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DENEYSEL OLARAK SiKLOFOSFAMID iLE OVERYAN
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KAYNAKLI STROMAL KOK HUCRELERIN OVARYUM DOKUSU
UZERINE ETKISi
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Bircok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve bir alkilleyici ajan olan
siklofosfamid, kemoterapotikler icinde over lizerinde en fazla toksisiteye sahip olanidir.
Kemoterapinin en sik gorilen ovaryum komplikasyonlari azalmig overyan rezerv ve
prematlr overyan yetmezliktir. Daha dnce yapilan calismalarda cesitli kaynaklardan
elde edilen mezenkimal kdk hticreler overyan yetmezlik olusturulan hayvanlara verilmis
ve overlerde folikiilogenezin tekrar basladigi gorilmistir. Calismamizin amaci,
siklofosfamidin ovaryum dokusundaki toksik etkilerinin overyan stromal kok hucre
tedavisi ile en aza indirilmesini saglamaktir.

Bu calismada, toplam 20 adet, 8 haftalik, 15015 gram agirliginda Wistar
Albino cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar rastgele secilerek 3 gruba ayrildi. Kontrol
grubu (n=6) Kemoterapi grubu (n=6), Kok Hiicre Grubu (n=6) olarak 3 grup olusturuldu.
Kemoterapi grubu ve Kok hiicre grubuna PBS ile ¢6zilmis 200mg/kg siklofosfamid 1.
ve 8. glinde intraperitoneal olarak uygulandi. Daha sonra sadece Kok hicre grubuna
siklofosfamid enjeksiyonunun son guninden bir gun sonra yani 9. gun over
dokusundan elde ettigimiz stromal kdk hucreleri (Her bir overe 500.000 stromal kok
hicreyi 0.01ml PBS igerisinde) cerrahi yontemle direkt siganlarin her iki ovaryumuna
enjekte edildi. K&k hiicre enjeksiyonundan 2 hafta sonra tim siganlarin ovaryumlari
¢ikarilarak rutin 151k mikroskop takibi yapildi. Parafin bloklardan 5 pm luk kesitler
alinarak hematoksilen&eozin ile boyandi. Kesitler 151k mikroskobunda histopatolojik
olarak incelenmigtir. 1. 5. ve 10. kesitlerde primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer
foliktllerin sayimi yapilmistir. TUNEL analizi ve kaspas 3 aktivitesi immunohistokimka
(IHK) yontemi ile degerlendirildi.

In the chemotherapy group, there was a general decrease in the number of
follicles and an increase in the number of atretic follicles. In the chemotherapy and
stem cell group, it was observed that stem cells reduced the damage in the ovary and
were effective in preserving the follicle reserve.

Siklofosfomid ovaryumda hasara neden olmaktadir. Kok hiicre uygulamasi ise
bu hasari azaltmaktadir. Kok hucre uygulamasi primordial follikil havuzu negatif
etkilemekle birlikte ovulasyona giden saglikl antral follkll sayisini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ovaryum, Siklofosfamid, Prematir Overyan Yetmezlik, Overyan
Stromal Kok Hucreler

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2020SABE034)



ABSTRACT

THE EFFECT OF STROMAL STEM CELLS FROM OVER TISSUE
ON OVARIUM TISSUE IN RATS WITH EXPERIMENTALLY
CICLOPHOSPHAMID AND OVARIAN FAILURE
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Supervisor: Dr. Lecturer Murat Serkant UNAL
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Cyclophosphamide, which is an alkylating agent and widely used in the
treatment of many cancers, has the most toxicity on the ovary among the
chemotherapeutics. The most common ovarian complications of chemotherapy are
decreased ovarian reserve and premature ovarian failure. In previous studies,
mesenchymal stem cells obtained from various sources were given to animals with
ovarian failure and it was observed that folliculogenesis started again in the ovaries.
The aim of our study is to minimize the toxic effects of cyclophosphamide on ovarian
tissue with ovarian stromal stem cell therapy.

A total of 20 Wistar Albino female rats, 8 weeks old, weighing 150115 grams,
were used in this study. Rats were randomly selected and divided into 3 groups. Three
groups were formed as control group (n=6) Chemotherapy group (n=6) and Stem Cell
Group (n=6). 200mg/kg cyclophosphamide dissolved with PBS was administered
intraperitoneally on the 1st and 8th days to the chemotherapy group and stem cell
group. Then, one day after the last day of the cyclophosphamide injection only to the
Stem cell group, i.e. on the 9th day, the stromal stem cells we obtained from the
ovarian tissue (500,000 stromal stem cells for each ovary in 0.01lml PBS) were
surgically injected directly into both ovaries of the rats. 2 weeks after the stem cell
injection, the ovaries of all rats were removed and routine light microscope monitoring
was performed. Sections of 5 ym were taken from paraffin blocks and stained with
hematoxylin & eosin. Sections were examined histopathologically under the light
microscope. Primordial, primary, secondary and tertiary follicles were counted in the
1st, 5th and 10th sections. TUNEL analysis and caspase 3 activity were evaluated by
immunohistochemistry (IHC).

The ovaries in the control group had normal histological appearance. In
the chemotherapy group, there was a general decrease in the number of follicles and
an increase in the number of atretic follicles. In the chemotherapy and stem cell group,
it was thought that stem cells could reduce the damage in the ovary and be effective in
preserving the follicle reserve.

Cyclophosphamide causes damage to the ovary. Stem cell application reduces
this damage. Although stem cell application negatively affects the primordial follicle
pool, it increases the number of healthy antral follicles leading to ovulation.

Key Words: Ovary, Cyclophosphamide, Premature Ovarian Insufficiency, Ovarian
Stromal Stem Cells

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2020SABE034
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1. GIRIS

Mezenkimal koék hicreler kemik iligi, adipoz doku, kikirdak, amniyon sivisi,
plasenta, endometriyum gibi bircok dokudan izole edilmiglerdir. Mezenkimal koék
hucrelerin rejeneratif (yenileyici) ve reperatif (tamir edici) 6zellikleri vardir. Mezenkimal
kok hicrelerin inflamasyonu ve fibrozisi azalttigi dokularda angiogeneze neden oldugu
ve fokal doku hasari tamir isleminde aktif role sahip oldugu gdsterilmistir. Bunu
salgiladiklari gesitli sitokin, kemokin, enzim, biyoaktif molekll ve ekstrasellilermatriks

proteinleri ile basarirlar (Rastegar vd 2010).

Prematur overyan yetmezlik (POY) Ureme c¢agindaki kadinlarda 40 yasindan once
amenore ve hipodstrojenizm semptomlari ile bulgu veren gonadotropin yuksekligi (
FSH, LH ) ve Ostrojen dusiklugu ile karakterize bir tablodur. Kirk yasin altinda, dort
aydan uzun sire amenoresi olan kadinlarda, en az bir ay ara ile bakilan iki FSH
degerinin >40 IU/Le saptanmasi, prematur overyan yetmezligi dusundirur (Liu vd
2019).

Kemoterapinin over dokusu Uzerindeki etkisi, azalmis overyan rezerv ve prematir
overyan yetmezliktir. Overyan rezervin goOstergesi primordiyal follikil sayisidir.
Primordiyal folikiller normalde dormant (inaktif,uykuda) haldedirler. Ergenlik donemiyle
birlikte her menstruel siklusta az sayida primoriyal foliklil aktiflenerek sirayla primer,
sekonder ve son olarak tersiyer foliklle donusur. Siklofosfomid hem oositte hem de
granuloza hucrelerinde hasara neden olarak folikul kaybina ve buna bagh erken over
yetmezligine neden olmaktadir. Calismalarda alkilleyici kategorideki (6rnegin
siklofosfamid) kemoterapi ajanlarinin over Uzerinde en fazla toksisiteye sahip oldugunu
gosterilmektedir (Mohamed SA vd 2018).

Siklofosfamid tedavisi, aktif olarak blyuyen follikillerin apoptozunu indukler ve
primordiyal follikillerden primer foliklllere gegisi tetikler, bu da primordiyal follikul

havuzunun yok olmasina neden olur (Kalich-Philosoph L vd 2013).



POY etyolojisinde genetik, otoimmin, metabolik, enfeksiyon ve iatrojenik
(antikanser tedavileri) gibi birgcok faktor rol oynamaktadir. Primordiyal foliklilden primer
foliklle geciste, kontrolli aktive edici ve baskilayici rol oynayarak folikil havuzunun
korunmasinda rol alan sinyal yolaklari birbirinden bagimsiz ancak dengeli bir sekilde

galismalidir.

Baskilayici ve aktivatér genlerin dengeli calismadigi durumlarda, klinikte prematir
overyan yetmezlik olarak bilinen, folikillerin kitlesel aktivasyonu ile foliklil havuzunun
yarisindan fazlasinin hatta daha buylk kisminin erkenden tiikenmesine sebep olan
senaryo ortaya ¢ikmaktadir.

Daha énceki calismalarda cesitli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kék hlicreler
overyan yetmezlik olusturulan hayvanlara verilmis ve overlerde folikiilogenezin tekrar
basladigi goérilmustir. Yaptigimiz calismada ise kemoterapik bir ajan olan
siklofosfamidle olusturulan ovaryum hasarininin onarilmasinda, siganlarin ovaryum

dokusundan elde ettigimiz stromal kdk hlicreleri ovaryumdaki etkileri arastirildi.

1.1.Calismanin Amaci

Bizim bu calismadaki amacimiz kemoterapik bir ajan olan siklofosfamidle
ovaryumda olusturulan doku hasarininin onarilmasinda overyan stromal kdk hiicre

tedavisinin etkinliginin gosterilmesidir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Ovaryum

Kadin Greme sistemi ovaryumlari disi i¢ Greme organlari (ovaryumlari, tuba
uterina, uterus, vajina) ve dis genital yapilari (monspubis, labiyum, mauslar, ve
minuslar, Klitoris, vestibul, vajina acikhidi, himen ve dig Uretra) kapsar. Gelismekte olan
gametlere oosit, olgunlara ise ovum denmektedir. Oogenez (ovaryumlarda yumurta
olusmasi) ile oosit (yumurta) dretimi ve fertilizasyon (déllenme) sonucu implantasyon
(yerlesme) ile doguma kadar destek saglayan bu sistemi hormonlar ve sinirler kontrol
eder. Gametlerin ve steroid hormonlarin Uretiminini ovaryumlar saglamaktadir.
Ovaryumlar tarafindan steroidlerin iki ana grubu olan progesteronlar ve 06strojenler
salgilanmaktadir. i¢ ve dis genital organlarin biiyimesi ve olgunlasmasindan, puberte
de disi cinsiyet karakteristiklerinin gelisiminden, duktal ve stromal blyimeden ve meme
gelisiminden o6strojenler sorumludur. Meme bezlerinin laktasyon igin hazirlanmasindan
ve i¢ genital organlarin Ozellikle de uterusun endometriyumda salgilama
degisiklikleriyle gebelik i¢cin hazirlanmasindan progesteron sorumludur. Aslinda her iki
hormonda menstrual siklusta 6nemli rol oynamaktadir.

Ovaryumlar, boyu yaklasik 3 cm, eni 1,5 cm ve kalinhd@ 1 cm olan yapilardir.
Ovaryumu mezotelyum yerine germinal epitel kaplar. Germinal epitelin altinda,
ovaryumun beyazimsi rengini veren, siki bir bag dokusu katmani olan tunika albuginea
vardir. Tunika albugineanin hemen altinda oositleri iceren kortikal bolge (dis kisim) yer
alir. Folikdller, stroma (kortikal bdlgenin bag dokusu) iginde gédmulididr. Bu stroma
fibroblastlar igerir. Ovaryumun merkezi bdélgesinde medullar bdlge yer almaktadir.
Korteks ile medulla bdlgeleri arasinda kesin bir sinir ile ayrilmamistir (Mescher AL,
2015).

2.1.1. Ovaryumun Gelisimi ve Histolojisi

Disilerde Ureme organlari geligirken Ureme icin gerekli yapi ve fonksiyonlari
olusturan hdcreler olusmaktadir. Embriyonun birinci ayinda primordiyal germ
hicrelerinden olusan hicre toplulugu vitellus kesesinden gonad taslagina goé¢ eder.
Gonadlara ulasan bu hicreler boélinerek oogonyumlara donlgur. Uterus ici yagsamin
besinci ayinda 7 milyonun Uzerinde oogonyum vardir. Ugilincli aydan itibaren
oogonyumlar birinci mayoz bdélinmenin profaz evresine girmeye baslar. Diploten
evresinde bolunme durarak mayoz bolunmenin diger evrelerine ilerlemez. Primer
(birinci) oositler olarak bilinen bu hucreler folikil hicreleri olarak adlandirilan yassi

hicrelerle cevrilidir. Yedinci ay da ise oogoniyumlarin birgodu primer oositlere



doénusmustlr. Primer oositlerin cogu ise atrezi ile yok olur. Kadinin 40-45 yaslarinda
yaklasik 8 bin oositi kalir. Ortalama 28 glinde bir genellikle tek bir oosit serbest birakilir
ve bir kadin reproduktif yasam boyunca yaklasik 400 kadar sekonder oosit tretmis olur.

Geriye kalan oositler ise birkag yil icinde menopozla birlikte dejenere olur (Ross, 2011).

Oositler iri bir nukleolusa, vezikller bir nikleusa, opak ve granuller bir
stoplazmaya, gri golgi kompleksine, ¢ok sayida mitokondri ve kiiglk vezikillere sahip
hicrelerdir. (Song D vd 2016)

2.1.2. Ovaryum Folikullerinin Geligimi

Menstrualsiklus; follikliler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre olmak Uzere 3
evreden olusur. Ovaryum folikulleri gelisim asamalarina gdére primordiyal follikdl,

bluylimekte olan follikil ve olgun ya da Graaf folliktldur (Kierszenbaum AL 2006)

2.1.2.1. Primordiyal Folikiil

Follikil gelisiminin ilk asamasidir. Fotal gelisimin 3. ayinda ortaya cikarlar.
Primordiyal follikiller olgun bir ovaryumda korteks stromasinda tunika albugineanin
altinda yer alirlar. Yassi folikl hucreleri (tek tabaka halinde) primer oositi ¢cevrelerken,
folikdl hucrelerinin dig yuzi bazal lamina ile sinirlandirilmigtir. Primordiyal folikuller iyi

dagiimis kromatin ve bir ya da daha fazla nukleolus igeren nukleusa sahiptir. Oosit

sitoplazmasinda ise Balbian cisimcigi bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006, Ross
2011).

Sekil 1. Primordiyal folikul.



2.1.2.2. Buyumekte Olan Folikiiller

Primer ve sekonder (antral) foliklller olarak ikiye ayrilirlar (Kierszenbaum 20086,
Ross 2011)

2.1.2.2.1. Primer Folikuller

Primordiyal follikil blUylumekte olan follikile doénustrken oositte, follikil
hicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir. Follikiil hicreleri FSH
reseptérlerine puberteyle birlikte 6n hipofizden salinan FSH’In etkisiyle sahiptir. ilk
olarak oosit buyur, cevresindeki yassi folikul hiicreleri kuibik hale gelirler. Bu follikil ise
primer follikil olarak adlandirilir. Oositin blylimesiyle birlikte proteinler salgilanir, bu
proteinlerin bir araya gelerek oosit ile follikil hlicreleri arasinda zona pellusida (ZP)
olusur. ZP oositi tek kath kibik veya prizmatik follikil htcreleri gevrelediginde
gorulebilir. Follikal hucrelerinin ZP’yi delerek oositin mikrovilluslar ile temas halinde

bulunan ince sitoplazmik uzantilari vardir (Kierszenbaum, 2006).

Tek tabakali (unilaminar) primer folliklller ve ¢ok tabakali (multilaminar) primer
folliktiller olmak Uzere iki tip primer folikil bulunmaktadir. Primer oosit tek siral kibik
follikil hicreleri ile cevrili ise tek tabakali, Primer oosit prolifere olan ¢ok kath kibik

hicrelerle cevrili ise ¢ok tabakal primer foliklldir (Kierszenbaum, 2006).
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Tek tabakali follikll hicrelerinin mitoz gecirip ¢ogalmasiyla membrana
granuloza olugur. Follikil hucreleri ise artik grantloza hucreleri olarak tanimlanir.
Follikalin etrafindaki stromal hlcreler graniloza hicrelerinin prolifere olmasiyla olusur
ve bu stromal hicreler teka folliklli olustururlar. Teka follikll ise farklilasarak teka
interna ve teka eksterna tabakalarina aynilir. Teka interna htcreleri luteinizan hormon
(LH) reseptorlerine sahiptir. LH uyariimasiyla birlikte androjenlerin sentez ve salinimi
saglanir. Teka interna fibroblastlar, kollajen fibrilleri ve bir damar agina sahiptir. Teka
eksterna ise damardan zengin bir tabakadir ve diz kas hicreleri ve kollajen lifler igerir.
Teka tabakalari arasindaki sinir tam olarak belirgin degildir. Ama granuloza tabakasi ile
teka interna arasinda bulunan bazal lamina iki tabaka arasinda siniri belirler. Oositin
olgunlasmasiyla beraber Balbian cisimciginden koken alan Golgi'nin sitoplazmaya
dagilimi gerceklesir. Kiuglk vezikullerin, granuler endoplazmik retikulumun (GER),
mitokondriyonlarin, serbest ribozomlarin ve multivezikiler cisimciklerin miktari artar.
Grantillerin igerdigi proteaz larekzositozla oositin sperm tarafindan aktive edilmesiyle
birlikte serbestlestirilir (Ross, 2011).

2.1.2.2.2.Sekonder Folikiiller

Granllloza hicreleri ¢odalmasiyla folikilin c¢api  buydr. Follikdl  kortikal

stromanin derinlerine dogru ilerken oosit ve folikll gelisimi icin folikil stimile edici



hormon (FSH), blyime faktoérleri; epidermal blyime faktéri (EGF), insilin benzeri
blylime faktorl | (IGF-1) ve kalsiyum iyonlari (Ca2+) gerekir. Stratum granilozum 6-12
sirali hiicre katmanina ulasir ve graniloza hucreleri arasinda sivi dolu bir kavite
olusmaya baslar (Sekil 4). Granulloza hiicrelerinden kaynaklanan sivi birikmeye devam
eder. Sonrasinda ise kaviteler birleserek tek, yarimay seklinde antruma doénusur. Bu
yapi sekonder folliklil olarak adlandirilir. Sekonder siviya graniiloza hiicrelerinden oosit

maturasyon inhibitéri (OMI) salgilanir ve oositin blylUmesi inhibe edilir. OMI

konsantrasyonu kuguk follikiillerde en yuksek, olgun folliktllerde ise en diguktur (Ross,
2011).

Y

ekil 3.Sekonder folllikul.

2.1.2.3.0lgun (Graaf) Folikl

Sekonder follikilin genislemesiyle antrumda giderek genigler (Sekil 5).
Granuloza hucrelerinin oositle temasta oldugu alanda antruma dogru kumulus ooforus
tepecigini olustururlar. Zona pellusiday1 ¢evreleyen kumulus ooforus hicreleri korona
radyata olarak adlandirlir ve ovulasyonda ovaryumu terk eden oosit ile birlikte atilirlar.
Korona radiata hucrelerinin mikrovilluslari oositle gapjunctionlar araciligiyla baglanti
kurarlar. Follikilin maturasyonu sirasinda granlloza hucrelerinin mikrovillus sayisi
artar ve antral ylzeydeki LH reseptor sayilarinin artigi ile iligkilidir. Her menstriel
donemde genellikle bir folikil digerlerinden fazla buylr. Baskin olan folikil 7
ovulasyonu gergeklestirerek folikiler blylUmenin en son asamasina ulasabilir. Bu
ovulasyon olgun folikil ya da graaf folikll olarak adlandiriir (Ross MH ve Pawlina W
2014).



ekil 4.Graaf follikul

2.1.3. Ovulasyon

Olgunlasmamis olan sekonder oosit olgunlasirken degisiklikler gegirir. Diploid
(2n) sayida kromozom igeren oogonia mitotik bolinmeler gecirerek primer oositleri
olusturur. Primer oositler folikller gelisim sirasinda buyur ve iki maturasyon bolinmesi
gecirerek matir olusur. ik olgunlasma bdliinmesi ovulasyondan hemen &nce
gerceklesir. Kardes hucreler arasinda kromozomlar paylastirilir. Kardes htcrelerden
birisi olan sekonder oosit ana hiicrenin sitoplazmasinin tamamini alir. Diger hlicre ise
dejenere (bozulma) olur. Huicrelerin ikisi de 23 kromozama sahiptir. Bu sirada
ovulasyon gercgeklesir ve sekonder oosit folikiilden serbestlesir ve sekonder oositin
nukleusu sekonder maturatik bolinmeye baslar. Metafazda duran bdlinme
fertilizasyona (déllenme) kadar béyle kalir. ikinci mayoz bélinmenin gerceklesmesiyle
esit olmayan sitoplazmik bir bélinme meydana gelir. BlyUk sitoplazmaya sahip olan
hicre matir oosit, digeri ise 2. polar cisimdir. BOylece bir primer oositin yalnizca bir
hicresi fonksiyonel hale gelir. Maturasyonu tamamlanan folikilde sivi artar, sisme
olugur. Folikdl raptur olugsmasiyla sivi periton (karin zari) bosluguna sizar. Zona
pellusida ve korona radiata ile cevrili oosit sivi igerisinde dagilarak ovulasyon
gercgeklesir. Ovulasyon horman araciligiyla gergeklesir ve oositin serbestlesmesiyle son
bulur. Oositin atiimasinda enzimatik ve hormonal degisiklikler etkilidir. Bu faktorler ise;
folikller sivinin hacminin ve basincinin artmasi, folikil duvarinin aktive plazminojen
tarafindan enzimatik proteolizisi, oosit-kumulus kompleksi ile stratum granulosum

arasinda hormonal yénlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktiriimesi, teka eksterna



tabakasindaki diz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan tetiklenerek kasiimasidir
(Ross MH ve Pawlina W 2014)

2.1.4. Korpus Luteum

Korpus Luteum, sari cisim gecici bir endokrinal yapidir. Her menstriel siklusta
yeni bir corpus luteum olusur. Yiksek dizeylerde progesteron ile orta dizeylerde
estradiol ile inhibin A Gretimi ile ilgilidir. Hamileligin ilk 8 haftasinda progesteronun en
¢ok korpus luteum da dretilir. Hamileligin 8. haftasindan sonra ise plasentada daha
fazla corpus luteum'da Uretiimeye baslar. Daha fazla Gonadotropin salici hormonun
(GnRH) salgilanmasindan dolayi Liteinlestirici hormon (LH) ve Folikil uyarici hormon

(FSH) salgilanmamasi i¢in 6strojen de salgilar (Mescher AL 2016)

2.1.5. Menstrual Doéngii

Hipofiz gonadotropinleri FSH ve LH tarafindan ovaryum folikilleri ve korpus
luteumun dongusel gelisimi kontrol edilir ve ayni zaman da dstrojen ve progesteronun

seviyelerinde degisiklige neden olur (Unal F 2009).

2.1.6. Over Rezervi

Matir (olgun) oosit overlerin primer fonksiyonu tarafindan Uretilmektedir.
Dogumda overlerde, primordiyal folikillerin igerisinde folikilogenezi gergeklestirmeye
donuk sinirli sayida oosit mevcuttur. Over rezervini temsil eden primordiyal folikiller
normalde dormant (inaktif,uykuda) haldedirler. Ergenlik doénemiyle birlikte her
menstruel siklusta az sayida primoriyal folikll aktiflenerek primer, sekonder ve tersiyer
foliktle dénlslr ve her menstruel siklusta bir tane olgun oosit etrafindaki graniloza
hicreleriyle tersiyer (olgun) foliklilden disari atilir. Over reservi yasla birlikte, bazi

cevresel faktorlerle ve hastaliklar ile azalmaktadir (Ross MH 2011).
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2.2. Kemoterapi ve Radyoterapinin Gonadal Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Kanser tedavilerindeki cerrahi, tibbi ve teknolojik tedaviler ile birlikte A.B.D.'de
her yil 4000 kiz ¢cocugu potansiyel olarak infertiliteye neden olabilen kemoterapi ve
radyoterapiye maruz kalmaktadir. Kemoterapi ve radyasyon tedavileri sonrasi amenore
(adetten kesilme) ve infertilite problemleri ile karsilasiilmasi olasidir. Alkilleyici ajanlar
(Siklofosfamid vb.) ve iyonizan radyasyon kullanimi prematir over yetmezligine neden
olmaktadir (Nelson LM 1994).

2.3.  Premature Ovaryan Yetmezlik (POY)

Prematir over yetmezligi (POY), oligomenore, hipoGstrojenizm, subfertilite,
amenore ve infertilite ile iligkili olarak gonadlarda reziduel folikil kaybina yol agan over
disfonksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Primer amenore olan kadinlar arasinda
POF sikhdi sekonder amenore olanlardan daha yuksektir. Bu hastalik primer over
yetmezIigi olarak bilinir ve ¢ok karmasiktir. Prevalansi 35 yas alti 250 kadindan birinde
ve 40 yas altt 100 kadindan birinde geklindedir. POF icin uygun tani kriterleri hentz
mevcut olmasa da; en az 4 ay boyunca amenore veya oligomenore ve 40 yasin
altindaki kadinlarda 4 haftalik araliklarla iki defada 25-40 IU/L'yi asan kalici olarak

artms foliktl uyarict hormon (FSH) dizeyleri ile klinik olarak tanimlanmaktadir.

POY'un kokenindeki olasi mekanizmalar: baslangicta yetersiz primordiyal folikil
havuzu olmasi; hizlandiriimig bir folikller atrezi sureci; veya primordiyal folikillerin
anormal maturasyonu olarak siniflandirilabilir. Kemoterapi ve otoimmun poliglandiler
sendrom gibi otoimmun bozukluklar, radyasyon tedavisi ve over cerrahisi gibi
iyatrojenik faktorler bilinen nedenler arasindadir. Su anda, tim POY formlarinin
yaklasik % 25'i kanser tedavisi ile iliskilidir. Kemoterapi sonrasi olugan POY, antikanser

tedavisinin, dejeneratif saghk problemleri ve infertilite riskini arttiran majér ve uzun
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vadeli olumsuz etkisi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kemoterapiye bu tir yanitlar, over
rezervinin kaybi infertilite riski ile yakindan iligkili olmasi sebebiyle o6zellikle gencg
kadinlarda 6nemli bir sorundur. Antikanser ilaglarin over toksisitesine yol agmada
uyguladigi mekanizma ilacin tipine ve test edilen hicre tipine bagh oldugu
bilinmektedir. Antikanser ilaglarin ¢gogunun stroma ve granuloza hcrelerini, apoptoz
yoluyla etkiledigi, oositlerin ise bu toksisiteden dolayl bir sekilde etkilendigi
dugunulmektedir (Jankowska K 2017).

2.4.  Fertilite Koruyucu Yontemler

Kanser saptanan kadinlarda fertiliteyi korumada uygulanan ve uygulanabilecek
bircok yontem vardir. Bunlardan bazilari su sekilde siralanabilir; Ovaryan transpozisyon
operasyonlari, GnRH analoglari kullanimi, embriyonun ve yumurtalik dokusunun veya
tim yumurtaligin dondurulmasi ve gelecekte transplantasyon veya in vitro blyime
(Vuacut disinda olgunlastirma) icin saklanmasi, antiapopitotik sfingozin-1-fosfat gibi
ajanlarla farmakolojik korunma, rahim transplantasyonu ve kék hiicre tedavisi (Fortuno
C ve Labarta E 2014).

2.4.1. Kok Hiicre Tedavisi

Ureme alaninda kok hiicre tedavileri fertilitenin korunmasi, kdk hiicrelerden
fonksiyonel gamet hicresi Uretimi ve fertilitenin korunmasi amaciyla doku ve organ

Uretimi gibi alanlarda ilgilenmektedir (Tuch BE 2006).

2.4.2. Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hticre, mitoz bélinmeyle 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen ve daha
fazla kok hicre tUretmek igin kendini yenileme yetenegine sahip olan, butin ¢ok hicreli
canlilarin doku ve organlarini olusturan hicrelerdir. Kok hilicreler uzun slire boyunca
bélinme ve kendilerini yenileyebilme o6zelligine (self-renewal), 6zellesmis hucrelere
donusebilme 6zelligine (farklilasma) ve klon olugturabilme (cloning) 6zelligine
sahiptirler (Tuch BE 2006).



12

2.4.2.1. Farklanma (Plastite):

Farkhlagsma iglevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda gegirilen, sitokinlerin,
blylme ve farklanma faktdrlerinin, hicre disi matriks proteinlerinin ve hlcreler arasi
iletisimin etkisiyle olusan olaylar dizinidir. Hlcre farklilagsmasini tetikleyen hicre igi
sinyaller hiucredeki genler araciligiyla kontrol edilir ve hicre digl sinyaller ise diger
hicrelerden salinan kimyasal maddeler, komsu hucrelerle fiziksel temas ve mikro
cevredeki bazi molekillerdir. Farklanma asamasindaki hiicre hem boélinmeyi durdurur
hem de cevresinden gelen sinyallare yanit vermeye hazirlanir. Bir hiicre igin ileri
farklanma sureci ¢cogunlukla o hlicrenin ¢gogalma sulrecinin bittigi noktadan baslar. S6z
konusu hticre once yeterli saylya ulasir ve GO fazina girer yani hicre boélinme
dongusunden kalici veya gecici olarak ¢ikar. Farklanmayi uyaran ve surduren etkenler
ortadan kalkarsa G1 fazina gegcilir yani bir¢cok hiicre boliinme déngusline tekrar girer
(Can A 2009, Karatz E 2004)

Tablo 1. Kokenlerine, farklanma etkinliklerine gore kok hacre turleri (Can A 2009).

isim Hucre Tipi (yerlesim) Farklanma Etkinligi | Farklanma Yonu
EKH* Morula asamasindaki | Totipotent Embriyon ve
hlcreler embriyon disl
tabakalar
EKH Blastokist asmasindaki i¢ | Pluripotent Embriyon gévdesi
hicre kitlesi hicreleri (tim somatik ve

germ hucreleri)

EKH Gastrula asamasindaki | Pluripotent Ektoderm,
epiblast hiicreleri endoderm,

mezoderm hucreleri

EKH Ektoderm, endoderm, | Pluripotent Tdm somatik
mezoderm hcreleri hlcrelera
YKH* Ozguin doku hicreleri Multipotent Hucrenin bulundugu

dokuya gorebir veya
daha fazla tirde

hicre

YKH Bir dokudaki yerlesik huicreler | Unipotent (Kas dokusundaki
hicreler)
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2.4.2.3. Kendini Yenileme (Self Renewal):

Kendini yenileyebilme 6zelligi sayesinde kdok hiicre havuzu surekliligini
koruyarak bu havuzu tikenmekten korur. Kok hlicreler organizmanin yasami boyunca
kendi kopyasini alacak sekilde ¢ogalirlar ve gerektiginde organ ve dokuya 6zgl 6ncu
hicrelere donlsebilirler. Embriyonik gelisim stirecinde, kék hcreler ile farklilanmakta
olan hiucreler arasindaki denge yetiskin insan hicrelerinin ve dokularinin uzun surel
korunmasi ve onariminda ¢ok dnemlidir. Bélinmeler sirasinda kok hicreler bir yandan
oncu hicreye donlusecek hicreyi Uretirken diger bir yandan da kendini yedeklemektedir
ve bu kok hucreler ile dncu hicreleri ayiran Ozelliklerden biridir. Bu olay kok hucre
havuzunun yagsam boyu sabit kalmasini saglar ve asimetrik hicre boélinmesi sonucu
olusur. Hiucre ici ve hiicre disi etkenlerin asimetrik hiicre bélinmesinde ¢ok siki kontrol
edilmesi gerekir. Bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’ nin yavru hicrelerden
sadece birine aktariimasiyla hicre igindeki asimetri saglanir. Bélinme sonunda orjinal
DNA, yavru hlcrelerden birine giderken kararlanma gegirir ve 6nci hicreye donlsecek
olan diger hicrede yeni DNA sentezi meydana gelir. Bdylece kok hucreler
mutasyonlardan korunmakta ve hep ayni genoma sahip hicreler bozunmadan
kalabilmektedir. Hicrenin disindaki mikro ¢evre (nig) tarafindan kék hicrelerin hicre
disi asimetrisi olusturulur. Hucre ici ve hucre disi sinyaller hicrenin kendini

yenilemesinde 6nemli etkenlerdendir (Can A 2009).

Tablo 2.Kok hucrelerin farklanma yetkinligi (Can A 2009).

Kisaltilmis bicimi Anlam Ornek

Toti Biitiin Embrivon

Multi Birgok Hematopoetik

Pluri Cok Hematopoetik

Oligo Az GIS kik hiicreleri

Quadri Diirt GIS kik hiicreleri

Tri Ug Brons epiteli
Bi Iki Safra kanal
Lmi Bir/tek Prostat
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2.4.2.4. Kokliliik (Stemness)

Kokluluk diger hucrelerden kok hucreleri ayiran hucresel ve molekuler
Ozelliklerdir. K&k hicreler farklilagsmaksizin 6zgin yapilarini ve iglevlerini korurlar. Kék
hucre tipini belirlemek icin kok hucre belirteclerini kullanmak en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. SSA1, SSA4, TRA-1-60, Sox2, Oct4 embriyonik kok hicreler igin
yaygin kullanilan belirteclerdir. CD33, CD34, CD45 hematopoetik kdk hicreler igin en
yaygin kabul edilen belirteclerdir. Stromal kok hucreleri ayirt etmek icin ise CD29,
CD54, CD90, CD106 kullanilir (McGee EA ve Hsubeh AJ 2000).

2.4.3. Kok Hicrelerin Karekterizasyonu:

Cok yonlu birgok analizin bir araya getirilmesi ile kdk hiicre karekterizasyon
galismalari tamamlanmaktadir. Hucre ozelliklerini belirleyebilmek igin belli belirtegleri
tasiyan hicrelerin akim sitometre ile sayllmasi, gen ekspresyon analizleri hiicrede
ifade edilen proteinlerin immin boyama ile belirlenmesi ve farklilasma deneyleri siklikla
kullaniimaktadir. Mezenkimal kok hicreler birgok dokudan izole edilerek, izole
edildikleri  doku igcerisinde  kazandiklari  &zellikleri  izolasyon  sonrasina
tasiyabilmektedirler. Birgok ylzey belirtecini ifade eden, hematopoetik kdk hiicrelerden
farkh belirtegleri tasiyan hicreler ve osteosit, adiposit ve kondrosit hiicre hatlarina
farklilasabilen hiicreler mezenkimal kék hlcreler olarak tanimlanabilir. KOk hiicrelerin
icinde bulundugu mikro-gevrenin 6zelliklerinin degismesi ile kdk hicrelerde farklilasma
sureci uyarilabilir ve bu uyari in vitro hicre kiltiri ortamina kimyasal karigimlarin
eklenmesi ile olabileceg@i gibi biyoreaktordeki surtinme kuvveti ya da basing da uyari
icin yeterli olabilir (Can A 2009).

2.4.4. Kok Hucre Cesitleri ve Kaynaklari

Kok hicreler embriyonik kok hicreler ve embriyonik olmayan kok hucreler
olmak Uzere iki kaynaktan elde edilirler. Embriyonik kok hicreler embriyonik gelisim
surecinin erken déneminde blastokistin i¢ hicre kitlesinden elde edilirler ve embriyonik
olmayan kok hucreler ise dokuya 6zgl kok htcreler: dogum sonrasi donemdeki kdk
hucrelerdir (Karadz E 2010).

Erigkin kok hdcreler mezenkimal kok hucreler, hematopoetik kdk hicreler ve

organlardaki kok hucreler olmak Uzere Ug gruba ayrilir.
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2.4.4.1.Mezenkimal Kok Huicreler

Organlarin bag dokularinda bulunan stromal hicrelerdir. Gd¢ edebilme
kapasiteleri sayesinde hasarli bdlgeye giderek hasarli dokunun tamirini yaparlar.
Plastik flasklara yapisma 6zelliginde ve yiksek ¢cogalma kapasitesine sahip hicrelerdir.
Yuzeylerinde bulunan bazi proteinler CD29(+), CD90(+), CD54(+), CD106(+) ve
bulunmayan bir takim proteinler CD34(-), CD45(-), CD11b(-), CD14(-), CD19(-) veya
CD79(-), HLA-DR1(-) sayesinde ayirt edilebilirler. Kolay elde edilebilmekle birlikte
bircok dokuya da donusebilirler (Can A 2009).

2.5. Hipotez

Onceki calismalarda mezenkimal kdk hiicrelerin prematiir overyan yetmezlik
olusturulan deney hayvanlarinda ovaryumlarin (zerindeki iyilestirici  etkileri
gosterilmistir. Calismamizda prematir overyan yetmezlik olusturdugumuz sicanlarda,

overyan stromal kok hlcrelerin ovaryum Uzerindeki etkinligi analiz edilmigtir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Calisma igin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
05.06.2020 tarihinde PAUHADYEK-2020/10 numarasiyla onay alindi. Calismamiz igin
gerekli hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama Merkezinden
temin edildi. Calismamizda, toplam 20 adet, 8 haftalik, 15015 gram agiriginda Wistar
Albino cinsi disi sigan kullanildi. Deney protokolu boyunca, sicanlar sicakligr (21 £ 1 °
C) ve rutubeti (65-70%) kontrol edilen 12 saat isik-karanlik gevrimi olan sessiz bir oda
icinde ayn kafeslerde tutuldu. Hayvanlara standart sican yemi ve g¢gesme suyu ad
libitum olarak verildi. Siganlar rastgele secilerek 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu (Kontrol
grubu; n=6), Kemoterapi grubu (Kemoterapi grubu; n=6), Kok Hicre Grubu (Kok hlicre

grubu; n=6) olarak 3 grup olusturuldu.

1) Siganlara intraperitoneal olarak siklofosfamid verilip overyan yetmezlik olusumu
saglandi.

2) Daha sonra over dokusundan elde edilen stromal kok hticreler overlere enjekte

edildi.
>
> N R
Sekil 5. Kontrol grubu, Kemoterapi grubu Kok hiicre Grubu

3.1. Overyan Stromal K6k Hiicre Eldesi

2 adet 4 haftalik disi Wistar Albino tipi sigan Pamukkale Universitesi Deneysel
Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi ve ovaryum dokularindan
eksplant kultir yéntemi ile stromal kok hlicre eldesi saglandi. Disi si¢anlarin

ovaryumlari anestezi altinda steril kosullarda eksize edildi. Alinan dokular, steril bir
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kabin icerisinde fosfat buffer saline (PBS) ile birlikte yikanarak Uzerlerindeki pihti
kalintilarindan tamamen temizlendi. Steril sollisyon (penisilin/streptomisinli DMEM)
icinde hicre kultirt laboratuvarina transfer edilen dokular, laminar flow kabininde PBS
ile birkagc kez daha yikanarak etrafindaki kandan arindirildi. Daha sonra ovaryum
dokusunun c¢evresindeki adipoz doku uzaklastirildi ve doku kligik parcalara ayrilarak
100 mm’lik petri kaplarina yerlestirildi. Hucreler %5 C02 iceren 37 °C sicakliga sahip

inkUbatore kaldirildi. 24. saatte kontaminasyon ve hucre kontrolleri yapildi.

Komplet besiyeri 450ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM (Capricorn
Scientific, Germany), 50ml Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific, Germany)
ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (Pan Biotech, Germany) karistirilarak hazirlandi. Kultar
kaplarina yapigan hucreler tripsin enzimi %0.25 (Hyclone, USA) ile kaldirildi ve iginde
komplet besiyeri olan yeni kiltlr kaplarina ekimleri yapildi. Kiltir kaplarinin iki giinde
bir medyumlari degistirildi ve optimal kdltir sartlar olusturuldu. Cogalan hcreler
canhliklarinin degerlendiriimesi igin tripan blue ile boyandi ve hiicre sayilari Neubauer
Improved sayim kamarasiyla 1s1k mikroskobu altinda tespit edildi. Tum bu agsamalar
invert mikroskop (CKX41 Olympus, Japan) kullanilarak gdézlendi. Devam eden
pasajlarda ¢ogalan hticreler arastirmalarda kullaniimak tzere kriyoprezervasyon islemi
yapilarak kriotlpler icinde -80°C’de derin dondurucuya kaldirildi. Dondurma vasati
olarak Dimetilsulfoksit (DMSQO) ve DMEM karigimi kullanildi.

3.2. Siganlarda Siklofosfamidle Deneysel Prematiir Overyan Yetmezlik
Olusturulmasi ve Stromal Kok Hiicrelerin Sican Ovaryumlarina Enjeksiyonu

Sklofosmamid kullanilarak siganlarda deneysel ovaryan toksisite olusturuldu.
Kemoterapi grubu; (n=6) ve Kok hicre grubu; (n=6) 1. Ve 8. gun 200 mg/kg
siklofosfamid intraperitoneal olarak verildi.

Tekrarlayan pasajlar yapilarak elde edilen stromal kdk hicrelerin godalmasi
saglandi. Daha sonra sadece Kok hicre grubuna (n=6) siklofosfamid enjeksiyonunun
son gundnden bir gun sonra yani 9. gun over dokusundan elde ettigimiz stromal kdk
hucreler (Her bir overe 500.000 stromal kdk hicreyi 0.01ml PBS igerisinde) cerrahi
yontemle direkt siganlarin her iki ovaryumuna enjekte edildi. Bu iglem anestezi altinda

yapildi.
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Sekil 6.Stromal kok hucrelerin ovaryum icine enjeksiyonu.

3.3.  Deneyin Sonlandiriimasi

Kok hiicre enjeksiyonundan 2 hafta sonra tim siganlarin ovaryumlari ¢ikarilarak
rutin 151k mikroskobu doku takibi yapildi. Parafin bloklardan 5 um luk kesitler alinarak
hematoksilen eozin ile boyandi. Kesitler i1sik mikroskobunda histopatolojik olarak
incelendi. 1. 5.ve 10. kesitlerde primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer folikillerin
sayimi yapildi. TUNEL yontemi ve kaspas 3 aktivitesi IHK boyama ydntemi ile boyama
yapilarak degerlendirildi. Kesitler Olympus BX-51 1sik mikroskobu ile incelenip ve
Olympus PP72 Digital Kamera atagmani ile resimlendirildi.

3.4. Doku Takip Yontemi

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

3) %50 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

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

5) %80 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

6) %90 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.

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

8) Ksilen | de 1 saat bekletildi.

9) Ksilen 1l de 1 saat bekletildi.

10) Parafin | de 1 saat bekletildi.

11) Parafin llde 1 saat bekletildi.

12) Dokulara parafine gdmme ve etiketleme iglemi yapildi.
Overlerdeki apoptozis tunnel teknigiyle ve kaspaz 3 ile arastirildi. Mikroskopta her
kesitte 10 Rastgele alan, 200X buyutmede sayilarak goéruntulendi.

3.5.  Hematoksiklen-Eozin Boyama Protokolu:

Dokular etlivde 60 dakika boyunca bekletilerek fazla parafinin uzaklastiriimasi saglanir.
Etivden alinan dokular sirasiyla su asamalardan gegirilir:
1) Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika

2) Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika

3) %100 Etil alkol 10 dakika

4) %96 Etil alkol 10 dakika

5) %80 Etil alkol 10 dakika

6) %70 Etil alkol 10 dakika

7) Distile su Batirip ¢ikarma

8) Hematoksilen 3 dakika

9) Akarsu Yikanma

10) Asit -Alkol Batirip ¢ikarma

11) Amonyak 1-2 saniye

12) Akarsu Yikanma

13) Eozin 10 saniye

14) %70 Etil alkol 10 dakika

15) %80 Etil alkol 10 dakika

16) %96 Etil alkol 10 dakika

17) %100 Etil alkol 10 dakika

18) Xylen 10 dakika
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19) Kapatma; Xylen den alinan lamlar Uzerine entellan damlatilir. Hava kabarcigi
birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilir ve 1sik mikroskobunda incelenmeye hazir

hale getirilir.

3.6. TUNEL Yontemi

Apoptotik hicreleri belirlemek icin DNA kirik ug isaretleme ydntemi ile in situ apoptozis
belirleme kiti kullanildi (TUNEL Andy Fluor™ 488 Apoptosis Detection Kit Catalog
Number: AO050 Lot No: AB2150A2 kullaniimigtir). Kit verilerinde ifade edildigi sekilde
tim TUNEL asamalari yapilmigtir.

1)Deparafinizasyon:

a) Xylen 2x5 dakika

b) %100 alkol 2x5 dakika

c) %95 alkol 5 dakika

d) %85 alkol 3 dakika

e) %75 alkol 3 dakika

f) PBS 2x5 dakika

2)Proteinaz K 30 dakika

3)PBS 2x5 dakika

4) TdT reaksiyon tamponu 10 dakika

5) TdT enzimi; Hiicre boyama igin, 1siktan koruyarak 37°C'de 60 dakika
Doku boyamasi 37°C'de 2 saat

6) PBS 3x5 dakika

7)Andy Fluor™ 488-Streptavidin boyama sollisyonu 30 dakika

8) PBS 3x5 dakika

9) Hoechst 33342 sollisyonu 10 dakika

Negatif kontrol olarak kullanilan kesitin Gzerine Tdt enzimi yerine distile su damlatildi.



21

Pozitif Kontrol igin ; DNase |, pozitif bir TUNEL reaksiyonu saglamak icin DNA'da iplik
kopmalari olusturur. Ornekleri 50 uL DNase bleseni ile 10 dakika inkiibe edildi. Pozitif
kontrol numunesine 50 uL DNase | sollisyonu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika

inkibe edildi. Numuneyi deiyonize su ile bir kez yikandi.

3.7. Kaspaz-3 immiinohistokimya Protokolii

TUNEL boyama vyapilan kesit seviyesinde seri kesitlere kaspaz-3
immunohistokimyasali gergeklestirildi. Negatif kontrol icin primer antikor yerine normal
bloklayici serum kullanildi. TUNEL boyama sonrasi saptanan pozitif nuklear boyanma
kaspaz-3 sitoplazmik boyanma ile dogrulandi (Caspase 3 Rabbit pAb Catalog
numarasi: FNab01289 Lot Numarasi: 20211215 kullaniimisgtir).

1) Deparafinizasyon

2) %96 alkol 3 dk

3) %90 alkol 3 dk

4) %70 alkol 3 dk

5) Distile su 5 dk

6) TRIS tamponu (pH: 7.4) 2x5 dk

7) Antijen retrieval (sodyum-sitrat tampunu) 20 dk 100°C’de
8) TRIS tamponu 2x5 dk

9) 1:9 oraninda H202: metanol (%50’lik) karigsimi 20 dk

10) TRIS tamponu 2x5 dk

11) Bloklayici serum (%10 normal at serumu) 2 saat

12) Primer antikor (Kaspaz-3 Ab, 1/200 dilisyon) 2 gece
13) TRIS tamponu 2x5 dk

14) Sekonder antikor (Donkey anti-rabbit, 1/100 dilisyon) 2 saat

15) TRIS tamponu 2x5 dk
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16) ABC kromojen 30 dk

17) TRIS tamponu 2x5 dk

18) DAB (diaminobenzidine) substrat solusyonu 45 dk
19) TRIS tamponu 2x5 dk

20) Cesme suyu 1 dk

21) %70'lik alkol 7 dips

22) %90'lik alkol 7 dips

23) %96’k alkol 7 dips

24) Ksilen 2x20 dk

25) Kapatma

3.8.  Folikil Sayimi Yontemi

Doku takibi yapilip ovaryum dokulari parafin bloklara gémiuldikten sonra
mikrotom cihaziyla 5 mikronluk kesitler alindi. Btln siganlarin ovaryumlarindan 1., 5.
ve 10. kesitler lamlara alinip tagsima sepetine yerlestirildi. Hematoksilen-Eosin boyama
yapildiktan sonra primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer folikillerin sayimi yapildi.
Her bir sigan ovaryumundan alinan 1., 5. ve 10. kesitlerde bulunan sonuglar toplandi.

(Folikil degerlendirme kriterleri bulgular kisminda agiklanmistir.)

3.7. Istatistiksel Analiz

Tum deneklerin ovaryum kesitlerinde primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer
follikll sayimi yapildi. Gruplar arasindaki farklihk Kruskal Wallis, iki grup arasindaki
farkhlik Mann- Whithey U ile analiz edilmistir. istatiksel analizlerde SPSS 26 paket

programi kullaniimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Elde Edilen Overyan Stromal Kok Hiicreler ve Flow Sitometri Sonuglari

Overyan stromal hlcreler ve ovaryum ylzey epiteli sigan ovaryum
dokusundan herhangi bir enzimatik yontem kullaniimadan explant kualtar
teknigiyle izole edildi. Stromal hicreler 2. glinde dokulardan gé¢ ederek kulttr
kaplarina yapistilar ve ¢ogalip 7. ginde konflue (%70-80) oldular. Kultur
ortamindaki stromal hucrelerin  morfolojileri, faz kontrast mikroskobu ile
incelendiginde fuziform sekilli, i§ seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari
olarak goraldi. Hucreler, konfluent hale geldikten sonra pasajlanarak ¢ogaltildi.
Es zamanl olarak bazi plate’lerde sadece overyan stromal kok hucreler
cogalirken, bazi plate’lerde ise bu hlcrelerle birlikte ovaryum yizey epitelinin de
de ¢ogaldigi goruldu. Stromal hucre ¢ogalan kultar kaplarinda mikroskop altinda
yapilan sayimda sirasiyla 2x10% ve 1.5x10° hiicrenin Uredigi gozlemlendi.
Overyan stromal hiucre ¢ogalan kaplarda besiyerleri iki gunde degistirilirken
ovaryum yuzey epiteli ¢ogalan plate’lerde ¢ok hizli proliferasyon oldugu
gozlemlendiginden dolayi besiyerleri her gun degistirildi.

Yapilan flow sitometri analizinde CD54, CD90, CD45 ylzey antijenlerinin

eksprese oldugu fakat CD29 antijeninin ise eksprese olmadigi goralmustar.

Sekil 7. Overyan stromal kdk hticrelerin (P2) morfolojik gérinimda.
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Sekil 9.Stromal kdk hiicrelerimizin 5. glindeki gérintisa.
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Sekil 10.Stromal kok hicrelerimizin 9. glindeki géruntusu.
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Sekil 11.Flow sitometri analizinde,hlicrelerin stromal kdk hilicre belirtecleri olan CD54
ve CD90 ni exprese ettigi, CD 29'u eksprese etmedidi; hematopoetik kok hucre
belirteci olan CD45'’i ise eksprese ettigi tespit edildi.
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4.2. Vicut Agirhginin Degerlendirilmesi

Deney baslangicinda ve deney sonunda yapilan agirlik dlgimleri tim gruplara
ait denekler igin istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplar arasinda deney oncesi ve
deney sonrasi agirlik farklar istatistiksel olarak Mann Whitney U Testi ile Bonferroni

dizeltmesi seklinde karsilastirildr.

Agirhhk Ortalamalan

400 —

300 —

Ik {gr)

200 —

Agr

Deney Gruplanr:

Sekil 12. Deneklerin deney dncesi ve sonrasi agirliklari.

Kontrol grubu ve kok hicre grubunun deney sonrasi agirliklarinin arttigu,

Kemoterapi grubunun ise agirliginin azaldidi belirlendi.

4.3. Hematoksilen-Eosin Boyanma Sonuglari
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Kontrol grubunda ovaryumun ylzey epitelinin bazi yerlerde tek kath kibik, bazi
bolgelerde ise tek kath yassi epitel ile 6rtilt oldugu goérildi. Germinal epitelin altinda
tunika albuginea yer almaktadir. Tunika albugenia altinda ise gelisimin farkli
asamalarindaki foliktller gorildi. Korteks stromasinda primordial folikiller ayirt edildi.
Cok kath graniloza hicreleri arasinda antrum boslugunun olusmasi ile karakterize olan
sekonder folikuller izlendi. Ayrica genis tek bir antruma sahip tersiyer folikiller izlendi.
Folikuller disinda ovaryumun farkli bdlgelerinde korpus luteum ve atretik folikiller
gérildd. Medulla ise kan damarlarindan, bag doku htcre ve liflerinden zengin olarak

izlendi.

Kemoterapi grubunda germinal epitelin yer yer butinliginin bozuldugunu ve
tunika albugineanin ise normal yapida oldugu izlendi. Follikillerin bazilarinin normal
yapisini kaybettigi granulosa hucrelerinin sitoplazmalarinda kayiplarin oldugu ve bazi
granulosa hiicrelerinin gekirdeklerin piknotik gériindigi izlendi. Ozellikle sekonder ve
graaf folikillerde atrezi gbzlendi. Apoptotik granuloza hucreleri sekonder ve tersiyer
foliklllerin antruma yakin bolgesinde yogunlasmisti. Bazi folikullerin antrumunda
apoptotik grandloza hicrelerinden olusan debris materyali izlendi. Stromal dokuda da
yer yer ayrilmalarin oldugu izlendi. Atretik folikillerde dejenere oosit, zona pelusida ve
vakuolizasyon oldugu goéruldu. Medullada ise kan damarlarinin belirgin sekilde

genislemis oldugu dikkat c¢ekti.

Kdk hiicre grubunda ise ovaryumun genel morfolojisinin kontrol grubuna daha
benzer oldugu gbézlendi. Ovaryum dokusunda bazi yerlerde tek kath yassi ve bazi
yerlerde kibik epitelden olusan germinal epitelin bUtlinliginin korundugu izlendi.
Epitelin hemen altinda tunika albugenia bulunmaktaydi. Korteks tabakasindaki saglkli
folikil sayisi kemoterapi grubuna oranla daha fazlaydi. Folikillerde granulosa
hucrelerinin  normale yakin goérinimde oldugu ve hucrelerin dogal yapilarinin
korundugu géruldi. Stromal dokudaki ayrilmalarin az da olsa devam ettigi izlendi.
Sekonder ve graaf foliklllerde de zona pelusida ve granlloza hicrelerinin etrafinda

belirginlesmis teka tabakasi oldugu goéruldu.
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Sekil 13. a.Kontrol grubu genel goriintist b.Kemoterapi grubu genel gorintusu c. Kok
hdcre grubu genel goéruntisa.

Sekil 14. d.Kontrol grubu ylzey epiteli e.Kemoterapi grubu ylzey epiteli f.Kok hlicre
grubu yuzey epiteli.

Sekil 15. g.Kontrol grubu primordiyal folliklil h.Kemoterapi grubu primordiyal folliktl 1.
Kok hticre grubu primordiyal follikdl.
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Sekil 16. i.Kontrol grubu primer follikil j.Kemoterapi grubu primer folliklil k.Kék hlicre
grubu primer follikdl.

Sekil 17. I.Kontrol grubu sekonder follikil m.Kemoterapi grubu sekonder follikil n.Kék
hlcre grubu sekonder follikul.
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Sekil 18. 0. Kontrol grubu graaf follikil p.Kemoterapi grubu graaf folliklil r.Kék hicre
grubu graaf follikdl.

Follikiller asagidaki verilen kriterlere uygun olarak Hematoksilen-eosinle
boyanan kesitlerde belirlenmigtir. Sayilan follikiller Kruskal Wallis ve Mann Whitney
Utesti ile analiz edilmistir.

e Primordiyal follikill; oositi cevreleyen yassi tek sirali grantiloza hicreleri ile ¢evrili,
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e Primer follikil; tek sirali kiibik grantiloza hiicreleri iceren,

e Sekonder follikil; 5 ya da daha fazla sirali kiibik granlloza hcreleri iceren ve bu
hicreler arasinda antral bosluklar bulunan, teka interna ve eksterna tabakalari daha
belirgin olan,

e Graaf follikll; cap olarak en genis olan ve antral boslugun daha da iyi gelistigi, primer

oositi cevreleyen kumulus ooforusun belirginlestigi folliktller olarak tanimlanir.

Tablo: Folliktllerin adlandiriimasi.

ADLANDIRMA TANIM

Primordiyal Follikdl Tek katli yassi granilosa hicre (GH)
katmani

Primer Follikdl tek siral kibik graniloza hicre katmani

Sekonder Follikul 5< sirali GH’li antral bosluklu, belirgin teka
tabakali

Graaf Follikdl Kumulus-oosit kompleksi, antral bosluk ve
belirgin teka tabakali

Gruplar arasinda follikil sayilarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi
sonucunda; primordiyal follikiil, sekonder follikil, graaf follikll, sekonder atretik follikul

ve graaf atretik follikul sayilari arasinda farkliliklar saptandi.

H&E
50—
40 —
& mm Kontrol
% =3 Kemoterapi
o 30—
= Em Kok Hucre
o
I.E 20—
=
10—
0—
S
<& S

Folikul Tipi

Sekil 19. H&E ile boyanan ovaryum folikullerinin sayilari.
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Primordiyal Foliktllerin Kontrol Grubu ile Kemoterapi Grubu, Kontrol grubu ile Kék
hicre grubu ve Kemoterapi grubu ile Kok hicre grubu arasinda yapilan ikili

karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Primer Folikdllerin Kontrol grubu ile Kemoterapi ve Kemoterapi grubu ile Kok hiicre
grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamh bulundu,
Kontrol grubu ile K&k hlicre grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmalarinda istatistiksel

olarak anlamli bulunamamistir.

Sekonder Folikullerin Kontrol grubu ile Kemoterapi grubu ve Kontrol grubu ile Kok
hicre grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmus, Kemoterapi grubu ile K&k hicre grubu arasinda vyapilan ikili

karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlaml bulunamamistir.

Graaf Folikullerin Kontrol grubu ile Kemoterapi grubu ve Kontrol grubu ile Kok
hicre grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmus, Kemoterapi ile Kok hiicre grubu arasinda yapilan ikili kargilastirmalarinda

istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir.

Sekonder Atretik Foliklllerin Kontrol grubu ile Kemoterapi ve Kontrol grubu ile Kék
hicre grubu arasinda yapilan ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmus, Kemoterapi grubu ile K&k hicre grubu arasinda vyapilan ikili

karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlaml bulunmamustir.

Graaf Atretik Folikllerin Kontrol grubu ile Kemoterapi grubu, Kontrol grubu ile Kék
hicre grubu ve Kemoterapi ile Kok hiucre grubu arasinda vyapilan ikili

karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir.

4.4,  immiinohistokimyasal Bulgular

Her U¢ grupta da apoptotik hucreleri belirlemek icin TUNEL boyamasi yapildi.
Sitoplazmik kaspaz aktivasyonuna sahip hicreler, TUNEL boyamasi ile isaretlenen
DNA fragmantasyonuna sahip hlcrelerde, nukleus boyanmalarini destekleyen kaspaz-

3 immunohistokimyasi yapilarak, gorulmustar.
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4.4.1. TUNEL Bulgulan

Tdm gruplara ait ovaryumda TUNEL yontemi ile degerlendirilen atretik indeks
(Aiye ait Kruskal Wallis testi ile yapilan istatistiksel kargilastirmalarda gruplar arasinda

farkliliklar oldugu belirlendi.

Ovaryumdan alinan doku kesitlerinde sekonder follikillerde Kontrol grubu ve
Kemoterapi grubu birbiriyle karsilagtirildiginda Kemoterapi grubunda Al'in istatistiksel
olarak anlamh gsekilde arttigi belirlendi. Kontrol grubu ve Kok hicre grubu ikili
karsilastirimasinda istatistiksel olarak Ai’'de anlamh bir farkliik saptanmadi.
Kemoterapigrubunun Kék hdcre grubu ile ikili kargilastirmasinda istatistiksel olarak

Kemoterapi grubunda Afl'in anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi.

Ovaryumdan alinan doku kesitlerinde graaf follikillerde Kontrol grubu ve
Kemoterapi grubu birbiriyle kargilastinildiginda istatistiksel olarak Kemoterapi grubunda
Alin anlamli sekilde arttigi belirlendi. Kontrol grubunun Kok hiicre grubu ile ikili
karsilastiriimasinda istatistiksel olarak Ai’de anlamli bir farklilik saptanmadi. Kék hiicre
grubunun Kemoterapi grubu ile ikili karsilastirmasinda Kemoterapi grubunun Afl'in

anlamli olarak daha yuksek oldugu belirlendi.

Sonug olarak, Kemoterapi grubunda ovaryum korteks ve medulla stromasinda
ve gelismekte olan folliklllerin graniloza hiicrelerinde apoptotik aktivasyonun ve atretik
follikul sayilarinin diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak arttigi goéruldu. Siklofosfamid
uygulamasi sonrasinda over dokusu kaynakli stromal kdk hlicre verilen siganlarin
ovaryum dokularinda korteks ve medullada apoptotik aktivasyonun azaldigi, follikdl

sayilarinda artig ile birlikte atretik follikll sayilarinda azalma oldugu géruldu.
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Sekil 20. TUNEL sonucu ovaryum Al sayilar!.

Ovaryum kesitlerine uygulanan TUNEL boyama 2 badimsiz gézlemci tarafindan
degerlendirildi. Ovaryan follikillerde TUNEL pozitif boyanma 0-2 arasinda skorlandi ve
bu skorlamaya gore; pozitif isaretlenen granuloza hucrelerinin orani follikildeki tim
grandloza hucrelerinin %5’'inden az olanlar skor 0, %5-10 arasinda olanlar skor 1,
%10’undan fazla olanlar skor 2 olarak degerlendirildi. Gruplar arasindaki farkhliklar
istatistiksel olarak karsilastirildi ve elde edilen TUNEL skor degerleri ile gruplar
arasinda follikillerin apoptotik indeksi (Al) belirlendi. 13 TUNEL 2 skor degerine sahip
follikuller atretik follikil olarak kabul edilip, her bir dokunun atretik follikil ylUzdesi

hesaplandi.
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Sekil 21.a,b,c sirasiyla kontrol grubu sekonder follikul, kemoterapi grubu sekonder
follikdl, kdk hiicre grubu sekonder follikdil.

e

Sekil 22. d,e,f, sirasiyla kontrol grubu graaf follikiil, kemoterapi grubu graaf follikil, kok
hiicre grubu graaf follikul.
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4.4.2. Caspaz-3 Bulgulan

.

Sekil 23. a,b,c sirasiyla kontrol grubu genel gorintu, kemoterapi grubu genel goérunta,
kok hicre grubu genel goruntusa.

Sekil 24. d,e f,sirasiyla kontrol grubu ylzey epiteli gortintist, kemoterapi grubu yilzey
epiteli goruntusu, kdk hicre grubu yuzey epiteli géruntusa.

Sekil 25. g,h,1 sirasiyla kontrol grubu sekonder follikil gértntlsu, kemoterapi grubu
sekonder follikil géruntisl, kok hicre grubu sekonder follikil géruntusa.

Sekil 26. jk,l, sirasiyla kontrol grubu graaf folikUli géruntisl, kemoterapi grubu graaf
folikllu goruntusu, kok hicre grubu graaf folikllli géruntisu.
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Tdm deney gruplarinda kaspaz-3 espresyonlarina bakildiginda, kontrol grubunda
kaspaz-3 pozitif apoptatik hicre sayisinin en az oldugu, kemoterapi grubunda ise en
fazla sayida oldugu gozlendi. Sklofosfamidin ovaryumun hem folikil hiicrelerinde hem
de stromal hicrelerinde apoptozu artirdidi izlenmistir. K&k hicre grubunda ise
apoptotik hiicre sayisinin azaldigi gorilmustdr.
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5. TARTISMA

Kemoterapinin en 6nemli ve yaygin yan etkilerinden birisi infertilite ve prematur
over yetmezligi (POY) dir. Kemoterapi alan kanser hastasi kadinlarin yasam kalitesini
iyilestirmek icin POY'un dnlenmesi ve over follikil havuzunun korunmasi ¢ok dnemlidir.
Yumurtalik dokusunun veya immatur (erken) oositin kriyoprezervasyonu dogurganligin
korunmasi icin stratejiler arasinda yaygin olarak dustnllse de bu yontemler cesitli
faktorlerden dolayi sinirlidir. Kok hicrelerin folikil havuzunu koruyabilme, kemoterapi
sirasinda follikil kaybini 6nleyebilen koruyucu ajanlara sahip olma veya restoratif
(yenileyici) ve reperatif (onarici) etkilerinden dolayr mevcut (fertilite) dogurganlik
koruma stratejilerine goére hastalar icin daha uygun ve o6nemli avantajlar
saglabilecekleri dusinilmektedir. Kanser tedavisi sirasinda kullanilan kemoterapi
ovaryumda (yumurtalikta) durgun follikllerin anormal aktivasyonuna neden olur. Geng
kadinlarda siklofosfamid ile tedavi sonrasinda hastalarin %50'sinde POY gelismektedir
(Xiao GY vd 2016).

Kemoterapi ve radyoterapi alacak olan kanser hastalarinda fertiliteyi koruma
amaciyla uygulanmakta olan gesitli yontemler bulunmakla birlikte bu ydntemler
tartisiimaktadir. Kanser hastalarinda kemoterapi tedavisi sirasinda GnRH agonistleri ile
gonadlari korumak test edilen ydntemlerden birisidir. Ancak yapilan ¢alismalar GnRH
agonistlerinin koruyucu olup olmadigina dair molekdler bir veri olmadigi i¢in bu konuda
arastirmaya ihtiyagc oldugu goérulmektedir. Bir baska yontem olan ovaryan
transpozisyonu pelvik boélgeye yapilacak olan radyoterapiden &énce ovaryumlarin
etkilenmesini engellemek icin overlerin laparoskopi yontemi ile 1sinlama alaninin disina
tasinmasidir. Fakat kemoterapotikler sistemik etkili oldugundan bu ydntem ile overler
yalnizca radyoterapinin zararl etkisinden korunabilir. Yumurtalarin dondurularak
saklanmasi diger bir yontemdir ve bu yéntem oldukg¢a basarilidir. Bir bagka yéntem
olan antiapopitotik (Hucre 6limini engelleyen) sfingozin-1-fosfat (S1P) gibi ajanlarla

farmakolojik koruma ise henuz deneysel asamadadir (Can a 2009).

Cok sayida, karmasik asamalardan olusan follikiil gelisiminin asamalarinin
herhangi birindeki bozulma dreme bozukluklarina ve infertiliteye yol acabilir.

Siklofosfamid tedavisi, aktif olarak buylyen folikullerin apoptozunu indikler ve
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primordiyal folliklleri primer foliklllere aktive eder ve primordiyal follikll havuzunun
"yok olmasina (burn-out)" neden olur. Deney hayvanlarinda POY modeli olusturmak
icin Siklofosfamid siklikla kullaniimaktadir (Takehara Y 2013).

Bu calismamizda siganlarda kemoterapi ajani olarak Siklofosfamid kullandik.
Siklofosfamid ile olusturdugumuz ovaryum hasarinda sican ovaryum dokusundan elde

ettigimiz stromal kék hiicreleri ovaryumuna verip etkilerini arastirdik.

Kok htcreler tahrip olan ovaryum dokusu ve foliktl onarimi ve sitokinlerle mikro-
¢evre olusturarak parakrin etki ile doku onarimini saglarlar. Dokudaki diger hlcrelere
donusebilmektedirler ve bu sayede dokunun yenilenmesine de yardimci olmaktadirlar.
Farkl tekniklerle isaretlenen mezenikmal kdk hlicrelerin ovaryumlardaki foliklllerin teka
tabakalarina kadar ulastigi deney hayvanlarinda yapilan calismalarda gosterilmistir
(Takehara Y 2013). Artik kdk hticreler pek ¢ok hastalik igin umut kaynagi haline gelmis

bulunmaktadir.

Birgok calismada deneysel olarak hayvanlarda overyan yetmezlik olusturulup
cesitli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kdk hicreler verilmistir. Zheng ve ark.
insan umblikal kord kaynakh mezenkimal kok hicreleri siklofosfamid ile overyan
yetmezlik olusturulan sicanlara vermiglerdir ve NGF/TrkA sinyal yolunu (blylme sinir
faktort-blyume sinir faktorli reseptori) incelemislerdir. Verdikleri mezenkimal kok
hicrelerin NGF/TrkA sinyal yolu Uzerinden overyan mikrogevreyi ve foliklilogenezi
tamir ettigini gostermisler; primordiyal folikullerin blyimesi ve gelismesinin oosit ve
granuloza hucreleri ile birlikte koordineli bir sekilde oldugunu bildirmislerdir (Zheng vd
2019). Afifi ve ark. siklofosfamid ile overyan yetmezlik olusturduklari siganlara
uyguladiklant  mezenkimal kok hicrelerin  overyan fonksiyonlari  duzelttigini
gOstermislerdir (Afifi vd 2013). Besikgioglu ve ark. siklofosfamid ile ovaryan yetmezlik
olusturduklari siganlarda overyan kaynakh mezenkimal kok hucrelerin kemik iliginden
elde edilen mezenkimal kdk hucrelere gore overyan hasari daha iyi restore ettigini
yaptiklari calismada ifade etmislerdir (Besikgioglu HE vd 2019). Peng ve ark. kemik
iliginden elde ettikleri mezenkimal kok hucrelerin siklofosfamid ile overyan yetmezlik
olusturduklar farelerde overyan yapiyi tamir ettigini ve folikller gelisimi sagladigini
goOstermislerdir (Peng J vd 2018). Ding ve ark. insan amniyotik mezenkimal kok
hucrelerin farelerde olusan overyan dogal yaslihgin etkilerini kok hlcrelerin salgiladigi
hepatosit biylime faktéri (HGF) ve epidermal blylume faktort araciligiyla fonksiyonlari
dizelttigini bulmuslardir (Ding C vd 2018). Takehara ve ark. insan adipoz dokusundan
elde ettikleri mezenkimal ko&k hucrelerin siklofosfamidle overyan yetmezlik

olusturduklari siganlarin overlerini restore ettiklerini ve rejeneratif tipta faydal
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olabilecegini ifade etmiglerdir (Takeara Y vd 2013). Liu ve ark. overyan yetmezlik
olusturduklar farelere insan amniyotik sivisindan elde ettikleri mezenkimal kok
hicreleri vermislerdir. Calismanin sonunda folikller gelismenin saglandidini; graniloza
hicrelerinin prolifere oldugunu ve sekresyonlarin basladigini gostermislerdir (Liu R vd
2019). Yang ve ark. insan gébek kordonundan elde ettikleri mezenkimal kdk hicrelerin
salgiladigi mikrovezikdllerin farelerin ovaryumunda resterasyonunu ve angiogenezisi
sagladigini bulmuslardir (Yang Z vd 2019). Mohamed ve ark. insan kemik iliginden elde
ettikleri mezenkimal kok hucrelerin siklofosfamid ve busulfon ile overyan yetmezlik
olusturduklari farelere transplante etmisler folikilogenezin olusturdugunu ve overyan
hormon Uretimi saglandigini tespit etmislerdir (Mohamed SA vd 2018). Mohamed ve
ark. yaptiklari baska bir calismada ise siklofosfamid ile ovaryen yetmezlik olusturduklari
farelere gdbek kordonundan elde ettikleri mezenkimal kdk hlcreleri vermisler ve
kemoterapiye bagl hasarin fonksiyonel olarak dizeldigini gdstermislerdir (Mohamed
SA vd 2019). Lai ve ark. insan endometriyumdan elde ettikleri mezenkimal kok
hicreleri busulfon ve siklofosfamid ile overyan yetmezlik olusturduklar farelere
vermigler overyan bozulmanin dizeldigini ve mezenkimal kdk hicrelerin rejeneratif
tipta tedaviler igin uygun bir strateji olusturdugunu ifade etmislerdir (Lai D vd 2015).

Yin ve ark. insan plasentasindan elde ettikleri mezenkimal kok hicreleri siklofosfamid
ile overyan yetmezlik olusturduklari farelere vermigler ve overyan fonksiyonlarin
dizeldigini gérmusglerdir (Yin N vd 2018). Li ve ark. perimenepozal si¢anlarda insan
gobek kordonu kaynakli mezenkimal kék hicrelerin siganlarda parakrin mekanizmayla
overyan fonksiyonlari dizelttigini ortaya koymuslardir. Yapilan PCR ve western blot
analizlerinde hepatosit buyume faktori (HGF), vaskuler endotelyal hicre blyume
faktori (VEGF), insulin benzeri bliyume faktord (IGF-1)'nin ekspresyonlari ortaya
konmustur (Li J vd 2017). Zhu ve ark. Song ve ark. insan gdbek insan gobbek
kordonundan izole ettikleri mezenkimal kok hucrelerin siklofosfamidle overyan
yetmezlik olusturduklari sicanlara vermigler ve ovaryumlarin restore oldugunu
go6stermislerdir (Zhu SF vd 2015). Song ve ark. insan goébek kordonundan elde ettikleri
mezenkimal kék hicrelerin siklofosfamid ile overyan yetmezlik olusturduklari siganlara
vermigler; hormon sekresyonunun ve folikilogenezisin dlzeldigini hUcrelerde
apoptozisin azaldigini bildirmiglerdir (Song D vd 2016). Huang ve ark. siklofosfamid ile
overyan yetmezlik olustuklari farelere adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hucrelerden elde ettikleri eksozomlari vermigler ve SMAD sinyal yolu araciligiyla ile
overyan fonksiyonlarda duzelme oldugunu gérmuslerdir (Huang B vd 2018). Huang B
ve ark. fetal karaciger kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin prematur overyan yetmezlik
olusturduklari bir modelde overyan fonksiyonlari dizelttigini gostermislerdir (Huang B

vd 2019). Liu T ve ark. insan amniyotik sivisindan elde ettikleri mezenkimal kok
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hicrelerin prematir overyan yetmezlik olusturduklari farelere transplante ettiklerinde
hicrelerin canhligini strdirdigini ve prolifere oldugunu goéstermislerdir (Liu T vd
2012). Kemoterapik ajanlarin kullaniimasi overlerde mTOR sinyal yolunu aktive ederek
foliklllerde azalmaya neden olur. mMTOR (mammalian target of rapamycin) sinyal
yolunun hicre blylumesi, ¢cogalmasi, metabolizmasi ve angiogeneziste énemli rolleri
vardir. mTOR hiicre i¢i bir serin/treonin protein kinazdir ve iki farkli kompleksten olusur
(mTORCH1 ve mTORCH2). Caligmalarda mTOR sinyal yolunun ovaryum folikullerinde
grandloza hucrelerinin proliferasyonunu ve farklilagsmasini dizenledigi gosterilmigtir.
mTOR sinyal yolunun asiri aktivasyonunun polikistik over sendromuna ve ovaryum
kanserine yol actigi dusunudlmektedir (Gorre N vd 2014, Liu AL vd 2016, Yaba A vd
2012). Rapamisin siklofosfamidle aktive olan PI3K/Akt/ mTOR sinyal yolunu inhibe
ederek primordiyal follikil aktivasyonunu onler ve bdylece folikul havuzu korunur (Zhou
L vd 2017, Tong Y vd 2013, Sun X vd 2015, Cheng Y vd 2015).

Batin bu calismalarda goéruldagid gibi cesitli kaynaklardan elde edilen
mezenkimal kok hdcrelerin overyan yetmezlik olusturulan hayvanlara verilmis ve
overlerde folikilogenezin tekrar basladigi goértlmustir. Bizim bu calismadaki amacimiz
ise sicanlarin ovaryum dokusundan elde ettigimiz stromal kdk hlicreleri ovaryumuna

verip etkilerini arastirmaktir.
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6. SONUG

Bu calismada siklofosfamid sonrasi over dokusu kaynakli stromal kok hicre
tedavisinin gonadotoksisiteye bagl anormal morfolojili, atretik follikiil sayisini azalttigi,
normal follikil sayisinin arttigi ve bu artisin kontrol grubu ve sadece over dokusu
kaynakh stromal kok hlcre verilen siganlarin sonuglari ile korele oldugu goéruldi. Over
dokusu kaynakli stromal kok hicre tedavisinin siklofosfamidin ovaryumda olusturdugu
doku hasarini ve folikiler kaybi duzelttigi gorilmuastir. Kemoterapi sonrasi
uygulanacak over dokusu kaynakh stromal kok hiicre tedavisinin hem gelismekte olan
follikulleri hemde primordiyal follikil havuzunu korumada etkili oldugu goraimugtar.

Stromal kok hucreler siklofosfamidin neden oldugu hasarlar parakrin etkisi ile
tedavi etmektedir. Stromal kok hucre uygulamasi hem primordial folikulleri hem de
gelisen foliktllerin normal yapisini koruyarak ovulasyona ulagmasini da saglamaktadir.

Sonug olarak, bu calisma siklofosfamid sonrasinda olusan ovaryan toksisitede
over dokusu kaynakh stromal kok hdcrenin koruyucu etkisinin oldugunu gosteren bir
¢alisma olup, fertiliteyi korumaya yoénelik yaklagimlara alternatif bir tedavi secenegi

olarak ydnlendirici olacaktir.
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