grubuna benzer sekilde primordiyal folikiil oositinde
ekspresyon neredeyse tamamen ortadan kalkmistir. Folikiil hiicresi niikleusunda da
ekspresyon belirgin sekilde azalmistir. Sitoplazmada da diisiik siddette ekspresyon
izlenmistir (Sekil 4.2.A-d ve i).

Sekil 4.2.A- e ve j’de yontemin ve pTEN antikorunun 6zgiinliigiinii gosteren
“negatif kontrol” kesiti goriintiisii verilmistir.

Primordiyal folikillerin pTEN ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-
Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak Karsilastirildiginda; K ile DC grubu
arasinda anlamli farklilik gézlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari
arasinda PTEN ekspresyon siddetinde anlamli diislis gozlenmistir (p<0,05)
(Sekil 4.2.B).

pTEN ekspresyonunun primordiyal folikiildeki dagilimi Sekil 4.2.C” deki
tabloda 6zetlenmistir.
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PTEN ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi

A) pTEN immiinohistokimya sonuglari: a) Kontrol grubu, b) Dondurma/Cézme grubu,
c¢) Transplantasyon grubu, d) Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubu, e) negatif
kontrol, f) Kontrol grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik biiyiitmesi, g)
Dondurma/Cézme grubundaki kare ile belirlenmis alanin biyiik biiyiitmesi, h)
Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biyiik biiylitmesi, 1)
Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik
biylitmesi, j) negatif kontrol biiyiik biiyiitme, B) H-score analizi, a: Kontrol grubuna
gore anlamli olarak farkli (p<0,05), b: Dondurma/Cézme grubuna gére anlamli olarak
farkl (p<0,05), ok baslari: primordiyal folikiil C) pTEN ekspresyonunun primordiyal
folikiilde dagilimin1 gosteren tablo. (Skala bar = 50 pm)
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4.3. Tuberous Sclerosis Complex1 (Tscl) Bulgular:

Tscl proteininin primordiyal folikiillerdeki ekspresyonu tiim gruplarda
degerlendirilmistir. Tscl, pTEN molekiiline benzer olarak kontrol grubunda
primordiyal folikiilde hem oositte hem de folikiil hiicrelerinde ekspresyon
sitoplazmik ve niiklear olarak goériilmiistiir (Sekil 4.3.A-a ve f).

DC grubunda, kontrole benzer bir ekspresyon gozlendi fakat oosit
niikleusundaki ekpsresyon siddetinde kontrole gdre bir miktar azalma gdézlenmistir
(Sekil 4.3.A-b ve g).

T grubundaki Tscl ekspresyonu, oosit niikleusunda ve sitoplazmasinda
neredeyse tamamen ortadan kalkmustir. Folikiil hiicresinde de niiklear ekspresyon
neredeyse goriilmezken sitoplazmadaki ekspresyon seviyesi belirgin olarak
azalmistir (Sekil 4.3.A-c ve h).

DCT grubundaki Tscl ekspresyonu T grubuna benzer sekilde, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda neredeyse tamamen ortadan kalkmistir (Sekil 4.3.A-d ve i).

Sekil 4.3.A-e ve j’de yontemin ve Tscl antikorunun 6zgiinliiglinii gésteren
“negatif kontrol” kesiti gorlintlisii verilmistir.

Primordiyal folikiillerin Tscl ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; K ile DC grubu arasinda
anlamli farklilik gézlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari arasinda
Tscl ekspresyon siddetinde anlamli diistis gézlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.3.B) Tscl
ekspresyonunun primordiyal folikiildeki dagilimi Sekil 4.3.C* deki tabloda
Ozetlenmistir.
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Transplantasyon - - - +

Tscl ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi

A) Tscl immiinohistokimya sonuglari: a) Kontrol grubu, b) Dondurma/Cézme grubu,
¢) Transplantasyon grubu, d) Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubu, e) negatif
kontrol, f) Kontrol grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik biiyiitmesi, g)
Dondurma/Cézme grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik biyiitmesi, h)
Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biyiikk biiyilitmesi, 1)
Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik
biiyiitmesi, j) negatif kontrol biiyiik biiyiitme, B) H-score analizi, a: Kontrol grubuna
gore anlamli olarak farkli (p<0,05), b: Dondurma/Cézme grubuna goére anlamli olarak
farkli (p<0,05), ok basglari: primordiyal folikiil C) Tscl ekspresyonunun primordiyal
folikiilde dagilimini gosteren tablo. (Skala bar = 50 um)
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4.4, p27 Bulgular:

p27 proteininin  primordiyal  folikiillerde  gruplararas1  farkliliklar
immiinohistokimyasal diizeyde incelenmistir (Sekil 4.4.A-a ve f). K grubunda
primordiyal folikiiliin oositinde sitoplazmik ekspresyon ve niikleusunda diisiik
siddetli ekspresyon izlendi. Folikiil hiicresi niikleusunda da benzer sekilde diisiik
siddetli ekspresyon goriiliirken, sitoplazmik ekpresyon gorildii.

DC grubunda, K grubuna benzer olarak hem oositin niikleusunda ve
sitoplazmasinda hem de folikiil hiicresi niikleusunda ve sitoplazmasinda ekspresyon
izlendi. Ancak sitoplazmik reaksiyon K grubuna gore daha diisiik siddetli olarak
izlendi (Sekil 4.4.A-b ve g).

Transplantasyon grubunda, primordiyal folikiil oositinde ekspresyon belirgin
olarak azalmistir. Folikiil hiicresi niikleusunda da ekspresyon kalkmistir fakat
sitoplazmada diisiik siddetli ekspresyon izlenmistir (Sekil 4.4.A-c ve h).

DCT grubundaki p27 ekspresyonu T grubuna benzer sekilde, primordiyal
folikiil oositinde ekspresyon belirgin sekilde azalmistir. Folikiil hiicresi niikkleusunda
da ekspresyon neredeyse tamamen azalmis fakat sitoplazmada disik siddetli
ekspresyon izlenmistir(Sekil 4.4.A-d ve i).

Sekil 4.4.A-e ve j’de yontemin ve p27 antikorunun 6zgilinliigiinii gdsteren
“negatif kontrol” kesiti gorlintlisii verilmistir.

Primordiyal folikiillerin p27 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilagtirildiginda K ile DC grubu arasinda
anlaml farklilik gézlenmezken, K ve DC gruplarina goére T ve DCT gruplari arasinda
p27 ekspresyon siddetinde anlamli diisiis gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.4.B). p27
ekspresyonunun primordiyal folikiildeki dagilimi  Sekil 4.4.C’deki tabloda
Ozetlenmistir.
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Sekil 4.4. p27 ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi

A) p27 immiinohistokimya sonuglari: a) Kontrol grubu, b) Dondurma/Cézme grubu, c)
Transplantasyon grubu, d) Dondurma/Cozme ve Transplantasyon grubu, e) negatif
kontrol, f) Kontrol grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik biiyiitmesi, g)
Dondurma/Cézme grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiikk biiyilitmesi, h)
Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biyiikk biiyiitmesi, 1)
Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubundaki kare ile belirlenmis alanin biiyiik
biiyiitmesi, j) negatif kontrol biiyiik biiylitme, B) H-score analizi, a: Kontrol grubuna
gore anlamli olarak farkli (p<0,05), b: Dondurma/Cézme grubuna goére anlamli olarak
farkli (p<0,05), ok baslart: primordiyal folikiil C) p27 ekspresyonunun primordiyal
folikiilde dagilimini gosteren tablo. (Skala bar = 50 um)

39



4.5.  Anti-Miillerian Hormon (AMH) Bulgulari

AMH, biiyiiyen folikiillerde ekprese edilen ve folikiil havuzunu korumaya
yonelik inhibe edici bir molekiildiir. Bundan dolayr, AMH’nin immiinhistokimyasal
lokalizasyonunu belirlemek i¢in biiyiliyen folikiillerin ekspresyonunu degerlendirdik.

Kontrol grubunda, folikiil hiicresi niikleusunda diisiik siddetli ekspresyon ve
sitoplazmasinda siddetli ekspresyon goriildii (Sekil 4.5.A-a ve ).

DC grubunda, K grubuna benzer olarak folikiil hiicresi niikleusunda ve
sitoplazmasinda ekspresyon izlendi (Sekil 4.5.A-b ve Q).

Transplantasyon grubunda, K ve DC gruplarina gore, biiyiiyen folikiildeki
folikiil hiicresi sitoplazmasindaki ekspresyon belirgin bir sekilde azalmistir. Folikiil
hiicresi niikleusunda ekspresyon kalkmustir (Sekil 4.5.A-c ve h).

DCT grubunda AMH ekspresyonu  belirgin  olarak  azalmistir
(Sekil 4.5.A-d ve i).

Sekil 4.5.A-e ve j’de yontemin ve AMH antikorunun 6zgilinliigiinii gésteren
“negatif kontrol” kesiti goriintiisii verilmistir.

Biiyiiyen folikiillerde AMH ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda K ile DC grubu arasinda
anlamli farklilik gézlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari arasinda
AMH ekspresyon siddetinde anlamli diisiis gdzlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.5.B).

AMH ekspresyonunun biiyiiyen folikiillerdeki dagilimi Sekil 4.5.C° deki
tabloda 6zetlenmistir.
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Sekil 4.5.

(H-Score)

Folikil Hiicresi

Kontrol

AMH ekspresyonunun gruplardaki degerlendirmesi

A) AMH immiinohistokimya sonuglar1: a) Kontrol grubu, b) Dondurma/C6zme grubu, c)
Transplantasyon grubu, d) Dondurma/Cdzme ve Transplantasyon grubu, e) negatif
kontrol, f) Kontrol grubundaki folikiilin biiylik biiyiitmesi, g) Dondurma/C6zme
grubundaki folikiiliin biiyiik biiyiitmesi, h) Transplantasyon grubundaki folikiiliin biiyiik
biiyiitmesi, i) Dondurma/Cézme ve Transplantasyon grubundaki folikiilin biiyik
biiyiitmesi, j) negatif kontrol biiyiik biiyiitme, B) H-score analizi, a: Kontrol grubuna gore
anlamli olarak farkli (p<0,05), b: Dondurma/Cézme grubuna gére anlamli olarak farkli
(p<0,05), C) AMH ekspresyonunun biyiiyen folikiilde dagilimmi gosteren tablo.
(Skalabar=50pm)
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TARTISMA

Kanser hastas1 olan gen¢ kadinlarda tedaviye yonelik yiiksek doz kemoterapi
ve radyoterapi uygulamalar1 ovaryumu ve folikiil rezervini olumsuz yonde
etkileyerek prematiir ovaryan yetmezlige ve buna bagh olarak infertiliteye sebep
olmaktadir [76, 85-89]. Bu hastalarda fertiliteyi korumak i¢in birka¢ se¢enck s6z
konusudur. Bunlar; oosit, embriyo ve ovaryan doku kriyoprezervasyonudur [90].
Ovaryan doku kriyoprezervasyonu, prepubertal kizlar i¢in uygun tek segenektir [91].

Gilinimiizde ovaryan doku kriyoprezervasyonu sadece secilmis hastalara
deneysel bir protokol olarak tavsiye edilebilir. Insan ovaryan doku
kriyoprezervasyonunda yavas dondurma yontemi daha yaygin  olarak
kullanilmaktadir ve dondurulmus dokunun ortotopik ototransplantasyon ile
giiniimiize kadar 60 canli dogum bildirilmistir [7]. Ovaryan doku kriyoprezervasyonu
ve transplantasyonu iki teknikle uygulanabilmektedir. Bu yontemler, yavas
dondurma ve vitrifikasyondur.

Arastirmalar hastalarin tedaviye uygunlugu, dokularin toplanma metodu,
optimal doku biytikligl, kriyoprotektan ve kriyoprezervasyon protokolleri,
oositlerin in vitro maturasyonu (IVM) fizerinde odaklanmaktadir. Huang ve
arkadaslarinin 26 hastadan aldiklar1 ovaryum doku pargalarini vitrifikasyon ve yavas
dondurma tekniklerini  kullanarak karsilastirdiklar1  ¢alismada, primordiyal
folikiillerin diger folikiillere gore daha iyi korundugu gosterilmistir [91]. Isachenko
ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir arastirmada yavas dondurmanin, hizli dondurmaya
gore dokuyu daha iyi korudugunu; morfolojik, endokrinolojik ve molekiiler biyolojik
degerlendirmelerle gostermislerdir [92].

Ovaryum dokusunun dondurulmasi, arastirma merkezleri ve tiip bebek
Klinikleri igin yeni bir hedef olarak goériilmektedir [93]. Ovaryum farkli hiicrelerden
olusan bir dokudur. Kriyoprotektanlarin hiicrelere diflizyon hizi farklidir ve buz
kristal olusumu her hiicre ve doku tipine 6zeldir [94]. Bu nedenle, ovaryum
kriyoprezervasyonunun doku tizerindeki etkisi oositler, folikiil hiicreleri ve stroma
tizerindeki etkilerinin bir bilesimidir.

Ovaryan doku kriyoprezervasyonu, Ozellikle kanser hastalarinda oosit ve
embriyo kriyoprezervasyonuyla karsilastirildiginda bazi avantajlara  sahiptir.
Ovaryumdaki tiim folikiillerin %70-90’1n1 olusturan primordiyal folikiiller,
dondurma ve c¢ozme hasarina karst daha dayanikhidir. Kiiglik olmasi, diisiik
metabolik aktivite, zona pellusida ve periferal kortikal graniillerin yoklugu gibi
karakteristik 6zellikler primordiyal folikiillerdeki bu toleransin nedenleridir. Ovaryan
doku, menstriiel siklus ve kanser terapisinin gecikmesinden bagimsiz olarak herhangi
bir zamanda alinabilir. Bildigimiz gibi, ovaryum folikiilleri stroma hiicreleri, kan
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damarlari, sinirler, ekstraseliiler matriksten olusan stroma dokusu i¢ine gomiilii halde
bulunurlar. Stroma hiicreleri, graniiloza hiicrelerinin gogalmasi ve farklanmasinda rol
oynayan folikiil bazal laminanin disindaki teka interna ve teka eksternaya doniisiirler.
Ekstraseliiler matriks, ekstraseliiler sinyal molekiillerinin dagilimini ve hiicre
proliferasyonu, adezyonu ve hareketini etkileyen hiicre yiizeyindeki olaylart
diizenler. Bu nedenle organ igerisindeki primordiyal folikiiller, kiiltiire edilenlerden
daha iyi gelisirler [95-96]. Organ kiiltiirlerindeki dondurulmus ve taze primordiyal ve
primer folikiillere ekstraseliiler matriks eklemek folikiil gelisimini iyilestirir. Bu
bulgular, folikiil gelisiminde ovaryum stroma hiicrelerinin ve ekstraseliiler matriksin
destekleyici bir rol oynadigini gosterir [97].

Cozme isleminin hiicre sismesine, doku 6demine ve damar hasarina neden
oldugu belirtilmistir. Oositte ve graniiloza hiicrelerinde vakuolizasyon artisi,
endoplazmik retikulum ve mitokondri hasarini gosterebilir. Dokuda uygun olmayan
dehidratasyon sonucu buz kristallerinin olusturdugu yapilar olabilir. Oosit ve
graniiloza hiicre ¢ekirdeginde piknozda artig goriilebilir. Plazma, ¢ekirdek ve organel
membranlarinda, buz kristali olusumu, osmotik stres ve diisiik sicaklik nedeniyle
hasar goriilebilir. Mitokondri membraninda, krista ve matrikste hasar ve sisme
folikiiler hasarin ilk belirtileridir. Yiiksek kriyoprotektana maruziyet sonucu
graniiloza hiicrelerinde bos sitoplazma alanlari, hiicre igeriginin kaybina rastlanabilir.
Hiicreler arasi baglantilarda bozukluklar hem graniiloza hiicreleri arasinda hem de
00sit ve graniiloza hiicreleri arasinda gézlenebilir. Folikiil hiicrelerinde diizensizlik,
baglanti kaybi, hiicreler arasi alanda vakuolize alanlar gozlenir. Folikiil hiicresi
dejenerasyonu ve hiicreler arasi baglarda kayip bu hiicrelerde apoptozu indiikler.
Damar yapilarinda niikleer, sitoplazmik membranda ¢okiintiiler, sismis sitoplazma,
hiicre baglantilarinin devamliligini kaybetmesi kriyoprezervasyonda gozlenebilen
hasarlardir. Bu hasarlar geri doniigiimlii olabilir. Ovaryum dokusunun dondurulmasi
ile ovaryumun endokrin fonksiyonu korunabilir. Bu durum, oosit ve embriyo
dondurulmasi ile saglanamaz [98].

Basarili bir transplantasyon igin, ¢ok kiiciik boyutta (1-2 mm) ovaryan
korteks dokusunun kriyoprezervasyonu oOnerilmektedir [99]. Kiigiik graftlarin
implantasyonu net bir sekilde neovaskiilarizasyon siirecine baglidir. Boylece, yeni
vaskiilogenez saglanana kadar implantlar post-transplantasyon déneminde iskemik
hasara maruz kalir. Farede yapilan calismalar, ovaryan otograftin perfiizyon
baglangi¢ siiresinin postoperatif 3. giin oldugunu gostermistir [100]. Siganda,
ovaryan zenografttaki fonksiyonel damarlanma postoperatif 7. Giinde gosterilmistir
[101]. Insanda ise, transplantasyondan sonra ilk bes giin hipoksik periyodu goriiliir.
Bunu izleyen 5 giin i¢inde de ovaryan graftin oksijenlenme siirecine ihtiyaci oldugu
bilinmektedir [102]. Revaskiilarizasyon siirecindeki gecikme biiyiikk oranda
primordiyal folikiil kaybina neden olarak, ovaryan transplantin basaril
implantasyonunu sinirlandirmaktadir. Otograft siiresindeki iskemik hasar, folikiil
rezervinin %60-95 oraninda tilkenmesine sebep olmaktadir [103]. Bu da, ovaryan
transplantasyon sonrast neoanjiyogenez siirecinin iyilestirilmesi gerektigini
dogrulamaktadir [104].
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Ovaryan anjiyogenezin dilizenlenmesi pek¢ok anjiyogenik ve vazoaktif
faktoriin kompleks etkilesimiyle saglanir [105]. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), hiicre gociinde, proliferasyonda, endotel hiicre farklanmasinda, immatiir
damarlarin formasyonunda ve damar gecirgenligi gibi pek ¢ok anjiyogenik olayda
onemli rol oynayan bir faktordiir [106]. Fibroblast biiyiime faktorleri (bFGF),
endotelyal hiicre gogii, bollinmesi, folikiilogenez siirecinde graniiloza hiicre
sagkaliminda rol almas1 gibi birgok siirecte aktif rol oynar. Ovaryumda, VEGF ve
bFGF graniiloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde ekspre edilir [107]. bFGF’in
kiiltire edilmis graniiloza hiicrelerini hiicre o6liimiinden korudugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir [108].

Erken anjiyogenezin baslatilmasi transplant ovaryum dokusunun korunumu
icin  onemli bir faktérdiir. Anjiyogenik faktorlerin, iskemik hipoksinin
engellenmesinde ve transplantasyon sonrasi neovaskiilarizasyonun tetiklenmesinde
kritik rol oynadig1 yapilan galigmalarla gosterilmistir [109].

Son yillarda, genetik ve karakteristik olarak modifiye edilen fare modelleri
sayesinde memeli primordiyal folikiil sagkalimi ve dormansisi ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalar artmaya baslamistir. Primordiyal folikiil aktivasyonu ile ilgili en
onemli sinyal yolaklarindan birisi olan pTEN, aslinda bir timor baskilayici yolak
olarak bilinmektedir. pTEN, folikiilogenez boyunca graniiloza hiicrelerinden ekspre
edilir. pTEN ekpresyonundaki artis, alt yolagi olan Akt yolagini baskilamakta ve
folikiil gelisimi siiresince graniiloza hiicrelerinin farklanmasinda ve/veya
proliferasyonunu etkiledigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [110].

Hiicrenin hipoksiye maruziyeti ile anti-apoptotik genlerin ekspresyonuyla
PI3K/Akt yolag: aktiflestigi bilinmektedir. Akut miyeloid losemi (AML)
caligmalarinda, hipoksik kosullarin PI3K/Akt yolagini aktive ettigi, S fazindaki AML
hiicrelerinde p27 aktivasyonunun azaldigi gosterilmistir [111]. Ovaryumdan farkli
dokularda da, hipoksik kosullarin, pTEN yolaginin inhibisyonu ile Akt yolagini
aktive ettigi ve buna bagl olarak hipoksiyi baskilamak i¢in hiicre siklus durdurucusu
olan p27 molekiiliniin ekspre edildigi gosterilmistir [112]. Ayrica, pTEN
yolagindaki disfonksiyonun anjiyogenez, hipoksi ve kanser vakalari ile iligkili
oldugu gosterilmistir [113].

Calismamizda, ovaryum kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu sonrasinda,
pTEN’in baskilanmasi ile primordiyal folikiil havuzu koruyan inhibitorlerden biri
olan p27 molekiiliniin baskilandigin1 gosterdik. Hipoksinin, AML hiicrelerinde de
goriildiigii gibi, ovaryumdan farkli dokulardaki ve ovaryumdaki benzer etkisi
bilinmektedir. Biz de ¢alismamizda pTEN ekspresyonun azaldigint diger ¢aligmalara
benzer sekilde gosterdik. Dolayistyla, primordiyal folikiil havuzunun tiikenmesinde
bu yolak diger dokulardaki gibi rol oynar. Ayni yolagin ovaryum dinamiklerini
etkiledigi de s6z konusudur.
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Calismamizin bulgularina gore; primordiyal folikiil gelisimini baskilayan
mekanizmalarin, ovaryum kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu ve sonrasinda
azalmasiyla folikiil havuzunun tiikenmesi arasindaki iligkinin hipotetik mekanizmasi
Sekil 5.1° de gosterilmistir.

Normal Sartlarda Primordiyal Folikil Havuzu
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Sekil 5.1.A PTEN, Tscl, p27 ve AMH molekiillerinin ekspresyonu ile korunan primordiyal
folikiil havuzu
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Ovaryum Kriyoprezervasyonu ve Transplantasyonu
Sonrasinda Primordiyal Foliktl Havuzu
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Sekil 5.1.B pTEN, Tscl, p27 ve AMH inhibisyonunun ortadan kalkmasi ile ger¢eklesen
prematiir folikiil aktivasyonu

Mutant farelerde yapilan bazi ¢alismalar birden fazla baskilayici molekiiliin
sinerjik ve koordinatif bir sekilde ¢alisarak primordiyal folikiil rezervini korudugu,
bliylimelerini baskiladigin1 gdstermistir. Normal sartlarda, oosit ve/veya folikiil
hiicrelerinde ekspre olan pTEN, Tsc, p27 ve AMH molekiillerinin baskilayici etkisi
ile primordiyal folikiiller dormant olarak kalirlar (Sekil 5.1.A). Ovaryum
kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu sonrasinda pTEN, Tscl, p27 ve AMH
molekiillerinin inhibisyonu ortadan kalktiginda, primordiyal folikiillerin kaybi ve
erken aktivasyonu s6z konusu olabilir (Sekil 5.1.B).

p27, TGF-f gibi anti-mitojenik sinyallere yanit olarak eksprese olur ve
hiicre siklusunun G; fazinda duraklamasindan sorumludur [30]. Biiyiime
faktorlerinden mahrum kalan, Gy fazinda bulunan veya kontakt inhibisyona maruz
kalan hiicrelerde p27 ekspresyonu artarken, hiicre siklusuna giren hiicrelerde ise
azalir [31]. p27’nin degradasyonu Gys gegisi i¢in kritik bir 6nem tasir. p27, D tip
siklinler/CDK4 kompleksleriyle giiclii ve siklin E/CDK2 kompleksiyle de zayif
etkilesimdedir. D tip siklinler ve CDK4 kompleksleriyle etkilesime girdiginde
CDK4’tin  katalitik  aktivitesini  ve bodylece CDK4’tin Rb  proteinini
fosforlamasint (pRb olusumunu) inhibe eder. Gergekten de p27, siklin D veya pRb
genlerini icermeyen farelerle yapilan bazi ¢alismalarin fenotipik sonuclari, p27 ve
pRDb eksik olan farelerde hiperplazi ve tiimor olusumu gostermistir [32-37]. p27
geninden yoksun farelerde viicut biyiikligliniin artmasi, bir¢ok organda
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hiperplazi ve tiimoér olusumu, p27’nin biiylimeyi sinirlamadaki ve timor
baskilanmasindaki 6nemine isaret etmektedir [38-39]. p27 geni silinmis farede, tiim
primordiyal folikiillerde erken aktivasyon goriilmistir [40]. Boylece p27,
primordiyal folikiilin gelisiminde, dormant halde kalarak erken aktivasyonu
onlemesinde kritik bir rol oynamaktadir [114]. Baska ¢alismalarda, p27 geni silinmis
farelerin oviilasyonu ve liiteal hiicre farklanmasini gergeklestiremedigi gosterilmistir
[115-116]. Bizim ¢alismamizda da, primordiyal folikiillerde transplantasyon sonrasi
p27 ekspresyonu neredeyse ortadan kalkmistir. Bu ekspresyonun ortadan kalkmasi
ile folikil aktivasyonunun iliskili oldugu Onerilmektedir. Transplantasyon
gruplarimizdaki primordiyal folikiil say1 ve oranlarina baktigimizda da, primordiyal
folikiil rezervindeki asir1 miktardaki azalma hipotezimizi giigclendirmektedir.

Mammalian target of rapamycin complexl (mTORC1) aktivitesinin en
onemli diizenleyicilerinden birisi, tiiberoz skleroz kompleks 1 (TSC1) ve tiiberin
(TSC2) heterodimerlerinden olusan tiiberoz skleroz kompleks (TSC)’tir. TSCI1,
mTORCI1 kompleksinin aktivitesini negatif yonde diizenleyen onemli bie tiimor
baskilayicisidir ve bu genin heterozigot mutasyonlarinda, benign karakterli tiiberoz
skleroz tiimdrleri olusur. mTORC?2 ile ilgili yapilan ¢alismalar bu kompleksin hiicre
iskeletinin diizenlenmesinde rolii oldugunu ve indirekt olarak mTORC1 kompleksini
aktive ettigini gostermektedir [117]. Tscl geni silinmis farelerde postnatal 4.-23.
giinlerde yapilan ¢alismalarda primordiyal folikiillerin asir1 aktivasyonu goriilmiistiir
[10]. Transplant gruplarimizdaki primordiyal havuzun tikenmesi ile Tscl
molekiiliiniin ekspresyonunun azalmasinin dogru orantili oldugunu diisiinmekteyiz.
Transplantasyondan sonra Tscl ekspresyonun azalmasi ile primordiyal folikiil
havuzunu koruyan mekanizma veya mekanizmalarin dengesi bozuluyor olabilir.
Calismamizin verileri de bu durumu destekler niteliktedir.

Bagka bir TGF-f siiper ailesi liyesi olan AMH ise, biiyiiyen folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde ekpre edilir [118]. AMH’ nin fonksiyonu, primordiyal
folikiillerin erken aktivasyonunu onlemektir. AMH geni silinmis farelerde yapilan
caligmalarda, postnatal 4. ayda primordiyal havuzun tiikendigi goérilmiistir [13].
Neonatal fare ovaryumu ile yapilan AMH Kkiiltiirii calisma sonuglarinda biiyliyen
folikiillerin %40-50 oraninda azaldig1 gozlenmistir [119]. Bu da AMH’ nin, folikiil
rezervini korumaya yonelik kritik bir rolii oldugunu gostermektedir. Benzer bir
caligmada kiiltiire edilmis insan ovaryan kortikal dokusunda primordiyal folikiil
aktivasyonu rekombinant sican AMH’ si ile baskilanmistir [120]. Tamamlayici
nitelikteki in vivo ve in vitro ¢alismalar, AMH’ nin primordiyal folikiilden primer
folikiile ge¢isi baskiladigin1  gostermektedir. Biz de ¢alismamizda, biiyiiyen
folikiillerde AMH ekspresyonun diistiiglinii gosterdik. Dolayisiyla, bu sonuglar
meydana gelen primordiyal folikiil kaybinda AMH’nin da roliiniin olabilecegini
diistindiirmektedir.
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Onceden de belirttigimiz gibi, ovaryum doku kriyoprezervasyonu Ve
transplantasyonu sonrasinda meydana gelen primordiyal folikiil kaybiin nedenleri
arasinda primordiyal folikiillerin biiylimelerinin baskilanma mekanizmasinin
bozulmasi da bir neden olabilir. Literatiirde bilinmektedir ki, aktivator ve baskilayici
gen yolaklariin bozulmasiyla primordiyal folikiil havuzunun erkenden tiikenmesi
meydana gelmektedir. Calismamizla, primordiyal folikiilden primer folikiile geciste
baskilayict molekiiller olarak gorev alan pTEN, Tscl, p27 ve AMH molekiillerinin
ekspresyonlarinin kriyoprezervasyon ve transplantasyondan sonra nasil etkilendigini
immiinohistokimyasal yOntemle arastirdlk ve sonuglarimiz bu baskilayic
molekiillerin ~ ekspresyonlarinin ~ kriyoprezervasyondan  bagimsiz ~ olarak
transplantasyondan sonra ortadan kalktigini gosterdi.

Calismamizin sonuglari ile, primordiyal folikiilden primer folikiile gegiste rol
alan baskilayici molekiillerin ovaryum doku kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu
sonrasindaki ekspresyonlar literatiirde ilk kez gosterilmistir. Klinikte, insanlarda
heniiz diisiik basar1 oranlari ile seyreden ovaryum re-transplantasyonu ile ilgili
veriler kriyoprezervasyon ve transplantasyon protokollerinin belirlenmesi igin yeterli
degildir. Rodent modelleriyle yapilan kanser arastirmalarindan elde edilen bulgular
kadinlarda fertilite korunumuna yonelik arastirmalara ve primordiyal folikiil
rezervinin korunmasinda daha etkili yaklagimlara 1s1k tutacaktir.
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SONUCLAR

Primordiyal folikiil ylizde degerleri dort grup arasinda karsilastirildiginda; K
grubu ile DC grubu arasinda anlamli bir fark goriilmezken, K ve DC gruplarina gére
T ve DCT gruplarinda primordiyal folikiil oran1 anlamli olarak diisiiktii (p<0,05).
Ancak, T grubu ile DCT grubu arasinda anlamli bir fark gériilmedi (Sekil 4.1.A).
Primordiyal atretik folikiil yiizde ortalamalar1 dort grup arasinda karsilastirildiginda;
K grubundaki atretik primordiyal folikiil oran1 DC, T, DCT gruplarina gére anlamli
olarak diisiiktii (p<0,05). Ayrica, T grubunda DC grubuna gore atretik primordiyal
folikiil yiizdesi anlaml1 olarak daha diisiiktii (p<0,05). Fakat, T grubu ile DCT grubu
arasinda atretik primordiyal folikiil yiizdesi agisindan anlamli bir fark goériilmedi
(Sekil 4.1.B).

Primordiyal folikiillerin pTEN ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-
Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; K ile DC grubu
arasinda anlamli farklilik gozlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari
arasinda pTEN ekspresyon siddetinde anlamli disiis gozlenmistir (p<0,05)
(Sekil 4.2.B).

Primordiyal folikiillerin Tscl ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; K ile DC grubu arasinda
anlamli farklilik g6zlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari arasinda
Tscl ekspresyon siddetinde anlamli diisiis gézlenmistir (p<0,05)

Primordiyal folikiillerin p27 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda K ile DC grubu arasinda
anlaml farklilik gézlenmezken, K ve DC gruplarina gére T ve DCT gruplari arasinda
p27 ekspresyon siddetinde anlamli diigiis gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.4.B).

Biiyiiyen folikiillerde AMH ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilagtirildiginda K ile DC grubu arasinda
anlaml farklilik gozlenmezken, K ve DC gruplarina goére T ve DCT gruplar1 arasinda
AMH ekspresyon siddetinde anlamli diistis gdzlenmistir (p<0,05)
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