/(@

\( &)

T.C
CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

VITRIFIKASYON VE OTOTRANSPLANTASYON SONRASINDA
FARE OVARYUM DOKUSUNUN MORFOLOJi VE UREME
POTANSIYELI ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

ERKAN GUMUS

DOKTORA TEZi
HiSTOLOJI-EMBRIiYOLOJi ANABILIiM DALI

SiVAS
2014



T.C
CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

VITRIFIKASYON VE OTOTRANSPLANTASYON SONRASINDA
FARE OVARYUM DOKUSUNUN MORFOLOJi VE UREME
POTANSIYELI ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

ERKAN GUMUS

DOKTORA TEZi

HiSTOLOJI-EMBRiIYOLOJi ANABILIiM DALI

TEZ DANISMANI
PROF. DR. CELAL KALOGLU

SiVAS
2014



Bu galisma, Cumhuriyet Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirlanmis ve jiirimiz tarafindan Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali’nda doktora tezi

olarak kabul edilmistir.

Baskan ProfDr. Emel KOPTAGEL " /4?—}:70 2

Uye Dog.Dr. Cem KORKMAZ

Uye Prof.Dr. Celal KALOGLU 7 A/ ;ﬂ__\

Uye Prof.Dr. H.Eray BULUT /\
Uye Prof.Dr. Muhittin SONMEZ
ONAY

Bu tez galigmasi, 27.11.2014 tarihinde Enstiti Yénetim Kurulu tarafindan belirlenen ve

yukarida imzalar1 bulunan jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof.Dr. Ali CELIKSOZ
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUS(]

MUDURU



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi senatosu’nun 24.09.2008 tarihli ve 007 sayili
toplantisinda kabul edilen Saglik Bilimleri Enstitiisti Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzu adl
yonergeye gore hazirlanmstir.



il

“Kiip i¢indekini sizdirir”

Meviana

CANIM AILEM’E



iv
OZET

VITRIFIKASYON VE OTOTRANSPLANTASYON SONRASINDA
FARE OVARYUM DOKUSUNUN MORFOLOJi VE UREME
POTANSIYELI ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Erkan GUMUS
Doktora Tezi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Celal KALOGLU
2014

Infertiliteye neden olan ¢ok sayida faktdr mevcuttur. Bunlardan birisi de kanser
tedavisidir. Bu hastalarda fertiliteyi korumak icin oosit, embriyo ve ovaryum dokusu
dondurulmasi yontemleri kullanilabilir. Ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu,
pre-pubertal kiz, gen¢ kadmnlar ve partneri olmayan kadinlar i¢in giiniimiizde
uygulanabilir tek yontemdir. Ovaryum dokusu, yavas dondurma (slow freezing) ve
hizli dondurma (vitrifikasyon) yontemleriyle dondurulmaktadir.

Bu c¢aligmada, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan fare ovaryum dokularinin
bir kismi, ¢oziildiikten sonra ayn1 hayvanlarin bobrek kapsiilii altina transplante edildi.
Kontrol, dondurulup-¢6ziilmiis ve dondurulup ¢oziildiikten sonra transplante edilen
calisma gruplarinda; follikiillerin morfolojileri ve follikiilogenezde, proliferasyonda
ve anjiyogenezde etkin olan Ephrin B1, PDGF-a, GDF-9, Ve-kaderin ve Pecam-1
genlerinin ve gen {Uriinlerinin ekspresyonlart RT-PCR ve immiinohistokimyasal
yontemlerle belirlendi.

Kontrol ve ¢aligma gruplarinda follikiiller 151k mikroskobu kullanilarak sayild
ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Vitrifiye edilen ovaryum dokularinda
primordiyal ve primer follikiillerin korundugu ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
anlaml bir farkin olmadigim tespit ettik (p>0,05). Dondurulup-¢oziildiikten sonra
transplante edilen ovaryum dokulari, sham grupla karsilastirildiginda primordiyal ve
sekonder follikiillerin daha 1y1 korundugu ve anlamli bir farkin olmadigin tespit ettik
(p>0,05). Tim follikiiller acisindan degerlendirildiginde, follikiillerin dondurulup-
¢oziildiikten sonra transplante edilen ovaryum dokularinda sham grubundan yaklasik

%09 daha az oldugunu tespit ettik. Kontrol ve ¢aligma gruplar1 arasinda ekspresyonlari



incelenen genlerin, gen ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan
degisiklikler tespit ettik. Bu genlerin iirlinlerinin hem kontrol hem de calisma
gruplarinda eksprese olduklarini gosterdik.

Sonug olarak, gerek morfolojik degerlendirmelerle, gerekse PDGF-a, GDF-9,
Ephrin B1, Ve-Cadherin ve Pecam-1 genlerinin degerlendirilmesiyle ovaryum
dokusunun basarili sekilde vitrifiye edildigi ve segilen genler agisindan korundugu
tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Kriyoprezervasyon, vitrifikasyon, ovaryum, ototransplantasyon,

Ephrin B1, PDGF- a, GDF-9, Ve-kaderin, Pecam-1, immiinohistokimya, RT-PCR.
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ABSTRACT

EVALUATION OF MORPHOLOGY AND REPRODUCTIVE POTENTIAL
OF MOUSE OVARY TISSUE AFTER VITRIFICATION AND
AUTOTRANSPLANTATION

Erkan GUMUS
PhD Thesis, Department of Histology-Embriyology
Supervisor: Prof. Dr. Celal KALOGLU
2014
There are many factors that cause infertility. One of them is the cancer treatment.
Oocyte, embryo and ovary tissues cryopreservation techniques can be used for fertility
preservation. Cryopreservation of ovarian tissue is the most essential technique for
prepubertal girls, young women and women without a partner. Ovarian tissue have
been cryopreserved by using slow freezing and vitrification techniques.

In this study, some of the vitrified-warmed mouse ovarian tissues were
transplanted under the kidney capsule of the same recipients. The morphology of the
follicles and the expression of the gens (Ephrin B1, PDGF-a, GDF-9, Ve-kaderin and
Pecam-1) that play key roles in folliculogenesis, proliferation and angiogenesis, were
determined by RT-PCR and immunohistochemistry in control, vitrified-warmed and
vitrified-warmed grafted tissues groups.

The tissue sections were analyezed by using light microscopy and was
considered statistically in control and experiment groups. We determined that
primordial and primary follicles have been preserved in vitrified ovarian tissues and
was no significant difference between vitrified-warmed and control groups (p>0,05).
We detected that primordial and secondary follicles have been preserved better in
vitrified-warmed ovarian grafts. There was no significant difference between
transplanted of fresh (non-vitrified) and vitrified-warmed ovarian tissue grafts
(p>0,05). In vitrified—warmed ovarian grafts, the follicular content was approximately
9% lower than that of fresh (non-vitrified) grafted ovaries.

The expression levels of examined genes were dectected difference between
control and experiment groups but there was no significant differences between groups

(p>0,05). The expression of genes products were showed both control and experiment
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groups as well.

In conclusion, evaluation of morphologic and genes expression showed that
mouse ovarian tissues were successfully vitrified and it was found that the selected
genes were protected.

Key words: Cryopreservation, vitrification, ovary, autotransplantation, Ephrin BI,

PDGF- a, GDF-9, Ve-Cadherin, Pecam-1, immunohistochemistry, RT-PCR.
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1. GIRIS

Infertilite, diinya genelinde iireme dénemindeki ¢iftlerin yaklasik %15'ni etkileyen
onemli bir saglik problemidir (1). Infertiliteye neden olan ¢ok sayida faktdér mevcuttur.
Bunlardan birisi de kanser tedavisidir. Gilinlimiizde gelisen onkolojik tedavi
yontemlerine bagli malign kanserli hastalarinin yagam oranlarinin giderek arttig1 rapor
edilmektedir (2, 3). Ancak kemoterapi ve radyoterapi goren kadin ve prepubertel
donemdeki kizlar, bu terapilerin yan etkileri nedeniyle cogunlukla iireme hiicrelerini
kaybedecek sekilde ovaryum hasarina maruz kalmaktadirlar. Germ hiicreleri kalici
olarak zarar gérmiis bu hastalarda subfertilite (fertilite oraninda azalma) veya kisirlik
gelismektedir (4-6). Kanser hastalariin yanisira, lupus, glomeriilonefrit ve
miyelodisplesya gibi hastaliklarin tedavisinde de benzer sonuglar yagsanabilmektedir.
Bu nedenle bir¢ok klinikte, klinisyenler terapiye baslamadan 6nce gerekli gordiikleri
hastalar1 iireme ve kadin sagligi kliniklerine yonlendirmektedirler (6, 7).

Ergenlik 6ncesi donemde erkek hastalarda, radyoterapi siiresince gonadlarin
radyasyon koruma malzemeleri ile korunmasi (shielding) saglanabilmektedir. Ancak
bu yontem segilen bolgeyle smirli bir koruma saglamaktadir. Testikiiler dokunun
kriyoprezervasyonu bazi merkezlerce onerilmekle birlikte bu uygulamanin hala
deneysel oldugu gozardi edilmemelidir. Gelecekte bu uygulama, spermatogonianin in
vitro matlirasyonu veya germ hiicrelerinin testikiiler dokuya transplantasyonu ile
infertiliteye alternatif bir tedavi yontemi olacagi diisiiniilmektedir. Postpubertal
erkekler i¢in, mastiirbasyon sonrasinda sperm kriyoprezervasyonu giintimiizde
fertilitenin korunmas: i¢in oldukca etkili bir yontemdir. Insanda sperm dondurma
yontemi ile ilk basarili gebelik 1953 yilinda gergeklestirilmistir (6, 8).

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu ise 1996 yilindan beri uygulanan bir
yontemdir. Bu yontem, Turner sendromlular1 da igeren gen¢ kadinlarda
uygulanmaktadir (9, 10). Bu teknigin kullaniminda yasanan en biiyiik sorun oositlerin
minimum hasarla elde edilmesi ve immatiir oositlerin kullanilmasindaki zorluklardir.
Dondurulup ¢oziilen dokunun yeniden otolog transplantasyonuyla ilk saglikli dogum
2004 yilinda gergeklesmis (11) ve 2004 yilindan giiniimiize kadar ovaryum dokusunun
dondurulup yeniden hastalara transplantasyonu yoluyla 26 saglikli ¢ocuk dogumu

rapor edilmistir (12). Ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonunun, in vitro



fertilizasyon (IVF) i¢in heniiz olgun oositleri olmayan pre-pubertal kiz, gen¢ kadinlar
ve partneri olmayan kadinlar i¢in giiniimiiz kosullarinda en uygun ydntem oldugu
gorilmektedir.

Kullanilacak olan dondurma yonteminin, follikiillerin hayatta kalmasini
saglamasinin yanisira hiicrelerin gerek morfolojisinde gerekse ince yapisinda
minimum diizeyde degisiklige neden olmasi 6nemlidir. Hiicreler, dondurma ve 1sitma
sirasinda gelisen buz kristalleri nedeniyle ¢esitli streslere maruz kalirlar. Bu stresler
kullanilan kriyoprezervasyon tekniklerine; yavas dondurma veya vitrifikasyon
yontemlerine bagli olarak degisebilir (13, 14). Giiniimiizde yavas dondurma ve
vitrifikasyon yontemleriyle sperm ve oositlerin dondurularak saklanmasi kliniklerde
basari ile uygulanmaktadir. Ancak halen deneysel bir yontem olan ovaryum dokusunun
vitrifikasyon yontemiyle dondurulmasi sagladigi avantajlar nedeniyle heniiz yeni
ancak gelecek vaat eden bir yontemdir. Bu nedenle gliniimiizde ovaryum dokusunun
vitrifikasyon yoOntemi ile dondurulmasi arastirmacilar tarafindan biyiik ilgi
gormektedir (15, 16).

Bu ¢alismada, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan fare ovaryum dokusunun
¢oziinmesi ardindan follikiillerin hayatta kalma oranlarinin ve bobrek kapsiilii altina
transplante edilen doku parcalarinda follikiilerin sagkalimlarinin ve gelisimlerinin 151k
mikroskobik gozlemlerle morfolojik olarak belirlenmesi amacglandi. Kontrol ve
vitrifikasyon yontemi ile dondurulan ovaryum dokularinda ve dondurulup-¢oziilmiis
ovaryum dokusunun transplante edildigi grupta, follikiilogenez ve fertilite i¢in gerekli
parakrin bir faktor olan GDF-9 (Growth Differentiation Factor-9), hiicre ¢ogalmasi,
gocti, farklilagmasi ve anjiogenezde gorev alan biiylime faktorlerinden PDGF-a
(Platelet-Derived Growth Factor), yeni damar aginin kurulumunda ve korpus luteum
olusumu gibi dokunun yeniden modellenmesinde diizenleyici olabilecegi diisliniilen
Ephrin B1, damar biitlinselliginin devam etmesinde ve anjiogenezde gorev alan Ve-
Kaderin (Vaskiiler Endotelyal Kaderin) ve trombosit agregasyonu ve anjiogenezde
gorev alan PECAM-1 (Trombosit endotelyal Hiicre Adezyon Molekiilii)
ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenmesi amaglandi. Bu
caligmanin son agsamasinda; kontrol, vitrifiye edilerek dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum
dokularinda ve dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokusunun bobrek kapsiilii altina

transplantasyonu sonrasinda elde edilen ovaryum dokularinda yukarida bahsedilen



molekiillerin ekspresyonlarinin RT-PCR ydntemleriyle belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kriyobiyoloji

Kriyobiyoloji, yasayan organizmalara diisiik sicakliklarin etkisini arastiran ve uygun
dondurma yontemlerini gelistirmeye c¢alisan bilim dalidir. Yunanca 'Kryos'
kelimesinden koken alan kriyoprezervasyon sogutma veya dondurma anlamina
gelmektedir. Kriyoprezervasyon doku veya hiicrelerin sivi azot iginde (-196 °C)
saklanmasidir. Kriyobiyoloji bilimi ve IVF (in vitro fertilizayon) yontemi gegtigimiz
50 y1l iginde paralel gelisme gdstermistir. Bu siire boyunca edinilen bilimsel gelismeler
esliginde -150 °C'min altinda sogutulan canli organizmalarin biyolojik saatinin
durdurulabilecegi ve dondurulan hiicre ve dokularin ¢ok uzun yillar saklanabilecegi
ileri siiriilmistiir (17). 1949 yilinda gliseroliin sperm hiicrelerini donma sirasinda
olusacak hasarlara karst korudugunun farkedilmesinin ardindan, gelistirilen
tekniklerle birgok alanda oOzellikle de iireme tibbinda genis bir kullanim alani
bulmustur (18). ilerleyen yillarda gelisen teknoloji ve bilimsel veriler esliginde
kriyoprezervasyon yonteminin organ nakli operasyonlarinda rutinde kullanilmasi da
olasidur.

Kriyoprezervasyon tekniklerinin, diisiik sicaklikta hiicre ve dokularda
olusturdugu etkiyi anlamak i¢in sicakliga bagl bir¢ok yapi ve siirecin varligi dikkate
alinmalidir. Bu tezin konusunu olusturan ovaryum kriyoprezervasyonu igin
giiniimiizde 1ki farkli kriyoprezervasyon yontemi; slow freezing - yavas dondurma -
ve vitrifikasyon yontemleri uygulanmaktadir. Her iki yontemde de diisiik sicakliklarda
metabolik aktiviteyi durdurarak hiicreleri siiresiz olarak saklamak olasidir. Bu diisiik
sicakliklarda hiicrelerde meydana gelebilecek olas1 hasarlarin 6niine gegmek igin ise
her iki yontemde de kriyoprotektan ajanlar (KPA) kullanilir. Hem yavas dondurma
hemde vitrifikasyon yontemi, 6rneklerin kriyoprotektanlara maruz kalmasi, drneklerin
dondurulmasi/sogutulmasi (-196°C'de saklanmasi), ¢cozme/thawing  ve

kriyoprotektanlardan arindirilmasi olmak {izere 4 temel basamaktan olusur (19).

2.1.1. Dondurma Sirasinda Olusabilecek Hasarlar
Kriyoprezervasyon islemi uygulanan hiicreler, hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu ve

hiicrede olusan dehidrasyon nedeniyle ekstraseliiler tuzlarin artmasina bagli olarak



hasara ugrar. Hiicre bilesenlerinin temelini olusturan ve canli hiicrelerin stabilitesi i¢in
essiz Ozelliklere sahip olan su, hiicre hacminin yaklasik %60-85'nini olusturur (20, 21).
Donma, suyun buz kristallerine donmesiyle gerceklesir. Herhangi bir koruyucu
kullanilmadan hiicreler sifirin altinda sogutuldugunda hiicre olusan hiicre i¢i buz
kristalleri nedeniyle zarar goriir. Sicakligin diismesiyle olusan mikroskobik buz
odaklarinin ylizeyine su molekiillerinin baglanmasiyla buz kristalleri giderek biiyiir
(19). Hiicre i¢i su molekiillerinin yani sira, biyolojik sistemlerde bagli su olarak da
adlandirilan hidrojen baglanmis yapilarda bulunmaktadir. Hiicre biitiinliigii ve islevi
icin gerekli olan membran fosfollipidleri, DNA, RNA gibi molekiiller hidrojen
baglanmis yapilardir. Bu nedenle kriyoprezervasyon islemi sirasinda, bagli suyu
uzaklagtirmadan hiicre hasarini minimuma indirmek i¢in hiicre igindeki suyu
uzaklagtirmak gerekmektedir (19).

Ozmotik stres, hiicrenin i¢i ve dis1 arasindaki osmotik farkliliktan dolay1
hiicrelerin gismesi ya da biiziismesidir. Ozmotik stres arttikca hiicrelerde geri
dontisiimsiiz degisiklikler olusur ve 6liime giderler. Sicaklik 0 °C'nin altina diistiiglinde
doku icindeki su donar. Kriyoprezervasyon ¢ozeltisinde kullanilan kriyoprotektiv
ajanlar dondurma ve ¢6zme siirecinde hiicresel hasar1 engellerler. KPA' lar, bir taraftan
ozmotik gradient olusturarak hiicreleri dehidre ederken, diger taraftan ekstraseliiler
stvinin donma noktasini diisiiriirler. Boylece sicaklik, sitoplazmanin donma noktasina
ulagsmadan 6nce hiicreler dehidrasyon i¢in yeterli zamana sahip olur (22).

Buz kristallerini 6nlemenin en iyi yolu yiiksek derisimlerde kriyoprotektan
¢ozeltisi kullanmaktir. Ancak yiiksek derigimlerdeki kriyoprotektan ajanlar ya ozmotik
gradientini arttirarak hiicrelerin biliziismesine ya da kimyasal toksisiteye sebep olurlar.
Bu durumdan kurtulmak i¢in iki yol izlenebilir. Ya kullanilan toksik kriyoprotektanlari
azaltmak i¢in ¢ozelti i¢ine hiicre zarindan gecemeyen kriyoprotektan maddeler yani
ekstraseliiler bolgede kalan polimerler eklenir ya da hiicre ve dokular onceden
sogutulmus derisik ¢ozeltilere kademeli olarak maruz birakilir (23).

Dondurma siiresince hiicrelerin hayatta kalmasinda etkili olan diger bir faktor
de sogutma ve 1sitma dereceleridir. Sicaklik degisim oranmnin, suyun hiicre zari
boyunca hareketinde etkili oldugu fark edilince sicakligin hiicre i¢i dondurmadaki
onemi anlasildi. Dondurma ve ¢6zme derecelerini artirmak, kriyoprotektan ¢ozeltilerin

derisimini azaltir ve bdylece bu ¢dzeltinin yarattig1 ozmotik hasarlar ve toksisite riski



azalir. Sicaklik degisim orani, suyun sogutma esnasinda hiicrelerin digina veya 1sitma
esnasinda hiicrelerin i¢ine olan hareket hizini etkiler. Optimum sogutma derecesi,
suyun 6nemli oranda hiicre disina ¢ikisina izin verir. Sogutma c¢ok hizli yapilirsa,
suyun hiicre disma transportu ger¢eklesmiyecek ve hiicrenin sitoplazmasi da
donacaktir (20, 24).

Doku ve hiicreler sivi azot i¢ine daldirildiginda, sivi azot 1sinir, kaynamaya
neden olur ve azot gazi iiretilir. Bu esnada buharlasma olur ve hiicreler etrafinda buhar
zonu olusur. Sonug olarak, hiicreleri ¢cevreleyen buhar 1s1 transferini keser, etkili bir
yalitim alani olusturur ve bdylece azalmis bir sogutma derecesiyle sonuglanir. Bu
durum doku ya da hiicreleri ¢evreleyen ¢ozelti hacminin minimize edilmesi ve sivi
azot buharinin 6nlenmesiyle giderilebilir (23).

Buz kristalleri 1sitma siirecinde yeniden sekillenebilir. Bu durum genelde
vitrifikasyon prosediirii ile iligkilidir (19). Isinma derecesine bagli olarak, bu kiigiik
buz kristallerinin davranis1 farklidir. Yavas 1sitma siiresince (slow warming), buz
kristalleri yeniden kristalize olur ve birlikte biiylir fakat hizli 1sitma siiresince (rapid
warming) yeniden kristalize olmak i¢in yeterli zaman yoktur ve buz hizlica ¢oziiniir

(25).

2.1.2. Doku ve Hiicrelerin Donma Siirecinde Hasardan Korunmasi

Kriyobiyoloji alanindaki gelismeler gerek hiicreler gerekse daha kompleks yapilarin
dondurularak saklanmasmi olas1 hale getirmistir. Eger dondurulacak biyolojik
yapilarin 6zellikleri biliniyorsa bu hiicreleri canli kalacak sekilde dondurmak igin
metotlar da gelistirilebilir.

Ancak cesitli hiicre tipleri ve molekiillerin biraraya gelmesi ile olusan biyolojik
sistemlerde hiicre ve bazal membran arasindaki normal iliskinin devam ettirilmesi ve
ekstraseliiler yapilarin hasardan korunmasi 6nemlidir (26). Ekstraseliiler buz kalintilar
doku yapisina ve hiicre-bazal membran arasindaki iligkiye ciddi hasar verebilir (26).
Dolayisiyla dondurma sirasinda olusan hasarin miktar1 buzun sekilledigi alanla da
yakin iligkilidir (27). Ayrica kompleks biyolojik sistemlerde hayati gorev iistlenen
damarlarin korunmasi da ¢ok 6nemlidir. Ciinkii, biiziisen damarlar organ ve dokular
icin Sliimciildiir. Bu nedenlerden dolay1, hassas bolgelerde donmay1 engellemek veya

en azindan buz kristallerinin varlifin1 azaltmak bu problemlerin giderilmesini



saglayabilir (26).

2.1.3. Kriyoprotektan Ajanlar (KPA)

Dondurma-¢6zme siirecinde hiicre i¢inde buz kristallerinin olusumu, hiicrelerin zarar
gdrmesi ve Sliimleriyle sonuglanir. Iyi bir dondurma yontemi, hiicre i¢inde bulunan
suyun donma islemi 6ncesinde hiicrenin hayatta kalacak sekilde miimkiin oldugunca
uzaklastirilmasini amaglar. Asirt miktarda suyun uzaklastirilmasi, hiicre bilesenlerinde
Ozellikle de hiicre membraninda olusturacaklar: etkilerden dolay1 hiicre hasarina ve
olasilikla dliime sebep olur. Bu nedenle ozmos ve difiizyon siire¢lerinin her ikisi de
hiicre ve/veya doku dondurma yontemlerinde olduk¢a dnemlidir (28). Genel anlamda
kriyoprotektanlar, hiicre i¢i dehidrasyonunda kullanilan bilesenlerdir. Bu maddeler,
dondurma stiresince donmanin verecegi hasardan doku ve/veya hiicreleri korumak
amaciyla ¢ozeltiye eklenen ajanlardir. KPA'lar, sistemdeki tiim ¢ozlinen maddelerin
toplam derisimini arttirarak buz kristallerinin olusumunu azaltir. Kriyoprotektanlar ya
hiicre i¢ine girerek su molekiillerini hiicre disina c¢ikarirlar (hiicre igine niifuz
eden/permeabl kriyoprotektanlar) ya da hiicre igine giremeyecek kadar biiyiik olup
ozmoz gradienti olusturarak suyun hiicre disina ¢ikarilmasini saglarlar (hiicre igine
niifuz etmeyen/non-permeabl kriyoprotektanlar). Calismalarda genellikle her iki tip
kriyoprotektan ajan birlikte kullanilir (23). Hiicre i¢ine niifuz eden kriyoprotektanlar,
toksisitesi az, suda i1yi ¢oziinen, kii¢iik ve iyonik olmayan molekiillerdir. Dimetil
stilfoksid (dimethyl sulphoxide-DMSO), 1,2 propanediol (PrOH) ve etilen glikol
(ethylene glycol-EQG) en yaygin kullanilan hiicre i¢ine niifuz eden kriyoprotektanlardir.
Yiiksek derigimlerde kullanildiklarinda toksiktirler ve ozmotik soka neden olurlar.
Hiicre icine niifuz eden kriyoprotektanlar donma noktasini diistirerek hiicre i¢indeki
bagli su molekiillerinin yerini alir (19). Hiicre i¢ine niifuz etmeyen kriyoprotektanlar
ise hiicre i¢ine girmeyen ve bdylece su molekiillerinin hiicrenin disina dogru hareket
etmesini saglayacak ozmotik gradient olusturan ajanlardir. Ayrica membran
fosfolipidleri {izerine etki ederek hiicre membranini stabilize ederler (19).
Disakkaridler (sukroz, glukoz, fruktoz, sorbitol, sakkaroz), makromolekiiller
(polivinilpirolidone-PVP, polivinil alkol, fikol) ve proteinler (bovine serum albumin;

BSA) en yaygin kullanilan, hiicre i¢ine niifuz etmeyen kriyoprotektanlardir (23).



2.1.4. Tampon Cozeltiler ve Makromolekiiller

Dondurma i¢in hazirlanan c¢ozeltiler, hiicrelerin donma ve c¢oziinme siiresince
karsilasacaklar1  etkilere karst1  koruyucu birtakim maddeler igererirler.
Kriyoprezervasyon ¢ozeltileri genellikle fizyolojik ¢ozeltilere sitrat ve yumurta sarisi
(egg yolk) iceren baz1 bilesiklerin uygun miktarlar1 eklenerek yapilir ve ¢cozelti gamet
veya embriyo kiiltiir ortamina benzer. Cozeltinin pH's1 ise fosfat tamponlar ya da

Hepes kullanilarak saglanir (23).

2.1.4.1. Disakkaridler
Vitrifikasyon yontemi i¢in hazirlanan ¢ozeltiye eklenen disakkaritler (sukroz, glukoz,
fruktoz, sorbitol, sakkaroz, trehaloz veya rafinoz) c¢ozeltinin genel ozelliklerini
etkilerler (34). Biiyiik molekiiler agirliklara sahip olan disakkaritler, hiicre zarindan
gecemez ve dolayisiyla gerekli kriyoprotektan miktarini azaltarak dolayli yoldan
toksisiteyi azaltir. Hiicre ve dokularin disakkarit eklenmis dondurma ¢ozeltilerinde
inkiibasyonu, hiicrelerden ozmoz yoluyla daha fazla su ¢ekilmesine yardim eder ve
bdylece hiicrelerin kriyoprotektanlarin toksik etkilerine maruz kalma zamani azalir
(23).

Hiicre icine niifuz edemeyen siikroz ayni zamanda ozmotik soku azaltacak

ozmotik tampon gorevi de goriir (23, 29).

2.1.4.2. Makromolekiiller ve Proteinler

Makromolekiiller (polivinilpirolidone (PVP), polivinil alkol, fikol) ve proteinler
(bovine serum albumin; BSA) yiiksek molekiiler agirliga sahip maddelerdir.
Dondurma i¢in gerekli kriyoprotektan ajanlarin miktarint 6nemli Slgiide azaltirlar.
Ayn1 zamanda ¢dzeltinin yogunluguna -vizkositesine- etki ederek kriyoprotektanlarin
daha diisiik derisimlerde kullanimini, dolayisiyla toksistelerini azaltilmis olurlar. Aym
zamanda bu molekiiller hiicre ve dokular1 bir kapsiil gibi sararak vizkoz yapida bir

matriks olusturup soguma ve 1sinma siiresince kristalizasyonu onlerler (23, 30, 31).



2.1.5. Dondurma

Gliniimiizde genel anlamda kullanilan iki farkli kriyoprezervasyon yontemi vardir;
kontrollii yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri. Her iki prosediirde de, doku ve
hiicrelerin kriyoprotektan ajanlara maruz birakilmasi, dondurulmasi, sivi azot i¢inde (-
196 °C) depolanmasi, oOrneklerin ¢ozdiiriilmesi ve kriyoprotektan ajanlarin
uzaklagtirllmasi islemleri sirasiyla gerceklestirilmektedir. Dondurma ve ¢odzdiirme
(freezing ve thawing) terimleri yavas dondurma yontemleri i¢in kullanilirken, sogutma
ve 1sitma (cooling ve warming) daha ¢ok vitrifikasyon yoOntemleri igin

kullanilmaktadir (19).

2.1.5.1. Slow Freezing (Yavas Dondurma)
Yavas dondurma yontemi 1970'lerden giinlimiize gelisen ve diinya genelinde insan ve
hayvan Orneklerinin dondurulmasinda yararlanilan bir yontemdir. Yavas dondurma
yontemiyle dondurulmus insan embriyolarindan ilk canli dogum 1984’de
gerceklestirilmistir (8). Dondurma siiresince hiicreler, hacimleri ve membran
gecirgenliklerinde meydana gelen degisiklikler ve ozellikle olusan buz kristalleri
nedeniyle oOliimle sonuglanabilecek agir fizyolojik strese maruz kalirlar.
Kriyoprotektan iceren ¢dzeltilere maruz birakilan hiicre ve dokularda, hiicre i¢i buz
kristali olusumu ozmoz ile engellenir. Ancak yiiksek derisimlerde kullanilan
kriyoprotektanlar osmozun fazla olmasina dolayisiyla hiicre i¢i tuz ve bilesiklerin
derisimindeki artisina ve sitotoksisiteye neden olurlar. Bu nedenle hiicreler optimum
su kayb1 i¢in dngoriilen siire boyunca kriyoprotektanlara maruz birakilmalidir. Ancak
sitotoksisiteye maruz kalmamasi i¢in yiiksek derisimden etkilenmeyecek sekilde hizli
sogutulmalidir. Sogutma hizi, hiicrelerin biiyiikliigline, hiicre zarina ve diflizyon
gecirgenligine bagl olarak farklilik gostermektedir.

Vitrifikasyon yontemiyle karsilastirildiginda, yavas dondurma ydnteminde
daha diisiik derisimlerde (1.5 mol/L) ve daha yiliksek hacimde (0,3-1.0 ml)
kriyoprotektan kullanilir (8). Bu yontemde, hiicre ve dokular ozmotik denge i¢in dnce
hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektan maddenin artan derisimlerinde bekletilirler. Bu
stire, kullanilan kriyoprotektiv maddenin 6zelligine bagl olarak degisir. Hiicre ve
dokular programlanabilir kontrollii yavas dondurma makinesine yerlestirilip genelde -

30°C ile -80°C’ler arasindaki bir 1s1ya ulagincaya kadar kademeli olarak sogutulur. Bu
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kademeli soguma hiicre ve doku ozelliklerine gore degisir. Ornegin insan oosit ve
embriyolarinda 0.3-1°C/dk, sperm hiicrelerinde 10°C/dk, kirmiz1 kan hiicrelerinde ise
>1000°C/dk seklinde degisiklik gostermektedir. Hiicreler istenilen 1s1 derecesine

ulastiktan sonra, sivi azot (-196°C) i¢ine alinarak dondurulur (19).

2.1.5.2. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon hem intraselliiller hem de ekstraselliiler buz kristalleri sekillenmeden
hiicre ve dokularin diisiik sicakliklarda dondurulmas1 yontemidir. ilk kez 1985 yilinda
fare embriyolarinda basartyla uygulanan (32) bu yontem, bu tarihten itibaren yavas
dondurma yontemine ciddi bir alternatif yaratmistir. Hiicre ve dokularin
kriyoprotektanlarda dengelenmesinin ardindan hemen sivi azota daldirildigi basit,
hizli, diisiik maliyetli ve ekipman gerektirmeyen bir yontemdir.

Bu yontem, dondurma sirasinda kati buz kristalleri yerine camsi (vitrdz) bir
madde olusumuna neden olur. Basaril1 vitrifikasyon i¢in yiiksek derisimde (3-5 mol/L)
kriyoprotektanlara ve dokunun direkt olarak sivi nitrojene daldirilmasiyla olusacak
yiiksek sogutma derecesine ihtiya¢ vardir (8, 23). Kriyoprotektan maddelerin yiiksek
derisimlerde kullanimi sonucu ozmotik ve kimyasal toksisite gelisebilir. Yiiksek
derisimdeki kriyoprotektanlarin toksik etkileri; dengeleme zamani azaltilarak, iki veya
daha fazla kriyoprotektan kullanilarak hazirlanmis vitrifikasyon ¢ozeltileri ile asamali
dengeleme yaparak (33, 34) ve vitrifikasyon ¢ozeltilerinde hiicre zarindan gegemeyen
kriyoprotektanlar kullanilarak en aza indirilebilir. Hiicre i¢ine giremeyen
kriyoprotektanlar, vitrifikasyon ¢ozeltisinin akigkanligini etkiler ve toksisiteyi azaltan
vitrdz olusumunu tesvik eder (33). Ficoll, antifriz proteinler, polietilen glikol (PEG)
ve polivinilprolidon (PVP) gibi hiicre icine girmeyen yiiksek molekiil agirlikli
polimerlerin vitrifikasyon ¢ozeltisine eklenmesi toksisiteyi azaltmasinin yani sira
¢ozeltinin vitrifikasyon basarisini arttirdigi bildirilmistir (19, 35).

Bugiin bir¢cok klinikte oosit ve blastosist vitrifikasyonu basarili sekilde
uygulanmaktadir. Vitrifikasyon yontemiyle dondurulmus insan blastosistlerden ilk
canli dogum 2001 yilinda rapor edilmistir (36). Ancak ovaryum dokusunun kompleks

ve yogun olmasi nedeniyle vitrifikasyon yontemiyle dondurulmasi daha zordur.
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2.1.6. Coziilme ve Kriyoprotektanlarin Uzaklastirllmasi

Hem yavag dondurma hem de vitrifikasyon yontemiyle dondurulan dokularin
¢cOziilmesi ve kriyoprotektanlardan uzaklastirilmasi agsamasi, kullanilan yontemin
basarisi tizerinde oldukga etkilidir. Hiicre ve dokular yavas dondurma protokoliiniin
uygulanmasi sirasinda mutlaka az da olsa su igerirler ve ¢6ziilme sirasinda bu durum
g6z Oniinde tutulmalidir (22). Donma esnasinda olusan kiigiik kristaller ¢oziilme
siiresince birlesme egilimindedirler ve bu birlesme hiicrelere zarar verir. Yapilan
caligmalarda, uygun sogutma derecelerinde sogutulan doku ve hiicrelerin hizlh
¢oziilme ile en yliksek oranda canli kaldiklar bildirilmistir (23, 37).

Cozme islemi, sivi azottan ¢ikartilan doku ve hiicrelerin 6nceden 37 °C’de
1s1tilmis su banyosu iginde ortalama 1 dk yani eriyinceye kadar bekletilmesi ile baslar.
Sonrasinda donma sirasinda hiicre igine giren kriyoprotektanlarin olusturacaklar
toksik etki ve ozmotik soku gidermek i¢in bu maddelerin hizla hiicre ve dokulardan
uzaklagtirllmasi gerekmektedir. Cézme islemi i¢in hazirlanan c¢ozeltilere siikroz,
glukoz, fruktoz, sorbitol, sakkaroz, trehaloz, rafinoz gibi hiicre i¢ine giremeyen
sekerler eklenmektedir (23). Bu disakkaritler yogunluk farki olusturarak
kriyoprotektanlarin hiicre digina cikigint saglar. Genellikle ¢6zme islemi doku ve
hiicrelerin 1M, 0,5M, 0,25M, 0,125M ve OM'lik disakkarittli ¢ozeltilerde S'er dk.
bekletilmeleriyle gerceklestirilir.

2.2. Ovaryum

Insan ovaryumu, 3-5 cm uzunlugunda, 1,5-3 cm genisliginde ve 05,-1,5 cm
kalinliginda badem sekilli bir organdir. Tek katli yass1 epitelden kisa kiibik epitele
kadar degiskenlik gdsteren epitel tabakasi altinda tunika albuginea olarak bilinen ince
yogun bir bag dokusu ile ¢evrilidir. Bu tabakanin hemen altinda uzanan stroma ig
sekilli hiicreler ve kan damarlariyla desteklenen ekstraseliiler matriksten olusmaktadir.
Ovaryumda korteks ve medulla olarak adlandirilan kesin simirlarla birbirinden
ayrilamayan tabakalanma izlenir. Korteks olduk¢a yogun bag dokusu igerir. Organin
stromasinda, primordiyal follikiiller (testisteki seminifer tiibiillerin homologu) ve
interstisyal bezler (testisteki Leydig hiicrelerinin homologu) bulunur. Kortikal
tabakanin altinda ise kan ve lenf damarlari, sinirleri ve interstisyal hiicreleri igeren

gevsek bag dokusundan zengin medulla bulunur (38, 39).
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Ovaryumlar diside, gametlerin iiretilmesi, depolanmasi ve follikiillerin
matlirasyonunun gergeklestigi yer olmasinin yani sira sekonder seks karakterlerinin
ortaya ¢ikmasindan sorumlu hormon tiretiminde de gorev alirlar. Ovaryum, follikiil
olarak adlandirilan somatik teka ve graniilosa hiicrelerince ¢evrelenmis cok sayida
oosit igerir. Fotal yasamda ovaryum gelistikten sonra disi germ hiicreleri oogonia
olarak adlandirilirlar ve mitozla cogalarak her ovaryumda yaklasik 500 bin
primordiyal follikiil i¢inde diktiat faza girerler. Primordiyal follikiiller ovaryumda
fibr6z doku yani stroma iginde gomiilii durumdadir. Bir kadinda iireme dénemi
boyunca sadece 400-500 follikiil ovule olurken geri kalan follikiiller gelisimin ¢esitli
donemlerinde dejenere olur (40, 41). Ovaryumda yaklasik %88 oraninda primordiyal
follikiiller, %8 oraninda primer follikiiller ve %4 oraninda ise sekonder follikiiller
bulunur (42). Ovaryum follikiillerinin gelisim sathalar1 oositi ¢evreleyen graniilosa
hiicrelerinin say1 ve sekliyle siniflandirilmaktadir. Primordiyal follikiiller, histolojik
olarak yaklagik 25-30 um capinda kii¢lik bir primer oositi ¢evreleyen tek katli yassi
veya kolumnar dizilmis graniilosa hiicreleri ve ince bir bazal laminadan olusur. Bazal
lamina gerek oositin gerekse oositi ¢evreleyen graniilosa hiicrelerinin diger hiicrelerle
dogrudan temasini engeller (40, 43).

Primer follikiil biiyiir, 30-60 pm capina ulasir ve etrafindaki tek katli yassi
follikiil epiteli tek katli kiibik graniilosa hiicreleriyle ¢evrilir. Graniilosa hiicrelerinin
mitotik aktivite kazanmasi ve sekillerinin yassidan kiibik epitele doniismesi o
follikiiliin se¢ildigini gosterir. Bunu gen aktivasyonu ve oositin gelisimi takip eder.
Yapilan ¢aligmalarda oosit mRNA’larinin translasyonuyla olusan bazi proteinlerin
(ZP1, ZP2, ZP3, BMP-15, GDF-9) insanda preantral follikiil gelisimini uyardigi
gosterilmistir (44, 45). Hayvanlarda ise kit ligand, kemik morfogenetik protein (BMP-
7), yiikksek FSH ve Miillerian inhibe edici madde (MIS) primordiyal follikiillerin
sec¢ilmesi siirecini negatif veya pozitif yonde kontrol ettigi bilinmektedir (43).

Sekonder follikiil, zona pellucida ile ¢evrelenmis bir oosit, yaklasik 9 kath
graniilosa hiicre tabakasi, bazal lamina, teka eksterna, teka interna ve teka igerisinde
konumlanan damarlarla karakterizedir ve follikiil ¢ap1 yaklasik 100-200 pm'ye
ulagsmistir (39, 43).

Gelisimin ilerleyen donemlerinde, interstisyal hiicrelerden kdken alan teka

interna ve diiz kas hiicrelerinin degismesiyle teka eksterna tabakasi sekillenir. Teka
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interna hiicreleri liiteinlestirici hormon (LH) icin reseptorler eksprese ederek
androstenedion liretimine katkida bulunurlar ve graniilosa hiicrelerine dstrojen liretimi
i¢cin uyarici olurlar (46). Teka eksterna tabakasi ise follikiilii distan saran bol miktarda
kollajen iceren ve temel olarak destekleyici fonksiyon iistlenen tabakadir (46).
Grantilosa hiicreleri biiylimeye devam eder, ¢ogalir ve cevrelerinde sivi
salgilamaya baslarlar. I¢i sivi ile dolu, antrum olarak adlandirilan bir bosluk
sekillendigi bu agsamada follikiiller tersiyer veya antral olarak adlandirilirlar ve caplari
yaklasik 500 um'ye ulasir. Bu asamada follikiilde iki tip graniilosa hiicresi vardir.
Follikiilii ¢cevreleyen ince bir tabaka mural graniilosa hiicreleri ve oositi ¢evreleyen
kumulus hiicreleri. Graaf follikiil gelisimi ve biiyiimesi boyutlarina gore dort evreye
ayrilir. Kiiciik Graaf follikiilii 1-6 mm ¢apina sahipken, orta Graaf follikiilii 7-11 mm,
biiylik Graaf follikiilii 12-17 mm ve preovulatuar Graaf follikiilii 18-23 mm c¢apa
sahiptir. Atreziye ugrayacak follikiiller kiiciik ve orta (1-10 mm) evredeki Graaf
follikiillerinden secilir (43). Gerek hiyaluronik asitce zengin follikiiler siv1 birikimi
nedeniyle ve gerekse hiicre ¢ogalmasi nedeniyle dominant follikiil asir1 derecede
biiylir (47). Preovulatuar oositte mayoz yeniden aktive olur. Follikiilin LH ile
uyarilmasinin ardindan birka¢ saat i¢inde niikleer membranla ¢evrili diktiat
kromozomlar mayoza kaldiklar1 yerden devam ederler. Bu asamaya germinal vezikiil
bozulumu adi verilir ve kromozomlar profazi tamamlayarak I. mayotik ig

iplikciklerinde diizenlenirler (39).
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Primer Primordiyal Primer Sekonder
Follikiil Follikiil Follikiil Follikiil

Sekil 2.1. Ovaryumda farkli gelisim evrelerindeki follikiillerin 151k mikroskobik

goriiniimii (48).

Ilkel disi germ hiicrelerinin gelisip olgunlasmasi yani oogenez, dogum 6ncesi

ve dogum sonrasi olarak ikiye ayrilabilir (39, 47).

2.2.1. Oositlerin Dogum Oncesi Olgunlasmasi (Prenatal Maturasyon)

Disi germ hiicreleri, primordiyal germ hiicrelerinden sekillenirler. Primordiyal germ
hiicreleri, embriyonik gelisimin 21. giinlinde vitellus kesesinin kaudal duvarindaki
endormal kokenli hiicrelerden gelisir. Primordiyal germ hiicreleri gebeligin besinci
haftasinin basinda sonbagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal ¢ikintilar igine
dogru gog ederler. Besinci haftanin sonunda gonodal ¢ikintilar bu hiicrelerce tamamen
istila edilirler (49). Mitozla sayilar1 artan ve somatik hiicre kordonlarinca gevrelenen
primordiyal germ hiicreleri oogoniumlara farklilagirlar. Primordiyal oositler gelisimin
11-12. haftalarinda birinci mayotik bdliinmenin profazinda arest olurlar ve primer
oositlere degisirler. Bu asamada ortada primer oosit, ¢cevrede tek sira follikiil epitel
hiicreleri ile ¢evrelenmis primordiyal follikiiller sekillenir (50, 51).

Disi fetiislerde gebeligin 16-20. haftalarinda yaklasik 7 milyonu bulan germ hiicreleri
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bu aydan sonra gerilemeye baslar. Gebeligin yaklasik 32. haftasinda oogoniumlarin

neredeyse tamami apopitoz ile dejenere olur (42).

2.2.2. Oositlerin Dogum Sonrasi Olgunlasmasi (Postnatal Maturasyon)

Doguma yakin tim primer oositler I. mayoz boliinmenin profaz evresini bitirip,
mayozun dinlenme ‘diktiat’ evresine girerler. Primer oositler, piibertede, ovulasyondan
kisa bir siire 6nce I. mayoz boliinmeyi tamamlarlar.

Dogumda follikiil sayis1 700.000 ila 2.000.000 arasinda degisir. Piiberteye
erisildiginde bir geng kizda her iki ovaryumda follikiil sayis1 toplam 300-400 binlere
kadar diser (47, 52). Erkeklerde sperm iiretimi devam eden bir siirecken, post natal
donemde oositler yenilenebilir degildir (53). Dogum sonrasi memelilerin
ovaryumunda oosit ve follikiil olusumunu destekleyen proliferatif germ hiicrelerinin
varlig1 iddia edilmis olsa da sonuclar ikna edici bulunmamis ve ovaryum stromasinda
kok hiicrelerden oosit kiiltiirli gergeklestirilememistir (53).

Piibertenin baglamasiyla beraber hipotalamus, hipofiz bezi ve overler
tarafindan salgilanan hormonlarin etkilesimiyle ovaryum dongiisii baslar. Adet
dongiisii olarak da adlandirilan bu dongii follikiiler (proliferatif) faz ve luteal
(sekretuar) faz olarak ikiye ayrilir. Insanda ortalama menstrual dongii siiresi 28 giindiir
ve genellikle 25 ila 30 giin arasinda farklilik gosterebilir. Follikiiler faz siiresince
goriilen degisiklikler tiim dongili siiresince degisiklikler yaratir ve follikiiler faz
genellikle 10-16 giin igerisinde sonuglanir. Luteal faz ise sabittir ve 14 giin siirer (43,

47).

2.2.3. Follikiilogenez

Follikiilogenez, primordiyal germ hiicrelerinden sekillenen follikiillerin gelisim
stirecidir. Puberte ile birlikte dinlenme doneminde olan primordiyal follikiiller aktive
olarak primer, sekonder ve antral follikiiler safhalar1 ve nihayet oosit matiirasyonu ve
ovulasyonla sonug¢lanan dongiilerini tamamlarlar. Gelisen follikiiller ovaryum korteksi
icinde lokalize olmustur ve her asama kritik birgok molekiiler etkilesimi igerir.
Ovaryum korteksinde gerceklesen follikiilogenez 4 temel olay igerir. Bu olaylar;
gelisecek follikiillerin secilimi, preantral follikiil biiyiimesi, dominant follikiiliin

belirlenmesi ve preovulatuar follikiiliin matiirasyonudur (54).
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Puberte ile birlikte, menstrilasyonun 1. ve 4. giinleri arasinda bazi primordiyal
follikiiller gonadotropinlerin etkisi altinda gelisim i¢in uyarilirlar. Déngiiniin 5. ve 7.
giinleri arasinda, gelisim i¢in seg¢ilen follikiillerden birinin ovule olabilmesi igin
secilmesi gergeklesir. Diger follikiiller atreziye ugrarlar. Lutein hormon (LH)'nun pik
yapmasina yanit olarak, bir dominant follikiilden déllenmeye hazir bir olgun oosit

ovule olur (40, 43).

2.3. Dogurganhgin/Fertilitenin Korunmasi

Son yillarda klinikte her gecen giin gelisen tekniklere bagli olarak bir¢ok kanser
tipinde hastalarin hayatta kalma yiizdesi artmigtir. Kanser hastalarina uygulanan bu
hayat kurtaran tedaviler bircok kadinda erken menapoz veya infertiliteye yol acar.
Amerikada 2010 yilinda tahmini 1,5 milyon kadin ve erkege kanser tanis1 konulmus
ve bunlarin yaklasik %10'unun 45 yasindan daha geng¢ oldugu rapor edilmistir. Bu
hastalar i¢in kanser tedavisi hayat kurtarici olabilmekte ancak tedavi, lireme
kapasitelerini de kalic1 olarak etkileyebilmektedir (55). Tedavinin bu yan etkileri
ozellikle ileriki yillarda ¢ocuk sahibi olmak isteyen gen¢ hastalar1 etkilemekte ve
eriskin donemlerinde psikolojik ve toplumsal sorunlara neden olmaktadir.

Kanserin yani sira, Turner, Fragile X sendromu gibi genetik hastaliklar (56),
tekrarli seyreden ovaryum Kkistleri, ovaryum kivrilmalari/torsiyonu (57) ve endokrin
bozukluklar, FSH reseptor mutasyonu (58) fertilite problemlerine sebep
olabilmektedir. Bu nedenle klinikte bu tip hastalarin dogurganliklarinin korunmasi i¢in

cesitli yaklagimlar denenmektedir.

2.3.1. Kanser Tedavisi ve Ovaryum Toksisitesi

Malign hastaligi olan kadinlar ve gen¢ kizlar icin kemoterapi ve radyoterapi
kombinasyonlar1 iceren tedavi yoOntemleri uygulanmaktadir. Kemoterapi ve
radyoterapi tedavilerinin ardindan kardiyak ve pulmoner bozukluklarin olugma
olasiliginin yanisira, yasam kalitesini etkileyen bir diger 6nemli etki ovaryumlardaki
follikiiler birikimin yok olmasidir. Gonadotoksik olan bu ilaglar temel olarak hiicrenin
boliinmesini engelleyip DNA'y1 inhibe ederek hiicrelere ciddi hasarlar vermektedir. Bu
durum ovaryumun steroid salgisinin yok olmasima, follikiil ve oositlerin geri

donilistimsliz bir bi¢imde hasara ugramasina, menars yokluguna, erken over
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yetmezligine (premature ovarian failure) ve kisirliga sebep olur (59).

Geng kizlar ovaryumlarinda ¢ok daha fazla sayida follikiile sahip olmalar1
nedeniyle yasli kadinlara nazaran kemoterapiden daha az etkilenirler. Gonadotoksik
olan bu ilaglarin kullanimi sonrasinda kalic1 kisirlik veya dogurganligin tehlikeye
girmesi, kanser tipine, tedavinin siliresine, hastanin yasina, malignansi tipine ve ilag
dozuna bagl olarak degisir (60). Kemoterapide kullanilan ilaglarin follikiillerin
graniilosa hiicrelerini etkiledigi, primordiyal follikiillerin bazal membranlarinda
kalinlasmaya neden oldugu, apopitozu indiikleyerek primordiyal follikiil sayisini
azalttig1 (61), ovaryum kan damarlarinda hasara sebep oldugu ve ovaryum korteksinde
fibrozise yol a¢tig1 rapor edilmistir (60). Ovaryum i¢inde follikiiller ayn1 zamanda
farkli gelisim safhalar1 i¢inde olduklarindan bazi follikiillerin kemoterapinin toksik
etkisinden daha fazla zarar gérmeleri olasilik dahilindedir. Ancak kemoterapi ile tedavi
sonrasinda primordiyal follikiillerin sayisinda azalma oldugu insanda (61, 62),
farelerde (63) ve ratlarda (64) gesitli aragtirma gruplarinca rapor edilmistir.

Radyoterapi yontemi hiicre donglisiinii kesintiye ugratarak ciddi hiicre
hasarlarina neden olur. Hastanin yasi, radyasyona maruz kalan alanin boyutu ve
radyasyon dozuna bagli olarak hasarin boyutu degisir. Birgok malignansi tipinde
yiikksek doz radyasyon kullanilmaktadir (62). Ancak oositlerin radyasyona oldukca
duyarli olduklar1 ve ¢ok minimal dozlarda bile kullanildiginda (2-4 Gy) follikiil
rezervinin biiylik bir kisminin yok oldugu bilinmektedir (65). Bu nedenle radyasyon
uygulanacak bolge pelvik bolgeyi de iginde bulunduruyorsa ovaryumun hasar

gdrmemesi zor bir ihtimal olarak degerlendirilmektedir.

2.4. Fertilitenin Korunmasinda Kullanilan Metodlar

Kriyoprezervazyon teknikleri yardimer iireme yontemlerinde siklikla kullanilmaktadir.
Sperm hiicrelerinin diisiik sicakliklarda sogutulduktan sonra canli kalabileceginin
rapor edilmesinin ardindan, 1949 yilinda ilk kez spermatozoanin basarili sekilde
donduruldugu bildirilmistir. Dondurulup ¢6ziilmiis sperm hiicrelerinin inseminasyonu
sonrasinda canli dogumun rapor edilmesinin ardindan klinikteki uygulamalar1 hizla
gelismis ve 1970'li yillardan beri rutinde basariyla uygulanan bir yontem olarak
giiniimiize kadar gelmistir (66, 67). Erkek hastalarda kemoterapi ile tedavi sonrasinda

yapilan semen analiz bulgularina gdre bu hastalarin %12-46 oraninda azospermi
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gelisecegi ileri siiriilmektedir (68). Kanser hastasi erkeklerde fertilitenin korunmasi
spermatozoa ve testis dokusunun kriyoprezervasyonuyla gerceklestiririlir. Ozellikle
testis dokusunun kriyoprezervasyonu pre-pubertal erkek hastalar i¢in uygulanabilen
tek yontemdir (66).

Disi dogurganlifinin korunmasinda, basar1 orani yiiksek ve bir¢ok klinikte
rutinde kullanilan yontem embriyo kriyoprezervasyonudur. Bu yontemin disinda, oosit
kriyoprezervasyonu, ovaryum doku bankasi -ki bu dokudan elde edilen follikiillerin in
vitro kiiltiiri veya ovaryum dokusunun ototransplantasyonu- gibi yontemler hala
deneysel olsa da umut verici yontemlerdir (69). Bu yontemler disinda kanser hastasi
kadinlarda tedavi esnasinda, ovaryumlarin laparotomik, laparoskopik veya robotik
cerrahi yoluyla radyasyon alanindan uzaklastirilmasi esasina dayanan ovaryum
transpozisyonu yontemi mevcuttur. Genelde en basit ve efektif metod ovaryumlarin
laparoskopik olarak lateral transpozisyonudur (59). Cerrahi olmayan bir diger yontem
ise, hipofiz tizerine etki eden ve gonadotropin sekresyonunu, dolayisiyla ovaryumlari
baskilayan GnRH analoglarinin kullanilmasi esasina dayanan yontemdir. Baskilanmig
ovaryumlar varsayimsal olarak sitotoksik uygulamalara daha az hassastir. Ancak

sonuclar ve tekrarlanabilirligi hala geligkilidir (59).

2.4.1. Embriyo Kriyoprezervasyonu

Embriyo kriyoprezervasyonu, dondurulmus embriyo transferi sonrasinda ilk canli
dogum gerceklestigi (70) 1984 yilindan giiniimiize klinik uygulamada ger¢eklesen
gelismeler esliginde rutinde sik¢a bagvurulan bir yontem olmustur. Dondurulmus
embriyolarin ¢dziinme sonrasi hayatta kalma oranlarmmin %35-90, dondurulmus-
¢Oziilmiis embriyo basina canlt dogum oraninin ise %27,7 oldugu bildirilmistir (59).
Dondurulmus embriyo transferi sonrasi dogan cocuklar ile normal yollarla gerceklesen
gebelik sonrast dogan cocuklar arasinda dogum defekti riski acisindan bir farklilik
olmadigi bildirilmistir (71).

Embriyo kriyoprezervasyonu yontemi kadin kanser hastalar1 i¢in tedavi dncesi
uygulanabilecek en uygun yontemdir. Embriyo dondurma yontemi, olgun oosit elde
edebilmek i¢in ovaryumun uyarilmasin1 gerektirmektedir. Toplanan oositler, hastanin
esinden veya donorden elde edilecek spermle in vitro fertilize edilmesi sonrasinda

embriyolarin ¢esitli sathalarda dondurulmasi esasina dayanmaktadir. Ancak,
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ovaryumun uyarimi i¢in iki-li¢ hafta gibi bir siire gerekmektedir. Losemi, lenfoma ve
sarkoma gibi oldukca agresif seyreden malignansi tiplerinde kanser tedavisi hemen
baslamas1 gerektiginden embriyo kriyoprezervasyonu tercih edilen bir yontem
olmaktan ¢ikmaktadir (72). Ovaryumun uyarimi prosediirii ayn1 zamanda serumdaki
Ostrojen konsantrasyonunda artisa sebep olarak ovaryum hipersitimiilasyon
sendromuna neden olabilir. Bu nedenle ovaryum stimiilasyon prosediirii, gogiis ve
endometrial kanser tipleri gibi hormon duyarl tiimorlere sahip kadin kanser hastalari
icin uygun bir yontem degildir. Ayrica, bir¢ok kanser hastasinin over stimiilasyon
oranlar1 oldukca diisiiktiir ve dongii sirasinda toplanan oositler diisiik kalitededir.
Stimiilasyon sonrasi toplanan oosit miktar1 yasa baglh olarak da degiskenlik gosterir
(73).

Sonug¢ olarak, embriyo kriyoprezervasyonu, IVF prosediirii i¢in sperm
gerektirdiginden pre-pubertel veya ergenlik donemindeki kiz ¢ocuklart ile etik, kanuni
veya dini sebepler nedeniyle sperm donasyonunu reddeden bekar kadinlar i¢in uygun

bir yontem degildir (59).

2.4.2. Oositlerin Kriyoprezervasyonu

Oosit kriyoprezervasyonu, etik, kanuni veya dini sebepler nedeniyle sperm
donasyonunu kullanmak istemeyen kadin hastalar i¢in alternatif bir yontemdir. Bu
yontem, GnRH antagonisti uygulanarak ovaryumun hiperstimiilasyon dongiisii sonrasi
veya dogal dongii sonrasi elde edilen olgun oositlerin dondurulmasi esasina dayanir
(74). Dondurulmus oosit bagina diisen canli dogum oraninin %2 civarinda oldugu ve
dondurulmus embriyolarla karsilagtirildiginda bu oranin diisiik oldugu hatta herhangi
bir igleme tabi tutulmamis yeni toplanan oositlerle karsilastirildiginda ise dogum
oraninin ¢ok daha diisiik oldugu rapor edilmistir (59). Olgun oositlerin
kriyoprezervasyonu embriyo kriyoprezervasyonundan c¢ok daha zordur. Olgun
oositlerin biiyiikliikleri, fazla su ve lipid igerigi ve sahip olduklari hassas ig iplikcikleri
nedeni ile kriyoprezervasyon sirasinda meydana gelebilecek hasarlara daha
duyarhdirlar (75). Buna ragmen, kriyobiyolojideki ilerlemelere bagli olarak basari
orani giderek artmaktadir. Oosit dondurma igleminde hem yavas dondurma hem de
giintimiizde giderek artan oranda vitrifikasyon yontemleri uygulanmaktadir. Ancak bu

iki yontem karsilastirildiginda vitrifikasyon yonteminde oositlerin hayatta kalma
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oraninin daha yliksek oldugu rapor edilmistir (59).

Oosit kriyoprezervasyonu, yalniz kadinlar, oositlerin toplandigi anda sperme
sahip olmayan ciftler ve adet géren geng¢ kizlar i¢in uygulanabilir bir yontemdir.
Olgunlagsmamis oositlerin in vitro matiirasyonu sonrast dondurulmasi da bu tip hastalar
icin koruyucu bir yontem olarak kullanilabilir. Ovaryum stimiilasyonu sonrasi,
stimiile edilmemis ovaryumlardan ve ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu
metodu i¢in alinan biyopsi orneklerinden olgunlasmamis oositler elde edilebilir.
Boylece kanser tedavisinin gecikmesinin ve yiiksek hormonal seviyeye maruz
kalmanin Oniine gegilebilir. Olgunlasmamis oositlerin dondurulmasi, diigiik hiicre
hacimleri ve metefaz ig iplikciklerinin heniiz olusmamasi nedeniyle dondurma
sirasinda olusabilecek hasarlar i¢in daha korunakli goriinse de ¢dziinme sonrasi

matilirasyonu ve hayatta kalma orani ¢ok diisiik oldugundan tercih edilmemektedir (2).

2.4.3. Ovaryum Dokusunun Kriyoprezervasyonu
Ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu ve ototransplantasyonu kanser hastasi
kadinlarin iireme potansiyellerinin korunmasinda yararlanilabilecek bir diger
yontemdir. Sperm gerekliliginin olmamast ve ovaryum stimiilasyonuna ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle, pre-pubertel kiz ¢ocuklarin, agresif seyreden malignansi
nedeniyle acil kemoterapiye ihtiyact olan ve hormon duyarli tiimérleri olan kadin
kanser hastalar1 icin olast tek secenektir. Bugiline kadar dondurulmus c¢oziilmiis
ovaryum dokusunun transplantasyonu neticesinde 26 canli dogum ger¢eklesmistir ve
her gecen giin farkli kliniklerden yeni canli dogumlar rapor edilmektedir (12, 76).

Ovaryum dokusu kanser tedavisinin baslangicindan hemen 6nce veya hemen
sonra laparoskopi veya laparotomi yoluyla alinir. Ovaryum dokusu genelde %50
oraninda alinir. Ancak yiiksek doz kemoterapi almasi planlanan hastalarda veya
radyasyonun olas1 etkilerinin ovaryuma fazla zarar verecegi diisiiniilen vakalarda
ovaryumun tamami/tek tarafli overektomi ile alinabilir. Bu degisken oran, kanser
tedavisi sonrasinda tahmin edilen ovaryum follikiillerinin hasarmma bagh olarak
degismektedir (59).

Insan ovaryum korteksi follikiillerin ¢ok biiyiik kismini igerir. Primordiyal
follikiiller ovaryumdaki follikiillerin yaklasik %70-90 gibi ¢ok biiylik bir kisminm

olusturur. Dolayisiyla ovaryum kortikal parcalarinin dondurulmasi yoluyla yiizlerce
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primordiyal follikiil korunmus olur. Primordiyal follikiiller, kii¢iik boyutlar1, kortikal
graniilleri ve zona pellusidanin olmamas1 ve diisiik metabolik aktiviteleri nedeniyle

dondurma-¢6zme sirasinda olusabilecek hasarlardan ¢ok daha iyi korunurlar (9, 22).

2.4.4. Ovaryum Dokusunun Transplantasyonu

Dondurulmus ovaryum dokusu, ¢oziilme ardindan ya in vitro kiiltiri ya da
transplantasyonu yapilarak kullanilabilir. Ovaryum dokusu vaskiiler ve vaskiiler
olmayan yollardan transplante edilmektedir. Farelerde vaskiiler transplantasyon,
ovaryum damarlarinin kii¢iik olmasi nedeniyle oldukca zordur. Vaskiiler olmayan
ovaryum dokusu transplantasyonu yaklasik 50 yil once ilk kez farelerde
gerceklestirilmistir (77).

Ksenotransplantasyon, ovaryum dokusunun bir tiirden bagka bir tiire
transplantasyonudur. Bu yontem, ovaryum dokusundaki dondurup ¢oziildiikten sonra
follikiillerin gelisim potansiyelleri ve hayatta kalma oranlarini belirlemek ig¢in
milkemmel bir yontemdir. Ancak, ksenotransplantasyon klinik c¢alismalarda hayvan
patojenlerin olast bulasma riski nedeniyle tercih edilen bir yontem degildir (78).
Ototransplantasyon ise ovaryum dokusunun ayni canliya transplantasyonudur.
Over dokusunun transplantasyonu ya ortotopik ya da heterotopik olarak yapilir.
Heterotopik transplantasyon, dokunun aynmi viicutda bir yerden baska bir yere
transplante edilmesidir. Fare deneylerinde heterotopik transplantasyon alanlar1 bobrek
kapsiilii alti ve kas i¢ine yapilmaktadir (29, 79). Ortotopik transplantasyon ise
dokunun orjinal bolgesine transplante edilmesidir. Ortotopik transplantasyon,
follikiillerin ve oositlerin gelisimi i¢in daha uygun bir fizyolojik ortam saglar. Ayni
zamanda dogal gebelik olasiliginin bulunmasi nedeniyle de daha basarili sonuglar
vermekte ve klinikte daha ¢ok tercih edilmektedir (80). Ortotopik veya heterotopik
transplantasyon sonrasinda ovaryumun endokrin fonksiyonlarini yeniden kazandigi
bircok caligmada gosterilmis olmasina ragmen, follikiiler gelisim ve oositin
fertilizasyonu sanildig1 kadar kolay olmamaktadir.

Fareler iizerinde yapilan calismalarda, yavas dondurma ve vitrifikasyon
yontemi ile dondurulan ve islem goérmemis ovaryum dokularmin gerek ortotopik
gerekse  heterotopik  transplantasyonlar1  sonrasinda  fonksiyonel  agidan

karsilastirilmalart yapilmistir. Bu tekniklerle dondurulan ovaryum dokusununun
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dondurma ve ¢ozdiirme siiresince %7, transplantasyon sonrasinda damar gelisimi
sliresince ise, oosit miktarinin %65 oraninda azaldigi deney modellerde bildirilmistir
(81). Ortotopik transplantasyonu yapilan dondurulmus ve islem uygulanmamis fare
ovaryumlarmin fonksiyonel agidan karsilastirildig: bir ¢alismada, 0strus dongiilerinin
islem yapilmamis grupta %80 oraninda yeniden kazanildigi, dondurulmus grupta ise
bu oranin %75 oldugu goriilmiistiir (81). Liu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada,
yeni dogmus farelerden alinan ovaryum dokular1 yavas dondurma yontemiyle
dondurulmus ve bilateral overektomize edilmis alic1 farelerin bobrek kapsiilii altina
transplante edilmistir. Dondurulup ¢6ziilme ardindan transplante edilen ovaryum doku
pargalartyla islem gormeden transplante edilen doku parcalari yasayan follikiiller
acisindan karsilastirilmis ve sonugta follikiiler kaybin dondurulmus doku pargalarinda
yaklasik %9 daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak follikiiler
kaybin dondurma protokoliinden ziyade iskemiye bagli olarak gelistigi diistintilmiistiir
(82).

Bagka bir calismada ise vitrifikasyon yontemiyle dondurulan fare ovaryum
doku parcalarmin ortotopik transplantasyonuyla follikiillerin hayatta kaldigi rapor
edilmis ve hem dondurulumus hem de islem gérmemis ovaryum dokularindan canli
dogum elde edilmistir (83).

Insanda kriyoprezerve edilmis ovaryum dokusunun ototransplantasyonuyla
fertilitenin ve ovaryum fonksiyonunun yeniden kazanildig1 gosterilmistir.

2004 yilinda primatlarda yapilan bir ¢alismada, ortotopik transplantasyonu
yapilan islem gérmemis ovaryum dokusundan canli dogum gergeklesmistir. Ayni yilda
Donnez ve ekibi, dondurulmus insan ovaryum dokusunun ortotopik transplantasyonu
yoluyla ilk canli dogumu rapor etmislerdir (11). insanlarda ovaryum dokusunun
dondurulmasi ve sonrasinda transplantasyonu kanser tedavisi gorecek kadinlarda, evli
olmayan gen¢ kadinlarda ve prepubertal kiz cocuklarinda uygulanabilecek, halen
deneysel bir yontemdir. Basarili raporlara ragmen, dondurulmus ovaryum dokusunun
ototransplantasyonu yoluyla metastatik hiicrelerin hastaya yeniden bulagmasi riski
vardir (59). Bu nedenle, dokunun transplantasyonu dncesinde kanser hiicrelerini icerip
icermediginin, dolayisiyla ovaryum metastaz riskinin minimuma indirilmesi hasta
giivenligi acisindan zorunluluktur.

Bugiinkii teknoloji ve bilgiler dogrultusunda, ovaryum dokusunun
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kriyoprezervasyonu ve sonrasinda saklanmas: fertilitenin korunmasinda oldukga etkili
bir yontem olmasina ragmen dondurulmus ovaryum dokusunun ototransplantasyonu
konusunda hassas davranilmalidir. Ciinkii, transplante edilecek parcalarda hastalik
kalintilarin1 ~ gilivenilir bigimde ve eksiksiz tespit edecek yontemler heniiz

gelistirlememistir.

2.5. Follikiil Gelisimi ve Anjiyogenez Siirecinde Rol Alan Calisilan Molekiiller
2.5.1. Ephrin B1
Ephrinler, reseptor tirozin kinazlarin en biiyiik ailesini olusturan Eph reseptorlerinin
ligandlaridirlar. Ephrinler ve reseptorleri, reseptor ligand c¢iftleri halinde membran
bagl proteinlerdir. Memelilerde 8 ephrin ve bunlarin reseptorleri saptanmigtir (84).
Ephrinler hiicre membranina baglanma 6zelliklerine gore iki alt gruba ayrilirlar. Bes
ephrin tipi, membrana glikosil - fosfatidil inositol zinciri ile baglidir ve topluca Ephrin
A grubu (eph A1-A5) olarak adlandirilirlar. Diger 1ii¢ ephrin grubuysa
transmembrandir, hiicre i¢i domainleri mevcuttur ve Ephrin B grubu (ephrin B1-B3)
olarak adlandirilirlar (Sekil 2.2). Ephrin reseptorleri ise ephrinlerin A ve B alt
gruplarina baglanma 6zelliklerine gore iki alt gruba ayrilirlar (Eph A1-A8 ve Eph B1-
B6) (84). Ephrinler ve reseptorlerinin sinyal mekanizmalari karisiktir. Genelde birkag
ornek disinda bir ligand birden fazla reseptore baglanir ve bir reseptor de ayni alt
gruplardaki birden fazla liganda baglanir. Bu nedenle reseptor ligand iliskisinin
spesifikligi bu molekiillerin hiicre i¢indeki lokalizasyonuyla dogrudan iligkilidir (85).

Ephrin-ephrin reseptorleri arasindaki iligki, integrin fonksiyonlar1 veya hiicre
iskeletinin modifikasyonu yoluyla hiicreler arasinda itici bir gili¢ yaratmasiyla
diizenlenir. Boylece iki hiicre toplulugu arasindaki sinirin sekillenmesinde veya
hiicrelerin belirli hedeflere tasiniminda diizenleyici gorevleri vardir (86). Embriyonik
gelisim siirecinde, aksonal yonlendirmenin kontrolii, doku morfogenezinde boyutsal
sinirlarin diizenlenmesi, noral krista hiicre gocli ve segmentasyon (84) gibi olaylarda
gorev almasmin yanisira hem embriyonik donemde hem de olgun donemde
neovaskiilarizasyonda gorev aldigi bilinmektedir (87, 88).

B tipi ephrin-ephrin reseptdr sistemi integrin aracili hiicre gogii ve arteriyo
vendz anastomozun indiiklenmesinde de gorev {lstlenir. Ephrin Bl ligandlarinin

embriyonik gelisim siirecinde arteriyal ve vendz damarlarin endotelyal hiicrelerinde
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eksprese edildikleri ve anjiyogenetik aktivasyonlari in vitro calismalarda gosterilmistir
(87, 88). Ayrica insanlarda yapilan bir ¢aligmada ephrin B1 ligandinin, graniilosa
hiicrelerindeki ekspresyonlarmin LH''n pik yaptigi donemde veya ovulasyon
sonrasinda hizla arttigr gézlenmistir. Damar gelisimi siiresince vaskiiler endotelyal
hiicreler arasindaki iletisimin B tipi Ephrin-ephrin reseptor iligkisi yoluyla kuruldugu
dikkate alindiginda, Ephrin-ephrin reseptdr sisteminin yeni damar aginin kurulumunda
ve korpus luteum olusumu gibi dokunun yeniden modellenmesinde 6nemli bir
diizenleyici olabilecegi diistiniilmektedir (86).

Ephrin-A Ephrin-B
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Intracellular

...............................................................................................
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Sekil 2.2. Ephrin reseptor ve domain yapilari (89).

2.5.2. GDF-9

Transforming growth faktor beta (TGFB) gerek embriyonik gerekse dogum sonrasi
gelisim siirecinde programli hiicre 6liimiinde (apopitozda), hiicre ¢ogalmasinda, hiicre
farklilasmas1 ve 6zellesmesinde, ekstraseliiler matriks olusumunda gorev alan genis
bir sitokin ailesinin baslica liyesidir (90). Memelilerde 40 tan fazla TGFp tespit
edilmistir. TGFp ligandlar1 ya homodimerik ya da heterodimerik molekiillerdir ve
serin treonin kinaz reseptdrlerine baglanmasiyla sinyal baslatirlar. TGFB'nin tip I ve
tip II olmak iizere fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine gore ayrilmis iki reseptorii
vardir (91). TGFB'nin tip II reseptoriine baglanmasi, bu reseptoriin kinaz aktivitesinin

ortaya ¢ikmasina ve tip I'in fosforilasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.3 A). TGF tist
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ailesinin bir {iyesi olan Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9), memeli
ovaryumunda follikiilogenez ve fertilite i¢cin gerekli parakrin faktorlerden biridir.
Ovaryumun somatik hiicrelerince sentezlenen GDF-9 direkt olarak oosit biiylimesi ve
fonksiyonunu etkiler (Sekil 2.3 B) (90).

GDF-9, ovaryumda primer follikiillerin gelisiminde ve farklilagsmasinda,
graniilosa ve teka hiicrelerinin biiylimesinde, oositin olgunlagmasi ve farklilagmasinda
onemli roller iistlenir (90, 92). GDF-9 varliginda primordiyal follikiillerin gelisiminin
belirgin sekilde arttig1 ve ikinci sathaya gectikleri, ekspresyonun az olmasi durumunda
follikiillerin ~ gelismedigi,  intraovaryan  hiperandrojenizmin  sekillendigi

diisiiniilmektedir (90).

Primordiyal folikiil mmmm Primer folikiil

B
Diger biiyiiyen folikiiller

Granulosa cells

Pre-granulosa cells

Sekil 2.3. TGF-p sinyal iletimi (A, 93) ve GDF-9’nin oositler lizerine etkisi (B, 90).

2.5.3. PDGF-A

Biiytime faktorleri ailesinin bir iiyesi olan PDGF (platelet-derived growth factor)
disiilfid baglar1 ile baglanan dort farkli polipepdit zincirinden olusan, 30 kDa
agirhiginda dimerik glikoproteinlerdir. PDGF zincirleri homodimer ve heterodimer alt
tinitelerinden olusmustur ve bes izoformu: PDGF-AA, -BB, -AB, -CC, ve -DD vardir
(Sekil 2.4). PDGF ligandlari, tirozin kinaz aktivitesi gosteren iki farkli PDGF
reseptoriine, reseptor alfa (PDGFRA) ve reseptor beta (PDGFRB) baglanir ve aktif
hale gelirler (94).

Yapilan bir¢ok ¢alismada PDGF'lerin ¢esitli hiicrelerce tiretildigi gésterilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/PDGFRA
http://en.wikipedia.org/wiki/PDGFRB
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PDGF'ler, hiicre biiylimesi ve bdliinmesini diizenleyen sayisiz biiyiime faktorlerinden
biridir. Ozellikle, kan damarlarmin olusumu (anjiyogenez) ve hali hazirda damar
bulunan dokularda kan damarlarinin gelisiminden sorumludur. PDGF'ler, hiicre
cogalmasinda, gociinde, farklilasmasinda ve kemotaksisde, embriyogenez ve
organogenezde, yara iyilesmesi, anjiyogenez ve iskelet kas rejenerasyonlart gibi
bircok dnemli fonksiyonda gorev alirlar. Ayrica noral krista ve merkezi sinir sitemi
gelisiminde de rol oynamaktadirlar (94, 95). Potansiyel mitojenik ajanlar oldugu
diisiiniilen PDGF’ler farklilagmamis mezensim hiicrelerinin ve bazi progenitor
hiicrelerin cogalmasini saglayarak mitojenler gibi davranirlar. Sonraki donemlerde ise,
doku sekillenmesi ve hiicrelerin farklilagmasinda etkindirler (95). Ayrica yapilan
caligmalarda, PDGF'lerin kemirgenlerde preantral follikiillerle iligkili oldugu
gosterilmistir. PDGF izoformlar1 ve reseptorlerinin farelerde ve ratlarda primordiyal
follikiillerden itibaren eksprese edildigi bildirilmistir (95). /n vitro olarak uygulanan
PDGF-A izoformunun primordiyal ve sekonder follikiillerin gelisimini uyardigi
bildirilmistir (95).
Key 4 P0OF notum

» ) dommn
St Kanaose doman
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Sekil 2.4. PGDF reseptor ve ligandlari (96).
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2.5.4. Trombosit endotelyal hiicre adezyon molekiilii (Pecam-1, CD31)

Trombosit endotel adezyon molekiilii-1 (Pecam-1); CD31 olarak da bilinen, 130 kD
agirhiginda immiinglobulin (Ig) siiperailesinden bir molekiildiir. Alt1 adet Ig benzeri
domain igerir. Pecam-1 bircok hiicre ve dokuda eksprese edilir (97, 98). Ozellikle
endotel hiicreleri iizerinde bulunan hiicre-hiicre adezyon molekiiliidiir. Monosit,
trombosit, notrofil, ve endotel hiicresi lizerinden eksprese olurlar ve endotel hiicre
goclinde gorev yaparlar. Endotel hiicreleri iizerinde baglantiy1 saglayan en 6nemli
bilesendir (99). Pecam-1 mRNA'larinin akciger, beyin, bobrek ve karaciger gibi
dokularda da bulundugu gosterilmistir (100).

Pecam-1'ler en ¢ok endotel hiicrelerin lateral sinirlarinda yani hiicre-hiicre
temas bolgelerinde eksprese olurlar. Bodylece hiicre-hiicre temasi ve damar
gecirgenliginde bariyer olusturarak 16kositlerin goclinde hayati bir gorev iistlenirler.
Pecam-1'ler normalde endotel hiicrelerinde hiicre-hiicre temas bolgelerinde eksprese
olsalar da, hiicre gocii siiresince hiicrede diffiiz sekilde dagilir. Endotel hiicre gocii
vaskiilogenez, anjiyogenez ve yara iyilesmesi i¢in gereklidir (97, 99).

Pecam-1’in en karakteristik hiicresel rolii trombositler ve bazi immiin
bagisiklik hiicrelerinde inhibitdr sinyal olusturmasidir. Bir diger 6nemli gorevi ise,
hiicre adezyonu ve gociidiir. Adhesive 6zelligi bulunan Pecam-1’ler diger reseptorlerin
adhesive ozelliklerini de etkileyebilirler (100). Integrin aktivitesi ve hiicre
iskeletindeki etkileri ile ekstraseliiler matriks ilizerinde adezyon ve hiicre motilitesine
katilirlar. Integrinler ekstraselliiler matriks bilesenleri reseptorleridir ve Pecam-1 ile
iliskisi bilinmektedir (99).

Pecam-1'ler nétrofil ve makrofajlarin damar endotelinden gegisi i¢in
gereklidirler. Pecam-1’in gelisen fare embriyolarinda eksprese edildigi bilinmektedir.
Bu nedenle Pecam-1’in endotel hiicrelerinden eksprese edilen ilk adezyon molekiil
oldugu diisiiniilmektedir. Yani, Pecam-1 trombosit agregasyonu, apopitoz, anjiyogenez
gibi bircok biyolojik siirecle iligkilidir. Pecam-1 bir¢ok caligmada anjiogenezin
belirlenmesinde kullanilan endotel hiicrelerine 6zgii spesifik belirteclerden biri olarak

kullanilmisitir (101).
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2.5.5. Vaskiiler Endotelyal Kaderin (VE-Cadherin-CD5)
Kaderinler, kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyonundan sorumlu transmembran
glikoproteinlerdir. Bulunduklar1 dokulara gore isimlendirilirler. Endotel hiicrelerinde,
vaskiiler endotelyal kaderin (VE-kaderin) ve noronal kaderin (N-kaderin) yiiksek
seviyede ekprese edilirler. Ancak N-kaderin ndral hiicrelerde ve kas hiicrelerinde daha
fazla eksprese edilirler (102). E-kaderinler epitel hiicrelerinde eksprese olurlarken, P-
kaderinlerin, plasentada eksprese olduklar1 ancak belirli donemlerde diger dokularda
da bulunduklar1 bildirilmistir (102). Kaderinler yapisal olarak birbirleri ile benzerlik
gosterirler. Sitoplazmik kismi ii¢ sitoplazmik protein ile iligkilidir; bunlar a, B ve y
katenindir (Sekil 2.5). Boylece kaderinler hiicre iskelet agina sabitlenirler (102, 103).
VE-kaderin, CD144/cadherin-5 olarak da bilinir. VE-kaderinler, 125 kDa
agirliginda transmembran glikoproteindir. Hiicredeki ekstraseliiler kisimlari cis-
dimerleri yoluyla hiicreler arasi aderens tipi baglant1 olusumunu saglarlar (103, 104).
Sitoplazmik kisimlar1 ise o, B ve y kateninler yoluyla aktin hiicre iskeleti ile iligkidedir
(102, 103). VE-kaderinin kateninlerle olan iliskisi, adherens tipi baglantilarin
stabilizasyonunun yani sira endotel gecirgenliginin hiicresel kontrolii i¢in de
gereklidir. Yani VE-kaderinler, damar biitiinselliginin devam etmesinde endotelyal
bariyer gorevi de goriirler. VE-kaderinler, hiicre dongiisii ve hiicre dinamiklerinin
kontroliinde goérev alan hiicre i¢i sinyal yolagmin dogrudan ve dolayli olarak
katilimcilaridirlar. VE-kaderin islevi, bloklanmis deney modellerinde hiicre-hiicre
adezyonunda bozulmalar, damar ge¢irgenliginde artig, 16kosit trans-go¢ilinde artis,
damarlarda kirilganlik ve kanamalar oldugu ¢esitli calismalarda rapor edilmistir (104).
Bu veriler, VE-kaderinlerin ekspresyonlarinin endotel hiicre biyolojisinde dolayisiyla
anjiyogenez siirecinde vazgeg¢ilmez molekiiller olduguna isaret etmektedir. Farelerde
anti-VE-kaderin antikorunun damar gegirgenliginde artisa, damarlarda kirilganliga ve

kanamalara neden oldugu rapor edilmistir (103).
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Sekil 2.5. VE-kaderin aktivasyonu ve diger molekiillerle olan etkilesimi (105).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan cihazlar

Masaiistii mikro santrifiij (Msc Micro Centaur, UK)

Hassas tart1 (Denver Instrument Company, USA)

Manyetik karistirict (BIBBY Stuart, UK)

Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

Mikrodalga firin1 (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

Mikropipetler -10 pl, 20 pl, 200 pl ve 1000 pl- (Gilson, USA)

Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems, USA)
Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 1000-90)

Yatay elektroferez sistemi (Whatman Biometra, Germany)

Jel goriintiileme (Vilber lourmat photodocumentation and video graphic printer
UP-895CE)

Laminar flow kabin (Steril-Vbh)

Ben Mari (Leica, Germany)

Doku Takip Cihaz1 (Leica, Germany)

Gomme Firin1 (MKN Taab, UK)

Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

Mikrotom (Leica, Germany)

Rotor Gene 6000 (Qiagen, Germany)

Maestro Nanodrop ( Green Bioresearch, USA)

3.2. Kullanilan plastik malzemeler

0,2 ml ve 2,0 ml mikro santrifiij tiipleri (Axygen)

100 pul PCR tiipleri (Qiagen)

15 ml ve 50 ml konik u¢lu falkon tiipleri (LP’s)

0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl mikropipet uglar: (Axygen)
5 ml, 10 ml, 25 ml plastik pipetler (LP Italiana SPA)



3.3. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Etil Alkol (Merck, Germany)

Ksilol (Merck, Germany)

Formaldehit (Merck, Germany)
Hematoksilen (Biooptica, Italy)

Eozin-Y (Biooptica, Italy)

Pikrik Asit (Merck, Germany)

Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
Sodyum sitrat (Merck, Germany)

Triton® X-100 ( Biotech, Canada)

Tween-20 (Merck, Germany)

Hidrojen peroksit (Merck, Germany)

BSA (Sigma, USA)

DAPI (Fluka, USA)

EFN B1 (Santa Cruz, USA)

GDF9 (Bioss, USA)

PDGF-A (Santa Cruz, USA)

VE-Cad/CD5 (Abcam, UK)

CD31 (Bioss, USA)

Normal Goat Serum (Invitrogen, USA)

Goat anti rabbit IgG-CY3 (Invitrogen, USA)
HRP-Streptavidin (Thermo scientific, USA)
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Thermo scientific, USA)
Plus Substrate (Thermo scientific, USA)

Plus Chromogen (Thermo scientific, USA)
AEC (Invitrogen, USA)

DMSO (Sigma, USA)

PrOH (Sigma, USA)

EG (Sigma, USA)

31
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PVP (Sigma, USA)

RPIM 1640 ( Gibco, USA)

FBS (Gibco, USA)

Penisilin Streptomisin (Sigma, USA)

Crystal Mount Aqueous Mounting

Entellan (Merck, Germany)

RNeasy mini kit (Qiagen, Germany)

RT First cDNA synthes kit (Qiagen, Germany)
RT? SYBR Green FAST Mastermix (Qiagen, Germany)
RT? qPCR Primer Assay (Qiagen, Germany)
RNAlater (Qiagen, Germany)

Proteinaz K (Fermentas, USA)

Tris (Merck, Germany)

EDTA (Merck, Germany)

3.4. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

3.4.1. Bouin Cozeltisi:

Suda doyurulmus pikrik asit 300 cc
%40 Formalin 100 cc
Glasiyal astik asit 20 cc

3.4.2. % 10’luk Tamponlanmis Notral Formalin (pH=7.0)

Formaldehit 100 cc
Distile su 900 cc
NaH2P04. H20 4¢g
Na;HPO04 65¢g

3.4.3. Na-Sitrat Tamponu

Tri Na- Sitrat (dihidrat) 2,94 g
Distile su 1000 ml
pH=6.0 olacak bi¢cimde hazirland1 ve ¢ozeltiye 0,5 ml Tween-20 eklendi.
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3.4.4. Tris EDTA Tamponu
o Tris 1.211¢g
e EDTA 0,372 ¢
e Distilesu 1000 cc
e pH=9.0 olacak bigimde hazirlandi ve ¢ozeltiye 0,5 ml Tween-20 eklendi.

3.4.5. Peroksidaz Bloklama Cozeltisi
o 9%30’luk H O, 10ml
e Metanol 90 ml

3.4.6. Yikama Cozeltisi
e 1000 ml PBS i¢inde 5 ml Tween-20 ¢oziinerek hazirlandi.

3.4.7. Normal Keci Serumu
e PBS
o %?3’liik ke¢i serumu
e %]1’lik BSA
e  9%0,1’lik Triton X-100
e %,0,05’1ik Tween-20

3.5. Ovaryum Dokusunun Elde Edilmesi ve Deney i¢in Hazirlanmasi

Bu ¢alisma igin, Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
30.03.2012 tarih ve 2012/315 karar numarasi ile onay alinmistir. Caligmamizda,
Cumbhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar’inda normal diyetle
beslenen, oda 1sisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik periyotlar olusturularak
Ostrus evresine girmeleri saglanmis 16 adet 8-10 haftalik Swiss albino tiirii disi fareler
kullanildi. 5mg/kg Diazepam intraperitoneal ve 200 mg/kg Ketamine HCI
intramiiskiiler yoldan verilerek uyutulan hayvanlarin ovaryumlar1 cerrahi miidahele
(laparatomi) ile ¢ikartildi. Ovaryum dokulart i¢inde vitrifikasyon isleminde de
kullanilan ve % 0,1 (v/v) penisilin streptomisin iceren RPMI 1640 medyumu bulunan

steril petrilere transfer edilip ¢evre bag ve yag dokular disekte edilerek temizlendi.
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Ovaryum dokular1 3 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (Grup 1) i¢in 5 ovaryum dokusu hi¢bir islem yapilmadan tespit
edildi. Isik mikroskobisi i¢in Bouin ¢ozeltisi, immiinohistokimyasal inceleme igin
%10’luk tamponlanmis nétral formalin ¢ozeltisi i¢inde tespit edildi.

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢6ziilmiis ¢alisma grubu (Grup II) igin 5
ovaryum dokusu ayrildi. Dokular vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢oziildiikten
sonra 151k mikroskobisi i¢in Bouin ¢ozeltisi, immiinohistokimyasal inceleme icin
%10’luk tamponlanmis notral formalin ¢dzeltisine alinarak tespit edildi.

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulan dokularda follikiillerin canliligini test
etmek icin dokularin bobrek kapsiilii altina transplantasyonu yontemi uygulandi.
Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢oziildikkten sonra transplantasyonu yapilan
grup (Grup III) i¢in alic1 hayvanlarin 5 ovaryum dokusu ayrildi. Ovaryum dokulari
vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢oziildiikten sonra alindiklar1 hayvanlarin
bobrek kapsiilii altina transplante edildi. Vitrifikasyon yoOnteminin, follikiiller
havuzdaki olumsuz etkisini morfolojik olarak belirlemek amaciyla grup III i¢inde
sham (kontrol) grup olarak diger 5 ovaryum dokusu ayrildi. Ovaryum dokular
alindiklar1 hayvanlarin bobrek kapsiilii altina dondurulmus dokularla eszamanlt higbir
islem yapilmadan (taze) transplante edildi. Transplantasyondan 17 giin sonra dokular
alict hayvanlarin bobrek dokulariyla beraber ¢ikarilarak morfolojik ¢alisma i¢in Bouin
¢ozeltisi, immiinohistokimyasal inceleme i¢in %10’luk tamponlanmis nétral formalin
¢ozeltisine alinarak tespit edildi.

Kontrol ve tiim c¢alisma gruplarinda, follikiiller 151k mikroskobik yontemlerle
morfolojik olarak degerlendirildi. Kontrol, grup II ve grup III calisma gruplarinda
ovaryum dokulari, Ephrin B1, GDF-9, PDGF-a, Ve-cadherin ve Pecam-1 molekiilleri
acisindan immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirildi. Bu molekiillerin, kontrol
ve caligsma gruplarinda ekspresyon analizleri ise toplamda 10 ayri1 ovaryumda RT-PCR
yontemiyle belirlendi. RT-PCR yontemi i¢in ovaryum dokularindan mRNA elde
edildi.
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3.5.1. Vitrifikasyon Yontemi ile Ovaryum Dokusunun Dondurulmasi

Ovaryum dokulari, steril petriler i¢inde steril bistiiri uglar1 yardimiyla iki parcaya
ayrildiktan sonra, artan konsantrasyonlarda DMSO, 1,2 propandiol ve EG igeren {i¢
inkiibasyon basamaginda inkiibe edildi ve kriyo tiiplere alinip agzi sikica kapatilmis
olarak -196 °C sivi azot bulunan tanklarin i¢ine daldirilarak dondurulma islemi
tamamlandi. Doku pargalar1 kullanilincaya kadar en az 1 hafta boyunca sivi azot
tanklarinda saklandi (16).

Vitrifikasyon protokolii, daha dnce Keros ve ark. 2009, yilinda tanimladiklar
protokoliin kismen modifiye edilmesiyle olusturuldu (106). Ovaryum doku pargalari,
ilk olarak %10’luk fetal bovine serum (FBS) igceren Hepes tamponlu RPMI 1640
medyumu icinde oda 1sisinda 5 dakika yikandi. Doku pargalar1 daha sonra artan
derisimlerde (%2,5, %5 ve %10) DMSO, PrOH, EG ve %10’luk FBS igeren HEPES
tamponlu RPMI 1640 medyumu i¢inde ilk iki basamakta 10 dakika oda 1sisinda, son
basamakta ise 10 dakika +4 °C inkiibe edildi. %10 w/v PVP igeren son vitrifikasyon
¢ozeltisinden dokular steril elektron mikroskobu gridleri {izerine alind1 ve steril sargi
bezi lizerinde kalan vitrifikasyon ¢ozeltileri miimkiin oldugunca alinarak 1,8 ml'lik
kriyo tiiplere alinip agz1 sikica kapatilmis olarak -196 °C sivi azot bulunan tanklar

icine daldirilarak dondurulma iglemi tamamlandi.

3.5.2. Vitrifikasyon Yontemi icin C6zme Islemi (Warming)

S1v1 azottan ¢ikartilan kriyo tlipler 30 saniye oda 1sisnda bekletildikten sonra %20’lik
FBS ve 1 mol/L siikroz igeren 37 °C’ de dnceden bekletilmis hepes tamponlu RPMI
1640 medyumu i¢ine alinip oda 1sisinda 2 dakika inkiibe edildi. Gridlerden ayrilan
ovaryum dokular, %20’lik FBS ve sirasiyla 0,5 mol/L, 0,25 mol/L, 0,125 mol/L
siikroz iceren RPMI medyumunda oda 1sisnda 5’er dakika inkiibe edildikten sonra
stikroz igermeyen %20’lik FBS iceren RPMI medyumunda 5 dakika oda 1sinda
yikandi. Ovaryum dokular1 sonraki islemlere gegcmeden 6nce %10’luk FBS iceren

RPMI medyumu i¢ine alinip karbondioksitli etiivde 15 dakika inkiibe edildi.
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3.5.3. Ovaryum Dokusunun Ototransplantasyonu

Gerek taze gerekse vitrifikasyon yontemi ile dondurulan ovaryum doku pargalari
¢Ozlinme ardindan ayni farelere heterotopik olarak bobrek kapsiilii altina transplante
edildi. Bobrek kapsiiliinde dorsal-horizontal yonde 27 G igne kullanilarak kiigiik bir
aciklik olusturuldu. Ovaryum doku pargalari bu agikliktan dikkatlice bobrek kapsiilii
altina yerlestirildi. Bobrekler viicut boslugunda normal pozisyonuna alinarak viicut
duvarn ve deri kesileri 7.0 prolen siiturla dikildi. Operasyon steril kosullar altinda
gergeklestirildi ve islem stiresi her hayvan i¢in maksimum 30 dakikada tamamlandi.
Miidahalelerin ardindan deneklere hemen 4 mg/kg Carprofen agri kesici olarak verildi.
3 giin siireyle 30 mg/kg sefriakson Na iceren antibiyotik, enfeksiyondan korunma
amagh olarak miidahele edilmis hayvanlara intramiiskiiler yoldan uyguland.
Miidahale edilmis fareler transplantasyon sonrasinda 17 giin ayr1 kafeslerde 20-24 °C

oda 1sinda normal pelet yemle beslendi.

3.6. Histolojik Degerlendirme
Kontrol ve ¢alisma gruplarina ait ovaryum dokular1 1s1k mikroskobik inceleme igin
Bouin ¢ozeltisinde 24 saat tespit edildi.
Tespit islemi ardindan,
A) Dehidrasyon
o  9%70’lik etil alkol 1 gece +4 °C
o  %80’lik etil alkol: 2 saat x 2
o 9%095’lik etil alkol: 2 saat x 2
e %1001k etil alkol: 2 saat x 2
B) Seffaflandirma
e Ksilol 2 saat x 2
C) Infiltrasyon (Emdirme)
e Parafin 2 saat x 2
e Parafin 2 saat x 2
D) Gémme
e Sert parafine gomiiliir
Elde edilen parafin bloklar +4 derecede buzdolabinda bekletildi. Kesitler

almmadan Once birkag saat derin dondurucuda bekletilen bloklardan mikrotomla
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(Leica, Germany) 4 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Seri kesitlerin her 11. kesiti
degerlendirilmek i¢in lam tizerine alindi. Lam {izerine alinan kesitler 60 °C’ lik etiivde
en az 1,5 saat bekletildi. Histolojik boyamaya hazir hale getirilen kesitler H&E

(Hematoksilen-Eozin) ile boyandi.

3.6.1. Hematoksilen ve Eosin (HE) Boyanma Protokolii
1. Kasilol icinde deparafinizasyon 30 dk
Ksilol icinde deparafinizasyon 30 dk
% 100’1k etil alkol 2 dk
% 100’lik etil alkol 2 dk
% 95’lik etil alkol 2 dk.
% 80’lik etil alkol 2 dk.
% 70’lik etil alkol 2 dk.
Distile su 5 dk.
Hematoksilen 7 dk.
. Akarsu 5 dk.
. Asit Alkol’de ¢alkalama
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. % 50’lik etil alkol ¢alkalama

. % 70’lik etil alkol ¢alkalama

. % 96’lik etil alkol ¢alkalama

. % 100’1k etil alkol calkalama
. % 100’1k etil alkol 1 dk

. Ksilol 120 dk

23. Ksilol II bir gece
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Boyanmis preparatlarin {izerine bir damla entellan damlatilarak lameller (Isotherm
Cover glass, 24x50 mm, 0.13- 0.17mm kalinliginda) ile doku arasinda hava kabarcig:

kalmayacak sekilde kapatilarak oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kontrol ve ¢aligma
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gruplarinda follikiillerin, graniilosa hiicrelerinin ve ovaryum stromasinin morfolojisi
Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile incelendi. Follikiillerin sayimi
sirasinda cift saymay1 engelleme adina her lama 3 kesit alindi. Follikiiller komsu
kesitlerde takip edilerek sadece c¢ekirdegi gozlenebilen oositlere sahip follikiiller
sayildi. Follikiiller, primordiyal, primer, sekonder ve antral olarak Gougeon (107)
tarafindan tanimlanan sekilde siiflandirild: ve sayildi. Primordiyal follikiiller, oosit
cevresinde yassi follikiiler hiicrelere sahip, primer follikiiller oosit ¢evresinde tek
tabakal1 kiibik follikiiler hiicrelere sahip, sekonder follikiiller oosit ¢evresinde iki veya
daha fazla kiibik follikiiler hiicrelere sahip ancak antral boslugu olmayan follikiiller
olarak tanimlandi. Antral follikiiller ise antral boslugun varligiyla karakterize olarak
tanimlandi (106-108). Eozinofilik sitoplazmaya sahip, piknotik ¢ekirdekli oosit iceren
follikiiller, kromatin materyalin biizlistigli oositlere sahip follikiiller, zona
pellusida’nin diizenli yapisin1 kaybettigi follikiiller ve birbirleriyle baglar1 kopmus
graniilosa hiicrelerinin ¢ok goriildiigii follikiiller atreziye olmus follikiiller olarak

degerlendirildi (16, 106).

3.7. Immiinohistokimyasal ve immiinofloresan Boyama

Kontrol ve calisma gruplaria ait dokular %10’luk tamponlanmis nétral formalin
icerisinde 30-36 saat siire ile tespit edildi. Dokular dehidrasyon, seffaflandirma ve
parafine gomme ardindan + 4 °C'ye kaldirildi. Mikrotomla (Leica Germany) kesit
almadan birkag saat dnce bloklar — 20 °C' ye alinip 4 pm kalinliginda kesitler alindu.
Kesitler poli-L-lizin kapli lam iizerine alindiktan sonra bir gece oda 1sinda tespit edilip
boyama asamasina kadar 4°C’de saklandi. Alinan kesitlerde Ephrin B1, GDF-9 ve
PDGF-a ekspresyonlar1 immiinohistokimya ve immiinofloresan isaretleyiciler
kullanilarak  belirlendi.  Ve-Cadherin ve  Pecam-1  ekspresyonlar1  ise
immiinohistokimyasal boyamayla belirlendi. Her boyamada, negatif kontrol i¢in

primer antikorlarin uygulanmadigi kontrol kesitleri kullanildi.

3.7.1. Iimmiinohistokimya Boyama Protokolii
1. 10 dk 2 degisim ksilolde deparafinizasyon
2. %100’Lik etil alkol 2 dk
3. %100’k etil alkol 2 dk
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15.
16.

17.
18.
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%95’lik etil alkol 2 dk.
%80’lik etil alkol 2 dk.
%70’1ik etil alkol 2 dk.
Distile su 5 dk.
Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitler hidrojen peroksit (H202, Thermo
scientific, USA) ¢ozeltisinde 15 dakika oda 1sisinda bekletilerek giderildi.
Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.
Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giicte ve
600W’da 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH 6) icerisinde epitoplarin
aciga cikarilmasi gergeklestirildi. Ve-cadherin antikoru i¢in uygun Tris
EDTA tamponu (pH 9) kullanildi.
Pappen (Dako, Glostrup, Denmark) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.
Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.
Kesitler serum bloklama c¢ozeltisi (Ultra V Block) ile 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. (Thermo Scientific, USA)
Kesitlere uygun primer antikorlar ilave edilerek +4 °C” de 1 gece nemli
ortamda inkube edildi. Bu ¢alismada kullanilan primer antikorlarin {iretici
firma, katalog numaralar1 ve kullanildiklar1 seyreltme oranlari;

e Ephrin BI (sc-1011, 1:100)

e GDF-9 (bs-1795R, 1:100)

e PDGF-a (sc-128, 1:100)

e Ve-kaderin (ab-33168, 1:50)

e Pecam-1 (bs-0195R, 1:100)

e Biitlin pirimer antikorlar antibody diluent reagent (Invitrogen)

cozeltisiyle seyreltildiler.

Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.
Sekonder antikor, biyotinle konjuge kec¢i anti-polivalent (Thermo
scientific, TP-015 BN) ile oda 1s1sinda 20 dakika nemli karanlik ortamda
inkube edildi.
Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikandi.
HRP-Streptavidin (Thermo Scientific TS-015 HR) oda 1sisinda 20 dakika

nemli karanlik ortamda inkube edildi.
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19. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 3 kez 2'ser dakika yikandi.

20. AEC (Invitrogen) substrat ¢ozeltisi ile 5-10 dakika (mikroskobik kontrollii
gergeklestirildi). Ve-kaderin antikorunun uygulandigi kontrol ve ¢alisma
gruplarinda ve Pecam-1 antikorunun uygulandigi kontrol ve grup III’de
DAB (3,3-diaminobenzidine) kromojen boyas1 uygulandi.

21. Z1it boyama, Mayer’s Hematoksilen (Merck) i¢inde 1,5 dakika yapildi.

22. Akarsu altinda hematoksilenin fazlas1 yikandi.

23. Dokular kapatma medyumu (crystal mount aqueos mounting) ile kapatildi.

3.7.2. immiinofloresan Boyama Protokolii
1. 10 dk 2 degisim ksilolde deparafinizasyon
2. %100 ’liik etil alkol 2 dk
3. %100’liik etil alkol 2 dk
4. %095°1ik etil alkol 2 dk.
5. %380’lik etil alkol 2 dk.
6. %70’lik etil alkol 2 dk.
7. Distile su 5' dk.
8. Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giigte ve
600W’da 10 mM sodyum sitrat tamponu (pH 6) igerisinde epitoplarin agiga
cikarilmasi gerceklestirildi.
9. Pappen (Dako, Glostrup, Denmark) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.
10. Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.
11. %3 H2O: ¢ozeltisiyle oda 1sisinda 30 dakika nemli karanlik ortamda
endojen peroksidaz bloklama.
12. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi.
13. Serum Bloklama: Kesitlerin immunoglobulinin nonspesifik tagimmasini
engellemek icin normal ke¢i serumu bloklama ¢ozeltisinde oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi.
14. Kesitler primer antikorlarla +4 °C'de nemli karanlik ortamda gece boyu
inkube edildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar
seyrelme oranlari; Ephrin B1 (1:50) GDF-9 (1:50) ve PDGF-a (1:50). Biitiin

primer antikorlar antibody diluent reagent (Invitrogen, USA) ¢ozeltisiyle
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seyreltildiler.

15. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

16. Sekonder antikor (CY3 konjuge keci anti-tavsan IgG, Invitrogen, A10520)
oda 1s1sinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

17. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika yikandi.

18. 0,5 pg/mL DAPI (Fluka, 32670) ile oda 1sisinda 10 dakika cekirdek
boyamasi yapildi.

19. Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 2 dakika yikandi.

20. Kapatma medyumuyla kapatma yapildi.

3.8. Immunohistokimyasal Degerlendirme Yontemi

Kontrol ve ¢alisma gruplart incelenen her antikor icin immunoreaktivite agisindan
degerlendirildi. Antikorlarin ekspresyon siddeti semikantitatif skorlama yoluyla
belirlendi ve sonuglar tablolar halinde bulgular boliimiinde gosterildi. Her gruptan
denek bagina ardisitk olmayan ve rastgele se¢ilmis ortalama ii¢c histolojik kesit
birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan incelendi. Ovaryum dokularinda,
calisilan antikorlarin boyanma derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif (-), cok
zayif boyanma olmus ise (%), zayif boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma
olmus ise (++) ve kuvvetli boyanma olmus ise (+++) seklinde ovaryum dokular

degerlendirildi.

3.9. Real Time PCR

3.9.1. Kontrol ve Cahsma Gruplarinda RNA izolasyonu

Deney siiresince elde edilen dokular, RNAlater (RNA stabilizasyon ¢ozeltisi) igine
alinip 1 gece +4 °C' de ¢ozeltinin doku icine iyice penetre olmasi i¢in bekletildi. Bir
gecenin ardindan dokular yeni RNAlater iginde -20 °C’ de RT-PCR analizinin
yapilacag giine kadar saklandi.

RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin
onerdigi protokol cercevesinde yapildi. Calismaya baslanmadan 6nce RLT tamponu
hazirlandi. Iml RLT tampon i¢ine 10 pl B-merkaptoetanol eklendi. Calisma ve kontrol
grubuna ait dokular RNAlater ¢ozeltisi icinden steril RNase free mikrosantrifiij tiiplere

alindi. Her bir tliplin i¢ine, 310 ul RLT- B-merkaptoetanol karistmi ve doku
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homejanizasyonu i¢in 40 pul proteinaz K ilave edilerek 70 °C'de benmaride 30 dakika
inkiibe edildi. Dokunun daha iyi homojen olmasi i¢in sar1 ve sonrasinda siyah uclu
igneler kullanilarak birka¢ kez buz iizerinde enjektorlerden gegirildi. Karisim 3 dakika
maksimum hizda santrifiij edildi. Cokelti {izerinde kalan s1vi kisim pipetle dikkatlice
alinarak yeni steril RNase free mikrosantrifiij tiiplere alindi. Uzerine 1 hacim %70'lik
etanol eklendi ve pipetleme yoluyla karistirildi. 700 pl'lik 6rnekler RNeasy kolonuna
yerlestirildi ve 15 saniye 13000 rpm’de santrifiij edildi. Akiskan kisim atilarak RNeasy
kolonuna 700 pul RW1 tampon ¢ozeltisi eklendi ve 15 saniye 13000 rpm’de tekrar
santrifiij edildi. Akiskan kisim atildi ve RNeasy spin membran iizerine 80 pl DNase I
eklenip oda 1sinda 15 dakika bekletildi. Siire sonunda 350 pl RW1 tampon ¢ozeltisi
RNeasy kolonuna eklendi. Daha sonra 15 saniye 13000 rpm’de tekrar santrifiij edildi
ve akigskan kisim atildi. 500 pl RPE tampon ¢ozeltisi RNeasy kolonuna eklenip 15
saniye 13000 rpm’de santrifiij edildi. Akiskan kisim atild1 ve iizerine tekrar 500 ul
RPE tampon ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 15 saniye 13000 rpm’de santrifiyj edildi.
RNeasy kolonu 2 ml'lik yeni bir mikrosantrifiij tiiptine alimip RNeasy Silica Jel
Membranin kurumasi i¢in 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. RNeasy kolonu 1,5
ml'lik yeni bir tiipe alinip membran tizerine 30 pl RNasefree su eklendi ve 1 dakika
13000 rpm’de santrifuj edilerek yaklasik 30 pl'lik RNA elde edildi. Elde edilen
RNA’lar, nanodrop cihaz1 (Green Bioresearch, USA) ile kantitatif olarak ol¢iildii.
RNA’ lar ya hemen kullanild1 ya da daha sonra kullanilmak iizere -80°C'ye kaldirild1.

3.9.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in First Strand cDNA Sentez Kiti (Qiagen, kat. no: 330411) kullanild
ve bu kitin standart protokolii takip edilerek cDNA sentez edildi. Kalip olarak biitiin
ovaryum Orneklerinden 1 pg RNA kullanildi. Her 6rnek i¢in, PCR tiiplerine 6 ul GE2
tamponu ve 8 ul RNA eklenerek pipetleme yoluyla karistirildi. Ornekler 1 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi. Numuneler 37°C'de 5 dakika primer baglanmasi i¢in inkiibe
edildikten sonra {izerlerine 6 pl BC4 Reverse Transkiptaz Miksi ilave edilip
pipetlenerek karistirildi. Numuneler 1 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra
numuneler reverse traskripsiyon prosediirii icin Applied Biosystems PCR 9700 marka

Thermal Cycler cihazina alinarak asagidaki program uygulandi.
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42 °C'de 15 dakika cDNA sentezi
95 °C'de 5 dakika denatiirasyon gerceklesti.

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 ul cDNA sentezlendi. Elde edilen
cDNA’lar RT-PCR ig¢in kullanilana kadar -20 °C'de saklandi. RT-PCR 0Oncesinde
ornekler buz tlizerinde ¢oziildiikten sonra 1 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. cDNA
ornekleri yeni bir PCR tiiptine alinarak kitin standart protokolii geregince lizerlerine

91 pl su ilave edilerek kullanildi.

3.9.3. Es zamanh PCR

RT-PCR analizi RT?> SYBR Green qPCR Mastermix kiti (Qiagen kat. No.: 330512)
kullanilarak gergeklestirildi. Deneylerde tiim cDNA o6rnekleri ayni1 sartlarda ve ayni
grup icerisinde 3’er kez calisildi. Bu ii¢ 6l¢limiin ortalamasi analizlerde kullanildi.
Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve farklar1 en aza indirmektir. Calismada housekeeping
gen (GAPDH) kontrol ve g¢alisma gruplar1 arasindaki ifade diizeyi farkliliklarini
belirlemek amaciyla i¢ kontrol olarak kullanildi. Numunelere ait cDNA’lar asagida
miktarlar ve igerikleri belirtilen reaksiyon bilesenleriyle pipetlenerek her numune igin

toplamda 25 pl’lik reaksiyon karisimlari elde dildi.

qRT-PCR kosullart:
e 12,5 pul RT-PCR Master mix
e 6,5 puldd H.0
e 5 ulcDNA

e [ pl Primer

25 pl’lik reaksiyon karigimlart elde edildikten sonra, Real Time-PCR reaksiyonu
Rototor Gene 6000 marka cihazda asagidaki dongii programi uygulamilarak

gergeklestirildi.
Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dakika' 1
95°C 15 saniye 40

60°C 1 dakika? 40
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! HotStart DNA polimerazin aktivasyonu
Her déngiiniin uzama basamaginda her bir 6rnek icin SYBR Green floresans

belirlenmesi ve kaydedilmesi.

3.9.4. Primerler

Real Time PCR, reaksiyona giren PCR {iriinii miktar1 ile sistem igerisinde kullanilan
floresan boyadan alinan sinyalin miktar1 arasindaki oranti esasina goére calisir ve
sonuclar PCR analizi sirasinda elde edilir. Bu ¢alismada floresan boya olarak SYBR-
Green kullanildi. RT PCR tekniginin sorunsuz ¢aligsmasi i¢in uygun primer se¢imi ¢ok
onemlidir. Primerlerin, cDNA’ya 6zgiil olarak baglanmasi, primer-dimer veya 6zgiil
olmayan amplifikasyon tiriinii vermemesi gereklidir. Bu ¢alismada, iiretici firmanin
daha Onceden optimize ettigi primerler kullanildi. Gen ekspresyonlari incelenen
genlere ait 6zgiil primerlerin iretildigi firma ve katalog numaralar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Real Time PCR yonteminde kullanilan primerler, iiretici firma ve katalog

numaralart.
Primerler Katolog Numarasi Firma
Ephrin B1 PPMO05455A-200 Qiagen
GDF-9 PPM04468C-200 Qiagen
PDGF-a PPMO03103E-200 Qiagen
PECAM-1 PPM03802C-200 Qiagen
VE-cadherin PPMO03797C-200 Qiagen
Gapdh PPMO02946E Qiagen

3.9.5. RT- PCR Uriinlerinin Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi
Real-Time PCR reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen PCR iiriinlerinin
ozgiilliigli RT-PCR cihazinda Erime Egrisi Analizi ve Agaroz Jel Elektroforezi

kullanilarak degerlendirilmistir.
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Amplifikasyon {iiriinlerinin sadece hedef genlere 6zgli olup olmadigini tespit
etmek amaciyla % 2’ lik agaroz jel (1XTBE igerisinde) hazirlanarak jelde yiiriitiildii.
10 ml PCR iriinii alinip, lizerine 2,5 ml 6X’lik yiikleme tamponundan konarak
kanistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi ve 90 voltta yiiriitiildii. Elektroforez
tamamlandiktan sonra jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi ile incelenerek

goriintiisii alindu.

3.9.6. Verilerin Analizi

Bu c¢aligma siiresince yapilan tim deneyler, Olclimler, incelemeler ve
degerlendirmelerde, RT-PCR sonuglar1 Rotor-gene 6000 series software version 1.7
yazilimu ile kantite edilmistir. Veriler AACtmetodu ile istatistiksel analizi RT? profiler
RT-PCR  Array Data  Analysis version 3.5  (http://pcrdataanalysis

.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda istatistiksel analiz, SPSS 14.0 programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesi yapildi. Normal dagilisa uygunluk gosteren veriler varyans analizi
Tukey testi, RT-PCR verileri iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi Student’s T-
testi ile degerlendirildi. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Normal dagilima uygunluk
gdstermeyen veriler, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U ve X° testleriyle degerlendirildi.

Yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi.
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5. BULGRULAR

5.1. ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR

Fare ovaryum dokularinda korteks igerisinde yerlesik farkli gelisim asamalarinda
follikiiller; primordiyal, primer, sekonder ve antral follikiiller incelendi. Follikiiller,
primer oosit, follikiilii olusturan hiicreler ve follikiil biitiinligli a¢isindan

degerlendirildi.

5.1.1. Kontrol Grubu (Grup I) Bulgular

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, tek katli yassi epitel hiicreleriyle
cevrili primordiyal follikiiller (Sekil 5.1 F, G), tek katl1 kiibik epitelle ¢evrili primer
follikiiller (Sekil 5.1 D, G ), iki veya daha fazla sayida graniilosa hiicre tabakasi ile
cevrili sekonder follikiiller (Sekil 5.1 B, C, D, E, H, 1) ve antral follikiiller (Sekil 5.1
B, D) gozlendi.

Morfolojik olarak normal follikiillerde, oosit ¢cekirdeginin 6kromatin yapida, iri ve
cekirdekciginin genelde belirgin oldugu izlendi (Sekil 5.1 D, G). Oositi gevreleyen
graniilosa hiicreleri ile oosit arasindaki temasin devam ettigi, graniilosa hiicrelerinin
cekirdeklerinin piknotik olmadigi, komsu graniilosa hiicreleri ile temasin devam ettigi
gozlendi. Follikiillerin bazal membranlarinin biitlinliigiinii korudugu, graniilosa
hiicrelerinin normal morfolojiye sahip oldugu ve oosit zona pellusidasi (ZP) ile
temasin1 devam ettirdigi gézlendi (Sekil 5.1 B-I).

Kontrol grubu dokularinda saglikli follikiillerin yaninda bazi follikiillerde atrezi
de izlendi. Atretik follikiillerde, oosit sitoplazmasinin asidofilik oldugu,
cekirdeklerinde kromatin yogunlagmasinin oldugu, zona pellusidanin diizenli
seyretmedigi (Sekil 5.1 D, H, I) ve piknotik graniilosa hiicrelerinin varlig izlendi

(Sekil 5.1 C, D).



Sekil 5. 1: Kontrol grubu ovaryal dokularda (A-I), farkli gelisim asamalarinda izlenen
follikaller (A-G), atretik (turuncu yildiz) follikiiller (D, H, I), ovaryal stromada (sar1 ok)
ve follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (turuncu ok) izlenen piknotik ¢ekirdekli hiicreler (D,
F, I) Korpus luteum (KL), primordiyal folikiil (PdF), primer folikil (PF), sekonder folikiil
(SF) antral folikii (AF), oosit (O),

Boyama: H+E
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5.1.2. Vitrifikasyon Yontemiyle Dondurulup-Coziilmiis Calisma Grubu (Grup
II) Bulgulan

Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda, primordiyal, primer, sekonder ve antral
follikiillerin vitrifikasyon sonrasinda korunduklari ve morfolojilerinin iyi oldugu
izlendi (Sekil 5.2 A-D). Oosit sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin normal oldugu, oositle
granuloza hiicre tabakasi arasindaki birlikteligin devam ettigi gozlendi (Sekil 5.2 D-
K). Bu ac¢idan kontrol dokusuna benzer ozellikler gostermesine ragmen dondurma
islemi hasar1 nedeniyle medullar stromada diizensiz bosluklar veya 6dematdz alanlar
izlenirken (Sekil 5.2 B, J, M), follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (Sekil 5.2 F, H, J)
ve stroma icerisinde (Sekil 5.2 F, G, 1, J) kontrol dokusuyla benzer sekilde, zaman
zaman koyu ¢ekirdekli apopitoza giden ya da go¢ eden hiicrelerin yogunlastigi alanlar
goriildii.

Diger taraftan, morfolojik olarak normal follikiillerin yaninda atretik follikiillere
de rastland1 (Sekil 5. A, B, L, M). Follikiillerde gbzlenen atrezi kontrol dokularinda
gorillen atreziye benzer sekilde, oosit sitoplazmalarinin asidofilik oldugu,
cekirdeklerinde kromatin yogunlagmasinin oldugu, zona pellusidanin diizenli
seyretmedigi ve graniiloza tabakasinda bol miktarda piknotik ¢ekirdekli hiicrelerin

varlig1 dikkat ¢ekiciydi (Sekil 5.2 L, M).
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Sekil 5.2. Grup II ovaryum doku kesitleri.

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulan ovaryum dokularinda (A-C), morfolojik olarak
normal farkli gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (D-K)), morfolojik olarak kontrol
dokusuna benzer atretik (turuncu yildiz) follikiiller (A, B, L, M), stroma igerisinde
izlenen bosluk ve 6dematoz (sar1 yildiz) alanlar (B, J, M), ovaryum stromasinda (sar1
ok) ve follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (turuncu ok) izlenen piknotik c¢ekirdekli
hiicreler (F, H, J). Korpus luteum (KL), primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil
(PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), zona pellusida (ZP).
Boyama: H+E
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5.1.3 Heterotopik Transplantasyon Yontemi ile Ovaryum Restorasyonunun Isik

Mikroskobik Bulgulari

Dondurulup ¢6ziilmiis ovaryum dokularinda, follikiillerin canlilig1 151k mikroskobik
yontemlerle morfolojik olarak degerlendirilmesinin yanisira, dondurulup-¢oziilmiis
dokularin ayn1 hayvanlara transplantasyonu yoluyla da degerlendirildi. Grup III’ e ait
ovaryum doku pargalarinin ¢oziildiikten sonra heterotopik ototransplantasyonlari
yapild1 (Sekil 5.3 E, F). Vitrifikasyon yonteminin follikiiler havuz iizerindeki negatif
etkisini belirleyebilmek amaciyla farelerin diger overleri sham grup olarak alict
hayvanlarin diger bobrek kapsiilii altina es zamanl transplante edildi (Sekil C, D).
Transplantasyondan 17 giin sonra ovaryum dokular1 bobrek kapsiilii altinda genis

hacimleriyle kolaylikla izlendi (Sekil 5.3).

5.1.3.1. Vitrifiye Edilen Ovaryum Dokularinin Heterotopik Transplantasyonu
Calisma Grubu (Grup III) ve Sham Grubu Bulgular:

Trasplantasyonun ardindan, ovaryum dokularinda yapilan histolojik incelemede
follikiillerin normal gelisimi gerek grup III ve gerekse sham gruplarinda izlenmistir
(Sekil 5.4 ve Sekil 5.5). Grup III ve sham gruplarinda, ovaryum dokularinda farkli
gelisim asamalarindaki follikiillerin ve gelisen sekonder ve antral follikiillerin sayisi
Cizelge 5.2° de gosterildi.

Grup III” e ait ovaryum doku kesitlerinde, yapilan histolojik degerlendirmede,
oosit ¢ekirdeginin iri ve Okromatin yapida, graniilosa hiicrelerinin birbirleriyle ve
oositle arasindaki biitiinliigiiniin devam ettigi, follikiillerin bazal membran
biitiinliiklerinin bozulmamis olduklari izlendi (Sekil 5.4 C-F). Normal morfolojide tek
katl yass1 epitel hiicreleriyle ¢evrili primordiyal follikiiller (Sekil 5.4 E, F) ve tek katl
kiibik epitelle gevrili primer follikiiller (Sekil 5.4 D, E), iki veya daha fazla sayida
graniilosa hiicreleri ile ¢evrili sekonder follikiiller (Sekil 5.4 B, C, F) ve bosluklu antral
follikiiller (Sekil 5.4 B-D) gozlendi. Yapilan histolojik incelemede, saglam follikiiller
yaninda az sayida atretik follikiillere de rastlandi.

Kullandigimiz vitrifikasyon yonteminin follikiiler havuz iizerindeki etkisini

belirlemek amaciyla grup III i¢in kontrol olarak kullanilan sham grupta follikiillerin
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canlilik oranlarinin daha yiiksek oldugu, (Cizelge 5.3) ancak morfolojik olarak grup
[T’ e benzerlik gosterdigi gozlendi (Sekil 5.5). Sham grubuna ait ovaryum doku
kesitlerinde, tek katl1 yassi epitel hiicreleriyle ¢evrili primordiyal follikiiller (Sekil 5.5
D, F), tek katl kiibik epitelle ¢evrili primer follikiiller (Sekil 5.5 C, D), iki veya daha
fazla sayida graniilosa hiicre tabakasi ile ¢evrili sekonder follikiiller (Sekil 5.5 B) ve
antral follikiiller (Sekil 5.5 B-F) normal yapida tanimlandi.

Ovaryum dokularinin bobrek kapsiilii altina transplantasyonu sonrasinda
bobrek kapstilii altinda ve bobrekle komsu alanlarda kan damarlarinin yogunlastiklari,
(Sekil 5.4 C-F ve Sekil 5.5 B-E) ovaryum stromasinda ve graniilosa hiicre tabakasinda
piknotik ¢ekirdekli hiicrelerin varligi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 5.4 E, F ve Sekil 5.5 C,
E).
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Sekil 5.3 Grup III ve Sham Grubuna ait ovaryum dokulariin heterotopik
transplantasyonu.

Sar1 yildiz; 27 ga igne ile agilan bobrek kapsiilii.

Anestezi altindaki denegin heterotopik transplantasyon icin hazirlanmasi (A).
Dondurulup ¢6ziilmiis ovaryum dokusunun anestezi altinda ayni fareye nakli (B).
Sham grubuna ait bobrek kapsiilii altina transplante edilmis ovaryum dokusu.
Transplantasyonun ardindan 17. giin (C, D).

Grup III’e ait ovaryum dokusunun bobrek kapsiilii altina transplante edilmis ovaryum
dokusu. Transplantasyonun ardindan 17. giin (E, F).

C,E 16X

D,F35X



Bobrek

Ovaryum

Kan Damarlan

Gelismekte Olan
Folikiiller
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Sekil 5.4. Grup III’ e ait ovaryum doku kesitleri.

Bobrek kapsiilii altina transplante edilen vitrifiye ovaryum dokularinda (A, B), normal
morfolojiye sahip farkli gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (C-F), follikiillerin
graniilosa hiicreleriyle (turuncu ok) ve stromal alanlarda (sar1 ok) izlenen piknotik
cekirdekli hiicreler (E, F) gozlenmektedir. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil
(PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), mitoz geciren graniilosa
hiicresi (Yesil ok).

Boyama: H+E.
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Sekil 5.5. Sham grubuna ait ovaryum doku kesitleri.

Bobrek kapsiilii altina transplante edilen taze ovaryum dokularinda (A), normal
morfolojiye sahip farkli gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (B- F), follikiillerin
graniilosa hiicrelerinde (turuncu ok) ve stromal alanlarda (sar1 ok) izlenen piknotik
cekirdekli hiicreler (D, F) gozlenmektedir. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil
(PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), mitoz geciren graniilosa
hiicresi (Yesil ok).

Boyama: H+E.
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5.2. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Kontrol ve grup II calisma gruplarinda primordiyal, primer, sekonder ve antral
follikiillerin sag kalim oranlarini belirlemek i¢in hem saglam hem de atretik follikiiller
sayildi. Tersiyer follikiiller ¢alismaya dahil edilmedi. Sayilan saglam ve atretik
follikiiller Ki-kare testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi (Cizelge 5.1). Kontrol
grubunda %98,2 oraninda, vitrifikasyon yontemiyle dondurulmus grupta %97,4
oraninda saglam primordiyal follikiillere rastlandi. Primer follikiiller kontrol ve deney
gruplarinda degerlendirildiginde kontrol grubunda %96,8, deney grubunda ise %94,7
oraninda saglam follikiillere rastlandi. Sekonder follikiillerin ise kontrol ve deney
grubunda sirastyla %95,9 ve %89,5 oraninda saglam follikiillere sahip olduklar
izlendi. Saglam antral follikiillerin ise kontrol ve deney gruplarinda sirasiyla %95,6
ve %77,1 oraninda olduklar1 tespit edildi. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda primordiyal ve primer follikiillerin sagkalim oranlar1 agisindan kontrol ve
grup Il arasinda anlamli bir fark (p>0,05) izlenmedi (Cizelge5.1). Sekonder ve antral
follikiillerde ise kontrol ve deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)

fark saptand1 (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Kontrol ve grup II ovaryum dokularinda sayilan follikiillerin sayi, ylizde

ve Ki-kare testine gore istatistiksel sonuglari.

Follikiiller Gruplar Durum Toplam
Say1/% Saglam | Atretik Sonug
Primordiyal Grup I S 1847 33 1880 X*=3,61
% 98,2 1,8 100,0 p=0,060
GrupIl S 1824 50 1874  p>0,05

% 97,3 2,7 100,0

Toplam S 3671 83 3754

% 97,8 2,2 100,0
Primer Grup I S 644 21 665 X2=3 69
% 96,8 3,2 100,0 p=0,655
GrupIll S 648 36 684 p>0,05

% 94,7 53 100,0

Toplam S 1292 57 1349

% 95,8 4,2 100,0

Sekonder Grup I S 236 10 246
7z 95,9 4,1 100,0 X*=2097
Grupll S 217 43 260 P=0,001%
% 835 165 1000 P<0.05

Toplam S 453 53 506

% 89,5 10,5 100,0

Antral Grup | S 195 ? 204
% 95,6 4,4 100,0  x2-29 21
GrupIl S 148 44 192" p=0,001*
% 77,1 22,9 100,0 p<0,05

Toplam S 343 53 396

% 86,6 13,4 100,0

X?: Ki-Kare degeri. * p<0,05 énemli
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Ovaryum dokusunun restorasyonunu belirlemek amaciyla, grup III ve hicbir islem
gormeden taze  heterotopik  transplantasyonu yapilan  (sham)  dokular
transplantasyonun ardindan 17. giinde ¢ikarildi. Elde edilen ovaryum dokularinda
saglam primordiyal, primer, sekonder ve antral follikiiller sayildi. Tersiyer follikiiller
calismaya dahil edilmedi. Sayilan saglam follikiiller grup I’ in sayilan saglam
follikiilleri ile istatistiksel olarak degerlendirildi (Cizelge 5.2).

Canli primordiyal follikiiller agisindan gruplar karsilastirildiginda farklilik 6nemli
bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda grup I -
sham grubu ve grup | - grup III arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), sham
grubu - grup III arasindaki primordiyal follikiillerin korunmasi agisindan farklilik
onemsiz bulunmustur (p>0,05).

Canli primer follikiil agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildiginda biitiin gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Canli sekonder follikiil agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Canli antral follikiil agisindan gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildiginda biitiin gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 5.2. Grup |, hicbir islem gérmeden taze heterotopik transplantasyonu yapilan
doku (Sham) ve grup III’te sayilan canli follikiillerin follikiil tipine gore istatistiksel

olarak karsilastirilmasi.

Toplam
Canh Ortalama | Standart
Follikiil Grup (say1) | Follikiil Follikiil Sapma | Sonug¢
Primordiyal | Grup I
(5) 1847 369,40 20,57 F=71,84
Sham
(5) 1399 279,80 10,82 P=0,001*
Grup III
(5) 1282 256,40 12,77
Primer Grup |
%) 644 128,80 13,47 F=26,01
Sham
— *
(5) 530 106,00 5.56 P=0,001
Grup III
(5) 448 89,60 3,28
Sekonder Grup I
() 236 47,20 8,31 F=2,85
Sham
(5) 223 44,60 6,50 P=0,097
Grup III
(5) 184 36,80 6,53
Antral Grup I
(5) 195 39,00 3,31 F=67,93
Sham
%) 131 26,20 1,92 P=0,001*
Grup IIT
(5) 102 20,40 2,30

* p<0,05 onemli
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Sham ve grup III” te sayilan toplam canli follikiil sayis1 grup I’ de sayilan toplam

canli follikiil sayisiyla Cizelge 5.3’ de karsilagtirildi. Gruplar arasindaki istatistiki fark

onemsiz bulundu (p>0,05). Hicbir islem goérmeden transplante edilen ovaryum

dokusunda (sham) %79,5, dondurulup ¢oziildiikten sonra transplante edilen ovaryum

dokusunda (grup III) %69,3 oraninda canli follikiile sahip olduklar tespit edildi.

Cizelge 5.3. Grup |, hi¢cbir islem gérmeden taze heterotopik transplantasyonu yapilan

doku (Sham) ve grup III’te toplam canli follikiillerin istatistiksel analizi.

8-10 haftahk
fare
Toplam
Gruplar Standart Follikiil
(Say1) Ortalama Sapma % Sonu¢
Grup I
&) 145,40
136,41 100
Min-max  36-399
Sham
5 114,15 KW=3,87
102,89 78,5 P=0.144
Min-max  24-293 ’
Grup III
&) 100,80
96,07 69,3
Min-max 18-274

KW: Kruskal Wallis degeri * p<0,05 6nemli
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5.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Grup I, grup II ve grup III dokularindaki, Ephrin B1, Pdgf-a, Gdf-9, Ve-kaderin ve
Pecam-1’in immiinolokalizasyonlar1 semi-kantitatif skorlama yontemi yardimiyla
belirlenerek sirasiyla Cizelge 5.4, Cizelge 5.5, Cizelge 5.6, Cizelge 5.7 ve Cizelge

5.8’te verilmistir.

5.3.1. Kontrol ve Deney Gruplarinda Ephrin B1 Bulgularn

5.3.1.1 Kontrol Grubu Ephrin B1 Bulgular:

Kontrol grubu dokularinda, Ephrin B1 immiinolokalizasyonu (Sekil 5.6 A-O)’da
verilmistir. Ephrin B1 proteini genel olarak kortekste gelismekte olan follikiillerin
graniilosa hiicreleri (Sekil 5.6 B, E, G, M), teka interna ve eksterna hiicre
sitoplazmalar1 (Sekil 5.6 B, E, H) ve primer oositlerinde (Sekil 5.6 B, E, G, H, J, L, N)
eksprese edildigi gozlendi. Ovaryum dokusunun korteks ve medulla bolgelerinde
dagilim gosteren kan damarlarinda (Sekil 5.6 E, G, H, J) ve korpus luteum icindeki
kan damarlarinda ekspresyonu izlendi (Sekil 5.6 D, G). Ephrin Bl proteini ayni
zamanda epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda da (Sekil 5.6 G, H, M) gii¢lii boyanmasi
ile dikkat ¢ekiciydi.

Ephrin B1 ekspresyonu, primordiyal follikiillerin epitel hiicrelerinde zayif,
primer oositlerinde orta siddette boyandig1 gézlendi. Ancak Ephrin B1 proteininin,
primordiyal follikiillerin disindaki tiim follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (Sekil 5.6
B, E, G, H, L, N) ve primer oositlerinde (Sekil 5.6 B, D, E, G, H, J, L, M, N) orta
siddette, teka interna tabakasinda zayif, teka eksterna tabakasinda orta ve bu alandaki

kan damarlarinda daha giiglii eksprese edildigi belirlendi (Sekil 5.6 B, E, H).
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Sekil 5.6. Kontrol grubu ovaryum doku kesitlerinde Ephrin B1 immiinolokalizasyonu.

Kontrol grubu ovaryum dokularinda (A, D, J, K), negatif kontrol (C, F, I, I’, O), farkh
gelisim asamalarindaki follikiillerde izlenen Ephrin B1 (B, E, G, H, M, N), teka
tabakalarinda (sar1 y1ldiz) izlenen Ephrin B1 (B, E, H), stroma i¢inde dagilim gdsteren
kan damarlarinda (sar1 ok) izlenen Ephrin B1 (E, G, H, J), korpus luteum i¢indeki kan
damarlarinda (i¢i bos sar1 ok) ve KL hiicrelerinde (beyaz yildiz) izlenen Ephrin B1 (G)
ekspresyonlari. Medulla (Md), primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil (PF),
sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), korpus luteum (KL), atretik
follikiil (AtF), ovaryum epiteli (OYE)

Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, E, G, H)

Mavi; DAPI, kirmizi; CY3 (J, K, L, M, N)
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5.3.1.2. Grup II Ephrin B1 Bulgular
Bu grupta, Ephrin Bl proteini genel olarak, follikiillerin graniilosa hiicre
sitoplazmalarinda (Sekil 5.7 A-H), primer oositlerinde (Sekil 5.7 D, E, G, H, N), teka
interna ve eksterna tabakalarinda (Sekil 5.7 H, N) ekspresyonu izlendi. Ovaryum
dokusunun korteks ve medulla bolgelerinde dagilim gosteren kan damarlarinda da
(Sekil 5.7 D, E) lokalizasyonu izlenen Ephrin B1’ in ayn1 zamanda ovaryum yiizey
epitelinde de (Sekil 5.7 E, L) giiclii boyanmasi dikkat ¢ekiciydi.

Diger taraftan bu boyanma, tiim follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (Sekil 5.7
D, G, H, M) ve primer oositlerinde (Sekil 5.7 D, E, G, H, L, N) kontrol grubundan
farkli olarak yogun sekilde izlendi. Kontrol grubuna benzer sekilde; teka interna
tabakasinda zayif, teka eksterna tabakasinda orta siddette, bu alanda bulunan kan

damarlarinda ise yogun boyanma izlendi (Sekil 5.7. H, M, N).
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Sekil 5.7. Grup II ovaryum doku kesitlerinde Ephrin B1 immiinolokalizasyonu.

Grup II ovaryum dokularinda (A, J, K), negatif kontrol (C, F, I, O), farkli gelisim
asamalarindaki follikiillerde izlenen Ephrin B1 (B, D, G, H, K, L, M, N), teka
tabakalarinda (sar1 y1ldiz) izlenen Ephrin B1 (H, M, N), stroma i¢inde dagilim gdsteren
kan damarlarinda (sar1 ok) izlenen Ephrin B1 (E) ve epitel hiicre sitoplazmasinda
izlenen Ephrin B1 (L) ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil (PF),
sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), ovaryum epiteli (OYE).
Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, E, G, H)

Mavi; DAPL kirmizi; CY3 (J, K, L, M, N)
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5.3.1.3. Grup IIT Ephrin B1 Bulgular

Bu grupta Ephrin B1 immiinolokalizasyonu (Sekil 5.8 A-E, F-kontrol kesit, G-N, O-
kontrol kesit) izlendi. Genel olarak Ephrin B1, follikiillerin graniilosa hiicre
tabakasinda (Sekil 5.8 B, C, G, I, N), primer oositlerinde (Sekil 5.8 A-G, M), teka
interna ve eksterna tabakalarinda (Sekil 5.8 C, N) ekspresyonu izlendi. Ozellikle
bobrek kapsiilii altindaki kan damarlarinda (Sekil 5.8 D, E), bobrekle komsu alanlarda
dagilim gosteren kan damarlarinda (Sekil 5.8 B, G, L) ve follikiilleri ¢cevreleyen kan
damarlarinda (Sekil 5.8 A, G, H, J), Ephrin Bl proteininin immiinolokalizasyonu
izlendi (Sekil 5.2.1.3 D, E, J).

Ephrin B1 immiinolokalizasyonu, kontrol grubuna benzer, ancak grup II’den
farkli olarak follikiillerin graniilosa hiicre tabakasinda (Sekil 5.8 C, G, I, N) orta
siddette boyanma izlenirken, primer oositlerin (Sekil 5.8 B, C, G, N) ise ¢ok zayif
siddette boyandig1 izlendi. Ancak sekonder ve antral follikiillerin primer oositlerinde
sasirtict sekilde oositin zona pellusidasinda gii¢lii bir immiinolokalizasyon oldugu
goriildi (Sekil 5.8 B, G, I, L, N). Teka interna ve eksterna tabakalarinda ise zayif
siddette Ephrin B1 ekspresyonu izlendi (Sekil 5.8 C, G, N). Ovaryum dokusunda
follikiillerin ¢evresinde dagilim gosteren kan damarlarinda (Sekil 5.8 A, G, H, J),
bobrekle komsu alanlarda dagilim gosteren kan damarlarinda (Sekil 5.8 B, G, L) ve
bobrek kapsiilii altinda dagilim gdsteren kan damarlarinda (Sekil 5.8 D, E) Ephrin B1

ekspresyonunun yogun siddette oldugu izlendi.
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Sekil 5.8. Grup III ovaryum doku kesitlerinde Ephrin B1 immiinolokalizasyonu.

Grup III ovaryum dokularinda (A-E, F-negatif kontrol, G-N, O- negatif kontrol), farkl
gelisim asamalarindaki follikiillerde izlenen Ephrin Bl (A-E, H, M), teka
tabakalarinda (sar1 y1ldiz) izlenen Ephrin B1 (C, G, N), follikiiller ¢evresinde dagilim
gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) izlenen Ephrin Bl (A, G, I), bobrekle komsu
alanlarda dagilim gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) izlenen Ephrin B1 (B, H, J),
bobrek kapsiilii altinda dagilim gosteren kan damarlarinda ve hiicrelerde izlenen (sar1
ok) Ephrin B1 (D, E) ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil (PF),
sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), zona pellusida (ZP), ovaryum
epiteli (OYE), bobrek tiibiilleri (BT).

Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, E, G)

Mavi; DAPIL kirmizi; CY3 (H, L, J, K, L, M, N)



100 ym
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Cizelge 5.4. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda Ephrin B1 ekspresyonlart.

74

Grup I Grup I1 Grup 111
Epitel +++ +++ +++
Korteks +++ +++ +++
Kan Damarlari
Primordiyal Follikiil
Primordiyal Follikiil + +++ ++
Hiicreleri
Oosit ++ +++ +
Primer Follikiil
Primer Follikiil ++ +++ ++
Hiicreleri
Oosit ++ +++ +
Sekonder Follikiil
Graniiloza Hiucreleri ++ +++ ++
Oosit ++ +++ +
Zona Pellucida - - 4+
Teka Interna + + +
Teka Eksterna ++ ++ +
Antral Follikiil
Graniiloza Hiicreleri ++ +++ ++
Oosit ++ +++ +
Zona Pellucida - - A+
Teka Interna + + +
Teka Eksterna ++ ++ +
Bobrek Kapsiilii +++
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5.3.2. Kontrol ve Deney Gruplarinda PDGF-a Bulgular:

5.3.2.1 Kontrol Grubu PDGF- o Bulgulari

PDGF-a proteininin kontrol grubu dokularinda immiinolokalizasyonu (Sekil 5.9 A-H,
(C, F, I- negatif kontrol), J-N, (O-negatif kontrol)) izlendi. PDGF-a proteinin,
follikiillerin grantilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 5.9 B, G, H, K, M),
primer oositlerinde (Sekil 5.9 B, E, G, H, N), teka interna ve eksterna tabakalarinda
(Sekil 5.9 B E, H, N) ve bazi stromal hiicre sitoplazmalarinda eksprese olduklari
izlendi (Sekil 5.9 B, G, H, N). Ayn1 zamanda ovaryum dokusunun korteks ve medulla
bolgelerinde dagilim gdsteren kan damarlarinda (Sekil 5.9 B, E, H, L) ve epitel
hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 5.9 B, E) eksprese olduklar1 da izlendi.

Bu grupta, ¢esitli gelisim asamalarindaki primordiyal follikiiller diginda tiim
follikiillerin grantilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda orta yogunlukta boyanma
izlenirken, primer oositlerin primordiyal ve primer follikiillerde yogun siddette,
sekonder ve antral follikiillerde ise zayif boyandig1 goriildii (Sekil 5.9 B, E, G, H, L,
N). Primordiyal follikiillerin follikiiler hiicrelerinde zayif siddette boyanma izlenirken,
immiinohistokimya isaretlemede bazi primordiyal follikiillerin primer oositlerinin
cekirdeklerinde giiglii boyanma izlendi. Kontrol grubunda PDGF-o teka interna
tabakalarinin zayif ancak teka eksterna tabakalarmin ve follikiilleri ¢evreleyen kan
damarlarinin orta siddette boyandigi izlendi (Sekil 5.9 B, E, H,). Baz1 ovaryum stroma
hiicrelerinde PDGF-a’ nin yogun boyandig: goriildii (Sekil 5.9 B, E, G, H, N).
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Sekil 5.9. Kontrol grubu ovaryum doku kesitlerinde PDGF- o immiinolokalizasyonu.

Kontrol grubu ovaryum dokularinda (A-H, (C, F, I- negatif kontrol), J-N, (O-negatif
kontrol)) PDGF- o immiinolokalizasyonu. Farkli gelisim asamalarindaki follikiillerde
(B, E, G, H, M, N) ve graniilosa hiicrelerinde (beyaz ok basi) izlenen PDGF- a (H, K,
M), teka tabakalarinda (sar1 yildiz) izlenen PDGF- a (B, E, H, N), stroma i¢inde
dagilim gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) ve hiicrelerde (i¢i bos sar1 ok) izlenen
PDGF- a (B, H) ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil (PF),
sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), ovaryum epiteli (OYE).
Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, E, G, H).

Mavi; DAPI, kirmizi; CY3 (J, K, L, M, N).



100 um
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5.3.2.2. Grup II PDGF-a Bulgular

PDGF-a proteininin bu grupta immiinolokalizasyonu (Sekil 5.10 A-H, (C, F, I- negatif
kontrol) ve J-N, (O-negatif kontrol)) izlendi. PDGF-a proteininin ekspresyonu,
follikiillerin graniilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 5.10 B, E, G, L, M),
primer oositlerinde (Sekil 5.10 B, D, E, G) ve teka interna ve eksterna tabakalarinda
(Sekil 5.10 B, G, K, L, M, N) izlendi. Ayn1 zamanda ovaryum dokusunun korteks ve
medulla bolgelerinde dagilim gdsteren kan damarlar1 (Sekil 5.10 B, E, H, H’, L) ve
epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda da (Sekil 5.10 G, L) PDGF-a ekspresyonu
izlendi.

Diger taraftan PDGF-a, primordiyal follikiiller disinda cesitli gelisim
asamalarindaki tiim follikiillerin graniilosa hiicrelerinde (Sekil 5.10 B, E, K, L, N)
kontrol grubuna benzer sekilde orta yogunlukta boyanma izlendi. Primordiyal
follikiillerin, follikiiler hiicrelerinde de kontrol grubuna benzer sekilde zayif siddette
boyanma izlendi. Primer oositlerin, kontrol grubundan farkli sekilde primordiyal ve
primer follikiillerde orta siddette boyandigi izlendi. Ancak sekonder ve antral
follikiillerde, primer oositlerin kontrol grubuna benzer sekilde zayif boyandig: goriildii
(Sekil 5.10 B, E, G, N). Teka interna tabakasi kontrol grubundan farkli olarak orta
siddette, ancak teka eksterna tabakasi ve follikiilleri ¢evreleyen kan damarlarinda
yogun siddette boyanma izlendi (Sekil 5.10 E, G, K, L, M, N). Baz1 ovaryum stroma
hiicrelerinde de (Sekil 5.10 E, G, M) kontrol grubunda oldugu gibi PDGF-a’ nin yogun
boyandigi izlendi.
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Sekil 5.10. Grup II ovaryum doku kesitlerinde PDGF- o immiinolokalizasyonu.

Grup II ovaryum dokularinda (A-H, (C, F, I- negatif kontrol), J-N, (O-negatif kontrol))
PDGF- o immiinolokalizasyonu. Farkli gelisim asamalarindaki follikiillerde (B, D, E,
G, L, N) ve grantilosa hiicrelerinde (beyaz ok basi) izlenen PDGF- a (G, L, M), teka
tabakalarinda (sar1 y1ldiz) izlenen PDGF- a (B, E, G, K, L, M), stroma i¢inde dagilim
gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) (B, E, G, H, H’, N) ve hiicrelerde (i¢i bos sar1 ok)
izlenen PDGF- a (B, E, G, K, N) ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer
follikiil (PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), ovaryum epiteli
(OYE).

Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, E, G, H).

Mavi; DAPI, kirmizi; CY3 (H’, J, K, L, M, N).
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5.3.2.3. Grup III PDGF-a Bulgular

PDGF-a proteininin bu grupta immiinolokalizasyonu Sekil 5.11°de (A-E, -C, F;
negatif kontrol- ve G-N, -O; negatif kontrol-) izlendi. PDGF-a proteininin
ekspresyonu, follikiillerin graniilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Sekil 5.11 B, E,
K), primer oositlerinde (Sekil 5.11 B, D), teka interna ve eksterna hiicre
sitoplazmalarinda (Sekil 5.11 B, E, K, N) izlendi. Ayn1 zamanda, bdbrek kapsiilii
altinda ve follikiilleri ¢evreleyen alanlarda dagilim gosteren kan damarlarinda (Sekil
5.11 B, D, L, M, N) PDGF-a ekspresyonlari izlendi.

PDGF-a ekspresyonlarinin boyanma siddeti incelendiginde, cesitli gelisim
asamalarinda olan tiim follikiillerin graniilosa hiicrelerinde kontrol ve grup II
bulgularinin aksine zayif boyanma izlendi. Primer oositlerin ise, primordiyal ve primer
follikiillerde kontrol ve grup II’ den farkli ancak sekonder ve antral follikiillerde benzer
sekilde zayif boyandig izlendi (Sekil 5.11 B, D, K). Bu grupta teka interna tabakasi
kontrol grubuna benzer ve grup II’ den farkli olarak zayif ancak teka eksterna
tabakasinda kontrol grubundan farkli ve grup II’ e benzer sekilde yogun boyandigi
izlendi (Sekil 5.11 D, E, I, J, K). Ayn1 zamanda baz1 ovaryum stromal hiicrelerinde
kontrol grubunda oldugu gibi PDGF-a’ nin yogun boyandig: goriildii (Sekil 5.11 B, D,
E, L). Diger taraftan, bobrek kapsiilii altindaki kan damarlarinda (Sekil 5.11 B, E, K,
M), follikiilleri ¢evreleyen kan damarlarinda (Sekil 5.11 B, D, E, K, L) ve bobrekle
komsu alanlardaki kan damarlarinda (Sekil 5.11 A, B, L, M, N) PDGF-a proteininin

immiinolokalizasyonunun dikkat ¢ekici sekilde yogun oldugu gozlendi.
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Sekil 5.11. Grup III ovaryum doku grubu kesitlerinde PDGF-a immiinolokalizasyonu.

Grup III ovaryum dokularinda (A-E, (C, F- negatif kontrol) ve G-N, (O-negatif
kontrol)) PDGF-a immiinolokalizasyonu. Cesitli biiylime asamalarindaki follikiillerde
(A, B, D, J) ve graniilosa hiicrelerinde (beyaz ok basi) izlenen (K), teka tabakalarinda
(sar1 yildiz) izlenen (B, D, E, K), follikiiller ¢evresinde dagilim gosteren kan
damarlarinda (sar1 ok) izlenen (A, B, D, E, L), bobrek kapsiilii altinda dagilim gosteren
kan damarlarinda ve hiicrelerde (sar1 ok) izlenen (B, E, K), bobrekle komsu alanlarda
dagilim gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) izlenen (A, L, M, N), stromal hiicrelerde
(i¢i bos sar1 ok) izlenen PDGF- a ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer
follikiil (PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), ovaryum epiteli
(OYE), bobrek tiibiilleri (BT), bobrek kapsiilii (BK).

Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A, B, D, F).

Mavi; DAPIL kirmizi; CY3 (G, H, 1, J, K, L, M, N).
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Cizelge 5.5. Kontrol ve ¢aligma gruplarinda PDGF-a ekspresyonlari.
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Grup I Grup 11 Grup I1I
Epitel +++ +++ +++
Korteks ++ ++ +++
Kan Damarlar:
Primordiyal Follikiil
Primordiyal Follikiil + + +
Hiicreleri
Oosit +++ ++ +
Primer Follikiil
Primer Follikiil ++ ++ +
Hiicreleri
Oosit +++ ++ +
Sekonder Follikiil
Graniiloza Hiicreleri ++ ++ +
Oosit + + +
Zona Pellucida - - +
Teka Interna + ++ +
Teka Eksterna ++ +++ 4+
Antral Follikiil
Graniiloza Hiicreleri ++ ++ +
Oosit + + +
Zona Pellucida - - -
Teka Interna + ++ +
Teka Eksterna ++ ++ ++
Bobrek Kapsiilii +++
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5.3.3. Kontrol ve Deney Gruplarinda GDF-9 Bulgular

5.3.3.1. Kontrol Grubunda GDF-9 Bulgular:

GDF-9 ekspresyonu primordiyal follikiil, epitel hiicreleri ve oosit hari¢ ¢esitli gelisim
asamalarinda olan tiim follikiillerin graniilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve
primer oositlerin sitoplazmalarinda izlendi (Sekil 5.12 A-E, F/F’-negatif kontrol).
Primer follikiil asamasinda bulunan follikiillerin, oosit sitoplazmalarinda ve follikiiler
hiicrelerin sitoplazmalarinda zayif boyanma izlendi. Sekonder ve antral follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde zayif siddette ve oosit sitoplazmalarinda ise orta siddette
boyanma izlendi (Sekil 5.12 C, D, E). Follikiillerin teka tabakalari, ovaryum epitel
hiicreleri, kan damarlar1 ve bdbrek kapsiilinde GDF-9 proteininde boyanma

izlenmedi.

5.3.3.2. Grup II GDF-9 Bulgular:

Bu grupta da GDF-9 proteininin kontrol grubuna benzer sekilde, primordiyal follikiil
asamasindan sonra gelismeye baglayan follikiillerde giderek artan siddette boyandigi
izlendi. Primer follikiil asamasinda bulunan follikiillerin oosit sitoplazmalarinda ve
follikiiler hiicrelerin sitoplazmalarinda zayif boyanma izlendi. Sekonder ve antral
follikiillerin graniiloza hiicrelerinde zayif siddette ve oosit sitoplazmalarinda ise orta
siddette boyanma izlendi (Sekil 5.12 G-K, L-negatif kontrol). Follikiillerin teka
tabakalari, ovaryum epitel hiicreleri, kan damarlar1 ve bobrek kapsiiliinde GDF-9

proteininde boyanma izlenmedi.

5.3.3.3. Grup III GDF-9 Bulgular

Bu grupta GDF-9 proteinini kontrol ve grup II’ ye benzer sekilde primordiyal follikiil
epitel hiicreleri ve oositlerinde boyanma izlenmedi. Kontrol ve grup II’ den farkh
olarak primer, sekonder ve antral follikiillerin graniilosa hiicrelerinde ve oositlerinde
¢ok =zayif boyanma izlendi. Ancak sekonder ve antral follikiillerin zona
pellusidalarinda orta siddette boyanma oldugu izlendi (Sekil 5.12 M-N, O-negatif
kontrol).
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Sekil 5.12. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda GDF-9 immiinolokalizasyonu.

Kontrol grubu (A-F), grup II (G-L), grup III (M-0O), negatif kontrol (F, F’, L, O)

Tim gruplara ait ovaryum dokularinda (A-E, (F/F’- negatif kontrol), G-K, (L-negatif
kontrol) ve M-N, (O-negatif kontrol)) GDF-9 immiinolokalizasyonu. Kontrol
grubunda ¢esitli gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (B-E), grup II dokularinda
cesitli gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (H-K) ve grup III dokularinda cesitli
gelisim asamalarinda izlenen follikiiller (M, N). Primordiyal follikiil (PdF), primer
follikiil (PF), sekonder follikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), bobrek tiibiilleri
(BT).

Kromojen; AEC, zit boyama; Hematoksilen (A-D, G-K, M-N).

Mavi; DAPI, kirmizi; CY3 (E).
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Cizelge 5.6. Kontrol ve ¢caligma gruplarinda GDF-9 ekspresyonlari.

88

Grup I

Grup 11

Grup 111

Epitel

Kan Damarlari

Primordiyal
Follikiil

Primordiyal Follikiil
Hiicreleri

Oosit

Primer Follikiil

Primer Follikiil
Hiicreleri

Oosit

Sekonder Follikiil

Graniiloza Hicreleri
Oosit
Zona Pellusida

Teka
Interna/Eksterna

Antral Follikiil

Graniiloza Hiicreleri
Oosit
Zona Pellusida

Teka
Interna/Eksterna

Bobrek Kapsiilii
Kan Damarlar

++

++

++

++

e

e
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5.3.4. Kontrol ve Deney Gruplarinda Ve-kaderin Bulgular:
5.3.4.1. Kontrol Grubu Ve-kaderin Bulgulari

Ve-kaderin kontrol grubunda, follikiillerin graniilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda
cok zay1f siddette boyandig1 izlenirken, primer oositlerinde, teka interna tabakalarinda
ve epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda Ve-kaderin immiinolokalizasyonu izlenmedi
(Sekil 5.13 A-E, F-negatif kontrol). Ancak follikiilleri ¢cevreleyen alanlarda bulunan
kan damarlarinda ve stromal hiicrelerde (Sekil 5.13 B, C D, E) ve bazi1 teka eksterna
hiicrelerinde (Sekil 5.13 B, D) yogun boyanma izlendi. Ve-kaderin proteininin genel
olarak korteks ve medulla bolgelerinde dagilim gosteren kan damarlarinda ve bu

bolgelerde bulunan hiicrelerde (Sekil 5.13 B, C, D, E) yogun boyandiklar1 izlendi.

5.3.4.2. Grup II Ve-kaderin Bulgular1

Bu grupta kontrol grubuna benzer sekilde Ve-kaderin, follikiillerin graniilosa
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok zayif siddette izlenirken primer oositlerinde, teka
interna  tabakalarinda ve epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda Ve-kaderin
immiinolokalizasyonu (Sekil 5.13 G-I, I’-negatif kontrol) izlenmedi. Ancak follikiilleri
cevreleyen alanlarda bulunan kan damarlarinda ve bazi teka eksterna hiicrelerinde

(Sekil 5.13 G-I) kontrol grubuna benzer sekilde yogun immiinolokalizasyon izlendi.

5.3.4.3. Grup III Ve-kaderin Bulgular:
Grup III’ de Ve-kaderin, kontrol grubuna benzer sekilde, follikiillerin graniilosa
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok zayif siddette izlenirken, primer oositlerinde, teka
interna tabakalarinda ve epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda Ve-kaderin
immiinolokalizasyonu (Sekil 5.13 J-N, O-negatif kontrol) izlenmedi. Ancak
follikiilleri ¢evreleyen alanlarda bulunan kan damarlarinda (Sekil 5.13 J, N) ve baz1
teka eksterna hiicrelerinde (Sekil 5.13 L, N) yogun boyanma gozlendi.

Diger taraftan, bobrek kapsiilii altindaki kan damarlarinda orta siddette ve
bobrekle tiibiilleriyle komsu alanlarda bulunan kan damarlarinda yogun siddette

boyanma izlendi (Sekil 5.13 L, M, N).
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Sekil 5.13. Kontrol, Grup II ve Grup III’ de Ve-kaderin immiinolokalizasyonu.

Kontrol grubu (A-F), grup II (G-I), grup III (J-N), negatif kontrol (F, I’, O)

Kontrol ve ¢alisma gruplarina ait ovaryum dokularinda (A-E, (F-negatif kontrol), G-I,
(I’-negatif kontrol) ve J-N, (O-negatif kontrol)) Ve-kaderin immiinolokalizasyonu.
Kontrol grubunda follikiilleri ¢evreleyen alanlarda kan damarlari (sar1 ok) ve stromal
(ici bos sar1 ok) hiicrelerde (B, C, D, E), teka eksternada hiicre (sar1 y1ldiz) tabakasinda
(B, D) Ve-kaderin ekspresyonu. Grup II’ de follikiilleri ¢evreleyen alanlarda kan
damarlar1 (sar1 ok) ve stromal (i¢i bos sar1 ok) hiicrelerdeki Ve-kaderin ekspresyonu
(G, H, I). Grup III’ de follikiilleri ¢evreleyen alanlarda kan damarlar1 (sar1 ok) ve
stromal (i¢i bos sar1 ok) hiicrelerdeki (J, K, N), bobrek kapsiilii (L), bobrekle komsu
alanlarda (M, N) Ve-kaderin ekspresyonu. Primordiyal follikiil (PdF), primer follikiil
(PF), sekonder follikiil (SF), antral follikii (AF), oosit (O), bdbrek tiibiilleri (BT),
atretik follikiil (turuncu yildiz).

Kromojen: DAP. Zit boyama: Hematoksilen (A-E, G-I, J-N).
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Cizelge 5.7. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda Ve-kaderin ekspresyonlari.

Grupl Grup II Grup III
Kan Damarlan ++ ++ 4+
Sekonder Follikiil
Graniiloza Hiucreleri + + +
Teka Eksterna +++ +++ +++
Antral Follikiil
Graniiloza Hucreleri + + +
Teka Eksterna +++ +++ +++
Stromal Hiicreler +++ +++ +++
Bobrek Kapsiilii ++
Kan Damarlari
Bobrek
Komsulugundaki +++
Kan Damarlari

5.3.5. Kontrol ve Deney Gruplarinda Pecam-1 Bulgulari
5.2.5.1. Kontrol Grubu Pecam-1 Bulgular

Pecam-1 proteininin, kontrol grubunda sekonder ve antral follikiillerin teka eksterna
tabakalarinda dagilim gosteren kan damarlarinin endotel hiicrelerinde orta siddette,
bazi stromal hiicrelerde ise ¢ok zayif siddette boyandig: izlendi. Ancak, follikiillerin
graniilosa hiicrelerinin sitoplazmalarinda, primer oositlerin sitoplazmalarinda ve teka

interna tabakalarinda boyanma izlenmedi (Sekil 5.14 A-B, C-negatif kontrol).
5.3.5.2. Grup II Pecam-1 Bulgular:

Bu grupta Pecam-1 proteininin kontrol grubuna benzer sekilde, preantral ve antral
follikiillerin teka eksterna tabakalarinda dagilim gosteren kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde orta siddette boyandiklar1 ve bazi stromal hiicrelerde ise ¢ok zayif
siddette boyandiklar1 izlendi. Ancak, follikiillerin graniilosa hiicrelerinin
sitoplazmalarinda, primer oositlerin sitoplazmalarinda ve teka interna tabakalarinda

boyanma izlenmedi (Sekil 5.14 D-E, F-negatif kontrol).
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5.3.5.3. Grup III Pecam-1 Bulgular:

Bu grupta Pecam-1 proteininin, sekonder ve antral follikiillerin teka eksterna
tabakalarinda dagilim gosteren kan damarlarinin endotel hiicrelerinde ve bobrek
kapsiilii altindaki kan damarlarinin ve bobrek tiibiilleriyle komsu alanlarda bulunan
kan damarlariin endotel hiicrelerinde yogun siddette ve bazi stromal hiicrelerde ise

cok zay1f siddette boyandigi izlendi (Sekil 5.14 G-H, I-negatif kontrol).

Cizelge 5.8. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda Pecam-1 ekspresyonlari.

Grupl Grup II Grup III
Kan Damarlari +++ +++ +++
Sekonder Follikiil
Teka Eksterna ++ ++ ++
Antral Follikiil
Teka Eksterna ++ ++ ++
Stromal Hiicreler + + +
Bobrek Kapsiilii +++
Kan Damarlari




Sekil 5.14 Kontrol grubu (A-C), grup II (D-F), grup III (G-I), negatif kontrol (C, F, I)

Pecam-1 immiinolokalizasyonu. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda, follikiilleri gevreleyen
alanlarda ve stromada dagilim gosteren kan damarlarinda (sar1 ok) Pecam-1 (A-B, D-E, G-
H) ekspresyonu. Sekonder folikiil (SF), antral follikiil (AF), oosit (O), bobrek tibiilleri
(BT).

Kromojen DAB (A, B, G, H), AEC (D, E). Zit boyama: Hematoksilen.

94



95

5.4. REAL TIME PCR

Kontrol, grup II ve grup III ovaryum dokularinda Ephrin B1, GDF-9, PDGF-a,
PECAM-1 ve Ve-kaderin gen ifadelerinin diizeyleri RT-PCR teknigiyle analiz edilmis
ve referans gen olarak kullanilan GAPDH ile normalize edilmistir.

Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda her gen i¢in spesifik amplifikasyon

egrisi ve erime egrileri gozlendi (Sekil 5.15, Sekil 5.16, Sekil 5.17, Sekil 5.18, Sekil
5.19, Sekil 5.20).
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Sekil 5.15. Ephrin B1 geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).
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Sekil 5.16. PDGF-o geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).

Floresans

Sekil 5.17. GDF-9 geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).
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Sekil 5.18. Ve-kaderin geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).

1§ 1
i /ﬁ
s”‘,.
i|
12 f i
5 ‘: X‘
I
1
I} b
[ |
'] | 1
4 ‘
2 £ ‘
0 I DWU f
I : I
g I
i |
i
5
:z ; ‘
\
|
{ |
i |
{
= '\-—L \
§ ] 3 ] (] ¥ [ § f 4 ] B ) ] L] ]

Stcakltk

Sekil 5.19. Pecam-1 geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).
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Floresans
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Sekil 5.20. GapDh geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime egrisi (B).

Elde edilen Real Time-PCR iiriinlerinin 6zgiilliigiinii belirlemek amaciyla
ayrica %2 agaroz jelde, 90 V’ta numuneler yiiriitiildii. Uriinlerin, Real Time-PCR
yonteminde erime noktasinda tek pik verdikleri gosterildi. Agaroz jel elekroforez
yontemiyle de iirlinlerin tek bant igerdikleri dogrulanmis oldu. Sekil 5.21° de segilen

bazi iirlinlerin her {i¢ deney grubunda elde edilen jel goriintiisii gésterilmistir.
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Sekil 5.21. Ephrin B1 dirtinleri (1-6), GDF-9 {irtinleri (8-13), Pecam-1 {iriinleri (15-
20), Negatif kontrol (7, 14, 21). Marker (M), Kontrol grubu (A), grup II (B), grup III

(©).

5.4.1. Real Time-PCR sonuclarinin istatistiksel analizi

Elde edilen 6l¢iimler ve degerlendirmelerde RT-PCR sonuglar1 Rotor-Gene 6000
yazilimu ile kantite edildi. Verilerin istatistiksel analizi RT? profiler RT-PCR Array
Data Analysis version 3.5 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Veriler AACt metodu
temel almarak analiz edildi. RT* profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5
programinda Student’s T-testi gergeklestirilerek caligilan her gen i¢in ifade diizeyleri
grup I temel alinarak grup II ve grup III’ de belirlendi (Cizelge 5.9.).

Kat degisimi degeri (Fold change=2"2%"), birden biiyiikkse genin ifade
diizeyinin arttif1 anlamina gelir. Eger kat degisim degeri birden azsa gen ifade
diizeyinin azaldig1r anlamina gelir. Kat diizenlemesi (Fold regulation), kat degisim
sonuglarinin biyolojik sistemlere uyarlanmasidir. Eger kat degisimi degeri (244"
birden biiyiikse kat diizenlemesi degerine esittir. Ancak kat degisimi degeri (2724
birden azsa kat diizenlemesi degeri kat degisimi degerinin negatif tersidir. Verilerin
analiz sonucunda her gen bdlgesinin ortalama Ct, kat degisim ve kat diizenlemesi
degerleri Cizelge 5.9’ de gisterilmistir.

Ephrin B1 geni ifade diizeylerinde, grup II’ de 1,44 kat artma, grup III’ de ise
1,06 kat azalma oldugu izlendi. Ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli

olmadig goriildii (p>0,05).
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PDGF-a geninin ifade diizeylerinin, grup II’ de 1,05 kat artma, grup III” de ise
1,38 kat azalma oldugu izlendi. Ancak gruplar arasinda izlenen bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0,05).

GDF-9 geninin ifade diizeylerinin, grup II’ de 1,25 kat artt1ig1, grup III’ de ise
1,96 kat azalma oldugu izlendi. Ancak bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi izlendi (p>0,05).

Ve-kaderin geninin ifade diizeyinin ise grup II ve grup III’ de sirasiyla 1,01 ve
1,04 kat azalma oldugu ancak farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 izlendi
(p>0,05).

Pecam-1 geninin ifade diizeylerinin, grup II ve grup III’ de sirasiyla 1,01 ve
1,00 kat artma oldugu ancak farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadig: izlendi
(p>0,05).

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen tiim genlerin ifade diizeylerinde
calisma gruplari arasinda farkliliklar tespit edilmis olsa da bu farkli ifade diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli olmadiklari izlenmistir (Cizelge 5.9.). Genlerin grup I’ e

gore ¢alisma gruplarinda ifade diizeyleri toplu olarak Sekil 5.22” de gosterilmistir.
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Cizelge 5.9. RT-PCR verilerinin kontrol ve ¢aligma gruplarinda ortalama Ct, kat

degisim ve kat diizenlemesi degerleri ve Student’s T-testi sonuglari.

Standart Kat Kat
Genler Gruplar Ort. Ct Sapma Degisimi | Diizenlemesi Sonu¢
(Say1) (Fold (Fold
Change)* | Regulation)*

Grup I 24,4 2,21

EphB1 Grup 1I 24,39 1,59 1,44 1,44 P=0,185
Grup 111 23,82 1,16 0,94 -1,06 P=0,697
Grup | 25,64 1,88

PDGFa Grup II 26,09 1,18 1,05 1,05 P=0,657
Grup III 25,45 1,48 0,72 -1,38 P=0,153
Grup I 21,71 1,87

GDF9 Grup II 21,9 1,31 1,25 1,25 P=0,210
Grup III 22,01 1,67 0,50 -1,96 P=0,109
Grup I 23,55 2,64
Grup 11 24,1 2,01 0,98 -1,01 P=0,790

VeC
Grup III 22,94 1,45 0,95 -1,04 P=0,694
Grup I 23,72 2,33

Pecaml
Grup 11 24,22 1,71 1,01 1,01 P=0,884
Grup III 23,04 0,99 1,00 1,00 P=0,841
Grup I 19,55 1,79

Gapdh Grup II 20,07 1,51 1 1
Grup III 18,88 1,11 1 1

P<0.05 anlaml:.
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* Kat Degisimi (Fold Change)= 2(A4¢Y

** Kat diizenlemesi (Fold Regulation)= -1/ AACt

ACt cansma= Ort Ct hedef gen cangma - Ort Ct Gapdh caiigma

ACt kontro= Ort Ct hedef gen kontrol - Ort Ct Gapdh kontrol

AACt= ACt (hedef gen calisma — Gapdh caligma) — ACt (hedef gen kontrol — Gapdh kontrol)

MEphB1 mPDGFa mGDF9 VeC mPcaml = Gapdh

Sekil 5.22. Kontrol gurubu temel alinarak ¢aligsma gruplarinda, Ephrin B1 (EphB1),
Pdgf-a (PDGFa), GDF-9, Ve-kaderin (VeC) ve Pecam-1 (Pcam1) genlerinin ifade
diizeylerinin karsilastirtlmasi.

Grup I; Kontrol, Grup IlI; Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup ¢oziilmiis ovaryum
dokusu ve Grup III; Vitrifikasyon yontemiyle dondurulup c¢oziilerek heterotopik
transplantasyonu yapilan grup.
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6. TARTISMA

Ovaryum doku kriyoprezervasyonu, kanser tedavisi sonrasinda ya da genetik
sebeplerle sekillenebilen prematiire ovaryum yetmezligi riski olan prepubertal kizlar
ve evli ya da partneri olmayan geng¢ kadinlar i¢in dogurganligin korunmasinda umut
verici yeni bir yontemdir. Bu yontem hala deneysel diizeyde olmasina ragmen, farkli
kliniklerde basarili sonuglar rapor edilmektedir.

Ovaryum dokusu, bir¢ok farkli hiicre tipinden olusur. Ovaryum dokusu iginde
bulunan ve puberteyle gelismeye baslayan follikiiller oositlerin gelisimi ve
fertilizasyonu icin gerekli mikrocevreyi olustururlar. Bu mikrogevre, ekstraseliiler
matriksi olusturan stromal hiicreler, kan damarlar1 ve sinirler ile karsilikli etkilesim
halindedir. Bu etkilesim ve uyum follikiillerin gelisimi i¢in gereklidir ve giiniimiizde
follikiillerin in vitro gelisimi icin kullanilan yontemlerden higbirisi bu uyumu
yakalayabilmis degildir. Yapilan g¢aligmalarda, follikiillerin in vitro gelisimi igin
hazirlanan kiiltiir ortamlarina ekstraseliiler matriks elemanlarinin eklenmesinin
follikiillerin ~ gelisimini uyardigi, ayrica ekstraseliiler matriksin hiicrelerin
cogalmasindan adezyonuna kadar bir¢ok hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde gorev
tistlendigi rapor edilmistir (109). Bu veriler, ovaryum kriyoprezervasyon
calismalarinda stromal hiicrelerin korunmasinin follikiillerin dondurma-¢6zme
sonrasinda gelisimleri i¢in hayati rol tistlendigini gostermektedir.

Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokusunun ototransplantasyonu sonrasinda
canli dogum gerceklestirilmis olsa da (12), yavas dondurma yontemi ile dondurulan
ovaryum dokusunda stromal hiicrelerin hasar gérmesi, teknigin zaman almasi ve
pahali ekipmanlar gerektirmesi nedenleri yontemin kullanim alanini sinirlamaktadir
(110).

Ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu ig¢in kullanilan basit ve diisiik
maliyetli alternatif bir diger yontem vitrifikasyon yontemidir. Bu ¢alismada
kullandigimiz vitrifikasyon protokolii, ¢esitli derisimlerde PrOH, EG ve DMSO' nun
medyum ig¢inde hazirlanan karisimini igermektedir. Dokular dondurma islemi
oncesinde bu karigimlar i¢inde inkiibe edilerek sivi azot i¢inde donduruldu. C6zme
sirasinda olusacak hasarlar1 en aza indirmek amaciyla da 6rnekler hizli bir sekilde, sivi

azottan azalan derisimlerde siikroz i¢eren ¢dzme ¢ozeltileri i¢ine alindi. Bu ¢alismada,
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ovaryum dokularinda ¢esitli biliylime asamalarindaki follikiiller 151k mikroskobu
kullanilarak saglam ve atretik follikiiller olarak sayildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi. Vitrifiye edilen ovaryum dokularinda kontrol grubuna goére tiim
follikiil gruplarinda canlilik ylizdelerinde azalma oldugu izlendi. Primordiyal ve
primer follikiiller agisindan kontrol ve calisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olmadigi tespit edildi. Ancak sekonder ve antral follikiillerde
gozlenen canlilik kaybinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi. Primordiyal
follikiillerin, kiiclik olmalari, kortikal graniilleri ve zona pellusidanin olmamasi ve
diisiik metabolik aktiviteleri nedeniyle iyi korundugu bilinmektedir (9, 22, 111). Wang
ve arkadaslari, iki farkli vitrifikasyon ve slow freezing yontemlerini kullanarak insan
ve fare ovaryum dokularimi karsilastirdiklar1 deneyde; her ii¢ grupta da follikiillerin
korundugu 6zellikle pre-antral follikiillerin morfolojilerinin iyi korundugunu
bildirmislerdir. Akapunktur ignesi kullanarak yaptiklar vitrifikasyon protokoliiniin
primer ve sekonder follikiilleri diger tekniklere oranla daha yiiksek oranda
koruduklarimi tespit etmislerdir. Slow freezing ve ovaryum dokusunun direkt
vitrifikasyon ¢ozeltisinde inkiibe edildigi vitrifikasyon protokolii karsilastirildiginda
ise follikiillerin morfolojisi agisindan bir fark bulunmamistir (108). Vitrifikasyon
yontemiyle dondurulup-¢oziilen bir haftalik fare ovaryum dokularinda kiiltiir
sonrasinda apopitozun incelendigi bir diger calismada; kiiltiir 6ncesinde ovaryum
dokularinda 151k mikroskobik inceleme yapilmis ve primordiyal, primer ve preantral
follikiillerin kontrol grubuna gore oldukga iyi korunduklar tespit edilmistir (112). EG
ve ficoll 70 kullanilarak vitrifiye edilen 12-14 giinliik fare ovaryum dokularinda
preantral follikiillerin canlilifi trypan blue kullanilarak test edilmis ve kontrol
grubunda canliligin %90,5, calisma grubunda %79,4 oldugu ve farkliligin anlaml
olmadigi bildirilmistir (113). Slow freezing ve vitrifikasyon yontemleri ile
dondurulmus s1g1r ovaryum dokularinin karsilastirildig bir diger calismada da, kontrol
ve vitrifikasyonla dondurulmus dokularin saglam primordiyal follikiil yiizdeleri
arasinda fark olmadigi ancak slow freezing yontemiyle dondurulmus ovaryum
dokularinda saglam primordiyal follikiil yiizdesinin az oldugu tespit edilmistir (114).
Makaklarda yapilan bir ¢aligmada ise, saglam primordiyal ve primer follikiiller
acisindan slow freezing ve vitrifikasyon yontemleri arasinda fark olmadigi ancak

stroma ve sekonder follikiiller acisindan slow freezing yoOnteminin, vitrifikasyon
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yontemine gore daha fazla hasara neden oldugu rapor edilmistir (115). Keros ve
arkadaslari, 20 hastadan aldiklar1 ovaryum doku parcalarini slow freezing ve
vitrifikasyon yontemiyle dondurmuslar ve follikiillerin hayatta kalma oranlarim1 ve
stroma hiicrelerinde yapisal 6zelliklerde olusan degisiklikleri belirlemislerdir (106).
Bizim de bu calismada kismen modifiye ederek kullandigimiz vitrifikasyon
protokoliinii hazirlayan bu grup, primordiyal, primer, sekonder ve antral follikiillerin
her iki yontemde de i1yi korunduklarinmi tespit etmislerdir. EM bulgularinda stromal
hiicrelerin korunmasinin, kontrol grubuna gore dondurulmus dokularda daha az
oldugunu ancak vitrifikasyon yonteminin slow freezing yontemine goére stromal
hiicreleri daha iyi korudugunu rapor etmislerdir (16, 106). Isachenko ve arkadaslar1 ise
slow freezing yonteminin, vitrifikasyon yontemine kiyasla follikiillerin canliliginda
daha etkin oldugunu rapor etmislerdir (116). Calismamizda vitrifikasyon ve slow
freezing protokolleri karsilastirilmadi. Ancak kontrol ve vitrifikasyon yontemiyle
dondurup-¢ozdiigiimiiz doku gruplar1 arasinda tiim follikiil tiplerinde korunmanin
oldugu, primordiyal ve primer follikiillerin korunduklari ve kontrol grubuna gore
canlilik kaybinin istatistiksel olarak anlamli olmadigini gézlemledik. Ancak daha ileri
gelisim asamalarindaki sekonder ve antral follikiillerinin de korunmus olmalarina
ragmen, canlilik kaybinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigini izledik. Aktive
olarak mayoz boliinmeye kaldig1 yerden devam eden primer oositin ileri geligim
asamalarindaki follikiillerde gereksinimleri ve ayrica stromal hiicreler, graniilosa
hiicreleri ve oosit arasindaki iligkinin oosit matiirasyonu iizerindeki karsilikli iligkisi
beraber diisiiniildiiglinde, dondurma isleminin ileri gelisim asamalarindaki follikiilleri
daha ciddi boyutta etkileyecegi aciktir. Elde ettigimiz bu verilerin diger ¢alismalarla
benzer oldugu izlendi (106, 112, 114).

Slow freezing ve vitrifikasyon yontemlerinin sonuglari arasindaki bu
farkliligin, dondurma icin segilen prosediirlerden kaynaklanabilecegi ileri
siiriilmektedir. Kriyoprotektan bilesimi, KPA’ larin derisim miktari, KPA’ a maruz
kalma stirelerinin prosediirler arasindaki farklilikta etkin olabilecegi diigiiniilmektedir
(16). Ancak stroma, garniilosa hiicreleri ve oosit arasindaki iliskinin ovaryum islevleri
acisindan 6nemli oldugu bilinmektedir (35). Stromal hiicreler, follikiiliin bazal
laminasinin disinda teka interna ve eksterna tabakalarini olusturur. Bu hiicreler

graniilosa hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol oynar (108). Ovaryum
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dokusu igin se¢ilecek dondurma yonteminde, stroma hiicrelerinin follikiil gelisiminde
destekleyici rol aldig1 g6z oniinde bulundurulmalidir.

Dondurulup ¢6ziilmiis ovaryum dokularinda, saglam follikiillerin oranlarin
belirlemede 151k ve elekton mikroskobik incelemeler sik¢a kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemler follikiillerin canli oldugunu tam olarak gostermez. Dondurma sonrasinda
follikiillerin canliligt dokularin ¢oziildiikten sonra in vitro kiiltiri ya da
transplantasyonu ardindan tekrar degerlendirilerek belirlenmektedir. Follikiillerin ya
da ovaryum dokusunun Kkiiltiirli, hematolojik veya ovaryum kanserli hastalar i¢in
dokunun yeniden transplantasyonundan daha giivenli bir yontem olabilir. Follikiillerin
erken gelisim donemlerinde in vitro kiiltiirii umut verici olsa da her gelisim doneminde
farkli metabolitlere ihtiya¢ duymalar1 nedeniyle olduk¢a zordur (117). Bunun yani sira
ovaryum follikiillerinin in vitro ve in vivo kiiltiirinde gen ekspresyon profillerinin
farkli oldugu da bilinmektedir. Klinikte kullanim alaninda c¢esitli ¢ekinceleri olsa da
ovaryum dokusunun transplantasyonunun, ovaryum dokusunun in vivo gelisimini en
cok taklit edebilecek yontem oldugu gosterilmistir (111). Taze ve dondurulmus
ovaryum dokularinin ortotopik ve heterotopik transplantasyonu bir¢cok hayvan tiirtinde
gerceklestirilmistir  (111). Ancak transplante edilen ovaryum dokular1 alici
hayvanlardan tanimlanamamis ya da dlglimlenemeyecek biyolojik bilesenlere maruz
kalabilmektedir (78). Bu nedenle insan dokularinda in vitro kiiltiir biitiin eksikleri ve
gelismeye ihtiyag duymasina ragmen hala essiz bir yontem olarak Onemini
korumaktadir.

Insanlarda, dondurulup-¢6zilmiis ovaryum  dokusunun  yeniden
transplantasyonuyla gebelikler ve canli dogum rapor edilmis olsa da (11, 80)
metastatik  hiicrelerin yeniden bulagsma riski klinikte yaygm kullanimini
sinirlamaktadir (59). Klinik ¢calismalarda taze veya dondurulmus ovaryum dokularinin
heterotopik transplantasyonu yapilmis kadinlarda hormonal geri kazanimin 1 yildan
fazla zamanda diizeldigi ancak dogurganligin kisa siirdiigi rapor edilmistir (118).
Ovaryum korteks pargalarinin ortotopik transplantasyonun yapildig: hastalarin %75’
inde ovaryum dokularinin normal islevlerini kazandig1 ve islevlerini devam ettirdikleri
bildirilmistir (119).

Insan ovaryum dokular1 arastirma amaclh olarak ksenotransplantasyon yoluyla

immiin yetersiz (SCID)  farelere de transplante edilmektedir. Doku reddi
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gerceklesmeden  yeniden  damarlanmasi  gergeklesen  dokularda,  cesitli
kriyoprezervasyon yontemlerinin ve kriyoprotektanlarin karsilagtirilmasi ve molekiiler
mekanizmalarin arastirilmasi  yapilmaktadir (117). Dokunun hayatta kalmasi
cogunlukla  dokunun  yeniden  damarlanma  siirecine  baghdir.  Doku
transplantasyonundan hemen sonra gelisecek iskemi follikiiler kayiplarin temel
nedenidir (117).

Deney hayvanlarinda da ovaryum doku transplantasyonun gametlerin islev
kazanmasinda ve hormonal aktivitenin yeniden sekillenmesinde etkin bir yontem
oldugu cesitli ¢aligmalarla gosterilmistir (82, 120). Ratlarda yapilan bir ¢alismada,
vitrifikasyon ~ yontemiyle dondurulan ovaryum  dokularinin  heterotopik
ototransplantasyonu yapilmis ve 5, 8 ve 10 ay sonunda follikiillerin gelisimi ve
dagilimlari incelenmistir. Bu ¢calismada heterotopik transplantasyonun basarili oldugu
follikiillerde azalmaya ragmen hedef organlarda endokrin islev olusturdugu ve
ovaryum islevlerinin 10 ay sonra bile devam ettigi gosterilmistir (120). Vitrifikasyon
yontemiyle dondurulmus ovaryum dokularinda transplantasyon sonrasinda dokuda
islev kaybinin olmadigi ancak primordiyal follikiiller agisindan canlilik oranlarinda
kayiplarin oldugu bildirilmistir. Transplantasyondan 5 ay sonra taze transplante edilen
ovaryum dokularinda canli follikiil ylizdesinin transplantasyon sonrasinda %59,5
oldugu ancak dondurulan grupta %55,1 oldugu goriilmiistiir (120). Slow freezing
yontemiyle dondurulmus fare ovaryum dokularinin ortotopik transplantasyonun
yapilmis oldugu baska bir ¢alismada, taze transplante edilen grupta yaklasik %80,
dondurularak transplante edilen grupta ise %75 oraninda Ostrus dongiilerininin
yeniden kazanildigi goriilmistiir (121). Bir baska calismada ise slow freezing
yontemiyle dondurulmus fare ovaryum dokularinin ¢ift tarafli overektomi yapilmis
alici farelerin bobrek kapsiillerinin altina transplantasyonu yapilmistir (122).
Dondurulmus over dokusunda transplantasyon sonrasinda follikiiler kaybin taze
transplante edilen gruba gore %9 daha fazla oldugu goriilmiistiir. Follikiiler kaybin
kriyoprezervasyon yonteminden ¢ok iskemi nedeniyle oldugu ileri siiriilmistiir.
Transplantasyon islemi ardindan 30 dakika ile 4 giin siiresince c¢esitli zaman
dilimlerinde apopitozun izlendigi bu calismada, transplantasyonun ardindan 2-12
saatler arasinda apopitozun arttigit 12 saat sonrasinda azaldigi rapor edilmistir.

Farelerde transplantasyondan 3 giin sonra greftlerde yeniden damarlanmanin



108

gozlendigi rapor edilmistir (122). 2008 yilinda yapilan baska bir ¢calismada ise, taze ve
slow freezing yontemiyle dondurulan ovaryum dokular1 tek ve ¢ift tarafli overektomi
yapilmig alic1 farelere ortotopik olarak transplante edilmistir. Transplantasyondan 2
hafta sonra; follikiillerin hayatta kalma oranlarinin ve biiyiikliiklerinin hem taze hem
de dondurulup-¢oziildiikten sonra transplante edilen her iki grupta da azaldig
goriilmiistiir (82). Transplantasyon sonrasinda ovaryum dokularimin biiytikliigtindeki
dolayisiyla follikiil havuzundaki bu azalmanin dondurma prosediiriinden degil,
transplantasyon isleminden kaynaklandig1 gosterilmistir (82, 122).

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulan fare ovaryum dokularinin intraperitoneal
(123) ve ortotopik (124) transplantasyonlari da yapilmis ve her iki ¢aligmada da
follikiillerin hayatta kaldig1 rapor edilmistir. Migishima ve arkadaslari, green floresan
protein tasiyan transgenik farelerden aldiklar1 ovaryum dokularini vitrifikasyon
yontemiyle dondurmuslar ve ortotopik transplantasyonu sonrasinda elde edilen canli
yavru miktarinin kontrol grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel olarak sonucun
anlamli oldugunu bildirmislerdir (124).

Gerek farelerde gerekse diger biiylik hayvanlarda da buna benzer follikiil
kayiplarinin oldugu izlenmistir (120). Pirimordiyal follikiillerin metabolitlere az
ihtiya¢ duymalar1 nedeniyle iskemiden en az etkilenen follikiiller oldugu bilinmektedir
(111). Transplantasyon sonrasinda canli follikiillerde izlenen kaybin temelde iskemik
hasar nedeniyle artis gosterdigi iddia edilmektedir (82, 111, 120, 122, 123, 125).
Bobrek dokusu ise anjiogenik faktorler agisindan zengindir, hizli yeniden damarlanma
gerceklesir. Bu nedenle transplante edilen pargalarin hayatta kalma sans1 artar (125).
Bu dogal avantajlarinin yaninda, doku parcalarinin nereye transplante edildigine
bakilmaksizin, yeniden damarlanma 6ncesinde ki iskemik hasarlar transplante edilen
parcalar acisindan problemdir.

Bu ¢alismada, taze ve vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum
dokularinin heterotopik ototransplantasyonu ardindan, ovaryum dokular1 bobrek
kapsiilii altinda genis hacimli kitleler seklinde izlendiler. Transplantasyondan 17 giin
sonra, ¢alisma gruplarinda canli follikiil sayis1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
tim follikiil gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalma izlendi. Calisma gruplari
acisindan degerlendirildiginde ise dondurulup-¢oziildiikten sonra transplante edilen

grupta gozlenen follikiiler kaybin sham gruptan daha fazla oldugu izlendi.



109

Transplantasyon islemi ardindan olusan iskemik hasarin kortekste dagilim gdsteren ve
az metabolik gereksinime ihtiya¢ duyan primordiyal follikiilleri en az etkilemis olmasi
gerekir. Bizde transplantasyon islemi ardindan, primordiyal follikiil havuzunda azalma
olmasma ragmen, sham ve grup III’ de primordiyal follikiillerde izlenen canlilik
kaybinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu tespit ettik. Transplantasyon islemi
ardindan, primer follikiillerde canliligin korunmasina ragmen gruplar arasindaki
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi. Bu sonucun, primordiyal follikiil
havuzunda meydana gelen azalmadan kaynaklandigi diisiiniilebilir. Clinkii, primer
follikiiller menstriial dongiide secilen bir grup primordiyal follikiillerden
gelismektedir. Sekonder follikiillerin canliliginin ise gruplar arasinda korundugu ve
canlililk kaybinin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu tespit edildi. Sekonder
follikiillerde transplantasyon ardindan farkliligin olmamasi, primordiyal follikiil
havuzundan secilen follikiillerin gelismesi ve buna ek olarak vitrifikasyon yontemi
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde korundugunu tespit ettigimiz canli kalan
primer follikiillerin gelismesiyle olabilecegini diisiinmekteyiz. Antral follikiiller, ileri
gelisim asamalarinda bulunan follikiillerin vitrifikasyon yontemi ile daha fazla kayba
ugramasi nedeniyle gruplar arasinda en az korunan gruptur, dolayisiyla istatistiksel
olarak canlilik kaybi gruplar arasinda anlamli bulunmustur. Kontrol ve c¢alisma
gruplarinda tiim tespit edilen follikiillerin canlilig1 karsilastirildiginda, vitrifikasyon
yontemiyle dondurulup-¢oziilmiis dokunun transplantasyonu sonrasinda canliligin
%69,3 taze ovaryum dokusunun transplantasyonu sonrasinda canliligin %78,5 oldugu
goriildi. Vitrifikasyon isleminin follikiillerin canliligina olan etkisinin yaklasik %9
oldugu diisiiniildiigiinde follikiiler kayiplarda, dondurma isleminden ziyade
transplantasyon sonrasinda olusan iskeminin etkin oldugu goriilmektedir. Bu veriler,
Liu ve arkadaglarinin ¢alisma bulgulariyla ortiismektedir (122). Liu ve ekibinin, slow
freezing yontemiyle ovaryum dokularini dondurduklart ve follikiillerde izlenen
canlilik kaybinin bizim de tespit ettigimiz gibi %9 civarinda olmasi, transplantasyon
sonras1 follikiillerde gozlenen canlilik kaybmin dondurma prosediirii ile ilgili
olmadigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan ve en az 1 hafta -196 °C’de
saklanan fare ovaryum dokularinin ¢6ziinmesi sonrasinda, tiim follikiillerin

morfolojisinin iyi korundugu ve primordiyal ve primer follikiillerin korunmasinin
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istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir. Vitrifiye edilmis ovaryum dokularinin
in vivo kiiltiri olarak da degerlendirilebilecek bobrek kapsiilii altina avaskiiler
transplantasyonu sonrasinda, dokularin damarlandigi ve 17. giinde follikiil
morfolojisinin ve canlilignin korundugu tespit edildi. Ozellikle primordiyal ve
sekonder follikiillerin korunmasinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi.

Bu calismada, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan ve ototransplantasyonu
yapilan ovaryum dokularinin iireme potansiyeli, canliligi korunan follikiillerin
morfolojilerinin belirlenmesinin yanisira, follikiilogenez ve anjiogenezde etkin oldugu
bilinen bazi genlerin ve gen iiriinlerinin ekspresyonlar1 agisindan da degerlendirildi.
Embriyo gelisimi siirecinde, aksonal yonlendirmenin kontrolii, doku morfogenezinde
boyutsal sinirlarin diizenlenmesi, noral krista hiicre gocii, segmentasyon ve apopitoz
(84) gibi olaylarda gorev alan Ephrin ailesinin yetiskinlerde neovaskiilarizasyonda
gorev aldigr bilinmektedir (87, 88). Ephrin ve reseptorlerinin farkli dokulardaki
ekspresyonlari ¢esitli bilim insanlarinca arastirilmis ve embriyogenez siirecinde sinir
sisteminde, vaskiiler sistemde (126) ve eriskinlerde yeniden damarlanma alanlarinda
ayrica timor hiicrelerinde eksprese olduklari izlenmistir (127). Ephrin ailesine ait
ligand-reseptor iligkisinin hiicre-hiicre adezyon sisteminin kontroliinde kritik rol
oynadigi bilinmektedir. Bu sistemin yetigkin dokularda bozulmasinin malign
invazyona ve metastaza yol agabilecegi iddia edilmektedir. Ephrin B reseptorlerinin
hiicre-hiicre adezyon sistemi yoluyla kolorektal kanser hiicrelerinin yayilimini
siirlandirdigy in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir. Ephrin B1 diizenlenimindeki
bozulmanin veya fosforile olamamasinin, sik1 baglant1 komplekslerinde bozulmaya ve
hiicre-hiicre sinirlarinda tiimoér hiicrelerinin  invazyonuna neden oldugu iddia
edilmektedir (128).

Src-ailesine ait kinazlarin Ephrin B1’in tirozin fosforilasyonuna katildig1 ve bu
fosforilasyon olaymin, endotel hiicrelerinde Ephrin B1’in aktivasyonu sonrasinda
anjiyogenezin baslatilmast i¢cin gerekli oldugu gosterilmistir (129). Embriyoner
donemde genis Olciide eksprese edilen Ephrin B1’in yetiskin donemde az eksprese
edilmesi embriyonik donemde onemli rolleri oldugunu disiindiirmiistiir (84, 129).
Davy ve arkadaslarinin fare embriyolarinda yaptiklari calismada, Ephrin B1’in iskelet
yapilarinda embriyogenez siiresince iligkili oldugu ve eksikliginde iskelet ve noral

krista kokenli dokularda defektlerin olustugunu rapor etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada
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Ephrin B1’in noral krista hiicrelerinin hedef bdlgelere gdciinii kontrol ettigi ve bu
hiicrelerin bazilari igin reseptdr gibi davrandigi iddia edilmistir (129). Ephrin ailesine
ait ligand ve reseptorlerinin memelilerde disi tireme sistemi ile ilgili islevleri heniiz
bilinmemektedir. Ancak B tipi Ephrin grubunun liiteinlesme ile ilgili oldugu ve
kumulus hiicrelerinde Ephrin B2 reseptdr ekspresyonunun, andploidi ve normal
oositler arasinda farkli oldugu bilinmektedir (130). Follikiiler biiylime siirecinde gen
ekspresyonlarinin arastirildigl bir ¢alismada, aralarinda Ephrin B1 reseptoriiniin de
bulundugu bazi genlerin PDGF sinyal yolagiyla iligkili oldugunu rapor edilmistir
(131). Egawa ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada, Ephrin B1’in insan ovaryum
dokularinda preovulatuar follikiillerin graniilosa hiicrelerinde yogun eksprese edildigi
immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir. Ayn1 calismada IVF tedavisi
oncesinde hastalardan elde edilen liiteinize graniilosa hiicrelerinde Ephrin Bl
ekspresyonu immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmis ve elde edilen veriler flow
sitometri yontemleri ile desteklenmistir. Ayni1 c¢alismada, Ephrin B1 ligandinin,
graniilosa hiicrelerindeki ekspresyonlarinin LH''n pik yaptigi veya ovulasyon
sonrasinda hizla arttig1 gézlenmis ancak oositlerdeki ekspresyonlarinin olup olmadigi
bildirilmemistir (86). Gale ve arkadaslar1 B-tipi ephrin ailesinden Ephrin B2’nin
yetiskin farelerin tiimér dokularmi da igeren c¢esitli organ ve dokularinda
ekspresyonunu inceledikleri ¢aligmada, Ephrin B2’nin tiimdrlerde veya disi lireme
sistemindeki yeni olusan kan damarlarinda giiclii sekilde eksprese edildigini
bildirmislerdir (127). Disi lireme sisteminde follikiillerin matiirasyonuna ve ovulasyon
sonrast sekillenen korpus Iluteum olusumuna anjiogenez eslik eder. Follikiil
matilirasyonu sirasinda follikiiller yeni olusan kan damarlari tarafindan gevrilir. Korpus
luteum olusumunda ise luteinlesen graniilosa hiicreleri ve gé¢ eden endotel hiicreleri
ince damar ag1 kurmak i¢in birbiriyle iliski icerisindedir. Damar gelisimi siiresince
vaskiiler endotelyal hiicreler arasindaki iletisimin B tipi Ephrin-ephrin reseptor iliskisi
yoluyla kuruldugu verisi lizerinden, Ephrin-ephrin reseptor sisteminin yeni damar
agmin kurulumunda ve korpus luteum olusumu gibi dokunun yeniden
modellenmesinde Onemli bir diizenleyici olabilecegi ileri siiriilmiistiir (86).
Calismamizda, antikor kullanimi ile Ephrin B1 immiinolokalizasyonu kontrol ve
calisma gruplarina ait ovaryum dokularinda belirlendi. Kontrol grubuna ait ovaryum

dokularinda Ephrin B1 proteininin, tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin
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oositlerinde ve graniilosa hiicrelerinde orta siddette, teka interna hiicre tabakasinda
zayif, teka eksterna hiicre tabakasinda orta ve korpus luteum ve stromadaki kan
damarlarimda yogun siddette boyandig1 izlendi. immiinohistokimyasal isaretleme
sonrasinda elde ettigimiz bulgular, Egawa’nin insan preovulator follikiillerin
graniilosa hiicrelerinde ve korpus luteumda rapor ettigi pozitif boyanmaya benzerlik
gostermektedir (86). Bildigimiz kadariyla mevcut ¢alismamiz memeli ovaryumunda
Ephrin B1 geni ve proteininin ekspresyonu ile ilgili ilk detayli calismadir. Dondurulup-
¢Oziilmiis ovaryum dokularinda tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin oosit ve
graniilosa hiicrelerinde Ephrin B1 ekspresyonunun kontrol grubuna gore sasirtici
sekilde arttig1 izlenmistir. Teka interna ve eksterna hiicre tabakalarinda ise kontrol
grubuna benzer sekilde dagilim gozlendi. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin
transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda ise follikiilerdeki
ekspresyonda azalma izlendi. Dikkat cekici sekilde tiim gelisim asamalarindaki
follikiillerin oositlerinde ¢cok zayif boyanma izlenirken oositlerin zona pellusidalarinda
yogun immiinolokalizasyon izlendi. Yeni damar aginin kurulumunda 6nemli gorevler
iistlenen Ephrin B1 proteininin, bobrekle komsu alanlarda ve bobrek kapsiiliinde var
olan ve yeni olusan kan damarlarindaki ekspresyonunun yogun oldugu izlendi. Real
Time-PCR sonuglarina gore Ephrin B1 gen ekspresyonunun, dondurulup-¢oziilmiis
ovaryum dokularinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis1 izlendi (p>0,05).
Bu veri, immiinohistokimyasal bulgularla beraber degerlendirildiginde artisin tiim
gelisim agamalarindaki follikiillerin oosit ve graniilosa hiicrelerinde izlenen yogun
boyanma ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Follikiillerde izlenen protein
ekspresyonundaki bu artis vitrifikasyonda kullandigimiz bazi kimyasallarin ya da
dondurma isleminin kendisinin, Ephrin B1’in de dahil oldugu bazi sinyal iletim
mekanizmalarim1  aktive etmesiyle olusabilir. Dondurulup-¢oziilmiis ovaryum
dokularimin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda ise
istatistiksel olarak anlamli olmayan ¢ok az azalma izlendi (p>0,05).
Neovaskiilarizasyonda gorev aldigi bilinen Ephrin B1 ekspresyonunda, bu grupta
artma beklenirken azalma izlendi. Immiinohistokimyasal bulgularla birlikte
degerlendirildiginde bdbrekle komsu alanlarda ve bdobrek kapsiilii altinda yeni
sekillenen ya da var olan kan damarlarinda Ephrin B1 proteininin yogun eksprese

edilmis oldugu izlendi. Ancak dokular mRNA izolasyonu i¢in hazirlanirken bobrek
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kapsiilii ve bobrek dokusundan dikkatlice arindirildigi i¢in bu bolgelerde eksprese olan
Ephrin B1 geni RT-PCR sonucu i¢inde degerlendirilememistir. Transplante ettigimiz
dondurulmus-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda transplantasyondan 17 giin sonra
follikiillerin oositlerinde Ephrin B1 proteinin ekspresyonunda azalma gozlense de
normal morfolojiye sahip c¢esitli asamalardaki follikiillerin varligi bu azalmanin
follikiillerin gelisimini etkileyecek diizeyde olmadigini diisiindiirmektedir. Ancak her
ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da, calisma gruplar1 arasinda gozlenen
Ephrin B1 ekspresyonlarindaki farklilik ¢esitli metotlarla incelemeye deger oldugunu
distindiirmektedir.

Anjiyogenez ve hali hazirda damar bulunan dokularda kan damarlarinin
gelisiminden sorumlu olan PDGF'ler, hiicre proliferasyonunda ve farklilagmasinda,
hiicre gociinde, embriyogenez ve organogenezde, yara iyilesmesi ve iskelet kas
rejenerasyonlari gibi bircok 6nemli iglevde gorev alirlar. Ayrica noral krista ve merkezi
sinir sistemi gelisiminde de rol oynamaktadirlar (94, 95). Embriyoner donemde,
PDGF’ler farklilagmamis mezensim hiicrelerinin ve bazi progenitdr hiicrelerin
cogalmasinda etkindirler ve sonraki donemlerde ise, doku sekillenmesi ve hiicrelerin
farklilasmasinda rol oynarlar (95). PDGF ailesinin bir iiyesi olan PDGF-a’larin tireme
organlarinda eksprese edildikleri ve 6nemli islevleri olduklar1 fark edilmistir. Disi
tireme sisteminde PDGF-o’nin 6strojence diizenlendigi ve genel olarak epitel ve
stromal hiicrelerde lokalize olduklar1 bilinmektedir. insanlarda gebelik doneminde
PGDF-a ekspresyonunun miyometrial diiz kas hiicrelerinde arttig1 ve boylece uterusun
fizyolojik hipertofi ile genislemesinde goérev aldigr iddia edilmektedir (132, 133).
Insanlarda fotal ve yetiskin ovaryumlarinda PDGF ligand ve reseptorlerinin
aragtirildigt  bir ¢alismada, PDGF-o’nin oosit sitoplazmalarinda, graniilosa
hiicrelerinde, teka hiicre tabakasinda ve ovaryumun stromal hiicrelerinde eksprese
edildigi immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmis ve ovaryum dokusunda PDGF-
a’nin mRNA ekspresyonu RT-PCR yontemiyle tespit edilmistir (94). PDGF’lerinde
aralarinda bulundugu bazi biiyiime faktorlerinin erken dénem follikiilogenezde goérev
aldiklar1 mikroarray yontemle belirlenmistir. PDGF, mRNA ekspresyonunun
primordiyal follikiilden primer follikiil asamasina gecisi siirecinde degismesi,
PDGF’lerin erken follikiil gelisiminde rol oynayabilecegini gostermistir (134). Nillson

ve arkadaslari, PDGF varliginda ve PDGF antikorlar1 nétralize edilmis rat ovaryum
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doku Kkiiltiirlerinde yaptiklart ¢aligmada, PDGF ekspresyonunun primordiyal
follikiillerin gelisimini uyardigin1 ileri siirmiislerdir. Ayni ¢alismada PDGF
proteinlerinin primordiyal follikiillerin oositlerinde ve gelisen follikiillerde bulundugu
gosterilmistir (134). PDGF ligand ve reseptor ekspresyonlarinin prenatal ve 4 haftalik
postnatal rat ovaryumlarinda arastirildigi  bagka bir c¢alismada, PDGF-a
immiinolokalizasyonunun primordiyal ve primer follikiillerin oosit ve follikiil
hiicrelerinde oldugu rapor edilmistir. Ayn1 calismada postnatal rat ovaryumlarinda
PDGF-a immiinolokalizasyonunun primer, sekonder ve antral follikiillerin teka
tabakalarinda ve bazi preantral ve antral follikiillerin graniilosa hiicrelerinde
boyanmanin 20-24 giinliik ovaryum dokularinda pozitif oldugu rapor edilmistir (135).
Yoon ve arkadaglari, erken follikiiler gelisimin gen ekspresyonlarini arastirdiklar1 bir
calismada, islevsel oOzelliklerine gore genleri mikroarray analizleme yoOntemiyle
listelemiglerdir (131). PDGF ligand ve reseptorlerinin follikiiler gelisime bagli olarak
oosit ve ovaryum hiicrelerinde farkli eksprese edildiklerini fark etmiglerdir. 12 glinliik
fare ovaryumlarinda immiinohistokimyasal yontemler yardimiyla yaptiklari
incelemede, PDGF-0. ve B ligandlarinin primordiyal follikiillerin oosit niikleus ve
sitoplazmalarinda eksprese oldugu, sitoplazmik ekspresyonun follikiil gelisimine bagl
olarak azaldigi, ancak prolifere olan graniilosa hiicreleri ve teka hiicrelerinde PGDF
ailesine ait tiim ligandlarin ekspresyonunun oldugunu rapor etmislerdir. PDGF
reseptor o (PDGFR-a), follikiillerin cevresinde eksprese olurken reseptér [’nin
(PDGFR-P) oosit ve graniilosa hiicrelerinde eksprese oldugu goriilmiistiir. Reseptor ile
ligand iligkisi dikkate alinarak primordiyal follikiillerin secilmesi, biiylimeye
baslamas1 ve teka hiicre tabakasinin sekillenmesinde PDGF ligandlar1 ile PDGFR-
o’nin etkilesiminin, graniilosa ve teka hiicrelerinin ¢ogalmasini etkileyerek follikiiliin
biiyiimesinde ise PDGF ligandlar1 ile PDGFR-f etkilesiminin rol oynayabilecegi iddia
edilmistir (131). Ozetle oosit ve follikiillerin cesitli kisimlarinda iiretilen ve salgilanan
PDGEF ligand ve reseptorlerinin primordiyal follikiillerin degisiminde ve preantral
follikiillere gelisiminde rol aldig: arastiricilar tarafindan iddia edilmektedir (94, 131,
134, 135). Bu ¢aligmada immiinohistokimyasal yontemlerle elde ettigimiz kontrol
grubu verilerine gore, tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin oositlerinde, graniilosa
hiicrelerinde ve teka tabakalarinda PDGF-o  ekspresyonu gosterilmistir. Bazi

primordiyal, primer ve sekonder follikiillerin oosit niikleusunda gii¢lii boyanma
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oldugu izlendi ancak bu veri immiinofloresan boyanma ile dogrulanamadi.
Immiinohistokimyasal isaretlemeyle elde edilen bulgularimizin Yoon’un bulgularini
destekler sekilde oldugu izlendi (131). Dondurulup-¢o6ziilmiis ovaryum dokularinda
kontrol grubundan farkli olarak primordiyal ve primer follikiillerin oosit
sitoplazmalarinda boyanma siddeti agisindan azalma ancak teka interna ve eksterna
hiicre tabakalarinda artma oldugu izlendi. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin
transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda follikiilerdeki
oosit sitoplazmasi, graniilosa hiicreleri ve teka interna tabakasi hiicrelerinde zayif ve
teka eksterna hiicre tabakasinda ise yogun boyanma izlendi. Ancak bobrek kapsiilii
altindaki kan damarlarinda, follikiilleri ¢evreleyen kan damarlarinda ve bobrekle
komsu alanlardaki kan damarlarinda PDGF-a proteininin immiinolokalizasyonunun
dikkat ¢ekici sekilde yogun oldugu gozlendi. Real Time-PCR sonuglarina goére PDGF-
a gen ekspresyonunun, dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan ¢ok az artis gosterdigi (p>0,05) izlendi. Bu artisin,
immiinohistokimyasal bulgularla karsilastirdigimizda primordiyal ve primer
follikiillerin oosit sitoplazmasinda azalma ve teka interna ve eksterna hiicre
tabakalarinda go6zlenen protein ekspresyonundaki artigla iliskili olarak meydana
geldigi diisiiniilebilir. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin
transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda ise istatistiksel
olarak anlamli olmayan azalma izlendi (p>0,05). Bu azalmanin ise,
immiinohistokimyasal bulgularla karsilastirdiginda tiim gelisim asamalarindaki
follikiillerin oosit, graniilosa ve teka interna hiicre tabakasinda gozlenen protein
ekspresyonundaki azalma ile ilgili oldugu disiiniilebilir. Yara iyilesmesi ve
anjiogenezde de rol iistlenen bu proteinin, heterotopik transplantasyon sonrasinda
ekspresyonunun artmasini beklemek dogaldir. Her ne kadar PDGF-a gen ekspresyonu,
transplante edilen grupta azalsa da bobrek dokusuyla beraber histolojik takibi yapilan
dokulardaki immiinohistokimyasal veriler, bobrekle komsu alanlar ve bobrek
kapsiilinde protein ekspresyonunun yogun oldugunu gostermektedir. Transplante
edilen dokular mRNA izolasyonu i¢in hazirlanirken bobrek kapsiilii ve bobrek
dokusundan dikkatlice arindirildig: i¢in bu bolgelerde eksprese olan PDGF-a geninin
RT-PCR sonucu i¢inde degerlendirilemedigi géz 6niinde bulundurulmalidir. Kontrol

ve ¢alisma gruplari arasinda gerek protein gerekse mRNA ekspresyonlarinda izlenen
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bu farkliligin, vitrifikasyon yonteminin ve transplantasyon sonrasinda dokunun
yeniden toparlanmasi siiresince PDGF’lerin de i¢inde bulundugu sinyal yolaklarinda
heniiz tanimlanmamis ya da fark edilmeyen birtakim molekiiler degisikliklerden
olusabilecegi diisiintilebilir. PDGF ligand ve reseptdrleri, primordiyal follikiillerin
secilip daha ileri follikiiler gelisim asamalarina degisiminde, graniilosa ve teka
hiicrelerinin proliferasyonu ve sekillenmesinde 6nemli bir rol tistlendigi bilinmektedir.
Immiinohistokimyasal incelemede, her ne kadar transplante ettigimiz dondurulmus-
¢Ozililmiis ovaryum dokularinda transplantasyondan 17 giin sonra follikiillerin
oositlerinde ve follikiiler hiicrelerde PDGF-a proteininin ekspresyonunda azalma
gozlense de bu azalisin follikiillerin gelisimini etkileyecek diizeyde olmadig
farkedilmistir. Kontrol ve calisma gruplarinda PDGF-a gen ekspresyonlarinda
gbzlenen degisimin istatistiksel olarak anlamsiz olmasi ve ayrica dondurulup-
¢coziilmiis ovaryum dokularinin transplantasyonundan 17 giin sonra primordiyal
follikiil havuzundan secilen ve morfolojik olarak da normal izlenen cesitli
asamalardaki follikiillerin varligt  kullandigimiz  vitrifikasyon protokoliiniin
giivenilirligi hakkinda bilgi vermektedir.

TGEF iist ailesinin bir iiyesi olan GDF-9, memeli ovaryumunda follikiilogenez
ve fertilitede onemli rolii olan parakrin faktorlerden biridir. GDF-9, oosit tarafindan
sentezlenir ve somatik hiicre islevi i¢in gereklidir (90, 136, 137). GDF-9’un graniilosa
hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilasmasinda dogrudan rol aldigi, oositin olgunlagsmasi
ve teka hiicre tabakasinin ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda ise dolayl: roller iistlendigi
iddia edilmektedir (90, 92, 111, 136). Ovaryum dokusunda GDF-9 mRNA ve
proteininin primer follikiillerin erken donemlerinden itibaren eksprese olmaya
basladig1 ve follikiil gelisimini takiben sekonder ve antral follikiillerin oositlerinde
eksprese edildigi ¢esitli caligsmalarda rapor edilmistir (90, 111, 136-139). GDF-9’un
oosit i¢indeki bu spesifik lokalizasyonu follikiilogenez ve fertilite i¢in gerekli
oldugunu diisiindiirmektedir (90, 138). GDF-9 eksikliginde, follikiillerin gelisimin
primer follikiil sathasinda kaldig1, teka hiicre tabakasinin sekillenmesinde ve sonucta
oositin mayotik boliinme yeterliliginde bozulmalar oldugu bildirilmistir. Bu veriler
dogrultusunda primer follikiillerin biiyiimesi ve follikiilogenez i¢in GDF-9
ekspresyonunun gerekli oldugu iddia edilmistir (136). Baz1 ¢alismalarda ise GDF-9

eksikligine ragmen ovaryum dokusunda primer follikiillerin varligi, GDF-9’un
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follikiilogenezdeki roliiniin abartildigini diisindiirmiistiir. Primer follikiiliin sekonder
follikiil sathasina degisimi, graniilosa hiicrelerinde ¢cogalmay1 gerektirmektedir. GDF-
9 eksikliginde primer follikiillerin graniilosa hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
proliferasyon markirlarinin ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (90). Ayrica
rekombinant GDF-9 kullaniminin ratlarda preantral follikiillerin biiyiimesi ve
graniilosa hiicrelerinde Ostrojen iiretimini uyardigi bildirilmistir (136). Bu veriler
GDF-9’un, primer ve sekonder follikiiller arasindaki degisime, graniilosa hiicre
proliferasyonunu uyarmasi yoluyla dolayl etki ettigini gostermektedir (137). GDF-
9’un direkt ya da dolayli olarak oositin canliligin1 (111, 137), follikiillerin biiylimesini
(90, 136) ve teka hiicre tabakasinin iyilesmesini (90) destekledigi bildirilmistir. Hatta
diisiik seviyede GDF-9 ekspresyonunun kotii kaliteli oosit ile iligkili oldugu iddia
edilmektedir (111). Wang ve arkadaslar1 yenidogan fare ovaryumlarinda kiiltiir ve
transplantasyon yontemlerinin follikiillerin biiylimesi iizerine etkilerini arastirdiklari
calismada; oosit ve graniilosa hiicrelerinin kalitesini, icinde GDF-9’un da bulundugu
bazi genlerin protein ve mRNA ekspresyonlarinin analizi yardimiyla
degerlendirmislerdir (111). Ovaryum dokularimin immiinohistokimyasal analizi
sonucunda, GDF-9 proteininin ekspresyonunun spesifik olarak oosit sitoplazmasinda
oldugu izlenmistir. Kontrol ve c¢alisma gruplarinda, primordiyal follikiillerin
oositlerinde boyanma izlenmedigi, ancak primer follikiil asamasinda orta siddette ve
diger gelisim asamalarinda olan follikiillerin oositlerinde yiiksek siddette boyanma
oldugunu rapor etmislerdir. Gerek kiiltiire alinmis ovaryum dokularinda gerekse
transplante edilmis ovaryum dokularinda GDF-9 immiinolokalizasyonu esit
yogunlukta bulunmasina ragmen kiiltiire alinmis ovaryum dokularinda GDF-9 mRNA
ekspresyonunun diisiik oldugu goriilmiistiir. Transplante edilen ovaryum dokularinin
GDF-9 mRNA ekspresyonunun in vivo ovaryum dokularina nazaran daha diisiik
seviyede oldugu ancak istatistiksel olarak onemli olmadig1 rapor edilmistir. GDF-9 ve
incelenen diger genlerin ekspresyon seviyelerini dikkate alarak, transplantasyon
yonteminin ovaryum dokusunun gelisimini kiiltlir yontemlerinden daha c¢ok
destekledigini iddia etmislerdir (111). David ve arkadaslar1 (139) ise dondurulup
¢oziildiikten sonra ksenotransplantasyonu yapilmis insan ovaryum dokularinda
bliylime faktorlerinin immiinohistokimyasal lokalizasyonlarin1  arastirdiklari

calismada, kontrol grubunda primer ve sekonder follikiillerin oosit sitoplazmalarinda
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GDF-9 proteininin boyanmasinin pozitif oldugu, bazi primordiyal follikiillerinde
GDF-9 proteinini eksprese ettiklerini rapor etmislerdir. Dondulup-¢ozilmis ve
dondurulup-¢oziildiikten sonra transplante edilmis ovaryum dokularinda da farkh
follikiiler asamalardaki oositlerin sitoplazmasinda GDF-9 protein ekspresyonunun
benzer oldugu bildirilmistir (139). Bu c¢alismada kullandigimiz vitrifikasyon
protokoliiniin oosit kalitesi {izerine olan etkisini belirlemek i¢cin GDF-9’un protein ve
mRNA ekspresyonunu kontrol ve ¢alisma gruplarinda inceledik. Kontrol grubuna ait
ovaryum dokularinda GDF-9 proteininin, primer follikiillerin oositlerinde zayif,
sekonder ve antral follikiillerin oosit sitoplazmalarinda orta siddette ve follikiillerin
graniilosa hiicrelerinde ise zayif siddette boyandiklarini tespit ettik. Primordiyal
follikiillerin oosit sitoplazmasi ve follikiiler hiicrelerinde ise boyanma izlenmedi.
Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda GDF-9 protein ekspresyonunun, kontrol
grubuna benzer sekilde primer, sekonder ve antral follikiillerin oosit sitoplazmalarinda
ve graniilosa hiicrelerinde oldugu ve boyanma siddetlerinin ayni oldugu gozlendi.
Immiinohistokimyasal isaretlemeyle elde edilen bulgularimizin Wang (111) ve David
(139) bulgulariyla benzer oldugu izlendi. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin
transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda, follikiilerdeki
GDF-9 proteinin ekspresyonunda azalma oldugu ancak graniilosa hiicreleri ile temasta
olan zona pellusidada ise orta siddette boyanma oldugu izlendi. Real Time-PCR
sonuclarina gore GDF-9 gen ekspresyonunun, dondurulup-¢oziilmiis ovaryum
dokularinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig gosterdigi tespit edildi
(p>0,05). Bu veri, immiinohistokimyasal bulgularla birlikte degerlendirildiginde;
mRNA ekspresyonunda izlenen, istatistiksel olarak anlamli olmayan artisin, protein
ekspresyonunda gozle goriiniir bir degisim olusturmadigini  gdstermektedir.
Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin transplantasyonundan 17 giin sonra elde
edilen ovaryum dokularinda ise, istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma izlendi
(p>0,05). Bu veri, immiinohistokimyasal bulgularla birlikte degerlendirildiginde;
GDF-9 mRNA ekspresyonunda izlenen istatistiksel olarak anlamli olmayan azalmanin
cesitli gelisim agsamalarindaki oositlerin sitoplazmalarinda oldugunu gostermektedir.
GDF-9 ekspresyonunun primer ve sekonder follikiiller arasindaki degisime olan
etkileri ve eksikliginde follikiillerin primer follikiil asamasinda kalmalar1 g6z ontinde

bulundurularak veriler degerlendirilmelidir. Elde ettigimiz immiinohistokimyasal, RT-
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PCR ve morfolojik veriler beraber degerlendirildiginde, ovaryum dokularinin
dondurulmast ve dondurulup-¢6ziilmiis dokunun transplante edilmesi sonrasinda
GDF-9 aktivitesinde ve follikiillerin gelismesinde bir aksama olmadigim
diistindiirmektedir.

Ve-kaderinler, kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyonundan sorumlu
transmembran glikoproteinler olan kaderin ailesinin bir tiyesidir (102). Ve-kaderin
eksikliginde hiicre-hiicre adezyonunda bozulmalar, damar gegirgenliginde artis,
16kosit gocilinde artis, damarlarda kirillganlik ve kanamalar oldugu cesitli ¢alismalarda
rapor edilmistir (104). Bu veriler, VE-kaderinlerin ekspresyonlarinin endotel hiicre
biyolojisinde, dolayisiyla anjiyogenez siirecinde vazgecilmez adezyon molekiilii
olduguna isaret etmektedir (102, 103, 104, 140). Transmembran bir glikoprotein olan
Ve-kaderin’in hiicre yiizeyinde yerlesik ekstraseliiler domaini, hiicreler arasindaki siki
baglantilar1 desteklerken, sitoplazmik domainin aktin hiicre iskeletiyle olan birlikteligi
sayesinde hiicreleraras1 gecirgenlik ve hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesinde
gorev aldigi diisiiniilmektedir (140). Korpus luteumun icerisinde sekillenen damarlarin
varligin1 devam ettirmesi, islevlerinin korunmasi i¢in gereklidir (141). Ovaryumda
follikiiler gelisim ve korpus luteum olusumu igin ise yeni damar olusumu ve
damarlarin gelisimi olduk¢a 6nemlidir (142). Anjiyogenez sirasinda ekstraselliiler
matriks yikimi, endotel hiicrelerinde tomurcuklanma, prolifere olma ve gog, damar
yapilarinin olusumu, olgunlasmasi ve kapiller agin kurulmasi gibi olduk¢a kompleks
bir siireci igerir (140). Transgenik deney modeleriyle yapilan ¢aligmalarda Ve-kaderin
yoklugunda anjiyogenez olusumu sirasinda yasanan aksakliklar nedeniyle
embriyolarda ciddi 6liimciil defektler olustugu rapor edilmistir (140, 141). Ayrica
korpus luteum olusumunda sekillenen anjiyogenez siirecinde rol alan faktdrlerin
anlasilmas1 ovaryum dongiisiiniin dolayisiyla fertilitenin anlagilmas: i¢in gereklidir
(142). Nakhuda ve arkadaslar1 gonadotropin varliginda korpus luteum olusumu ve
anjiogenezi arastirdiklar1 ¢alismada, Ve-kaderinlerin ovaryum dokusunda anjiogenez
icin gerekli oldugunu gostermislerdir (140). Calismalarinda, anjiogenez siiresince Ve-
kaderinlerin islevini bloke eden E4G10 antikoru kullanmislardir. E4G10 hali hazirda
var olan damar yapilarindaki ara baglantilar1 bozmadan endotel hiicreleri arasindaki
yeni baglantilarin olusumuna izin vermedigi i¢in anjiogenezi engelleyen spesifik bir

molekiildiir. Kontrol grubu dokularinda Ve-kaderinin teka hiicre tabakasinda ve luteal
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kan damarlarinda lokalize oldugu bildirilmistir. E4G10 antikoru kullanilarak Ve-
kaderinin notralize edilmesi sonrasinda, korpus luteumda anjiogenezin engellendigi
ancak daha 6nce varolan damar yapilarinda bozulma olmadig1 ve Ve-kaderin antikoru
kullanilarak protein ekspresyonunun varligi gosterilmistir (140). Bu calismada,
immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemleriyle kontrol ve ¢aligma gruplarinda Ve-
kaderin protein ve mRNA ekspresyonlari da incelendi. Kontrol grubuna ait ovaryum
doku gruplarinda, Ve-kaderin protein ekspresyonunun sekonder ve antral follikiillerin
teka eksterna tabakasinda yogun siddette boyandigimi izledik. Bu follikiillerin
graniilosa hiicrelerinde ise ¢ok zayif siddette boyandigi goriildii. Follikiiler arasinda
dagilim gdsteren bazi stromal hiicrelerde yogun siddette ve kan damarlarinda ise orta
siddette boyanma izlendi. Bu verilerimiz Ve-kaderin proteininin Nakhuda’nin (140)
ileri siirdiigii teka hiicre tabakasinda dagilim gosterdigi bulgusu ile benzerlik
gostermektedir. Her iki ¢alisma grubunda da kontrol grubuna benzer sekilde, sekonder
ve antral follikiillerin teka eksterna tabakasinda, graniilosa hiicrelerinde, stromal hiicre
ve kan damarlarinda kontrol grubuna benzer sekilde ve siddette Ve-kaderin proteini
ekspresyonu izlendi. Ancak transplantasyonu yapilan grupta bobrek kapsiilii icindeki
ve bobrekle komsu alanlardaki endotel hiicrelerinde Ve-kaderin ekspresyonunun
sirastyla orta ve yogun siddette oldugu izlendi. Real Time-PCR ydntemiyle incelenen
Ve-kaderin gen ekspresyonunun, ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna goére ¢ok az
azalma ile ifade edildigi goriildii. Bu bulguyu protein ekspresyonlar: ile birlikte
degerlendirdigimizde, Ve-kaderin protein ekspresyonunun gruplar arasinda izlenen
boyanma siddeti a¢isindan farklilik olmamasi ile uyumlu oldugu izlenmistir. Endotel
hiicrelerinde adezyon oOzellikleri nedeniyle anjiyogenez siirecinde gerekli oldugu
bilinen Ve-kaderinin (141, 142), transplante edilen ovaryum dokularinda
ekspresyonunun kontrol grubuyla nerdeyse ayni ¢ikmasi, dokunun yeniden
damarlanmasi diisiiniildiigiinde beklenen bir sonug degildi. Daha 6nce de belirttigimiz
gibi transplante edilen ovaryum dokularindan total RNA izolasyonu yapilirken
deneklerin bobrek dokularimin degerlendirilmeye alinmamasi igin stereomikroskop
altinda ovaryum dokular1 bobrek dokusundan dikkatlice arindirildi. Ve-kaderin
proteininin yogun boyandig1 bobrekle komsu alanlarin ve bobrek kapsiiliinde bulunan
endotel hiicrelerinin RNA’larinin transplante edilen dokularda gen ekspresyonunun

arastirtlmasinda degerlendirilemedigi dolayisiyla gen ekspresyonunun ¢ok az bir
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azalma ile neredeyse ayni ¢iktig1 diisiiniilebilir. Ayrica, Ve-kaderin proteininin follikiil
gelisimi sirasinda sadece sekonder ve antral follikiillerin teka hiicre tabakasindaki
endotel hiicrelerde eksprese oldugu dikkate alinirsa, transplante edilen dokularda
sekonder ve antral follikiillerin kontrol grubuna nazaran sayica daha az oranda
bulunmalar1 Ve-kaderin gen ekspresyonunu etkilemis olabilir. Diger taraftan,
dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokularmin transplantasyonundan 17 giin sonra,
avaskiiler transplantasyonu yapilan dokunun canliligini korumus olmasi ve morfolojik
olarak normal izlenen c¢esitli asamalardaki follikiillerin varligin1 korumus olmasi
dokunun yeniden damarlandigini kanitlamaktadir.

Endotel hiicrelerinde hiicre-hiicre temas bdlgelerinde eksprese olan ve endotel
hiicre gocii, vaskiilogenez, anjiyogenez, apopitoz ve yara iyilesmesi (97, 99) gibi
bircok biyolojik siirecle iliskili olan Pecam-1, bir¢ok caligmada anjiogenezin
belirlenmesinde kullanilan endotel hiicrelerine 6zgii spesifik belirleyicilerden biridir
(101, 143). Endotel hiicrelerince eksprese edilen Pecam-1 proteini ayni zamanda
hiicre-hiicre adezyonuna da aracilik eder. Ovaryum dokusundaki Pecam-1
ekspresyonu daha ¢ok, kullanilan deneysel protokollerin ya da uygulanan tedavi
yontemlerinin follikiilerin gelisimi iizerine olan etkilerini anjiogenez baglaminda
incelemek i¢in arastirilmaktadir. Bilindigi gibi ovaryum dokusunda follikiilogenez ve
korpus luteum olusumu teka hiicre tabakasinda lokalize olan anjiogenik agin
gelisimine baglhidir (140, 143, 144). Skrtic ve arkadaslar1 rat ovaryumlarinda yaptiklari
bir calismada; preantral ve antral follikiillerin kan damar ag1 ile ¢evrelenmis teka hiicre
tabakasinda bulunan endotel hiicrelerinde ve korpus luteum i¢indeki kan damarlarinin
endotel hiicrelerinde Pecam-1’in pozitif boyandigini rapor etmislerdir (143).
Primordiyal ve erken gelisim asamasinda bulunan follikiiller, oksijen ve besin
ithtiyaglarini stromal kan damarlarindan karsilar ve kan damar1 icermezler. Bu nedenle
Pecam-1 ekspresyonunun ovaryum dokusunda, preantral ve antral follikiillerin teka
hiicre tabakas1 ve korpus luteum kan damarlariyla siirli oldugu bildirilmistir (143).
Benzer sekilde primatlarda follikiiler gelisim siiresince anjiyogenezin arastirildigi
baska bir ¢alismada, follikiiler gelisimin erken sathalarinda follikiilerin ¢evresindeki
endotel hiicrelerinde Pecam-1 protein ekspresyonunun olmadigi bildirilmistir (144).
Ayni ¢alismada, Pecam-1 protein ekspresyonunun 4’°ten fazla graniilosa hiicre tabakasi

iceren follikiillerde izlenmeye basladigi, 6zellikle ge¢ sekonder ve tersiyer follikiil
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asamalarinda boyanmanin daha siddetli oldugu rapor edilmistir (144). Rahimi ve
arkadaslar1  ¢esitli  kriyoprezervasyon  yontemleri ile  dondurulmus ve
ksenotransplantasyonu yapilan insan ovaryum dokularinda yeniden damarlanmay1
arastirdig1 calismada, transplantasyon dncesinde kontrol ve dondurulmus dokularda
Pecam-1 boyanmasinin olmadigini bildirmistir (145). Ancak ksenotransplantasyon
isleminden 3 giin sonra ovaryum dokularinda Pecam-1 boyanmasinin pozitif oldugu
goriilmiis ve doku parcalarinda anjiogenezin transplantasyonun ardindan basladigini
rapor etmislerdir (145). Ayni ¢alismada dondurma protokollerinden bagimsiz olarak
transplantasyonun 4. haftasinda kan damarlarinda Pecam-1 boyanmasinin arttigi ve
sonu¢ olarak transplantasyon sonrasinda yeniden damarlanma siirecinin, kullanilan
dondurma protokollerinden bagimsiz oldugu ve follikiil kalitesini etkilemedigi iddia
edilmistir (145). Bu calismada kontrol grubuna ait ovaryum doku gruplarinda,
sekonder ve antral follikiil asamasinda bulunan follikiillerin teka eksterna
tabakasindaki endotel hiicrelerinde Pecam-1 proteinini izledik. Primordiyal, primer
follikiiller ve follikiiller cevresindeki kan damarlarinda protein ekspresyonu izlenmedi.
Bu verilerimiz daha 6nce ¢esitli tiirlerde yapilan calismalarla benzerlik géstermektedir
(140, 143, 144). Calisma gruplarinda da kontrol grubuna benzer sekilde; sekonder ve
antral follikiillerin teka eksterna tabakasindaki endotel hiicrelerinde Pecam-1 proteini
izlendi. Primordiyal, primer follikiiller ve follikiiller ¢evresindeki kan damarlarinda
protein ekspresyonu izlenmedi. Pecam-1 proteininin gerek kontrol gerekse ¢aligma
gruplarindaki boyanma yogunlugunda fark gozlenmedi. Ancak transplantasyon
yapilan grupta bobrek kapsiilii i¢indeki ve bobrekle komsu alanlardaki bazi endotel
hiicrelerinde Pecam-1 ekspresyonunun yogun siddette oldugu izlendi. Real Time-PCR
sonuglarina gére Pecam-1 gen ekspresyonunun, ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna
gore nerdeyse hi¢ degismedigi izlendi. Bu bulgu immiinohistokimyasal verilerimizle
karsilastirdiginda, Pecam-1 protein ekspresyonunda gruplar arasinda izlenen boyanma
siddeti acisindan farklilik olmamasiyla uyumludur. Transplante edilen ovaryum
dokularinda, anjiogenik belirleyici olan Pecam-1 gen ekspresyonunun kontrol
grubuyla ayni ¢ikmasi dokunun yeniden damarlanmasi diisiiniildiigiinde beklenen bir
sonu¢ degildi. Bu sonug, Pecam-1 protein ekspresyonunun yogun izlendigi bobrekle
komsu alanlarda ve bobrek kapsiilinde bulunan endotel hiicrelerin

degerlendirilememis olmasindan kaynaklanabilir. Total RNA izolasyonu sirasinda,
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transplante edilen dokular mRNA izolasyonu i¢in hazirlanirken bobrek kapsiilii ve
bobrek dokusundan dikkatlice arindirilmaya c¢alisilmig, dolayisiyla bu bolgelerde
eksprese olan Pecam-1 geni RT-PCR sonucu i¢inde degerlendirilememistir. Pecam-1
proteininin follikiil gelisimi sirasinda sadece sekonder ve antral follikiillerin teka hiicre
tabakasindaki endotel hiicrelerde eksprese oldugu dikkate alinirsa, transplante edilen
dokularda sekonder ve antral follikiillerin kontrol grubuna nazaran daha az oranda
bulunmalar1 Pecam-1 gen ekspresyonunu etkilemis olabilir. Bunlarin disinda,
dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin transplantasyonundan 17 giin sonra
primordiyal follikiil havuzundan sec¢ilen ve morfolojik olarak da normal izlenen ¢esitli
asamalardaki follikiillerin var olmasi her ne kadar Pecam-1 gen ekspresyonunda
kontrol grubuna goére degisim izlenmese de avaskiiler transplantasyonu yapilan
dokunun yeniden damarlandigini kanitlamaktadar.

Sonug olarak, oosit kalitesi ve follikiil gelisiminde rol alan PDGF-a ve GDF-9
protein ve gen ekspresyonlart calisma gruplarinda da tespit edildi. Gen
ekspresyonlarinin uygulanan islemlerden istatistiksel olarak etkilenmedigi gosterildi.
Anjiyogenez ve yara lyilesmesinde gorev alan Ephrin B1, Ve-kaderin ve Pecam-1
protein ve gen ekspresyonlar1 kontrol ve ¢alisma gruplarinda tespit edildi. Yapilan
stereomikroskobik, 151k mikroskobik degerlendirmelerde ve immiinohistokimyasal
bulgularda, transplante edilen ovaryum dokularimin damarlandigi gosterildi.
Anjiogenezin Ozellikle bobrek kapsiilii altinda ve bdbrekle komsu alanlarda
sekillendigi stereomikroskobik (Sekil 5.3 D, F), 1s1ik mikroskobik (Sekil 5.4 D, E) ve
immiinohistokimyasal (5.8 D, E) bulgularla gosterilmistir. Transplante edilen
gruplarda, protein ekspresyonlart1 immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilen bu
genlerin istatistiksel olarak anlamli olmasa da gen ekspresyonlarinin diigiik ¢ikmasi,
RNA izolasyonu sirasinda anjiogenezin gergeklestigi bu alanlarin degerlendirilmeye
alimamamasindan kaynaklanmistir. Ancak vitrifikasyon sonrasi dokulardaki gen
ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli degismemis oldugu tespit edildi. Kontrol
ve c¢aligma gruplar arasinda, Ephrin B1, PDGF-a ve GDF-9 protein ve mRNA
ekspresyonlarinda artma ve azalma seklinde gozlenen degisiklikler izlendi. Incelenen
molekiillerin, vitrifikasyon sonrast  ekspresyonlarinda izlenen artma ve
transplantasyon sonrasi ekspresyonlarinda izlenen azalmanin; in vitro sartlarda islem

goren, cesitli kimyasallara maruz kalan ve -196 °C’de saklanan dokularda bir takim
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molekiiler degisikliklere yol agtig1 ve ekspresyonlarinda gorev alan bir takim sinyal
mekanizmalarim etkiledigi agiktir. Yapilan literatiir ¢calismasinda, Ephrin B1 geninin
follikiillerde eksprese oldugu ilk bizim galismamizla gosterilmistir. Ephrin B1’in
biitiin gelisim agamalarinda eksprese olmalar1 da dikkat ¢ekicidir. Bu gen grubunun ait
oldugu ailenin ileri tetkiklerle arastirilmasi ve follikiilogenez ya da olast diger
stirecteki rolleri aydmlatilmalidir. Gerek morfolojik degerlendirmelerle, gerekse
Ephrin B1, PDGF-a, GDF-9, Ve-kaderin ve Pecam-1 genlerinin degerlendirilmesiyle
ovaryum dokusunun basarili sekilde vitrifiye edildigi ve secilen genler agisindan
korundugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin devaminda segilen gen bolgeleri ¢alisma
gruplarindan elde edilecek oositlerde de belirlenmelidir. Oositlerdeki gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi bu calismamizi tamamlayacak sekilde bilgiler
verecektir. Literatlir taramast da gostermektedir ki; gerek deney hayvanlarinda,
gerekse klinik c¢aligsmalarda vitrifikasyon yontemi basarili sonuglar vermektedir.
Vitrifikasyon yontemlerinin, gen ekspresyonu ve epigenetik temelli degisikliklere ne
Olciide etki ettiginin belirlenmesinin kullanilan vitrifikasyon protokollerinin ve in vitro
kiiltiir ortamlarinin iyilestirilmesinde, dolayisiyla klinik uygulamalarda yaygin ve
basarili sekilde kullanilmasma biiylik katki yapacagina inanmaktayiz. Bu c¢alisma
kapsaminda fark ettigimiz Ephrin ailesine ait ligand ve reseptdrlerin ovaryum dokusu
tizerine etkilerini belirleyecek ileri tetkiklerin kullanilacagi caligmalar yapmayi

planliyoruz.
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7. SONUCLAR

v' Vitrifikayon yontemiyle dondurulan dokularda kontrol grubuna gore tiim
follikiil gruplarinda canlilik yiizdelerinde azalma oldugu gézlendi. Ancak primordiyal
ve primer follikiillerin vitrifikasyon islemi sonrasinda daha iyi korundugu ve kontrol
grubu ile arasindaki farkliliin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) izlendi.
Sekonder ve antral follikiiller agisindan ise, ¢calisma grubunda kontrol grubuna oranla
saglam follikiillerde goriilen azalmanin istatistiksel olarak onemli (p<0,05) oldugu
tespit edildi.

v' Taze ve vitrifikasyon yontemiyle dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokularinin
heterotopik ototransplantasyonunun 17. giiniinde her iki gruba ait ovaryum dokular
bobrek kapsiilii altinda genis hacimleriyle izlendi. Follikiillerin canlilig1 agisindan tiim
follikiil gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalma izlendi. Primordiyal, primer ve
antral follikiiller agisindan ¢aligma gruplarinin her ikisinde de izlenen follikiiler kaybin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) tespit edildi. Caligma
gruplar1 arasinda, primordiyal ve sekonder follikiiller agisindan izlenen follikiiler
kaybin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) yani bu follikiil gruplarinin daha
iyi korundugu izlendi. Caligma gruplar1 arasinda primer ve antral follikiillerde izlenen
follikiiler kaybin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu tespit edildi.
Vitrifikasyon isleminin follikiillerin canlilik kaybina olan etkisinin yaklasik %9 oldugu
tespit edildi. Follikiiler kayiplarda, dondurma isleminden ziyade transplantasyon
sonrasinda olugan iskeminin etkin oldugu tespit edildi.

v" Kontrol ve ¢alisma gruplarinda Ephrin B1 geni ve proteini tespit edildi. Ephrin
B1 proteininin kontrol ve ¢alisma gruplarinda, follikiillerin oositlerinde ve graniilosa
hiicrelerinde, teka interna ve eksterna hiicre tabakasinda, korpus luteum ve stromadaki
kan damarlarinda boyandig: tespit edildi. Dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokularinda
kontrol grubuna gore tiim gelisim asamalarindaki follikiillerin oosit ve graniilosa
hiicrelerinde Ephrin B1 proteininin boyanma siddetinin arttig1 izlendi. Dondurulup-
¢Oziilmiis ovaryum dokularinin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen
ovaryum dokularinda ise follikiillerdeki Ephrin B1 boyanma siddetinin azaldig1 ancak
bobrekle komsu alanlarda ve bobrek kapsiiliinde var olan ve yeni olusan kan

damarlarindaki ekspresyonun yogun oldugu izlendi. Grup IIl’e ait tiim gelisim
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asamalarindaki follikiillerin oositlerinde ¢ok zayif boyanma izlenirken oositlerin zona
pellusidalarinda  yogun immiinolokalizasyon tespit edildi. Ephrin Bl gen
ekspresyonunda, dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokularinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan (p>0,05) bir artis izlendi. Dondurulup-¢oéziilmiis ovaryum
dokularmin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda ise
istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) ¢ok az azalma izlendi.

v" Kontrol ve ¢alisma gruplarinda PDGF-o geni ve proteini tespit edildi. PDGF-
o proteininin kontrol ve calisma gruplarinda, follikiillerin oositlerinde, graniilosa
hiicrelerinde ve teka tabakalarinda ve kan damarlarinda boyanma izlendi. Bazi
primordiyal, primer ve sekonder follikiillerin oosit niikleusunda gii¢lii boyanma
oldugu izlendi. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda kontrol grubundan farkl
olarak boyanma siddetinde primordiyal ve primer follikiillerin oosit sitoplazmalarinda
azalma ve ancak teka interna ve eksterna hiicre tabakalarinda artma tespit edildi.
Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinin transplantasyonundan 17 giin sonra elde
edilen ovaryum dokularinda ise boyanma siddetinde, follikiilerin oosit sitoplazmasi,
graniilosa hiicreleri ve teka interna tabakasi hiicrelerinde azalma ve teka eksterna hiicre
tabakasinda artma izlendi. Bobrek kapsiilii altindaki kan damarlarinda, follikiilleri
cevreleyen kan damarlarinda ve bobrekle komsu alanlardaki kan damarlarinda PDGF-
o proteininin immiinolokalizasyonunun yogun oldugu gozlendi. PDGF-a gen
ekspresyonunun, dondurulup-¢oziilmiis ovaryum dokularinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan (p>0,05) ¢ok az artis gosterdigi tespit edildi. Dondurulup-¢oziilmiis
ovaryum dokulariin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum
dokularinda ise istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) azalma izlendi.

v" Kontrol ve ¢aligma gruplarinda GDF-9 geni ve proteini tespit edildi. Kontrol
ve calisma gruplarinda GDF-9 proteininin, primer, sekonder ve antral follikiillerin
oosit sitoplazmalarinda ve graniilosa hiicrelerinde boyandiklarini tespit ettik.
Primordiyal follikiillerin oosit sitoplazmasi ve follikiiler hiicrelerinde boyanma
izlenmedi. Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda GDF-9 protein ekspresyonu
kontrol grubuna benzer sekil ve boyanma siddetinde izlendi. Dondurulup-¢6ziilmiis
ovaryum dokulariin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum
dokularinda ise follikiilerdeki GDF-9 proteininin ekspresyonunda azalma ancak

graniilosa hiicreleri ile temasta olan zona pellusidada orta siddette boyanma izlendi.
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GDF-9 gen ekspresyonunun, dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda istatistiksel
olarak anlamli olmayan (p>0,05) artig gosterdigi tespit edildi. Dondurulup-¢oziilmiis
ovaryum dokulariin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum
dokularinda ise istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05) azalma izlendi.

v" Kontrol ve ¢aligma gruplari arasinda, Ephrin B1, PDGF-a ve GDF-9 protein ve
mRNA ekspresyonlarinda, vitrifikasyon sonrasi artma ve transplantasyon sonrast ise
azalma izlendi. Islemler sonrasinda istatistiksel olarak ©nemli olmayan bu
degisikliklerin, in vitro sartlarda islem goren, ¢esitli kimyasallara maruz kalan ve -196
°C’de saklanan dokularda bir takim molekiiler degisiklikler oldugu ve degisikliklerin
bu molekiillerin ekspresyonlarinda gorev alan bir takim sinyal mekanizmalarini
etkiledigi agiktir.

v Kontrol ve g¢alisma gruplarinda Ve-kaderin geni ve proteini tespit edildi.
Kontrol ve ¢calisma gruplarinda Ve-kaderin proteininin, sekonder ve antral follikiillerin
teka eksterna tabakasinda, bu follikiillerin graniilosa hiicrelerinde ¢ok zayif siddette
boyandig: izlendi. Follikiiler arasinda dagilim gosteren bazi stromal hiicreler ve kan
damarlarinda da boyanma izlendi. Ancak transplantasyonu yapilan grupta bdbrek
kapsiilii i¢indeki ve bobrekle komsu alanlardaki endotel hiicrelerinde Ve-kaderin
ekspresyonu izlendi ve boyanmasinin sirastyla orta ve yogun siddette oldugu tespit
edildi. Ve-kaderin gen ekspresyonunun, ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore cok
az azalma ile ifade edildigi goriildii. Gruplar arasinda gen ekspresyonunda gozlenen
degisim istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) bulunmad.

v" Kontrol ve galisma gruplarinda Pecam-1 geni ve proteini tespit edildi. Kontrol
ve ¢alisma gruplarinda Pecam-1 proteinini, sekonder ve antral follikiil asamasinda
bulunan follikiillerin teka eksterna tabakasindaki endotel hiicrelerinde izledik.
Dondurulup-¢6ziilmiis ovaryum dokularinda ve dondurulup-¢oziilmiis ovaryum
dokularimin transplantasyonundan 17 giin sonra elde edilen ovaryum dokularinda
kontrol grubuna benzer sekilde ve siddette oldugu tespit ettik. Primordiyal, primer
follikiiller ve follikiiller cevresindeki kan damarlarinda protein ekspresyonu izlenmedi.
Ancak transplantasyon yapilan grupta bobrek kapsiilii i¢indeki ve bobrekle komsu
alanlardaki bazi endotel hiicrelerinde Pecam-1 ekspresyonu izlendi. Pecam-1 gen
ekspresyonunun, ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore nerdeyse hi¢ degismedigi

(p>0,05) izlendi.
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v" Bobrek kapsiilii altina transplante edilen ovaryum dokularinda anjiyogenezin
ozellikle bobrek kapsiilii altinda ve bobrekle komsu alanlarda sekillendigi stereo ve
151k mikroskobik olarak izlendi ve immiinohistokimyasal isaretlemelerle gosterildi.
Transplante edilen gruplarda annjiogenez ve yara iyilesmesinde gorev alan Ephrin B1,
Ve-kaderin ve Pecam-1 gen ekspresyonlarinin diisiik ¢ikmasi, RNA izolasyonu
sirasinda anjiogenezin gergeklestigi bu alanlarin degerlendirilmeye alinamamasindan
kaynaklandi.

v Gerek morfolojik degerlendirmelerle, gerekse Ephrin B1, PDGF-a, GDF-9,
Ve-kaderin ve Pecam-1 genlerinin degerlendirilmesiyle, ovaryum dokusunun basarili

sekilde vitrifiye edildigi ve secilen genler agisindan korundugu tespit edildi.
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