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TURKCE OZET

“Sican  Ovaryumunun Vitrifikasyon Sonras1 Fragmantasyonu Ve
Matiirasyon Aktivatérleri iceren In Vitro Kiiltiiriiniin Ototransplantasyon

Sonrasi Folikiill Korunmasina Etkisi”

Primer over yetmezligi olgularinda, kemoterapi ve radyoterapi tedavileri
sonrast ovaryum disfonksiyonu goriilen hastalara uygulanan ovaryan doku
transplantasyonunun, dogurganligi ve endokrin fonksiyonlar1 geri kazandirdigi

Donnez ve arkadaslar1 (2004) tarafindan bildirilmistir.

Cesitli hiicre ici sinyalizasyon sistemleri arasinda, primordiyal folikiil
aktivasyonunda fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K) — Akt - Forkhead box O3 (FOXO3)
yolunun 6nemi transgenik hayvan caligsmalari ile gosterilmistir. POI hastalarindan
oosit toplamak amaci ile preovulatuar hiicrelerin aktiflestirilip kullanilabilmesi igin;
kemirgen ve insan ovaryum dokularindaki uykuda olan folikiillerde AKT yolunu
aktive etmek icin fosfataz ve tensin homolog (PTEN) enzim inhibitorleri ve
fosfatidilinositol-3 kinaz aktivatorleri kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda ovaryan
doku fragmantasyonunun ovaryum-Hippo sinyal yoluna miidahale edebilecegi ve
ayrica folikiil biiylimesine yol acabilecegi One siiriilmiistiir. POI hastalarinda
kisirligin tedavisinde bu iki yontem in vitro aktivasyon (IVA) adi altinda farkli bir
yaklagimla birlestirilmistir. Ovaryektomiden sonra, folikiillerin AKT stimiilatorleri
kullanilarak in vitro olarak aktive edilmesi saglanmis, ardindan ovaryum dokusu

ototransplantasyonu sonrasi canli dogum elde edilmistir.

Bu calisma “Vitrifikasyon yontemi ile dondurulan ovaryum dokularinin bobrek
kapsiilii altina ototransplantasyonu oncesinde dokunun fragmantasyonu ve/veya P13-
kinaz aktivatoru ile kilttre edilmesi folikiler aktivasyonu arttirir’ hipotezinden yola
cikilarak gerceklestirildi. Tek tarafli ovaryektomi yapilan deneklerde vitrifiye edilip
coziilen ovaryum dokular1 sadece ikiye boliinerek ya da kiigiik pargalara ayrilarak

ve/veya P13-kinaz aktivatori iceren medyum icerisinde kultlre edilerek ayni denegin
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bobrek kapsiilii altina ototransplantasyonu gergeklestirildi. Transplantasyonun
ardindan ovaryum dokusunun histomorfolojik  degerlendirmesi  yapilarak
fragmantasyon ve/veya molekuler aktivatoriin folikuler aktivasyona etkisi
degerlendirildi. Doku fragmantasyonu ve/veya molekiiler aktivatdr uygulamasinin
ototransplantasyon sonrasinda folikiiler korunmaya farkli bir etkisinin olmadigi,
fakat gelisimin erken asamasindaki ovaryan folikiillerin artisina neden oldugu

gOriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Ovaryum dokusu vitrifikasyonu, PI3K (fosfotidilinositol-
3-kinaz) , Doku fragmantasyonu.
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INGILiZCE OZET

“The Protective Effect On Ovarian Follicles Of Tissue Fragmantation And
In Vitro Culture included Maturation Activators After Vitrification Of Rat

Ovaries”

In primary ovarian failure cases, Donnez et al. (2004) reported that ovarian
tissue transplantation applied to patients with ovarian dysfunction after
chemotherapy and radiotherapy treatments restored fertility and endocrine functions.

Among the various intracellular signaling systems, the importance of the
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) - Akt - Forkhead box O3 (FOXO3) pathway in
primordial follicle activation has been demonstrated by transgenic animal studies. To
activate and use preovulatory cells to collect oocytes from POI patients; Phosphatase
and tensin homologous (PTEN) enzyme inhibitors and phosphatidylinositol-3 kinase
activators have been used to activate the AKT pathway in dormant follicules of
rodent and human ovarian tissues. Studies have suggested that ovarian tissue
fragmentation may interfere with the ovarian-Hippo signal pathway and also lead to
follicule growth. These two methods in the treatment of infertility in POI patients
have been combined with a different approach called in vitro activation (IVA). After
ovariectomy, follicules were activated in vitro with using AKT stimulators, followed

by live birth after ovarian tissue autotransplantation.

This study was designed based on the hypothesis that cultivation of ovarian
tissues frozen with vitrification method before autotransplantation under the kidney
capsule that were fragmented and/or activated with P13-kinase activator will increase
the follicule activation'. Autotransplantation was performed under the kidney
capsule of the same subject by dividing the ovarian tissues that were vitrified and
dissolved in unilateral ovariectomy by dividing them into two or splitting them into
small pieces and/or culture in the medium containing PI3-kinase activator. After
ototransplantation, the histomorphological evaluation of ovarian tissue was
performed and the effect of fragmentation and/or molecular activator on follicular
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activation was evaluated. Tissue fragmentation and/or molecular activator
application were found to not a different affect for follicular protection after

autotransplantation but increased ovarian follicles in the early stage of development.

Key words: Ovarian tissue vitrification, Phosphatidylinositol-3-kinase, Tissue

fragmantation



1. GIRIS

Primer over yetmezlik (POI), 40 yasindan geng¢ kadinlarin yaklasik %1’ inde
gorulen bir infertilite problemidir. Ortalama menapoz yasindan ¢ok 6nce ovaryum
fonksiyonlarinin bozulmasi ve buna ek olarak amenore ve yiikselmis gonadotropin
diizeyi neticesinde gelisen kan Gstrojen diizeylerinde diisme ve bu durumun yol agtigi
fizyolojik, psikolojik problemler ile karakterize bir tablodur (Berker, 2018).
Kemoterapi ve radyoterapi tedavileri sonrast ovaryum disfonksiyonu gorulen
hastalara uygulanan ovaryan doku transplantasyonunun, dogurganligin ve endokrin
fonksiyonlarin geri kazandirdigt Donnez ve arkadaglar1 (2004) tarafindan
bildirilmistir.

Cesitli hiicre ig¢i sinyalizasyon sistemleri arasinda, primordiyal folikil
aktivasyonunda fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K) — Akt - Forkhead box O3 (FOXO3)
yolunun 6nemi transgenik hayvan g¢alismalari ile gosterilmistir (Reddy ve ark.,
2005). Kit ligand, Vaskuler Endotelyal Buyume Faktorii (VEGF) gibi parakrin
faktorler, tirozin kinaz reseptorinu aktive eder, c-kitini baglar ve PI3K'y1 uyarir, bu
da lipit ikinci habercisi PIP2'nin (fosfatidilinositol (4, 5) bisfosfat) PIP3'e
(fosfatidilinositol (3, 4, 5) trifosfat) doniistiiriilmesini saglar (Kawamura ve ark.,
2017). Daha sonra PIP3, fosfatidilinositol bagimli kinaz1 1 (PDK1) uyarir, ardindan
AKT aktivasyonu gergeklesir. AKT'nin ¢ekirdege translokasyonu, bir
transkripsiyonel faktér FOXO3'Un aktivitesini inhibe eder. Fosfataz ve tensin
homologu (PTEN), PIP3'lin defosforilasyonla PIP2'ye doniistiiriilmesini saglayarak
bu yolu negatif olarak diizenler (Reddy ve ark., 2005).

FOXO3 eksikligi olan farelerde, tiim uykuda olan primordiyal folikillerin,
erken postnatal evrede spontan olarak aktive edildigi ve POI fenotipine benzer
sekilde, erken yasamda ovaryum folikillerin tikendigi ve ovaryum rezervinin
azaldig1 gosterilmistir (Castrillion ve ark., 2003). Yapilan farkli bir ¢calismada ise
oosit spesifik PTEN delesyonu olan mutant farelerde benzer fenotipler tespit edildigi

raporlanmistir (Reddy ve ark., 2005).



2010 yilinda POI hastalarindan oosit toplamak amact ile preovulatuar
hiicrelerin  aktiflestirilip kullanilabilmesi i¢in; kemirgen ve insan oOvaryum
dokularindaki uykuda olan folikiillerde AKT yolunu aktive etmek icin fosfataz ve
tensin homolog (PTEN) enzim inhibitorleri ve fosfatidilinositol-3 kinaz aktivatorleri
kullanildi (Kavamura ve ark., 2010). Daha sonraki g¢alismalarda, ovaryan doku
fragmantasyonunun ovaryum-Hippo sinyal yoluna miidahale edebilecegi ve ayrica
folikiil biiyiimesine yol acabilecegi One siiriildii (Kawamura ve ark., 2013).
Kawamura ve arkadaglart (2017) POI hastalarinda kisirligi tedavi etmek icin bu iki
yontemi in vitro aktivasyon (IVA) adi altinda farkli bir yaklagimla birlestirmistir.
Ovaryektomiden sonra, folikiillerin AKT stimiilatorleri kullanilarak in vitro olarak
aktive edilmesini saglamiglar, ardindan ovaryum dokusu ototransplantasyonu

yapilmis ve canlt dogum ile sonuglanmistir (Kawamura ve ark., 2017).

Bu baglamda ¢aligmamizda hizli kriyopreservasyon yontemi olan vitrifikasyon
yontemi ile dondurulan ovaryan doku orneklerinin ototransplantasyonu oncesi
fragmantasyon ve molekuler aktivatorlerle kilttre edilmesinin folikuler aktivasyona

ve folikiillerde apoptotik hiicre kaybina etkisini degerlendirmek amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ovaryumun Yapisi

Ovaryumlar, bir ¢ift olmak (zere pelviste bulunan, ortalama 3 cm boyunda, 1,5
cm eninde ve 1 cm kalinliinda, pembe beyaz renkte organlardir. Peritoneal katlanti
olan mezovaryum ve ovaryumun sinir ve damarlarini tasiyan suspensor ligament ile
pelvis duvarma baglanirlar. Ureme c¢agindan énce en dis yiizeyi diizgiin goriiniimde
iken, menstruasyonun baslamasiyla diizensizlesir. Yiizeyde tek katl yasst ve kiibik
hiicrelerden olusan germinal epitel olarak bilinen selliler tabaka bulunur.
Ovaryumda simnirlar1 tam olarak birbirinden ayrilamayan bir korteks ve medulla
tabakalar1 bulunur. Germinal epitelin hemen altinda, korteks ile arasinda siki bag
dokusu tabakasi olan tunika albuginea yer almaktadir. Gevsek bag dokusu
yapisindaki medulla, ovaryumun orta kismindadir ve hilustan ovaryuma giren kan
damarlari, lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreleri barindirir. Korteks ise
ovaryumun periferinde yer alir. Stromasinda, farkli gelisim asamalarindaki folikiiller

ve duz kas hucreleri bulunur (Ross 2011).
2.1.1. Ovaryan Foliktllerin Gelisimi

Disi tireme hiicresi oositin oncil hicreleri olan primordiyal germ hicreleri,
embriyonik gelisimin ikinci haftasinda epiblast tabakasinda olusup 3-4 gebelik
haftalarinda vitelliis kesesinin dorsal duvarinin endoderminde goriilmektedirler. Bu
hiicreler daha az organel icermeleri nedeniyle seffaf sitoplazmali ve endoderm
tabakasini olusturan hiicrelerden daha biiyilik olmalar: ile karakterizedir. 4. haftadan
itibaren gonadin gelisecegi bolgeye goc etmeye baslarlar ve 5. haftada gelisen
gonadlara ulagirlar (Langman 2005; McKAY ve ark., 1953). Gonadlara ulasan bu
hiicreler hizla mitoz ile ¢ogalirlar ve oogoniumlara farklilanirlar. Gelisimin 3. ayinda
kiimelesen oogoniumlarin bir kismi mitozla bolinmeye devam eder. Mitotik
aktiviteleri primordiyal germ hicrelerinden daha hizlidir. Oogoniumlarin gogalmaya
devam etmesi ile sayilar1 fetal hayatin yaklagik 3. ayinda 600-700 bin, 5. ayinda 6-7
milyona ulagir. Gelisimin 12-13. haftasinda oogoniumlar primer oositlere doniismeye

baglar. 7. aydan itibaren oogoniumlarin ¢ogu primer oosit haline gegmistir ve mitoz



durmustur. Yenidoganda yaklasik 1-2 milyon arasinda primer oosit bulunur. Cogu
olgunlagsmasini tamamlayamaz ve atreziye ugrar. Bu say1 puberte baslangicinda 300-
400 bin arasindadir (Oktem ve ark., 2008) ve ovaryum rezervini belirler (Baltus ve
ark., 2006). Primer oositler puberteye kadar profaz evresinin diploten safhasinda
dinlenme halinde kalirlar. Primer oositin etrafini yassi epitel hiicreleri ¢evreler ve
primordiyal folikiiller olusturulur. Dolayisiyla oogenez fetal hayatta baglar ve
pubertede folikller gelisimle devam eder. Ancak bir kadinin dogurganlik siiresi
boyunca primer oositlerin 400 kadar1 sekonder oosit olarak ovulasyona ugrar. Geri
kalan1 farkli gelisim evrelerinde dejenere olurlar. Menopoz sonrasinda kalan oositler

birkag yi1l i¢inde dejenere olurlar.

Puberteye ulasildiginda disi gonad primordiyal folikiil havuzuna sahiptir. Ilk
olarak fetal gelisimin 3. ayinda goriilen bu inaktif folikiillerde FSH reseptorii
bulundurmaz ve bu nedenle gelisimleri FSH’dan bagimsizdir (Oktay ve ark., 1997).
Olgun ovaryumda primordiyal folikiller korteks stromasinda, tunika albuginea
tabakasina yakin konumlanmislardir. Ovaryan kortekste sayica en ¢ok bulunan ve en
kiiciik folikiillerdir. Primer oositin etrafi tek tabakali yassi folikll hocreleri ile
cevrilidir. Folikul hiucrelerince gevrelenen oosit yaklasik 30 um g¢apindadir ve kiire
seklindedir. Biiyilk bir nukleus ve belirgin nukleolusu vardir. Kromozomlar
cogunlukla ¢oziinmiis haldedir ve bu nedenle koyu boyanmazlar. Sitoplazmadaki
organeller nukleusa yakin konumlanma egilimindedirler. Kiire seklindeki
mitokondriyonlar ile ¢ok sayidaki vezikiil oosit sitoplazmasinda dagmik halde
bulunurlar. Ooplazmada golgi membranlarimin ve vezikiillerinin, endoplazmik
retikulumun, mitokondrilerin ve lizozomlarin birlikte olusturdugu kiime olan
“Balbiani cisimcigi” bulunmaktadir. Ayrica insan oositleri “Anndler lameller” igerir.
Anndller lameller, bir nuklear zarf kesitleri dizisidir. Folikul hicreleri stromadan

bazal lamina ile ayrilir (Ross 2011 ve Junqueira 2003).

Pubertenin baslamasiyla primordiyal folikil grubunda biyime slreci baslar.
Bu sureci ovaryum igerisindeki farkli yapilardan kaynaklanan sinyallerin (oosit,
folikiil hiicreleri, stroma) otokrin parakrin etkilesimleri baslatir (Skinner, 2005).
Oosit, folikll htcreleri ve folikilu cevreleyen stromanin fibroblast hiicrelerinde
degisiklikler gozlenir. Oositi g¢evreleyen folikiil hiicreleri graniiloza tabakasini

olusturur. Bu gelismekte olan hiicreler oosite fiziksel destek saglar. Aktif olarak



hiicresel farklilasma gosteren bu hiicreler folikiiliin bir diger gelisim basamaklarina

gecmesini saglar.

Bekleme evresinden ¢ikan bir primordiyal folikiil biiyiimekte olan folikiile
doniisiir. Oncelikle oosit biiyiir ve oositi cevreleyen yassi folikiil hiicreleri kiibik

sekil alirlar. Bu evredeki folikile primer folikul denilmektedir.

Primer folikiil, primer oositi gevreleyen folikiil hiicre tabakalarinin sayisina

gore ikiye ayrilir:

Unilaminar primer folikiil: Primer oositin etrafinda tek sira halinde kiibik
folikdl hicreleri bulunur. Oosit tarafindan ekstraseliiler bir ortii olan Zona pellusida
(ZP) oosit ile folikdl hucreleri arasinda olusturulmaya baslanir. ZP bu evrede

kesintili bir yapidadir.

Multilaminar primer folikiil: Oosit ¢ok katli ve kiibik ¢ogalan hiicrelerle
cevrilidir. Bu evrede folikul hucreleri Grantlloza hiicreleri olarak isimlendirilirler.
Kesintisiz bir zona pellusida mevcuttur. Kalinlasan zona pellusida, ii¢ asidik zona
pellusida glikoproteininden meydana gelmektedir. Bunlar ZP-1, ZP-2, ZP-3 olarak
adlandirilirlar. En 6nemlisi spermatozoa- baglanma reseptorii ve akrozom reaksiyonu
indukleyicisi olarak gorev alan ZP-3’tir. Folikul blylrken granlloza hcrelerinin
uzantilar1 zona pellusiday1 gecerek oositin mikrovilluslariyla temas eder ve oluklu
baglantilar olusur. Oosit ve folikiilin normal gelisimi i¢in besinlerin ve
makromolekiillerin kandan folikiil sivisina kolaylikla ulasabilmesi i¢in graniiloza
hiicrelerinin bazal tabakasini olusturan hiicreler arasinda siki baglanti kompleksleri

yoktur (Ross 2011 ; Kierszenbaum ve Tres 2012).

Buyuk o6lctde grantloza hucrelerinin proliferasyonu ile hacimce buylyen
primer folikiilde hiicreler arasinda igeriginde sivi1 olan hiicreler arasi bosluklar olusur.
Hyaliironan bakimindan zengin ve likdr folikiili denilen bu kaviteler birlesir ve
antrum adi verilen tek bir kaviteye doniisiir. Folikiil artik sekonder folikil ya da
antral folikiil adin1 alir. Oosit bu evrede yaklasik 125 um ¢apindadir. Oosit daha fazla
bliylimez. Bilyiimenin inhibisyonu, graniiloza hiicrelerinden antrumdaki siviya

salgilanan “00sit mattrasyon inhibitorii (OMI)’’ ile saglanir.



Graniloza hucrelerinin proliferasyonu devam ederken folikil cevresinde
bulunan stroma hiicreleri, bazal laminanin diginda teka olarak isimlendirilen bir

tabaka seklinde diizenlenirler. Teka tabakasi iki tabakaya farklilanir:

Teka interna: Vaskiilarizasyonun yiiksek oldugu ve salgi yapan kiibik
hiicrelerin olusturdugu kollajen ve fibroblastlarca zengin bag doku yapisinda olan i¢
tabakadir. Graniiloza hiicre tabakasi ile arasinda bazal laminanin bulunmasi
avaskller olan granitloza tabakasi ile teka internanin zengin kapiller yatagini
birbirinden ayirir. Teka internanin hiicreleri ¢ok sayida Luteinizan hormon (LH)
reseptoriine sahiptir. Bu hiicreler LH uyarisina yanit olarak bir androjen prekiirsorii

olan androstenedionu salgilar ve bu hormon granuloza hicrelerine iletilir.

Teka eksterna: Dis bag dokusu tabakasidir ve onu g¢evreleyen ovaryumun
stromasi ile arasinda belli bir sinir yoktur. Temel olarak diiz kas hiicreleri ve kollajen

demetleri icerir.

Sekonder folikiiliin biiyiikliigli arttikca antrum genisler ve folikiil sivisi igeren
tek buyik bir antrum olusur. Genisleyen antrum, graniiloza hucrelerinin yeniden
diizenlenmesine neden olur. Oosit folikiiliin i¢inde kenarda konumlanir. Antruma
dogru ¢ikint1 yapan ve oosit ile iliskili olan graniiloza hiicreleri kumulus ooforus
admi alir. Oositin etrafini saran, ovulasyon ile oositle beraber kalan tek tabakali
kumulus ooforus hiicrelerine de korona radiata denilmektedir. Yaklasik 10 mm ya da
daha fazla capa ulastiginda folikiil Graaf (Olgun) folikiil olarak adlandirilmaktadir.
Ovaryumun korteksi boyunca uzanir ve ylizeyinde ¢ikinti olusturur (Ross 2011;

Kierszenbaum ve Tres 2012).

Cok sayida primer folikiil olgunlagma siirecine girer ancak yalnizca bir folikiil
gelisimini tamamlar, geri kalan folikiiller atreziye ugrar ve dejenere olurlar. Folikller
gelisimin herhangi bir basamaginda atrezi gergeklesebilir. Atretik folikuller, dejenere
olmus oosit ve folikiil hiicrelerinin kalintilari, camsi membran denilen kalin,
kivrilmig membrandz materyal, ¢cok degisiklige ugramamis zona pellusida ve yogun

makrofaj varligi ile ayirt edilirler (Kierszenbaum ve Tres 2012).



2.1.2. Folikul Gelisiminde Rol Oynayan Molekiiller

Insanda fetal hayatta baglayan folikiil gelisimi, primordiyal folikiiliin
sekillenmesiyle baslar ve total folikiil sayis1 erken donemde belirlenir (Hsueh ve ark.,
2000). intraovaryan faktorler olan Kit Ligand (KL), nérotropinler, Sohlh1, Nobox,
Vaskuiler Endotelyal Blyltme Faktori (VEGF), kemik morfojenik protein 4 ve 7
(BMP4-7), lokemi inhibitor faktor (LIF) ve keratinosit buyume faktori (KGF)
dormant fazda bekleyen bu folikillerin aktiflesmesinde 6nemli rol oynarlar. Tek sira
yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrili primer oositi bulunduran primordiyal folikiil primer,

sekonder ve antral folikiil olmak iizere gelisim gosterir.

Folikul buyumesi geri donilisiimsiiz bir olaydir ve biiylimeye baslayan folikiil
ya siireci tamamlayip ovulasyona gider ya da gelisimin herhangi bir asamasinda
atreziye ugrar. Ancak c¢ok sayidaki dormant folikiilden birka¢ tanesinin
aktiflesmesinde etkili mekanizma hala tam olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar intraseliiler sinyal yolaklarinin bu aktiflesme siirecinde dnemli rol

oynadigini gostermistir (Adhikari ve ark., 2009; Hsueh ve ark. 2000).

Stemcell faktor olarak bilinen Kit ligand (KL), granuloza huicreleri tarafindan
uretilen tirozin kinaz reseptOr proteinidir. Kit ligand reseptori olan c-kit ise oosit ve
teka hucrelerinde bulunur (Manova ve ark., 1993). Embriyoner donemden itibaren
biiyiime faktorii olmasinin yani sira oosit sagkalimi, selliiler proliferasyon, adhezyon,
sekresyon ve farklilagsma gibi olaylarda rol oynar (Besmer ve ark., 1993; Kissel ve
ark., 2000). Kit ligand molekul mutasyonu olan farelerde fosfotidilinositol-3-kinaz
(PI3K) sinyal yolaginin ¢alismadigy, folikiil gelisiminin primer evrede arrest oldugu

yapilan ¢alismalarda gozlenmistir (Kissel ve ark., 2000).

Graniiloza hiicrelerinden salinan ve insan folikiil sivisinda bulunan Lokemi
Inhibitér faktér (LIF) oosit bilyiimesi ve teka hiicrelerinin folikiil ¢evresinde

toplanmasini saglayarak primordiyal folikillerin blytumesinde etkilidir.

Grantloza hiicrelerinin salgiladig1 farkli parakrin faktorler cesitli intraselliiler
sinyal yolaklarindan ilerlerler ve folikiil gelisimini uyarirlar. In vitro kiiltiir
calismalarinda, KGF, VEGF, BMP 4 ve BMP 7’nin, graniiloza hiicresindeki reseptor
tirozin kinaz’a (RTKSs) etki ettigi, fonksiyonlarim diizenledigi ve preantral folikiil
gelisimine katki sagladigi gosterilmistir (Kezele ve ark., 2002b). Norotropinler gibi
bliytime faktorleri, erken evrede folikillogenezi dizenlemektedir. Folikul
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formasyonundan 0Once somatik hucrelerden ve oositten eksprese edilen Nrf
(Nervegrowthfactor) folikul aktivasyonunda rol oynar (Dissen ve ark., 2009). Ayni
sekilde oosit kaynakali Sohlh1 (Spermatogenesis and oogenesis spesific basic Helix-
Loop-Helix 1) ve Nobox (Newborn Ovary Homeobox-Encoding Gene)
transkripsiyon faktorlerinin primordiyal folikiillerin bir sonraki evreye gecisinde
etkinligi, yokluklarinda oositin dejenere oldugu ve folikiiliin primer evrede

duraksadigi bilinmektedir (Rajkovic ve Ballow, 2004).

IIk olarak Streptomyces hygroscopicus bakterisi tarafindan sekrete edildigi
gorilen anti-fungal makrolid olan “Rapamisin’’ giiniimiizde gida ve ila¢ sanayisinde
organ lizerinde transplantasyon, anjiyoplasti sonrasi damar daralmasinin 6nlenmesi,
yumusak doku ve kemik sarkomasi kemoterapisinde kullanilmaya baslanmistir. Anti-
proliferatif Rapamisin’in tanimlanmasindan sonra bulunan “Mammalian Target of
Rapamisin’> (mTOR) bir serin/threonin kinaz proteinidir (Hall ve ark., 1993). Farkh
sinyal yolaklarina cevap olarak hilicre buytmesi ve proliferasyonunu duzenler.
Rapamisine duyarli mTORCI ve rapamisine duyarli olmayan mTORC?2 olmak tizere
iki farkli multiprotein kompleksten meydana gelmektedir (Wullschleger ve ark.
2006). mTORC1 beslenme, stres, oksijen, enerji ve diger sinyallere gore hiicre
blylmesi ve proliferasyonunda, protein, lipid ve organel sentezi ile otofaji gibi
katabolik reaksiyonlar1 sinirlayarak pozitif yonde etki gosterir (Lablante ve Sabatini.,
2009).

Timor baskilayict genler olan TSC1 ve TSC2, hamartin (TSC1) ve tuberin
(TSC2) proteinlerini kodlar. Bu genlerin mutasyonu sonucu otozomal dominant olan
tuberoskleroz kompleks (TSC) meydana gelir (Yang ve ark., 2007). TSC1 ve TSC2
kompleksi mTOR aktivitesini baskilar. Yapilan c¢alismalarda TSC1/TSC2 mutant
farelerde butin primordiyal folikillerin gelistigi, folikiil havuzunun bosalmasini

takiben primer over yetmezIligi goriilmiistiir (Adhikari ve ark., 2009).

Mullerian-inhibiting substance (MIS) olarak adlandirilan Anti Mullerian
Hormon (AmH), inhibin ve aktivin gibi biiyiime ve farklilagma ile ilgili olan
Transforming Growth Factor-beta ailesinin bir Gyesidir. Dimerik glikoprotein
yapisindadir (Cate ve ark., 1986; Massague ve ark., 1990). AmH ekspresyonu, ilk
olarak insan disi fetusunun gestasyon evresinin 32. haftasinda gortilmistiir (Rajpert —
De Meyts ve ark., 1999). Primordiyal folikiillerde AmH ekspresyonu yoktur. ilk
olarak primer folikiillerde, immiinohistolojik boyama ile AmH mRNA’s1 ve protein
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graniiloza hiicrelerinde belirlenmistir. En az primer folikiilde, en ¢ok antral folikulde

ekspresyonu vardir (Durlinger ve ark., 2002a; Weenen ve ark., 2004).

AmH’nin ovaryumlardaki en temel rold, folikiil gelisimini sinirlayarak
diizenleyici rol oynamasidir (Visser ve Themmen, 2005). Bunu da primordiyal
folikiil gelisimini kisitlayarak ve folikiiliin FSH duyarliligin1 azaltarak gerceklestirir
(Durlinger ve ark,, 2002).

2.1.2.1 Hippo Sinyal Yolag:

Drosophila’da  kesfedilen “Hippo sinyal yolag’’ embriyonik ve
postembriyonik morfogenezin ve hiicre proliferasyonun kontroli ve organ
biiyiikligiiniin korunmasinda 6nemli, iyi korunmus intraseluler serin / threonin kinaz
kaskadidir (Halder ve Johnson, 2011). Biiyiimeyi negatif yonde etkileyen birkag tane
molekiil, transkripsiyon koaktivatorleri olan YAP (Yes associated protein) ve TAZ’1
(Transcriptionalcoactivatorwith-PDZ  binding motif) fosforiller, sitoplazmadan
nukleusa gecislerini engeller. Boylece bu molekiillerin transkripsiyon aktiviteleri
diigtiriilerek ~ optimal ~ organ  biiyiikliigiiniin ~ korunmast  saglanir.  Hippo
sinyalizasyonunun ¢alismamasi durumunda YAP ‘in fosforillenmesi azalir, niiklear
seviyesi artar. YAP ve TAZ, TEAD transkripsiyon faktorine etki ederek hicre
biliylimesi, proliferasyonu ve sagkalimi i¢in gerekli olan CCN biiyiime faktorii ve
BIRC (Baculoviral inhibitors of apoptosis repeat containing) apoptoz inhibitori
seviyesi arttirilir (Pan, 2007; Kawamura ve ark., 2013).

2.1.2.2 PTEN/PI3K/AKT/FOXO3 Sinyal Yolag:

Geri dontisiimsiiz olan folikiillerin ilk aktivasyonlar1 gonadotropinlerden
bagimsiz olarak gerceklesir. Bu nedenle folikiiler aktivasyonda molekiiler
mekanizmalarin arastirilmast 6nem kazanmaktadir (McGee ve Hsueh, 2000).
Intraselliiler sinyal mekanizmasi olan Fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) / Akt yolag,
kinaz, fosfataz ve transkripsiyon faktorlerini kapsar ve bu sinyal molekdlleriyle hiicre
proliferasyonu, sagkalimi, migrasyon ve metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli
bir rol oynamaktadir (Cantley, 2002). Yapilan galismalar oosit ile graniiloza hiicreleri
arasindaki iletisimin sinyal yolaklarina bagli oldugunu gostermistir. Bu noktada

gorev alan ligand ve reseptor iligskisi 6nem kazanmaktadir (Liu ve Reddy, 2006)



Lipidkinaz olan PI3K, inositol fosfolipidlerin inositol u¢larmin 3°’OH grubunu

fosforiller. Geligmis 0karyotlarda ¢oklu formlart bulunur:

Class 1A PI3K: Heterodimer yapisinda, katalitik altiinite p110 ve dizenleyici
altiinite p85°ten olusur. Fosfotidilinositol-4,5-bifosfat’s (PIP2) fosforilleyerek
fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat’a (PIP3) doniistiiriir (Cantley 2002).

Hiicre membraninda bulunan reseptor protein tirozinkinaz (RTK) kit ligand,
IGF1, EGF, VEGF, FGF gibi ¢esitli parakrin faktorler tarafindan aktive edilir ve
folikiiler gelisim baslatilir Ligandin baglanmasiyla fosforillenen ve aktive olan RTK,
PI3K’nin p85 alt {initesine baglanir. Stimiile olmayan hiicrelerin sitozoliinde bulunan
PI3K, RTK’nin aktive olmasi ile membranda birikmeye baglar. Katalitik alt Unitesi
olan p110, inositol fosfolipidlerin 3’OH grubunu fosforilleyerek PI(4,5)P2’nin
PI(3,4,5)P3’e doniisiimiinii saglar (Sekil 1) (Adhikari ve Liu, 2009; Cantley, 2002).
Bu doniistimle birlikte bir serin / treoninkinaz olan Akt ile fosfoinositol bagimli
kinaz 1 (PDKI1) membrana yaklagir ve PDKI tarafindan Akt’in fosforillenmesi
kolaylasir (Lawlor ve Alessi, 2001). Akt’in fosforillenmesi katalitik aktivitesini
stimule eder ve hicre buylmesi, hucrenin siklusa girmesi ve sagkalimina etki eden

proteinler fosforillenir.

FOXO ailesinin “Forkhead transkripsiyon faktorleri’’ memelilerde evrimlesme
stiresince 1yl korunmuslardir. Bir¢ok in vitro ¢alismada hiicre proliferasyonu, hiicre
siklus arresti ve apoptoz, farklilasma, strese karsi dayaniklilik ve metabolizma gibi
cesitli siireglerde rol oynadiklari gosterilmistir. Bu ailenin dort iiyesinden iici -
Foxol, Foxo3a, Foxo4 - Akt’in substratidirlar (Accili ve Arden, 2004; Arden ve
Biggs, 2002). Akt tarafindan fosforillenen Foxo3a nukleustan sitoplazmaya gecer ve
folikiil biiyiimesi indiiklenir. Uyarict faktorlerin etkisinin azalmasiyla Foxo3a
defosforile olur ve tekrar nukleusta yerini alarak apoptoz / hiicre siklus arrestinin

baslamasini saglar.

Tiimdr baskilayict fosfataz ve tensin homologu olan PTEN, PI3K yolagi
aktivasyonunu negatif yonde duzenler. PIP3’U defosforile ederek PIP2’ye
doniisiimiinii saglar ve endojen folikiil aktive edici RTK ligandlarin etkisini azaltir

(Adhikari ve Reddy, 2008; Kawamura ve ark., 2015) (Sekil 2).
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Growth factors,
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Cell Membrane

Receptor

Promoter
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- Molecules for “positive” signaling
O Molecules for “negative” signaling

Sekil 1. PTEN/PI3K/AKT/FOXO3 Sinyal Yolagi Sematik Gosterimi (Adhikari ve ark., 2009)

Growth factors:
(Kit ligand, IGFI, EGF, PDGF, etc.)

Dormancy factors

Sekil 2. PTEN / PI3K / AKT / FOXO3 Sinyal Yolaginin Primordiyal folikiil aktivasyonu iizerindeki
etkisi. (Kawamura ve ark.,2015)
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2.2. In Vitro Folikiil Aktivasyonu (IVA)

PTEN-PI3K-AKT yolag: sadece primordiyal folikiiliin aktivasyonunda degil,
aynt zamanda antral folikiilde graniiloza hiicrelerinin bagkalasiminda, FSH

stimulasyonunda da rol oynar (Zeleznik ve ark., 2003).

Infant farelerden izole edilen sekonder folikiiller PTEN inhibitrii ve PI3K
aktivatora ile kilture edildiginde, AKT’1n stimiile edildigi ve folikiil biiylimesinin
belirgin olarak goriildiigii belirtilmistir. Ayn1 zamanda 10 giinliik farelerden alinan
sekonder ve daha kiguk folikdlleri iceren ovaryumlar kisa donem IVA tedavisine
maruz birakildiginda, folikiiller AKT stimiilasyonuna cevap vermistir (Kawamura ve

ark., 2013).

IVA ilag tedavisi ile Hippo sinyalini bozan fragmantasyon yontemi
birlestirildiginde preantral folikiillerin gelisimi daha da artar. Bilinen su ki,
primordiyal ve sekonder folikiillerin gelisimini indiikleyen mekanizmalar farklidir.
Dormant primordiyal folikullerin aktivasyonu, oositte PTEN-PI3K-AKT-FOXO3
yolagr aktive edilerek gerceklesmektedir. IVA’y1 takiben gerceklestirilen
fragmantasyon ile Hippo sinyal yolagi tlizerinden graniiloza hiicrelerine etki
edilmekte ve sekonder folikillerin buyiumesi saglanmaktadir (Sekil 3) (Kawamura
ve ark.,2015).

Stimulation of the

AKT pathway
IVA drug treatment

Primordial (@) (@)
follicles | ~%=* St Activation via

4 oocytes

Preovulatory

follicle

Antral
follicle

Promotion of
growth via
granulosa cells

Secondary
follicles

Disruption of Hippo signaling
ovarian fragmentation) &
AKT stimulation

Sekil 3. IVA ile fragmantasyonun folikiil gelisimi iizerine etKisinin sematik gdsterimi (Kawamura ve
ark.,2015)
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2.3. Ovaryum Dokusunun Fragmantasyonu

Polikistik Over Sendromlu (PCOS) ya da Primer Over Yetmezligi (POI) olan
hastalar ve kemoterapi- radyoterapi gorecek kisilerde fertiliteyi korumak amaciyla
daha etkili dondurma yonteminin gergeklestirilmesi ve ovaryumun bobrek kapstlune
ototransplantasyonun daha basarili olmasi icin ovaryan fragmantasyon
gerceklestirilmis ve bu sayede sekonder folikiillerin biiylimesi indiiklenmistir
(Kawamura ve Hsueh 2013).

Hiicre proliferasyonunda dnemli olan Hippo sinyal yolagi hiicre adhezyonu,
sekli ve polaritesinde etkili elemanlar tarafindan diizenlenmektedir (Johnson ve
Halder, 2014). Hducre igerisinde o6nemli roli olan aktin multifonksiyonel bir
proteindir. Globuleraktin’in (G-aktin) hizli bir sekilde polimerizasyonu ile filament
formu olan F-aktin’e doniismesi hiicre adhezyonunu, seklinin korunmasini ve
hareketini saglar. Ovaryum fragmantasyonu ile F-aktin miktarindaki artisin Hippo
sinyal yolagmi bozarak YAP’in niikleus seviyesinde artisa neden oldugu

gosterilmistir (Wada ve ark., 2011).

Kawamura ve ark. (2013), ovaryum fragmantasyonunun G-aktin
polimerizasyonunu arttirarak F-aktin’e doniislimiinii indiikledigini, bu sayede
fosforile-YAP seviyesinin sitoplazmada diiserek, niikleus lokalizasyonunun arttigini
gozlemlemislerdir. Bunun sonucu olarak CCN biiylime faktorii ve BIRC apoptoz

inhibitoru seviyesi arttirilarak folikil bitylimesi gerceklesir.

Ovaryum fragmantasyonunda verteporfin molekiilii kullanilarak YAP’mn
onemli bir rolii oldugu gosterilmistir (Kawamura 2010). YAP, transkripsiyonel
aktiviteye sahip degildir. YAP’1n islevi transkripsiyon faktorlerinin artigina baghdir.
Kicuk bir molekil olan verteporfin, YAP ile TEAD transkripsiyon faktori
arasindaki etkilesimi kisitlar. Ciinkii fragmantasyon ile CCN ve BIRC’m
indiiklenmesi siirekli degildir (Liu-Chittenden ve ark., 2012).

2.4. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon, canli hiicre ve dokularin ¢ok diisiikk sicakliklarda
dondurulmasi veya sogutulmasi yontemidir. Kriyoprezervasyon galigmalar1 2. yy
oncesine dayanmakla beraber, 1949’da gliserol kullanilarak horoz spermi
dondurulmus ve tavuk dretilmistir (Polge ve ark., 1949). 1950’lerde, Polge ve
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arkadaglarinin ¢aligmasi gelistirilmis, gliserol kullanarak insan sperm hicresi kuru
buzda dondurulmus ve yine ayni ekip ilk kez sivi nitrojen igerisinde insan spermini
dondurarak ilk canli dogumun gerceklestigini rapor etmislerdir (Bunge ve Sherman,
1953). Dondurma yontemi, 1970 sonlarina dogru hucre karakteristigine (membran
gecirgenligi ve hiicrenin hacmi) gore modelize edilmistir (Mazur ve ark., 1972).
Takiben kriyobiyolojik ¢alismalar hizla artmis ve cok diisiik sicakliklarda tavsan
sperm, oosit ve embriyosunun dondurulmasi, dondurulmus fare embriyosundan canli
dogumun gergeklestirilmesi fertilitenin korunmasi iizerine olan ¢aligmalarin yolunu

acmustir (Gardner, 2006; Ozkavukcu ve Erdemli, 2002;)

Diisiik sicaklikta hiicrenin donmasini saglayan kriyoprezervasyon biyolojik
saati durdurur ve hiicre yillar, hatta yiizyillar boyunca fonksiyon ve genetik bilgisi
degismeden saklanabilir. Laboratuvarlarda dondurulan hiicreler -196°C ’de siv1 azot

icerisinde saklanir.

Yaklasik olarak hiicrenin %80’ini olusturan su hiicrenin yap1 ve fonksiyonu
bakimindan en 6nemli bilesendir. Su molekiilleri 0°C’nin altinda dondurma islemi
yapildiginda buz kristallerine doniislir. Hiicre ig¢inde olusan buz kristalleri ve
dehidrasyona bagli olarak tuz yogunlugunun artmasi hiicre i¢in mekanik ve kimyasal
stres olusturur. Bunun sonucu olarak hiicre fonksiyon kaybeder ve 6lir. Bu gibi
olumsuz  etkilerden kagmmak i¢in  kriyoprotektanlar  kullanilmaktadir.
Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢dzme islemleri esnasinda hiicreyi olusabilecek

hasara kars1 koruyan, toksik olabilen kimyasal maddelerdir.

Hiicre canliligint korumak i¢in dondurma ve ¢6zme esnasinda dikkat edilmesi

gereken li¢ temel faktor vardir:

e Dondurma/¢ézme hizi
e Kriyoprotektan miktari

e Dondurulan numunenin hacmi

Islem gergeklestirilirken numunenin 1siya ne kadar maruz kaldigi, hiicrenin
membran yapisi ve buna bagh olarak kriyoprotektanlara kars1 hassasiyeti géz oniine
alinmalidir. Ayrica, kiiciik yapilarin dondurulup ¢oziilmesi daha kolay gerceklesir.
Buna karsin oosit ve embriyonun daha hassas yapida olduklari unutulmamalidir
(Ozkavukcu ve Erdemli, 2002).
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Kriyoprotektanlar hiicre dondurulmasi esnasinda olugsabilecek soguk soku
zararina, intraseliller buz kristali olusumuna ve membran stabilizasyonunun
bozulmasina karsi koruyucu olarak kullanilan maddelerdir. Dondurulmadan once,
intraselliler ve ekstraselliler ortamin dengelenmesi igin hiicre bir siire
kriyoprotektan iceren soliisyonlarda inkiibe edilir. Kriyoprotektanlarin diisiik
molekiiler agirlikli, en az toksisiteye ve hizli penetrasyon giiciine sahip olmalari

dondurma/¢dzme islemlerinin bagarili olmasini saglar (Sagirkaya ve Bagis, 2003).
2.4.1. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar, hiicre icine niifuz edebilen (permeabl) ve hucre icine nifuz
edemeyen (non-permeabl) kriyoprotektanlar olmak tzere ikiye ayrilir;

2.4.1.1 Hiicre Icine Niifus Edebilen Kriyoprotektanlar

Hiicre membranindan gegebilen maddelerdir (Gliserol, Etilen glikol,
Dimetilstlfoksit (DMSO), 1.2 propanediol vb.). Bu gruptaki kriyoprotektanlar
yiikksek diizeyde suda ¢oziinebilme yetenegine ve 1s1 etkisine sahiptirler. Su ile
hidrojen baglar1 kurarak ortamda 1s1 agiga cikmasi saglanir. Diger bilesenlerin
yiiksek konsantrasyonunu azaltarak koruyucu etki gosterirler. Dondurma esnasinda
ortamdaki su ile yer degistirerek hem hiicre hacmi azaltilir hem de hiicre i¢i buz

kristallerinin olusumu engellenir (Sagirkaya ve Bagis, 2003).
2.4.1.2 Hiicre Icine Niifus Edemeyen Kriyoprotektanlar

Hiicre igine giremeyen diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli kriyoprotektanlari
icerirler. Membranlarin sivi ve katyonlara kars1 gegirgenligini arttirarak, ozmotik
strese karst esneklik kazandirir ve dondurma / ¢6zme islemleri esnasinda lipit

yapisinin degisimini en aza indirgerler.

Sakkaritler hiicre i¢ine giremeyen diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlardir
(Glikoz, siikroz, trehaloz vb.). Oldiiriicii etkisi olan intraselliiler buz Kristali
olusumunu engellemek i¢in hiicreyi dehidratasyona ugratirlar. Membran
fosfolipidleriyle etkilesime girerek ylizey artisi saglar ve membran biitliinliigliniin
devamliligin1 saglarlar. Cozme esnasinda ozmotik strese karsi koruyucu etki

olustururlar.

Makromolekduller, hicre igine giremeyen yiiksek molekiil agirligma sahip
maddelerdir (Polivinil alkol (PVA), Polivinilprolidon (PVP), antifriz protein (AFP),
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fikol, albiimin). Dondurma/¢ézme esnasinda olusan buz kristallerinin sekil ve
biiyiikliiklerini zararsiz olacak sekilde degistirerek etki gosterirler (Bucak ve Tekin
2007; Sagirkaya ve Bagis, 2003).

2.4.2. Kriyoprezervasyon Yontemleri
Gilinlimiizde pratik olarak iki dondurma yontemi kullanilmaktadir.
2.4.2.1 Yavas Dondurma (Slow Freezing)

Gunimuzde pratik olarak iki dondurma yontemi kullanilmaktadir. Geleneksel
kriyoprezervasyon yOntemi olan yavas dondurma ile hiicre/doku, diisiik miktarda
kriyoprotektan kullanimi, daha az toksisiteye maruz birakma ve pahali ekipman
kullanimt ile dondurulup uzun yillar saklanabilmektedir. Dondurma islemi yavas ve
kademeli olarak sicakligi hiicre/doku cesidine gore ayarlayabilen bir cihaz ile

gerceklestirilir.
Y Ontem sirastyla su basamaklardan olusmaktadir;

e Dondurulacak hiicre/dokunun oda 1sisinda hiicre i¢i kriyoprotektanlarla
equilibrasyonu gergeklestirilerek ozmotik denge saglanir ve hiicre/doku
tastyicilara ytiklenir

o 5°C ile 7°C’ye ulasildiginda kristalizasyon tetiklenmeden kontrollii olarak buz
kristali olusumu baslatilir (seeding)

e -30°C ile -70°C’ arasinda bir sicakliga ulagincaya kadar dakikada 0,2°C — 2°C
diistiriilerek yavas yavas sogutulur

e Hedef sicakliga ulasilinca numune —196°C siv1 azot igerisine daldirilir

Seeding olarak adlandirilan buz kristallerinin olusumunun baslatilmasinda
amag, ani ve hizli sogutmanin etkisiyle kontrolsiiz sekillenecek buz kristal
olusumunu engellemektir. Hucre igin 6limcul olan kiigik buz kristallerinin buylk
buz kristallerine doniisiimii dakikada 2 °C’den az sogutma ile 6nlenir. Sogutma orant
membran yapist, membranin suya ve kriyoprotektanlara karsi 1siya bagli olarak
gecirgenligi, numunenin hacmine bagl olarak degisiklik gosterir (Agca, 2000).
Boylece hiicrelerin dondurma siiresince dehidre olmalar1 saglanir (Sagirkaya ve

Bagis, 2003).
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2.4.2.2 Hizh Dondurma (Vitrifikasyon)

Latince *“vitreous’” kelimesinden tiireyen vitrifikasyon, camsi anlamina
gelmektedir ve sivilarin kristalize olmadan katilagmast olarak tanimlanmigtir
(Gardner, 2006). Cok hizli, diigiikk maliyetli, yiiksek konsantrasyon kriyoprotektan
iceren sollisyonlar kullanilarak dondurma islemi gerceklestirilen bu yontem ilk

olarak fare embriyolarinda gergeklestirilmistir (Rall ve Fahy, 1985).

Basaril1 bir vitrifikasyon i¢in viskozitede yogun bir artis gerekir. Yiiksek
konsantrasyonda kriyoprotektan iceren vitrifikasyon soliisyonlarinda bekletilen
hiicre/dokuda kriyoprotektanlar hizla su ile yer degistirir ve su buz kristaline
doniismeden dogrudan camsi bir hal alir. Dondurma esnasinda buz olusumunun
engellenmesi en Onemli unsurdur. Farkli kriyoprotektanlarin su ile verdikleri

etkilesimin farkli olmasi sebebiyle camsi faz olusturabilme 6zellikleri degiskendir.

Kriyoprotektanlarin toksik zararimi O6nlemek amaciyla hiicre igine giren ve
giremeyen ajanlarin ayni anda kullanilmasi bagariyr arttirir. Vitrifikasyon hizi ile
kullanilan kriyoprotektan miktar1 ters orantilidir. Az miktarda ancak yiiksek
konsantrasyonda kullanilan ajanlar oda 1sisinda kolay buharlasip hiicreye zarar
verebileceginden, uygulanma siiresine uyulmasi gerekmektedir (Herrero ve ark.,

2011).
2.5. Fertilitenin Korunmasi

Kanser teshisi konmus erkek ve kadinlarin sayisi 2010 yilinda 1,5 milyon
olarak belirtilmis ve bunlarin %10’unun 45 yasindan daha geng oldugu bildirilmistir.
Gelisen tekniklerle kanser hastalarinin iyilesme oranlar1 her gecen giin artmaktadir.
Ancak tedavi siresince goriilen radyoterapi-kemoterapi, toksik etkiye hassas olan
testis’/ovaryum dokular1 iizerine olumsuz etki gostermekte ve infertiliteye yol

acmaktadir (Jensen ve Morbeck, 2011)

Kanserin yani sira gonadotoksik tedavi goren hastalar, ¢ocuk sahibi olma
yasinin artmasi (partneri olmayan ya da ¢ocuk sahibi olmay1 erteleyen kadinlar),
Turner, Fragile X sendromu gibi genetik hastaliklar, primer over yetmezligi (POI),
otoimmiin hastaliklarda fertilite problemleriyle karsilasiimaktadir (Beck-Peccoz ve
Persani, 2006; Gonzalez ve ark., 2012).
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Kadinlar i¢in fertilitenin korunmasinda 3 yol izlenebilir:

¢ Qositin dondurulmasi
e Embriyonun dondurulmasi

e Ovaryum dokunun dondurulmasi

Oositin  ve embriyonun dondurulmast Uremeye Yardimci Tedavi
Merkezlerinde kullanilan yéntemlerdir. Ilk olarak 1986’da dondurulup ¢oziilen
oositten canli dogum gerceklestirilmistir (Chen, 1986). Ancak oositin biiytikligi,
fazla su ve lipid icermesi, hassas ig ipliklerine sahip olmasi ve matiir oositin
gerekliligi (Suzuki ve ark., 2014) kriyoprezervasyonunu diger se¢eneklere gore daha
zor kilmaktadir. ASRM (American Society for Reproductive Medicine) tarafindan
verilen sonuglara gore her bir adet dondurulup ¢ozilen oositlerden elde edilen klinik
gebe kalma oran1 %4.5-12 gibi ¢ok diisiikk bir orandadir (Dolmans ve ark., 2018).
Oosit kriyoprezervasyonunun diger zorluklar1 zamanla yarisilan bir tedavi siirecinde
(kanser, POY gibi) ovaryum stimiilasyonu i¢in zaman gerektirdiginden veya partneri
olmayan, partnerinde sperm bulunmayan ya da prepubertal donem igin bu segenek
uygun bulunmamaktadir (Salama ve ark., 2013).

Embriyo kriyoprezervasyonu klinikte oositin saklanmasina nazaran daha ¢ok
tercih edilmektedir. 2015 yilinda Amerika’nin ulusal raporunda her dondurulup
¢oziilen embriyo i¢in canli dogum oran1 %48 olarak belirtilmistir (Dolmans ve ark.,
2018). Ancak oositin saklanmasina benzer engeller burada da karsimiza ¢ikmaktadir.
Losemi, lenfoma gibi akut seyreden hastaliklarda tedavinin hemen baslanmasi
gerektiginden embriyonun saklanmasi uygun segenek olmaktan ¢ikmaktadir.
Uygulanan hormon tedavisi ile serum duzeyinde artan Ostrojen hiperstimulasyona
neden olmakta ve hormona duyarli malign hiicrelere sahip kanser hastalar1 i¢in bu

yaklagim tercih edilmemektedir (Sonmezer ve Oktay, 2003).
2.5.1. Ovaryum Dokusunun Kriyoprezervasyonu ve Transplantasyonu

Ovaryumun Kkorteksinde bulunan primordiyal folikiiller, profaz safhasinin
diploten evresinde arrest olarak beklerler. Primordiyal folikiillerin sahip oldugu bazi

ozellikler onlar1 kriyobiyolojik perspektiften 6nemli kilar;
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¢ Boyutlarinin kiigiik olmast

¢ Diisiik metabolizmaya sahip olmalari
o Folikll hiicrelerinin az sayida olmasi

e Zona pellusidanin bulunmamasi

e Periferal kortikal graniillerin olmamasi

e Soguga kars1 hassas olan intrasitoplazmik lipid miktarinin az olmasi

Primordiyal folikiillerin bu ozellikleri dondurma esnasinda su ve
kriyoprotektanlarin giris-¢ikisin1 kolaylagtirir ve basarilt bir kriyoprezervasyonun

gerceklesmesine olanak verir (Shaw ve ark., 2000).

Ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu ve transplantasyonu caligmalari
1950’lere dayanmaktadir. Daha onceki yapilan ¢alismalarda sadece kriyoprotektan
olarak gliseroliin kullanilmasi basarili sonuglar vermemistir. Ancak 1960’larda etilen
glikol, DMSO, propanediol gibi kriyoprotektanlarm kullanilmasi basariy1 arttirmigtir
(Oktay, 2001).

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu c¢ok sayida oositi korumak igin yararli bir
yontem olarak goriilmektedir (Isachenko ve Rahimi, 2002). Prepubertal kiz ¢cocuklar1
icin uygun bir yontemdir. Ayrica sperm ve hormon tedavisine ihtiya¢ duyulmamasi
ile birlikte geng veya evli olmayan kadinlar, ovulasyon induksiyonu igin gorecekleri
radyoterapi-kemoterapiyi 2-4 hafta erteleyemeyecek olan hastalar tarafindan tercih
edilmektedir (Donnez ve ark., 2013; Sénmezer ve Oktay, 2009).

Oktay ve Karlikaya, transplantasyon sonrasinda ovaryum dokusunun endokrin
fonksiyonlarinin geri kazanilabilindigini raporlamistir (Oktay ve Karlikaya, 2000).
Donnez ve ark. insan ovaryumunun ototransplantasyonu sonrasi ilk canli dogumun
gerceklestigini bildirmisglerdir (Donnez ve ark., 2004). Glnumizde 130’dan fazla

canlt dogum ovaryum doku transplantasyonu ile gergeklestirildigi raporlanmistir.

Doku geleneksel yavas dondurma yontemiyle ya da vitrifikasyon yontemiyle
donduruldugunda oositlerin sagkalim oranlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (Li ve ark., 2007). Kagawa ve ark., (2009) vitrifikasyonun daha
basarili sonu¢ verdigini belirtmiglerdir. Fertilitenin korunmasinda Umit vaad eden
ovaryum dokusunun dondurulmasi hala deneysel bir yontem olarak kabul edilmekte

ve yontemlerin etkinligi i¢in daha ayrintili ¢alismalar gerekmektedir.
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Ovaryum dokusunun transplantasyonunda iki yaklasim s6z konusudur:

a) Ksenotransplantasyon; bir canlidan alinan dokunun ayni tiir ya da farkli bir tiir
canliya transplante edilmesidir. Transplantasyon sonrasi folikiil gelisiminin
belirlenmesi adina uygun bir yontemdir. Ancak hayvan deneylerinde patojenlerin

bulasma riskinden dolay1 uygun degildir (Kim ve ark., 2002).

b) Ototransplantasyon; ovaryum dokusunun ayni canliya nakledilmesidir.

Ortotopik veya heterotopik olarak gerceklestirilir.
bl) Ortotopik: Dokunun orijinal bélgesine transplante edilmesidir.

b2) Heterotopik: Ovaryum dokusunun kolun 6n kismi, abdominal duvar, fallop

tiiplerin serozasi, bobrek kapsiiliiniin alt1 gibi farkli bolgelere transplantasyonudur

(Abedalahi ve Mohammednejad, 2013).

Dondurup ¢Ozulen ovaryumun ototransplantasyonu sonrast endokrin
fonksiyonlarin kazanildigi bircok calismada belirtilmistir. Transplantasyon sonrasi
%95 oraninda menstrual siklusun basladigi, 4 ay sonra folikiiler fonksiyonun geri
kazanildigi, ortalama 5 yildan sonra ovaryum fonksiyonunun devam ettigi
gozlemlenmistir (Dolmans ve ark., 2018). Ayrica dogal gebelik sansini arttirmasi da
bir avantajdir. Yang ve ark., b6brek kapstliine transplante edilmesinin subkutan ve

intraperitonel yerlestirmeye gore daha avantajli oldugu rapor etmislerdir (Yang ve
ark., 2006).

Ortotopik transplantasyonun avantajlari;

- Ortotopik alana transplantasyon (pelvik bdlge-peritoneal cep) yardimli
iireme tekniklerine gerek duyulmadan dogal gebelik sansi verir.

- Minimal invaziv bir yontemdir.
Dezavanataji;

- Transplante edilecek fragmante ovaryum doku sayisi kisitlanabilir.
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Heterotopik ototransplantasyonun avantajlari;

- Transplante edilen dokunun tekrar eldesinde genel anesteziye gerek
duyulmaz.

- Transplante edilecek doku sayisini kisitlamaz.

- Doku ve folikiil degerlendirmesi kolaylikla yapilabilir.

- Pelviste siddetli yapisma olmast durumunda uygulanabilir bir
yontemdir.
Dezavantaji;

- Dogal gebelik sans1 yoktur, I\VVF tedavisi gerektirir.

Genel olarak ovaryum doku transplantasyonunun iki dezavantaji
bulunmaktadir. Bunlardan ilki iskemik hasardir. Vaskilarizasyon bu noktada kilit rol
oynar ve vaskiilarizasyonun gerceklesmemesi folikiil rezervini %60-95 oraninda
diistiriir (Amorim ve ark., 2012). Bir digeri ise, transplantasyon esnasinda ozellikle
kanser hastalar1 i¢in malign hiicrelerin tekrar yerlestirilmesi riskidir. Losemi hastalar1
icin uygun bir yontem degildir ¢iinkii hastaligin tekrarlanma riski ¢ok yiiksektir
(Donnez ve ark., 2010).

2.6. Apoptoz

Yunanca’da apo=ayr1 ve ptozis=diisen kelimelerinden olusan ve “yaprak
dokiimii” anlamina gelen apoptozis terimi ilk defa Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
1972’de kullanilmistir (Kerr ve ark., 1972). Hiicre homeostazisinin devamliligi,
hiicre ¢ogalmas1 ve farklilagmasi esnasinda hiicrenin dogru sayida, dogru yer ve
zamanda olmasini saglayan 6nemli bir mekanizmadir. Her saniye yaklasik olarak 1
milyon hiicre apoptoza ugramaktadir ve yerine yenileri olusmaktadir. Apoptoz mitoz
ile denge halindedir ve hastaliklarin olugmasi bu dengeye baglidir (Cummungis ve
ark. 1997; Ulukaya, 2003). Doku homeostazisini korumak amagli olarak embriyonik
dénemden itibaren tiim yasam boyunca devamlilik gésterir. Ornegin dogumda sayica
cok fazla olan ndronlar optimum sayida sinaps olusturmak icin apoptoza ugrarlar.
Ayrica, DNA’s1 hasarlanmis (viriis etkisi veya c¢evresel nedenlerle) hiicreler diger
hicrelerin zarar gormemesi igin kendilerini oldurdrler. Doku homeostazisi igin
(6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin “turnover”inda oldugu gibi)

hiicreler ortamdan uzaklagir. Iimmiin sistemde énemli rolii olan ve timusta olgunlasan
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T lenfositlerden islevi olmayanlar veya organizmanin kendi dokularma kars1 yikici
etkisi olanlar, menstruasyon dongiisiinde prolifere olmus endometriyum hiicreleri,
embriyonik donemde fetusun parmak aralarindaki perdeler apoptoz ile ortamdan

uzaklagtirilir.
Apoptoz mekanizmasinin bozuldugu bazi durumlar:

Viral enfeksiyonlar: Hicre icine giren virls kendi proteinini sentezlemeye
baglar ve hiicre icin gerekli olan proteinin sentezlenmesine engel olur. Boyle bir
durumda hiicre apoptoza ugrar ve oliir. Fakat, baz1 viriisler (6rn., Ebstein-Barr ve
Papillomavirlis) enfekte ettikleri hicrenin apoptozise gitmesine engel olurlar.
Ornegin, Ebstein Barr viriisii apoptoz inhibitdrii olan bcl-2’ye benzer molekiiller
uretmektedir. Papilloma viriis ise gucli bir apoptozis indikleyicisi olan p53’Q

inaktiflestirmektedir.

NOrodejeneratif hastaliklar: Noronlar, bolinmeyen Omiir boyu yasayan
hiicrelerdir. Herhangi bir hasarda Oliirler ve yeni hiicrelerin gelisimi olugmaz.
Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarda nedeni bilinmeyen bir sekilde apoptoz

indiiklenmekte ve néron kayb1 olmaktadir.

Organ transplantasyonlari: Transplante edilen organa karsi olusturulan immiin
atak nedeniyle bolgede yogunlasan T Ilenfositlerince hiicreler apoptozla yok

edilmektedir.

Malign hastaliklar: Organizmada asir1 proliferasyonunla birlikte apoptoz
aktivitesi azaldiginda hiicre yasamaya devam eder ve genomunda olusan hasar

nedeniyle malign hiicreye doniisiim gergeklesir (Ulukaya, 2003).
2.6.1. Apoptozun Diizenlenmesi
Apoptoz 2 temel yolla baglatilir:

e Hucre dist uyaranlar

e Hiuicre ici uyaranlar
2.6.1.1 Hiicre dis1 uyaranlar ile apoptozun baslamasi

Tumor Nekrozis Faktor Reseptér (TNFR) ailesine ait transmembran protein
olan hiicre ylizeyi 6lim reseptorleri araciligiyla hiicre disindan gelen sinyaller ile

apoptoz baslatilir. Bu reseptorler hiicre disindaki tekrar eden sisteinin fazla oldugu

22



kisimlarda yer alirlar. Sitoplazmanin i¢ kisminda ‘6liim bolgesi’ (death domain)
denen protein zincirleri tasirlar. Oliim bélgeleri, 6liim reseptdrlerine bir uyaran
baglandiginda apoptotik mekanizmay1 uyarirlar ve uyarry1 hiicre icine iletirler. Iyi
tanimlanmis TNFR ailesinden olan 6liim reseptorii FAS (CD95)’a ligandi olan FASL
baglanir. Ligandin resptore baglanmasiyla hiicre icinde adaptdr protein FADD
reseptoriine baglanir ve FADD pro-kaspaz 8 ve 10’un ¢aligmasini saglar. Pro-kaspaz
8 aktiflesince kaspaz-8 olusur ve kaspaz-8 de hedef proteinleri bolerek apoptoza yol
acan kaspaz-3’ii aktive eder ve apoptoz gergeklestirilir (Sprick, M.,R., Walczak, H.,
2004). Immiin tepki sonunda aktive olan T hiicrelerinin uzaklastirilmasi, enfekte
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, tiimor hiicrelerinin yok edilmesi gibi patolojik
durumlarda hiicrelerin yok edilmesinde 6nemli bir yolaktir (Philchenkov, 2004;

Tomatir, 2003).
2.6.1.2 Hiicre ici uyaranlar ile apoptozun baslamasi

Caenorhabditis elegans ile yapilan caligmalarla programli hiicre o6liimiinde
onemli rol oynayan mutasyonlar tanimlanmistir. CED-3 veya CED-4 genlerinde
fonksiyon kaybi olan kurtcuklarin hiicrelerinde, apoptozun ortaya ¢ikmadigi ve
hiicrelerin yasadig1 goriilmiistiir. CED-4 proteini, proteaz aktive edici faktor olup
CED-3 prekursor proteininin aktif CED-3 proteinine doniismesini saglar. Aktif CED-

3 de hiicre oltimiinii baslatir (Spector ve ark., 1997).

Insanlarda apoptotik gen Bcl-2 genidir. Insan Bcl-2 proteini ile C.elegans’in
CED-9 proteini homolog olup, her ikisi de apoptozu engeller. Her iki protein de
mitokondri dig zari, nukleus zar1 ve endoplazmik retikulum zarlarinda yer alirlar
(Giines, 2010). Bcl-2 gen ailesine ait bazi proteinler apoptozu indiiklerken, bazilari

da baskilar. Apoptozu diizenleyen proteinler iki sinifta incelenir:

e Anti-apoptotik diizenleyiciler: Bcl-2, BelxL, Bcl-w, CED-9, Mcl-1, c-Abl, Rb
gibi.
e Pro-apoptotik dizenleyiciler: Bax, Bad, Bak, Bcl-xS, p 53, c-Fos, c-Jun gibi.
Bu gruptaki tim proteinler transmembran proteinlerdir. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin miktari, hiicrenin yagaminin devam etmesini veya
sonlanmasint belirler Apoptotik yolakta gorev alan proteinler kaspazlar olarak
isimlendirilir. Enzim gorevi gorerek, hedef proteinleri, C- uglarinda bulunan bir

aspartattan keserler. Kaspazlar, inaktif olarak sentezlendikten sonra belirli bir
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kismlar1 kesilerek aktiflestirilirler. Apoptoz yolaginda, bir protein tarafindan uyarilan
Kaspaz-9, Kaspaz-3 iin belirli kisimlarin1 keserek aktiflesmesini saglar. Aktiflesen
Kaspaz-3, sitozoldeki ICAD (Inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease)’t
inaktiflestirir. Inaktiflesen ICAD, normalde bagl oldugu CAD (caspase-activated
deoxyribonuclease)’dan ayrilir. Serbest kalan CAD nukleusa girer, kromatin

yogunlagmasi ve DNA kiriklarinin olugmasina neden olur (Krajewski ve ark., 1999).

Bcl-2 gen ailesine ait proteinlerin aktivasyonu ile sitokrom c, prokaspaz -2, -3,
-9, AIF (apoptoz iceren faktdr), endoniikleaz G, Smac/DIABLO gibi apoptozda rol
alan molekiller salinir. Biitiin bu faktorler Bax/Bak kanallart ya da mitokondri
membrandaki porlar tarafindan serbestlenir. ATP’nin varliginda Apaf-1 ve sitokrom
¢ Prokaspaz -9’un aktivasyonunu kolaylastirir. Sitokrom c, Apaf-1, kaspaz -9 ve
dATP ya da ATP birleserek apoptozom ile biiyiik bir bilesik olusturur. Apoptozomun
gelisimindeki en 6nemli etken mitokondriondur. Kaspaz-9 aktiflesmesi ve kaspaz-3,
6, 7 aktivasyonuyla apoptozis gerceklesir (Philchenkov, 2004 ; Sprick ve Walczak,
2004).

Hucrelerde sitokrom C mitokondrinin zarlari arasinda bulunur. Pro-apoptotik
dizenleyici olan Bax, sitokrom C’nin sitozole gecisini saglar. Sitokrom C’nin
sitozole gegmesi apoptozun baslamasina neden olur. Anti-apoptotik diizenleyici olan
Bcl-2, sitokrom C’nin sitozole gegigini engeller ve apoptozun gergeklesmesi

engellenir (Tsujimoto, 1998).

AIF (Apoptoz Indiikleyici Faktdr) bir flavoprotein olup, mitokondride
gorevlidir. Apoptotik uyari ile niikleusa geger. Niikleusta kromatin yogunlagsmasina

ve DNA’nin par¢alanmasina neden olur.

Endonukleaz G, mitokondilerde bulunur ve nukleaz aktivitesiyle mitokondride
transkripsiyon sirasinda  RNA-DNA  hibritlerinin  ayrilmasina neden olur.
Mitokondriden nukleusa gecen endoniikleaz G, DNA’nin parcaciklara ayrilmasini

saglar ve sonugta hiicre apoptoza ugrar.

p53 proteini, hucre siklusunun G1 evresinde gorevlidir. Transkripsiyon
esnasinda hatali yazilim diizeltir. Islevini gergeklestiremediginde Bax, Fas ve Apaf-
1 proteinlerinin miktarint arttirarak Bcl-2 ve Bcl-xL’nin baskilanmasi saglanr,

apoptoz indiklenir (Vousden ve Lu, 2002).
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2.6.2. Apoptozda Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Temel olarak apoptoz bir hiicrenin komsu hiicrelerle olan baglant1 bolgelerinin
kopmasi ve biiziigmesi ile karakterizedir. Hiicrenin gegis bolgeleri olan Na, K, Cl
tastyict sistemin ¢alismamasi durumunda hiicre i¢i ve dis1 arasinda sivi gecisi olmaz
ve hicre buzllir. Apoptotik hiicre diger hiicrelere gore daha kiiciiktir ve
sitoplazmast yogundur. Bu yogunluk sebebiyle organeller ¢ok sayida goriiniirler.
Elektron mikroskobunda Once hiicre membraninda yapisal bozulmalar ve
kabarikliklar goriiliir. Normalde hiicre membraninin sitoplazmik yiziinde bulunan
fosfotidilserin, membranin dis yiiziinde yerlesim gosterir ve bu fagositik hiicreler i¢in
sinyal gorevi goriir. Apoptoza giden hiicre kromatini yogunlasir, parcalar seklinde bir
araya toplanir. Cekirdek sekli bozulur, porlar secilemez duruma gelir. Sitoplazmik
parcalardan olusan organel igeren parcalar, komsu hiicreler ya da makrofajlar

tarafindan sindirilir (Cohen, 1993 ; Tomatir, 2003).
2.6.3. Apoptoz ile Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz ile nekroz farkli kavramlardir. Nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli
olmamasma ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda
meydana gelebilir. Apoptozis morfolojik olarak 6zglndir. Nekrozisde hiicre igine
asirt sivi girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersi kiigiliir.
Nekrozisde kromatin normal hiicre yapisindakine benzerken, apoptozda kromatin
kondanse olur, parcalara ayrilir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliiglini
kaybeder ve hiicre iginden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikisi gergeklesir. Oysa
apoptotik hiicre membrani intaktir (Ulukaya, 2003).

2.7. CALISMANIN AMACI

Uremeye Yardimci Tedavi uygulamalari kapsaminda, kemoterapi ve
radyoterapi alacak geng hastalara, diisiik ovaryan rezervine sahip hastalara fertilite
koruma amaciyla oosit veya gonad dokusu kriyoprezervasyonu uygulanmaktadir.
Partneri bulunmayan veya pre-pubertal dénemde olan hastalarda ya da oosit
dondurma islemi i¢in gerekli ovaryan stimiilasyon tedavilerinin kontrendike oldugu
olgularda gonad dokusu kriyoprezervasyonu tercih edilmektedir. Bu uygulamalarda
basariy1 etkileyen en 6nemli etken, dondurma-¢ézme sonrasi dokunun canliliginin
korunmasmin yami sira, dondurulan dokunun c¢oziilerek hastaya tekrar

transplantasyonu gergeklestirildiginde re-vaskiilarizasyonunun gergeklesmesi, doku
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kaybinin en aza indirgenmesi ve transplante edilen dokuda ovaryan folikul

aktivasyonunun tekrar gerceklesmesidir.

Ovaryum dokunun transplantasyon Oncesi kiiciik parcalara ayrilarak
(fragmante formda) hastaya transplantasyonu sonrasi ovaryan folikiil aktivasyonunun
primordiyal folikiil havuzunda azalmayi engelleyememekle birlikte, antral folikdl
sayisini arttirdigr bilinmektedir. Oositin mayotik aktivasyonunun tekrar baslamasini
tetikleyen molekiiler mekanizmalar dogrultusunda, transplantasyon oncesi ovaryan
dokunun in vitro ortamda PTEN inhibitorleri ve/veya PI3-kinaz aktivatorleri ile
inkiibasyonu ovaryan folikiil aktivasyonunda etkin rol oynadigr bildirilen
calismalarda  klinik  dizeyde ovaryan foliktllerin  aktivasyonu  Uzerine
yogunlasilmakta, deneysel modellerde hiicre kaybi1 ve farkli gelisim evrelerindeki
ovaryan folikullerin aktivasyonu (zerine etkisi c¢alismalar sinirli  sayida

bulunmaktadir.

Bu calismada hizli kriyopreservasyon yontemi olan vitrifikasyon yodntemi ile
dondurulan ovaryan doku orneklerinin ototransplantasyonu dncesi fragmantasyon ve
molekuler aktivatorlerle kultire edilmesinin folikiler korunma ve aktivasyona

etkisini degerlendirmek amaglanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplandirma

Bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafinca 28.06.2016 tarihli onay1 alindiktan sonra yapilmistir. Calisma Bursa Uludag
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi, Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 1s1k
mikroskopi laboratuvarinda gergeklestirildi.

Calismada Deney Hayvanlart Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden alinan Wistar Albino cinsi, 4-6 haftalik, menstrual siklusu baglamig 25
adet disi sigan kullanildi. Siganlar su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12’ser saatlik
aydinlik/ karanlik donglsunde kafeslerde tutuldu. Ovaryan siklusun her grupta ayni
donemde olabilmesi icin uygulama oncesi vajinal smear alindi. Ostrus — progstrus
evresinde iken siganlar genel anestezisi ile uyutularak dorsal alandan 0,5-1,0 cm’lik
bir insizyon ile sag ovaryum c¢ikarildi ve emilebilir sutur ile insizyon kapatilip,
hayvan yasatildi. Ovaryektomi sonrasinda vitrifikasyon ve ¢ozme iglemi etilen glikol,
DMSO, siikroz ve serum supplement soliisyonlar: ile laboratuvar ortaminda
hazirlanan vitrifikasyon ve ¢ozme soliisyonlariyla gerceklestirildi. Vitrifikasyon
sonrast dokular Kriyovialler iginde -180°C’de likit nitrojende bekletildi. Dokularin
¢ozme iglemi yapildiktan sonra, kiiltiire edilen dokular genel anestezi altinda dorsal
alandan acilan 0,5-1 cm bir insizyon ile bobrek kapiilii altina transplante edildi ve
emilebilir sutur ile insizyon kapatildi. Transplantasyon sonrasi 21 giin yasatilan
sicanlara ether anestezisi sonrasi servikal dislokasyon uygulandi ve transplante edilen

ovaryum dokular1 ¢gikarilarak histolojik preparasyonu gerceklestirildi.
Calisma asagida detaylar1 belirtilen 5 gruba ayrildi;

Grup 1 (Kontrol grubu, n=5); diseksiyon sonras1 ¢ikarilan ovaryum dokusu
ikiye bolunerek her iki doku &rnegi vitrifikasyon (hizli dondurma) yontemi ile
donduruldu. Ovaryektomi sonrasi 10. giin ovaryum dokular1 ¢ozildii ve doku

herhangi bir uygulamaya maruz birakilmadan, ayni giin ayn1 siganin bobrek kapstilii
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altina transplantasyonu gergeklestirildi. Ototransplantasyon sonrasi 21. giin ovaryum

dokulari ¢ikarilarak histolojik preparasyonu yapildi.

Grup 2 (Fragmante Kontrol Grubu, n= 5); diseksiyon sonrasi gikarilan
ovaryum dokusu ikiye bollnerek her iki doku &rnegi vitrifikasyon (hizli dondurma)
yontemi ile donduruldu. Ovaryektomi sonrasi 10. giin ovaryum dokular1 ¢oziildii ve
ardindan kiiglik pargalara ayrilan doku Orneklerinin bobrek kapsiilii altina
transplantasyonu gerceklestirildi. Ototransplantasyon sonrast 21. giin ovaryum

dokulari ¢ikarilarak histolojik preparasyonu yapildi.

Grup 3 (Deney Grubu, n= 5); diseksiyon sonrasi ¢ikarilan ovaryum dokusu
ikiye boltunerek her iki doku ornegi vitrifikasyon (hizli dondurma) ydntemi ile
donduruldu. Ovaryektomi sonrasi 8. giin ovaryum dokular1 ¢oziildii ve 48 saat
streyle P13-kinaz aktivatort iceren DMEM medyumunda kultire edildi (37°C’de,
%5 CO2 ve %99 nem ortaminda). inkiibasyonun ardindan doku 6rneklerinin ayni
sicanin bobrek kapsiilii altina transplantasyonu gerceklestirildi. Ototransplantasyon

sonrasi 21. giin ovaryum dokular: ¢ikarilarak histolojik preparasyonu yapildi.

Grup 4 (Deney Grubu, n= 5); diseksiyon sonrasi ¢ikarilan ovaryum dokusu
ikiye bolunerek her iki doku &rnegi vitrifikasyon (hizli dondurma) yontemi ile
donduruldu. Ovaryektomi sonrast 8. giin ovaryum dokular1 ¢oziildii ve kiigiik
parcalara ayrildi. Fragmantasyonu gerceklestirilen doku Ornekleri 48 saat sureyle
P13-kinaz aktivatord iceren DMEM medyumunda kilture edildi (37°C’de, %5 CO2
ve %99 nem ortaminda). Inkiibasyonun ardindan doku 6rneklerinin sicanlarin bobrek
kapsiilii altina transplantasyonu gergeklestirildi. Ototransplantasyon sonrasi 21. giin

ovaryum dokular1 ¢ikarilarak histolojik preparasyonu yapildi.

Grup 5 (Deney Grubu, n= 5); diseksiyon sonrasi ¢ikarilan ovaryum dokusu
ikiye bolunerek her iki doku &rnegi vitrifikasyon (hizli dondurma) yontemi ile
donduruldu. Ovaryektomi sonrast 8. giin ovaryum dokular1 ¢o6ziildii ve doku
ornekleri 48 saat streyle P13-kinaz aktivatorii iceren DMEM medyumunda kultire
edildi (37°C’de, %5 CO2 ve %99 nem ortaminda). Inkiibasyonun ardindan doku
ornekleri kiigiik parcalara ayrildiktan sonra sigcanlarin bobrek kapsiilii altina
transplantasyonu gerceklestirildi. Ototransplantasyon sonrast 21. giin ovaryum

dokular1 ¢ikarilarak histolojik preparasyonu yapildi.
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3.2. Ovaryum Dokusu Diseksiyonu ve Transplantasyonu

Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde sevofluran
anestezigi ile genel anestezi altinda dorsal alandan agilan 0,5-1 cm “lik bir insizyon
ile sag ovaryum alindi ve dondurma islemi yapildi. Hayvanlar cerrahi miidahale
sonrasi yasatildi. Dokular ¢6zuldukten sonra genel anestezi verilen siganlarin dorsali
tirasland, kiigiik bir insizyon ag¢ildiktan sonra ekartor ile bobrek viicut disina
cikarildi. Bobrek serum fizyolojik (SF) ile yikandi. Penset yardimiyla bobrek kapsilii
altina ovaryum dokular1 yerlestirildi. Ovaryum dokusunun Kapsiil altindan ¢ikmasini
engellemek icin bobrek kapsiilii koter ile yakilip bobrek yerine konuldu. Cilt alt1 ve
cilt katmanlarina uygun olarak siitiirize edilip kapatildi (Sekil 4).

Transplantasyondan 21 gln sonra eter anestezisi ile uyutulan siganlara
perfiizyon fiksasyonu uygulandi. Perfiizyon fiksasyonunda serum fizyolojik (SF) ve
fosfat tamponuyla hazirlanan %4’liikk paraformaldehit fiksatif olarak kullanildu.
Herbir denek icin SF’ten 50 ml, %4’luk paraformaldehitten 300 ml kullanildi. Eter
anestezisi ile denek bayiltildiktan sonra sirt istli yatirildi ve goglis kafesi
seviyesinden ventral kesi uygulanarak kalbe ulasildi. Kalbin apeks kismindan igne ile
aort icine girildi. Kalbin sag aurikulas: kesildi, SF inflizyonu ile dolasimdaki tim
kanin temizlenmesi beklendi. SF sonrasi paraformaldehid verilerek ilgili dokunun

fiksasyonu gerceklestirildi (Sekil 5).

Diseksiyon sonrasi bobrek kapsiilii altindan alinan sag ovaryum doku
orneklerine 48 saat boyunca %4’lik paraformaldehit icinde immersiyon fiksasyon
uygulandi (Sekil 6)
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Sekil 4. Bobrek kapsiilii altina transplantasyonu gergeklesmis ovaryum doku drneklerinin gorintusi

Sekil 5. Perfiizyon fiksasyonun uygulanmasi
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Sekil 6. Perfiizyon fiksasyon sonrasi diseksiyonu gergeklestirilen bobrek kapsiilii altinda ovaryum

doku érneklerinin goriintlst
3.3. Ovaryumun Dondurulmasi ve Coziilmesi

Elde edilen tim ovaryum dokularinin vitrfikasyon isleminde laboratuvarda

hazirlanan dondurma ve ¢6zme soliisyonlar1 kullanildi.
3.3.1. Vitrifikasyon Protokolu
Vitrifikasyon isleminde iki farkli soliisyon kullanildi
Equilibration buffer (EB);

e HEPES (Irvine Scientific #90126)

e Etilen Glikol (ET) (SIGMA E9129)

e Dimetil Sulfoksit (DMSO)

e Serum Suplement (SSS) (Irvine Scientific) iceren ilk basamak dondurma
soliisyonu, 0.22 pum c¢apli mikrofiltreden gecirildi ve 15ml’lik Falcon

santriflj tipinde oda sicakliginda bekletilerek hazir hale getirildi
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Vitrification buffer (VB);

e Siikroz (SIGMA #S-1888)
e HEPES (Irvine Scientific #90126)
e Etilen Glikol (ET) (SIGMA E9129)
e Dimetil Stlfoksit (DMSO)
e Serum Suplement (SSS) (Irvine Scientific) igeren ikinci basamak dondurma
soliisyonu, 0.22 um ¢apl mikrofiltreden gegirildi. +4 °C’de bekletildi.
15 mP’lik santrif(j tiipine 1ml EB soliisyonu konuldu. Ovaryektomi ile alinan
dokular EB soliisyonu i¢ine konuldu ve oda sicakliginda, 25 dakika bekletildi.
Dakikada bir kez tiip ters-ylz edilerek soltisyonun dokunun tim yiizeylerine temas

etmesi saglandi.

EB soliisyonundan alinan dokular icerisinde 1 ml’lik VB solisyonu olan santrifj
tlplne aktarildi ve doku orneklerinin tlpiin tabanina ¢okmesi gergeklesene kadar
inkiibasyon islemi siirdiiriildii. Tiplin tabanina ¢0ken dokular solisyon iginden
alindi, likit nitrojen igerisine daldirildi. Igerisinde likit nitrojen bulunan 2ml’lik

kriyoviallere konularak azot tankinda likit nitrojen icerisinde saklandi.
3.3.2. Thawing (Cozme) Protokolu

(Cozme isleminde ti¢ farkli soliisyon kullanildi.
Thawing solution (TS);

e Sikroz (SIGMA #S5-1888)

e HEPES (Irvine Scientific #90126)

e SSS (Irvine Scientific #90126) iceren ilk basamak ¢6zme soliisyonu, 0.22 pm
capli mikrofiltreden gegirildi ve +4 °C’de 15ml’lik santrif(ij tlpunde
bekletilerek hazir hale getirildi
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Dilution solution (DS);

e Siikroz (SIGMA #S-1888)

e HEPES (Irvine Scientific #90126)

e SSS (Irvine Scientific #90126) iceren ikinci basamak ¢6zme sollisyonu, 0.22
um capli mikrofiltreden gegirildi ve +4 °C’de 15ml’lik santrifij tlpunde
bekletilerek hazir hale getirildi.

Washing solution (WS);

e HEPES (Irvine Scientific #90126)
e SSS (Irvine Scientific #90126) karistirilarak 15ml’lik santrif(yj tlplnde steril
tiipe alinip +4°C’de bekletildi.

Cozme isleminde azot tanki igerisinden alinan dokular; 15ml’lik santrifij
tipunde bulunan, dnceden 37°C de 1sitilmis 1ml TS i¢ine alindi ve inkiibatérde 3dk
sireyle bekletildi. Inkiibatorden c¢ikarilan dokular oda sicakliginda santrifiij
tiplndeki 1ml DS igine alindi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Bekleme esnasinda
tip dakikada bir kez ters-ylz edildi. Ardindan doku 6rnekleri oda sicakliginda 1ml
WS igine alindi.

3.4. Ovaryum Dokusunun Inkiibasyonu

Kultir solisyonu igerisine eklenecek olan Folikiil Uyarict Hormon (FSH) igin
Gonal-F 4501U/0.75 ml kullamldi. Ila¢ kullanma talimatinda belirtildigi sekilde

distile su ile hazir hale getirildi.
Kultar soltsyonu;

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

e HSA (Human Serum Albumin)

e Penisilin

e FSH (Gonal-F, MerckSerono ilag)

e 740-YP (Tocris-Fosfotidilinositol-3-kinaz aktivatorii) ile hazirlandi.

Grup 3, Grup 4 ve Grup 5°te bulunan siganlardan ether anestezisi sonrasi 0,5-
1,0 cm’lik bir insizyon ile elde edilen ovaryum dokulari, vitfirikasyon (hizli
dondurma) ve c¢ozme islemi (thawing) uygulandiktan sonra, icerisinde Kkultir
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soliisyonu bulunan fourwell (Falcon) kiiltiir kabinda, 37°C’de, %5 CO2 ve %99 nem
ortaminda 48 saat siireyle bekletildi (Sekil 7 ve Sekil 8).

Sekil 7. Fragmante ovaryum doku 6rneklerinin inkiibasyonu

Sekil 8. Yarim ovaryum doku drneklerinin inkiibasyonu
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3.5. Isik Mikroskobik Preparasyon

Fiksasyon sonrasi doku takibi islemi Tablo 1’de belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2245) ile Sum kalinliginda
seri kesitler lamlara alindi. Morfolojik degerlendirme i¢in, her bir doku blogundan

alinan kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi yapildi.

Tablo 1. Doku Takibi Basamaklar1

Sira islem Siiresi
1 %50’lik alkol 2 saat
2 %70’lik alkol 2 saat
3 %90’lik alkol 2 saat
4 %96’lik alkol-1 2 saat
5 %96’lik alkol-I1 Gece boyu
6 Ksilen-I 1,5 saat
7 Ksilen-I1 1,5 saat
8 Parafin-I 1,5 saat
9 Parafin-I1 1,5 saat
10 Parafin-Il1 1 saat
11 GOémme

3.6. Hematoksilen-Eosin Boyama ve Morfolojik Degerlendirme

5 pum kalmhigindaki kesitler 60°C’lik etivde (Isokal EN 500) gece boyunca
bekletildi. Ksilen ile deparafinize edildikten sonra H&E boyama islemi uygulandi
(Tablo 2).

Tablo 2. Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolii

Sira Islem Sire
1 %96’lik alkol 3 dakika (dk)
2 %90’1ik alkol 3dk
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3 %70’lik alkol 3dk

4 Cesme suyu 3dk

5 Harris’in Hematoksileni 10 dk

6 Cesme suyu Suyun rengi seffaf olana kadar
7 Asit alkol 1-2 dips

8 Cesme suyu 3dk

9 Amonyakli su 1-2 dips

10 Cesme suyu 3dk

11 Eozin 2-5dk

12 Cesme suyu Suyun rengi seffaf olana kadar
13 %70’lik alkol 7 dips

14 %90’1ik alkol 7 dips

15 %96°1ik alkol 7 dips

16 Ksilen-1 20 dk

17 Ksilen-I1 20 dk

18 Kapatma

H&E ile boyanan kesitlerde folikiillerin morfolojik smiflandirilmas: folikiil
bliytikliigii, zona pellusida varligi, folikiillerdeki graniiloza hiicrelerin sekli ve

graniiloza hiicre tabakasinin katman sayisina gore siniflandirildi (Ross, 2011).
Siniflandirmaya gore;

* Primordiyal folikiil; primer oositi ¢evreleyen yassi tek sirali graniiloza

hicreleri ile cevrili folikil

* Unilaminar primer folikiil; zona pellusidasi olugsmaya baslamis primer oositi

cevreleyen tek sira kiibik grantiloza hiicreleri igeren folikil

* Multilaminar primer folikiil; zona pellusidasi gelismis primer oosit ve
cevresinde ii¢ siradan fazla kiibik graniiloza hiicre tabakasi iceren folikiil. Graniiloza
hiicreleri arasinda heniiz folikiil sivist birikimi baslamamis olup, teka tabakasi

belirginlesmeye baslayan folikdl
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* Sekonder folikiil; primer oosit ve etrafini ¢evreleyen 5 ya da daha fazla sirali
kiibik graniiloza hiicreleri, graniiloza hiicre tabakasi i¢inde folikiil sivist birikiminin

goriildiigii, teka interna ve eksterna tabakalarmnin belirgin olarak ayirdedilebildigi
folikal

* Olgun (Graaf) folikiil; ¢ap olarak en genis olan ve folikiil sivisinin tek bir
antral bosluk icinde toplandigi, primer oositin antrum i¢inde eksantrik yerlesim
gosterdigi (kenara itilmig), primer oositi cevreleyen korona radiata ve kumulus
ooforus hiicrelerinin belirginlestigi folikiil (Sekil 9) (Ross, 2011)

Sekil 9. a) Primordiyal folikil b) Unilaminar primer folikil c) Multilaminar primer folik(l

d) Sekonder folikill e) Graaf folikul (Ross,2011)
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Kesitlerin histolojik degerlendirmesi Olympus BX-FLA Reflected Light
Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus BX50 mikroskopla 10X-20X-40X
objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD renkli kamera, 1,5 million

pixel) ile bilgisayar ekranina alinan gorintuler tzerinden gergeklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ovaryum Dokusunun Morfolojik Degerlendirilmesi

Kontrol gruplarini olusturan Grup 1 ve Grup 2’deki Wistar Albino cinsi, 4-6
haftalik, menstrual siklusu baglamis siganlardan alinan sag ovaryum dokulari ikiye
boliiniip vitrifikasyon (hizli dondurma) yontemiyle donduruldu. Vitrifikasyondan 10
giin sonra dokulara Thawing (¢6zme) islemi uygulandi. C6zme sonrasinda Grup 1’i
olusturan numuneler yarin ovaryum dokusu seklinde, Grup 2’yi olusturan numuneler
ovaryum dokusu fragmante edildikten sonra, kiltir medyumunda bekletilmeden,

ayn1 hayvanin bobrek kapsiilii altina ototransplantasyonlari gergeklestirildi.

Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’1 olusturan sigcanlardan elde edilen sag ovaryum
dokular1 ikiye bolinup vitrifikasyon (hizli dondurma) yontemiyle donduruldu.

Vitrifikasyon sonrast 8. giin ovaryum dokulari ¢oziildi.

Grup 3’teki hayvanlara ait dokular yarim ovaryum halinde 48 saat siireyle P13-
kinaz aktivatori iceren DMEM medyumunda kulture edildi. Ovaryum dokular

klltire edildikten sonra bobrek kapsiilii altina ototransplantasyonu gerceklestirildi.

Grup 4’teki hayvanlara ait yarim ovaryum dokular1 fragmante edildikten sonra
48 saat sureyle PI3-kinaz aktivatori iceren DMEM medyumunda kultire edildi.

Ovaryum dokular kiiltiire edildikten sonra bobrek kapsiilii altina transplante edildi

Grup 5’°teki hayvanlara ait dokular yarim ovaryum sekilde 48 saat siireyle PI3-
kinaz aktivatorii iceren DMEM medyumunda kiiltiire edildi. Ovaryum dokular1

kilture edildikten sonra fragmante edilip bobrek kapsiilii altina transplante edildi.

21 giin sonra Kontrol ve Deney gruplarina ait ovaryum dokularina doku takibi
ve 151tk mikroskobik preparasyon prosediirleri uygulandi. H&E ile boyanan

preparatlarda ovaryum dokularinin genel goriiniimleri degerlendirildi.

39



4.1.1. Yarim Ovaryum Dokusunun Ototransplantasyonu Sonrasi

Histomorfolojik Bulgular: (Grup 1)

Yarim ovaryum dokulariin hem bobrek kapsiiliine ototransplantasyonu hem
de histolojik preparasyonu (6zellikle doku takibi, bloklama ve kesit alma asamalari),
doku biiyiikliiglinlin preparasyona daha rahat izin vermesi nedeniyle, kolay
gerceklestirildi. Histolojik preparasyonu sonrasi parafin bloklardan kesit alma
asamasinda Kesit biitiinliigliniin daha iyi korundugu goriildii. Ovaryum dokulari ile
bobrek parankimasi arasinda devamlilik belirgindi (Sekil 10a ve Sekil 10b).
Ovaryumun periferinde tek katli yassi ve/veya kiibik hiicrelerden olusan germinal
epitel secilebilmekle beraber, yer yer dokiildigi goriildii (Sekil 11a). Korteks ve
medulla ayiriminin yarim ovaryum dokularinda yapilmasi miimkiin oldu. Medulla
tabakasinda daha yogun olmak iizere vaskiilarizasyonda belirgin artis gézlendi (Sekil
10a ve Sekil 10b). Doku o6rneklerinde kronik inflamasyona bagli olarak yaygin

lenfositik ve monositik infiltrasyon goriildii (Sekil 11Db).

Ovaryumun korteks tabakasinda gelisiminin farkli asamalarinda normal ve
atretik ovaryan folikuller izlendi. Erken gelisim asamasinda olan folikiillerin tim
kesitlerde daha yogunlukta oldugu gozlendi (Sekil 12a ve Sekil 12b). Fragmante
gruplarla karsilastirildiginda (Grup 2, Grup 4 ve Grup 5) folikiiler biitiinliiglin ve
stromal yapilarin daha iyi korundugu, doku sinirlarimin belirgin oldugu gOrildi
(Sekil 10a ve Sekil 10b). Kontrol grubunda dokunun biitiinliigiiniin korunmasi ve
germinal epitelin tanimlanmasi miimkiin oldugu i¢in, germinal epitel altinda yerlesik
olan tek sira yassi folikiil hiicreleri ile gevrili primer oositten olusan primordiyal
folikiillerin dagilimi diger gruplara gore daha net gozlendi (Sekil 12a). Primordiyal
foliktl benzeri, folikiil hiicre sayilarinin azaldigi atipik folikiiller tiim gruplarda
oldugu gibi kontrol grubunda da gorildi. Gelismekte olan folikiiller arasinda tek
tabakali kiibik folikiil hiicreleri ile ¢evrili primer oositten olusan unilaminar primer
folikil ve gok tabakali kiibik folikiil hiicrelerinin olusturdugu graniiloza tabakasina
sahip multilaminar primer folikiiller kontrol grubunda yaygin olarak goézlendi (Sekil
12a ve Sekil 12b). Morfolojik 0Ozelliklerine gore gelisimsel asamasinin
degerlendirilmesi miimkiin olan folikiiller disinda, oosit igermeyen juksta
pozisyonunda yerlesmis graniiloza hiicrelerinin oldugu folikiil benzeri dejenerasyon
bulgusu veren yapilar gozlendi (Sekil 12a ve Sekil 12b). Foliklllerde oosit

seviyesinden gecgen Kkesitlerde oositlerde piknotik c¢ekirdek, ooplazmik vakuoller,
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sitoplazma biitiinliigiinde bozulmalar gozlendi. Fragmante ovaryum dokularinda
daha yogun olmakla birlikte, kontrol grubunda da stromadan ayrilmis folikiiller

gordlda.

Korteks tabakasi i¢inde az sayida sekonder folikil gorildi. Folikiil sivisinin
birikmeye basladigi sekonder folikullerde normal morfolojili, folikil gevresinde
bulunan stroma hiicrelerinin diizenlenmesiyle olusan teka interna ve teka eksterna
tabakalarmin ayirt edilebildigi folikiillerin yaninda, graniiloza tabakasinda
ayrilmalarin oldugu, pikotik c¢ekirdege sahip graniiloza tabakasi ile g¢evrili, primer
oositin normal morfolojisinin gézlenmedigi dejenerasyona giden folikiller gézlendi.
Graaf folikiillerde biiyiik bir antrum, folikiiliin bir kenarinda konumlanmis oositi
cevreleyen korona radiata hicreleri ve graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki
kopriiyii olusturan korona ooforus hicreleri izlendi. Kontrol gruplarinda teka lutein
ve soluk boyanmis graniiloza lutein hiicrelerinin ayirt edici 6zelligi ile korpus luteum
yapilar1 belirgin gozlendi (Sekil 13a). Erken asamada ve preantral asamada atretik
folikdiller, dejenere gorinimde oosit, belirsiz zona pellusida ve piknotik gérinimde
dokiilmiis folikl hiicreleri ile ayirt edildi (Sekil 14a ve Sekil 14b).

4.1.2. Fragmante Ovaryum Dokularimin Ototransplantasyonu Sonrasi

Histomorfolojik Bulgulari (Grup 2)

Yarim ovaryum dokulart dondurulup ¢oOzildikten sonra fragmante edildi.
Perfiizyon fiksasyon sonrasi fragmante ovaryum dokularinin bobrek kapsiilii altindan
diseksiyonu sirasinda ve doku takibi sonrasinda, dehidratasyona bagli olarak daha da

kiigtilmesi nedeniyle bir kisminin kayb1 gerceklesti.

Fragmante doku orneklerinin bdbrek parankimasi ile devamliligi kontrol
grubuna gore daha azdi (Sekil 10c ve Sekil 10d). Doku biitinligiinin iyi
korunamadigi ve kesitlerde agirlikli olarak izole folikiiller gdzlendi. Ovaryumun
periferinde tek katli yassi ve/veya kiibik hiicrelerden olusan germinal epitel dokunun
kiiglikliigli sebebiyle yer yer segilebildi. Doku biitiinliigii korunamadigi igin korteks
ve medulla ayirimi ¢ok belirgin degildi. Yassi graniiloza hiicreleri ile cevrili
primordiyal folikuller yer yer gozlenmekle birlikte, kortekste genel olarak gelismekte
olan folikdller ( tek tabakali kiibik hiicre tabaksi ile ¢evrili unilaminar folikil ve 2-4

sira halinde graniiloza hiicre tabakasiyla c¢evrili multilaminar folikiller) ayirt edildi
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(Sekil 10c ve Sekil 10d). Graniiloza hiicreleri arasindaki folikiil sivisi ile dolu olan
bosluklarla karakterize sekonder folikiillerde yer yer hiicre kayiplari goriildu.
Graniiloza hiicrelerinin farklilagmasiyla olusan bag dokusundan zengin teka interna
ve teka eksterna tabakalari izlendi. Az sayida goriilen graaf folikiillerde nukleus
seviyesinden gecmemis kesitlerde primer oositi ¢evreleyen korona radiata ve folikiil
hiicreleri ile baglantida bulunan kumulus ooforus hiicreleri secilebildi. Normal
morfolojideki farkli gelisim asamalarinda bulunan folikiillere ek olarak, hiicre kaybi
yasayan atipik folikiiller yarim ovaryum dokusu bulunduran gruplara gore daha fazla

goruldu (Sekil 12¢ ve Sekil 12d). Stromadaki vaskiilarizasyon artisi belirgindi.

4.1.3. Yarnm Ovaryum Dokusunun IVA Uygulamasi1 Sonrasi Histomorfolojik

Bulgular (Grup 3)

Bu grupta yarim ovaryum dokusunun doku preparasyonunun kolaylig: ve doku
biitiinliigiiniin  korunmas1 nedeniyle histomorfolojik degerlendirilmesi, kesit
siirlarinin  belirlenmesi daha kolay oldu. Bobrek parankimasiyla ovaryum
dokusunun devamlilig: izlendi. Germinal epitel fragmante doku Orneklerine gore
daha belirgindi, korteks ve medulla ayirimi kolaylikla yapildi (Sekil 10e ve Sekil
10f). Kortekste bulunan yassi hiicre tabakasiyla ¢evrili primordiyal folikullerin ve
gelisimin erken asamasindaki folikiillerin yogunlugu g0zlemlendi (Sekil 12e).
Normal morfolojili unilaminar ve multilaminar folikullerin yanisira dejenere ve
atretik folikiil sayisindaki artis dokunun biiyiikliigii ile korelasyon gosterdi.
Dejenerasyon ve atreziye giden folikuller primer oosit sitoplazmasinda vakuoler
gortnim, belirsiz zona pellusida ve piknotik gorunimde ¢ekirdege sahip, yer yer
dokiilmiis graniiloza hiicreleri ile ayirt edildi. Normal ve dejenere korpus luteum
yapilar1 belirgindi (Sekil 13b)

4.1.4. Fragmante Edilen Ovaryum Dokusunun IVA Uygulamasi Sonrasi

Histomorfolojik Bulgular: (Grup 4)

Doku diseksiyonu esnasinda fragmentler halinde olan ovaryum dokular1 bobrek
ayrimi yapilamadi. Doku biitiinliigliniin korunamamasi ve kiguk alanlarda ovaryum

kesitlerinin gozlemlenmesi nedeniyle doku kesitlerinde korteks ve medulla ayrimi

42



tam yapilamadi. Fakat folikiil yerlesiminin  goriildiigli korteks olarak
tanimlanabilecek alanlarda gelisiminin farkli asamalarinda folikiiller izlendi (Sekil
10g ve Sekil 10h). Erken gelisim asamasinda olan folikiiller (unilaminar ve
multilaminar folikiiller) diger fragmante ovaryum dokusu bulunduran gruplarda
oldugu gibi (Grup 2 ve Grup 5) daha fazlaydi. Kronik inflamasyona bagli olarak
yaygin lenfositik ve monositik infiltrasyon goruldu. Diger deney gruplariyla benzer
sekilde primer oositte vakuolizasyon, graniiloza hiicre kaybmin goriildiigii atipik

atretik folikiiller goriildii (Sekil 12g ve Sekil 12h).

4.1.5. IVA Uygulamasi Sonras1 Fragmante Edilen Ovaryum Dokusunun

Histomorfolejik Bulgulari (Grup 5)

Grup 2 ve Grup 4’teki dokulara benzer sekilde bu grupta bulunan fragmante
ovaryum dokularinda doku biitiinliigiiniin korunmadigi goriildii. Dokularin kiigiik

olusu histolojik preparasyonu ve mikroskobik degerlendirmeyi giiglestirdi.

Doku smirlariin belirgin olmayist nedeniyle folikiiler biitiinliikk ve stromada
bulunan yapilarin analizi her kesitte miimkiin olmadi. Bobrek kapsulu ile fragmentler
arasinda gergeklesen penetrasyon yer yer goriildii (Sekil 10j ve Sekil 10k). Tek kath
yass1 ve/veya kubik hiicrelerden olusan germinal epitelin biiylik miktarda dokildigii
izlendi. Tek sira yass1 folikil hucre tabakasiyla ¢evrili primordiyal folikiiller, tek sira
kibik foliktl hucreleriyle cevrili unilaminar primer folikil ve iki veya daha fazla
hiicre tabakasiyla ¢evrili multilaminar primer folikiiller her grupta oldugu gibi bu
grupta da daha yogun goriinen folikiil gruplariyd: (Sekil 12j ve Sekil 12k). Bu grubu
olusturan kesitlerde sekonder ve graaf folikil gortlmedi, ancak korpus luteum
yapilarina yer yer rastlandi (Sekil 13c). Bu grupta da hiicre sayisinda azalma ile
karakterize primordiyal ve unilaminar primer folikil benzeri atipik folikuller
belirgindi (Sekil 12j). Unilaminar folikiillerde folikiil sayilarinda azalma olmakla
birlikte, zona pellusidanin gelistigi gOzlendi. Diger gruplarla benzer morfolojik

ozellikte ve yogunlukta gelisiminin erken asamasinda atretik foliktller goraldu.

43



44



Sekil 10. a) Grup 1 genel goriiniim, x4. b) Grup 1 genel gériniim, x10. ¢) Grup 2 genel gorinim, x4.
d) Grup 2 genel goriinim, x20. e) Grup 3 genel gérinim, x4. f) Grup 3 genel goriiniim, x10. g) Grup
4 genel goriinim, x4. h) Grup 4 genel gértinim, x10. j) Grup 5 genel gdriinim, x4. k) Grup 5 genel

gorinum, x10.

d

Sekil 11. a) Germinal epitel (siyah ok bas1). b) Lenfosit infiltrasyonu (mavi-kesikli ok)
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x40

46



Sekil 12. Grup 1 (ave b), Grup 2 (c ve d), Grup 3 (e ve f), Grup 4 (g ve h), Grup 5 (j ve k)
Primordiyal folikiil (sar1 ok), Unilaminar primer folikiil (yesil ok), Multilaminar primer folikiil (siyah
0k), Korpus luteum (mavi y1ldiz)
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Sekil 14. a) Gelisimin erken evresindeki atretik folikiiller (siyah-ince ok). b) Preantral folikiller

(turuncu-ince ok)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu galismada ‘vitrifikasyon yontemi ile dondurulan ovaryum dokularinin bébrek
kapsiilii altina ototransplantasyonu 6ncesinde dokunun fragmantasyonu ve/veya P13-
kinaz aktivatori ile kiiltiire edilmesi folikiiler aktivasyonu arttirir’ hipotezinden yola
cikilarak; tek tarafli ovaryektomi yapilan deneklerde vitrifiye edilip ¢6ziilen ovaryum
dokular1 sadece ikiye boliinerek ya da kiigiik pargalara ayrilarak ve/veya P13-kinaz
aktivatorii iceren medyum igerisinde kiiltiire edilerek ayni denegin bobrek kapsiilii
altina ototransplantasyonu gerceklestirildi. Bobrek transplantasyonu ardindan
ovaryum dokularinin histomorfolojik degerlendirmesi yapilarak, fragmantasyon
vel/veya molekiler aktivatorin folikiiler aktivasyona etkisi degerlendirildi. Doku
fragmantasyonu ve/veya molekiiler aktivatér uygulamasinin ototransplantasyon
sonrasinda folikiiler korunmaya farkli bir etkisinin olmadigi, fakat gelisimin erken
asamasindaki normal ve atipik morfolojide ovaryan folikullerin artisina neden oldugu

gordlda.

Cocuk, adolesan ve geng¢ yetigkinlerde kanser hastaliginin goriilme sikligi
1970’lerden itibaren artmis olup, tedavi yaklasimlarindaki gelismeler dogrultusunda
0-19 yas araligindaki hastalarda 6liim orani diismiistiir. Mevcut 5 yillik siirecte
cocukluk cagindaki sagkalim orani %83’ii ge¢mistir. Bilinen su ki ¢ogu kanser
tedavisi (kemoterapi, radyoterapi veya kemoterapi-radyoterapi) gonadlar icin yuksek
toksisite icermektedir. Bu da prepubertal kiz ¢ocuklar1 ve kadimnlar i¢in POI riski
olusturmakta ve infertiliteye neden olmaktadir (Dolmans ve ark., 2018). Ozellikle
erigkin hasta grubunda oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu fertilitenin korunmasi
amaciyla en ¢ok tercih edilen yontemlerdir. Oosit kriyoprezervasyonu kanser hastasi
veya POI olan prepubertal donemde kiz ¢ocuklari igcin de uygun bir segenektir.
Ayrica sperm gerektirmemesi partneri olmayan veya heniiz ¢ocuk sahibi olmayi
diisinmeyen kadinlar iginde uygulanabilir bir yontemdir. Ancak hormonal tedavi
siiresi  gerektireceginden ve kanser tedavisinin ertelenemeyecegi durumlarda
uygunlugunu yitirmektedir (Taylan ve Oktay, 2017). Embriyo kriyoprezervasyonu
partneri olmayan kadinlar ve prepubertal dénemde kiz g¢ocuklari ig¢in uygun bir

yontem degildir. Oosit dondurma yonteminde oldugu gibi IVF tedavisinin 2-4 hafta

49



gibi bir slire gerektirmesi ve kanser tedavisinin ertelenememesi bu yontemi olumsuz
kilmaktadir (Fisch ve Abir, 2018)

Ovaryum dokusunun dondurulmasi ve transplantasyonu endikasyonu 6zellikle
gocuk, adolesan, partneri olmayan ve diger fertilite koruma yontemlerini kabul
etmeyen hastalar icin uygundur. Ayrica benign ovaryan sartlarda (ovaryan timor
veya bukilme ve endometriyozis), genetik ve endokrin hastaliklarda (Turner
sendromu, galaktozemi), otoimmiin hastaliklarda ovaryum dokusunun dondurularak
saklanmasi fertiliteyi korumak adina uygulanabilir bir yontemdir. Klinikte rutin
uygulanan bir islem olmayip, deneysel bir yontem olarak kullanilmaktadir. Dlnya
capinda 130’u askin canli dogum ovaryum dokusunun dondurulmasi ve
transplantasyonu ile saglanmigtir (Amorim, 2018; Suzuki, 2019). Fakat bu canli
dogumlarin ikisi hari¢ (Kawamura, 2017) olmak (zere, digerlerinde gebeligin
gelistigi oositin kaynagimin dondurulup-¢0zilup transplante edilen ovaryum dokusu
kaynakli m1 yoksa ¢ikarilmayan ovaryum dokusu kaynakli mi1 oldugu
bilinmemektedir. Dolayistyla ovaryum dokusunun total ¢ikarildigi olgular disinda
dondurma-¢6zme sonrasi ovaryum transplantasyonunun etkinligi halen tartismali ve

bu nedenle deneysel bir yaklasim olarak kabul edilmektedir.

Ovaryum  dokusunda  farkli  biiyiikliikte  hiicrelerin ~ bulunmasi
kriyoprezervasyon yonteminin Onemini ortaya ¢ikarmaktadir. Heniiz dokuyu
dondurmak igin optimal bir prosediir bulunmamaktadir. Cogu merkez geleneksel
dondurma ydntemi olan yavas dondurma yontemini (slow freezing) uygulamaktadir.
Ancak hizli dondurma yontemini benimseyen ve uygulamaya koyan merkez sayis1 da
giin gectikge artmaktadir. Bazi arastirmacilara gore vitrifikasyonun slow freezing
yontemine gore daha yuksek konsantrasyonda kriyoprotektanlar icermesi ovaryum
dokusunda bulunan folikdller ve hiicreler icin toksik etki yaratmaktadir (Amorim ve
ark, 2018). Ancak ¢esitli kriyoprotektan ajanlarin beraber kullanilmasi bu toksisiteyi
diistirmistir. Meirow ve ark.,, Suzuki ve ark., ovaryum fragmentlerindeki
primordiyal folikullerin dondurma ve ¢ézmeden sonraki sayilarini belirlemek igin iki
kriyoprezervasyon = yonteminden  hangisinin = daha  basarili  oldugunun
sOylenemeyecegini, bunun ic¢in yeterli hayvan c¢alismasinin bulunmadigini

belirtmislerdir (Meirow Ve ark, 2015; Suzuki ve ark, 2015).

(Cozme islemi esnasinda hidratasyon sebebiyle dokudaki sisme hiicrelerde bulunan
organel zarlarinin biitiinliiglinii bozabilmektedir. Doku igerisinde olusabilecek buz
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kristali formu sebebiyle oosit ve graniiloza hiicre nukleuslarinda piknotik gorinima
arttirmaktadir. Hiicreler arasi biitlinliiglin ve iletisimin kopmasi nedeniyle apoptotik

hiicre sayisinda artig goriilebilmektedir (Nawroth F. ve ark., 2005)

Ovaryum dokusunun biiytikliigli, kriyoprotektanlarin dokuya niiflizunu ve
dokudan izolasyonunu zorlastirmaktadir. Biitlin olarak dokunun dondurulmasi
yontemi hala gelisim asamasindadir. Kriyoprezervasyonun daha basarili olmasi ve
transplantasyon sonrasi vaskiilarizasyonun artmasi sebebiyle ovaryum dokusunun
fragmentler halide transplante edilmesi goriisii onerilmistir. Dokular fragmante edilip
donduruldugunda folikiiler kayip ve gorecekleri hasar en aza indirgenir (Silber, 2012;
Cho ve ark., 2019). Bu calismada BUUTF Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi’nde
fertilite koruma amaciyla insan ovaryum dokularinin kriyoprezervasyonunda
uygulamakta oldugumuz ve doku morfolojisini-viabilitesini degerlendirerek
giivenilirligini test ettigimiz vitrifikasyon protokolii kullanilarak deneklerin ovaryum
dokular1 donduruldu. Bu nedenle c¢alisma planlanirken deney gruplarina
kriyoprezervasyon uygulanmayan bir kontrol grubu dahil edilmedi. Calismanin
hipotezi disinda, deney gruplart dokunun biiylik ya da kii¢iik parcalar halinde
dondurulup-¢ozilip transplante edilmesinin avantaj ve dezavantajlari agisindan bir
degerlendirme firsat1 sundu. Fragmante edilip transplante edilen dokularin diseksiyon
esnasinda tamaminin elde edilememesi nedeniyle deney gruplarinda kantitatif olarak
folikiiler kaybin degerlendirilmesi miimkiin olmamakla birlikte, dokularin biiytik ya
da kugluk parcalar halinde ototransplantasyonunun doku korunmasinda fark

olusturmadig: goriildii.

Dondurulup-¢6zilen dokunun transplantasyonu sonrasi folikiil sagkalimindaki
en Onemli etken iskemi ve hipoksi durumudur. Anjiyogenez bu noktada kilit rol
oynamaktadir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda iskemik hasarin en fazla
transplantasyon sonrasi ilk gilinlerde gerceklestigi belirtilmistir (Lee, 2019)
Anjiyogenezin baglama siiresi cinslere gore farklilik gosterir. Sicanlarda bu siire 48
saat olarak belirtilmistir (Dissen, 1994). Bu c¢aligmada ototransplantasyon sonrasi
denekler 21 giin yasatildi. Tiim kontrol ve deney gruplarinda yogun vaskularizasyon
gorildi. Korteks-medulla ayirimi yapilabilen yarim ovaryum dokusunun transplante
edildigi numunelerde vaksiilarizasyonun medullada ve dokunun bobrek parankimasi
ile devam ettigi alanlarda daha yogun oldugu gozlendi. Fragmente doku 6rneklerinde

vaskiilarizasyonun yogun oldugu alanlari tanimlamak miimkiin olmadi. Fragmante
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doku orneklerinde izole ovaryan folikiller yogun vaskiilarizasyon gortlen alanlarda

saptandi.

Hiicre i¢i sinyal yolaklarindan PI3K-Akt-FOXO3, primordiyal folikul
aktivasyonunda 6nemli rolii oldugu transjenik hayvan calismalarinda gdsterilmistir.
Primordiyal folikuller dormant fazda bekleyen folikillerdir. In vitro aktivasyon
(IVA) c¢aligmalarinda PTEN inhibitora ve PI3K stimilatori fosfopeptid ile Akt
aktive edilmis, FOXO3’Un nuklear seviyesi arttirilmis bu sayede primordiyal
folikiillerin dormant fazdan ¢iktig1 belirtilmistir (Kawamura 2016). Ayrica fare ve
insan caligmalarinda ovaryum dokusunun fragmantasyonu ile Hippo sinyal yolagi
bozularak gelismekte olan sekonder folikillerin aktivasyonu saglanmistir. Bu
caligmada literatiirle uyumlu olarak doku fragmantasyonu sonrasinda ve/veya PI3K
aktivatorii  uygulamasiyla ozellikle gelisimin erken asamasindaki ovaryan
folikiillerde (unilaminar primer ve multilaminar primer folikiiller) artis gdzlendi.
Fakat genel anlamda tiim folikiiler asamalarda atrezide artig goriildii. Tiim gruplarda
korpus luteum yapilariin varlig1 ovaryan siklusun devamliliginin, folikiiler gelisim

periyodunun gergeklestiginin gostergesi olarak yorumlandi.

Sonu¢ olarak calismamiz; primer over yetmezligi olgularinda, kemo-
radyoterapi alacak prepubertal kiz ¢ocuklarinda fertilite koruma amaciyla
uygulanabilir deneysel bir yaklasim olan ovaryan doku kriyoprezervasyonu ve
ototransplantasyonunda, saglikli dokunun eldesi, primordiyal folikul rezervinin
aktivasyonu acisindan dokunun ototransplantasyon Oncesi fragmante edilerek
ve/veya molekiiler aktivatorlerle uyarilmasmin olumlu etkinligini gostererek, klinik

pratikte uygulanabilirligi konusunda literatiire katki saglamistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

% : Ylzde

pm . Mikrometre

AFP . Antifriz Protein

AIF . Apoptoz Igeren Faktor

AKT . Protein Kinaz B

AmH . Anti-Mdillerian Hormon

ASRM : American Society for Reproductive Medicine
BIRC : Baculoviral Inhibitors of Apoptosis Repeat Containing
BMP : Bone Morphogenetic Protein

cm . Santimetre

DMEM . Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO . Dimetilstlfoksit

DS . Dilution solution

EB . Equilibration Buffer

EG . Etilen Glikol

EGF : Epidermal Buytime Faktori

F-aktin . Fibréz Aktin

FGF . Fibroblast Biiytme Faktori

Foxo3 : Forkhead Box

FSH . Folikil Stimile Edici Hormon

G-aktin : Glomerdiler Aktin

H&E : Hematoksilen ve Eozin

HEPES . 4-(2-hidroksietil)-1-Piperazineetansulfonik Asit
HSA : Human Serum Albumin

IGF1 . Insuline-Benzer Bliylime Faktori 1

IVA . In Vito Aktivasyon

KGF . Keratinosit Buyume Faktori
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KL
LH
LIF
MIS
mm
MRNA
MmTOR
mTORC1
mTORC2
Nobox
Nrf
°C
OMI
PCOS
PDK
PI3K
PIP2
PIP3
POI
PTEN
PVA
PVP
RTKSs
SF
Sohlhl
SSS
TAZ
TEAD
TNFR
TS
TSC1
TSC2
VEGF

. Kit Ligand

. Luteinizan Hormon

: Lokemi Inhibitor Faktor

: Mullerian-Inhibiting Substance

. Milimetre

. Mesajc1 RNA

: Mammalian Target of Rapamycin

: Mammalian Target of Rapamycin Complex 1
: Mammalian Target of Rapamycin Complex 2
: Newborn Ovary Homeobox-Encoding Gene

. Nerve Growth Factor

. Santigrad Derece

: Qosit Matiirasyon Inhibitord

. Polikistik Over Sendromu

. Fosfoinositol Bagimli Kinaz

. Fosfotidil Inositol-3 Kinaz

. Fosfotidilinositol-4,5-Bifosfat

. Fosfotidilinositol-3,4,5-Trifosfat

. Primer Over Yetmezlik

: Phosphatase and Tensin Homolog

: Polivinil Alkol

: Polivinilprolidon

. Reseptor Tirozin Kinaz

: Serum Fizyolojik

. Spermatogenesis and Oogenesis Spesific Basic Helix-Loop-Helix 1
. Serum Supplement
. Transcriptionalcoactivatorwith-PDZ Binding Motif
. Transcriptional Enhanced Associate Domain
: Tumor Nekrozis Faktor Reseptor

: Thawing Solution

. Tuberoz Skleroz Kompleks 1

. Tuberoz Skleroz Kompleks 2

. Vaskiler Endotelyal Biytime Faktori
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WS
YAP
ZP

: Warming Solution
. Yes Associated Protein

: Zona Pellusida
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