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OZET

SICANLARDA SiKLOFOSFAMIDE BAGLI OVARYAN TOKSISITEDE YAG
DOKUDAN ELDE EDILEN MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
PTEN/AKT/FOXO3A YOLAGINA ETKISi

UZMANLIK TEZi
Dr.Ozen ONAL

GIiRIS:Guniimiizde birgok kanserin tedavisinde kemoterapi ve radyoterapinin yaygin
olarak kullanilmaya baslanmasi ile kanser hastalarinin 5 yilik yasam sdresi
artmistir. Ancak uygulanan bu tedavilerin toksik etkileri ylziinden hastalar tedavi
sonrasinda bazi tibbi sorunlar ile karsl karsiya kalmakta ve yasam kaliteleri
dusmektedir. Onemli bir konu da bu tedavilerin uygulandigi geng hastalarda Gremeyi
korumaya yonelik islemlerdir. Alkilleyici grubu kemoterapotiklerden olan
Siklofosfamid pekcok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullaniimakta ve genital
organlar Uzerine olan toksik etkileri ylzinden infertiliteye neden olmaktadir.
Siklofosfamid (CTX) kullanimi ile ovaryum rezervini temsil eden primordiyal
folikullerin kitlesel kaybi olur ve bdylece prematir ovaryan yetmezlik gelisir. Daha
once yapilan calismalarda PTEN/AKT/FOXO3a yolaginin primordiyal folikllerin
gelisimi ve hayatta kalimi ile iligkili oldugu belirtiimistir. Ayrica Siklofosfamidin bu
sinyal yolagi uzerinden primordiyal folikillerin aktiflenmesine yol acarak ovaryum
rezervinin yok olmasina neden oldugu bilinmektedir. Biz bu c¢alismada
siklofosfamidin ovaryuma olan toksik etkisine karsi mezenkimal kok hicrelerin
tedavi edici etkisini ve PTEN/AKT/FOXO3a yolagdi Uzerine olan rolunu aragtirmayi

amacladik.

GEREC-YONTEM:Bu cgalismada, toplam 18 adet, 8 haftalik, 150+15 gram
agirhgindaWistar Albino cinsi disi sican Uzerinde calisildi. Sicanlar rastgele
secilerek 3 gruba ayrildi. Grupl: Siklofosfamid grubu (CTX,n=6), Grup 2:
Siklofosfamid+Mezenkimal Kok Hicre grubu (CTX+KH, n=6) Grup 3: Kontrol grubu
(K, n=6) olarak 3 grup olusturuldu. Grup 1 ve Grup 2’ ye ilk gin 50 mg/kg
siklofosfamid intraperitoneal verildi ve ayni gruplara takip eden 13 gin boyunca
gunlik 8mg/kg siklofosfamid enjekte edildi. Daha sonra sadece Grup 2’ye

siklofosfamid enjeksiyonunun son giiniinden 2 giin sonra yag dokudan elde ettigimiz
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mezenkimal kok hiicreleri (Herbir overe 50.000 mezenkimal kdk hicreyi 0.05ml FBS

icerisinde) cerrahi yontemle direk siganlarin her iki ovaryumuna enjekte edildi.

Kok hiicre enjeksiyonundan 8 hafta sonra tim si¢anlarin ovaryumlarini ¢ikarilarak
rutin 1s1k mikroskop takibi yapildi. Parafin bloklardan 3 pm luk kesitler alinarak
Hematoksilen&Eozin ile  boyandi. PTEN, pPTEN, AKT, pAKT, FOXO3a ve
pFOXO3a ekspresyonlari immnohistokimyasal ve Western blot  yodntemiyle

incelendi.

BULGULAR: Siklofosfamidin ovaryum dokusunu hasara ugrattigi ve normal yapih
follikil sayisinin azalttigi goézlemlenmigtir. CTX+ Kok hicre verilen grupta
Siklofosfamidin neden oldugu hasarin engelledigini izlendi. Ayni zamanda CTX+kok
hicre grubunda pAKT ve pFOXO3a ekspresyonlarinin kuvvetli pozitif oldugunu
belirlendi. Follikil sayimi sonucunda primordial follikiiller en az grup 1 (CTX) ve
grup2’ de (CTX+KH grubu) (p=0,936) bulunurken sekonder ve tersiyer follkiller grup
1’ e (CTX grubu) karsin grup 2' de (CTX+KH grubu) oldukga fazla sayida oldugu
belirlendi (p=0,007, p=0,002).

TARTISMA ve SONUGC: Siklofosfomid PTEN/AKT/FOXA3a yolagina etki
etmemekte ancak ovaryumda ciddi hasara neden olmaktadir. Kbk hiicre uygulamasi
ise bu hasari azaltmakta ayni zamanda pAKT ve pFOXA3a ekspresyonunu
aktifleyerek primordial follikiliin primere farklanmasina neden olmaktadir. K6k hiicre
ugulamasi primordial follikil havuzu negatif etkilemekle birlikte ovulasyona giden

saglikh antral follkul sayisini arttirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Siklofosfamid, Prematir Ovaryan Yetmezlik,
PTEN/AKT/FOX0O3a, Mezenkimal Kok Hiicreler
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ADIPOSE TISSUE DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS
ON PTEN/AKT/FOXO3A SIGNALING PATHWAY CYCLOPHOSPHAMIDE
INDUCED OVARIAN TOXICIDES IN RATS.

Dr.Ozen ONAL

INTRODUCTION: Today, the widespread use of chemotherapy and radiotherapy in
the treatment of many cancers has increased the life span of cancer patients for 5
years but due to the toxic effects of these treatments, the patients are faced with
some medical problems and their quality of life decreases. An important issue is the
protection of young patients's fertility in the treatment of these diseases.
Cyclophosphamide, an alkylating group of chemotherapeutics, is widely used in the
treatment of many cancers and causes infertility due to toxic effects on the genital
organs. The use of cyclophosphamide results in the massive loss of primordial
follicles that represent the ovarian reserve, therefore ovarian toxicity and premature
ovarian failure develop. Previous studies have suggested that the PTEN / Akt/
Foxo3a pathway is associated with the development and survival of primordial
follicles.It is also known that cyclophosphamide leads to the activation of primordial
follicles via this signal pathway, thus destroying the ovarium reserve. In this study,
we aimed to investigate the restorative effect of mesenchymal stem cells against the
toxic effect of cyclophosphamide on the ovary and its effect on the PTEN / AKT /
FOXO3a pathway.

MATERIAL-METHOD: In the study, a total of 18, 8 weekly, Wistar Albino female
rats weighing 150 = 15 grams were studied. Rats were randomly selected and
divided into3 groups. There groups were formed: Group 1: Cyclophosphamide group
(6 rats), Group 2: Cyclophosphamide + Mesenchymal stem cell, Group 3: Control
group (6 rats).Group 1 and Group 2 were injected intraperitoneally with 50 mg / kg
Cyclophosphamide on the first day and 8 mg / kg Cyclophosphamide was injected
daily for the following 13 days in the same groups. 15 days after the first day of
cyclophosphamide injection, we injected adipose tissue derived mesenchymal stem

cells (50,000 mesenchymal stem cells in 0.05ml FBS per ovary) in Group 3 directly
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into both ovaries of the rats directly by surgical procedure.After 8 weeks from the
injection, we removed the ovaries of the rats and sacrificed all the rats. Histologic
sections of the ovaryes were Hematoxylin&Eosin stained. In addition, PTEN,
pPTEN, AKT, PAKT, FOXO3a and pFOXO3a antibodies were studied by

immunohistochemistry and western blot methods.

RESULTS: Cyclophosphamide was cause deterioration of integrity destroys the
ovarian tissue and reduces the number of normal follicles. We observed that
damage caused by cyclophosphamide was inhibited the in the CTX + stem cell
given group. We also found that the expressions of pAKT and pFOXO3a in the CTX
+ stem cell group were strongly positive. The mean primordal follicle count was
lowest in Group 1 (ctx group) and group 2 (ctx+ mesenchymal stem cell) and the
mean primordial follicle counts were higher in Groups 3 (control group) than in
Group 1, 2. But secondary and tersiyer follicle higher in group 2 and 3 than groupl
(p=0,007, p=0,002 sirasiyla)

DISCUSSION and CONCLUSION: CTX did not effect on PTEN / AKT / FOXO3a
pathway but causes degeneration in the ovarium. In the case of stem cell
application, reducing this damage also activates the expression of pAKT and
pFOXA3a leading to primordial follicle differentiation in primaries. Stem cell
application is to increase the number of antral follicles in the health to the ovulation

while affecting the primordial follicle pool negatively.

Key Words: Cyclophosphamide, Premature Ovarian Insufficiency, PTEN / AKT /
FOXO03a, Stem Cells
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GiRiS
Gunumuzde kanserler kalp damar hastaliklarindan sonra en sik 6lum sebebidir (1).
Son yillarda yapilan galismalar sonucu kanser biyolojisi ve genetiginin daha iyi
anlasiimasiyla ve c¢ok ajanli sitotoksik kemoterapi ve radyoterapi formlarinin
tedaviye girmesiyle bircok kanser tedavi edilebilir hale gelmis ve 5 yillik sagkalim
oranlari tim kanser turlerinde artmistir (2,3). Bunun sonucunda hayatta kalan

kanser hastalarinin yasam kalitesi ile ilgili konular 6nem kazanmistir. Bunlardan bir

tanesi de tUremeyi koruyucu islemlerdir (2,4).

Ne yazik ki her yil ireme c¢aginda binlerce kadin kanser tedavisi icin sitotoksik
kemoterapi ve radyoterapi formlarina maruz kalmaktadir. Bu tedavilerin en édnemli
yan etkilerinden biri de ovaryum dokusu Uzerine olan gonadotoksik etkileriyle
prematir (erken) ovaryan yetmezlik (POY) gelistirmeleridir (2-5). Ovaryumlar
sitotoksik ajanlara (6zellikle de alkilleyici tipte olanlara) oldukga duyarlidirlar ve bu

ilaclarin kullanimi ile gonadal toksisite olusmasi muhtemeldir (2,6-12).

Kemoterapi ilaglari, etki mekanizmalari ve kaynaklari g6z 6nlinde tutularak 6 gruba
ayrilirlar. Bunlardan Alkilleyici grup ilaglar modern kanser kemoterapisi alaninda ilk
olmanin yani sira en sik kullanilan kemoterapotiklerin basinda gelmektedirler. Bu
gruptaki ilaglar DNA' da alkillenme yaparak hicrelerde replikasyon ve

transkripsiyonu bozar (13).

Siklofosfamid (CTX), Alkilleyici grup ilaglarin Azotlu hardallar (biskloretilaminler) alt
grubunun Gyesidir (13). Siklofosfamid, 50 yili agkin slredir kullaniimakta ve hala
bircok kanserin tedavisinde primer ilaclardan olmayi surdurmektedir (14,15). Hem
hematolojik hem de solid tumorlerin tedavisinde basarili bulunmustur. Hodgkin Disi
Lenfomalar, Akut ve Kronik Lenfositik Losemi, Kiglk Hucreli Akciger Kanseri,
Hodgkin hastaligi, pediatrik solid tumorler, meme, over, testis, endometriyum,
serviks, bas-boyun kanserleri, yumusak doku sarkomlari, multipl myeloma ve
koriokarsinoma tedavisinde kullaniimaktadir (13,16). Siklofosfamid ayrica guglu
immunsupresif ve immunmodulator (17-19) etkinligi nedeniyle Romatoid Artrit,
Behget hastaligi, Nefrotik sendrom ve bazi otoimmin hastaliklarin tedavisinde de
kullanihr (13).

Kemoterapiye maruz kalan premenopozal kadinlar igin ¢6zilemeyen 6nemli bir
sorun, yenilenemeyen ovaryum primordial follikiillerinin kaybedilmesine bagl gelisen

infertilitedir (20). Kanser hastasi kadinlarda kemoterapi ve radyoterapi ovaryumda



over rezervini temsil eden primordial folliktllerin erken ve kitlesel kaybina yol agarak
amenore ve Prematlr Ovaryan Yetmezlik (POY) olusmasina yol agmaktadir (8-
12,21). POY fertilitenin azalmasina ve 40 vyasin altindaki kadinlarda
hipergonadotropik hipogonadizm ve amenoreye neden olmaktadir. CTX ile
indiklenen POY klinik olarak geri déndusimsuz niteliktedir. CTX ile tedavinin
sonunda gen¢ kadinlarda amenore insidansi % 84'tir ve sonunda hastalarin
yarisinda POY gelisir (22). Ovaryum primordiyal folikillerin ¢odunlugu, disi Greme
omrl boyunca gametlerin dizenli olarak Uretimini saglamak igin durgun durumda
korunmaldir. Bununla birlikte, primordial folikillerin uzun sire sessiz (uykuda)
kalmasini saglayan molekiler mekanizma tam olarak anlasilamamistir. Belli
patolojik kosullar altinda, primordiyal follikllerin tim havuzu ayni anda olgunlasir ve
primordial folikGllerin hizla kaybedilmesine ve prematir over yetmezligine (POY)
neden olur. Primordiyal follikillerin uykuda kalmasinin ve aktivasyonunun altinda
yatan molekiler mekanizmalar son yillarda agikliga kavugsmaya baslamistir (23,24).
Onceki bazi calismalar, kemoterapinin sessiz primordial folikiillerin apoptozunu
tetikledigini ve POY’e ve infertiliteye neden oldugunu bildirmektedirler (25,26).
Ancak, Kalich-Philosoph ve ark. kemoterapétik ajan siklofosfamidin primordiyal
follikllerin apoptozunu indiklemedigini bildirmistir. Bunun yerine, siklofosfamid
tedavisi, aktif olarak buylyen follikillerin apoptozunu indikler ve primordiyal
folliktllerden primer folikillere gegisi tetikler, bu da primordiyal follikil havuzunun
yok olmasina neden olur (24,27). Ayrica kemoterapi ilaglari dinamik olarak béliinen
hiicreleri hedeflemektedir, bu da kemoterapinin uykuda olan follikillere karsi daha

az toksik olacagini digindurmektedir (24).

Over rezervinin en 6énemli gostergesi primordiyal folikillerdir. Son yillarda yapilan
calismalarda PTEN/AKT/FOXA3a sinyal yolaginin primordiyal folikil kaybinin
Onlenmesi ve over reservinin korunmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir. PI3K
arttiginda veya PTEN baskilandiginda yolak AKT/FOXO3a ydnune dogru ilerler.
FOXO3a' nin hicre cekirdeginden stoplazmaya gegmesi  primordiyal folikul
aktivasyonunu baslatir (24,28,29). Siklofosfamidin de PTEN/AKT/FOXO3a sinyal
yolaginin indiklenmesine neden olarak asiri miktarda primordiyal folikilin
aktiflenmesine yol acgtigi belirtiimigtir. Aktiflenen primordiyal foliktller primer
foliklllere sonra da sekonder ve tersiyer folikillere déntsurler. Bdylece siklofosfamid

ovaryum reservinin yok olmasina neden olur (27).



Gunumuzde kok hiicre tedavileri rejeneratif tipta oldukga 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Yakin gelecekte pek ¢ok hastaligin tedavisinde farmakolojik ajanlarin ve
cerrahi yontemlerin yerini alacagi dustnilmektedir. Suan da bile bazi hastaliklarin
tedavisinde primer olarak kok hiicre tedavisi uygulanmaktadir. Bu ylizden bu alanda
yapilan c¢alismalar olduk¢a fazladir. Daha o6nceki calismalarda mezenkimal kok
hicrelerin  ovaryum dokusunu restorasyonuna ve fonksiyonuna olumlu etki
edebilecegi bildirilmistir (22,30-34).

Biz bu calismada yad dokudan elde ettigimiz mezenkimal kok hicrelerin
siklofosfamidin neden oldugu ovaryum dejenerasyonuna etkisini ve

PTEN/AKT/FOXO3a sinyal yolagi tizerine olan roltini arastirdik.



GENEL BILGILER
Ovaryumlarin Yapisi

Ovaryumlar, boyu yaklasik 3 cm, eni 1,5 cm ve kalinligi 1 cm olan badem bigiminde
yapilardir. Ylzeyleri tek katli yassi ya da kubik epitel ile kaphidir; bu epitel 'germinal
epitel' olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda, ovaryumun beyazimsi rengini
veren tunika albuginea olarak adlandirilan siki bir bag dokusu katmani bulunur.
Tunika albugineanin altinda oositleri iceren ovaryum foliktllerinin bol miktarda
bulundugu dis kisim (kortikal bolge) yer alir. Folikiller, kortikal boélgenin bag dokusu
(stroma) icinde gémuladar. Bu stroma tipik i§ biciminde fibroblastlar igerir, ve bu
fibroblastlar, hormonal uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir.
Ovaryumun en i¢ kismi gevsek bag dokusu iginde zengin yatagi iceren meddiller

bolgedir. Korteks ile medulla bdlgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur (35).
Ovaryumlarin Geligimi

Embriyonik yasamin yaklasik birinci ayinda, primordiyal germ hicrelerinden olusan
kiiguk bir hiicre toplulugu vitellus kesesinden gonad taslagina go¢ eder. Gonadlarda
bu hucreler bolinerek oogonyumlara donugur. Bolinmeler o kadar yogundur ki,
uterus i¢i yasamin ikinci ayinda yaklasik 600 bin, besinci ayda 7 milyonun Utzerinde
oogonyum vardir. Uglincii aydan baglayarak oogonyumlar birinci mayoz bélinmenin
profaz evresine girmeye baslar, ancak bdlinme diploten evresinde durarak mayoz
boéliunmenin diger evrelerine ilerlemez. Bu hucreler primer (birinci) oositlerdir (Yun.
oon, yumurta + kytos, hiicre) ve folikll hucreleri olarak adlandirilan yassi hicrelerle
cevrilidir. Gebeligin yedinci ayina ulasildidinda, oogoniyumlarin ¢ogu primer
oositlere déonusmistir. Ancak, primer oositlerin gogu, atrezi olarak adlandirilan bir
bozunma ile (dejeneratif siregle) yok olur. Sonug¢ olarak, puberte (ergenlik)
dolaylarinda overler yaklasik 300 bin oosit igerir. Atrezi, kadinin Greme ¢agi boyunca
surer ve 40-45 yaslarinda yaklasik 8 bin oosit kalir. Her aybasi déngulsiinde
(ortalama slre 28 gun) genellikle tek bir oosit serbest birakildigindan ve kadinin
dogurganlik ¢cagi yaklagik 30-40 yil surdugunden, yalnizca 450 kadar oosit salinmig

olur. Diger tum oositler atrezi yoluyla ortadan kaldirilr (35).



Ovaryum Fonksiyonu
Ovaryumun iki ana fonksiyonu gametlerin ve steroid hormonlarin Gretimidir.

Ovaryumlarin bibiri ile iligkili iki ana fonksiyonu bulunmaktadir: gametogenez
(gametlerin  Uretilmesi) ve steroidogenez (steroidlerin Uretilmesi). Disilerde
gametlerin Uretilmesi oogenez olarak adlandiriimaktadir. Gelismekte olan gametlere

oosit, matlr (olgun) gametlere ise ovum denmektedir.

Steroid hormonlarin iki ana grubu olan Ostrojenler ve progestojenler ovaryumlar

tarafindan salinmaktadir.

e Ostrojenler, i¢ ve dis genital organlarin biyimesini ve olgunlasmasini
destekler ve pubertede disi cinsiyet karakteristiklerinin gelisiminden
sorumludurlar. Ostrojen ayni zamanda duktal ve stromal biiyiimeyi ve adipoz
doku birikimini stimile edip meme gelisimini destekler.

e Progesteron, i¢c genital organlari, 6zellikle de uterusu, endometriyumda
salgilama degisiklikleriyle gebelik icin hazirlar. Progesteron ayni zamanda

lobuler proliferasyonu destekleyerek meme bezlerini laktasyon icin hazirlar.

Her iki hormon da fertilize (déllenmig) ovumun implantasyonu igin uterusu
hazirlayarak menstrual siklusta ©onemli rol oynamaktadir. implantasyon
gerceklesmezse uterusun endometriyumu dejenere olur ve menstruasyon

gerceklesir.

Ovaryum Foliklleri

Gelisim evresine gore histolojik olarak 3 temel tip ovaryum foliklt tanimlanabilir:
1.Primordiyal foliktller

2.Buyumekte olan folikiller, primer ve sekonder(ya da antral) folikil olarak alt

gruplara ayriimaktadir.
3.0lgun folikil ya da Graaf folikulleri

Primordiyal folikal, folikil gelisiminin en erken evresidir. Primordiyal folikiller ilk
olarak fetal gelisimin Uglncl ayinda ortaya ¢ikarlar. Primordiyal folikillerin erken

gelisimi gonadotropin stimulasyonundan bagimsizdir. Oositi tek bir tabaka halinde



yassi folikul hicreleri ¢evreler ve folikil hlcrelerinin dis yilizeyi bazal lamina ile

sinirlandiriimistir.

Primer folikul, blyimekte olan folikultin geligsiminde ilk evredir. Bir primordiyal folikdl,
buyumekte olan folikiile donusuirken ilk olarak oosit buyur ve oositi cevreleyen yassi
folikdl hticreleri prolifere olarak kibik sekil alirlar. Folikil hicrelerinin kibik hal aldigi
bu evrede, foliklile primer foliklil adi verilir. Oosit buyldukge 6zel proteinler salgilanir
ve bu proteinler bir araya gelerek zona pellusidayi olusturur. Zona pellusida oosit ile

folikdl hiicreleri arasinda ortaya ¢ikar (36).

Folikil hdcreleri, primer folikllin granlloza tabakasini olusturmak igin
tabakalanmaya ugrarlar. Oositi ¢gevreleyen tek tabakali folikil hicreleri hizli bir
mitotik proliferasyon ile membrana graniloza (stratum grantlozum) denen ve oositi
gevreleyen ¢ok kath bir epiteli olustururlar. Folikal hicreleri artik grantloza hlcreleri
olarak adlandirilirlar. Bazal lamina, prizmatik hale gelen folikil hicrelerinin en dis

tabakasi ile bag dokusu yapisindaki stroma arasinda yer alir.

Bag dokusu hicreleri primer folikillin teka tabakasini olusturur. Graniloza hicreleri
proliferasyona ugrayinca folikGlin hemen c¢evresindeki stromal hicreler, bazal
laminanin hemen disinda teka foliklili adi verilen bag dokusu hucreleri kilifini
olustururlar. Teka folikiili iki tabakaya ayrilir. icte bazal laminanin Ustindeki
Luteinizan Hormon (LH) Ureten hlicrelerden zengin kismina teka interna, distaki diiz

kas hiicreleri ve kollajen liflerinden zengin kismina ise teka eksterna denir (36).

Primer folikiller buyudikce ovaryum korteksinde derine dogru hareket ederler. Bu
folikdllerin igerisinde hucreler folikller siviyi (likor foliklli) salgiladidi icin graniloza
tabakalar arasinda kuguk bogluklar olugur. Bu sivi birikir, bosluklar bayur ve agsama
asama birlesir ve graniloza hucreleri sekonder veya antral folikil adini alr.
Antrumun igersinde granuloza hucreleri tarafindan salgilanan glikozaminoglikanlar,
steroid-baglayici proteinler de dahil olmak Uzere birkag protein ve yiksek

konsantrasyonda steroidler (progesteron, androjenler ve Gstrojenler) bulunur (35).

Antrum gelisirken oositin ¢evresinde granlloza hucreleri antruma c¢ikinti yapan
kimulis ooforus adinda kiguk bir ¢ikinti olusturur. Hemen zona pellusidayi
cevreleyen granuloza hucreleri korona radyatay! olusturur ve ovulasyonda
ovaryumu terk eden oosite eglik ederler. Her menstriiel donem sirasinda, genellikle
bir folikll digerlerinden fazla blylr ve baskin hale gelir. Diger folikUller ise dejenere

olurlar. Baskin olan folikil folikiler blyimenin en son asamasina ulasabilir ve



ovulasyonu gerceklestirebilir. Olgun foliklil ya da graaf folikil olarak adlandirilan bu
ovulasyondan 6nce folikll son derece blyuktir (yaklasik 2.5 cm ¢apinda), ovaryum
ylzeyinden disari dogru siskinlik yapar ve ultrasonografik inceleme ile saptanabilir
(35).

Ovulasyon

Ovulasyon hormon aracili bir iglemdir ve oositin serbestlesmesi ile sonuclanir.
Ovulasyon, oositin Graaf folikilunden atildigi sudrecgtir. Herhangi bir menstrual
siklusta ovulasyona ugrayacak olan folikdl, siklusun ilk birka¢ gliniinde birkag primer
oositten olusan bir grup icinden secilir. Ovulasyon sirasinda oosit, germinal epitel de

dahil olmak uzere tum folikuler duvari gecer.

Menstruel siklusun ortasinda (28 gunlik periyodun 14. glninde) oositin

atilmasindan, hormonal ve enzimatik degisiklikler sorumludur. Bu faktorler:

e Folikuler sivinin hacminin ve basincinin artmasi

¢ Foliktl duvarinin aktive plazminojen tarafindan enzimatik proteolizisi

o Oosit-kumulus kompleksi ile stratum granulosum arasinda hormonal
yonlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktirilmesi

e Teka eksterna tabakasindaki diz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan

tetiklenerek kasiimasi

Ovulasyondan hemen oOnce folikul ¢ikintisinin Gzerindeki ovaryan yuzeyin kuguk bir
alaninda kan akimi durur. Germinal epitelin folikuler stigma olarak bilinen bu bolimu
yikselir sonrada riptire olur (yirtilir). Korona radiata ve kumulus ooforus hiicreleri
tarafindan ¢evrelenmis olan oosit, riptlre olan folikllden atilir. Ovulasyon sirasinda
tuba uterinanin fimbriyalari ovaryumun yilzeyine iyice yaklasir ve oositi iceren
kumulus kutlesi fimbriyalar tarafindan tuba uterinanin igine dogru nazikge supuralir.
Kumulus kutlesi fimbriyaya sikica tutunur ve tuba uterinayr ddseyen silyumlu
hucreler tarafindan aktif bir sekilde tasinir. Boylece kumulus katlesinin peritoneal

bosluga gegisi engellenir (36).



Korpus Luteum (Sar Cisim)

Ovulasyondan sonra, folikiiliin grantloza ve teka interna hicreleri, korpus luteum
olarak adlandirilan gegici bir i¢ salgl bezi olusturmak Uzere yeniden dizenlenir.
Korpus luteum ovaryumun korteks bdlgesine yerlegir. Folikil sivisinin bosalmasiyla
folikal duvari kiveimli bir hal alir. Folikll bosluguna bir miktar kanama olur, bu kan
burada pihtilasir ve daha sonra yerini bag dokusu alir. Bu bad dokusu ile birlikte
giderek ortadan kaldirilan kan pihtisi artiklari korpus luteumun en i¢c kismini

olusturur.

Granuloza ve teka internanin hucreleri hipofiz bezinden salgilanan LH'In etkisi
altinda yeniden organize olurlar ve isimleri graniiloza lutein hicresi ve teka lutein
hiicresi olarak degisir. Grantloza lutein hlicreleri asiri derecede hipertrofiye giderek

artan korpus luteum boyutunun biyuk miktarini olusturur.

Korpus Luteumun kisa donem kaderi déllenmenin olup olmamasina baglidir.
Ovulasyona bagl LH artigi korpus Iluteumun 10-12 gin kadar progesteron
salgilamasini saglar. Daha ileri LH uyarisi olmadidinda ve gebeligin yoklugunda
korpus luteumun tim ana hicre tipleri steroid 0retimini durdurur ve dokunun
gerilemesiyle apoptoza gider. Progesteron salgilanmasinin azalmasinin sonucu
uterus mukozasinin bir bolimindn dékidlmesi menstruasyondur. Aktif korpus luteum
tarafindan uretilen 6strojen hipofizden FSH salgilanmasini baskilar. Ama korpus
luteum bozulduktan sonra kandaki steroid konsantrasyonu azalir ve bir baska grup
foliklin blyUimesini uyarmak ve bir sonraki menstrual donglyl baslatmak Uzere
FSH salgilanmasi yeniden artar. Yalniz bir menstrual déngu boyunca varligini
surduren korpus luteum, menstruasyon korpus Iluteumu adini alir. Bunun
gerilemesinden arta kalanlar makrofajlar tarafindan fagosite edilir, sonra ortama
fibroblastlar gelir ve korpus albicans (beyaz cisim) adi verilen siki bag dokusundan

bir skar dokusu olustururlar (35).
Menstrual Déngu

Ovaryum folikulleri ve korpus luteumun déngusel gelisimi hipofiz gonadotropinleri
FSH ve LH tarafindan kontrol edilir. Bunlar esas ovaryum hormonlari olan &strojen

ve progesteronun seviyelerinde degisiklige neden olur.
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Folikil evresi Korpus h;eun olusumu
Sekil 1:Mensteruel Siklus Boyunca Meydana Gelen Degisiklikler (37)
Over Rezervi

Overlerin primer fonksiyonu fertilizasyon (déllenme) yetenegine sahip, matur (olgun)
oosit Uretmektir. Dogumda overlerde, folikilogenezi gerceklestirmeye donuk sinirli
sayida oosit mevcuttur. Bu oositler primordiyal folikillerin igerisinde bulunurlar.
Primordiyal folikuller 'over rezervi'ni temsil ederler (38). Primordiyal folikuller
normalde dormant (inaktif,uykuda) haldedirler. Ergenlik ddnemiyle birlikte her
menstruel siklusta az sayida primoriyal foliklil aktiflenerek sirayla primer, sekonder
ve son olarak tersiyer foliklile déntsur. Her menstruel siklusta 1 tane olgun oosit
etrafindaki grantloza hicreleriyle tersiyer (olgun) foliklilden disari atilir. Over reservi
yasla birlikte dogal olarak azalir. Ayrica bazi ¢evresel faktorler ve hastaliklar over

rezervinin azalmasina neden olur:



o Gegcirilimis over cerrahisi, frozen pelvis
e Tekover

e Sigara kullanimi

e Aile 6ykusu

e Otoimmun hastaliklar

e Kemoterapi, radyoterapi

e Diyabet

¢ Hipertansiyon

e Sistemik hastaliklar

Kadinin yasinin artmasi ile fertilite azalmakta; 6zellikle 35 yasindan itibaren oosit

sayI ve kalitesinde progresif bir azalma oldugu bilinmektedir (39).

Folikul

Sayisi Yiiksek
1000000 | 5 Dogurganllknalmls
I_ Dogurganhky
’ e Dogurganhig
100000 ‘ DOGUM —
10000
1000 ‘ J |
0 18 3N 37 41 45 %1
Yas (vil) Menopoz.

Sekil 2: Yagla azalan primordiyal folikil sayisi (39)
Kemoterapi ve Radyoterapinin Gonadal Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Kanser tedavilerindeki cerrahi, tibbi ve teknolojik gelismeler artan sagkalim oranlari
ile birlikte, yasam, kalitesinde iyilesmeye de yol agmakta ve fertilitenin (Greme
fonksiyonlarinin)  devamhliginin  saglanmasi giderek daha buydk 6nem
kazanmaktadir. A.B.D.'de 2001 yilinda 625.000 kadina farkl ilerlemis kanser tanisi

konmustur ve bu kadinlarin ortalama %8’i 40 yasin altindadir ve her yil 4000 kiz
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cocugu potansiyel olarak infertiliteye neden olabilen kemoterapi ve radyoterapiye

maruz kalmaktadir.

Onkologlarin tedaviye baglayacaklari hastalarinda yumurtalik kapasitesini ve
gelecekteki fertilitelerinin korunmasini dikkate almalari gerekmektedir. Tup bebek
uzmani, jinekolojik onkolog ve medikal onkologlarin hastalari birlikte
degerlendirmeleri, verilecek kemoterapi ve radyoterapi dozlari tartigiimalari ve bu
dozlarin olusturacagi olasi yumurtalik hasari riskleri yoninden, Uremeyi koruyucu

yontemlerin hastaya anlatiimasi ginimuzde kabul edilen uygun yaklasim seklidir.

Gunumuzde kanser tedavisi; konservatif cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve
allogenik kemik iligi transplantasyonundan (KiT) olugmaktadir. Bu giincel tedavi
yontemleri ile bazi kanserlerde kur oranlari %901 ge¢mistir, ancak agresif
radyoterapi, kemoterapi tedavi protokolleri sonrasi kadin fertilitesini korumak igin
etkili klinik yontemler oldukga azdir. Radyasyon veya kemoterapi tedavileri sonrasi
amenore (adetten kesilme) ve infertilite problemleri siklikla karsilasilan sorunlardir.
Ozellikle alkilleyici ajanlar (Siklofosfamid vb.) ve iyonizan radyasyon kullanimi

prematir over yetmezligine yol acabilmektedir (40).
Premature Ovaryan Yetmezlik (POY)

POY, ovaryan disfonksiyon, folikiler kayip ve intermittant (aralikh) over fonksiyonu
ile karakterize bir sendromdur (41,42). POY'de 40 yasindan 6nce en az 4-6 ay
sureyle adetlerin kesilmesi ve bir ay aralarla dlgtlen FSH degerlerinin 40 [U/L’nin

Uzerinde olmasi tani kriteri olarak kabul edilmistir. (43,44).

Etiyoloji tam olarak aydinlatilamamakla beraber, genetik, immunolojik ve cevresel
faktorlerin (kemoterapi, radyoterapi) rol oynayabilecegi distintlmektedir (45). 40 yas
altindaki kadinlarin %1'ni, 30 yas altindakilerin %0.1'ni, 20 yas altindakilerin ise
%0.01'ni etkiledigi tahmin edilmektedir (46). Bazi genlerdeki (ATM, AIR, FSH
reseptdr, inhibin a geni ve FMR1 premutasyonu) mutasyonlarin da POY ile iliskili
oldugu bulunmustur (47). Ayrica, X kromozom anomalileri de POY’e neden
olmaktadir (48). X kromozomuna bagli anomalilerden en sik neden olanlar ise
Turner sendromu ve iligkili defektler, Triple X sendromu, Fragile X sendromu (FMR1
premutasyonu), DIAPH2 disripsiyonu (translokasyonu), BMP15 varyantlari,
PGRMC1varyantidir. Ozellikle X kromozomunun uzun kolunda, iki kritik bdlgenin
XQq13-21 (48) ve X(26-27 (49) POY ile iligkili oldugu saptanmistir (45).
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Son vyillarda kanser hastaliklarinin tedavilerinde elde edilen 6nemli basarilar
sonucunda, kdr oranlarinin artmasi ve bunun sonucu olarak kemoterapi ve
radyoterapi almis kadin sayisindaki artis ile POY yayginhdinin hizli bir sekilde
yikselecegi tahmin edilmektedir (50-54).

POY mutlak bir erken menopoz durumu degildir. Menopozun aksine POY'da
ovaryum fonksiyonlari her zaman kalici olarak bitmemektedir (50). POY
baslangicindan 16 yil sonrasina kadar ovaryan aktivitenin yeniden baslayabildigi
belirtilmistir (55). Ancak tim bunlara ragmen POY fertiliteyi 6nemli oranda olumsuz
etkilemektedir (38).

POY, ayrica Ostrojen seviyesinin azalmasina bagli olarak psikolojik rahatsizlik,
infertilite (kisirlik), osteoporoz, otoimmin bozukluklar, iskemik kalp hastaligi ve

artmis mortalite (6lim) riski dahil olmak Uzere ciddi saglik sonuclari tasir (56).

Kemoterapiye bagli gelisen POY' da fertilitenin saglanmasinda c¢esitli tedaviler
denenmektedir. Bu hastalar icin kdk hicre tedavileri de yeni bir umut kaynagdi olarak

dusinUtlmektedir.
Fertilite Koruyucu Yontemler

Kanser saptanan kadinlarda fertiliteyi korumada glnumuzde uygulanan ve

gelecekte uygulanabilecek stratejiler sunlardir:
1.GnRH analoglari gibi ilaglarla hormonal korunma

2.Radyoterapi dncesi yumurtaliklarin isinlanma alani digina yerlestiriimesi (Ovaryan

transpozisyon operasyonlari)
3.Embriyo dondurulmasi
4 Yumurtalarin daha sonra kullaniimak Uzere dondurularak saklanmasi

5.Dondurulmus bir kisim yumurtalik dokusunun veya tum yumurtahdin gelecekte

transplantasyon i¢in saklanmasi

6.Dondurulmus yumurtalik dokusunun veya tek tek yumurtalarin in vitro biylime

(Vucut diginda olgunlagtirma) igin saklanmasi

7.Antiapopitotik (Hucre olumind engelleyen) sfingozin-1-fosfat gibi ajanlarla

farmakolojik korunma
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8.Rahimi olmayan veya islev gérmeyen hastalarda rahim transplantasyonu
9.K06k hiicre tedavisi

Denenmekte olan bu ybdntemlerin avantaj ve dezavantajlari tartisma kisminda

bahsedilecektir. Bu kisimda ise sadece kok hucrelerden bahsedilecektir.
Kok Hucre Tedavisi

Ureme tibbinda kok hiicre tedavileri 3 alanda yogunlagmistir;
-Fertilitenin korunmasi (doku tamiri, restorasyonu)

-Kok hiicrelerden fonksiyonel gamet hiicresi tretimi

-Fertilitenin korunmasi amaciyla doku ve organ uretimi

Biz bu calismada kok hicrelerin restoratif etkisini inceledik.

Kok Hucreler

Kok hiicre, mitoz bélinmeyle 6zellesmis hlicre tiplerine farklilasabilen ve daha fazla
kok hicre uretmek icin kendini yenileme yetenegine sahip olan, bitin ¢ok hicreli
canhlarin doku ve organlarini olusturan 6ncul hiicre tirleridir. Bir bagka sekilde ifade
edecek olursak bu hicreler 6zellesmemis ya da farklilasarak 6zel iglevler

kazanmamig ana hucrelerdir (57).
Temel kok hiicre 6zellikleri nelerdir?

1.K6k hicreler uzun sire boyunca boélinme ve kendilerini yenileyebilme

Ozelligine sahiptir. (self-renewal)
2.Kok hicreler 6zellesmis hicrelere donlsebilirler. (Farklilagsma)

3.Klon olugturabilme (cloning)
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Kok Hucrelerin Genel Ozellikleri

Kok hicreler 3 temel 6zellige sahiptir:

1.Farklanma (plastite)

2.Kendini yenileme(self-renewal), Bélinme Bigimleri ve Kok Hiicre Nisi

3.Koklulik (Stemness) (58)

1.Farklanma (Plastite):

Farklilasma (6zellesme) islevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda gegcirilen bir
dizi biyokimyasal ve fenotipik olaylar butintdir (59). Bu olay sitokinlerin, buyime ve
farklanma faktorlerinin, hiicre digi matriks proteinlerinin ve hiicreler arasi iletisimin
kombine etkisiyle olusan karmasik olaylar dizinidir (60). Hucre farklilagsmasini
tetikleyen hiicre ici ve hiicre digi sinyaller yeni yeni ortaya ¢cikmaya baslamistir. i¢
sinyaller hlcredeki genler araciligiyla kontrol edilir. Dis sinyaller ise diger
hicrelerden salinan kimyasal maddeler , komsu hicrelerle fiziksel temas ve mikro
cevredeki bazi molekillerdir. Yapilan c¢alismalarda hematopoetik kok hicrelerde,
mezenkimal kok hucrelerde ve ndral kdk hicrelerinde plastite 6zelligi gosterilmistir.
Sinir hdcresine doénlsen kan hucreleri, insilin Greten karaciger hicreleri ve kalp
hicrelerine dénlsebilen hematopoetik kék hiicreleri plastiteye érnek olarak verilebilir
(58).

2.Kendini Yenileme (Self Renewal):

Kendini yenileyebilme 6zelligi hemen tim kok hucrelerin temel 6zelliklerinden biridir.
Bu 0Ozellik sayesinde kok hicre havuzu sdrekliligini koruyarak bu havuzu
tukenmekten korur. Teorik olarak 6limsuz, sinirsiz, sirekli gogalma 6zelligindedir
(61).

Kok hucreler organizmanin yagsami boyunca kendi kopyasini alacak sekilde
cogalirlar. Gerektiginde organ ve dokuya 6zgu oncu hicrelere doénusebilirler.
Embriyonik gelisim surecinde, yetiskin insan hucrelerinin ve dokularinin uzun surel
korunmasi ve onariminda, kok hicreler ile farklilanmakta olan hiicreler arasindaki

denge ¢cok dnemlidir (62)
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Kok hicreleri 6ncl hiicrelerden ayiran en énemli 6zelliklerden biri, bélinmeler
sirasinda kok hucreler bir yandan 6nci hiicreye donlsecek hiicreyi Uretirken diger
bir yandan da kendini yedeklemesidir. Bu olay asimetrik hiicre bélinmesi sonucu
olusur ve kok hiicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar. Asimetrik hlcre
bélinmesinde hiicre ici ve hlcre disi etkenlerin birlikte ¢ok siki kontrol edilmesi
gerekir. Hucre icindeki asimetri, bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’ nin
yavru hicrelerden sadece birine aktariimasiyla basarilir. Bélinme sonunda orjinal
DNA, yavru hicrelerden birine giderken kararlanma gecirir ve 0Onct hicreye
donusecek olan diger hicrede yeni DNA sentezi meydana gelir. Bu mekanizmalar
sayesinde kdék hlcreler mutasyonlardan korunmakta ve hep ayni genoma sahip
hiicreler bozunmadan kalabilmektedir. Sonug olarak kok hiicrelerde gen ifadesi ve
islevleri korunmaktadir (62).

Kok hicrelerin hiicre digi asimetrisi, hidcrenin disindaki mikro ¢evre (nig)
tarafindan olusturulur. Nisi olusturan hlcre disi matriks bilesenleri, komsu hicreler
ve salgi proteinleri, kok hicre sayisini ve hicrenin bulundugu durumu kontrol altinda
tutar. Sonug olarak hucre i¢i ve hicre digi sinyaller hicrenin kendini yenilemesinde
onemli etkenlerdendir. Her ne kadar kok hicre havuzunu sabit tutabilmek igin
asimetrik hicre bolinmesi gerekse de, yeni hiicre gereksinimini kargilayabilmek igin

simetrik hiicre bélinmesi de gerceklesmelidir (62).

3.Kokluluk (Stemness)

Kok hucreleri diger hlcrelerden ayiran hicresel ve molekiler 6zelliklerdir.
Bunlar 6zgun gen ifadeleri ve translasyon sonrasi bir dizi degisimler olup kok
hicreler farklilasmaksizin 6zgin vyapilarini ve iglevlerini korurlar. Kok hucre
belirteclerini kullanarak kok hucre tipini belilemek glinimuizde en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Hucrelerin yluzeyinde yer alan, hicrede sinyal yolaklari
Uzerinde veya hlcre-hlcre yapisma molekilleri olarak rol oynayan bu belirteclerden
bircogu 'CD' (Farklanma Kuimeleri: Cluster of Differantion) olarak bir baslk altinda
toplanmig olup, hicre turune gore ¢ok 6zgln veya c¢ok yaygin olarak bulunurlar.
Embriyonik kdk hicreler igin yaygin kullanilan belirtecler: SSA1, SSA4, TRA-1-60,
Sox2, Oct4; hematopoetik kok hucreler igin en yaygin kabul edilen belirtecler CD33,
CD34, CD45; mezenkimal kok hicreleri ayirt etmek icin CD29, CD54, CD90, CD106
kullanilir (62).
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Kok Hucrelerin Karakterizasyonu ve Farklilagmasi
1.K6k Hicrelerin Karekterizasyonu:

Kok hiicre karekterizasyon galismalari ¢ok yonli birgok analizin bir araya getirilmesi
ile tamamlanmaktadir. Hicre ozelliklerini belirleyebilmek icin temel olarak dort
yontem siklikla kullaniimaktadir: belli belirtecleri tagiyan hicrelerin akim sitometre ile
sayllmasi, hlcrede ifade edilen proteinlerin immun boyama ile belirlenmesi, gen

ekspresyon analizleri ve farklilagsma deneyleri.

Mezenkimal kdk hicreler birgok dokudan izole edilebildiklerinden dolaylr kaynak
sikintisi  bulunmamaktadir. Ancak izole edildikleri doku icerisinde kazandiklari
Ozellikleri izolasyon sonrasina tasiyabildiklerinden dolayi gesitlilik géstermektedirler.
Bir hucreyi mezenkimal kok hucre olarak tanimlayabilmemiz igin bircok ylzey
belirtecini ifade etmeleri ve hematopoetik kok hicrelerden farkli belirtegleri
tasimalari gerekmektedir. Bunun disinda htcrelerin osteosit, adiposit ve kondrosit
hucre hatlarina farklilasabildiklerinin gosterilmesi gerkmektedir. MKH' lerine 6zgin
bir belirte¢ daha tanimlanmadigindan birgok belirtecin bir arada degerlendiriimesi

gerekmektedir.

Nis olarak adlandirilan ve kok hcrelerin iginde bulundugu mikro-gevre ¢ogalmayi
destekleyen ve farklilagsmayi engelleyen 6zellikleri tagiyan duzenleyici (regulator) bir
ortamdir. Bu ortamin 6zelliklerinin degismesi ile kok hiicrelerde farklilasma sireci
uyarilabilir. Bu uyari in vitro hiicre kilttrl ortamina kimyasal karisimlarin eklenmesi
ile olabilecegdi gibi biyoreaktérdeki strtinme kuvveti ya da basing da uyari igin yeterli
olabilir (61).

KOK HUCRE GESITLERI-KAYNAKLARI

Kok hucreler iki kaynaktan elde edilir. Embriyonik gelisim sdrecinin erken
doneminde blastokistin i¢ hicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hicreler ve
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok htcrelerdir. (Embriyonik olmayan
kok hucreler: dokuya 6zgu kok hicreler: dogum sonrasi donemdeki kdk hicreler)
(58)
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Erigkin kok hicreler:
a.Mezenkimal kok hucreler
b.Hematopoetik kdk hicreler
c.Organlardaki kok hicreler
Mezenkimal KOk Hucreler

Organlarin bag dokularinda bulunan erigskin kdk htcrelerdir. Stromal hicreler de
denir. G6¢ edebilme kapasiteleri oldukga gelismistir. Bu sayede hasarli bdlgeye
giderek hasarli dokunun tamirini yaparlar. Timdr olusturma riski ¢ok nadirdir.
Yuksek cogalma kapasitesine sahip hicrelerdir. Plastik flasklara yapisma o6zelligi
gosterirler.  YlUzeylerinde bulunan bazi proteinler ve bulunmayan bir takim
proteinlerle ayirt edilirler: CD29(+), CD90(+), CD54(+), CD106(+), CD34(-), CD45(-),
CD11b(-) veya CD14(-), CD19(-) veya CD79a(-), HLA-DR1(-) (62).

Kemik iliginden, yag dokusundan, amniyotik sividan, gdbek kordonundan, dis
pulpasindan ve plesentadan elde edilebilirler. Kolay elde edilebilmeleri ve bircok

dokuya donusebilmeleri kullanimlari agisindan blylk avantaj saglar.
KOK HUCRELERIN KULLANIM ALANLARI

GUnumuzde hastaliklarin tani ve teshisindeki gelismeler bas doéndirtcu bir hizla
devam etmektedir. Modern tip' taki bu gelismelere ragmen bu son yontemlerin kesin
tedavisinde etkin olamadigi bazi hastalik gruplari vardir; Tip 1 Diyabet, Multiple
skleroz (MS) ve Romatoid artrit gibi giderek artan siklikla gérilen tim otoimmin
hastaliklar, halen kesin nedeni bilinmeyen o6limcul bir hastalik olan Amyotrofik
lateral skleroz (ALS), cesitli nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikan kesin tedavisi igin
canli vericiden nakil gerektiren kalp-karaciger ve bobrek gibi organlarin yetmezlikleri,
genetik tabani olmayan sagirlik-kérliik gibi hastaliklar, ¢esitli seviyelerdeki omurilik
hasari sonucu ortaya cikan felgler, denge bozukluklari ile karakterize serobrospinal
ataksiler, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar, maskuler distrofi
gibi nodro-muskiler dejeneratif hastaliklar, diyabete bagh olarak veya baska
nedenlerle (sigara gibi) periferik damarlarda ortaya ¢ikan olumsuzluklardan
kaynaklanan ve amputasyona kadar giden ayaklarda iyilesmeyen vyaralarla
karakterize Ulserler, tedavisi gug olan vyaniklar, iyilesmeyen kiriklar, kikirdak

dejenerasyonlari, osteoartritler, beldeki omurlar arasindaki diskin dejenerasyonuna
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bagh ve tedavisi mumkin olmayan bel agrilari, Greme hicresi (erkek ve disi)
Uretilememesi sonucu ortaya ¢ikan kisirlik, empotans (cinsel yetersizlik ve idrar

kagirma (idrar inkontinansi) gibi.

Bu sagdlik sorunlarina sahip bireylerin ylz binlerle ifade edilen buyuk bir kismi Kkisitli
kaliteyle yasamlarina devam edebilirken buyulk ¢ogunlugu, 6zellikle kesin tedavi icin
organ nakli gerektiren hastaliklarda (organ yetmezlikleri gibi) yasamlarini
yitirmektedir (yalnizca ABD' de yilda 700.000 insan kalp hastaliklari nedeniyle
yasamini yitirmektedir). Iste, bu tiir ve benzeri hastaliklarin kesin tedavisini
saglamak amaciyla arastirmacilar hasar géren hicre, doku veya organlarin biyolojik
islevlerini yerine koymak (rejeneratif tip) ya da tamir etmek (reparatif tip) ile mimkin
olabilecegi dustnulmektedir. Nitekim, yakin zamanda ABD' de embriyonik kdk hicre
galismalarinin 6nlnU agcan onemli kararlara imza atildi. Bunun yaninda, ulkemizde
de Saglhk Bakanhgi, Graft Versus Host Hastaligi (GVHD), Chron hastaligi, ALS,
Siroz bagta olmak Uzere bazi hastaliklarin tedavisinde kok hucre uygulamasinin

onund agan kararlar almigtir (58).
PTEN/AKT/FOXO3a Sinyal Yolagi

Ovaryumlarda ayni anda degisik evrelerde foliklller (primordiyal, primer, sekonder,
tersiyer) bulunur. Ancak ovaryumdaki primordiyal folikliller embriyonik dénemde
olusurlar ve pubertenin baslangicina kadar dormant (uykuda,inaktif) kalrlar, primer
foliklle dogru ilerlemezler (63). Dormant primordiyal folikiller dogumdan menapoza
kadar ovaryumdaki folikil reservini temsil eder. Folikiler gelisim sirasinda
primordiyal folikillerin sadece c¢ok kulguk bir kismi aktiflenir ve primer folikile
donusur. Primordiyal folikullerin korunmasi kadindaki reproduktif (Uretken) donemin
uzunlugunu belirler (64). Oositle ilgili c¢alismalarda primordial follkillerin
aktivasyonunda phosphatase and tension homolog (PTEN) gibi bazi molekdillerin
onemli roli oldudu belirtiimigtir (65). PTEN fostinilinositol 3-kinaz(PI13K)/Akt
yolaginda negatif duzenleyicidir ve 1997 yilindan beri tumdr baskilayici gen olarak
bilinir (66,67). PI3K sinyal yolagdinin dengesi primordiyal folikil havuzunun
korunmasi, blyimesi ve hayatta kalimi igin cok dnemlidir (24). PI3K enzimleri hiicre
¢ogalmasi, hicre 6limda, hiicre hareketi ve hiicre invazyonu gibi stireglerde rol alan
hicresel sinyal iletim yolaginin elemanlaridir. PI3K, inositol fosfolipidlerinin inositol
halkasi Uzerindeki 3'OH grubunu fosforile eden, phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3) Greten bir lipid kinazdir. Artan PIP3, fosfoinositid-bagimli protein
kinaz 1 (PDK1) ve AKT gibi cgesitli pleckstrin homoloji domain proteinlerinin
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aktiflenmesini saglar (68). Onemli bir sinyal yoladi molekili olan V-akt miirin
timoma viral onkojen homologu 1 (AKT), PDK1 ile fosforile edilir, ve sirasiyla
transkripsiyon faktorii olan FOXQ'lar (Forkhead box proteinler), glikojen sentaz
kinaz 3 (GSK3) ve tuberoz skleroz 2 fosforillenir (65,68). PTEN, PI3K sinyal yolagini
PIP3'U PIP2'ye doénlstirerek dogrudan inhibe eder (69). PI3K sinyal yolaginin
baskilanmasi veya aktiflenmesi Prematur Ovaryan Yetmezlik ve infertilitede
primordiyal folikillerin kaderinde kritik rol oynar (70). PISK/AKT sinyal yolaginin
aktivasyonu asiri primordiyal folikll aktivasyonuna neden olarak over reservinin
azalmasina neden olur (71). Yapilan calismalarda kadin hastalarda siklofosfamid
tedavisinin PIBK/PTEN/AKT yolaginin dengesini bozarak premature ovaryan
yetmezlige ve infertiliteye neden oldugunu bildirilmigtir (24,27). Biz ise bu ¢calismada
siganlarasiklofosfamid uygulamasinin ardindan sican yag dokusundan elde ettigimiz
mezenkimal kok hucreleri enjekte edip ovaryum ve PTEN/AKT/FOXO3A sinyal

yolagi Gzerine olan etkisini arastirdik.

A normal fizyoloji
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Sekil 3: Siklofosfamid, Ovaryum Folikulleri ve PTEN/AKT/FOXO3a Yolagi

19



GEREG ve YONTEM:

Calisma igin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 08.11.2016
tarihinde PAUHADYEK-2016/21 numarasiyla onay alindi. Calismamiz icin gerekli
hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama Merkezinden temin
edildi. Calismamizda Wistar-Albino cinsi, saglkli 18 adet sican kullanildi. Ortalama
agirhiklari 150-160 gr agirhgindaki 8 haftalik siganlar rastgele secilerek 3 gruba
ayrildi. 1. grup kontrol (K grubu; n=6), 2. grup Siklofosfamid verilen grup (CTX
grubu; n=6), 3. grup Siklofosfamid ve Mezenkimal Kdk Hucre verilen grup (CTX+KH

grubu; n=6) ve olmak lUzere 3 esit gruba ayrildi.
Sicanlarda Siklofosfamidle Deneysel Ovaryan Toksisitenin Olusturulmasi

Siganlarda deneysel ovaryan toksisite olusturmak icin Siklofosfamid (CTX)
kullanildi. Litaratirde deneysel ovaryan toksisite olusturmak igin siklikla kullanilan
yontem; CTX'in ilk giin 50 mg/kg, takip eden 13 giin boyunca ise gunlik 8 mg/kg
intraperitonel enjeksiyonudur. Bu amacla CTX ve CTX+KH grubundaki her bir sican
icin verilmesi gerekli olan doz miktari hesaplandi. Daha sonra CTX (ENDOXAN 1g
Baxter) cikarildi ve gerekli olan miktarlar hassas tartida o6lgildikten sonra 14 gin
icin 14 ayn tup igerisine konuldu. CTX her 1ml de 20mg olacak sekilde distile su
icinde eritildi. (erimis vaziyette 1-2 saat bozulmadan kalabildiginden her enjeksiyon
oncesi uygulanacak doz kadar eritildi.) Litaratire uygun sekilde 14 gin boyunca

CTX enjeksiyonu yapildi (30).

Siklofosfamid + Yag Dokudan Elde Edilen Kok Hiicre verilen grup (CTX+KH
Grubu)

Bu gruptaki siganlara da ilk giin 50 mg/kg CTX, takip eden 13 giin boyunca gunlik 8
mg/kg CTX intraperitonel yoldan enjekte edildi. Ardindan herbir sigana; yag
dokusundan elde ettigimiz 50000 mezenkimal kok hicre 0.05 ml Fetal Bovine

Serum (FBS) icerisinde direkt ovaryum icine enjekte edildi.

Mezenkimal Kok Hicre Eldesi

Bu ¢alismada si¢can adipoz doku materyalinden enzimatik yéntemle mezenkimal kok
hicre elde ettik. Laparotomi insizyonuyla retroperitoneal bélgede 1 sicanin perineal
ve inguinal yag dokusu alindi. Alinan yad dokusu izole edildikten sonra 1xFosfat

tamponlu salin (PBS 1x) igerisinde yikand. ilk énce falcon tiip icerisine Dulbecco'a
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Modified Eagle' Medium (DMEM), Penisilin-Sterptomisin, Fetal Bovine Serum (FBS)
konulup, adipoz doku steril kosullarda bu tlp icerisinde konularak labatuara getirildi.
Adipoz doku steril ince doku makasi ile tam besiyeri iceren petri kabinda ayrilabilen
en kucguk pargalara ayrildi. 15 ml' lik falkon tlplere konulan adipoz doku tzerine %
0,1 lik konsantrasyonda hazirlanan kollejenaz enzimi konulup calkalamali su
banyosunda 37 °C de 30-45 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra istedigimiz
hlcreleri doku parcalarindan ayirmak igin 100 uym lik siizgecten gegirildi. Elde edilen
karisim 1600 rpm de 5 dakika santriflij edildi. Santriflij sonrasi stupernatant atilip
kalan pellet 3 kez besiyeriyle yikanip santrifij edildikten sonra son sipernatant
atildiktan sonra kalan pelletin Gstiine 1ml L-DMEM eklendi. ilk ekim igin Ts—filtreli
kultur flaskina 5 ml tam besiyeri (L-DMEM, %10 FBS, 50U/ml penisilin, 50 pg/mi
streptomisin, 2mM L-glutamin ve 0.1 mM non esansiyel amimoasit igerir) konuldu.

Uzerine 250 ul hicre suspansiyonundan koyarak inkiibasyona birakildi. Ekim

yapildiktan sonraki 3. gun hudcrelerin adipoz dokudan migrasyonlari ve ¢ogalmalari
takip edildi.

Sekil 4: Mezenkimal Kok Hiicrelerimizin 1.,2.,3. ve ilerleyen Giinlerdeki

Goruntuleri
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Hucreler konfluent (%70-80) hale geldikten sonra tripsinize edildi (0.25% trypsin
iceren 1 Mm EDTA) ve platelerin tabanina yapismis olan hicreler kaldirildi. Pasaj

3' te MKH’lerin karakterizasyonu igin;

a).Mezenkimal kok hiicre karekterizasyonu icin Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve
Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinden hizmet alimi yapildi. GereKili
bitce Dr.Ogr.U. Nazh CiL' in Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen 2016BSP001 numarali 'Deneysel olarak
Asherman Sendromu Olusturulan Sicanlarda Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal
Kok Huicre Tedavisi' baslikli projeden karsilandi. Elde edilen Mezenkimal Kok

Hucreler iki projede de kullanildi.

Akim sitometri analizi mezenkimal kok hiicre ylzey belirteci olarak CD29, CD90,
CD45, CD54, CD71, CD106 yonlerinden yapildi. Buradan alinan sonuglara goére
CD29, CD90, CD54 ylzey belirteclerinin yuksek titrede olmasi ve CD45, CD71
yuzey belirteglerinin ¢ok dusuk bulunmasi bize mezenkimal kdk hicre elde ettigimizi
gosterdi. Bu deney sonucunda ikinci bir mezenkimal kok hticre ispati i¢in farklilasma

deneylerine gegcildi.
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Sekil 5:Mezenkimal Kok Hiicrelerimizin Flow Sitometri Sonuglari, CD29, CD90,
CD54 sirasi ile %99.36, %93.68, %99.07 pozitif, CD45 ve CD71 ise %0.64 ve

%1.99 pozitif.

b) Kullanima hazir ticari kitler ile adipojenik ,osteojenik ve kondrojenik degisim

potansiyelleri analiz edildi:

-Adipojenik degisim histolojik olarak Oil Red O boyama,

-Osteojenik degisim histolojik olarak Alizarin Red S boyama,

-Kondrojenik degisim histolojik olarak Alcian Mavisi boyamayla gdsterildi.
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Sekil 6: Mezenkimal Kok Hucrelerimizin Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik
Dokuya Farklilagmasi

FARKLILASMA DENEYLERI

1.Adipojenik Farkhlagma

50 ml Adipojenik Differansiyon Medyumu igin;
*45 ml Bazal Medium

*5 ml Adiposit Suplement

*25 pl Penisilin-Streptomisin kullanildi.

Her kullanimdan o6nce +4°C' den c¢ikarip 37°C'de su banyosunda isitip
kullanildi.
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**3. pasajdaki hicreleri kaldirip hiicre sayimi yaptiktan sonra 1x10%
hiicre/cm? olacak sekilde hicre kiltir kabina adipojenik farklilanma igin
koyuldu. Hicreler 37°C' de %5 CO:2 de inkibattr icinde 15 gun kuilttire edildi.
Her 3 gunde bir hazirlanan adipojenik mediumla hicrelere besiyeri
degisikligi yapildi. 15. ginun sonunda Adipojenik farklilagmayi gostermek igin
Oil-Red boyasi yapildi.

Oil-Red Boyama

300 mg Oil-Red tozuna 100 ml %99' luk izopropranol eklendi. Daha sonra
ceker ocakta 3 birim Oil-Red+2 birim distile su olacak sekilde sulandirildi.

Fiksasyon:

inkibatordeki hiicreleri ¢ikarip mediumlarini uzaklastirdiktan sonra %10’ luk
formaldehitte 1 saat bekletilerek fiksasyon tamamlandi.

Boyama:

1. Formalin'i uzaklastirildi.

2. %60 izopropranol herbir kuyucuga eklendi.

3. 5dk bekledikten sonra izopropranol uzaklastirildi.

4. Oil-Red sollisyonundan her kuyucuga eklendi.

5. Oil-Red tamamen uzaklasincaya kadar distile su ile yikandi.

6. Her kuyucuga Hemotoksilen-Eozin eklenip 1dk bekletildikten sonra distile
su ile yikama yapildi.

7. Faz kontrast mikroskopta hucreler incelendi. Oilred le boyanan yag
hiicrelerinin gosterilmesi sonucu Adipojenik Faklilasma kanitlanmis oldu.

2.Kondrojenik Farklilagma

50 ml KondrojenikDifferansiyonMediumu igin:
45ml Stem-Pro Bazal Medium

5 ml Stem-Pro ChondrogenesisSuplement

25 pl Penislin-Sterptomisin

Her kullanimdan o6nce +4°C' den cgikarip 37°C'de su banyosunda isitip
kullanildi.
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**3. pasajdaki hicreleri kaldirip hicre sayimi yaptiktan sonra hazirlanan 1 ml
hicre slspansiyonundan 1.6x107 canli hicre/ml olacak sekilde hicre
sollsyonu 5 tane 5 pl'lik drop 12'lik well-plate'lerin ortasina konuldu. 2 saat
37°C'de bekletildi. Daha sonra Uzerine hazirlanan kondrojenik differansiyon
mediumundan eklenip inkiibatére konuldu. Besiyeri 2-3 gunde bir (haftada 2
defa) degisim yapildi.

14. gundn sonunda mediumu uzaklagtinlan hicrelerin Gzerine %4 Iuk
formaldehit eklenip 30 dk bekletildi.

Alcian Blue Boyama
Hazirhk:
%1 Alcian Blue solisyonunu 0.1 N HCI iginde ¢6zuldu.

Fiksasyonu tamamlanan hicrelerden formaldehit uzaklastirildi. Daha sonra
%7’likalcianblue boyasinda 30 dk. bekletildi. Alcian blue uzaklastirilip 0.1N
HCI ile yikanan hucreler Faz kontrast mikroskopta incelendi. Alcian blue ile
boyanan kondrejenik hicrelerinin  gdsterilmesi sonucu Kondrejenik
Faklilasma kanitlanmis oldu.

3. Osteogenik Farklilagsma

50 ml Osteosit Differansiyon Mediumu igin:

45 ml Stempro Osteosit/Kondrosit Differantion Bazal Medium
5 ml Stempro Osteogenesis Supplement

25 pl Penisilin/Streptomisin

Her kullanimdan o6nce +4°C' den c¢ikarip 37°C'de su banyosunda isitip
kullanildi.

**3. pasajdaki hiucreleri kaldirip hiucre sayimi yaptiktan sonra hazirlanan 1 ml
hiicre suspansiyonunda 3.5x10® canl hiicre vardi. Kiltir kabina once
besiyeri koyup sonra Uzerine hiicre siuspansiyonundan 20 ul eklenerek
inkUbatore birakildi. Besiyeri 2-3 guinde bir (haftada 2 defa) degistirildi. 21.
glnin sonunda mediumu uzaklastirilan hicrelerin Gzerine %4 ik formaldehit
eklenip 30 dk bekletildi.

Alizerin Red S Boyama

Fiksasyondan sonra Alizerin Red S soliisyonu ile 2-3 dk boyanarak mikroskopta
incelendi. Alizerin Red S ile boyanan osteojenik hiicrelerinin gbésterilmesi sonucu
Osteojenik fakllagsma kanitlanmis oldu.
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Kok hiicre karekterizasyon deneyleri tamamlanip olumlu sonuglar alinca butin
cogaltilan kok hicreler 2., 3., ve 4. pasajda donduruldu ve deney asamasina gegcildi.

Mezenkimal Kok Hucrelerin Sigan Ovaryumlarina Enjeksiyonu

Elde edilen MKH' lerin tekrarlayan pasaijlar yapilarak ¢cogalmalari saglandi. Tim bu
asamalar invert mikroskop (CKX41,0lympus,Japan) kullanilarak gdézlemlendi. 3.
pasajdaki htcreler nexcelom marka hilicre sayim cihazinda tripan blue ile
boyandiktan sonra sayildi. Mezenkimal kok huicreler toplamda sadece grup 3 teki
(CTX+KH grubu, n=6) siganlarin ovaryumuna uygulandi. Herbir siganin iki
ovaryumuna da 0.05 ml FBS (Fetal Bovine Serum) icerisinde 50000 kok hicre
enjekte edildi. Bu islem genel anestezi altinda siganlarin ovaryumlari ekstorize

edilerek yapildi.

B b n

Sekil 7: Mezenkimal Kék Hiicrelerin Ovaryum igine Enjeksiyonu

Deneyin Sonlandirilmasi

Kok hucre enjeksiyonundan 8 hafta sonra tUm sicanlarin her iki ovaryumlari da
disseke edildi ve sonra tum sicanlar sakrifiye edildi. Herbir sigandan alinan
ovaryumlardan biri Hematoksilen&Eozinve immunohistokimya icin formaldehite
alindi, diger ovaryumlar ise Western-Blot yontemi icin RIPA sollisyonu icerisine

alindi.
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Doku Takip Yontemi

1.Alinan dokular 10 gin formaldehitte bekletildi.
2.Akarsuda 30 dakika yikandi.

3.9%50 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

4.%70 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

5.9%80 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

6.%090 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

7.%100 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

8.Ksilen | de 1 saat bekletildi.

9.Ksilen Il de 1 saat bekletildi.

10.Parafin | de 1 saat bekletildi.

11.Parafin lide 1 saat bekletildi.

12.Dokulara parafine gémme ve etiketleme islemi yapildi.
Hematoksiklen-Eozin Boyama Protokolu:

Dokular etivde 60 dakika boyunca deparafinizasyona ugratilir. Etivden alinan

dokular sirasiyla su agsamalardan gegirilir:

1.Xylen (seffaflagtirma amaci ile) 30 dakika

2. Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika
3.9%0100 Etil alkol 10 dakika
4.%96 Etil alkol 10 dakika
5.%80 Etil alkol 10 dakika
6.%70 Etil alkol 10 dakika
7.Distile su Batirip cikarma
8.Hematoksilen 3 dakika
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9.Akarsu Yikanma

10.Asit -Alkol Batirip cikarma
11.Amonyak 1-2 saniye
12.Akarsu Yikanma
13.Eozin 10 saniye
14.%70 Etil alkol 10 dakika
15.%80 Etil alkol 10 dakika
16.%96 Etil alkol 10 dakika
17.%2100 Etil alkol 10 dakika
18.Xylen 10 dakika

19.Kapatma; Xylen den alinan lamlar Gzerine entellan damlatilir. Hava kabarcigi

birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak isik mikroskobunda incelenmeye hazir

hale getirilir.

immiinohistokimya protokolii:

1
2
3
4.
5
6

N

10.
11.
12.
13.
14.

Deparafinizasyon (1 gece etiv)

3x10dk ksilol

Kurutma

Rehidrasyon %96, 90, 80 alkol 3’er dk

Distile su ile yikama

Sitrat buffer ile antijen retrival (mikrodalga igerisinde kaynamaya basladiktan
sonra 20 dk. bekletildi.)

PBS ile yika 3x5dk

H20, 10dk (200cc distile suya 25cc H20,)

Pappen ile cizme

UV blok damlatilip 8 dk bekletildi

Primer antikor 1 gece buzdolabi veya oda isisinda 1-4 saat
PBS 3x5dk

Sekonder antikor 10dk

PBS 3x5dk
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15. Streptavidinperoksidaz 10dk

16. PBS 3x5dk

17. DAB damlat (renk alincaya kadar) (Hazirlanisi: 2ml distile suya (toplam hacime
goére) 3 siseden (mavi kapakli haric) 2 damla olacak sekilde koyulur ve
vortekslenir.)

18. Distile su 3x5dk

19. Hematoksilen batir ¢ikart

20. Musluk suyunda yikama (durulanincaya kadar)

21. Dehidre et %80, 90, 96 alkol

22. Kurutma

23. Ksilol 3dk

24. Kapatma

Western Blot Protokoll

Tdm gruplardaki siganlardan aldigimiz ovaryumlarin, PTEN, pPTEN, Akt, pAkt,
Foxo3a, pFoxo3a genlerinin protein drinleri miktarlarinda ki degisimler Western Blot
yontemiyle belirlendi. Ovaryumlar, RIPA (0.15 molar NaCl, % 10 SDS, 0,05 molar
tris-HCI pH: 7,65, % 1 NP-40 ve % 0,5 deoxycholate) tamponu icerisinde toplanip
homojenizator ile homojenize edildi, ardindan 12000 x g'de, 4 oC'de 3 dakika
santrif(ij edilerek istenmeyen hicre artiklarinin ortamdan uzaklastiriimasi saglandi.
Toplanan protein 6rneklerinin konsantrasyonu Bradford yontemi ile tayin edildi.
Daha sonra, mikrolitrede 50 mikrogram protein olacak sekilde 6rneklerden alindi.
Bunlarin Gzerlerine 1:1 oraninda olacak sekilde protein yukleme boyasi (100 mM
Tris-HCL (pH 6.8), %12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20%
gliserol) ve protein ornekleri eklenerek, drnekler 3.5 dakika 100°C’de kaynatildi.
Kaynatma igleminin hemen ardindan 10 mikrolitrelik otomatik pipet kullanilarak,
ependorf tup icindeki 6rnekler % 2-4 gradientli veya %10’luk SDS jele (PIERCE)
yuklendi ve yurime tamponu ( Tris baz 0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 80
voltta 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez igleminin ardindan proteinler
transfer tamponu (20% metanol, 50 mM Tris, 40 mM glisin ) i¢cinde 4 °C’'de 75 mAmp
akim siddetinde bir gece boyunca immunobolin membran (Thermo) tzerine transfer
edildi. Bu islemden sonra membran, %5'lik kuru sit tozu iceren TBST (34 mM NacCl,
25 mM Tris-HCI pH:7,6 %1 Tween 20) g¢ozeltisi icinde oda sicakliginda 2 saat
bloklandi. Ardindan ayni membran %5 kuru sit icinde sirayla anti-PTEN,anti-

pPTEN, anti-Akt, anti-pAkt, anti-Foxo3a ve anti-pFoxo3a primer antikorlarla oda
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sicakliginda 1 saat isaretlendi. Sekonder antikor ile 1 saat muamele edildikten sonra

kemoliminesan araciligiyla goérinti alindi.

Folikul Sayimi Yontemi

Doku takibi yapilip ovaryum dokulari parafin bloklara gomuldukten sonra mikrotom
cihaziyla 3 mikronluk kesitler alindi. Butin siganlarin ovaryumlarindan 1., 5. ve 10.
kesitler lamlara alinip tasima sepetine yerlestirildi. Hematoksilen-Eosin boyama
yapildiktan sonra primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer foliklllerin sayimi
yapildi. Her bir sican ovaryumundan alinan 1., 5., ve 10. kesitlerde bulunan sonugclar

toplandi. (Folikil degerlendirme kriterleri bulgular kisminda agiklanmigtir.)
Verilerin Degerlendirilmesi

TUm deneklerin ovaryum kesitlerinde primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer
follikil sayimi yapildi. Gruplar arasindaki farkhlik Kruskal Wallis, iki grup
arasindaki farkllik Mann- Whithey U ile analiz edilmistir. istatiksel analizlerde

SPSS 21 paket programi kullaniimistir. P<0,05 kabul edilmigtir.
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BULGULAR

Hematoksilen-Eosin Boyanma Sonuglari

Kontrol grubunda gelisimin tim asamasindaki follikiller ile birlikte ovaryum normal
gorinimdeydi (Sekil 8).

e - 4

Sekil 8: Kontrol grubu ovaryum dokusu. Hematoksilen&Eozin Boyama.
Ok:Primordiyal folikil PF:Primer folikil, SF:Sekonder folikil TF:Tersiyer folikul.
A:X4,B:X10,C:X40

CTX uygulanan grupta ovaryumda bUutinligin bozuldugu izlendi.  Follikillerin
¢ogunlugunun normal vyapisini kaybettigi granulosa hilcre sitoplazmasinda
kayiplarin oldugu ve bazi granulosa hucrelerinin ¢ekirdeklerin piknotik gérindugu
izlendi. Primordial follikillerde normal yapinin kayboldugu ve follikil hucrelerinde
hasarlanmanin oldugu belirgindi. Stromaldokuda da yer yer ayrilmalarin oldugu
izlendi (Sekil:9).

Sekil 9: CTX uygulanan grupta ovaryum dokusu. Hematoksilen&Eozin Boyama.
Yildiz: Dejeneratif alan, PF:Primer folikil, SF:Sekonder folikil DA:Dokuda ayrilma,
Ok:Primordiyal foliktl. A:X4,B:X10,C:X40
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CTX+ Mezenkimal K&k Hicre uygulanan grupta ovaryumda batinligin korundugu
dejeneratif goriinimla follikillerin sayisinin azaldigi izlendi. Granulosa hticrelerinin
normale yakin goriiniimde oldugu primordial follikillerde folikiler hicrelerin normal
yapisinin korundugu izlendi. Bununla birlikte stromal dokudaki ayriimalarin az da
olsa devam ettigi izlendi (Sekil 10).

NA\ / 2
Sekil 10: CTX+Mezenkimal Kok Hucre uygulanan grupta ovaryum dokusu.

Hematoksilen&Eozin Boyama. Ok:Primordiyal folikil PF:Primer foliklll, SF:Sekonder
folikil TF:Tersiyer folikil. A:X4, B:X10, C:X40

Follikul sayimi

Hematoksilen-eosinle boyanan kesitlerde Follikuller asagidaki verilen kriterlere
uygun olarak belirlenmistir. Sayilan follikuller Kruskal Wallis ve Mann Whitney Utesti
ile analiz edilmigtir.

1) Primordialfolliktl: Tek katli yassi epitelle gevrili folliktller

2) Primerfollikil: Tekkatlikibik ya da daha fazla granulosa hucre tabakasi igeren
folliktiller

3) Sekonderfolliklil: Granulosa hiicre tabakasinda bosluklar olusan follikiller

4) Tersiyer follikll: Genis antrumu olan ve kumulus ooforusu olusan follikillerdir.
Yapilan sayimlara goére primordial follkuller en fazla kontrol grubunda bulunmaktadir.
Primordial follkullerin sayisi istatiksel olarak CTX grubu ile CTX-KH grubunda farkli
degildi (p=0,936). Primer follikil sayisi CTX ile CTX+KH grubunda (p=0,035) ve
CTX ile K grubu arasinda (p=0,010) istatiksel olarak anlamli bulunurken CTX+KH
ile K gruplari arasinda ise istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,170). Sekonder
folliktl sayisi CTX ile CTX+KH arasinda (p=0,007) ve CTX ile K (p=0,006), gruplari
arasinda anlamhhk gosterirken CTX+KH ile K gruplari arasinda anlamhhk yoktu
(p=0,140).Tersiyer follikil sayisi CTX ile CTX+KH (p=0,002), ve CTX ve
K(p=0,002), gruplar arasinda istatiksel olarak anlamliyken CTX+KH ile K (p=0,1),

arasinda anlamllik yoktu.
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Sekil 11: Folikil Sayimi Sonuglari

immunohistokimyasal Bulgular
PTEN Ekspresyonu

CTX grubunda PTEN primordial follikiillerde zayif, primer, sekonder ve tersiyer
folliktllerde ise orta derecede boyanmigti. Primer, sekonder ve tersiyer follkullerin
granulosa hicrelerinde boyanma orta derecede ve sitoplazmik olarak izlenirken
follikdl sivisinin  kuvvetli boyanmasi dikkati ¢ekiciydi. CTX+Kok hucre uygulanan
grupta pozitif ve negatif boyanan primordial follikillerin varligi ilgiyi c¢ekiciydi.
Primer, sekonder ve tesiyer folliklllerde oositlerin negatif oldugu granulosa
hicrelerinin ise zayif sitoplazmik boyanma goésterdigi belirlendi. Kontrol grubunda
primordial follikillerde kuvvetli boyanan oositler dikkat ¢ekiciydi. Bu grupta primer,
sekonder ve tersiyer follikll oositlerinin de yogun boyanma gdsterdigi bunun
yanisira granuloza hicrelerinin, follikll sivisinin ve korpus luteum hticrelerinin de
kuvvetli boyanma gosterdigi izlendi(Sekil 12).
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Sekil 12:0Ovaryum dokusunda PTEN ekspresyonu. A,B, C, Grupl; Ctx uygulanan
grup. D,E,F Grup2 Ctx+kok hiicre uygulanan grup, G,H,l grup3 kontrol grubu. OK;
primordialfollikil,  okbasi;  granuloza hlcreleri, asterix; follkil  sivisi.
Immunoperoksidaze-hematoksilen A,D,G:X40, C,E,H:X200, B,F,I: X40

pPTEN Ekspresyonu

CTX, CTX+Kok hucre ve kontrol gruplari arasinda pPTEN reaksiyonu agisindan
farkhhk yoktu. CTX ve CTX+kdk hicre grubunda boyanmanin kontrol grubuna
oranla daha kuvvetli oldugu gézlendi. Primordial follikil boyanmasi da CTX ve CTX+
kok hicre grubunda kontrol primordial follkillerine oranla daha kuvvetli idi. Korpus
luteum hicreleri ve kan damarlarininda pozitif reaksyon gosterdigi izlendi (Sekil 13).
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Sekil 13: Ovaryum dokusunda pPTEN ekspresyonu. A,B, C, Grupl; CTX uygulanan
grup. D,E,F Grup2 CTX+kok hicre uygulanan grup, G,H,l grup3 kontrol grubu. OK;
primordial  follikll, okbasi; granuloza hucreleri, asterix; follkil sivisi.
Immunoperoksidase-hematoksilen A,D,G:X40, B,E,H:X400, C,F,I: X200.

FOXA3a Ekspresyonu

Her Ug¢ grupta da kuvvetli reaksiyon izlendi. Primordial, primer, sekonder ve tersiyer
folliktllerin hepsi pozitif boyanmisti. Boyanma CTX grubunda sitoplazmik olmasina
karsin CTX + KH ve Kontrol grublarinda sitoplazmik ve nuleerdi (Sekil 14).
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Sekil 14 : Ovaryum dokusunda Foxo3a ekspresyonu. AB, C, Grupl; CTX
uygulanan grup. D,E,F Grup2 CTX+kok hiicre uygulanan grup, G,H,I grup3 kontrol
grubu. OK; primordialfollikiil, okbasi; granuloza huUcreleri, asterix; follkll sivisi.
Immunoperoksidaze-hematoksilen A,D,G:X40, B,E,H:X200, C,F,l: X400

pFOXA3aEkspresyonu

CTX ve kontrol grubunda primordialfollikiillerde zayif boyanma izlenirken, CTX+ kok
hicre uygulanan grupta kuvvetli pozitifreaksiyon ve ayni zamanda negatif
reaksiyon gosteren primordialfollikiller dikkat ¢ekiciydi. Her ¢ grupta da primer,
sekonder ve tersiyer folliklllerde negatiften pozitife degisen reaksiyonlar gézlendi.
CTX ve kontrol grubunda follikll sivilarinda da pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 15).
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Sekil 15: Ovaryum dokusunda pFoxa3a ekspresyonu. A,B, C, Grup 1; CTX
uygulanan grup. D,E,F Grup2 CTX+kok hiicre uygulanan grup, G,H,l grup3 kontrol
grubu. OK; primordialfollikiil, okbasi; granuloza hicreleri, asterix; folliktl sivisi,
beyaz kalin ok; ovaryumstromasinda kuvvetli pozitif reaksiyon gdsteren hiicreler.
Immunoperoksidase-hematoksilen. A,D,G:X40, B,E,H:X200, C,F,I: X400

AKT Ekspresyonu

Kontrol grubunda Akt ekspresyonu primordialfokllikiillerde pozitif, CTX ve CTX +kok
hicre grubunda negatifti. Zona pellusida da pozitif boyanma kontrol ve CTX
grubunda izlenirken CTX+ kok hlcre uygulanan grupta ise negatifti. Granuloza
hicreleri  zayif pozitif reaksiyon gostermisti. Stroma CTX ve CTX+ kok hucre
grubunda negatif izlenirken kontrol grubu stromasin yer yer kuvvetli pozitif boyanan
hlcrelere rastlandi. Korpus luteum negatif kan damarlar ise pozitif reaksiyon
gosterdi (Sekil 16).
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Sekil 16: Ovaryum dokusunda AKT ekspresyonu. A,B, C, Grupl; CTX uygulanan
grup. D,E,F Grup2 CTX+kdk hicre uygulanan grup, G,H,l grup3 kontrol grubu. OK;
primordialfollikul, okbagl; granuloza  hucreleri, asterix;  follkil  sivisi.
Immunoperoksidase-hematoksilen A,D,G:X40, B,E,H:X200, C,F,I: X400

pAKT Ekspresyonu

Primordialfollkiller CTX grubunda ¢ok zayif pozitif, CTX+kok hiucre grubunda
kuvvetli pozitif, kontrol grubunda ise negatif reaksiyon gdéstermisti. Primer, sekonder
ve tersiyer follikiller kontrol ve CTX+kok hicre grubunda kuvvetli pozitif, CTX
grubunda negatifti. Reaksiyon CTX+ kok hicre grubunda nikleer ve sitoplazmik,
kontrol grubundayalnizca sitoplazmikti (Sekil17).
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Sekil 17:Ovaryum dokusunda pAKT ekspresyonu. A,B, C, Grupl; CTX uygulanan
grup. D,E,F Grup2 CTX+kdk hicre uygulanan grup, G,H,l grup3 kontrol grubu. OK;

primordialfollikil,  okbasi; granuloza hlcreleri, asterix; follkil  sivisi.
Immunoperoksidase-hematoksilen. A,D,G:X40, B,E,H:X200, C,F,I: X400
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Western Blot Bulgular

Gruplar arasinda reaksiyon agisindan farkllik izlenmedi.

FOXO3a pFOX03a AKT pAKT PTEN
ctx1 0,02232 0,002594 0,0944 0,0000584 |0,02792
ctx 2 0,026176 0,091964 0,145098 0,000214 0,032255
ctx 3 0,107242 0,003413 0,208012 0,000033 0,05963
ctx 4 0,02993 0,000215 0,179814 0,000025 0,046404
ctx 5 0,105668 0,000824 0,067701 0,000696 0,069091
ctx 6 0,045385 0,017766 0,11453 0,003249 0,073162
cttx+kh1l 0,153987 0,001317 0,166113 0,001076 0,145183
cttx+kh2 0,020529 0,004246 0,142317 0,001017 0,047103
cttx+kh3 0,064945 0,000108 0,070266 0,000657 0,097183
cttx+kh4 0,119597 0,000306 0,096337 0,001778 0,09011
cttx+kh5 0,123471 0,000186 0,050888 0,001992 0,135897
cttx+kh6 0,081563 0,000099 0,009844 0,00029 0,07375
kontrol 1 0,040442 0,000516 0,148673 0,000189 0,063628
kontrol 2 0,091892 0,000827 0,18601 0,000112 0,093641
kontrol 3 0,052802 0,003056 0,1868 0,000238 0,068493
kontrol 4 0,093398 0,000096 0,169082 0,0000323 | 0,080193
kontrol 5 0,078392 0,007838 0,284757 0,000125 0,08459
kontrol 6 0,105903 0,001801 0,160243 0,0000278 |0,08459

Tablo 1: Western Blot Analizi
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TARTISMA

infertilite ve prematiir over yetmezIigi (POY) kemoterapinin en énemli ve yaygin yan
etkilerindendir (72). Bu nedenle, POY'un 6nlenmesi ve over follikil havuzunun
korunmasi, kemoterapi alan kanser hastasi kadinlarin yasam kalitesini iyilestirmek
icin artan bir ilgi kazanmistir. Avrupa Tibbi Onkologlar Birligi, kemoterapi ile
indiklenen POY ve over disfonksiyonu riski tasiyan kadinlarda doktorlar ve kanser
hastalarinin fertilite (dogurganlik) korunmasi igin izleyecekleri yola muimkin
oldugunca kisa slrede karar vermesi gerektigini tavsiye etmektedir (73).
Dogurganligin  korunmasi igin stratejiler arasinda yumurtalik dokusunun veya
immatiur (erken) oositin kriyoprezervasyonu yaygin olarak disunulir. Bununla
birlikte, bu yontemler, zaman, maliyet ve gonadotoksik potansiyel gibi cesitli
faktorlerden dolayi sinirhdir (73-75). Folikill havuzunu koruyabilen ve kemoterapi
sirasinda folliklil kaybini 6nleyebilen koruyucu ajanlarin (24,27,76) veya restoratif
(yenileyici) ve reperatif (onarici) etkileri olan kok hucrelerin mevcut (fertilite)
dogurganlik koruma stratejilerine goére hastalar i¢cin daha uygun olacagi i¢cin 6nemli

avantajlar saglabilecekleri dugtinulmektedir (22, 30-34).

Kanserde kemoterapi standart tedaviler arasinda yerini korumaktadir. Kemoterapi
ilaclari yas, cinsiyet ve ilag dozuna badli olarak c¢esitli organlara zarar
verebilmektedirler (77,78). Kemoterapi ilaglari, hicrelerin yasamsal sureglerini
engeller, boylece hilicre proliferasyonunu (¢ogalmasini) durdurur ve ovaryumda

(yumurtahkta) durgun follikillerin anormal aktivasyonuna neden olur (24,27).

Kemoterapinin indikledigi POY klinik olarak kalicidir, tedavi sonrasinda da devam
etmektedir. Geng kadinlarda siklofosfamid ile tedavi sonrasinda hastalar arasindaki

amenore sikligi %84'tur ve sonugta hastalarin %50'sinde POY gelismektedir (22).

Onceki arastirmalar, kanser 6nleyici ilag tedavisinin degisik oranlarda ovaryum
(yumurtalk) hasarina neden oldugunu ve dogurganhgin baskilanmasina neden

korumak ve dogurganlik kaybini 6nlemek i¢in gozumler sunmusgtur (72,81,82).

POY, 40 vyasin altindaki kadinlarda amenore (4 aydan uzun suren),
hipergonadotropik hipogonadizm (ylksek FSH, dusuk Ostrojen) ve infertilite ile
karekterize olan semptomlari tanimlamak igin kullanilan terimdir. Onceleri Prematir
Menopoz olarak tanimlanmis olsa da bu hastalarin bir kisminda tani konulduktan

yillar sonra bile ovaryan aktivitenin aralikli olarak devam etmesinden dolayr POF
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teriminin kullaniilmasi daha uygun gértlmustir (45,83). POY’e neden olan Ug¢ faktor
bulunmaktadir; (i) primordial follikil havuzunda azalma, (ii) follikller atrezi oraninda
artma (iii) folliktler islev veya olgunlasmanin gerceklesmemesi. Olgularin ¢ogunun
etiyolojisi bilinmemektedir. Bununla birlikte viral, otoimmun, ¢evresel toksinler, pelvik
cerrahi, radyasyon veya kemoterapi gibi etkenler de POY’e neden olabilmektedir
(45)

Follikil gelisimi ¢cok sayida, karmasik asamalardan olusur ve bu asamalardan
herhangi birindeki bozulma Ureme bozukluklarina ve infertiliteye yol acabilir. Bu
nedenle, bu evreleri kontrol eden hassas mekanizmalari aydinlatmak, kadin
hastalarda dogurganh§i korumak ve infertilitenin tedavisi icin kritik dnem tasir.
Bircok calisma, kemoterapinin dormant primordial folikillerin apoptozunu
tetikleyerek POY ve infertiliteye neden oldugunu 6ne surmustir (24). Bununla
birlikte, Kalich- Philosoph ve ark., kemoterapdétik ajan Siklofosfamidin primordial
folliktllerin apoptozunu indiklemedigini bildirmistir (27). Bunun yerine, siklofosfamid
tedavisi, aktif olarak bulylyen folikillerin apoptozunu indikler ve primordiyal
folliktlleri primer folikillere aktive eder ve primordiyal follikil havuzunun "yok
olmasina (burn-out)" neden olur (24,27,84). Bu mekanizma daha muhtemeldir gtinki
kemoterapi ilaglari dinamik olarak bélinen hcreleri hedeflemektedir ve bu da
kemoterapinin  uykudaki foliklllere karsi daha az toksik olabilecegdini
dugundurmektedir (24).

Deneysel olarak da ovaryan toksisite ve POY olusturmak icin kemoterapotikler
kullaniimaktadir. Deney hayvanlarinda POY modeli olusturmak icin Siklofosfamid ve
Sisplatin siklikla kullanilirlar (30-34)

Biz de bu calismamizda siganlarda kemoterapi ilaci  olanolarak
Siklofosfamidkullandik. Siklofosfamid ile olusturdugumuz ovaryum hasarinda sigan
yag dokusundan elde ettigimiz mezenkimal kok hilcrelerin iyilestirici etkisini ve
PTEN/AKT/FOXO3a yolagi Uzerine olan etkisini inceledik.

PTEN / AKT / FOXO3a ise uykudaki (dormant) primordiyal folikillerin
aktivasyonunda rol aldigi bilinen onemli bir sinyal yolagidir. PTEN, AKT/FOXO3a
yolaginda negatif duzenleyicidir. PTEN' in baskilanmasi veya PI3K artisi AKT ve
FOXA3a da aktiflenmesine (fosforillenmesine) neden olur. FOXA3a' nin nukleustan

stoplazmaya salinimi primordiyal foliktlin aktiflenmesine neden olur (24,27,85,86).
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Bizim calismamizda ilgin¢c olarak PTEN her G¢ grup primordal follikilerinde orta
derecede pozitif reaksiyon gosterdi. Bununla birlikre pPTEN ekspresyonu hem CTX
hem de CTX+ kok hicre grubu primordial follikillerinde kontrol grubundakilere

oranla oldukca kuwvvetli pozitifti.

Deney hayvanlarinda ve ayrica insanlarla yapilan c¢alismalarda in vitro
kosullardaovaryumlarda PTEN' in baskilanmasi ile ¢ok sayida primordiyal foliktllin

aktiflendigi ve primer folikullere dénustigu gosterilmistir.(87-89).
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Sekil 18:Sisplatin ve Melatoninin Oositte PTEN/AKT/FOXO3a sinyal yolagdi Gizerine
etkisi(76)

Jang H ve arkadaslari; sisplatinin fare ovaryumlarinda PTEN/Akt/Foxo3a yolagi
tzerinden indukledigi POY' e karsi melatonin ve ghrelinin koruyucu etkisi oldugunu
goOstermistir. Yaptiklari ¢calismada farelere melatonin ve ghrelinin sisplatinin ile es
zamanli verilmis. Calismada sadece sisplatin alan farelerde PTEN, Akt ve Foxo3a
molekullerinin fosforillenip aktif hale gectigi ve bdylece inaktif durumdaki primordiyal

foliktllerin primer foliktle donustugu gosterilmistir. Bu galismada histolojik yéntemler
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ve Western blot yontemi kullanilmistir.  Sisplatin+Melatonin alan farelerin
ovaryumlarindaki primordiyal folikillerin sayilari kontrol grubundaki farelerinkine
yakin sayidaoldugu,sadece sisplatin alan grubundaki farelerin olduk¢ca az miktarda
primordiyal folikilleri kaldigi belirtiimistir. Ayrica TUNEL ydntemiyle sisplatin alan
gruptaki fare overyumlarindaprimordiyal folikiillerden ziyade buylimekte olan olan
antral  folliktllerinin  etrafindaki granitloza hicrelerinin - apoptotik  oldugu
immunfloresan mikroskopta gosterilmistir. Son olarak bu calismada melatonin ve
ghrelinin birbirinin etkisini arttirdigi sisplatine karsi beraber kullanimlarinin ayri ayri

kulanimlarindan daha etkili oldugu belirtilmigstir (24,76).

Kalich-Philosoph ve arkadaslarinin farelerde yapmis oldugu calismada, AS101' in
siklofosfamidin yapmis oldugu erken primordiyal folikil aktivasyonunu engelledigi
bdylece over reservini korudugu ayrica bu sicanlarin gebe kaldiginin yani fertilitenin
korundugu gosterilmistir. AS101 suanda Faz 2 klinik calismasi asamasindadir ve
insanda kullaniminin guvenli olabilecedi 6ngodrulmektedir. Ayrica AS101' in anti-
kanser etkisi olmasi nedeniyle; siklofosfamid ile birlikte kullanimi siklofosfamidin
anti-kanser etkisini  pekistirirken, fertilitenin  korunmasini da saglayacagi
dugsundlmektedir (27).

Kalich-Philosoph ve arkadaslarinin calismasinda Akt' nin
fosforillenmesininSiklofosfamid tedavisinden ilk 24 saat sonra en fazla oldugu daha
sonra bunun giderek azaldigi ve 1 hafta sonrasinda ise p-Akt/Akt' nin Siklofosfamid
almayan gruptaki farelerin ovaryumlarindaki ile neredeyse esitlendigi gosterilmistir
(27). Bu sonug CTX'in PTEN/AKT/FOXA3a sinyal yolag! Uzerine olan etkisinin akut
bir etki oldugunu, CTX"in kesilmesinden bir stre sonra yolagin dengelendigini,
ancak aktiflenerek kayba ugrayan primordiyal folikullerin ise geri dondurelemedigini

gbstermektedir.

Biz c¢alismamizda diger c¢alismalarda oldugu gibiCTX’in primordialfollkillerde
PTEN/AKT/FOXA3a yolagini aktiflemesini beklerdik. AncakCTX grubu primordial
folliktlleri pAKT ve pFOXA3a i¢in negatif ya da ¢ok zayif reaksiyon gosterdi. CTX'in
etkisinin akut oldugu ve incelemenin uygulamadan yaklasik 8 hafta sonra yapildigi
disunilirseCTX'in PTEN/AKT/FOXA3a yolagindaki etkisinin kaybolmusg
olabilecegini digtinduk. PTEN ve pPTEN ekspresyonlari gruplar arasinda farkhlik
gOstermedi. PTEN orta derecede ,pPTEN ise kuvvetli reaksiyon gosterdi. AKT en
yogun pozitif boyanmasini kontrol grubunda pAKT ise CTX+ kok hiicre grubunda
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gosterdi. FOXA3a reaksiyonu her ¢ grupta da hemen hemen ayni iken pFOXA3a

ise sadece CTX+kok hiicre grubunda kuvvetliydi.

Kemoterapi ve radyoterapi alacak olan kanser hastalarinda fertiliteyi koruma
amaclyla uygulanmakta olan yontemler bulunmakla birlikte bu ydntemler

tartisiimakta ve daha etkili yeni tedaviler arastiriimaktadir.

Kanser hastalarinda kemoterapi tedavisi sirasinda GnRH agonistleri ile gonadlari
korumak igin 30 yil o6nce ilk olarak test edilen yontemdir. Ancak yakin zamanda
yapilan ¢alismalar GnRH agonistlerinin koruyucu olup olmadigina dair molekiler bir
veri olmadigina bu konuda arastirmaya ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadirlar (90).
Yakin zamanda insan over dokusu Uzerinde yapilan bir ¢alismada GnRH kendi
reseptorlerine baglandigi ancak antiapoptotik mekanizmalari aktive etmedigi ve over
dokusunu siklofosfamid ve cisplatin gibi gonadotoksik kemoterapi ajanlarina karsi
korumadigi gosterilmistir (91). Bu nedenle GnRH agonistleri kabul edilmis bir fertilite

koruma metodu olarak kabul edilmemektedir.

Bir bagska yontem ise ovaryan transpozisyondur. Pelvik bdlgeye yapilacak olan
radyoterapiden o6nce ovaryumlarin etkilenmesini engellemek igin overlerin
laparoskopi yontemi ile i1sinlama alaninin disina tasinmasina ovaryan transpozisyon
denir (40). Bu yontemin fertiliteyi koruma konusundaki basarisi %16-90 oraninda
degismektedir (92). Over transpozisyonu sonrasi saglikli gebeliklerin elde edildigi
calisma sonuglari mevcuttur. Morice ve ark. (1998)’'nin ¢alismasinda servikal kanser
nedeniyle radikal histerektomi yapilan 95 hastaya over transpozisyonu uygulanmig,
hastalarin %83’Unde over fonksiyonlari korunmustur 2 yil boyunca takip edilen 37
hastanin 12’sinde 18 gebelik elde edilmistir (93). Ancak kemoterapotikler sistemik
etkili oldugundan bu ydntem ile overler yalnizca radyoterapinin zararl etkisinden

korunabilir.

Glnuimuzde, herhangi bir kanser tedavisi 6ncesinde yapilacak bir tlip bebek tedavisi
ve sonrasinda elde edilen embriyolarin dondurularak saklanmasi, bu hastalarin
daha sonraki donemlerde dogurganhgini saglamada en gegerli yontemdir. Bu
yontemle, daha sonra bu embriyolarin ¢ézulerek transfer edilmesi %59 gebelik, %26
canli dogum sansi saglayabildigi belirtiimistir (94).Ancak bu en gecerli metodun
uygulanabilmesi icin hastanin Ureme c¢aginda olmasi, ve bir erkek partnerinin

bulunmasi gerekmektedir. Ayni zamanda, kanser tanisi almig bir kadinda kanser
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tedavilerinin bir an dnce baslama zorunlulugu, cogu zaman tlp bebek uygulamasi

icin yeterli zamani tanimamaktadir.

Kadin fertilitesini korumada yumurtalarin dondurularak saklanmasi diger bir
yontemdir ve bu ydntemle elde edilen basarili sonuglarla giderek artmaktadir. lyi
bilinen stimulasyon protokolleri nedeniyle hastalar icin cazip olmakta ve sadece

yumurtalar donduruldugu igin partnere ihtiya¢ bulunmamaktadir.

Onceki yillarda ‘yavas dondurma’ adi verilen yéntemle dondurulan bu oositlerin
¢bzulmesinden sonraki dollenme ve embriyo transferi ile elde edilen gebelik oranlart,
taze yumurtalarla yapilan tip bebek tedavilerine oranla daha dusiktl. Ancak
Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda, gelistirilen yeni dondurma tekniklerinin
ornegin hizh dondurma (vitrifikasyon) tekniklerinin kullanimi ile ¢ézme sonrasi
yumurta sagkalimi, doéllenme ve gebelik oranlarina iliskin daha iyi sonuglar
bildirilmistir. Bu nedenle de yumurtalarin dondurulmasina yeniden ilgi duyulmaya
baslanmistir. Yakinda bu ydntemin standart pratik uygulamalar arasinda yerini

almasi beklenmektedir (40).

Vitrifikasyon teknidi ile dondurulup ¢dzilen yumurtalarin kullanimi ile déllenme
oranlarinin %70'lerin Uzerine, gebelik oranlarinin ise %40'larin Uzerine ¢ikilabildigini
goOsteren calismalar yapiimistir. Dondurulmus ¢6zilmus yumurtalar ile elde edilen
gebelikler ve sonrasi dogan c¢ocuklarin takiplerinde; gebelik haftalari, ortalama
dogum kilolari ve kromozom analizlerinde herhangi bir sorun saptanmamigtir Oosit
stimllasyonu igin yeterli zamana ihtiyac duyulmasi ve cerrahi gerektirmesi ise bu

yontemin dezavantajidir (40).

Ovaryum dokusunun dondurulmasi (kriyoprezervasyonu) ise diger bir ydontemdir. En
sik uygulanan yaklagsim tedaviden Once hastadan laparoskopik (karin agilmadan)
yontem ile alinan ve dondurulan yumurtalik dokusunun parcalar halinde re-
implantasyonudur (tekrar vicuda yerlestiriimesi). Hastanin tedavisi bittikten ve
iyilesme saglandiktan sonra bu doku ¢ozllerek hastaya transplante edilir.Ortotopik
ovaryan doku transplantinda bu doku kesitleri ¢ozuldikten sonra bir paket seklinde
ayni veya karsi taraf yumurtalik bdlgesine, yani anatomik yerine yerlestirilir, bdylece
dogal yolla hamilelik sansi olabilir. Ovaryum dokusunun heterotopik
transplantasyonunda ise alinan doku, onkol ve karin duvari gibi bagka bolgelere
yerlestirilir. Heterotopik transplantasyonun avantaji daha az invaziv cerrahidir, genel

anestezi gerektirmez, iyilesme hizlidir, ancak yumurta takibi zordur ve dogal gebelik
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sansi yoktur, ayrica heterotopik transplantasyon ile simdiye kadar gebelik
bildirilmemistir (40).

Ovaryum dokusunun dondurularak saklanmasi klinik teknikler iginde 6zellikle
ergenlik oncesi donemde ovaryum fonksiyonlarinin korunmasini saglamada tmit
verici olmustur. islem icin partnere ihtiya¢ yoktur.Bu islem Ureme ve hormonal
fonksiyonlarin yeniden baslamasini saglayabilmektedir. Ozellikle cocukluk cagi
kanserlerinde uygun tedavi alternatifi olabilir. Ancak cerrahi islem gerektirmesi ve
basari sansinin halen disik olmasi ise dezavantajlaridir. Ayrica 35 yas Ustu,
yumurtalik rezervinin dogal olarak distk oldugunu bildigimiz kadinlarda yararli

olmadigi dusinilmektedir (40).

Olgunlasmamis yumurtalarin vicut disinda buydtilmesi ve olgunlastirimasida
fertiliteyi koruma adina kullanilan ydntemlerden biridir.Anne karninda ve eriskin
insan yumurtaliginda bulunan yumurtalarin bUydk bir kismi olgunlasmamis
durumdadir. Bundan dolayi olgunlasmamis yumurtalar yogun olarak bulunur. Ancak,
blyUmeleri ve déllenmeleri igin bu sekilde elde edilmis yumurtalarin viicut disinda
olgunlastiriimalari (in vitro maturasyon (IVM)) gerekmektedir. Bu yontemin klasik tlp
bebek yontemlerine gore avantajlari duzenli adet gdéren kadinlarda hormonal
baskilama veya hormonal enjeksiyonlar gerektirmemesi, boylece yan etki ve
rahatsizlii en aza indirmesi ve stresin azalmasidir. Ancak bu yumurtalarin vicut

disinda buyutulmeleri ve olgunlastiriimalari kolay degildir (40).

Olgunlasmamis yumurtalarin vicut diginda buyutilmeleri (IVM) sonrasi ilk canli
dogum 1991 de gergeklesmistir (95). O tarihten giinimuize kadar yaklasik 1300'den
fazla bebedin bu yontem sayesinde dinyaya geldigi tahmin edilmektedir (96).
Takiplerde gebelik, dogum ve bebek saghgi ile ilgili bir sorun bildirilmemistir. Tup
bebek tedavisinde kuguk yumurtalarin toplanmasi ve in vitro yumurta matirasyonu
o6nemli yapi taglarindan biri olmaya baslamistir ve 6zellikle polikistik over hastaligi
olan kadinlarda daha iyi bir secenek olmaktadir. VM’ nin ¢ocuk saghgi ve geligimi
Uzerine olan uzun donemdeki muhtemel etkileri icin ileri ¢alismalara ihtiyag vardir
(40).

Bir diger yontem olan antiapopitotik (Hlcre 6lumunu engelleyen) sfingozin-1-fosfat
(S1P) gibi ajanlarla farmakolojik koruma ise henuz deneysel asamada olan bir
yontemdir. Yapilan bir calismada ovaryum dondurma islemi sirasinda S1P

kullaniimasinin folikil kaybini azaltacagi belirtilmigtir (97).
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Kok Hicreler ve POY

Kok hicreler tahrip olan ovaryum dokusu ve foliklllerini onarmak igin
denenmektedir. Kok hicreler salgiladiklari sitokinlerle mikro-cevre olusturarak
parakrin etki ile doku onarimini saglarlar. Ayrica dokudaki diger hicrelere
donusebilme yetenekleri sayesinde dokunun yenilenmesine yardimci olurlar. Deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda degisik tekniklerle isaretlenen mezenikmal kok
hicrelerin ovaryumlardaki foliklllerin teka tabakalarina kadar ulastigi gosterilmistir
(22, 30-34).

Kok hucreler gunimuizde artik birgok hastaligin tedavisinde kullaniimakla birlikte
pekcok hastalik igin de umut kaynagi haline gelmis bulunmaktadir. Henlz deney
asamasinda olmasina ragmen kok hucrelerin birgok hastaligin tedavisinde
kullanilabilecegine dair ¢ok sayida ¢alisma vardir. Bizim ¢alismamiza parelel olarak

POY'de kok hiicre tedavisi uygulayan ¢alismalardan bazilari sunlardir:

Takareha ve arkadaslari; yag dokudan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin(ADMSC), kemik iligi kok hicrelerinin ve sigan kuyrugundan elde edilen
fibroblast hicrelerinin siklofosfamid enjekte edilen fare ve siganlarda ovaryum
fonksiyonu Uzerine etkilerini arastirmiglar. Calismalarinda puberte dénemindeki
sican (7-8 haftalik) ve fareleri (5 haftalik) kullanmiglar. Bu ¢alismada ADMSC' lerin
ovaryumlarda anjiogenezi ve olgun folikll sayisini arttirdigr gézlenmigtir.Ayrica bu
CTX+ADMSC alan siganlarin giftlegsmeleri sonucu dogum sayisi ve dogan yavrularin
saghk durumu acgisindan kontrol grubundaki si¢anlar ile arasinda énemli bir fark
gbzlenmezken, sadece CTX alan grupta énemli oranda fertilite kaybi goézlenmistir
(30).

Sigcanlarda olusturulan prematir ovaryan yetmezlik modelinde insan umblikal kord
mezenkimal kdk hicrelerinin etkisini arastiran ¢alismada; kék hlicrelerin siganlarin
serum FSH,E2 ve AMH seviyelerinin dizelmesini, apoptozun azalmasini sagladigi

ve folikilogenezi geligtirdigibelirtiimistir (31,32).

Zhen Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise menstruasyon kanindan elde
edilen kok hucrelerin (MKKH) POY olusturulan farelerde iyilestirici etkisi oldugu

belirtiimistir. Kuyruk veninden verilen kdk hicrelerin ovaryuma ulastigi, ovaryumdaci
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folikal sayisini arttirdigi, fibrozisi ve granuloza htcrelerindeki apotozu azalttigi ve
sex hormonlarinin da normal seviyelerine donmesini sagladiklari gosterilmistir.
Calisamadaki PCR sonucglariMKKH' lerin diger sitokinlere oranla daha fazlamiktarda
FGF2 sitokini salgiladigi gostermistir bu ylzden MKKH' lerin koruyucu etkisini FGF2
salgilayarak yaptigi distntlmastir (33).

Yapilan bir diger kok hicre calismasinda, insan amniyotik membranindan elde
edilen mezenkimal kok hicrelerin (hRAM-MSC) ve ADMSC'nin POY olusturulmus
ratlara ayri ayri verilmesi sonucu, hAM-MSC' nin terapotik etkisinin ADMSC' ye gbre

daha fazla oldugu belirtilmistir (34).

POY'de yapilan koék hicre ¢alismalarinda PTEN/AKT/FOXO3a yolagina daha énce
bakilmamistir. Bu yluzden calismamizin immunohistokimya ve western bulgularini

bu calismalar ile kiyaslayamadik.

immunohistokimyasal sonuglarimiz mezankimal kok hiicrelerin PTEN/AKT/FOXA3a

yolagini aktifledigini géstermektedir.

Hematoksilen eosinle boyanan preparatlarda yalnizca CTX uygulanan gruplarla
kontrol ve CTX+kdk hiicre uygulanan gruplararasinda  histolojik olarak oldukca
farkhliklar vardi. CTX grubunda c¢ogunlukla ovaryumda batinlik kaybolmus
folliktllerde bozulmalar belirgin hale gelmisti. Bu grupta antral follikil orani oldukga
azalmisti  (p=0.002). Kok hicre uygulanan grupta ise CTX' inolusturdugu
hasarinbiylk oélgtide kayboldugu follikillerin normal gérinimine yakin izlendigi ve

antral follikal oraninin oldukga arttidi izlendi (p=0,007).
MikroRNA' lar ve POY

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, MikroRNA (miRNA)' larin da POY' un gelisiminde

ve tedavisinde rol oynadigi belirtilmistir.

Plazma membrani ile flizyon sonrasinda endozomal membran bdliumunden tiuretilen
¢api 30 ila 120 nm arasindaki yapilara ekzozom denir. Hucreler arasi iletisimde
onemli bir rol oynadiklarina dair 6nemli dl¢gide kanitlar bulunmaktadir.Nitekim, hedef
hucreleri reseptor aracili etkilesimlerle dogrudan uyarabilirler veya icerisindeki
proteinler, mRNA'lar, mikroRNAlar ve organeller gibi biyoaktif molekuller ile
uyarabilirler (98). Son yillarda yapilan galismalar, ekzozom aracili RNA dagitiminin
hedef hucrelerin kaderinin duzenlenmesine katkida bulundugunu belirtmektedir

(99,100). Kok hicrelerden salinan eksozomlar, kék hiicre tedavisinde faydali bir
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etkiye sahip belirli bir hiicre-hlicre etkilesimi igin yeni bir ara¢ olarak bildirilmistir
(101). Buna gore, kok hicreler ile hedef hucreler arasindaki eksozom aracili
etkilesimin tanimlanmasi klinikte POY' u tedavi etmek igin yeni stratejiler saglayabilir
(22).

MiRNA'lar, Okaryotlarda 22 nlkleotidden daha kisa kodlanmayan tek sarmalli
RNA'lardir. Hedef mRNA'nin 3'-gcevriimemis boéliminin (UTR) baz dizilerine
baglanarak hedef mRNA'nin boélinmesini veya translasyonunu dulzenleyebilirler.
MiRNA'lar, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, farkllasma ve patojen enfeksiyonu gibi bir
dizi fizyolojik ve patolojik stirecte dizenleyici rol oynarlar (102). Birgok calismada,
miRNA'larin follikil gelisiminde, folikiler atrezide, hormonlain modilasyonunda,

hiicre apoptozisi ve ¢cogalmasinda énemli roller oynadigi gosterilmistir (103).

MiR-21, memelilerde en erken kesfedilen miRNA'lar arasindadir. Arastirmalar, miR-
21'in birgcok hlicredeki apoptotik regulasyonla iliskili oldugunu gostermektedir (105-
107). MiR-21, ayrica granuiloza hicrelerinin apoptozisi ve folikil gelisimi icin
duzenleyici niteliktedir (108). Bununla birlikte, miR-21'in kemoterapi ile indiklenen
POY'de MKH'lerin tamir etkisini arttinp arttirmadigi ile ilgili birka¢ rapor
bulunmaktadir. miR-21 grubundaki ve miR-21-MKH grubundaki miR-21 ifadesi,
diger gruplarla karsilastirildiginda belirgin bigcimde yukari dogru dizenlenmistir;
PTEN ve PDCD4'iin mRNA ekspresyonu ve protein ekspresyonu, Fosfamid ve
MKH grubuna kiyasla 6nemli élgide azalmigtir. Ayrica, follikil sayimlarinda bir artis
bulunmustur, bu da kemoterapi ile indiklenen POF'de miR-21'in kismi tamir etkisini
gOstermektedir (104).

MiR-23a ve miR-27a'nin dogrudan SMADS5' i hedefledigini ve in vitro granulosa
hiicrelerinde FasL-Fas yolu yoluyla apoptosisi tesvik etme konusunda benzer
islevlere sahip olduklarini gosterilmistir. Bu bulgular, miRNA' larin granuloza hiicre
apoptozundaki rollerini agiklamaya yardimci olabilir ve gelecekteki klinik
uygulamalarda oositlerin kurtarilmasi ve folikiler biydmenin kontrol edilmesini
kolaylastirabilirler (109).

Guan-Yu Xiaoet ve arkadaslar, AFSC'den tiretiimis eksozomlarin, ki
gastrointestinal sistemdeki apoptozisi inhibe eden ve CTX sonrasinda farelerde
atreziden over folikullerini 6nleyen iki mikroRNA (miRNA), miR-146a ve miR-10a
icerdigini ortaya koymustur. AFSC'lerde miR-146a ve miR-10a ekspresyonunun

disurtlmesinin, AFSC'den tiretilen eksozomlarin zarar gérmus GK'ler Gzerindeki
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etkilerini in vitro olarak zayiflattigini buldular. Ayrica, miR-10a'nin CTX verilen
farelerde lipozomlar yoluyla dogrudan goénderiimesinin yumurtalik hUcrelerinde
apoptozu etkili bir sekilde bastirdigini ve atrezide follikil kurtardigini gésterdiler. Bu
bulgular, restoratif siirecte miR-10a'nin roliine yeni isik tutmaktadir ve POF tedavisi

icin hicre-disi bir terapétik strateji vaad etmektedir (22).

Hem plazma hem de yumurtalik dokularindan alinan &rneklere dayanan son
calismalar, POF gelisiminde rol oynayan miRNA'lari tanimlamistir. Dang ve ark.
Cin'deki hastalarda yaptigi arastirmada POY'lu hastalarin kontrol grubu olan saglkh
kadinlarla karsilastirildiklarinda daha dusik miR-22-3p plazma dizeylerine sahip
olduklarini bildirmistir. Ek olarak, azalan ovaryum rezerv ile azalmis miR-22-3p
ekspresyonu arasinda korelasyonbulmuslardir (110). Onceki calismalarda ise,
plazmada POY'lu ve saglikh kadinlar arasindaki farkli olarak ifade edilen miRNA'lar
ve bir ¢ok sinyal yolunu dizenleyen miRNA'larin rolind tanimlanmistir. MiR-23a
POF hastalarinin plazmasinda up-regile edilir ve miR-23a asiri ekspresyonu XIAP
(X' e bagl apoptoz inhibitéri proteini) ve kaspaz-3 seviyelerini duglrir ve insan
grandlosa hicrelerinde apoptozu arttirir.Bu sonuglar, miR-23a'nin in vitro hem
MRNA hem de protein seviyelerinde XIAP ekspresyonunu inhibe ederek potansiyel
olarak granilosa hicre apoptozunu indukledigini gostermektedir (111). Buna ek
olarak, Kuang ve arkadaglari normal sicanlardan alinan &rneklerle
karsilastirildiginda, 4-vinilsikloheksen diepoksit (VCD) ile tetiklenen sican POF
modellerinden yumurtalik dokusu &rneklerinde toplam 63 upregulated ve 20

downregulated miRNA saptamistir (112).

Son galismalar, miRNA tek nukleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) hastalik duyarhhgi
ile iligkili oldugunu gdstermektedir. miRNA polimorfizm analizi ile ilgili bir calismada,
Kore kokenli kadinlarda, miR-146aC> G, miR-196a2T> C ve miR-499A> G ve POF
kombine genotipleri ile haplotipleri arasindaki iliskiyi tanimlandi; sonuglar, miRNA
SNP'lerin neden oldugu miR-146a ve miR-196a2'nin transkripsiyonel sapmalarinin

potansiyel olarak POF gelisiminde rol oynadidini ortaya koymaktadir (113,114).
POY ve in Vitro Aktivasyon (IVA) Yontemi

IVA yéntemi Gireme tibbinda oldukga yenidir. Kawamura ve ark. 100 POY hastasina
uyguladiklar IVA yontemi sonrasi 2 canli dogum ve henuz dogum yapmamis 3
hastalarinin gebe oldugunu bildirmistir.Bu yéntemde c¢ok az primordiyal folikull

kalan (<1000) POY hastalarindan laparoskopik olarak ovaryum korteksinden alinan
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parcalar labaratuar ortaminda PTEN'i baskilayan veya PI3K'y1 arttiran kimyasal
sivilarin igerisinde 2 gun bekletildikten sonra hastalara tekrar transplante edilmistir.
Transplantasyondan 6 ay sonra klasik tlip bebek tedavisi uygulanmistir. IVA yontemi

ozellikle ovaryan rezervi ¢ok disuk olan hastalar igin distnilmektedir.
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SONUC

Bizim calismamizda literatur bulgularina paralel sekilde CTX'in PTEN yolagindaki
etkisinin akut oldugunu izledik. Ancak CTX uygulandigi dénemde ovaryum
dokusuna ciddi hasarlar vermekte ve bu hasarlar geri donmemektedir.

Mezenkimal kok hicreler primordial follikilleri aktiflemektedir. Bunun yanisira
CTX'in neden oldugu hasarlari tedavi etmektedir. Bu tedavi olasilikla salgiladiklar
faktorlerin parakrin etkisi ile olmaktadir. Ayrica ovulasyona giden antral follikil
sayisini da artirmaktadir. PTEN/AKT/FOXA3a yolag! primordial follkullerde etkili
oldugu icin ayrintih immunohistokimyasal analizler bu follikillerde yapilmistir. Bu
analizlere gore mezankimal kok hdcreler o6zellikle AKT'nin ve FOXA3a’nin
aktiflenmesinde etkilidirler.

Mezenkimal kok hicre uygulamasi her ne kadar primordial havuzu tetiklesede
aktiflenen follkullerin normal yapisini koruyarak ovulasyona ulasmasini sagliyor gibi
gorinmektedirler.
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