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OZET

Dondurulmus Ve Céziilmiis Ovaryum Dokusunda Otofajik Oliim
Yolaginda Yer Alan Sinyal Proteinlerinden mTOR VE PmTOR
Ekspresyonunun immunohistokimyasal Olarak Gosterilmesi

Umray DEDE TOPRAK
Yuksek LisansTezi Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: PROF. Dr. Gilgin ABBAN METE
Nisan 2019, 44 Sayfa

Kadin hastalarda gorulen erken ovaryum yetmezligi veya kanser tedavisi gibi
fizyopatolojik durumlar fertilizasyonu olumsuz etkilemektedir. Fertiliteyi korumak icin
oosit, embriyo ve ovaryum dokusu kriyoprezervasyon yontemleri kullaniimaktadir.
Kriyoprezervasyon yontemlerinin iginde vitrifikasyon yontemi daha az toksik olmasi
nedeniyle tercih edilir. Ancak bazi durumlarda en uygun yontemler secgilmesine ragmen
yine de hlcre olumu goérulebilir. Otofaji, programl hiicre 6lim mekanizmalarindan
biridir. Otofajik aktivitenin kontroliinde belirte¢ olan mTOR hiicrede protein sentezi ve
hicresel blylmeyi kontrol eden bir kinazdir. Bu proteinin baskilanmasi, otofajiyi aktif
hale getirir. Calismamizda ovaryum dokusunda vitrifikasyon islemi o6ncesi ve
sonrasinda mTOR ve aktif hali olan PmTOR ekspresyonlari immunohistokimyasal
yéntemle incelenmesi amaglandi.

Bu calismada 12 haftalik Wistar Albino cinsi siganlardan alinan ovaryumlar
kontrol (n=6) ve vitrifikasyon (n=6) olmak uzere iki grup olusturuldu. Kontrol grup igin
alinan ovaryumlar formalin iginde 48 saat tespit edildi. Vitrifikasyon grubu icin alinan

ovaryumlar, iginde vitrifikasyon sollisyonu bulunan kriyoviallere konularak -120 C° de

sivi azot tanki iginde donduruldu. Bir hafta sonra dokular ¢ézduruldu. Her iki grup rutin
parafin takibine alindi. Her bir dokudan 5 pm kalinhdinda kesitler alindi.
Hematoksilen&Eozin boyama ve immunohistokimya iglemi uygulandi. Histolojik
boyama yapilan doku &rneklerinden tim foliklller 1sik mikroskopunda incelenerek
sayimlari yapildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Folikil sayilari kontrol grubu ve vitrifikasyon grubunda istatiksel olarak farkl
degildi. Ovaryum dokusunda gelisimin her asamasindaki foliklller izlenmekteydi.
MTOR ekspresyonu her iki gruptaki butin foliklllerin granulosa hicrelerinde ve
oositlerinde kuvvetli pozitifti. PmTOR ekspresyonu ise kontrol grubundaki oositler ve
granulosa hicrelerinde pozitif ekspresyon gosterirken vitrifikasyon isleminin
uygulandigi gruptaki oositlerde ve granulosa hiicrelerindeki negatif eksprese olmustu.

Sonug¢ olarak bulgularimiza goére vitrifikasyon isleminin ovaryum dokusunda
otofajiyi indiklemedigini saptadik. Literatirde oosit kalitesiyle iliskilendirilen PmTOR
aktivitesinin vitrifiye edilen ovaryum dokularinda olmamasi vitrifikasyon ydnteminin
oosit kalitesini bozdugunu disundurtmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ovaryum, Vitrifikasyon, Otofaji, mMTOR, PmTOR

Bu galisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABEO0Q7).
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ABSTRACT

Immunostochemical Demonstration Of Protein Mtor And P Mtor

Expression InAutophagic Death Pathway In Frozen And
Thawed Ovarian Tissue

DEDE TOPRAK, Umray
M.Sc.Thesis in Histology and Embryology AD
Supervisor: PROF. Dr. Gllgin ABBAN METE

April 2019, 43 Pages

Physiopathological conditions such as early ovarian failure and cancer
treatment negatif affect fertilization in female patient. Cryopreservation method was
used oocytes, embryos and ovarian tissues to protect fertility. The vitrification method
IS minimizing toxic due to vitrification is prefered method in cryopreservation methods.
However, in some cases, although the most appropriate methods are selected, cell
death can be seen. Autophagy is one of the mechanisms of programmed cell death.
Mtor is a protein kinase that controls protein synthesis and cellular growth in the cells.
Suppression of this protein activates autophagy. The aim of this study was to
investigate the mTOR and active form PmTOR expressions before and after vitrification
of the ovary tissue by immunohistochemical method

Two groups were formed: control (n= 6) and vitrification (n= 6) of Ovaries from
12-week-old rats in this study. Control group fixed for 48 hours in buffered formalin.
Vitrification group were placed in cryovials with vitrification solution and frozen in liquid
nitrogen tank at -120 C°. One week later the tissues were thawed. Both groups
performed routine paraffin tracking. 5ym sections were taken with microtome from each
sample. immunohistochemistry examination for mTOR and PmTOR expression and
Hematoksilen&Eozin saining were performed. All folikullicles in histologically stained
tissues were counted and examined by light microscope. Data were evaluated by using
statistical methods.

Folikullicle numbers were not statistically different in the control and vitrification
groups. foliklllicles showing different developmental stages in ovarian tissue. Mtor
ekspression were strongly positive in granulosa cells and oocytes in all folikillicles in
two groups. Although PmTOR has positive expression in oocytes and granulosa cells
in control group, it is negative in oocytes and granulosa cells in the vitrification group.

In concluiding, based on our findings, we found that vitrification methods did not
induce autophagy in ovarian tissue. The PmTOR activity associated with oocyte quality
in the literature. However, the absence of PmTOR activity in frozen over tissues
suggested that vitrification deteriorates the quality of oocyte.

Key Words: Ovary, Vitrification, autophagy, mTOR, PmTOR

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
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1. GIRIS

Canlilarin yasam doéngusinde dogum, buyame, Greme, yaslanma ve olim temel
unsurlardir. Yasamin sdrddrtlmesi igcin hiicre ¢ogalmasi ve 6limU arasinda bir
denge olmasi gerekmektedir. Dejeneratif hastaliklar, kanser ve otoimmun hastaliklar
fazla hiicre ¢ogalmasi ya da normalden fazla hicre 6limu oldugunda, yani bu

denge kayboldugunda ortaya cikar.

insan ovaryumu, dogumda, yiiz binlerce olgunlasmamis primordial folikiil icerirken,
50 yil icerisinde oositler dereceli olarak azalir ve sonunda tlikenerek menopoz
olusur. Ovaryum operasyonlari veya kanser tedavileri gibi durumlarda oosit
azalmasi erken ortaya cikabilmekte ve hayatin geri kalan dénemlerinde ¢ok dnemli
fonksiyonlarin kaybina yol ag¢maktadir. Erken infertiliteyi dnlemek igin olgun
oositlerin dondurularak saklanmasi, gen¢ yumurta hucrelerinin vicut disinda
olgunlastiriimasi gibi yontemler Uzerine 6nemli galismalar bulunmakta ancak olgun
bir oosit oldukga kompleks bir yapiya sahip oldugu igin dondurma ¢dzme islemleri
sirasinda zarara ugradigindan ¢ok basarili sonuglar elde edilememigtir. Bundan
dolayi Ozellikle pre-pubertal kizlarda immatur oositlerin korunabilmesi acisindan ve
son yillarda daha ¢ok kanser hastalarinda fertilitenin korunmasina yonelik ovaryum
dokusu dondurulmasi arastirmalar hiz kazanmistir. Simdiye kadar dondurulmus
ovaryum dokusunun transplantasyonu sonucu yaklasik 60 bebek dinyaya gelmistir
(Donnez ve Dolmans 2015). Bu sonuglar bu ydntemin klinik agidan oldukca
kullanigli oldugunu ve 6zellikle gen¢ hastalarda fertilitenin korunmasinda dnemli bir
yontem oldugunun géstergesidir. Dondurulmus ovaryum dokusu transplante
edildiginde hormon iglevlerinin ve fertilitenin yerine geldigi gosterilmistir (Mol ve Zoll
2015). Doku korunumu icin hicrelerde fiziksel ve mekanik hasara neden oldugu
bilinen buz kristali olusumunu &nlediginden dolayr over dokularinin infertilite
tedavileri icin dondurularak korunmasina yonelik optimal vitrifikasyon protokolleri
kullaniimaktadir (Suzuki vd 2015). Ancak vitrifikasyon ve diger dondurma

protokolleri sirasinda ovaryum folikll hiicrelerinde élimler olmakta bu da folikdl
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sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Bu hiicre dlimlerin apoptotik yolla oldugunu
gOsteren calismalar vardir (Tsai vd 2014, Jee vd 2010). Dondurma iglemi sirasinda
olusan folikil kaybinin mekanizmasi tam olarak belli degildir. Pek ¢ok ¢alismada bu
kayiplarin baglica nedeninin apoptozis oldugu bildiriimistir (Hemadi 2009, Abdi
2014). Folikdllerin apoptozis yoluyla kaybini 6nlemek icin antiapoptotik ajanlar
dondurma isleminde kullaniimaya baglamistir. Ancak bu ajanlarin kullanildigi
c¢alismalarda dondurma sonrasi ovaryum dokusunda apoptozis azalmasina hatta
izlenmemesine karsin foliktl kayiplarin halen devam ettigi belirlenmistir(Jee vd
2010, Tsai vd 2014). Bu sonuglar apoptosisden farkh bir 6lum yolagininda otofajinin
de folikil kaybina neden olabilecegini dusindirtmektedir. Otofaji lizozomlari
kullanan Tip 2 programli 6lum surecidir. Otofaji ile 6lum baslatildiginda endoplazmik
retikulum ve Golgi gibi organellere ait endomembranlar izolasyon membranini
olusturur. Bu membranlar cep gibi kendi iclerine dogru kivrilip genisleyerek
otofagozomlari(autophagosomes) olustururlar. Otofagozomlar lizozom membranlari
ile kaynasarak otofajik vakuolleri olusturur (Levine 2005,Merhpour 2010). Otofajik
vakuollerin olusumundan sonra degradasyon islemi gerceklesir. Bu sirec¢ sirasinda
organeller fagolisozomlarin icerisinde erir (Merhpour 2010, Shintoni 2004). Otofajik
mekanizma yaklasik 30 proteini kodlayan ATG genleri (Autophagy-related genes)
tarafindan kontrol edilir (Shintoni 2004, Melendez 2009). Tor protein kompleksi
otofajide onemli rol oynamaktadir. Tor, hicrede protein sentezi ve hicresel
biylumeyi kontrol eden bir kinazdir. Bu proteinin baskilanmasi, hem mayalarda hem
de memelilerde otofajiyi aktif hale getirir (Papinski 2014). Aminoasit ve/veya buyume
faktorl yoklugunda Atgl3 defosforile olarak Atg1 adh serin treonin kinaza
baglanarak Atg1 kinazinin aktivasyonuna ve direkt olarak otofajinin uyariimasina
neden olacaktir (Papinski vd 2014). Besin yeterli ise mTOR, Atg 13’G fosforile
ederek otafajiyi baskilayacaktir. Tor yolaginda yer alan proteinlerden ribozomal S6
proteinin hedefi olan S6K proteinin fosforilasyonu ise otofajinin baskilanmasinin bir
isaretidir (Scott 2004). Onceki ¢alismalarda oosit 6limiyle olusan primordial folikil
kayiplarinda ve granuloza dlimuyle olusan primordial, primer, sekonder ve tersiyer
foliktl kayiplarinda otofajinin yer aldigi goésterilmistir (Komoda 2000,Yang 2013).
Fetal oositlerde hem apoptotik hemde otofajik proteinlerin varligi gosterilmistir
(Klinger 2015). Bundan bagka germline hucre élumlerinde otofajinin ve apoptozisin
de etkili olabilecegi bildirilmistir (Peterson 2015). Bazi ¢alismalarda otofajinin folikul

rezervinde, dnemli olan primordial havuz olusumunda etkili oldugu bildirilmigtir.



1.1. Amag

Dondurulmus ovaryum dokusunda ovaryan folikil kaybinin mekanizmasi tam
olarak acgik degildir. Ovaryum dokusunun dondurma igleminde folikil kayiplarin
irdelenmesi, folikillerin korunmasinda ve iglevini devam ettirmesinde yeni
yontemlerin gelismesine olanak saglayacaktir. Bu da kanser hastalarinda,
preovaryan yetmezlik tanisi almis hastalarda fertiliteyi anlaml olarak arttiracaktir.
Biz calismada vitrifikasyon ydntemi ile dondurulmus ovaryum dokusunda
apoptozisten farkli tip 2 hicre 6lim yolagi olan otofajik yolagi aragtiracagiz. MTOR,
hicre ici sinyal kaskatlarinda merkezi bir noktaya yerlesmis olan htcre igi bir
serin/treonin protein kinazdir. Hicre metabolizmasi ve buyumesinde énemli bir role
sahiptir. Granilloza hucrelerinde bol bulunan mTOR ve onun aktif hali PmTOR
(phospho-serine 2448) baskilandiginda aktivitesi azalmasiyla pleiotropic etkiye
neden olur ve sonucunda da hicre boyutunda azalma ile birlikte otofaji baslamis
olur. Fare ovaryumu Uzerinde yapilan arastirmada niikleusa kiyasla sitoplazmada
MmTOR ekspresyonunun daha yogun oldugu bulunmus, primer graniloza hicre
kiltdrlerinde mTOR inhibisyonunun hicre o6limu ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Yaba 2008). Calismamizda vitrifikasyon islemi uygulanmis ve ¢6zilmuis ovaryum
dokusunda otofajik 6lum yolaginda yer alan sinyal proteinlerinden mTOR ve
PmTOR ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak arastirilacaktir. Elde edilen
sonuglar vitrifikasyon ydntemindeki folikil kaybinin en aza indiriimesinde 6nemli

olacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kadin Genital Sistem

Kadin Ureme sistemi ovaryumlari, genital kanallari (tuba uterina, uterus,
vajina) ve dis genital yapilari kapsar. Hormonlar ve sinirler tarafindan kontrol edilen
bu sistemin temel fonksiyonu oogenez (ovaryumlarda yumurta olusmasi) ile oosit
(yumurta) Uretimi ve fertilizasyon (déllenme) sonucu implantasyon (yerlesme) ile
doguma kadar destek saglamaktir (Junqueira vd 1998). Ovaryumlar bir ¢ift badem
seklinde pembemsi renkte 1 cm kalinliginda 1,5 cm eninde ve 3 cm boyundadir.
Peritoneal katlanti tarafindan broad ligamentin posterior yizeyine baghdir (Sekil 1).
Gametlerin ve steroid hormonlarin Gretiminden ovaryumlar sorumludur. Ovaryumlar
tarafindan steroidlerin iki ana grubu olan progesteronlar ve Ostrojenler

salgilanmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 1: Kadin genital sistem anatomik goriiniimii (Netter, 1989 )



2.1.1. Ovaryum embriyonik geligimi ve histolojisi

Kadin ve erkekte bagarili ve saglikli fertilizasyon icin Ureme organlarinin
gelisimi belli bash faktoérlere bagldir. Disilerde treme organlari gelisirken cesitli
sayida hicreler olusur. Bunlar treme icin gerekli yapi ve fonksiyonlari olusturur.
Memelilerde over gelisimi iki asamada tamamlanir. ilk asamada overler gelisir ve
primordial folikiil havuzu olusur. ikinci asamada folikillerin olgunlagsmasi ve puberte
doéneminde fertilize olmaya hazir oositlerin salinmasidir. Ovarian gelisimin ilk
asamas! embriyonik gelisim sirasinda baslar. Farelerde over gelisimi embriyonik
gelismenin 5. glintinde baslayip iki gunlik oldugunda tamamlanir (Wear vd 2016).
Embriyonun cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon asamasinda belirlenir. insan
embriyosunda Urogenital sistemin gelismesinde ara mezodermden primitif
gonadlarin olusumu ilk basamaktir. Notokordun her iki yaninda simetrik olarak
izlenen gonadlar paraksiyal mezoderm ile lateral mezoderm arasindaki ara
mezodermden gelisir. insan embriyosunda primitif gonadlar fertilizasyonun 32.
glninde gelismeye baslar. Gonadlarin olusum slrecinde bircok transkripsiyon
faktorleri ve genler rol almaktadir. Primordial germ hicreleri (PGH) pluripotent
epiblast hicrelerinden kdken alir ve bu hicreleri olusturacak dncu hicrelerin
posterior primitif ¢izgiye dogru gocu iki hafta sure(Akinci vd 2015). Memelilerde
embriyonik gelisimin birinci ayinda, PGH primitif yarik igerisinden gecerek vitellus
kesesine sonrasinda ise gonadlara (Ureme bezi) go¢ eder. Bu hlicreler gonadlarda
bélinerek oogoniumlara (olgunlasmamis disi Ureme hicresi) dénusur (Sekil 2).
Embriyonik yasamin ikinci ayinda 600000, besinci ayi dolaylarinda ise 700000
Uzerinde oogonium vardir. Embriyonun dglncu ayinda oogoniumlar birinci mayoz
bélinmenin profaz evresine girer. Bélinme mayozun diploten evresinde durur.
Mayoza giren oogonia artik oosit olarak isimlendirilir. Primer oosit adi verilen bu
hicreler folikiiler hicreler olarak adlandirilan yassi hicrelerle gevrilidir. En erken
primordial folikiil 15. haftada, ilk graf foliklli 23. haftada izlenir (Pyrase vd 1971,
Akinci vd 2015,). Gebeligin yedinci ayinda, oogoniumlarin ¢odu primer oositlere
dénusmus olur. Ancak, primer oositlerin gogu, atreziye (folikil gelismesinin gerileyip
kaybolmasi) ugrar. Atrezi Ureme c¢agl boyunca sirdiglinden dolayl puberta
(ergenlik) evresinde overlerde yaklagik 300000 oosit 40-45 yaslarinda yaklagik 8000
oosit kalir. Her menstrual siklusta (ortalama sire 28 gin) genellikle tuba uterinaya
tek bir oosit serbest birakildigindan ve kadinin dogurganlik ¢agi boyunca, yaklasik

400 kadar oosit salinir. Diger oositlerin tUmu atreziye ugrar.
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Sekil: 2 (A): primordial germ hiicrelerinin gogusu (kirmizi) (Wear vd 2016). (B): primordial germ
hiicrelerinin son bagirsak ve dorsal mezenter boyunca genital kabartiya dogru goécii (Sadler
2010).

Oosit iri bir nikleolus ve genis vezikiler bir nikleusa sahip bir hicredir. Opak
ve graniiler bir sitoplazmaya sahiptir. Gri bir golgi kompleksi, annulata lamella ile gok
sayida mitokondri ve kiglk vezikullere sahiptir. Oositi gevreleyen folikller hicrelerin
tek tabakasi, bazal bir lamina ile ovarial stromadan ayrilir (Junqueira vd 1998).
Folikil gelisimi pubertadan sonra meydana gelir ve ovumun (yumurta hucresi)
gelismesi, farklilasmasi ve stromal hiicrelerin bag doku ile sarilmasini kapsar. ilk
olarak hacim artisi meydana gelen immatur oositin etrafinda glikoprotein igeren
zona pellusida belirir. Canli iken homojen gérinirken periyodik asit schiff (PAS)
boyasi ile parlak boyanir. Yassi folikiler hiicreler 6nce kiibik sonra prizmatik sekle
donusur. Granuloza hicrelerinin meydana getirdigi stratum granulosum ve ovumun
gevresinde bu hucreler ¢ok kath bir tabaka olusturmak lzere aktif olarak bolinurler.
Bdylece tek tabakali primordial folikil ¢ok tabakali primer folikiile déntsir. Primer
folikilin hacmi arttikca komsu stroma hulcreleri bir kapsile organize olur. Bu
dénemde teka hlicreleri ortaya ¢ikar (Junqueira vd 1998). Teka hcreleri testikiler
leyding hucrelerinin es dederi olarak goérulur ve graniloza hucrelerinin kontroll
altinda over stromasindaki fibroblast benzeri 6nci hucrelerden kdken aldigi
dugsunulmektedir (Orisaka vd 2005, Akinci vd 2015). Teka hucreleri bir bazal lamina
ile graniiloza tabakasindan ayrilir. igteki vaskiiller tabakaya teka interna, distaki
fibréz tabakaya teka eksterna adi verilen 2 tabakaya farklilagir. Teka interna salgi
yapan genis stromal hicreler igerir. Ayrica ¢ok sayida kapiller igerirler. Periferde
ovarial stroma ile birlesen teka eksterna ise sikica paketlenmis kollajen fibrillerden
ve igsi hicrelerden olusur. Folikller hicrelerin gelisimi oositin her tarafinda ayni hiz
ve boyutta olmaz.
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Stratum granulosum 8-12 tabakali oldugu zaman folikller kitleden meydana
gelen sivi ile dizensiz kiguk bosluklar doldurulur. Folikiler tabakanin i¢ tarafindaki
bu bosluga antrum boslugu denir. Folikll ise antral folikiil ya da sekonder folikdil
olarak tanimlanir. Sekonder (ikincil) folikildeki antrum boslugu hiyaluronik asitten
zengin viskos bir folikdl sivisi igerir. Granlloza hicresi ile gevrelenmis olan oosit,
antral kavitenin bir kenarinda ovulasyona hazir olacak sekilde durur. Bu eksentrik
tumsek kumulus ooforus olarak tanimlanir. Kumulus ooforusun granuloza hucreleri
oosit ile iligkilidir ve 1sinsal sekilde siralanarak korona radiatay: olusturur ve oosit
zona pellusida ile birlikte ayrilir. Korona radiata hiicreleri oositin hlicre membrani ile
temas halindedir ve zona pellusida boyunca uzanir. Ayrica oositin mikrovilluslari da
zona pellusida igine dogru uzanir. Granlloza hucrelerinin olusturdugu epitelyum
hicreleri antrum boslugunun cevresinde dizensiz tabakalar halinde bulunur. Bir
foliktl 10-14 gun iginde olgunlasir. 18-20 mm g¢apa sahip olan olgun folikul kortekse
yerlesmistir ve medullada bir ¢entik olusturur. Bu ovaryumun yuzeyindeki sislik
stigma adini alir. Tunika albuginea ve teka hiicre tabakalari incelmistir. Folikil sivisi
ile genislemis antrum stratum granulosuma baglhdir. Oosit kalin bir zona pellusida ve
gbze carpan bir korona radiata ile sarilmistir (Sekil 3). Folikil maturasyonu
(olgunlasma) saglandigi zaman dizensiz kiguk bosluklar foliktl sivisi ile dolar.

Bdylece stratum granulosum ile oosit arasindaki baglanti zayiflar (Junqueira vd
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Sekil 3: Ovaryum, ovum ve folikiillerin histolojik goriiniimii (Netter 1989 )



2.1.2. Ovulasyon

immatur (olgunlasmamig) olan sekonder oosit olgunlasirken bir seri nukleer
degisiklikler de gegirir. Diploid(2n) sayida kromozom igeren oogonia ya da primitif
ovum mitotik boélinmeler gecirerek fetal ovaryumda primer oositleri olusturur.
Foliktler gelisim sirasinda primer oositler biylr ve sonra 2 maturasyon boélinmesi
gegcirerek matir hale gelir. Kromozomlar haploid (n) sayiya iner. ilk olgunlasma
bélinmesi ovulasyondan hemen o6nce ve matir folikillin icinde meydana gelir.
Kardes hucreler arasinda kromozomlar esit olarak paylastiriir. Fakat sitoplazma
bolinmesinde esit bir paylasim olmaz. Kardes hucrelerden birisi sekonder oosit
olarak isimlendirilir ve ana hdcrenin sitoplazmasinin tamamini alir. Diger hlcre ise
birinci polar cisimdir ve sonra dejenere (bozulma) olur. Her iki hicre de 23
kromozama sahiptir. Bu sirada ovulasyon (yumurtlama) meydana gelir ve sekonder
oosit folikiilden serbestlesir. Bu siregte sekonder oositin nukleusu sekonder
maturatik boliinmeye baslar. Bélinme metafazda durur ve fertilizasyona (doéllenme)
kadar bu durumda kalir. Sperm (erkek treme hiicresi) baginin oosite penetre olmasi
ile bu 2. mayoz bdlinme stimile (uyariima) olur ve tekrar esit olmayan sitoplazmik
bir bélinme meydana gelir. Blyuk sitoplazmaya sahip olan hiicre matur oosittir.
Diger hucre ise 2. polar cisimdir. Béylece bir primer oositin yalnizca bir kardes
hicresi fonksiyonel hale gelir. Digeri dejenere olur (Kalayci 1986). Maturasyonu
tamamlanan folikiilde sivi sekresyonu artar, preovulatuar sisme olusur. ince bir
korteks ile kaplanmig olan folikul stigmadan ruptar (yirtilma) olur ve folikller sivi
periton (karin zari) bosluguna sizar. Korona radiata ve zona pellusida ile gevrili oosit
kumuluslara dogru yirtilarak uzaklasir ve sivi igerisinde dagilarak ovulasyon
gerceklesir. Serbest hale gelen oosit genellikle fallop tiplerinin infundibulumuna

dogdru gider ve fertilizasyon kapasitesi 24 saat surer.

2.2.  Kriyoprezervasyon

2.2.1. Tanimi ve tarihgesi
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Kriyobiyoloji yasayan organizmalarin disik sicakliklarda 6zelliklerinin
incelenmesidir. Kriyobiyolojinin tarihgesi 1600’lu yillarin sonlarina kadar uzanir.
insanlar uzun yillar diisiik sicakliklarin hiicre ve dokulara zararl etkilerinin olduguna
inanmiglardir ancak soguk hakkinda hipotez kuran ve sogugun olduricu etkisinin
olmadigini bulan ilk kisi Henry Power'dir. Bir kavanoz igindeki tuzlu suda yilan
baligini dondurmus ¢6zme sonrasi, dondurmadan &nceki kadar aktif oldugunu

gbrmastir. Robert Boyle 1683 yilinda yazdigi “New Experiments and Observations
Touching Coll” adinda bir monografide yasayan hayvanlarda sogugun etkilerini
tanimlamistir (Luster 2004). Lazzaro Spallanzani Kriyobiyolojideki diger oncu
isimlerdendir. 1700’10 yillarin sonlarinda birgok tlrin dokusunda genis ¢alismalar
yapmis, onlarin disik sicakliklarda reaksiyonlarini incelemigtir.

Polge ve ark (1949) Cambridge Universitesinde tesadiifen gliseroliin
koruyucu etkisini kesfetmisler ve horoz ve kedi spermatozoasini basarili bir sekilde
dondurmuslardir. Donma hasarlarina karsi hticreleri korumak igin gliserolin kesfi,
kriyobiyoloji biliminin gelisiminde o6nculik etmistir (Luster 2004). Daha sonra
kriyoprezervasyon alanindaki gelismeler asagidaki gibi 6zetlenebilir.

e 1970 yilinda propanediol, EG (Etil glikol), DMSO (Dimetil sulfoksit)
kesfi.
e 1972 programlanabilen dondurucularin kullanildigi yavas dondurma

tekniginin gelistirilmesi .

e 1984 dondurulmus-¢ézulmis insan embriyosundan elde edilen ilk canli

dogum.

e 1986 dondurulmus-¢ozulmus insan oositinden elde edilen ilk canli dogum.
Kriyobiyolojide  laboratuvar  basarisi;  kullanilan  induksiyon  ajanlarina,
mikromanipulasyon teknigine, kualtir mediumun igerigine, ortamina ve pH’ina
baghdir. Kriyopreservasyon basarisi ise gamet, zigot ve embriyo kalitesine,
kullanilan malzeme ve yontem kadar yontemi uygulayan kisinin teknigine ve

becerisine de baglidir (Durmaz 2013).

2.2.2. Memeli hiicrelerinde kriyoprezervasyon.

Bilimsel ve modern anlamda canli hicre dondurma caligsmalari ilk sperm
hucresini dondurma ile baglamigtir. Daha sonra kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve
organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim dal olarak 6nem kazanmigtir. Soguk
sokuna maruz birakilarak membransel ve ozmotik degisikliklere ugrayan huicrelerin

¢bzlilme sonucunda yasami ve fonksiyonel Ozellikleri olumsuz etkilenmektedir.
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Ozellikle gamet ve embriyolarin soguk soku ve ozmotik hasara karsi ortamlarina
KPA (kriyoprezervatif ajan) eklenmesi, cézme sonrasi canlligi ve fertiliteyi optimize
etmektedir. KPA’larin ortama hangi oranda katilacaginin saptanmasinda son
zamanlarda gelistiriimis bazi membransel parametreler kullanilir. Bu parametreler,
ozmotik inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik, eriyik permeabilitesinin (gegirgenligin)
aktivasyon enerjisi ve hlcre yuzey/hacim oranidir Hucreler, hacimlerine, sogutulma
hassasiyetlerine, su igeriklerine ve hidcre membraninin (zarinin) sivi permeabilite
katsayisina gore spesifik sogutulma oranlarina sahiptir. Donma sirasinda gametin
su aligveriginin belirlenmesi, hiicrenin donmaya ve KPA"lara karsi ozmotik tepkisinin
belirlenmesi, oldurtcu etkili intraselliler (hicre igi) donma insidansinin azaltiimasi
ve KPA'larin optimum ilave oranlarinin saptanmasi bu membran parametrelerinin
belilenmesine baghdir (Mazur 1990). Hucre sicakhdinin 37 °C’den 7 °C’ ye kadar
dismesi bazi degisiklikler meydana getirmektedir. Enzim reaksiyonlarinda azalis
meydana gelir. Hucrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik yapisinin degisimi ile
yani suyun biyolojik olarak kristallesmesi meydana gelir. Hicrelerin dondurulma
islemi sirasinda, ekstrasellller solisyonda -5°C ile -100°C arasinda buz kristalleri
sekillenir. Ancak intraselliler ortam, hicre membraninin etkisiyle henlz
donmamistir. Meydana gelen farkli yapi nedeniyle bir kisim sivinin hlicre disina
¢ikisi ile hicre iginde bulunan bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda ylkselme
meydana gelir ve hiicre igerisinde de kristaller olusur (Delilbasi 2008).

infertilite sorunu yasayan bayanlarda oosit, embryo ve ovaryum dokusunun
kriyoprezervasyonu islemi uygulanmaktadir. Ancak bazi durumlarda embriyo ya da
oosit dondurulmasi yapilamamaktadir. Oosit toplamadan énce sitimllasyon tedavisi
yapilmasi, tedaviye erken basglanmasi gerektigi durumlarda zaman kaybina neden
olmaktadir. Bekar ve prepupertal dénemdeki bayanlar icin oosit toplama isi uygun
degildir. Ovaryum kriyoprezervasyonu dogurganhgi korumada en basta gelen
yontemlerden biridir. Ovaryum dokusu dondurulmasi ile ilgili yeterli veri
bulunmadigindan kemoterapi almis hastalar veya diger hastalara ¢ok énerilmemekle
beraber canli dogum bildiriimistir. Ovaryum dokusu yavas dondurma ve vitrifikasyon

yontemi ile dondurulabilir (Erdemli 2010).

2.2.3. Vitrifikasyon

insan gamet ve embriyolari in vivo (canli ortam) ortamda canl kalabilmek
icin farkli gelisimsel hicre evrelerinde degisik fizyolojik ihtiyaclar géstermektedirler.
Tdm laboratuar prosedurleri insan gamet ve embriyolarinin hasar gérebilecegi in

vitro ortamlardir. Embriyolarin dondurulmasinda ilk olarak geleneksel bir yontem
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olan yavas dondurma teknigi uygulanmis ancak pahali ve komplike cihazlara
gereksinim oldugundan tercih edilmemistir. Hizli dondurmada ise ylksek donma
hizlari ve en az iki kriyopektan gereklidir. 1985 yilinda yapilan ¢alismalar sonucunda
vitrifikasyon yéntemi bulunmustur. Dondurma ve ¢dzdlirme islemleri sirasindaki
uygulanan donma ve ¢ézunme hizlari, embriyonun buayuklugu ve gelisim donemleri,
KPA'larin toksititesi ve ozmotik 6zellikleri ayni zamanda hdcrenin gegirgenliklerine
bagl olarak turler arasinda farkhliklar géstermektedir (Sadirkaya ve Bagis 2003).
Tek bir hicrenin dondurulmasi, hicre Kkitlelerinin  dondurulmasina gére daha
basarilidir ancak memeli oositleri igin ayni durum gegerli degildir. Zigot ve embriyo
doénemine gore memeli oositleri, dondurma islemine kargi daha duyarhidir (Mavrides
ve Morroll 2002). Vicudun en biaydk hdcrelerinden biri olan oositler, Isi
degisikliklerinden olduk¢ca etkilenirler. Sogutulan oositlerde hlicre iskeleti
organizasyonunun bozulmasi, kromozom ve DNA anomalilikleri, i§ hasari,
prematlre kortikal grantl dagiimi ve zona pellusida hasari gibi bozukluklar
bildirilmektedir. Preovulatuar folikiilden elde edilen olgun oositlerin depolanmasini
gerektiren oosit dondurulmasi ile over dokusunun dondurulup korunmasi
karsilastirildiginda pre-pubertal kizlarda immatur oositlerin korunabilmesi agisindan
ve erken foliklller icindeki olgun olmayan oositlerin depolanmasi yéninden over
dokusunun dondurulmasi daha avantajlidir. Dondurularak saklanan over dokularinin
Hodgkin lenfomali bir hastaya ortotopik transplantasyon ile ilk basarili canli dogum
basarisini rapor etmiglerdir. Over dokularinin dondurularak saklanmasinda yavas
dondurma protokolleri uygulanmistir. Radyoterapi ve kemoterapi alan ézellikle geng
hastalarda fertiliteyi 6nlemek amaciyla vitrifikasyon yontemi ile over
kriyoprezervasyonu oldukga faydali bir yontemdir. Over dokularinin dondurularak
korunmasinda 6zel ve pahali ekipman gerektirmeden hizli ve kolay bir yol olmasi,
nedeniyle cazip bir prosedurdur (Suzuki vd 2015).Vitrifikasyon tekniginde hizh
dondurmaya go6re doku korunumu daha fazladir (Erdemli vd 2011). Ancak
vitrifikasyon sirasinda kryoinjury (soduk etkisiyle zarar gérme), ozmotik stres ve
transplantasyondan sonra iskemi, over folikillerinin &zellikle primer folikGllerin
kaybina neden olur. Primordial folikullerin vitrifikasyon sirasinda kaybini aciklayan
mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Caligmalarin gogunda over folikullerinin
kayip ve Olumlerinin sebebi apoptoz oldugu gosterilmis bundan dolay! iglem
sirasinda antiapoptotik ajanlar kullaniimistir. Ancak over folikil élimlerinin bir kismi
azaltilabilmigtir. Folikil kaybina neden olan bir baska onemli pathway (yolak)
olabilecegi yonunde aragtirmalar onem kazanmistir. Otofaji uygun olmayan kosullar
altinda hlcresel yasami dizenler. Stres kosullar aktive oldugunda hicre dlimine

neden olur (Yang vd 2016). Ancak son zamanlarda dondurma-¢c6zme tekniklerindeki



12

gelismelerle birlikte oositlerin canli ve normal morfolojileri korunarak basari orani
yukselmistir (Kim vd 2006).

2.2.3.1. Vitrifikasyonda soliisyon se¢imi

Kriyoprezervasyonda temel prensip donma ve ¢OzUnme sirasinda
olusabilecek htcre ic¢i buz kristallerinin olusumunu engelleyerek, oositlerin zarar
gormelerini engellemektir. Bunu saglamak amaciyla hucre i¢i sivisinin, hucre
membranindan ndfuz edebilen kriyoprotektif ajanlarla (KPA) yer degistirmesi
hedeflenmektedir. Kriyoprezervasyon ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda,
vitrifikasyon gelistirilmistir. Vitrifikasyonda KPA’larin dondurma isleminde buz
olusumunu Onlenerek, solisyon timuayle viskoz bir hal alarak sonunda camsi bir
faza gecmektedir (Saylan 2011). Oositlerin morfolojik gortntileri ve fertilizasyon
oranlari ¢dzme sonrasi degerlendiriimis olup insan oosit vitrifikasyonu icin optimal
(uygun) bir method bulunmasi amaclanmistir. Dondurulacak hicreler, KPA
solisyonlarinda 30-180 sn arasinda bekletildikten sonra sivi azot sicakhdina (-196
°C) gecis yapilmaktadir. Bu yontemde genellikle gecirgen oOzellikli bir KPA ile
gecirgen olmayan 6zellikteki bir KPA birlikte kullaniimaktadir (Cetin 2004). KPA’larin
toksik etkilerini 6nlemenin yolu, yiksek konsantrasyonda KPA'ya maruz birakma
suresinin  kisaltiimasi veya daha dusik KPA konsantrasyonu kullanarak
equilibrasyon periyodunun arttiriimasidir (Martins vd 2005). Vitrifikasyonda sogutma
hizli bir sekilde yapildigindan soguk hasarinin olusabilecegi sicakliklar(+15°C,-5°C)
¢ok hizli (1/100sn hizinda) gecilmektedir. Bu yontemin yavas dondurma gibi diger
yontemlere gére en 6nemli avantajlarindan biri de, ¢cok az zaman harcanmasi ve
pahali ekipmanlara da gerek duyulmamasidir. Oosit ve embriyo vitrifikasyonu igin
secilen uygun olan bir KPA, sogutulma sirasinda optimal konsantrasyonlarda oosit
ve embriyoyu vitrifiye eder. Amaca bagl olarak gesitli KPA segilir. En ¢ok kullanilan
KPA’lar Gliserol, DMSO ve EG’dir. Genel olarak kimyasal yapilari kompleks degildir.
Suda yuksek ¢ozinebilme Ozelliklerinin yaninda hizli penetre olurlar ve yulksek
konsantrasyonlarda osmotik hasari azaltirlar. Dehidrasyon, dondurma-¢gézme ve
rehidrasyon sirasinda hicre igindeki fizikokimyasal etkilesimlerin ve bunlarin
Ozelliklerinin bilinmesi vitrifikasyon sollUsyonlarinin hazirlanmasinda énemli dlgude
etkilidir (Ali vd 2007). KPA’lar permeabl (gegirgen) ve nonpermeabl (gegirgen
olmayan) olmak Uzere 2 ana gruba ayrilir. Yardimci ireme tekniklerinde vitrifikasyon
sivisindaki konsantrasyonunu dustirmek amaci ile birden fazla KPA kullanilir.

Yapilan galismalarda gift kryopektan kullanildiginda primer ve sekonder foliklllerde
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tek kryopektan kullanimina goére daha fazla canliik goériimustir (Nasrabadi vd
2015).

2.3. Hiicre homeostazisinin saglanmasi ve Otofaji

Hicre homeostazisi hicresel kompenentlerin sentezi ve yikimi arasindaki
dengenin dizenlenmesi ile saglanir. Okaryotik hiicrelerde bu dengeyi saglayan
proteozom ve lizozom vakuolleri olmak Uzere iki gugla hidrolitik mekanizma vardir.
Uzun omurlu hucresel proteinlerin %90'indan daha fazlasi ayni zamanda bazi
sitoplazmik organeller lizozom vakuoleri iginde parcalanir. Hicre icinde lizozomal
protein yikimini saglayan en az Ug¢ farkh pathway vardir. Bunlardan Cvt (cytosol to
vacuole targeting pathway), Vid (vacuolar import and degradation pathway) ve
otofaji bilinen énemli yolaklardandir. Otofaji butin hitcre tiplerinin fizyolojisinde ve

pathofizyolojisinde 6nemlidir (Yang vd 2005).

2.3.1. Otofaji

Otofaji, uzun 6murlt proteinlerin, fonksiyonu bozulmug organellerin, hasarl
makromolekaullerin, patojenlerin ve sitolojik parcalarin yok edilmesinde kalite kontrol
sistemi olarak calisir (Karadag 2016). Hicre igi makro molekillerin ve organellerin
bir otofagozom olarak adlandirilan ¢ift zarli vezikll igine alinarak lizozomlara
yonlendiriimesi ve lizozom ile birleserek burada parcalanmasina yol agan
homeostatik fonksiyonlari sirdiren katabolik bir strectir. Kisa émurli proteinlerin
ubikitin-proteozom sisteminde parcalanmasina karsin, uzun omurli proteinler ve
hiicre ici organeller otofaji sistemi tarafindan pargalanirlar ve olugan aminoasit gibi
yapl taglari hiicre kullanimi igin yeniden kazandirilirlar (Arslan 2011, Karadag 2016).
Hucre cogalmasi ve olumd arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge
kayboldugunda dejeneratif hastaliklar, kanser ve otoimmuinhastalklar goruldr.
Programli  hidcre olimu ¢ok hucreli organizmalarda morfogenezde, doku
homeostazisinde ve patojenlere kargli savunmay!i da igeren birgok temel fonksiyonda
rol oynayan evrim surecinde korunmus mekanizma olup, ilk kez 1972 yilinda Kerr,
Wyllie ve Currie tarafindan ortaya atilmistir. Bu bilim adamlar 2 tip hicre 6lima
tanimlamislardir. Genetik olarak kontrol edilen hicre élimune apoptozis, programli
olmayan hicre 6lumu, nekrozis olarak tanimlamiglardir. Daha sonraki yillarda
apoptozis programli hicre Olimu olarak adlandirilirken 1990 yilinda Clarke’in

yaptigi calismalarla 3 tip hiicre 6lim0 daha tanimlanmistir. Clarke bu siniflandirmayi
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hicre 6limlerinin morfolojilerine gére yapmis ve en az 8 ¢esit programli hiicre
olimune daha isaret etmistir. Morfolojik tanimlamlar ve molekiler dizeyde yapilan
calismalar sonucu apoptoza ek veya alternatif olarak disunilen temel 6lim
yollarindan birisi de otofaji olmustur. Apoptozisten farkli olarak otofajinin, besin
yoklugunda veya hlcresel stres durumunda hicre igi molekillerin geri donisimunu
saglayarak homeostazisinin korunmasinda yardimci oldugu gdsterilmistir (Gozuacik
ve Kimchi 2007).

Otofaji patojen enfeksiyonu, hipoksi, besin azalmasi ya da reaktif oksijen
turleri (ROS) gibi hicresel stres ile tetiklenebilir. Hiicre gerekli besini bulamadigi
durumunda, kendini igten yiyerek varhigini strdirebilir ayrica zor kosullara uyumunu
saglayan bu 0zelligi ile yasamsal organlari tiketerek hicrenin 6élumine de yol
acmaktadir. Calismalar genellikle aglik tarafindan tetiklenen, hicrenin hayatta
kalmasinda otofajinin fonksiyonu Uzerine odaklanmistir. Otofajik hiicre élimdi Tip Il
hicre 6limu olarak tanimlanmis olup Yunanca’'da‘self-eating’ anlamina gelen ‘kendi
kendini yeme’ terimi otofaji olarak adlandiriimaktadir( Karadag 2016). Apoptozise
gbre nukleer degisiklikler otofajik hlcre oOliminden sonra gbézlenmektedir ve
apoptoziste gorilen DNA fragmantasyonu ve apoptotik cisimciklerin olusumu yoktur.
Fagositoz tarafindan 6li hucrelerin temizlenmesi apoptozise goére daha ge¢ ve
oldukca diizensiz olarak meydana gelebilmektedir (Gozuacik ve Kimchi 2007).

Makrootofaji, mikrootafaji ve saperon aracili otofaji olmak tizere Ug farkh sekli
vardir. Makrootofaji: otofajinin temel hiicre 6lum mekanizmalarindan biridir. BlyUk
sitoplazmik parcgalarin, organellerin otofagozom igine alinip lizozom ile birleserek
sindirime ugratiimasidir. Mikrootofajide ise kliglk pargalarin lizozom Uzerinde iceriye
dogru kicik bir ¢okiintl olugsmasi ile lizozom icine alinip sindirime ugratilir. Saperon
aracili otofaji diger otofaji tiplerinden farkh olarak vezikil olugsmaz. Sekans dizisi
bilinen sitolik proteinler saperonlar tarafindan taninir ve lizozom membran Utzerindeki

lamb 2a reseptorine baglanir sindirim gergeklesir (Karadag 2016, Yang 2005).

2.3.2. Otofajik Hiicre Oliimiiniin Diizenleyici Mekanizmalari

Otofajide temel mekanizmay: olusturan genler farkh isimler almiglardir. APG,
AUT ve CVT genleri olarak da bilinen genler, ATG genleri (autophagy-related
genes) olarak adlandirilir. Otofaji surecinin farkli asamalarinda yaklasik 30 proteini
iceren bir gen ailesi rol oynar. Vezikll olusumu ve bunlarin genislemesi, otofajik
vezikullerin lizozomlarla fuzyonu ve degredasyonunda rol oynarlar. Otofaji
proteinlerini kodlayan maya genlerinin ¢gogu Caenorhabditis elegans genomu ile

ortolog (Farkli tirlerdeki ortak atadan turevlenmis homolog diziler). (ATG2, ATG3,
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ATG4, ATG5, ATG6, ATG7, ATGS8, ATG9, ATG10, ATG12,ATG16, ATG18 genleri).
Otofaji  fonksiyonunda, otofajinin  baglamasinda  (unc-51/ATG1), vezikdl
nikleasyonunda (Bec-1/ATG6, vps-34/VPS34), protein konjugasyon sisteminde
(Atg-7/M7.5/ATG7,lgg-1/ATGS, Igg-3/ATG12), alim ve vezikul donusturmede (Atg-
18/F41E6.13/Atg18) fonksiyon gdsteren genler belirlenmistir. Bu temel molekiler
mekanizma: Atgl-Atgl3-Atg17 kinaz kompleksi; sinif Il phosphoinositol 3 fosfat
(PI3F) kinaz, Vps34’un aktivitesini duzenleyen Atg6 protein (memelilerde Beclin-1)
kompleksi; iki ubikuitin benzeri sistem ve Atg9 ve dongu sistemi olarak dort
basamakta 6zetlenebilir (Mehrpour 2010; Arslan 2011). Fosfotidilinositol 3-kinazlar
(PI3K) otofajik vezikidl olusumunun kontrolinde temel sinyal molekullerdir (Sekil 2).
Otofaji, tip | ve tip Il PI3K’lar tarafindan dizenlenmektedir (Xie ve Klionsky, 2007,
Anding ve Baehrecke 2015).

Otofagozomun membranin temeli hala bir tartisma konusu olmakla birlikte
ribozomsuz diz endoplazmik retikulum’'dan (ER) tiredigi distnilmektedir. Ancak
golgi cisimciginden de koken aldigi tartisilan konular arasindadir. Otofagozom

formasyonu 2 ubikuitin benzeri sistem ile olusur (Yang 2005).
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Sekil 4: Otofaji mekanizmasinda yer alan aktivatorler ve inhibitorlerin
gosterilmesi(https://www.invivogen.com/autophagy-inducers)

2.3.2.1. MTOR ve PmTOR’un otofajideki diizenleyici roli

MTor 289 Dka hicre igi merkezi bir noktaya yerlesmis olan hicre igi sinyal
kaskatlarindan serin/treonin protein kinazdir Fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K)

ailesindendir ve evrimsel olarak korunmustur (Laplante 2009). PI3K
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aktivasyonunun sinyal iletiminde etkilidir. PISK/AKT sinyal yolaginin
bilesenlerindendir (Kigukoner 2013). MTOR iki farkli multiprotein kompleksten
olusur; bes farkli komponentten olusan mTOR kompleks 1 (mTORc1) ve sekiz
farkl proteinden olusan mTOR kompleks 2 (MTORc2 ). MTOR2 hiicre buylimesi
ve gogalmasi, protein lipit ve organellerin biyosentezinde otofaji gibi katabolik
proseslerde gorev alir (Laplante 2009). Mtor inhibitorleri mTOR’'un aktive
olmasini engeller. Iinhibitérler mTORc1 ve mTORc2 bilesenlerinden olugan
mTOR’un sadece mTORc1 kompleksini etkiler. MTORCL1 sirolimusa ve besine
duyarli iken mTORc2 sirolimusa’ya duyarli degildir. En ¢ok bilinen mTOR
inhibitérleri rafamisin ve tdrevleri, temsirolimus, everolimustur (Kigikéner 2013).

Otofajik aktivitenin kontrolliinde, ilk olarak mayada mantara karsi kullaniimak
Uzere geligtirilmis rapamisinin hedefi olarak ortaya ¢ikarilmis olan Tor protein
kompleksi 6nemli bir rol oynamaktadir. Tor, hicrede protein sentezi ve hicresel
blylimeyi kontrol eden bir kinazdir. Bu proteinin baskilanmasi sonucu
mayalarda ve memelilerde otofaji aktif hale gelir. Besinin bol oldugu kosulda
maya Tor proteini, otofaji proteinlerinden biri olan Atg13’u fosforile etmekte ve
otofajiyi baskilamaktadir. A¢lik durumunda Atg13 defosforile olarak Atg1 adli
serin treonin kinaza baglanmaktadir. Atg1 kinazinin aktivasyonu ile otofaji
uyarilir (Kamada 2000).

MTORr’'un aktif hali olan fosforlanmis serine 2448 kinaz (PmTOR) mTOR’un
aktivasyonu ile baglanti gosterir. Saglikli folikillerde kutlece daha zengin olmakla
mitotik granlloza hicrelerinde sitokinozis sirasinda G2/M-fazda gérulir (Yaba
2008).

Tezimizin hipotezleri sunlardir:

1. Vitrifikasyon ovaryum dokusu igin uygun bir kriyoprezervasyon
yontemidir

2. Vitrifikasyon yontemi ile dondurulmus ve ¢ozdurdimis ovaryum
dokusunda meydana gelen oosit kayiplarinin nedenlerinden biri de
otofaji olabilir.

3. Hducrenin enerji sensért mTOR ve aktif hali PmTOR ovaryum

dokusunda otofajiyi gostermek igin uygun bir parametredir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Gruplarinin olusturulmasi

Calisma igin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
08.11.2016 tarihinde PAUHADYEK-2016/24 numarasiyla onay alindi. Calisma icin
kullanilacak hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama
Merkezinden saglikli 12 adet Wistar-Albino cinsi sican temin edildi. Ortalama 150-
160 gr agirliginda 8 haftalik siganlar rastgele segilerek 6 adet kontol grubu 6 adet
vitrifikasyon grubu olarak 2 gruba ayrildi. Siganlar su ve besin kisitlamasi
olmaksizin, 12’ser saatlik aydinlik/ karanlik donglsunde tutuldu. Disi sicanlara

ketalar anestezisi uygulanarak sakrifiye edilerek ovaryumlari alind1.

3.2.  Vitrifikasyon Protokoli

Siganlardan alinan overler PBS’ de yikandiktan sonra 1,8 ml'lik kriyoviallere
alinip Uzerine vitrifikasyon solisyonu ilave edildi. Dokular kryokutular igine
yerlestirilerek 10 dk sivi azot buharinda bekletilerek sivi azot tankina yerlestirildi

(Sekil 5).
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Sekil 5: A: Siganlarda ovaryum dokusunun gosterilmesi. B,D: Kriyovial iginde ovaryum dokusu.
C: Deney agsamasinda kullanilan sivi azot tanki

Bir hafta sivi azot tankinda bekletilen ovaryumlara ¢ézdirme protokoli
(Nasrabadi vd 2015) uygulanarak doku tespit solusyonu olarak %10’luk tamponlu

formalin igine koyularak 48 saatlik tespitinden sonra doku takip sireci uygulandi.
Vitrifikasyon protokolii ve soliisyonlarin hazirlanigr:

Vitrifikasyon protokolu icin Nasrabadi ve arkadaslarinin (2015) “Preservation
of mouse ovarian tissue folicle morphology and ultra-structure after Vvitrifying
inbiotechnological protocols” makalesindeki deney protokoll temel alinmistir. Bu
calismada 6 farkli vitrifikasyon protokoll hazirlanmis en iyi sonug 5. ve 6.
vitrifikasyon protokolleri karistirilip elde edilmistir. Buna gore: %7.5 EG (Etil Glikol),
%7.5 DMSO (Dimethil sulfoksit), 0.5 M sukroz, %20 FBS (Fetal bovine serume)

karigtirilarak vitrifikasyon sollisyonu elde edilmis olur.
0,5 Molar sukroz hazirlama:

Sukroz (Ci12H22011) molekdl agirhigr 342,2965 g/mol’ dur.1 It igin 1 mol 342 g
sukroz gerekli ise 0.5 M igin 171 g gerekir.

50 ml igin: 50 x 171/1000:8.55 gr gereklidir. 8.55 gr sakroz DPBS iginde

¢ozdurtlerek 50 ml' ye tamamlanir.
0,25 Molar sukroz hazirlama:

Sukroz (C12H22011) molekul agirhgi 342,2965 g/mol’ dur.1 It icin 1 mol (342 g)
sukroz gerekli ise 0.25M icin 85,5 g gerekir.
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50 ml igin: 50 x 85,5/1000:4,27 gr gereklidir. 4,27 gr sukroz DPBS icinde

¢ozdurilerek 50 ml’ ye tamamlanir.

%20 FBS hazirlama:

100 ml i¢in 20 ml FBS solisyonu gereklidir. 50 ml icin 10 ml FBS solusyonu
gereklidir. 10 ml FBS solisyonu kaba koyularak DPBS ile 50 ml’ ye tamamlanir.

%7.5 EG hazirlama:

100 ml i¢in 7.5 ml EG solusyonu gereklidir. 50 ml i¢in 3.75 ml EG sollisyonu
gereklidir. 3.75 ml EG sollisyonu kaba koyularak DPBS ile 50 mI’ ye tamamlanir.

%7.5 ml DMSO soliisyonu hazirlama:

100 ml icin 7.5 ml DMSO solusyonu gereklidir.50 ml icin 3.75 ml DMSO
solUsyonu gereklidir. 3.75 ml DMSO solusyonu kaba koyularak DPBS ile 50 mI’ ye

tamamlanir.

CoOzdirme protokolu:

a. Oda sicakligi 10 dk

b. Su banyosu (25C°) 10 dk

c. 0,5 M sukroz (DPBS iginde ¢dzduruldi) 10 dk
d. 0,25 M sukroz (DPBS iginde ¢6zduruldu) 10 dk
e. Oda sicakhgi 10 dk

3.3.  Uygulanan Teknikler

3.3.1. Doku takip Yontemi

Tdm gruplardaki ovaryumlar parafin doku takibi yapilmak Uzere alindi. Doku
takibi prodesuri asagidaki gibi uygulandi. Alinan dokular formaldehitde 2 gece
bekletildi.

a. Akarsuda 30 dk yikanir.
b. %50’lik etil alkolde 1 saat bekletilir.
c. %70’lik etil alkolde 1 saat bekletilir.

d. %80’lik etil alkolde 1 saat bekletilir.
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e. %90’k etil alkolde 1 saat bekletilir.
f.  %100’lik etil alkolde 1 saat bekletilir.
g. Ksilen | de 1 saat bekletilir.
h. Ksilen Il de 1 saat bekletilir.
i. Parafin | de 1 saat bekletilir.
j. Parafin Il de 1 saat bekletilir.

k. Dokulara parafinle gdmme ve etiketlenme islemi yapllir.

3.3.2. Hematoksilen&Eozin Boyama Protokolu:

Dokular etivde 60 dk bekletilerek deparafinizasyon yapilmigtir. Etivden alinan

dokular sirayla su asamalardan gegirilir.

Ksilen (Seffaflandirma) 30dk bekletilir.
Ksilen (Seffaflandirma) 30 dk bekletilir.
%2100 Etil Alkol 10 dk bekletilir.

%96 Etil Alkol 10 dk bekletilir.

%80 Etil Alkol 10 dk bekletilir.

%70 Etil alkol 10 dk bekletilir.

Distile su batirilip ¢ikarilir.
Hematoksilen 3 dk bekletilir.

-~ ® o 0o T

o «Q

Akarsu yikama yapilir
j- Asit-alkol batirip ¢gikarma iglemi yapilir.
k. Amonyak 1-2 saniye bekletilir.
[. Akarsu yikama yapllir.
. Eozin 10 sn bekletilir.
%70 Etil alkol 10 dk bekletilir.
%80 Etil alkol 10 dk bekletilir.
%96 Etil alkol 10 dk bekletilir.
%100 Etil alkol 10 dk bekletilir.
Ksilen 10dk bekletilir.

s. Kapatma: Uzerinde hava kabarcidi kalmayacak sekilde lamellerle kapatilir.

£ T o 5 3

-
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3.3.3. immunohistokimyasal boyama protokolii

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum bloklarindan, mikrotom cihaziyla
5 V’luk kesitler alindi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir
(Reaktifler icin AB-CAM Histostain-Plus kit lot: 1909932A kullanilmigtir).

Lama alinmis dokular deparafinize edilir. 60 C’ etlivde 2 saat bekletilir.

3 kez 10 dk ksilende bekletilir.
Kurutulur.
Rehidrate edilir. -Azalan alkolde 3 er dk bekletilir.

® 20 T W

Distile su ile yikanir. Not: Bu asamadan sonra dokular kesinlikle
kurutulmamalidir.

f. Antigen retrieval: PAU Histoloji ve Embriyoloji arastirma laboratuvari
olarak en ¢ok tercih ettigimiz yontem isi ile retrieval yapmaktir. Primer
antikorun antigen retrieval protokoll kontrol edilir.

Sodium citrate buffer (10 mM Sodium citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0)

e Tri-sodium citrate (dihydrate) 2.94 g

e Distillesu 1L

o Karisimi kanigtir. 1N HCl ile PH 6.0 ayarla.

e 0.5 mL Tween 20 ilave edilerek beraber karigtirilarak solisyon hazirlanir.

Sodyum sitrat buffer sollisyonu 3 hafta oda isisinda saklanabilir.

Daha sonra ev tipi mikrodalga ile uyumlu beher icine zembildeki dokular konularak
mikrodalganin gu¢ ve zaman ayarlari sonuna kadar agilir.60 C° de kaynamaya
basladiktan sonra 20 dakika kaynatilir. Daha sonra sicak beher disari alinip oda
sicakhginda sogutulur. Akan su banyosunda sogutma islemi hizlandirilabilir.

g. 3 kez5dk 1X PBS ile yikanir.

h. Enzim bloklama: 1 birim H20, 9 birim absolut methanol ile hidrojen peroksit
solUsyonu hazirlanir.

i. 3kez5dk 1X PBS ile yikanir.

j.  Pappen ile doku sinirlanir.

k. Immin bloklama: Sekonder kitindeki A solisyonu Immiin blok

solisyonudur. Pappen ile sinirlandiriimis doku Uzerine damlatip 10 dk

beklenir. immun bloklamadan sonra yikama yapiimaz.
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[. Primer antikorumuzu datasheette yazildi§i sekilde dillie edilir (MTOR:
1\100 PmTOR: 1\100). Yine datasheetde yazdigi sekilde 16 saat
inkiibasyona birakilir.

m. 3 kez 5 dk 1X PBS ile yikanir.

n. Sekonder antikorla inkibasyon: Sekonder kitteki B solisyonu sekonder
antikordur. Pappen ile sinirladiginiz dokunun dstine damlatip 10 dk
inklibe edilir.

0. 3 kez5dk 1X PBS ile yikanir.

p. Enzim ile inkibasyon: Sekonder kitindeki C soluyonu Sekonder Ab lari
inkiibe edeceginiz enzimi igcermektedir. 10 dk dokulari C solisyonu ile
muamele edilir.

g. 3 kez5dk 1X PBS ile yikanir.

r. DAB kromojen Kkiti asamasina gecilip enzimatik boyama yapllir.
(hazirlanisi: DAB kromojen ic¢in 1.5 ml(50 damla) DAB substrat ile 30ul (1
damla) DAB kromojen karistirilip vortexlenir. Daha sonra i1sik almayacak
sekilde cekmeceye kaldirilip yarim saat icinde kullaniimalidir).

s. DAB kromojen soliyonu damlatihp 15 dk beklenir. Goézle boyamanin
durumu kontrol edilip sure degistirilebilir.

t. 3 kez 5 dk 1X distile su ile yikanir.

u. Zemin boyama: Hematoksilene batirip cikarilir. (Bu asama antijenimizin
cekirdek sitoplazma veya ekstrasellurler olup olmadigina gore degisir.
Cekirdegi boyayan hematoksilen kromojeni értebilir. Bu durumlarda farkli
zemin boyalari kullanilabilir).

Akan suda yikanir.

. Artan alkol serisinde dehidrate edilir.

Kurutulur.
3 dk ksilolde bekletilip. kapatilir

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (/+/-):

< X g <

¢ok zayif boyanma, (-): boyanma yok, (/): o yapiya rastlanmamistir.

Kullandigimiz Grtnlerin markalari:

1. Primer Ab: PmTOR (santa cruze lot: #D0617), mTOR(cell signal lot: Cat#2972S)
2. Sekonder Kit: Novex by life Technologies- Histostain Plus Broad Spectrum
(lot:1909932A)

3. DAB kromojen kit: Abcam- DAB Plus Substrate Kit (lot: GR3191368-2).

4. Ethylene glycol: Merck (lot: K48337121643).

5. DPBS: Sigma (lot: RNBGO324).

6. Dimethyl sulfoxide: Merck (lot: K48856212719)



7. Sucrose: Duchefa biochemic (lot: 013027.09)
8. PBS: Sigma aldrich (lot:MKUC4362T)

9. Hematoksilen: Merck ( HX71788774)

10. Eosin: Merck (HX41922544)

3.4. Folikiil Sayimi Yontemi

Dokular 11k mikroskobik olarak takip edildikten sonra parafine gémuldad.
Prafin bloklardan 5um seri kesitler alindi. Kesitlere Hematoksilen&Eosin boyama
yapildiktan sonra Caldwel ve arkadaslarinin (2014) “Characterization of
Reproductive, Metabolic and Endocrine features of Polycystic Ovary Syndrome in
Female Hyperandrogenic Mouse Model” makalesindeki kullandiklari yonteme
goére 1. 5. ve 10. Kesitlerde primordiyal, primer, gelisen, sekonder, tersiyer ve
atretik foliklllerle korpus Iluteum’um sayimi yapildi. (Folikil degerlendirme

kriterleri bulgular kisminda agiklanmistir.)

3.5. istatistiksel Analizler

Folikill sayimi yapildiktan sonra gruplar arasindaki farklilik independent
Samples T testi ve Mann- Whithey U ile analiz edilmistir. istatiksel analizlerde

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

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubundan alinan ovaryum dokusunda gelisimin  degisik
safhalarindaki folikuller izlendi (Sekil 7). Kesitlerde tek katli yassi epitelle gevrili
primordial folikiller, kibik epitelle ¢evrili primer folUkuller, ¢cok sirali epitelle geuvrili
gelisen folikiller, antrumun olusmaya basladigi sekonder folikiller ve kumulus

ooforusun olustugu tersiyer foliktl normal gérinimundeydi.

Vitrifikasyon isleminin yapildigi ovaryum dokusunda da gelisimin tim
safhalarindaki folikuller izlenmekteydi. Genel olarak folikillerin cogunlugu normal
yapidaydi (Sekil 8). Her iki grupta da atreziye giden folikullere rastlandi. Primer ve
primordial folikullerin bir kisminda oosit sitoplazmasinda vakuollerin oldugu bazi
foliktlllerde bu vakuollerin birleserek bosluk olusturdugu dikkati ¢cekti. Ayrica gelisen
folikillerde granulosa hicrelerin aralarinda ayrilmalar oldugu izlendi. Sekonder
folikUllerde granulosa katmaninda incelmeler limende hucre birikimlerine rastlandi.
Folikullerin stromadan yer yer ayrildi§i ve bosluklar olusturdugu izlendi. Ozellikle

vitrifikasyon uygulanan grupta oval gérinumlu oositler dikkati ¢ekti (Sekil 9).

4.1.1. Folikil sayimi

Hemotoksilen-eozin histolojik boyamasi uygulanan kesitlerde folikiller asagida
belirtilen kriterlere gére siniflandirilmis ve sayimlari yapilmistir. Mann Whitney U
istatiksel analiz testi ile sayilan foliklller karsilastirlarak analiz edilmigtir (Tablo 1)
Vitrifikasyon grubundaki primordial, primer, gelisen, sekonder, tersiyer, atretik
foliktller ve korpus luteum sayilari toplam folikll sayilarina gore karsilastirilarak box
blot grafigi hazirlanmistir. Sekil 6 da gdsterilen grafige gore folikullerin boyutlarinda
artma oldukga vitrifikasyon iglemi sonrasi sayilarinda azalma olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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a. Primordial folikdl: Tek kath yassi epitel ile gevrili folikillerdir.
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b. Primer folikil: Tek kath kibik ya da prizmatik hicre tarafindan cevrilmis,

birden fazla graniloza hiicre tabakasi igeren foliklllerdir. Zona pellisida
gelisir
Sekonder folikll: Graniloza hiicre tabakasinda bosluklar olusan folikuller

d. Tersiyer folikll: Genis antrumu olan ve kumulus ooforosu olusan folikUllerdir.

Tablo 1: Kontrol ve Vitrifikasyon gruplar arasindaki folikiil sayilarin istatiksel sonuglari.

Grup

crup

Grup

Grup

MeanzSD
+

Primordial | Primer Gelisen Sekonder Tersiyer Korpus Atretik
Folikdil Folikdil Folkdl Folikdl Folikdil Luteum Folkdl
(MeanzSD) | (MeanzSD) | (MeanSD) (MeanzSD) | (MeantSD) (MeanzSD) | (MeanzSD
7500£4,88 4.00012,04{ 3,19+1,92 5.333%+2,31 3.2917+192 | 5.333%1,62 5.200+2,23

)

degerleri | P=0,576 P=0,178 P=0,198 P=0,067 P=0,282 P=0,720 P=0,085

= . |
A ] B '

Grup

Sekil 6: istatiksel verilerin grafikleri. A; Primordial folikiil, B; Primer folikiil, C; Gelisen folikiil, D;
sekonder folikiil, E;Tersiyer folikiil, F; Korpus luteum, G; Atretik folikiil
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4.1.2.Hematoksilen&Eosin boyama

Sekil 7:Kontrol grubu ovaryum dokusunda oositlerin gesitli agamalardaki folikiiller izlenmekte.
P; Primer folikiil, PR; Primordial folikiil, SF; Sekonder folikiil, GF; Gelisen folikiil, TF; Tersiyer
folikiil. Hematoksilen&Eozin Boyama. Bar=500pum

Sekil 8: Vitrifikasyon islemi uygulanmis ve ¢6ziinmiis ovaryum dokusu. P; Primer folikiil, PR;
Primordial folikiil TF; Tersiyer folikiil, SF; Sekonder Folikil, KL; Korpus Luteum. Hematoksilen-
Eozin, Bar=500um
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Sekil 9: Vitrifikasyon islemi uygulanmis ve ¢éziinmiis ovaryum dokusu. P; Primer folikiil, PR;
Primordial folikiil, DF; Dejenere folikiil, Ok; Oosit sitoplazmasindaki bosluk. Hematoksilen-
Eozin. Bar=50um

4.2.  immunohistokimyasal Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol ve dondurulmus ovaryum
dokularinda pimordial, primer, sekonder ve tersiyer folikillerde granulosa
hicrelerinde ayni zamanda oositlerde mTOR’un kuvvetli eksprese oldugu izlendi.
Oositteki ekspresyon granulosa hucrelerinden daha kuvvetliydi ve gelisim
asamasindaki tum folikullerdeki tum oositlerde ekspresyon izlendi. Granulosa
hlcrelerinde ekspresyon yaygin ve sitoplazmik iken oositlerde ise kuvvetli
sitoplazmik ve orta derecede nikleer ekspresyon goérildi. Reaksiyonun derecesi ve
yerlesimi kontrol ve dondurma iglemin uygulanan ovaryum dokularinda ayni idi. Ayni
zamanda da korpus luteumda da sitoplazmik ve yaygin mTOR aktivitesi goruldu
(Sekil 10, 11). MTOR ekspresyonu tablo 2 de dzetlenmigtir.

Tablo 2: Kontrol grubu ve vitrifikasyon iglemi uygulanmig ovaryum dokusunda mTOR
ekspresyonu ve yerlesimi

Oosit Granuloza hiicreleri

Cekirdek Sitoplazma Cekirdek Sitoplazma

K Vv K \ K Vv K Vv
Primordial ++ ++ +++ +++ - - + +
Folikdil
Primer Folikil | ++ ++ +++ +4++ - - + +
Gelisen Folikiil | ++ ++ +++ +4++ - - + +
Sekonder ++ ++ +++ +++ - - + +
Tersiyer ++ ++ +++ +++ - - + +

PmTOR ekspresyonu ise her iki grupta farklihk gdsteriyordu. Kontrol grubundaki
oositler ve granulosa hiicrelerinde pozitif ekspresyon izlenirken dondurma isleminin

uygulandigi gruptaki oositlerde ve granulosa hicrelerindeki ekspresyon negatifti.
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Kontrol grubunda pmTOR ekspresyonu oositlerde orta derecede granulosa
hlcrelerinde ise zayif olarak reaksiyon gostermistir (Sekil 12, 13). PmTOR

ekspresyonu tablo 3 de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Konrol grubu ve vitrifikasyon islemiuygulanmis ovaryum dokusunda PmTOR
ekspresyonu ve yerlegimi

Oosit Granuloza hiicreleri

Cekirdek Sitoplazma Cekirdek Sitoplazma

K Vv K Vv K Vv K V
Primordial - - ++ - - - + -
Folikdil
Primer Folikdl | - - ++ - - - + -
Gelisen Folikdl | - - ++ - - - + -
Sekonder - - ++ - - - + -
Tersiyer - - ++ - - - + -

a) mTor ekspresyonu

Sekil 10: Kontrol grubu ovaryum dokusunda mTOR ekspresyonu. P; Primer folikiil. Pr;
Primordial fo_Iikl'.iI, S; Sekonder Folikiil. CL; Corpus Luteum. Arti; Oositlerdeki kuvvetli
ekspresyon. Inmunoperoksidaz-hematoksilen. Bar=50um,



Sekil 11: Vitrifikasyon iglemi uygulanmig ve ¢6ziinmiis ovaryum dokusunda mTOR
ekspresyonu. P; Primer folikiil, CL; Korpus Luteum, Yildiz; oositlerdeki kuvvetli ekspresyon.
Immunoperoksidaz-hematoksilen. Bar=500,200, 50um

b) PmTOR ekspresyonu

Sekil 12: Kontrol grubu ovaryum dokusunda PmTOR (PSer2481mTOR) ekspresyonu. P; Primer
folikiil, Pr; Primordial folikiil, S; Sekonder Folikiil. Yildiz; Oositlerdeki kuvvetli ekspresyon.
Immunoperoksidaz-Hematoksilen. Bar: 50um

Sekil 13: Vitrifikasyon iglemi uygulanmis ve ¢6ziilmiig ovaryum dokusunda PmTOR
(PSer2481mTOR) ekspresyonu. P; primer folikiil, S; Sekonder folikiil. Immunoperoksidaz-
Hematoksilen. Bar=50um, 100um
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5. TARTISMA

Canli tirler arasinda Ureme ©6nemli bir biyolojik sirectir. insan ovaryumu
dogumda olgunlasmamis yaklasik 400.000 oosit icerirken zaman iginde oositler
dereceli olarak azalir Primordial foliklil rezervinin azalmasi; kemoterapi, yas ya da
diger faktorlere bagli olarak oosit kalitesindeki bozulmadan meydana gelebilir.
Kanser tedavileri, c¢esitli nedenlere bagli over operasyonlari, premature over
yetmezligi gibi durumlarda folikliler atrezi artmakta ve erken infertilite meydana
gelmektedir. Ovaryumda folikilikulogenezis primordal folikille baslar. Primordial
folikul aktive olduktan sonra primer, sekonder ve tersiyer foliklil olusur. Oositlerin
cekirdek materyali birinci mayozun profaz safhasinda germinal vezikil icindedir ve
bu safhadaki oositler immatur (olgunlasmamig) oosit olarak adlandirilir. Puberteden
sonra mayoz bolinme tekrar baglar ve oositler ikinci mayozun metafaz safhasinda

ovulasyonla birlikte ovaryumdan atilirlar.

infertilite sorunuyla karsilasan hastalarda dogurganliyin korunmasi igin tedavi
secgeneklerine ihtiya¢ vardir. Gelisen teknoloji ile birlikte erken infertiliteyi énlemek
icin koruma teknikleri arastiriimistir (Gosden ve Nanago 2002).

Polge ve arkadaglar tarafindan 1949 yilinda gliserol kullanilarak sperma
hucreleri Uzerinde basarili sekilde dondurma yodnteminin gelistiriimesi, kriyobiyoloji
alanindaki ilerlemelerin temelini olusturmustur. Kriyoprezervasyon ¢alismalari daha
sonra oosit ve dokularda uygulanmigtir.

Yardimci Ureme tekniklerinde oosit, embriyo ve ovaryum dokusunun
kriyoprezervasyonu infertileyi dnlemek igin kullanilan yéntemlerdendir. Bu yontem ile
toplanan oositlerde cesitli yontemlerle fertilizasyon saglanabilir ve olusan embriyo
saklanabilir. Kanser tedavisinden sonra hastalarin gebe kalmasi da saglanmigs olur.
Ancak oosit ve embriyo kriyoprezervasyon iglemlerinin birbirlerine gore
dezavantajlarinin olmasindan dolayi kullanimi sinirli kalmistir. Embriyo dondurma
igslemi, bekar bayan hastalarda ve hastaligin tanisi koyulduktan sonra hemen

tedaviye baslanmasi gerektigi durumlarda vyeterli zaman ayarlanamazsa
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uygulanamaz (Lee 2008). Embriyo dondurma iglemine gére oosit dondurma iglemi
daha avantajlidir. Ovaryumda kuguk, inaktif, farklanmasini tamamlamamis, zonasi
olusmamig, immatir oositler iceren ylzlerce primordiyal folikil vardir. Bu
olgunlasmamig oositler, zona pellusidanin ve kortikal granullerin yoklugu nedeniyle
kriyoprezervasyon sirasinda soguk hasara karsi daha dayanikhdir ve tolere
edebilirler. Toplanan immatur oositler kriyoprezervasyondan sonra in vitro olarak
olgunlastirlabilir (Choi vd 2007).

Wallace vd (2005) ise yaptiklar arastirmada oosit kriyoprezervasyonunda
oositler toplanmadan o6nce oositlerin uyarilmasi gerektiginden dolayl tedaviye
hemen baglanmasi gerektigi durumlarda yeterli zaman ayarlanamayacagi icin ve
meme kanseri tanisi almis hastalarda ovaryum uyarimi icin  kullanilan
gonodotropinlerin dstrojen igerdiginden dolayl kanser dokusunu tetikleyecegdinden
uygun olmadigini bildirmislerdir.

Erken donemde tani koyulmasi ile birlikte tedavi surecinin planlanmasina gocuk
sahibi olmada diger Greme ile iligili segeneklere olanak saglayarak erken infertilite
onlenebilir (Kiglik 2015). Gunumuzde kanser tedavisine baslanmadan 6&nce
kanserle veya kanser tedavisinden sonra ortaya cikan infertilitenin Ustesinden
gelmek dnemlidir (Celik 2016).

Kiguk’'e (2015) gore ovaryum dokusu, kanser tedavisinde herhangi bir isleme
gerek kalmadan zaman sinirlamasi olmadan, evlilik ve bayanin yasi hesaba
katlmadan bagimsiz olarak herhangi bir zaman diliminde alinabilir. Ovaryum
folikulleri ovaryum dokusu iginde bulunan stroma hucreleri ve kan damarlari
arasinda goémduld halde bulunduklarindan ovaryum iginde bulunan primordiyal
foliktller kilttire edilenlerden daha iyi gelisir. Ovaryum endokrin fonksiyonu oosit ve
embriyo dondurulmasi ile saglanamazken ovaryum dokusunun dondurulmasi ile
korunabilir. Yapilan c¢alismalarda hormonal ve doku korunumun iyi oldugu
gOsterilmis, kadin fertilitesinin korunmasinda diger yontemlere gore daha avantajli
oldugu goérulmustar.

Gook vd (2004) calismasinda over dokusunun kriyoprezervasyon islemi farkl
hicre tipleri, icerdiginden dolayi ve bu hicrelerin gegirgenlikleri de farkh oldugundan
dolay! diger oosit ve embriyo dondurma iglemlerine gore daha kompleks ve zor
oldugunu bildirmigtir.

Suzuki vd (2015) guncel inaktif folikillerin in vitro aktivasyonunu (IVA)
tedavisinin agirlikli olarak folikul blyimesini destekledidi ve yumurta kalitesinde
yasa baglli olan azalmaya yonelik bir duzeltme yapmasinin mumkun olmadigini

vurgulamiglardir. IVA tedavisine aday olan POY hastalarinda oositlerde genetik
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hatalarin yasa bagl artisinin minimize edilmesi i¢in over dokularinin gen¢ yasta
dondurulup saklanmasini 6nermislerdir.

Donnez ve Dolmans (2015) vyaptiklari arastirmada over dokusu
kriyoprezervasyonu ile vyaklagkk 60 saglikh dogum rapor edildigini ve
kriyoprezervasyon uygulanan over dokusunun 11 vyila kadar saklanabilecegini
bildirmiglerdir

Kriyoprezervasyon c¢alismalarinda ilk geleneksel ydntem, yavas dondurma
yontemi kullanilmig fakat bilgisayar destekli bir program yardimiyla, sicakligin
kademeli olarak dusurtulmesi prensibine dayal bir sistem olmasindan dolay! pahali
ve komplike cihazlara ihtiya¢c duyuldugundan kullanimi sinirlh kalmigtir. Ayni
zamanda yuksek donma hizlari ve en az iki kriyopektan gerekli oldugundan
toksisitesi ylksek bir ydntem olmustur. Diger ydntemlere goére daha az beceri
gerektirir fakat daha c¢ok maliyetlidir. Cézme esnasinda kristal formasyonunu
onlemek icin hizli ¢dbzmek gerekir. Avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Ancak yavas dondurma yéntemi kullanilarak dondurulmus ve ¢ozdurilmus taze over
dokusunun transplantasyonu sonucu yaklasik 26 saglikli bebek dinyaya gelmesine
ragmen ovaryum dokusunda hicre cesitlilii fazla oldudu icin hucreleri soduk
hasardan korumada yetersiz bir yontemdir (Lobo 2005, Wallace vd 2005)

Ovaryum  dokusunun dondurulmasinda kullanilan diger bir yontem
vitrifikasyondur. Ozel ve pahali ekipman gerektirmeyen ve hizli dondurmaya gére
doku korunumu daha fazla olan vitrifikasyon yontemi kolay ve tercih edilen bir
yontem olmusgtur. Vitrifikasyon buz g¢ekirdeklenmesi olmadan uygun kriyopektan
kullanimi ve hizli sogutma ile dokunun kristalsiz cam fazda dondurulmasi
durumudur. Uygun sollsyonlarin uygun derisimlerde kullaniimasiyla molekdller

kimyasal reaksiyona girmeyecek sekilde hareketsiz kalirlar.

Nasrabadi vd (2015) vitrifikasyon iglemi sirasinda soguk hasara karsi folikil
kayiplarini en aza indirebilmek farkh kriyopektan derisimleri kullanarak uyguladigi
protokoller sonucunda tek kriyopektan kullanimina gére ¢ift kriyopektan kullanimin

oosit dokusundaki zarari en aza indirdigini gostermistir.

Erdemli vd (2011) yaptigi calismada yavas dondurmanin dokuyu daha iyi
korudugu ancak vitrifikasyon isleminin daha kolay ve ucuz olmasiyla folikil

grubunun korunmasinda avantaj saglayabilecegini gostermislerdir.

Tsai vd (2014) calismalarinda SIP (Sphingosine-1-posphate) koruyucu ajan
kullanmiglardir.  Vitrifikasyon islemi sonrasinda transplante edilen ovaryum

dokusunda doku korunumunun daha fazla oldugunu gézlemlemiglerdir.
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Suzuki vd (2015) e goére Primer over yetmezligi olan hastalarin infertilite tedavisi
icin inaktif folikdllerin in vitro aktivasyonu sonrasinda vitrifikasyon kullanilarak over

dokusunun dondurularak saklanmasi potansiyel bir infertelite calismasidir.

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu, fertilitenin korunmasi igin umut vaat eden bir
yontemdir. Vitrifikasyon islemi uygulanmis ve transplante edilmis ovaryum
dokusundan spontan gebelik bildiriimesine ragmen, teknigin hala deneysel oldugu
dusunulmektedir. Kanitlar transplantasyon lehinde olmasina ragmen, gebeligin
kaynaginin transplante edilen ovaryum dokusu mu yoksa diizelen menapozal

ovaryum mu hentz acikhga kavusmus degildir (Prasath ve Celik 2016).

Batin bu calismalara ragmen ovaryumda folikil kaybi vitrifikasyon sirasinda da
gorulebilmektedir. Aslinda tiUm laboratuar prosedurleri insan gamet ve embriyolarin
hasar gorebilecegi in vitro ortamlardir. Ancak ovaryum dokusunun
kriyoprezervasyonu iki cerrahi islem gerektirir. Guvenirlik, etkinlik ve sonuglar ile ilgili
veriler yetersizdir Foliklilogenez ve primordiyal folikil aktivasyonunda rol alan
aktivator ve baskilayici faktorlerin dengeli bir sekilde calistiklari bilinmektedir. Bu
baskilayici ve aktivatérlerin dengesinin bozulmasi durumunda, folikillerin kitlesel
aktivasyonu nedeniyle dondurulan dokularin tekrar ¢dzdirulmesinden vicuda
nakledilmesine kadar gecen suregte ortaya cikan hasar mekanizmalari oldugu

dugundlmektedir (Rodriguez vd 2012).

Galismalarin gogunda ovaryan folikullerinin kayip sebepleri arasinda apoptoz
oldugu gosterilmis ve bunu onlemeye yonelik islem sirasinda antiapopitotik ajanlar
kullaniimigtir. Butiin bu 6nlemlere ragmen folikil kayiplarinin sadece bir kismi
azaltilabilmistir. Folikller atrezi ilk olarak graniloza hicrelerinde baslar sonra teka
hucrelerine geger. Granuloza tabakasindaki hicre kayiplarinin yayginlagsmasi folikul
Olimunu tetikler. Yapilan ¢alismalar oosit kaybinin yalnizca primordial ve primer
foliklllerdeki dejenerason nedeniyle oldugunu gdstermektedir. Apoptozis grantloza
hicre kaybindan baglica sorumlu hiicre 6lum yolagidir (Hulas vd 2011). Kaspaz
ailesi, BCL ailesi ve gonadotropinler apotosizle iligkili faktérlerdir (Lin vd 2012, Abdi
vd 2014, Zang vd 2015). Ovaryumdaki diger hiicre 6lim yolagi otofajidir. Otafajide
sitoplazmik organeller otofagozom denilen membranla ¢evrelenerek otofagozomlari
olustururlar. Otofagozom lizozomla birleserek otofagolizozomlarin olusumuna neden
olur. Son calismalar otofajinin foliklllerde atreziye ve luteolizise neden oldugu
gosterilmistir (Lin vd 2012, Choi vd 2014, Lim vd 2015).

Karadag (2016) yaptigi arastirmada hicre i¢i ylkim ve geri doénisim

mekanizmasi olan otofajinin bazi kosullarda hicre 6limine neden oldugu ancak
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otofajinin ilaclarla genetik olarak bloke edildiginde hicrenin yasama sansinin
artacagina dikkat cekmistir. Otofajik hiicre 6lim mekanizmasinin hicre 6lim
yolaklarinin aydinlatilmasi ile insan saghgini tehtid eden durumlarda yeni tedavi

yontemleri gelistirilebilecegini savunmustur.

Oositlerin gelisip olgunlasmasi icin gerekli olan bircok sayida intraselliler ve
endokrin sinyal molekillerinden biri Mammalian Target Of Rapamycin (MTOR)
proteinidir. mMTOR, P13K/Akt/mTOR Uyesi olup yasamin sirmesinde, blylimede,
blylk makro molekillerin sentezi gibi hiicresel olaylarda ve otofajide rol oynar. Son
yillarda yapilan bilimsel calismalarda mTOR inhibitoérleri kulanilarak mTOR’un
ovaryumdaki iglevleri agiga cikariimistir. Sentetik mTOR inhibitérleri kullanildiginda
saglikh farelerin granuloza hucrelerinde ¢ogalmanin baskilandigr goérulmastar. Ayni
zamanda FSH aktivitesinin de etkilendigi géralmustir (Yaba 2008, Sirotkin 2016).
MTOR aktivitesi otofajiyi baskilarken inhibe edilmesi otofajinin aktive olmasina
neden olur. Besin yetersizligi hormonal uyarimlar mTOR aktivitesinde rol oynarlar
(Lee 2017).

Celik (2016) yaptiklar ¢alismada primordiyal foliklilden primer folikile geciste
baskilayici molekiiller olarak goérev alan pTEN, Tsc1, p27 ve AMH molekillerinin
ekspresyonlarinin kriyoprezervasyon ve transplantasyondan sonra nasil etkilendigini
immunohistokimyasal yontemle arastirdilar. Sonug olarak bu baskilayici molekullerin
kriyoprezervasyondan bagimsiz olarak transplantasyondan sonra eksprese
olmadiklarini gosterdi. TSC1, mTOR aktivitesinin en 6nemli duzenleyicilerinden
biridir. PTEN, PISK/AKT/mTOR yolag: ile ters yonde caligir. Ekspresyon olmamasi
veya azalmasi sonucu primordiyal folikil havuzunu koruyan mekanizma veya

mekanizmalarin dengesini bozuluyor olabilecegini belirtmiglerdir.

Choi vd. 2010 ve 2011 yillarinda yaptiklari ¢alismalarda otofajinin granilosa
hicrelerinde oldugunu ve apoptozisi ilerlettigini bildirmislerdir. Arastiricilar elde
ettikleri sonuclardan otofajinin foliklilogenezis sirasinda grantiloza hicre dlimuyle
direk ilgili oldugunu iddia etmiglerdir. Bununla birlikte folikiler atrezi tam olarak

anlasilamamistir.

Yang vd (2016) ovaryum dokusuna uygulanan vitrifikasyon ve
ototransplantasyon iglemi sirasinda otofajinin dnemine dikkat ¢cekmistir. Vitrifikasyon
islemi sirasinda olusan soguk hasar sonrasinda ovaryum dokusunda homeostazinin
saglanmasinda, folikul atrezisi sonucunda olusan folikil kayiplarinda, ovarian
greftleme sirasinda iskemi sonucunda olusan folikll rezervinin azalmasinda ve

anjiyogenesiste otofajinin aktif olabilecegini dne stirmustir.
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Yaba vd (2016) yaptiklari bir calismada mTOR ve PmTOR ekspresyonunu
arastirmislar ve mTOR ekspresyonunu nikleustan daha c¢ok sitoplazmada daha
fazla oldugunu ve sitoplazmik mMTOR ekspresyonunun gelisimin  butin
asamalarindaki folikillerde grandloza hicrelerinde, teka hlcrelerinde, over ylzey
epiteli ve stromasinda oldugunu gdstermisglerdir. PmTor ekspresyonu ise uygun
beslenme kosullari altinda ayni dagihmi oldugunu ancak kitlece daha az
bulundugunu gdstermiglerdir. Mitotik grantloza hiicrelerinde daha ¢ok gérmuglerdir.

Calismamizin verileri de bu durumu destekler.

Genellikle PmTOR ekspresyonu kanserli dokularda incelenmistir. Normal
dokulardaki ekspresyonu ve dagilimini ilk olarak 2013 yilinda Kogasaka vd (2013)
incelemiglerdir. Kogasaka ve arkadaslari in vitro olarak ve in vivo olarak oosit
gelisiminde ve folikil gelisiminde PmMTOR (pSer2448) ve p2481mTOR
ekspresyonunu arastirmislardir. Bu c¢alismada oositlerde ve kumulus hicrelerinde
pSer2448mTOR veya pSer2481mTOR ekspresyonu interfaz  safhasinda
sitoplazmada yaygin, profazda kromozomlarin etrafinda, metafazda ve telofazda ig
iplikgiklerin etrafinda eksprese oldugu bulunmustur. Mayoz esnasindaki kumulus
hicrelerin proliferatif etkisinin oositlerin daha ileri asamalara gidebilen kaliteli oosit

olusumunda esas olarak bildiriimektedir (Byskov vd 1995, Brunet vd 1999).

Ovaryum dokusunun dondurulmasi son dénemlerde énem kazanmistir. Ozellikle
gen¢ kanser hastalarinda bu teknik fertilitenin korunmasinda umut 1sigidir.
Dondurulan ovaryumlarda folikil kaybinin en aza indirilmesi teknigin klinikte
kullanim alanlarini artiracaktir. (Solemani vd 2001, Carvolha vd 2014, Lee vd. 2014,
Lee vd, 2015).

Bu c¢alismada hicre c¢odalmasinda ve farklanmasinda ve ayni zamanda
otofajinin tetiklenmesinde etkili olan mTOR ve fosforlanmis hali PmTOR proteinleri
kontrol ve vitrifikasyon yontemi ile dondurulmus ovaryum dokusunda incelenmistir.
Hem kontrol hem de vitrifiye ovaryumda pimordial, primer, sekonder ve tersiyer
foliktllerde hem granilloza hicre sitoplazmasinda hem de oositlerde ayni zamanda
korpus luteumda mTOR’'un kuvvetli eksprese oldugunu gorduk. Oositteki
ekspresyon graniiloza hucrelerinden daha kuvvetliydi. Reaksiyonun derecesi ve
yerlesimi kontrol ve vitrifikasyon isleminin uygulandigi ovaryum dokularinda ayni idi.
Vitrifikasyon yapilmis ovaryum dokusunda mTOR aktivitesinin kontrolle benzer

olmasi vitrifikasyon yénteminin otofajiyi induklemedigini distindirmektedir.

PmTOR ekspresyonu ise her iki grupta farkllik gésteriyordu. Kontrol grubunda

oositlerde ve graniloza hucrelerinde pozitif ekspresyon izlenirken vitrifikasyon
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isleminin uygulandigi grupta hem oositler hem de grantloza hiicreleri negatifti.
Kontrol grubunda ise PmTOR ekspresyonu oositlerde orta derecede graniloza
hicrelerinde ise zayif olarak reaksiyon gosterdi. Bolinen hicrelerde
pSer2448(PmTOR) veya pSer2481(PmTOR) intrinsik mTOR katalitik aktivite
belirtecidir. Biz calismamizda mTOR igin pser2481 belirtecini kullandik. Arastiricilar
mTOR’un sitokinezisde iglevi olabilecegini ve o06zellikle kumulus hucrelerindeki
PmTOR aktivitesinin mayozu indikleyen artnlerin Uretilmesinde ve salgilanmasinda
rol oynayabilecegini bildirmiglerdir (Kogasaka vd 2013). Yani PmTOR yuksek
kalitede oosit olusumunda 6énemli rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamizda PmTOR
sadece kontrol grubunda pozitif eksprese olmustu. Vitrifikasyon isleminin
uygulandigi oositlerde negatif olmasi oositlerin kalitesinin distiglnin bir gostergesi

olabilir.
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6. SONUG

Ozellikle primer folikillerden itibaren sekonder, tersiyer folikiil sayilari
vitrifikasyon grubunda biraz daha diuguk, atretik folikll ise daha ylksek olmasina
ragmen sonuglar istatiksel olarak anlamh bulunmadi. Hematoksilen ve eozinle boyali
kesitlerde vitrifikasyon isleminin uygulandigi ovaryum dokusunda dejeneratif
foliktller daha fazla gérinmesine karsin kesitlerin cogunda ovaryum dokusunun her

iki grupta normal gérinimde oldugu izlendi.

Kontrol ve vitrifikasyon isleminin uygulandi§i ovaryum dokusunda mTOR
proteinin ekspresyon derecesi ve yerlesimi her iki grupta da benzerdi. MTOR'un
pozitif eksprese olmasi otofajinin inhibe olmasina negatif ekspresyonu ise otofajinin
aktiflenmesine neden olmaktadir. MTOR’un her iki grupta da pozitif olmasinin
vitrifikasyon isleminin ovaryumda otafajiyi indiklemedigini géstermektedir. Bununla
birlikte  PmTOR pozitif ekspresyonunun vitrifikasyon ovaryumlarinda olmamasi
PmTOR’un literatir bilgisine godre oosit kalitesiyle ilgili oldugu dustnullrse
vitrifikasyonun  oosit  kalitesini  bozdugunu ve fertilizasyon kapasitesini

azaltabilecegini distndirmektedir.
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