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atfedildigini beyan ederim.

Adi Soyadi: Minevver KAHRAMAN

imza:



OZET

SIKLOFOSFAMID iLE INDUKLENEN SICAN PREMATURE OVARYAN
YETMEZLiK MODELINDE DENTAL PULPA KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN ETKISI

Minevver KAHRAMAN
Yuksek Lisans Tezi, Kok Hucre AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Nazh CIL

Premattre over yetmezligi (POY), kadinlarda 40 yasindan 6nce, amenore,
hipergonadotropik serum seviyesi, hipodstrojenizm ve graaffolikil eksikligi gibi
semptomlarla kendini gostermektedir. Kok hticreler, POY tedavisinde yeni bir terapotik
ajan olarak ilgi cekmektedir. Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hicreler (DP-MSC)
elde edilmesi diger kok hudcre kaynaklarina gore non-invazivdir ve etik kaygilar
barindirmaz. Calismada amacimiz, siklofosfamid (CTX) ile indiklenen POY hayvan
modelinde DP-MSC’ lerin ovaryum dokusunda etkisini degerlendirmek ve Wnt/B-
katenin yolagdi Uzerinde gormektir.

Otuz iki adet Wistar Albino erigkin disi sican rastgele olarak 4 gruba ayrildi.
Kontrol Grubu (K)Yna higbir islem uygulanmazken, Sham Grubuna (S) intraperitoneal
olarak 14 glin boyunca serum fizyolojik uygulandi. POY Grubunda (PQOY) ilk gln
200mg/kg CTX ve devam eden 14 giin boyunca 8 mg/kg CTX intraperitoneal olarak
uygulanarak POY olusturuldu. MSC Grubuna (MSC) ise POY modeli olusturulmasini
takiben sigan basina 2x10° olarak insan kaynakli DPMSC overe lokal olarak uygulandi.
FSH, LH ve AMH seviyeleri ELIZA ydntemiyle belirlendi. Ovaryuma histopatolojik
analizler yapildi.

POY grubunda FSH degeri Sham grubuna istatistiksel olarak daha ylksek
bulunmustur. Primordial, primer, sekonder ve tersiyer folikil sayimina gére MSC
grubunda POY grubuna gbére anlamli olarak daha ylksek saptanmistir. Wnt-1
ekpresyonu POY disinda tim gruplarda primordial foliklllerde kuvvetli ekspresyon
gostermistir. Wnt-4 ekspresyonu kontrol, sham ve MSC gurubunda pozitif izlenirken
POY grubunda reaksiyonun negatif oldugu bulunmustur.

Sonuc¢ olarak insan DP-MSC'leri ovaryumda folikiil sayisini korumus ve
ovaryum fonksiyonlarini Wnt/B-katenin sinyal yolu Uzerinden dizenlemistir. Bizim
¢alismamiz DP-MSC’lerin POY hastalarinda over yapisinin ve iglevlerinin korundugunu
goOsteren ilk calismadir. Bununla birlikte bu deneysel calismanin devami olarak
deneysel ve klinik calismalarla gebelik gelistirme potansiyellerine bakmak c¢alismanin
etkinligini arttiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Siklofosfamid, Premature Over Yetmezligi, Kok Hicre, Wnt-Beta
Katenin Yolagi.

Bu ¢alisma, Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan (Proje no: 2021SABE023) desteklenmistir.



ABSTRACT

THE EFFECT OF HUMAN DENTAL PULP MESENCHYMAL STEM CELLS IN
CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED PREMATURE OVARIAN FAILURE RAT
MODEL

Minevver KAHRAMAN
M. Sc. Thesis in Stem Cell _
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nazli CIL

Premature ovarian failure (POF) presents itself with symptoms such as
amenorrhea, hypergonadotropic serum level, hypoestrogenism, and graaffollicular
deficiency in women before the age of 40. Stem cells are of interest as a new
therapeutic agent in the treatment of POF. Obtaining dental pulp-derived mesenchymal
stem cells (DPMSC) is non-invasive compared to other stem cell sources and does not
have ethical concerns. Our aim in the study is to evaluate the effect of DPMSCs in the
ovarian tissue in the animal model of cyclophosphamide (CTX)-induced POF and to
see it through the Wnt/B-catenin pathway.

Thirty two Wistar Albino adult female rats were randomly divided into 4 groups. Control
Group (K), Sham Group (S) were administered saline intraperitoneally for 14 days. In
the POY Group (POY), POY was created by intraperitoneally administering 200mg/kg
CTX on the first day and 8mg/kg CTX for the next 14 days. In the MSC Group (MSC),
after the POY model was established, 2x108 human DPMSC was applied locally to the
ovary per rat. FSH, LH and AMH levels were determined by ELISA method.
Histopathological analyzes of the ovary were performed.

FSH value was statistically higher in the POY group than in the Sham group.
Primordial, primary, secondary and tertiary follicle counts were found to be significantly
higher in the MSC group than in the POY group. Wnt-1 expression showed strong
expression in primordial follicles in all groups except POY. Wnt-4 expression was
positive in the control, sham and MSC groups, while the reaction was negative in the
POY group.

As a result, Human DPMSCs preserved the number of follicles in the ovary and
regulated ovarian functions via the Wnt/B-catenin signal pathway. Our study is the first
to show that ovarian structure and functions are preserved in POF patients with
DPMSCs. However, as a continuation of this experimental study, looking at pregnancy
development potentials with experimental and clinical studies will increase the
effectiveness of the study.

Keywords: Cyclophosphamide, Premature Ovarian Failure, Stem Cells, Wnt/Beta-
Catenin Pathway.

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Fund (Project no: 2021SABE023).
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1. GIRIS

Prematire over yetmezligi (POY), ovaryum primordial folikil havuzunun erken
tukenmesine bagh olarak gérilen, kisirhigin en yaygin sebeplerinden biridir (Wesevich
V, 2020). POY, kadinlarda 40 yasindan once, en az doért aylik amenore Oykusy,
hipergonadotropik serum profil seviyesi, disuk dstrojen seviyesi, matir folikil eksikligi
gibi semptomlarla kendini gésterir (Hoffman BL, 2016). Avrupa insan Ureme ve
Embriyoloji Toplulugu (ESHRE), prematire over yetmezligini; en az 4 ay oligo/amenore
ve yuksek Folikil stimule edici hormon (FSH) dizeyinin 4 haftadan fazla araliklarla
>25IU/l gorilmesi olarak tanimlamaktadir (2016). Klinik muayenede; hipodstrojenizm,
hipergonadotropizm, gelisen foliklllerin eksikligi ve kismi folikiler olgunlagsma gibi
prematire ovaryan yetmezligin klasik semptomlari gorilmektedir. Over dokusunun
histopatolojik incelemelerinde 6nemli dlglide atrofi ve fibrozis, belirgin folikller atrezi ve
normal folikliler evrelerin (primordial folikll, antral folikil, kumulus ooforus ve matir

oosit iceren) yoklugu bulunmaktadir (Liu T, 2016).

POY’in nedenleri genetik, otoimmdinite, kemoterapi hasari gibi birgok karmasik
faktorle iligkilidir. Bunun yaninda POY, idiyopatik olarak da ortaya cikabilir. Su anda,
POY'in 6nlenmesi ve tedavisi son derece sinirlidir. En yaygin olarak kullanilan hormon
replasman tedavisi, over fonksiyonunu etkili bir sekilde iyilestirmede yetersizdir. Bu

sebeple, POY tedavisi icin yeni ve etkili terapotiklere ihtiyag artmistir (Fu YX, 2021).

Kok hicreler, kendileri ile benzer hicreler Uretebilme kabiliyetine ve cesitli
spesifik somatik htcrelere farklilasma potansiyeline sahip farklilasmamis hicreler
olarak bilinmektedir. Mezenkimal kok hicreler (MSC'ler), proliferatif kabiliyetine, kendini
yenileme ve farklilasma potansiyeline sahiptir (Spangrude GJ, 2003).Bu hicreler kemik
iligi, dis pulpasi, kas, sinir, karaciger, deri olmak Uzere insan vlcudunun cesitli
yerlerinde elde edilebilir. Bu hicreler, osteoblast, kondroblast, adiposit ve ndéron
benzeri hicreler gibi diger hicrelere farkllasma potansiyeline sahiptir (Shyu WC,
2004). in vitro calismalar, MSC'ler de dahil olmak Uizere farkli tipte kok hiicrelerin disi
germ hucrelerine farklilasabilecegini gostermistir (Danner S, 2007). Bu nedenle,
prematire over yetmezligi dodrudan hicre tedavisi icin MSC'lerin uygulanmasi
gelecekte onemli bir segenektir. Ozellikle, MSC'lerin in vitro digi germ hiicrelerine

farklilasma potansiyeline sahip olduklari gdsterilmistir (Lorzadeh N, 2018). Ek olarak


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lorzadeh+N&cauthor_id=29715701

yapilan deneysel hayvan modellerinde bu hcrelerin tedavi edici etkileri gosterilmigstir
(Shyu WC, 2004).

Kok hucreler igin yeni bir kaynak olan dental dokular, fibroblast benzeri yapi,
mezenkimal kok hlcrelere 6zgu ylzey antijenlerinin ekspresyonu, rejenerasyon
yetenegi, farklilasma kapasitesi ve immunomodulatér 6zellikler gibi mezenkimal kdk
hicre o6zelliklerini saglamaktadir (Aydin S, 2019). Dental pulpa mezenkimal koék
hicreleri (DP-MSC'ler), dental folikil progenitér hicreler (DFPC'ler), apikal papilla
(SCAP) kok hicreleri, dis germ kok hicreleri (TGSC'ler), periodontal bag kok hicreleri
(PDLSC'ler), dis dokularindan ve ayrica dokilen sut diglerinden (SHED) elde edilen
kok htcrelerdir. Dental kok hicreler, Stro-1, CD146, CD106, CD90, CD73 CD29 ve
CD13 gibi mezenkimal kok hiicre belirteglerini eksprese eder. Ancak CD11b, CD45 ve
CD34 gibi hematopoietik kok htlicre belirteclerini eksprese etmezler (Aydin S, 2019).
DP-MSC'ler, diger kdk hiicrelerden, kemik iligi kok hiicresi (Ki-KH) ve adiposit kaynakli
kok hticrelerden daha fazla proliferasyon sergiler. Hiicresel blylime egrisinin analizi,
DP-MSC'lerin 3 ila 5 giin arasinda log fazinda kaldigini ve Ki-MSC'lerin 10 giinliik bir
sure boyunca DPSC'lerden daha uzun bir nifusu ikiye katlama sdresinensahip
oldugunu gdstermektedir. Yapilan BrdU hicre proliferasyonu tahlilinde DP-MSC'lerin
Ki-MSC'lerden daha yiiksek proliferasyon yetenege sahip oldugu gdésterilmistir (Tsutsui
TW, 2020).

DP-MSCl'ler lzerine arastirma alani blyuk bir potansiyele sahiptir. Hicreler iyi
farklilasma potansiyeli ve kiltirlenmesi kolay 6zelliklere sahip olmakla birlikte ayni
zamanda atilan gekilmis dislerden de uygun bir sekilde elde edilebilirler. Ki-MSC'lerle
karsilastiriidiginda, ¢ekilmis diglerden DP-MSC'lerin elde edilmesi daha az invaziv ve
daha uygulanabilirdir (Shi X, 2020). DP-MSC'ler, kok hlcrelerin son teknoloji arastirma
alaninda ve rejeneratif tip uygulamalarinin gelistiriimesinde umut verici bir hucre
populasyonu saglamaktadir (Tsutsui TW, 2020). Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda,
insan dental pulpa dokusundan elde edilen mezenkimal hicrelerin, hastalik
modellerinde (bdbrek, akciger, beyin, omurilik, karaciger, kas, kemik, deri, pankreas,

g6z ve bagdisiklik sistemi) nakledildiginde olumlu sonuglar géstermistir (Shi X, 2020).

Wht sinyalleri embriyo geligiminin, erigskin dokularin olusumunun ve bu dokularin
homeostazinin saglanmasina ek olarak hicre polaritesi, migrasyonu ve proliferasyonu
dahil birgcok hucresel fonksiyonlarin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Yolaktaki
aksakliklar doku boyutunun, duzenlemesinin ve fonksiyonunun anormal olarak

degismesine neden olmaktadir. Hucre ici sinyal transdiksiyonu, B-katenin bagimh



(kanonik yol) veya B-katenin bagimsiz (kanonik olmayan yol) olarak ayriimaktadir
(Castagnoli L, 2020).

Yapilan bir ¢calismada, Wnt yolaginin ovaryumda normal isleyis i¢in temel bir
Oneme sahip oldugunu ve ¢ok cesitli fizyolojik surecleri etkileyebilecegini gostermigtir.
Wnt-1'in, Wnt/B-katenin yolagi aracihdiyla in vitro olarak granuloza hucre
proliferasyonunu pozitif olarak dizenledigi gdsterilmistir (Castagnoli L, 2020). Yapilan
baska bir calismada Wnt/B-katenin yolunun disi Ureme sisteminin blyimesi ve
gelismesi igin gerekli oldugunu goéstermektedir. Wnt-4'ten yoksun farelerin zayif over
gelisimine ve daha az saglikh folikillere sahip oldugunu bulunmustur (Naillat F, 2015).
Wnt/B-katenin yolu, FSH ve luteinize edici hormon (LH) tarafindan overde steroid
kontrolinin Uretiminde énemli 6lgide yer almaktadir (Parakh TN, 2006). Ovaryumdaki
Whnt/B-katenin sinyal yolunun mekanizmalari son vyillarda giderek odak noktasi haline

gelmektedir.

1.1.Amag¢

Yapilan son calismalarda mezenkimal kok hicrelerin prematir ovaryan
yetmezlikte ovaryum dokusunu ve folikulleri iyilestirdigi bildirilmistir. Bizim bu calismada
amacimiz CTX ile induklenen premature over yetmezligi hayvan modelinde dental
pulpa mezenkimal kok hucrelerinin ovaryum dokusunda etkisini degerlendirmek ve
Whnt/B-katenin yolagi Uzerinde goérmektir. Ulasilmasi amaglanan bilgiler 1siginda ise
prematire over yetmezliginde alternatif tedavilerin gelistirilebilmesine katki saglamasi

amagclanmigtir.



2. KURUMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, genetik olarak déllenme sirasinda
belirlenmesine ragmen gelisimin 7. Haftasina kadar gonadlar, erkek ya da disi
morfolojik 6zelliklerine sahip degillerdir. Genital sistemin yapisinin her iki cinste de ayni
oldugu bu erken dénem farklanmamis evre olarak adlandiriimaktadir.

Gonadlar sélom boslugunun arka duvarinda, genital (gonadal) kabartilarin
icinde gelismeye baslarlar. 5. Haftada gonadlarin Gzerini 6rten dorsal sélom epiteli
hicreleri, altindaki mezensime parmak biciminde girerek destek hucreleri olan primitif
seks kordonlarini olustururlar. Organin, hicre kordonlarinin yer aldigi dig kismi
korteks, ic kismi ise medulla olarak adlandirilir. Altinci haftadan sonra medulla ve
korteks disi ve erkekte farkli bicimde gelismektedir. XX kromozom komleksi tasiyan
embriyolarda gonadin korteks kismi ileri gelismeye ugrayip ovaryumu olustururken,
medulla kismi ise geriler.

Primordial germ hicreleri 4. haftanin baslarinda allantoisin baslangi¢ yerine
yakin endodermal hicreler arasinda ortaya c¢ikarlar. Bu bdlge embriyonun katlanip ilkel
bagirsagin olusmasi sirasinda gévde icinde kalir. Bu sirada primordial germ hucreleri
arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca go¢ ederek 6. haftada gelismekte olan
gonadal kordonlara danhil olurlar (Yuruker S., 2006).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas seyir etmektedir. Ovaryum
yapisi histolojik olarak 10. hafta dolaylarinda ayirt edilebilmektedir. Diside X
kromozumunun ovaryumun gelismesi icin genler icermektedir. ilkel seks kordonlari
ovaryumun medullasina kadar uzanirlar ve rete ovari'yi olugtururlar. Primordial germ
hlcrelerinin de iclerinde bulundugu rete ovari daha sonra dejenere olarak ortadan
kalkar ve yerlerini ovaryum medullasini olugturan damarli stromaya birakirlar (Moore
KL, 2002).

Erken fotal ddnemde gonadin ylzeyini 6rten epitel gcogalarak kortikal kordonlari
olusturur. Primordial germ hicreleri bu kordonlarin igine karisirlar. Yaklasik 16. Haftada
kortikal kordonlar primordial folikil denilen ayri hlicre gruplarina bélundrler. Her bir
hicre grubu ortasinda bir oogonyum ile onu cevreleyen tek sira yassi epitel

hlcrelerinden olusur. Fetal donemde milyonlarca oogonyum sik mitozla bdllnerek



cogalirlar ve primordial foliklller olusur. Postnatal dénemde oogonyumlarin mitozu
durur ve yeni primordial folikil olusmaz (Yuriker S, 2006). Dogumdan sonra germinal
epitel dizlesir ve ovaryumun hillusunda periton mezoteli ile devam eder. (Moore KL,
2002).

2.2. Ovaryum Histolojisi

insanlanlarda ovaryumlar a. iliaca interna ile a. iliaca externa arasinda bulunan,
pelvis yan duvarindaki fossa ovaricaya yerlesmistir. Puberteye kadar buitinuyle periton
ile ortaludurler, puberteyle birlikte peritoneum vasfini kaybeder ve disari atilan olgun
ovum hucreleri nedeniyle delikli bir hal almaktadir (Karakog L. ve ark., 2019).

Ovaryumlar, yaklasik 3 cm uzunluk, 1,5 cm geniglik ve 1 cm kalinliginda badem
seklinde yapilardir. YUzeyleri tek katl yassi epitel ya da kibik epitel (germinal epitel) ile
kaphdir. Germinal epitelin altinda, ovaryumun beyazimsi rengini veren ve tunika
albuginea olarak adlandirilan bag dokusu katmani yer almaktadir. Tunika albugineanin
altinda oositleri iceren ovaryum folikllerinin bulundugu korteks yer almaktadir.
Foliklller, kortikal bélgenin stromasi igine gémualidar. Ovaryumun en i¢ kismi olan
medulla bdlgesi gevsek bag dokusu iginde zengin bir damar yatagi igceren yapidir.
Korteks kismi medullayi cevreleyerek ovaryumun periferik bolgelesinde yer almaktadir.
Korteks, selller bag dokusu icine gomullu ovaryum folikullerini icermektedir. Ovaryum
bolimleri histolojik olarak birbirinden farkliik gostermekle birlikte korteks ve medulla

bolgeleri arasinda kesin bir sinir bulunmamaktadir (Junqueira L. ve ark., 2003).

Ovaryum
folikiilleri

Mediiller Kortikal
balge biilge

Sekil 2.2.1. Ovaryumun kortikal bdlge ve medular bdlgesini gosteren fotomikrograf.
H&E boyama (Junqueira L. ve ark., 2003).



Ovaryum korteksi organin dis ve islevsel boélimadar. Cesitli gelisim
asamasindaki folikilleri ve korpus luteumu icermektedir. Puberteden énce kortekste
primordial foliklller bulunurken puberteden sonra primer, sekonder ve antral folikiller
bulunur. Seksuel olgunluk doneminde bu folikillere ek olarak korpus luteum ve atretik
folikller bulunur. Menopoz déneminde ise folikil sayilari oldukga azalir. Korteks
stromasinda kollajen, elastik lifler ve lif aglari ve stroma hicreleri bulunur. Stroma
hicreleri fibroblastlardan farkli olarak teka interna hicrelerine dontsebilen hiicrelerdir
(Kierszenbaum A.L ve ark 2006).

Ovaryum medullasi kan, lenf damarlari ve sinir aglarindan zengin olan agik
renkli i¢ bdlgedir. Medulla oksidasyon enzimlerini ve diger enzimleri iceren hicreler
bulunur; bunlarin sayilari yasla birlikte artar, menopozda ise %80 oraninda bulunurlar
(Junqueira L. ve ark., 2003).

2.3. Oositin Genel Yapisi

Folikiuler gelisimin erken asamasi olan oositler; blyUk, eksentrik yerlesimli,
cekirdekgigi belirgin ve yaygin kromatin iceren vezikuler tipte ¢ekirdege sahiptir. Birinci
mayoz bdlinmenin profaz asamasindaki oositin germinal vezikil (GV) adi verilen
blylk cekirdegi 1sik mikroskobunda net olarak secilebilmektedir (Inoue A. ve ark.
2007). Oosit golgi aygiti ve cok sayida mitokondri ile c¢evrelenmistir. Perintklear
yerlesimli olarak, merkezde golgi aygiti ve gevresinde mitokondriler disinda endolazmik
retikulum, lizozomlar ve granulofibriler yapilarin da icinde bulundugu bir organel
toplulugu bulunmaktadir (Moore K ve ark. 2002). Enerji ihtiyacini karsilamak igin,
glikojen grandlleri, lipid damlaciklari ve fibréz yapilar iceren sitoplazmik inkllizyonlar

ooplazmada dagiimis sekilde bulunmaktadir (Niimura S ve ark. 2004).

2.4. Ovaryum Folikulleri ve Folikiiler Geligim

Ovaryum folikull, bir ya da daha fazla folikil hlcresi ya da granlloza hucresi
katmaniyla cevrili olarak bir oosiit igerir. Fetal yasam sirasinda olusan folikuller
(primordial foliklller) ise tek sirali yassi folikul hiicreleriyle gevrili olarak bir primer oosit
icerir. Bu folikiller kortikal boélgenin en Ust katmaninda yer almaktadir. Primordial
folikllin icindeki oosit yaklasik olarak 25 pm c¢apinda, kire seklinde bir hiicredir. Blyuk
bir nikleusu ve buyulk bir niikleolusu bulunmaktadir. Bu hiicreler, mayoz bdliinmenin
birinci profaz evresinde yer almaktadir. Sitoplazma igerisinde bulunan organeller

nikleusa yakin olarak kiime olusturma egilimi gosterirler. Sitoplazmada ¢ok sayida



mitokondri, birka¢ Golgi kompleksi ve endoplazmik retikulum sarniglari yer almaktadir
(Junqueira L. ve ark., 2003).

Folikul gelisiminde ilk farklanma; primordial folikilin primer foliklle farkhlastigi
asamadir. Folikil gelisirken oositte, folikiler hicrelerde ve komsu stromada
degisiklikler olmaktadir. Folikuler hucreler ilk olarak yassi hucreden kibik hicreye
donusur (Esrefoglu M, 2004).Oosit ve gevresindeki folikiler hiicreler arasinda homojen,
oldukca koyu boyanan, asidofilik ve kesintisiz bir tabaka olan zona pelusida bulunur
(Moore K ve ark. 2002).

Oogenezin erken agsamalari fetal hayatta gergeklesmektedir. Bu dénemde ¢ok
saylda mitotik bélinme sayesinde oogonyumlarin sayisi artmaktadir. Dogumda mevcut
halde olan oositler gelisimin birinci mayotik boélinmesinde arreste ugramaktadir.
Puberte déneminden itibaren kiglik bir primordial folikll grubunda, folikiler bliylime
olarak adlandirilan sure¢ baslar (Ross ve Pawlina 2011).

Gelisim evrelerine gore histolojik olarak 3 tip ovaryum folikili tanimlanmistir:
primordial folikiller, gelismekte olan foliklller (primer ve sekonder foliklil olarak alt
gruplara ayrilir) ve olgun (graaf) folikilleri olarak adlandiriimaktadir (Ross ve Pawlina
2011).

primer ovum_____, orimer folikill — gelisen folikaller

kan (
damarlan
primordiyal

folikil \ %l

sekonder y

olgun{Graaf)
folikulu

catlamig
folikal

albikans

erken

korpus luteum

serbest kalan
ovum
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Sekil 2.4.1. Folikullerin farkli geligsim evrelerindeki kesit goruntisu (Britannica E,2013).



2.4.1. Primordial Folikiller

Folikuler gelisimin en erken asamasi olup, primordial folikiller ilk olarak fetal
gelisimin Uglncld ayinda ortaya c¢ikmaktadir. Primordial folikillerin erken gelisim
asamalari gonadotropin uyarimindan bagimsizdir (Ross ve Pawlina 2011). Primer oosit
ve onu gevreleyen yassi tek tabakal folikiler hlcrelerden olugsmaktadir (Gartner ve
Hiatt 2007) (Sekil 2.4.1.1). Folikdl hicrelerin dis yuzeyi bazal lamina ile sinirlanmig
olarak bulunur. Folikalin i¢ kisminda bulunan oosit 30 um capinda ve iyi bigimde
sagiimis kromatin ve nukleolus igeren gekirdege sahiptir. Ooplazma olarak adlandirilan
oosit sitoplazmasi Balbiani cisimcigi icermektedir. Balbiani cisimcigi, golgi membranlari

ve vezikilleri, endoplazmik retikulum, birgok mitokondriyum ve lizozomlardan meydana

gelmektedir (Ross ve Pawlina 2011).

Sekil 2.4.1.1. Primordial foliklil ve primer folikiil A: Primordial folikil, yassi granilosa
hicre tabakasi (<), oosit (|), B: Primer folikll, kibik granilosa hicre tabakasi (—),
H&E, Bar 50um.

2.4.2. Primer Folikiiller

Puberteden itibaren bazi folikiller blyime evresine girerler. Bir primordial
folikdl, bluyumekte olan folikil haline gelirken oositte, foliklil hicrelerinde ve komsu
stromada degisiklikler meydana gelmektedir. ilk olarak oosit bllyiir ve etrafini saran
yassi folikil hicreleri kiibik sekil alir (Sekil 2.4.1.1). Folikll hicrelerinin kibik bir hal
aldigi bu evrede folikul, primer folikul olarak tanimlanmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).
Primer oositin gapi bliylimus nikleusu ile birlikte 100-150 um g¢apa ulasir (Gartner ve

Hiatt 2007). Oosit buyirken spefifik proteinler salgilamaktadir ve bu proteinler bir araya



gelerek ekstraselller bir kilif olan zona pellusidayi olusturmaktadir. Hizli bir mitotik
cogalma ile oositin etrafinda bulunan tek tabakali folikil hicreleri membrana

granulozayi (stratum granilozum) olustururlar (Ross ve Pawlina, 2011).

2.4.3. Sekonder Folikiller

Sekonder foliklller sivi igeren antrum ile karakterizedir. Oosit ve folikil
gelisiminde FSH, buylme farktorleri ve kalsiyum iyonlari (Ca*?) gibi gesitli faktorler
gerekmektedir (Ross ve Pawlina, 2011). Folikul epiteli ve ¢evresinde bulunan stroma,
foliklllerin olgunlagsmasi ile baglantili olarak hem hiperplaziye hem de hipertrofiye
ugrar. Bu komponentler solid, multilaminar 6zellikte olan sekonder folikili olusturur.
Folikilde bulunan granlloza hicreleri mitoz ile ¢ok katli bir duruma gelmektedir.
Granuloza hcrelerinin olusturduklari bu ¢ok kath epitelyum, stratum granulozum olarak
adlandinimaktadir. Bu tip folikiillere ayrica multilaminar primer folikiil de denilmektedir
(Junqueira 2003, Sternberg SS. 1997). Granlloza hiicrelerinin arasinda bulunan likor
foliklli biriktikce kavite birlesir ve antrum adi verilen hilal biciminde tek bir kavite
olusur. Folikdl artik sekonder folikiil veya antral folikil olarak tanimlanir. 125 ym capa
sahip oosit daha fazla biylimez. Blylume inhibisyonu, graniloza hicreleri tarafindan
antral sivi igerisine salgilanan 1-2 kilodalton agirhdindaki bir peptid olan oosit
maturasyon inhibitérii (OMI) tarafindan gergeklestiriimektedir. Oosit maturasyon
inhibitériiniin konsantrasyonu, kiguk foliklllerde olgun foliklllere gore daha ylksek
miktarda bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011). Sekonder folikildeki graniloza
hdcrelerinin  proliferasyonunun seyri hipofiz én lobundaki bazofilik hicrelerden
salgilanan FSH’a baglidir (Gartner ve Hiatt 2007). FolikGlin boyutu arttik¢a graniloza
hicre tabakasi tarafindan dégsenen antrum da genigler. Stratum granulozum, oosit ile
iligkili oldugu bdlgenin diginda bulunan yerlerde nispeten esit kalinliga sahiptir. Burada
graniloza hiicreleri antruma dogru ¢ikinti yapan kumulus ooforus adi verilen bir timsek
meydana getirirler. Kumulus ooforus hicreleri kisa surede oostin etrafini gevreler ve
korona radiata adini alirlar. Korona radiata, zona pellusidaya dogru mikrovilluslarini
gOnderirler ve oluklu baglantilar sayesinde oositin mikrovilluslariyla iletisim kurarlar.
Ekstraselluler olarak bulunan ve PAS pozitif boyanan Call-Exner cisimcikleri, graniloza
hicrelerinin arasinda goérilebilir. Bu cisimcikler graniiloza hicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011). Over kesitinde goériinen sekonder folikdl
Sekil 2.4.3.1° de gosterilmektedir.
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Sekil 2.4.3.1. Over kesitinde bulunan sekonder folikil, O: Oosit, GH: Grantloza hilicre
tabakasi, Tl: Teka interna tabakasi, TE: Teka eksterna tabakasi, H&E, Bar 100um.

2.4.4. Olgun (Graaf) Folikiil

Graaf folikll olarak da adlandirilan olgun foliktlin ¢api yaklasik olarak 10 mm
ya da daha fazladir. Graaf folikllin blylk boyutundan dolayi ovaryum korteksinde
cikinti olusturur. Folikiil maksimum boyutuna ulasirken graniloza hucrelerinin mitotik
aktivitesi yavaslamaktadir. Antrumun boyutu genisledik¢e stratum granilozum tabakasi
incelir. Folikll bu asamadayken teka tabakasi daha belirgin bir hal alir. Bu dénemde
teka interna hcrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklari ortaya ¢ikar ve hicreler
steroid Ureten hicrelerle ayni ultrastriktirel gérinim kazanirlar (Ross ve Pawlina,

2011). Over kesitinde gorinen graaf folikll Sekil 2.4.4.1'de gOsterilmektedir.
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Sekil 2.4.4.1. Ovaryum korteksinde bulunan graaf folikil, TK: Teka tabakasi, GH:
Graniloza hlcre tabakasi, A: Antrum boslugu, KR: Korona Radiata, O: Oosit, KO:
Kimdulas Ooforus, H&E, Bar 200um.

2.5. Ovulasyon

Preovulatuar olgun bir folikil 15-25 mm c¢apinda olup genis bir antruma sahiptir.
Etrafinda vaskularize teka hiicreleri bulunur. Teka tabakasi tUzerinde folikile ait diiz kas
hicreleri vardir. Ovaryum stromasi igindeki bag dokusu arasinda yer alan dominant
folikll giderek overin korteksine yaklasarak over ylzeyinde ¢ikinti yapar ve folikil tepe
noktasi agilarak sekonder oosit (oosit 1l) cevre kumulus kompleksi ile digari atilr. Bu
olaya ovulasyon olarak adlandiriimaktadir. Ovulasyon sonrasinda geride kalan
graniloza ve teka hucreleri korpus luteumu olusturmaktadir. Bu asama, 28 glnlik
mensturiyal déngunidn yaklasik 14. gininde gergeklesir. Atilan oosit Il tuba uterinanin
fimbriya ovarikalari ile tutularak tuba uterinanin igerisine alinir. Oositin tuba uterinadaki
yolculugu yaklasik doért gin sirmektedir. Oosit bu strede bir spermiyum tarafindan
ddllenirseikinci olgunluk bélinmesi tamamlanir. Ovum ve ikinci kutup cisimcigi olusur.
Déllenme olmadiginda ise sekonder oosit 24 saat icinde dejenere olmaktadir
(Tekelioglu M., 2002).

Ovulasyon ani LH salinimi baslangicindan 34-36 saat, LH pikinden 10-12 saat
sonrasinda meydana gelmektedir. LH yilksekligi folikilde graniloza hicre LH
reseptorleri Uzerinden progesteron yapimini arttirir. Progesterondaki bu énemli olan az

fakat kisa sureli ylkselisin pozitif feedback etkisi ile LH piki (tepe noktasi) olusumu ve
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midsiklus FSH piki olusumu hizlanir. LH artisi ile oositte durmus olan mayozun yeniden
baslamasini, granuloza hucre luteinizasyonunu, oosit ve ¢evresindeki kumulus
tabakasinin sertlesmesini ve folikllripturi igin gerekli olan prostaglandinlerin sentezini
saglar. Gonadotropinlerin etkisinde foliklil sivisinda plazminojenaktivatorlerin sentezi
artar. Bu sayede plazminojenden olusan plazmin etki ile folikil duvarinin gerilim gici
zayiflamaktadir (Speroff L. ve ark, 1999).

2.6. Korpus Luteum (Sari Cisim)

Ovulasyondan sonra, folikiliin graniloza hicreleri ile teka interna ve eksterna
tabakalari korpus luteumu (sari cisim) olusturur. Korpus luteum ovaryumun korteks
bolgesinde yer almaktadir. Foliklil duvari, folikil sivisinin bosalmasi ile kivrimli hale
gelir (Speroff L. ve ark, 1999).

Korpus luteumun asil gorevi salinmis olan oositi desteklemek ve endometriumu
implantasyona hazirlamak i¢in progesteronu salgilamaktir. Progesteron, LH
salgisindan 6-8 gln sonra pik noktasina ulasir. Korpus Iuteumdan salgilanan
progesteronun santral ve lokal etkisi, 0strojen ve inhibinin de etkisiyle yeni folikil
gelisimini durdurucu etki gosterir. Gebelik olusmazsa ovulasyondan 9-11 gin sonra
korpusluteum kugullr ve progesteron, dstrojen ve inhibin seviyeleri diger (Speroff L. ve
ark, 1999). Korpus luteum bozulduktan sonra kandaki steroidkonsantrasyonu azalir ve
baska bir folikGlin blylimesini uyarmak ve bir sonraki menstrual déngiyl baslatmak
icin FSH salgilanmasi artar. Korpus luteumdan arta kalanlar makrofajlar tarafindan
fagosite edilir ve sonra ortama fibroblastlar gelir. Bunun sonucunda korpus albicans
(beyaz cisim) adi verilen siki bag dokusundan bir skar dokusu meydana gelir
(Junqueira LC, 2003).

2.7. Menstrual Dongii

Ovaryum folikllleri ve korpus luteumun gelisimi hipofiz gonadotropinleri olan
FSH ve LH tarafindan kontrol edilir. Bunlar ovaryum hormonlari olan 06strojen ve
progesteron seviyelerinde degisiklige neden olmaktadir. Menstriial déngu slrecinde,
bu hormonlarin salinimlari degiskenlik gosterir. Donginin farkli evrelerinde salgilanma
dizeyleri farkh olmaktadir (Noyan A, 2003). Mensteruel siklus boyunca meydana gelen

degisiklikler Sekil 2.7.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7.1. Mensteruel Siklus Boyunca Meydana Gelen Degisiklikler (Kierszenbaum
A.L., 2016).

2.8. Ovaryum Fizyolojisi
Kadin hormonal sistem hormonlari t¢ gruba ayrilmaktadir;
1. Hipotalamik-serbestlestirici hormon ya da Gonadotropin salgilatici Hormon (GnRH).

2. FSH ve LH hormonu; her ikisi de hipotalamusta sentezlenen GnRH etkisiyle hipofiz

on lobundan salgilanirlar.

3. Ovaryum hormonlari olan 0&strojen ve progesteron hormonlari hipofiz 6n
lobundansalinan FSH ve LH’ ye yanit olarak ovaryumlarda salgilanirlar (Noyan A,
2003).
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2.9. Prematire Ovaryan Yetmezlik

Prematire overyan yetmezlik (POY) ya da primer over yetmezligi, ilk kez 1942
yilinda Fuller Albright tarafindan 40 yasinin altindaki kadinlarda doért ay ya da daha
uzun sdreamenore, hipoOstrojenizm ve ylksek serum gonadotropin seviyeleri ile
karakterize bir hastalik olarak tanimlanmistir (Albright, 1942). Premature ovaryan
yetmezlik, 40 yasin altindaki kadinlarda yaklagik olarak her 100 kadindan 1 inde
gorulmektedir (Huntaniemi ve ark., 2018).Primer over yetmezIigi tablosu menopozdan
farkhdir. Bunun sebebi vakalarin yaklasik %50'sinde degisken olarak ovaryum
fonksiyonu ve yaklasik olarak %5-10'unun taniyi aldiktan sonra gebe kalabilmesidir
(Rebar RW 1990).

POY, dogurganlik c¢agindaki kadinlarda gdrilen infertilitenin baslica
nedenlerinden birisidir. POY insidansi her gegen yil artarak hastalarin fiziksel ve ruhsal
saghgini etkilemesiyle birlikte aile ve toplum Uzerine ekonomik yik olusturmaktadir
(Wang J. ve ark, 2021). Ayrica POY'un depresyon, anksiyete gibi bir dizi saglik
sorununa yol agabilecegi, yasam kalitesi ve cinsel islevde bozulmaya sebep olabilecegi
bildirilmektedir (Chen L, 2018).

2.9.1. Premature Over Yetersizligi Etiyolojisi

PQOY, dogurganlik cagindaki kadinlarin Greme saghgdini tehdit eden en ciddi
sorunlardan biri haline gelmistir. Olusumu, yetersiz bir primordial folikiler sisterna
rezervi, hizlanmis folikller atrezi, baskin folikiiler rekrutman degisiklikleri, folikiler
olgunlasma bozukluklari vb. ile iligkili olabilir (Xiang ve ark, 2019). POY, birincil
(spontan) veya ikincil (iyatrojenik) olarak ortaya c¢ikabilir. Tanisal gelismelere ragmen
spontan vakalarin buyuk bir kismi idiyopatik olarak kalir (%90) ve hicbir neden
bulunamaz. Ancak POY'a yatkinlik olusturan bir¢ok faktér tanimlanmigtir (Goswami D,
2007). POY olusumunda altta yatan olasi nedenler kromozomal anormallikleri, gen
mutasyonlarini, otoimmuniteyi, metabolik bozukluklari, enfeksiyonlari ve bir gekilde
folikll disfonksiyonuna veya folikil tukenmesine yol acan iyatrojenik tedavileri
kapsamaktadir (Tablo 2.9.1.1).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+J&cauthor_id=34966738
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2021.749822/full#B107
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POY'un nedenlerine goére siniflandiriimasi

Etiyoloji

Bilinen risk faktorleri

Genetik

Kromozomalanomaliler

X kromozomunda mutasyona

ugramis POY ile ilgili genler

Otozomda mutasyona ugramis POY

ile ilgili genler

Metabolik

Klasik galaktozemi

17-OH eksikligi

Otoimmiun

OPS egliginde Sjogren sendromu,
myasteniagravis, romatoidartrit,

sistemik lupuseritematozus

lyatrojenik

Kemoterapi (Siklofosfamid)

Radyoterapi

Cerrahi girisimler

Virusler

Kabakulak, HIV enfeksiyonu

Yasam tarzi/Cevresel

Sigara kullanimi, toksinler (VCD)
yasam boyu dlzensiz  adet

periyotlar

Mevcut somatik hastaliklar

Epilepsi vb.

OPS;otoimmin poliglandiler sendrom, VCD;4-vinilsikloheksen diepoksit.

Tablo 2.9.1.1. Premature over yetmezliginin nedenlerine gore siniflandiriimasi (Jin M.

ve ark, 2012).

2.9.1.1. POY'un Genetik Nedenleri

Premature over yetmezligini

olusumunda yer alan genetik nedenler,

karyotipleme veya Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) kullanilarak tespit edilen; X

monozomi (Turner Sendromu), trizomi X, X kromozom mozaisizmi, delesyonlar veya

dengeli X/otozomal translokasyonlardir (Jin M. ve ark 2012). POY’un yaklasik %3-4’G

aileseldir. Bu nedenle X kromozom anomalileri bu hastalikta en énemli role sahiptir

(Sheikhansari G, 2018).
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Turner sendromu; X kromozomlarindan birinin olmamasi (45X0) ile karakterize olan ve
prematlre over yetmezli§i olusmasina neden olan bir genetik hastaliktir. Bu
sendromda kromozom eksikligine bagli olarak atrezikfolikil olusumu goérilmektedir
(Reynaud K., 2004).

POY vakalarinin yaklagik %5'i X kromozomu anormalliklerinden kaynaklanir. X
kromozomunun  delesyonu, translokasyonu veya sayisal degisikliklerinden
olusmaktadir (Assumpcéao, 2014). POY ile iliskili mutasyonlarda giderek artan sayida
gen tanimlanmaktadir. X kromozomuyla ilgili genler; BMP15, FMR1, FMR2 ve POF1b
olarak bildirilmistir (Goswami D, 2005).

POY’ne neden olan otozomal genler ise; FSH reseptorii, LH reseptori, inhibin
A, FOXL2, GALT, FSH beta-alt birim varyanti, POLG, NOGGIN, LH-B ve AIRE olarak
bildirilmigtir (Goswami D, 2005). FSH reseptoérl, bazi Fin ailelerinde (C566T) POY'a yol
acan bir mutasyon olarak bulunmustur. FSH beta alt birim genlerinin, KAL geninin
ve DAX-1 geninin mutasyonu, gonadotropinlerin sentezini degistirmektedir. LH reseptor
mutasyonu, tanimlanan hastalar Tanner o6lgeginin 4. veya 5. pubertal evrelerine
ulastiginda, birincil veya ikincil amenore ile kendini goésterebilir (Assumpgido CR,
2014). Klasik galaktozemi ise GALT geni eksikligine bagli olusan POY’un nadir bir
nedenidir (Goswami D, 2007).

2.9.1.2. POY'un Otoimmiin Nedenleri

POY vakalarinin yaklagik %30'u patogenezinde otoimmin mekanizmalar rol
oynar. Cesitli otoantikorlar, over otoimmunitesinin serolojik belirtecleri olarak
arastinimigtir. Bunlar, steroidojenik enzimlere (3B-hidroksisteroid dehidrojenaz gibi),
gonadotropinlere ve bunlarin reseptdrlerine, korpus luteuma, zona pellucida ve
oositlere kargi olusan antikorlar igerir (Forges T, 2004). POY ile iligkili otoimmun
hastaliklar; Addison hastaligi, vitiligo, myastenia gravis, Sjoégren sendromu, sistemik
lupus eritematozus, c¢olyak hastaliyi ve otoimmin poliglandiler sendromdur
(Sheikhansari G, 2018).

2.9.1.3. Kemoterapi

Kemoterapi, premature over yetmezliginin iyatrojenik sebepleri arasinda yer
almaktadir (Jin M. ve ark, 2012). Kanser hastalarinda kemoterapi tedavisi 6mri uzatsa
da kemoterapi, kanserden kurtulan kadinlarda primordial folikullerin tikenmesine bagl
olarak erken menopoza ve kisirliga sebep olmaktadir. Kemoterapdtik ilaglar, ovulasyon

sirasinda c¢ogalan germ hicreleri ve folikiler hdcreler Uzerinde hasara neden
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olmaktadir (Besikcioglu ve ark., 2019). CTX ve busulfan (Bu) gibi kemoterapdtikler,
hastalarda premature ovaryal yetmezliJe yol agan en gonadotoksik ajanlardir
(Bahrehbar K ve ark, 2020). Kemoterapdtik ajanlarin over tahribindeki ilk fazi gelisen
foliklllerin primer komponenti olan graniloza ve teka hicrelerinin tahribini igerir.
Ozellikle alkilleyici grup kemoterapik ajanlar hiicresel DNA’y1 degistirerek hiicre
olimuine sebep olurlar. Bu ajanlar over tahribinin ikinci fazi olan non-prolifere primordial
folikdlleri ilgilendirir. Kemoterapi sonrasi over disfonksiyonu gelisme riski, kisinin
yasina, doza ve ilag tipine baghdir. 40 yasin altindaki kadinlarda CTX tedavisi sonrasi
amenore bulgusu olusum dozu, daha yasli olan kadinlara gore iki kat daha fazladir
(Apperley JF, 1995).

2.9.1.4. Cevresel Faktorler

Viral enfeksiyonlar, sigara kullanimi gibi ¢esitli cevresel faktorler infertiliteye ve
POY’a neden olabilir. Yapilan calismalarda sigara kullaniminin premature over
yetmezligine yol agabilecegini gdstermistir (Shareghi-Oskoue O, 2021). Sigara dumani,
germ hicresine toksik 6zellik goésteren polisiklik hidrokarbonlar icerir (Mattison DR,
1978). Sigara igcen kadinlarin menopoza girmesi sigara icmeyenlere gore daha erken
gorulir ve bu da sigaranin over fonksiyonu Uzerinde olusan olasi zararl bir etkisi

oldugunu dusindurtr (Di Prospero F, 2004).

Viral enfeksiyonlar arasinda kabakulak hastaligi POY’a neden olabilmektedir.
Bir salgin sirasinda kabakulak hastalarinin %3-7’sinde POY bildirilmistir (Rebar RW,
1990).

2.9.2. Premature Over Yetmezliginde Tedavi Stratejileri

POY yonetiminde glincel olarak, hormon replasman tedavisi (HRT) ve infertilite
tedavisini icerir. HRT'yi izlemek ve saglik surveyansi igin uzun vadeli takip esas olacak
sekilde iligkili patolojinin degerlendiriimesi ve yonetilmesi gerekmektedir (Goswami D,
2007).Bununla birlikte, HRT normal over fonksiyonunu eski haline getirmez. Ayrica bir
calisma, HRT'nin meme kanseri riskini artirabilecegini gdstermistir (Edessy M,
2016). Bu nedenle, POY’lu hastalarin over fonksiyonunu eski haline getiren yeni
terapdtik stratejiler gerekmektedir (Chen L, 2018). POY tedavisinde uygulanan diger
yaklagsimlar ise diyet, egzersiz, psikolojik destek, dondr oositlerini icermektedir
(Sheikhansari G, 2018).

Dogurganligin korunmasi i¢in over koruma yontemi olarak; oosit veya over

dokusu kriyoprezervasyonu ve embriyo dondurma kanser teshisi koyulan kadinlarda
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kullanilan stratejilerdir. Ancak bu yéntemlerin kanser hiicrelerinin yeniden viicuda girme
riski, kanser tedavisinde yasanacak gecikme ve dislk basari orani gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu nedenle POY’lu hastalar icin gelismis tedavi se¢enekleri gelistirmek
gerekmektedir (Bahrehbar K ve ark, 2020).

2.9.2.1. Hormon Replasman Tedavisi

Menapoz semptomlarinin hafifletiimesi ve osteoporoz gibi 6strojen eksikliginin
uzun vadeli saglk sonucunun &nlenmesi icin hormon replasman tedavisi (HRT)
gereklidir. Ostrojen replasmani genellikle, devam eden tedavinin risk ve yararlarinin
gbzden gecirildigi 50 yasina kadar surddrulir (Goswami D, 2007).POY hastalarinda
kemik kaybini ve menopoz semptomlarini 6nlemek ve kardiyovaskuiler saghigi
iyilestirmek igin Ostrojen replasmani onerilmektedir (Cartwright B, 2016). Ostrojen
replasmani igin oral, transdermal, subkutan ve vajinal yolla uygulamaigin cesitli HRT
preparatlari mevcuttur. Uygulanacak &strojen replasmani dozu hastanin ihtiyaglarina

gore belirlenmektedir (Goswami D, 2007).

2.9.2.2. Melatonin Takviyesi

Yapilan c¢alismalar melatonin takviyesinin, gonadotropin duzeylerini, tiroid
fonksiyonunu, dogurganlik ve menstriasyonu iyilestirmede olumlu etkisi oldugunu
goOstermistir (Vanecek J, 1992, Baltaci AK, 2004, Yang Y, 2019). Melatonin, hem in
vitro hem de in vivo bagisiklik sistemini dizenler. Spesifik olmayan himoral ve hlicre
aracili bagisikhdin yani sira antikor aracili bagisikli uyarir. Bunun nedeni melatoninin
kanseri tedavi etmek igin kullaniimig olmasidir (Jankowska K, 2017). Melatonin
DNA’nin folikiller Gizerindeki antioksidan etkileri ve koruyucu &zellikleri ile kanserden

kurtulan kadinlar igin faydali olabilmektedir (Huang J, 2020).

2.9.2.3. Dehidroepiandrosteron (DHEA)

Endojen bir steroid olarak dehidroepiandrosteron (DHEA), kadinlarda over
monositlerinin  zona reticularis'ten ve adrenal korteksten kaynaklanir. DHEA,
ovaryumun folikliler steroidogenezinde 6nemli bir prohormon olarak goérev yapar
(Mamas L, 2009). Calismalar, premature over yetmezligi olan hastalarda DHEA
uygulamasinin gebelik olusumunu arttirdigini, andploidiyi azaltarak disik yapma riskini
azaltarak ve IVF tedavisini daha basarili hale getirdigini gostermistir (Jankowska K,
2017, Qin JC, 2016).
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2.9.2.4. immiinomodiilasyon Tedavisi

immiin modilasyon ile POY tedavisi, ovaryumda otoimmiin hasarin neden
oldugu durumlarda etkilidir. Bu tedavide immuinosupresif tedavi igin kortikoteroid
kullanimi ve monoklonal antikor yaygindir. POY’da bazi otoantikorlar, steroid Ureten
hicre antikorlaridir. Bu antikorlar korpus luteuma, graniloza hucrelerine, hiler
hicrelere ve teka hicrelerine bagdlanir. Olusan oto-antikorlar, POY ve Addison

hastaligini ayni anda gorilen hastalarda tanimlanmistir (Sheikhansari G, 2018).

2.9.2.5. Kok Hiicre Tedavisi

Son yillarda, basta mezenkimal kok hiicreler (MSC) olmak Uzere cesitli kok
hicre turleri, Bagisiklik dizenleyici, anti-enflamasyon, anjiyogenez, anti-apoptozis ve
trofiklik gibi 6zelliklerinden dolayi Greme tibbinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak,
hlcre tedavisinin guvenlikleri, maliyetleri ve Uretimleri nedeniyle kapsamli Klinik

uygulamasi gecikmektedir (Goa M. ve ark., 2022).

Kok hiicre tedavisi, POY'un Klinik tedavisi igin yeni bir yaklasim sunarak, hasarl
dokulari onarmak ve eski haline getirmek icin potansiyel bir terapétik arag¢ olarak
tanimlanmistir (Antoine C, 2014). Yapilan calismalar, kok hicrelerin POY hayvan
modellerine transplant edildiginde ovaryum fonksiyonunu geri kazandirdigini ve
olgunlasmamis oositler Urettigini ortaya koymustur (Liu T 2016, Agung M 2006).
Bununla birlikte, POY tedavisi icin kok hicre nakli Uzerine yapilan arastirmalar
cogunlukla hayvan deneyleriyle bildiriimis olup nadirenklinik ¢alismalar uygulanmigtir
(Blumenfeld Z, 2012, Balachandar S, 2015).

2.10. Kok Hiicreler

Kok hicreler, mitoz bdlinme sirasinda simetrik ve/veya asimetrik bélinebilme
yetenegine ve farklilasma potansiyelinesahiptirler. Sahip olduklari bu &zellikler
sayesinde 21. ylzyilin yeni saglik alani olan rejeneratif tipta essiz bir hicre grubu
olarak yerini almaktadir. Asimetrik bolinme ile kendi 6zelliklerini ve organizmadaki
miktarlarini sabit tutmaya calisirken kendilerini yenileyerek, diger yandan doku hasari
varliginda doku onarimina katkida bulunmak igin farklilasarak rejeneratif o6zellik
gosterirler (Berika M, 2014 ve Stoltz JF, 2015).
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Kok hucreler;

Farklanma (plastisite)
Kendini yenileme (self-renewal),

Koklilik (Stemness) olmak Uzere U¢ temel 6zellik gbsterirler (Karadz E., 2010).

Kok hicreler 6zellesmemis hicrelerdir ve bu hicrelerin  her biri yeni
spesifikhlicre fonksiyonlari ile dzellesmis hicrelere donuUsebilirler. Bu hlcreler, uygun
sartlarda farklilasmadan sinirsiz sayidabdlinebilme, kendilerini yenileyebilme ve doku
onariminda ve homeostazda ¢ok dnemli rol oynayan en az bir farkh hicre tipine
donlsebilme yetenekleri bulunur (Spangrude GJ, 2003). Kok hicreleri diger
hlcrelerden ayiran en o6nemli Ozelliklerden biri farklilagsma kapasitelerinin yiksek
olmasidir (Huang SJ, 2012).

Kok hicreler farklilagsabilme yeteneklerine gore totipotent,
pluripotentyadamultipotent olarak siniflandirilirlar. Totipotent kék hucreler, canli bir
hayvanin uterusunaimplante edildijinde tam bir organizmayi olusturabilir. Pluripotent
kok hucreler, ekstra embriyonik dokular (6rnegin plasenta) disinda bir organizmanin
her hicresinin olusmasina nedenolabilir. Multipotent kdk hucreler, yetiskin kok
hicrelerdir ve sadece hicrelerin belirli soylarini Gretebilirler (Nadig RR, 2009).

Totipotent kdk hicreler, canlinin yapisindaki butin hiicrelere farklilasma
yeteneginde olan ilk embriyonik kok hicrelerdir ve bu hicrelere herseyi
yapabilme kabiliyetinde olan “totipotent hicre” denilmektedir. Plasental yapilari
olusturabilmesi (dis hicre kitlesi ile trofoektoderm) ve tim dokulara farklilagabilmesi
(ic hacre kitlesi ile) gibi 6zelliklere sahip olan bu kok hucreler, erken embriyonik
dénemde canlyl tekrar olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Bu hucreler
fonksiyonel bir canliyi en bagtan olusturabilecek tim hicre tiplerine
farklilasabilme 6zelligi sergilerler. Bununla birlikte amniyon kesesi ve plasenta gibi
embriyo disi dokulara da doénlisme potansiyeli bulunmaktadir (Morgani SM, 2013).

Pluripotent kok hcreler ise, fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon
doéneminin 5. Gununde olusan blastosist fazindaki embriyoda bulunan hicrelerdir.
Blastosist yapi olarak; trofoblast hiicreleri, blastosdl ve i¢ hiicre kitlesi olmak Uzere (¢
yapidan olusur. Pluripotent hicreler, 3 germ tabakasinin hepsinden (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) dokuya farklilasabilmektedir (Kolios G, 2013). Pluripotent kok
hlcreler; embriyonik kok hlcrelere kaynaklik eden i¢ hlicre kitlesinden kaynak alan
hicrelerdir. Canlidaki tim doku ve organlari olusturabilmesi ile totipotent kok hicrelere

benzerdir. Ancak plasental yapilari olusturamazlar. Buna bagli olarak yeni bir canliyi
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meydana getiremezler. Ancak bu hiicreler gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200
hiicre tirtine déniusebilme potansiyelleri bulunmaktadir (Morgani SM, 2013).
Multipotent kdk hicreler, embriyonik gelisimin daha ileri evresine ait hiicreler
olup, erigkin kok hicrelerine doénusurler ve 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilirler.
Multipotent kok hiicreler insanda embriyo gévdesinde 16. ginden ve intrauterin evrede
4. aydan itibaren tim kan hdcreleri ve birgok organa 06zgu c¢esitli hicrelere
farklilasabilen kok hiicrelerdir (Friedenstein AJ, 1976). Multipotent kdk hiicreler, erigkin
bireylerin dokularinda bulunan tek bir germ yapragina ait ve birbirine yakin htcre
gruplarina farklilasabilen hicrelerdir. Multipotent kok hicreler ilk olarak kemik iliginden

Friedenstein ve ark. tarafindanizole edilmistir (1976).

2.10.1. Kokenine Gore Kok Hiicrelerin Siniflandiriimasi

2.10.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

1981 yilinda Dr. Martin Evans ve Dr. Kaufman tarafindan fareler ile yapilan
deneyde 5 glnluk blastosistlerin i¢ hicre kitlesinden sinirsiz sayida c¢ogalabilen
embriyonik kok hucreler izole edilmigtir. Embriyonik kok hucrelerin izolasyonu ve
laboratuvar ortaminda farklilagsmadan c¢ogalabilme &zelliklerinin  gdsterildigi  ilk
calismadir. (Evans MJ. ve Kaufman MH, 1981). ileri tarihte yapilan calismalarda ise
insan embriyonik kdk hicreleri izole edilmistir. Fare embriyonik kdk hlicrelerinin izole
edilmesi ile edinilen tecrubelerin katkisiyla Thomson ve arkadaslari 1988 yilinda insan
embriyolarinin i¢ hiicre kitlesinden embriyonik kok hticreleri izole etmislerdir (Thomson
JA, 1998).

Blastokistin i¢ hlcre kitlesinden elde edilen hucreler, c¢esitli hicre tiplerine
farklhlasabilirler ve yuksek telomeraz aktivitelerinden dolaylr sonsuz sayida DNA
sentezleme potansiyeline sahiptirler (Trounson A, 2006). Embriyonik kok hicreler
organizmanin tim doku tiplerine dénlsebilme yetenedine sahip pluripotent hiicrelerdir
(Pera MF, 2000). Pluripotent insan embriyonik kdk hicreleri 5 veya 6 gunluk
blastokistin i¢ hicre kitlesinden geligtirilebilir. Embriyonik gelisim sirasinda i¢c hicre
kitlesi 2 ayri katmani igerir; epiblast ve hipoblast. Hipoblast daha sonra yumurta
kesesini olusturur. Epiblast katmani ise 3 germ tabakasina farklilagir; ektoderm,

endoderm, mezoderm (Bongso A. ve ark., 2005).

2.10.1.2. Yetigkin Kok Hiicreler

Yetigkin kok hicreler gelisim surecinin ileri asamalarinda goérulur ve kendilerini

yenileyebilen, 6zellesmis hicrelere farklilasabilen, doku ve organlarda bulunan
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farkhlasmamis hicrelerdir. Yiksek telomeraz aktivitesine gdsterirler fakat embriyonik
kok hucreler ile kiyaslandiklarinda farkhlasma potansiyelleri daha azdir (Fuchs E,
2004). Bu hucrelerin insan vicudunda az sayida bulundugu, ayni zamanda kultr
ortaminda c¢og@altiimalarinin zor oldugu dusunudlmekteydi. Yapilan c¢alismalar ile bu
hicrelerin plastik ylzeylere yapisabilme oranlarinin yiksek oldugu gosterilmistir
(Prentice D, 2004).

Yetiskin kdk htcreler,kemik iligi, dis pulpasi, kas, sinir, karaciger, deri olmak
Uzere insan vicudunun cesitli yerlerinde bulunabilirler. Bu hicrelerin yodunlukta
bulundugu bodlge ise kemik iligidir. Bu bdlgelerden izole edilen hucrelerin
farklilasabildikleri yapilan calismalarla goésterilmistir. Farkhlasma &zellikleri korunarak
bu hicrelerin ¢ogaltiimasi klinik uygulamalarda kullanilabilir oldugunu gdéstermistir. Ek
olarak yapilan deneysel hayvan modellerinde bu hicrelerin tedavi edici etkileri
gosterilmistir (Shyu WC, 2004).

Yetigkin kok hucreler hasarli dokuyu hedef alarak dokuyu bulur ve oraya
yerlesirler. Vaskiler endotelyal blyime faktori (VEGF) ve stromal hilicre kaynakl
faktor-1 (Stro-1) hasar bulunan bdlgelerde arttigi distnulip, bulunduklari bélgede kdk
hiicrelerin ¢agiriimasi icin gerekli sinyalleri olusturduklar disinilmektedir (Ozcan T,
2007).

2.10.1.2.1. Hematopoetik Kok Hiicre

Kan hcreleri, lenfoid hiicreler (T, B ve dogal oldiricu htcreler) ve miyeloid
hicreler (grantlositler, monositler, eritrositler ve megakaryositler) olmak Uizere iki ana
sinifa ayrilir. Tim kan hcrelerinin sinirl bir émri vardir. Bu stlre; grantlositler igin
birka¢ saat, kirmizi kan hcreleri i¢in birkag hafta ve T hicreleri igin birka¢ yil kadardir.
Bu nedenle, kan hicresi kalici olarak uretilmesi gerekir. Kanin hicresel elemanlarini ve
immun sistem hdcrelerini olusturan bu hlcrelere hematopoetik kdk hicreler (HKH) adi
verilir (Gunsilius E, 2001).

HKH’ler, kendini yenileme ve olgun kan hicresi soylarina farklilasma yoluyla
hematopoezin 6mir boyu korunmasindan sorumludurlar (Hurwitz SN, 2020). HKH’ler
kendilerini yenileyebilme ve farklilagabilme &zelliklerini kontrol altinda tutabilirler. Bu
sebeple hicre sayilari azalmadan devam eder ve bu sayede kan hlcreleri yasam boyu
aretilir. Ayni zamanda bu hicreler nadir olarak bdélinurler bu sekilde dokularin
homeostazini saglarlar bunun yaninda onkojenik olaylarin olusumunu da engellerler
(Martinez-Agosto JA,2007). HKH’ ler farkhlastiklarinda ise kendilerini yenileyebilme
Ozelliklerini kaybederler (Lai AY, 2008). HKH’lerin geligimi, farkhlagmalar, istirahate
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sevk edilmeleri, kendi-kendini yenileyebilmeleri ve periferik kana mobilize olmalari

transkripsiyon faktorleri araciligiyla saglanmaktadir (Huang X, 2007).

HKH’ lerinizole edilebildigi yerler; kemik iligi, periferik kan ve kordon kanidir
(Kogyigit 1, 2008).HKH’ lerin CD34, CD133, CD150 eksprese ettikleri ve CD38 yuzey

antijenini eksprese etmedikleri bilinmektedir (Ratajczak MZ, 2008).

2.10.1.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Cohnheim tarafindan yapilan ¢alismalarda kemik iliginde hematopoetik olmayan
kok hucrelerin varligi bulunmustur. Friedenstein ve arkadaslar tarafindan 1970
yillarinda mezenkimal kék hucreleri tanimlamistir. Friedenstein yaptigicalismalarda
aspiratinifetal buzagi serumu iceren kultir ortamina yaymistir ve morfolojik olarak
fibroblast benzeri hucrelerin varligini gézlemlemistir. Ayni zamanda bu hucrelerin
ylzeye yapisabilme, kemik, kikirdak ve yad hicrelerine farklilasabilme &zellikleri
oldugunu saptamistir (Friedenstein AJ, 1976). Yapilan ¢alismalarda bu kdk hiicrelerin
U¢ germ tabakasindan gelisen hicre ve dokulara farkhlasabilen, hematopoetik
olmayan, multipotenthiicreler oldugu bildirilmistir. Bu htcreler mezodermal kdkenli
hlcrelerefarklilasabilme potansiyelinden dolayi mezenkimal koék hilcreler olarak
adlandinimaktadir (Jiang Y, 2002).

Hicrelerin farklilagsma ve imminomodulatuar 6zellikleri, in vivo etkinligi gibi
konularda hucrelerin geligtirildigi ¢evre kosullarina bagh degisiklikler oldugu
bildiriimektedir. Bu nedenden dolayi 6turt Uluslararasi Hicresel Tedavi Dernegi (ISCT,
UHTD), hem temel arastirmalar hem de pre-klinik g¢alismalar i¢in insan MSC’leri
tanimlamasinda gerekli kriterler énermistir. Bu hicreler, UHTD tarafindan, “kok hticre”
olarak adlandirmak yerine “mezenkimal stromal hiicre” veya “multipotent mezenkimal
stromal hicre” olarak adlandiriimasini énermigtir. MSC tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilan 6zellikler; plastik ylzeye yapismasi (plastik adherens), stromal karakterde
ylzey antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent farklilasma yetenekleridir (Silva WA Jr,
2003).

Mezenkimal kok hucreler; morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen, kilturlerde
plastik ylzeylere yapisabilen, in vitro olarak adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
soylara farklilagabilen hlcrelerdir. Mezenkimal kdk hucreler CD105, CD73 CD90 yuzey
antijenlerini eksprese ederler. Bunun yaninda CD34, CD45, CD14, CD19, CD79a,

HLA-DR ylizey antijenlerini eksprese etmezler (Dominici M, 2006).
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MSC'ler, kemik iligi, iskelet kasi dokusu, yag dokusu, sinovyal membran, safen
venler, dis pulpasi, periodontal ligament, Wharton jeli, gdbek kordonu, gébek kordon
kani, amniyotik sivi, plasenta, akciger dokusu ve karaciger dokusu olmak Uzere gesitli

dokulardan izole edilmistir (Squillaro T, 2016).

Organizmanin zengin kok hicre kaynaklarindan olan kemik iliginde,
mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve mezenkimal k&k hicreler
bulunmaktadir. Farkli galismalarda kemik iligi aspirasyonunda 1x10 mononikleer
hlcreye karsi ortalama 2 ile 100 arasinda degisen sayida MSC icerdigi gosterilmistir
(Colter, C.D. ve ark 2001).

MSC’ler multilineage farklilasma potansiyelleri, hazir bulunabilmeleri ve in vitro
expansiyon kapasiteleri dahil olmak Gzere MSC'lerin benzersiz 6zelliklerine ek olarak,
dokunun yeniden sekillenmesini destekleyen trofik faktorlerin salgilanmasi ve immuin
dizenleyici ozelliklerisayesinde bu hicrelecogu uygulama icin uygun adaylar haline

getirmistir (Squillaro T, 2016).

2.10.1.2.2.1.Dental Kok Hucreler

Kok hicre 6zelligine sahip hiicre populasyonlari, disin farkli bélimlerinden izole
edilmistir. Bu bdlimler; hem dokulmis sit digleri (gocuk) hem de yetiskin dislerin
pulpasindan, dis kokini kemige baglayan periodontal baddan, gelismekte olan
koklerin uglarindan ve dis folikilinden gelen hucreleri igerir. Dental kaynakli kok
hicreler, mezenkimal hlicre soylarina (osteoblastlar, kondrositler ve adipositler)
farklilasma dahil olmak Uzere mezenkimal kok hilicre benzeri 6zelliklere sahiptir.
Bununla birlikte, farkli hiicre populasyonlari, kiltirdeki biylime oranlarinin, isaretleyici
gen ekspresyonunun ve hiicre farklilasmasinin belirli yonlerinde farkhlik gésterir, ancak
bu farkhiliklarin kaynak dokusuna, iglevine veya kultir kosullarina ne dlglde
atfedilebilecedi belirsizligini korumaktadir (Volponi AA, 2010). Dental kaynakh
mezenkimal kok hicreler gesitli bolgelerden (Sekil 2.10.1.2.2.1.1) izole edilebilmektedir
(Ansari S, 2017).

Dis yaralanmasindan sonra, disin onarici dentin olusturabildigi uzun zamandir
bilinmektedir. Bu nedenle dis pulpasinda yerlesik olarak kdk hiicre populasyonu
varhgidasinilmustir (Kitamura C, 1999). Bu dislnce, insankalicidiglerinde bulunan
dental pulpa mezenkimal kok hicrelerinin (DP-MSC'ler) kesfedilmesiyle kanitlanmigtir
(Gronthos S, 2000). DP-MSC'ler, izole edilen ve tanimlanan ilk orofasiyal kok

hdcrelerdir. Bunun yaninda mezenkimal kok hicreler gibi; in vitro olarak ¢ok soylu
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farklilasma yetenekleri, plastik yapisma ve klonojenik 6zelliklergibi tipik o6zellikler
sergilemektedirler (Gronthos S, 2000).

Dental pulpada bulunan mezenkimal kok hucrelerinin kesfinden dolayi dis
pulpasi son zamanlarda bir kdk hdcre kaynagi olarak dikkat cekmistir ve klinik
uygulamalari arastinilmistir (Liu J,2015 ve Yamada Y, 2020). Hayvanlarla
karsilastiriidiginda elde edilmesi nispeten daha kolay oldugu igin insan dis pulpasi
kullanilarak bir¢gok arastirma yapilmistir. Dis pulpasini olusturan baslica hucre tipleri;
fibroblastlar, odontoblastlar, endotelyal hiicreler ve Schwann hicreleridir (Osaki J,
2022).

Dental kok hucreler, Stro-1, CD146, CD106, CD90, CD73 CD29 ve CD13 gibi
mezenkimal kdk hiicre belirteglerini exprese eder. Ancak CD11b, CD45 ve CD34 gibi
hematopoietik kok hlcre belirteclerini exprese etmezler (Aydin S. ve ark, 2019). DP-
MSC'’ler, kemik iligi mezenkimal kdk hiicresi (Ki-MSC) ve adiposit kaynakli dahil olmak
Uzere diger kok hicrelerden daha fazla proliferasyon goésterirler. Hicresel blyime
egrisinin analizi, DP-MSC’lerin 3 ila 5 gin arasinda log fazinda kaldigini ve Ki-
MSC’lerin 10 glnlik bir sire boyunca DP-MSC’lerden daha uzun birslirede hicre
populasyonunu arttirmaktadir. Yapilan BrdU hiicre proliferasyonu tahlilinde DP-
MSC’lerin Ki-MSC’lere gére daha yiiksek proliferasyon yetenede sahip oldugunu
gorualmustur (Tsutsui TW, 2020).

Dis pulpasi kaynakli kok hucreler tedavi amacli olarak gerekli olan bitin
Ozellikleri karsilamasinin yaninda bu hicreler kolay bir sekilde izole edilebilmektedir.
DP-MSC'lerin farklilasabilme potansiyelleri yuksektir. Dondurma ve c¢6zdirme

asamalari sonrasinda bir problem olusmamaktadir (Todorovic V, 2008).

DP-MSC'’ler Gzerine arastirma alani buylk bir potansiyele sahiptir. Hlcreler iyi
farklilasma potansiyeli ve kiltirlenmesi kolay 6zelliklere sahip olmakla birlikte ayni
zamanda atilan cekilmis dislerden de uygun bir sekilde elde edilebilirler. Ki-MSC’lerle
karsilastiriidiginda, ¢ekilmis dislerden DP-MSC’lerin eldesi non-invaziv ve daha
uygulanabilirdir (Shi X, 2020). Bu nedenle DP-MSC’ler, son teknoloji arastirma
alaninda ve rejeneratif tip uygulamalarinin gelistirimesinde umut verici bir hiicre
kaynagi olusturmaktadir (Tsutsui TW, 2020).
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Sekil 2.10.1.2.2.1.1. Dental kék hicreler: Dental pulpa kdk hicreleri (DPSCs),
periodontal ligament kok hicreleri (PDLSCs), dental apikal papilla kék hcreleri
(SCAPs), dental apikal foliktl prekirsér kék hicreleri (DFPCs), dokllen sit diglerinde
bulunan kok hicreler (SHEDs) ve gingivada bulunan mezenkimal kok hcreler.
(GMSCs) (Ansari S, 2017).

2.11. WNT Sinyal Yolagi

Whnt ismi bir fare protoonkogeni olan int1 ve onun drosophiladaki homologu olan
wingless (wg) geninin isimlerinin birlesmesinden olusur (Clevers H, 2006). WNT'ler, ¢ok
cesitli hicre tiplerinde hicre kaderi belirleme, farklilasma, proliferasyon, motilite ve
apoptoz gibi cesitli slrecleri dizenledikleri, cogunlukla embriyogenezdeki rolleri ile

bilinen genis bir sinyal glikoprotein ailesidir (Boyer A, 2010).

Whnt sinyali ve Wnt sinyal iletim yolununbelirli bilesenleri disi gelisimi igin kritik
dneme sahiptir (Vainio S, 1999). Ozellikle Wnt-4 yoklugunda, tipik kadin 6zellikleri
bozulmasi ve testesteron uretimi gibi bazi erkek 6zelliklerinin gorilmesi sebebiyle Wnt-
4’Gn kadin gelisimini destekleyen 6énemli bir sinyal olarak tanimlanmaktadir (Heikkila M,
2005). Wnt ligandlari, Wnt genlerinin hormonal regllasyonu, frizzled reseptoérleri ve
Ostrus dongusunin farkli asamalarinda overde eksprese edilen asagi akis sinyal
bilesenleri dahil olmak Uzere Wnt sinyal aginin Uyelerinin ekspresyonunun normal
ovaryum fonksiyonunda oénemli bir rol oynadigi distnilmektedir (Hernandez Gifford
JA.,2015).

Whnt'ler, heterotrimerik G proteinlerine ve kivriimis yedi transmembran
reseptoriine baglanabilen glikoproteinlerdir (Huelsken J, 2002). Wnt sinyalleri
embriyogenez, erigskin dokularin olusumu ve doku homeostazinin saglanmasinin

yaninda hicre polaritesi, migrasyonu ve proliferasyonudahil birgok hicresel
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fonksiyonun dizenlenmesinde rol almaktadir (Routledge D, 2019). Wnt sinyal yolagi
estrasellller iletim yolu olarak bilinmekte ve yanit saglarken temelde lipit ile modifiye
edilmis bir Wnt ligandi ekstrasellller ve sitoplazma arasinda gomull olarak bulunan
reseptor Frizzled (FZD) ve asagi akis sinyal kaskadinin aktiflesmesinde rol oynayan
scaffold protein Dishevelled (DVL) kompleksinden olusmaktadir (Castagnoli L, 2020).
Wnt proteinlerinin uzunlugu 350-400 amino asit arasinda degisir ve boyutu yaklasik
~40kDa'dir (Cadigan KM, 1997).

Whnt sinyal iletimi; kanonik (B-katenin bagimli), kanonik olmayan dizlemsel
hiicre polaritesi (PCP) ve kanonik olmayan (Wnt/Ca*?) olmak Uzere 3 gesit olarak
tanimlanmaktadir (Huelsken J, 2002). Wnt sinyalleri, hiicre kaderinin belirlenmesi igin
kanonik yola ve hlcre hareketinin ve doku polaritesinin kontroll i¢in kanonik olmayan
yola iletilir (Katoh M, 2007).

2.11.1. Kanonik (B-katenin bagiml) Wnt Sinyal iletimi

B-katenin, hicreler arasi adezyonun regllasyonda gérev alan bir protein olarak
kesfedilmistir ve sitoplazmadan nikleusa gecerek transkripsiyonelregulator olarak
gorev yapmaktadir (Kikuchi A, 2011). Sinyal iletimi, Wnt ligandi varliginda aktif formda
olurken Wnt ligandi yoklugunda inaktif formda olmaktadir (Stamos JL, 2013).

2.11.1.1. Wnt Sinyali inaktif Formu

Whnt ligandi yoklugunda, Wnt sinyal yolu inaktiftir ve efektér molekill B-katenin
sitoplazmada bozulur ve inaktif hale getirilir. Spesifik olarak B-katenin, scaffold
proteinleri (Axin), timor baskilayici adenomatdzpolipoz koli (APC), glikojen sentazkinaz
3B (GSK-3B) ve kazein kinaz 1da'dan (CK1a) olusan multiprotein yikim kompleksi
tarafindan fosforile edilir. Fosforilasyonunun ardindan [(-katenin, ubikuitinli gaz
kompleksinin bir parcasi olan ve proteazom etkisiyle pargalanan bir protein olan -
transdusin (B-TrCP) tarafindan taninir (Hagen T, 2002). B-katenin proteininin
sitoplazmada parcalanmasiyla hiicre nuikleusuna ilgili sinyal ulagsmamis olur. Bu
sebeple, nikleusta T hiicre faktori/lenfoid arttirici faktér (TCF/LEF) ve transdisin
benzeri ayrilmis arttiricit  (TLE/Groucho) tarafindan olusturulan bir kompleksin
transkripsiyonunu durdurmak igin histon deasetilazlari (HDAC) baglar (Stamos JL,
2013).
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Sekil 2.11.1.1.1. Kanonik (B-katenin bagdmli) Sinyal Yolaginin inaktif Formu
(Castagnoli L, 2020).

2.11.1.2. Wnt Sinyali Aktif Formu

Aktif Wnt sinyal yolaginda, Wnt ligandlarinin FZD reseptorlerine ve LRP5/6
koreseptorlerine baglanmasini takiben asagi akis sinyal aracilarinin alimini tetikler. Bu
sekilde Wnt yolagi aktif forma gecer. Spesifik olarak, LRP reseptorleri daha sonra
Disheveled (DVL) proteinlerini polimerize olduklari ve aktive olduklari plazma zarina
alan CK1a ve GSK-3p tarafindan fosforile edilir. Boylece sitoplazmada serbest halde
bulunan B-katenin proteininin parcalanmasi engellenmektedir. Nukleer B-katenin,
CREB baglayici protein (CBP/p300), Brahma iligkili Gen 1 (BRG1), B hiicreli
CLL/Ilenfoma gibi koaktivatorleri baglayan TCF/LEF proteinleri ile aktif bir molekuler
kompleks olusturarak TLE/Groucho baskilayicilarin yerini alir. Bu sayede hedef

genlerin ekspresyonunun gerceklesmesine aracilik etmektedir (Metcalfe C, 2010).
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Sekil 2.11.1.2.1. Kanonik (B-katenin bagimli) Sinyal Yolaginin Aktif Formu (Castagnoli
L, 2020).

2.11.2. Kanonik Olmayan Wnt Sinyal iletimi

2.11.2.1. Wnt/Diizlemsel Hiicre Polaritesi (PCP)

Duzlemsel hicre polaritesi, organizmanin olusumda ve organlarin gelisiminde
onemli rolleri bulunmasinin yani sira homeostazin saglanmasinda kritik Sneme sahiptir.
Duzlemsel hicre polaritesi (PCP) hem lokal hem de genel sinyallerin Uretilmesi icin
onemli bir sinyal yolu olarak tanimlanmaktadir. PCP yolagi doku polaritesi ve hiicre
migrasyonu kontroll i¢cin FZD ve DVL proteinleriyle etkilesim halinde bulunur. Ayni
zamanda GTPazproteinleri olan Rac1 ve Rashomolog gen aile Gyesi A'yi (RHOA)
aktive eder. RHOA proteini ise sinyal iletimi icin RHO ile iliskili sarmal-sarmal iceren
protein kinaz 1'i (ROCK1) aktive eder. Rac iseJun N-terminal kinaz (JNK) proteinini
aktiflestirerek sinyalin nikleusagegcmesini saglar. Bu sirada, fosforilat aktive edici
transkripsiyon faktori 2 (ATF2), hilcre iskeletinin yeniden dlzenlenmesinive
migrasyondansorumlu  hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu tetikler
(Yamamoto S, 2008).
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2.11.2.2. Wnt/Ca*? Yolagi

Kanonik olmayan Wnt sinyal yolunun ikinci dali, Wnt/Ca*? yolagi olarak
adlandirilir. Bu sinyal yolagi dorsal eksen olusumu igin kanonik sinyali ve gastrulasyon
hicre hareketleri igin dizlemsel hiicre polaritesi sinyalini modile eder (Kohn AD,
2005).Wnt/Ca*’sinyallesmekademesinde, Frizzled reseptori araciligiyla Wnt ligandi ve
PLC kompleksi, kalmodiline bagimh kinaz Il (CaMKIl), protein kinaz C (PKC) ve
fosfatazkalsinorini aktive eden bir G proteiniyle baglanir. Bu adimda, diger sinyal
yolaklarinin uyarilmasini saglayan hucre icerisindeki kalsiyum dizeyinde artig gorulur
(Sheldahl LC, 2003).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari ve Premature Over Yetmezliginin Olusturulmasi

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
PAUHDEK-2021/38 numarasiyla onaylanmistir. Calismamizda Pamukkale Universitesi
Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen 32 adet Wistar
Albino eriskin disi sican kullaniimigtir. Deney protokoll boyunca; sicanlar 21 + 1 °Coda
sicakhginda, rutubeti (65-70%) kontrol edilen 12 saat 1sik-karanlk ¢evrimi olan sessiz
bir oda icinde, ayri kafeslerde tutuldu. Deney gruplarina, ginlik icme suyu (¢cesme
suyu) ve standart sican yemi (pelet yem) verilerek ad libitum olarak beslendi. Sigan

agirliklar (250-350gr) dlguldukten sonra rastgele olarak 4 gruba ayrilarak isaretlendi.

I.Grup (n:8) Kontrol Grubu (K):Bu gruptaki si¢canlara herhangi bir uygulama
yapiimadi.

I.Grup (n:8) Sham Grubu (S): Bu gruptaki sicanlara intraperitoneal olarak 14

glin boyunca serum fizyolojik uygulandi.

l.Grup (n:8) POY Grubu (POY): CTX ile indiklenen prematire over yetmezlik
olusturulan hayvan modeli grubu. ilk giin 200mg/kg CTX intraperitoneal olarak enjekte
edildi. Devam eden 14 gin boyunca 8 mg/kg CTX intraperitoneal olarak veriimeye

devam edildi.

IV.Grup (n:8) Dental pulpa mezenkimal kék hiicreleri Grubu (MSC): ilk giin
200mg/kg CTX intraperitoneal olarak enjekte edildi. Devam eden 14 gin boyunca 8
mg/kg CTX intraperitoneal olarak veriimeye devam edildi. CTX ile premature over
yetmezligi modeli olusturulan bu gruba, 15. Gilinlin sonunda sigan basina 2x10° olarak

insan kaynakl DP-MSC 20 uL PBS igerisinde her iki overe lokal olarak uygulanmistir.

DP-MSC’lerin lokal uygulmasindan 10 gun sonra siganlara anestezi
uygulanarak over dokusu histopatoloji i¢in toplandi. Siganlarin kan érnekleri alinip elisa

yontemiyle FSH, LH, AMH degerlerine bakildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2. insan Kaynakli DP-MSC’lerin Goziilmesi ve Hiicre Kiiltiirii

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen ‘Fiberle Giiglendirilmis Bir Kompozitin Yirmi Yas Disinden izole

Edilen Pulpal Kok Hiicreler Uzerindeki Sitotoksisitesinin incelenmesi’ baslikli Dog. Dr.
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Basak Yazkan’in projesinden elde edilen hem akim sitometriyle hem de farkhlasma
deneyleriyle mezenkimal kok hiicre oldugunu destekledigimiz insan DP-MSC'leri
kullanildi. 3. pasajda dondurdugumuz hdcreleri bazal medium hazirlayarak steril
sartlarda ve 37°C de laminar kabin altinda ¢ozduruldi. T75 flasklara ekilen hicrelerin

¢ogalmasi takip edildi.
Bazal medium igerigi;

» 450 ml DMEM (BI, Mem-Alpha, REF01-042- 1A),
» 50 ml %10 FBS (FetalBovine Serum),
» 5 ml Penisilin-streptomisin (Gibco, PenStrep, REF15070-063, ABD),

3.3. Mezenkimal Kék Hiicre Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hucre karakterizasyonu icin akim sitometri analizi ve
farklilasma deneyleri yapildi. Mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi ylzey
belirtecleri olarak CD73, CD90 ve CD34 yodnlerinden yapildi. Bu hiicrelerin akim
sitometrik analizleri hematopoetik kék hicre belirteci olan CD34 ve mezenkimal kok

hiicre belirteci olan CD73, CD90 ekspresyon yoninden degerlendirildi.

Kok hicreler farklilasma besiyerleri kullanilarak; adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik farklilasma potansiyelleri analiz edildi. Hicreler farklilasma prosediri

sonrasinda faz kontrast mikroskop altinda incelendi.

-Adipojenik farklilagsma igin Oil Red O boyama,

-Osteojenik farklilagsma i¢in Alizarin Red S boyama,

-Kondrojenik farklilasma igin Alcian Mavisi boyama teknigi ile degerlendirildi.

3.4. POY Hayvan Modeline DP-MSC Uygulanmasi

Deney prosediri olusturulduktan sonra MSC grubundaki siganlara anestezi
islemi, 50 mg/kg ketamin ve 5-10 mg/kg ksilazin hidroklorid ile intraperitoneal olarak
saglandi. Genel anestezi altindaki si¢anlara, cerrahi islemin gercgektirilecegi batin orta
hatti tras edildi. Operasyonun gergeklestirilecegi bdlge batikon ile temizlendi. Sigan
basina 2X108 hiicre/mL dozunda mezenkimal kok hiicre 20 ul PBS igerisinde her iki
overe lokal olarak uygulandi. Deney islemleri tamamlandiktan sonra batin siganlar
kafese alindi ve her sigana agriyl azaltmak i¢cin 5 mg/kg dozunda subkutan ketoprofen

enjeksiyonu yapildi.



Sekil 3.4.1. Uygulama Oncesi Hazirlik
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Sekil 3.4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ovaryum igine Enjeksiyonu.
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3.5. Ovaryum Orneklerinin Alinisi

DP-MSC’lerin lokal uygulmasindan 10 gun sonra siganlara anestezi
uygulanarak servikal dislokasyon ile étenazi yapildi. Otanaziden (servikal dislokasyon)
sonra ovaryum kanali cikarildi ve ovaryum toplandi. Ovaryum dokular fiksatif

solUsyonu bulunan kaplara aktarildi ve etiketlendi.

Sekil 3.5.1. Ovaryum orneklerinin in vivo alinigi (O:Ovaryum, U:Uterus, TU:Tuba
Uterina)

3.6. ELISA Yontemi

Anestezi uygulanmig farelerden intrakardiyak olarak kanlar toplandi ve tuplere
aktarilip etiketlendi. Ornekler 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve 4000 devirde 15
dakika boyunca santriflj edildikten sonraslpernatan toplandi. Elde edilen serumlar
ependorflara ayrilarak calisma gunune kadar -80 derecede etiketlenerek saklandi.
Calisma gint numuneler oda sicakligina getirildi. Elde edilen serumlardan Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi kullanilarak AMH (BT LAB, Rat Mullerian
Inhibiting Substance / Anti-Mullerian hormone ELISA Kit), FSH (BT LAB, Rat Follicle-
stimulating Hormone ELISA Kit) ve LH (BT LAB, Rat Luteinizing Hormone ELISA Kit)
degerlerine bakildi. Test prosediriine goére uygulandiktan sonra 450 nanometrede (nm)

Biotek EIx800 Mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments Inc., USA) kullanilarak



35

kuyucuklarin absorbans degerleri okundu. Gen5 data analiz programi ile serum

absorbans dederleri kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi.

3.6.1. AMH Olgiimii

Reaktifler ve sollsyonlar kit talimatlarina gére hazirlandi. 25X yikama tamponu

1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene

kadar hafifce kanstirildi. Calismaya baglamadan dnce standart solisyonlar ticari kit

prosedirine gore olusturuldu. 24 ng/ml standart stok sollisyonu olusturmak igin 120 pl

standart ve 120 pl standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 12, 6, 3 ve 1.5 ng/ml

solusyonlar Uretmek icin standart stok solisyonu (24 ng/ml) 1:2 standart seyreltici ile

seri olarak seyreltilerek ¢ift standart kuyucuklari olusturuldu.

11.

12.

13.

Assay Proseduru:

Calismaya baslamadan once kitler, malzemeler ve numuneler oda sicakligina
getirildi.

Testte kullanilacak seritler kit cercevesine yerlestirildi. AMH degerinin dl¢imu
ikili kontrol olarak yapildi.

Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 pl olarak eklendi.

Numune kuyularina 40 pl numune eklendi.

Numune kuyularina 10 pl anti-AMH antikoru eklendi. (Standart c¢ozelti
biyotinlenmis antikor icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmemektedir.)
Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve
plaka kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi.
Her yikama 30 saniye ila 1 dakika slreyle 0,35 ml yikkama tamponu ile
kuyucuklar yikandi.

Her kuyuya 50 plsubstrat A sollsyonu eklendi.

Her kuyuya 50 plsubstrat B sollsyonu eklendi.

. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmis

olarak inklibe edildi.

Her kuyucuga 50 ul durdurma (stop) sollisyonu eklendi. Soliisyon eklendikten
sonra mavi renk sari renge donusmustir.

450 nm’de mikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi.

Sonuclar hesaplanarak analiz edildi.
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3.6.2. FSH Olgiimii

Reaktifler ve sollsyonlar kit talimatlarina gore hazirlandi. 25X yikama tamponu

1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene

kadar hafifce karistirildi. Calismaya baslamadan 6nce standart sollUsyonlar ticari kit

proseduriine goére olusturuldu. 32 mlU/ml standart stok sollisyonu olusturmak igin 120

Ml standart ve 120 pl standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 16, 8, 4ve 2miU/ml

solUisyonlar Uretmek icin standart stok sollisyonu (32mIU/ml) 1:2 standart seyreltici ile

seri olarak seyreltilerek ¢ift standart kuyucuklari olusturuldu.

Assay Proseduru:

11.

12.

13.

Calismaya baslamadan oOnce kitler, malzemeler ve numuneler oda
sicakhgina getirildi.

Testte kullanilacak seritler kit cercevesine yerlestirildi. FSH degerinin
Olgumu ikili kontrol olarak yapildi.

Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 pl olarak eklendi.
Numune kuyularina 40 yl numune eklendi.

Numune kuyularina 10 pl anti-FSH antikoru eklendi. (Standart c¢ozelti
biyotinlenmis antikor icerdiginden, standart kuyuya antikor
eklenmemektedir.)

Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve
plaka kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 5 kez hazirlanan ylkama tamponu ile
yikandi. Her yikama 30 saniye ila 1 dakika streyle 0,35 ml yikama tamponu
ile kuyucuklar yikandi.

Her kuyuya 50 pl substrat A sollsyonu eklendi.

Her kuyuya 50 pl substrat B sollsyonu eklendi.

. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmig

olarak inkube edildi.

Her kuyucuga 50 pl durdurma (stop) solisyonu eklendi. Solisyon
eklendikten sonra mavi renk sari renge donismustar.

450 nm’demikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi.

Sonuglar hesaplanarak analiz edildi.
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3.6.3. LH Olgiimii

Reaktifler ve sollsyonlar kit talimatlarina gore hazirlandi. 25X yikama tamponu

1X olacak sekilde steril distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller tamamen eriyene

kadar hafifce karistirildi. Calismaya baslamadan 6nce standart sollUsyonlar ticari kit

proseduriine goére olusturuldu. 20 mlU/ml standart stok sollisyonu olusturmak igin 120

Ml standart ve 120 ul standart seyreltici kullanildi. Sirasiyla 10, 5, 2.5 ve 1.25 mIU/ml

sollUisyonlar tretmek igin standart stok soliisyonu (20 mlU/ml) 1:2 standart seyreltici ile

seri olarak seyreltilerek ¢ift standart kuyucuklari olusturuldu.

11.

12.

13.

Assay Proseduru:

Calismaya basglamadan 6nce kitler, malzemeler ve numuneler oda sicakligina
getirildi.

Testte kullanilacak seritler kit gcercevesine yerlestirildi. LH degerinin 6lgima ikili
kontrol olarak yapildi.

Standart kuyulara sirasiyla hazirlanan standartlar 50 pl olarak eklendi.

Numune kuyularina 40 yl numune eklendi.

Numune kuyularina 10 ul anti-LH antikoru eklendi. (Standart c¢ozelti
biyotinlenmis antikor icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmemektedir.)
Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve
plaka kapaticisiyla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkibe edildi.

inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 5 kez hazirlanan yikama tamponu ile yikandi.
Her yikama 30 saniye ila 1 dakika slreyle 0,35 ml yikkama tamponu ile
kuyucuklar yikandi.

Her kuyuya 50 pl substrat A sollsyonu eklendi.

Her kuyuya 50 pl substrat B sollsyonu eklendi.

. Karanlikta 37 °C’de 10 dakika boyunca yeni bir plaka kapatici ile kaplanmis

olarak inkube edildi.

Her kuyucuga 50 pl durdurma (stop) sollisyonu eklendi. Soliisyon eklendikten
sonra mavi renk sari renge dénusmastur.

450 nm’demikroplaka okuyucu ile her kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi.

Sonuglar hesaplanarak analiz edildi.
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3.7. Histolojik Teknikler

3.7.1.Fiksasyon

Noétral tamponlanmig formalin sollisyonu:

» %40’ NK formalin..........ooiii 100ml
P Distile SU.. oo 900ml
» Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat....................... 4 gr
» Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz............................... 6.5gr

Fiksatif icin noétral tamponlanmis formalin solisyonu hazirlanirken distile su,
%40’k formalin, sodyum fosfat monobazik monohidrat ve sodyum fosfat dibazik
anhidréz yukarida belirtilen miktarlarda karistirihp, Ph metre ile élgim yapilarak Ph
degerinin 6,5 olmasi saglandi. Her denekten alinan dokular farkli kaplarda olacak
sekilde kaplar numaralandirildi ve etiketlendi. Kaplar igerisine hazirlanan fiksatif
sollisyonu esit miktarlarda aktarildi. Fiksatif miktari dokunun en az 100 kati olacak

sekilde eklendi. Alinan dokular 7 gun formaldehitte fikse edildi.

3.7.2. Doku Takip Yontemi

Basamaklar Yapilan islem

1. Basamak Alinan dokular 7 gin formaldehitte
bekletildi.

2. Basamak Akan suda 1 saat yikandi
3. Basamak %50 etil alkolde 1 saat bekletildi
4. Basamak %70 etil alkolde 1 saat bekletildi
5. Basamak %380 etil alkolde 1 saat bekletildi
6. Basamak %90 etil alkolde 1 saat bekletildi
7. Basamak %100 etil alkolde 1 saat bekletildi
8. Basamak Ksilenl'de 1 saat bekletildi
9. Basamak Ksilenll’de 1 saat bekletildi
10. Basamak Parafin I'de 1 saat bekletildi
11. Basamak Parafin 1I'de 1 gece bekletildi

12. Basamak Dokular parafin bloklara gémuldi
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13. Basamak

Bloklar etiketlendi.

Tablo 3.6.1.1. Doku Takibi Basamaklari ve Yapilan islemler

Doku takibinde kullanilan etil alkol solisyonlari, %100 etil alkol (Ethanol,

IsoLab) ve distile su kullanilarak ytizdelik oranlarina gére hesaplanarak hazirlandi.

3.7.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi

Parafine gébmulen dokular buz kalibi Uzerinde bekletildi ve dokularin etrafinda

bulunan parafinin kati formda oldugundan emin olundu. Mikrotom cihazi kullanilarak

bloklar halinde olan dokulardan 5 mikronluk seri kesitler alindi. Kesitler su banyosuna

aktarildi. Su banyosunda 5-10 saniye bekletilen kesitler pozitif yukli lamlara aktarildi

ve etiketlendi. Lamlara aktarilan dokular daha sonra 3 saat boyunca etlvde tutularak

deparafinizasyona

basamaklardan gecirildi.

Etivden alinan dokulara sirasiyla

asagidaki

Basamaklar Yapilan iglem
1. Basamak Ksilen I’ de 30 dakika bekletildi
2. Basamak Ksilenll'de 30 dakika bekletildi
3. Basamak %100 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
4. Basamak %90 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
5. Basamak %80 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
6. Basamak %70 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
7. Basamak %50 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
8. Basamak Distile suda 10 dakika bekletildi

9. Basamak
10. Basamak
11. Basamak
12. Basamak
13. Basamak
14. Basamak
15. Basamak
16. Basamak
17. Basamak
18. Basamak
19. Basamak

20. Basamak

Hematoksilende 3 dakika bekletildi
Akan suda 1 dakika yikandi
Asit-alkol batirip ¢gikarma

Akan suda yikandi

Amonyak batirip gikarma

Akan suda yikandi

Eozinde 3 dakika bekletildi

%50 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
%70 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
%80 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
%90 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
%100 etil alkol'de 5 dakika bekletildi
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21. Basamak Ksilenl’'de 5 dakika bekletildi
22. Basamak Ksilenll'de 5 dakika bekletildi
23. Basamak Entellan ile kapatma islemi yapildi

Tablo 3.7.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Yéntemi Basamaklari ve Yapilan islemler

Hematoksilen-Eozin boyama yéntemi kullanilan etil alkol solisyonlari, %100 etil
alkol (Ethanol, IsoLab) ve distile su kullanilarak yuzdelik oranlarina gére hesaplanarak
hazirlandi. Kullanilacak ksilen (Xylol, Isimerengemisch, Supelco) miktari kaplara
alinarak kullanimaya hazir hale getirildi. Doku takibi bitiminde lamlara entellan (Merck)
damlatildi ve hava kabarcigi birakilmayacak sekilde lamellerle kapatildi. Isik

mikroskobunda incelenmeye hazir hale getirildi.

3.7.4. Folikul Sayimi Yontemi

Doku takibi yapilip ovaryum dokular parafin bloklara gémuldikten sonra
mikrotom cihaziyla 5 mikronluk kesitler alindi. Butin siganlarin ovaryum dokularindan
1., 5. ve 10. kesitler su banyosunda bekletildikten sonra pozitif yikli lamlara alindi ve
tagsima sepetine yerlestirildi. Hematoksilen-Eozin boyama proseduri uygulandiktan
sonra 1sik mikroskobu ile folikll sayimi yapildi. Folikil sayiminda primordial, primer,
sekonder, tersiyer ve atretikfoliklllerin sayimi yapildi. Tablo 3.7.4.1.de belirtilen

kriterlere gore ovaryum Kesitlerinde folikdl siniflandirmasi yapildi.

Her bir sigan ovaryumundan alinan 1., 5. ve 10. kesitlerde bulunan folikuller
sayildi ve toplandi. Ayrica overlerde bulunan korpus lutem ve folikdl kistlerinin de
sayimi yapildi. Azalmis graniloza hicre tabakasi ve kalin tekainterna tabakasi ile igi

sivi dolu buyuk yapilar folikdl kisti olarak degerlendirildi.
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Folikiil Tipi Morfolojik Ozellikler

Primordial Folikal Ocositin etrafl tek kath yassi grantloza
hicreleri ile cevrili olan folikiller

Ocositin etrafl tek kath kibik graniloza
Primer Folikl hicreleri ile ¢evrili olan foliklller

Oosit tek tabakadan fazla klbik
granuloza hcreleri ile gevrili ve ¢ok katli
Sekonder Folikdl graniloaz hucreleri arasinda antral
bosluk bulunmayan folikiller

Oositin  etrafi  ¢ok tabakali  klbik
Tersiyer (Graaf) Folikil granuloza hicreleri ile gevirili ve bir ya da
daha fazla antum  boglugu ve
muhtemelen kumulus ooforus, teka
tabakasi igeren folikiiller

Ovulasyon olmadan dejenerasyon
surecine girmis folikll, oosit nikleusu
kigulip blzilmis, kromozomlar ve
Atretik Folikal sitoplazma erimig, grandloza hicre
tabakasi azalmis ve folikiler membran
hicreleri  hipertrofik  olan  seklinde
degerlendirilmistir.

Tablo 3.7.4.1. Foliklllerin siniflandiriimasinda kullanilan kriterler (Cil N, 2021; Springer
LN, 1996; Mayer LP, 2002; Myers M, 2004).

3.7.5. immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Over dokularinda Wnt-1, Wnt-4 ve [-katenin ekspresyonu igin
immunohistokimyasal boyama protokoli uygulanmigtir. Protokol icinbloklanan
dokulardan, mikrotom cihaziyla 5 um’lik kesitler alindi ve kesitler su banyosuna
aktarildi. Kesitler, su banyosundan pozitif yikli lamlara alinip lam tasima sepetine

yerlegtirildi.
Uygulanan protokol sirasiyla asagidaki gibidir:

1) Lam tasima sepeti 1 gece etiivde bekletildi.

2) Ksilende 1 saat deparafinizasyon islemi icin bekletildi.

3) Kesitler sirasiyla %100, %90, %80, %70, %50 azalan etil alkol serilerinde 2’ser
dakika bekletilerek rehidrasyon islemi saglandi.

4) Distile su ile 3 kez 5 dakika slreyle yikandi.

5) Antijen retrieval islemi 1siyla saglandi. Hazirlanan sodyum sitratbuffer ( 1 L

distile su, 2.94 gr tri-sodium citrate, 0,5 mLTween 20, pH 6,0) igerisine alinarak
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mikrodalgaya konuldu. Kaynamaya basladiktan sonra 5 dakika beklendi ve
cikartilip sogutuldu.

6) PAP pen ile dokularin etrafl yuvarlak seklinde cizildi.

7) Phosphate Buffered Saline (PBS) (PBS 10X, BioWhittaker, Lonza) ile 3 kez 5
dakika sureyle yikandi.

8) Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, % 30'luk H202 (450 ml absolut
metanol-IsoLab, 50 ml hidrojen peroksit sollisyonu-IsoLab) ile 10 dakikalik
uygulama ile ortadan kaldirildi.

9) PBS ile 3 kez 5 dakika streyle yikandi.

10) Sekonder kitin immudn blok solisyonu (Seytek Laboratories) pappen ile
sinirlandiriimis doku Uzerine damlatilip bekletildi.

11) Primer antikorlar datasheette yazildigi sekilde distile su ile dilie edildi. Kesitlerin
bulundugu lamlar Gzerine segili primer antikorlar damlatilarak 1 gece karanlik
ortam olusturularak inkibasyona birakildi. Bu c¢alismada kullanilan primer
antikorlar; Wnt-1 (Biossantibodies, bs-1739R,dilie1:300, USA), Wnt-4 (Bioss
antibodies, bs-6134R,dilie 1:300, USA) ve B-katenin (Bioss antibodies, bs-
1165R,dilie 1:300, USA)'dir.

12) Kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.

13) Primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmis afiniteye sahip sekonder
antikor (Scy Tek Lab. Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody) damlatiip 40
dakika bekletildi.

14) PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

15) Biotinlenmis sekonder antikorla kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz
konjugati streptavidin (Scy Tek Lab, HRP-SA) dokularin lizerine damlatilarak 40
dakika bekletildi.

16) Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

17) Kromojen boyasi icin DAB ( 1 ml substrat, 2 damla kromojen) hazirlandi.
Lamlarin Gzerinde bulunan kesitlere DAB (Thermo Scientific) damlatiip 15
dakika karanlik ortamda bekletildi.

18) Distile su ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

19) Antijen lokalizasyonunun daha iyi g6zlenmesi igin hematoksilen (BesLab) ile 10
saniye muamele edilerek zit boyama yapildi.

20) Akan suda yikandi.

21)Kesitler sirasiyla %50, %70, %80, %90, %96 ve %100’lik artan etil alkol
serilerinde 2’'ser dakika bekletildi.

22) Ksilenl'de 2 dakika bekletildi.

23) Ksilenll'de 2 dakika bekletildi.
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24) Lamlara entellan (Merck) damlatildi ve hava kabarcigi birakilmayacak sekilde

lamellerle kapatildi.

immiinhistokimyasal reaksiyonlar, isik mikroskobu ile incelendi. Wnt-1, Wnt-4
ve B-katenin’e karsi immunoreaktivite, kahverengi rengin yogunluguna gdére ayri ayri
degerlendirildi. Koyu kahverengi gugli immunoreaktivite (+++), acik kahverengi zayif
immunoreaktivite (+) olarak puanlandi ve koyu kahverengi ile acik kahverengi
arasindaki bir ara renk, orta imminoreaktivite (++) olarak puanlandi. Kahverengi ile

boyanmayan yerler negatif (-) olarak puanlandi.

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.)
paket programiyla analiz edildi. Surekli degigkenler ortalama * standart sapma, ortanca
(25 ve 75.yuzdelikler), en kiglik-en blyuk degerler ve kategorik degiskenler ise sayi ve
yuzde olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Bagimsiz grup incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandiginda
Tek Yonli Varyans Analizi (post hoc: Tukey testi), parametrik test varsayimlari
saglanmadidinda ise Kruskal Wallis Varyans Analizi (post hoc: Bonferroni dizeltmeli
Mann Whitney U testi) kullanildi. Olgiimler arasindaki farkhliklarin kargilastirimasinda
parametrik test varsayimlar saglandiginda ki Es Arasindaki Farkin Onemlilik Testi,
parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi

kullanildi. Tim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen ‘Fiberle Giiglendirilmis Bir Kompozitin Yirmi Yas Disinden izole
Edilen Pulpal Kék Hiicreler Uzerindeki Sitotoksisitesinin incelenmesi’ baslikli projeden
elde edilen Mezenkimal Kok Hucrelerin Akim sitometri analizi yuzey belirtecleri olarak
CD73, CD90 ve CD34 yonlerinden yapilmisti. Bu hicrelerin akim sitometrik analizleri
sonucunda hematopoetik kok hlcre belirteci olan CD34 isaretlerini ylUzeylerinde
gOstermedikleri gorildi. Ayni zamanda bu hicrelerde mezenkimal kdk hlcre isareti
olan CD90 (%96.76) ve CD73’U (%99.92) ylzeylerinde eksprese ettikleri gérulda (Sekil
4.1.1).
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Sekil 4.1.1. insan DP-MSC’lerin Flow Sitometri Bulgulari: CD34 (% 0.08) negatif
ekspresyon gosterirken, MSC’ lara 6zgu CD90 (%96.76) ve CD73 (%99.92) pozitif
oldugu saptandi.

Flow sitometri analizine ek olarak yapilan farklilasma deneyleri sonucunda kok
hdcrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farkllasma potansiyeli oldugu
gosterilerek, elde edilen hiucrelerin mezenkimal kok hlcre oldugu akim sitometri analiz

sonuglarina destek olarak gosterilmigtir (Sekil 4.1.2).



Sekil 4.1.2. insan DP-MSC’lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik dokulara
farklilagsmasi. insan DP-MSC’nin normal gériuntisi (A), adipojenik farklilagmanin Oil
red boyama ile gosterimi (B), osteojenik farklilasmanin Alizarin red boyama ile
gosterimi (C) ve kondrojenik farkhlagmanin Alsian mavisi boyama ile gosterimi (D),
X20, inverted mikroskop.

4.2. Hayvan Agirliklari Bulgulari

Deney baslangicinda siganlar rastgele 4 gruba ayrildi ve tartildi. Kontrol
grubundaki sicanlarin baslangigtaki ortalama vicut agirhigi 260.8+43.45 gr, sham
grubunun baslangictaki ortalama vicut agirhgi 258.43+7.98 gr, POY grubunun
baslangi¢c ortalama agirhgr 256+12.43 gr ve MSC grubunun baslangic¢taki ortalama
vicut agirhgr 262.1£12.91 gr olarak Olglldi. Gruplarin  baslangic agirliklar
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk olmadigi
goruldi  (p>0,05). Deney bitiminde ortalama vicut agirliklari kontrol grubunda
288.6+20.44 gr, sham grubunda 277.4319.2 gr, POY grubunda 268.33+12.08 gr ve
MSC grubunda 265+14.93 gr olarak 6&l¢uldi. Gruplarin deney sonundaki vicut
agirliklar karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin ortaya
¢ciktigr goérulda. Kontrol grubunun bitis agirhigi, MSC grubunun bitis agirligina goére
anlaml olarak daha ylUksek saptandi (p=0.024). Gruplar arasinda vdcut agirhgi
degisimi karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
saptandi. Sham grubunun vicut agirhgr degisimi, MSC grubuna goére anlamli olarak
yiuksek saptandi (p=0.029). Gruplara ait deney baslangi¢ agirliklari, deney sonundaki
vicut agirliklan ve vicut agirigi degisiklikleri yoninden karsilastirimasi Tablo 4.2.1°

de gOsterilmistir.
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Tablo 4.2.1. Gruplara ait deney baslangi¢ agirliklari, deney sonundaki vicut agirliklar
ve vicut agirhgi degisikliklerinin karsilastiriimasi.

Deney Baslangi¢ Bitis agirhgi (gr) | Vicut agirhgi
gruplari agirhgi (gr) degisimi (gr)
A.0.1S.S 260.81+43.45 288.6+20.44 27.84+35.18
K Med (IQR) 273 (219.5-296) 296 (267.5-306) 35 (-6.5-58.5)
min-maks 192-297 260-308 22-68
A.0.1S.S 258.43+7.98 277.43+9.2 19+7.81°
S Med (IQR) 255 (253-265) 277 (268-286) 19 (13-24)
Min-maks 249-271 265-290 9-33
A.0.1£S.S 256+12.43 268.33+12.08 12.3349.5
POY Med (IQR) 250 (245-266) 270 (259-281) 12 (4-18.5)
min-maks 244-279 248-283 4-31
A.0.1S.S 262.1£12.91 265+14.932 2.9+15.41
MSC Med (IQR) 260 (252-268.5) | 262 (257.5-272.5) -2.5 (-5-10)
min-maks 247-292 245-292 -13-42
p degderi p>0,05 p=0.024 p=0.029

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med
(IQR): Ortanca (25.-75. Yuzdelikler); min — maks: En kiglik — en blyuk degerler. a: Kontrol
grubuna goére anlamli farkhlik vardir (p=0.024) b: POY grubuna goére anlamh farkhhk vardir
(p=0.029).
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Sekil 4.2.1. Gruplara ait deney baslangi¢c agirliklari ve deney bitis agirliklarinin
karsilastirilmasi.



4.3. Serum AMH, FSH ve LH Olgiimleri
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Deney gruplarina ait serum AMH, FSH ve LH dlzeylerinin karsilastiriimasi

Tablo 4.3.1° de gosterilmistir. Bu bulgulara goére:

Tablo 4.3.1. Deney gruplarina ait serum AMH, FSH ve LH dizeylerinin
karsilastiriilmasi.
Deney AMH FSH LH
gruplar (ng/ml) (mlIU/ml) (mlU/ml)
A.0.1£S.S 4.17+0.6 4.68+1.16 4.13+0.48
K Med (IQR) 4.23 (3.67-4.64) | 5.02 (3.7-5.49) | 4.15(3.7-4.56)
min-maks 3.23-4.83 2.69-5.49 3.5-4.79
A.0.+£S.S 4.12+0.51 4.94+0.33 4.04+0.86
S Med (IQR) 3.86 (3.71-4.59) | 4.91 (4.86-5.01) | 4.34(3.42-4.81)
min-maks 3.58-4.93 4.43-5.56 2.69-4.93
A.0.1£S.S 4.43+0.3 4.99+0.41 4.910.512
POY Med (IQR) 4.34 (4.22-4.68) | 5.19 (4.53-5.33) | 4.86 (4.48-5.3)
min-maks 3.98-4.97 4.41-5.46 4.11-5.76
A.0.1S.S 4.36+0.61 4.69+0.32 4.810.53
MSC Med (IQR) 455 (4.13-4.77) | 4.72 (4.51-4.92) | 4.97 (4.53-5.1)
min-maks 2.81-4.86 4.01-5.19 3.67-5.57
p>0,05 p>0,05 p=0.017

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med
(IQR): Ortanca (25.-75. Yuzdelikler); min — maks: En kuguk — en buyuk degerler. a: S grubuna

gore anlamli farkhlik (p=0.017).

amh

fsh

M Kontrol MS MPOY EMSC

Sekil 4.3.1. Deney gruplarina ait serum AMH, FSH ve LH dizeylerinin karsilastiriimasi.
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Deney gruplarinda incelendiginde serum AMH dizeyi en yiuksek olarak
mezenkimal koék hiicre uygulanan MSC grubunda (4.36+0.61 ng/ml) saptanmistir.
Gruplarin serum AMH dizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklihk saptanmamistir (p>0,05).

Gruplarin serum FSH dizeyleri kargilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik géralmemigtir (p>0,05). Serum FSH dizeyi en dusuk 4.68+1.16 mlU/ml olarak
kontrol grubunda gorilirken en yiksek serum FSH seviyesi 4.9910.41 mlU/ml olarak

POY grubunda saptandi.

Serum LH dlzeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farkhlik saptanmistir (p=0.017). Sham grubunda 4.04+0.86 mlU/ml olarak
POY grubuna (4.9£0.51 mlU/ml) goére daha dusuk oldugu goéruldi. FSH degeri gibi LH
degeri de POY grubunda diger deney gruplarina gore en ylksek seviyede oldugu

gorulmastar.

4.4. Folikil Sayimi Bulgulan

Deney gruplarinin primordial folikil sayilari degerlendirildiginde; kontrol
grubunda 19.8+3.9, sham grubunda 24.57+4.72, POY grubunda 10.67+2.18 ve MSC
grubunda 20+2.36 olarak bulundu. Deney gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda,
primordial foliktl sayisi yoninden gruplar arasinda anlamli farkllik saptanmistir. Sham
ve MSC grubundaki primordial folikil sayisi POY grubuna gdére anlamli olarak daha

yuksek bulunmustur (p=0.0001).

Gruplarin primer folikil sayisi degerlendirildiginde; kontrol grubunda 8.2+1.92,
sham grubunda 9.43+2.07, POY grubunda 5.56+2.24 ve MSC grubunda 10.4+3.75
olarak belirlenmistir. Gruplar kendi aralarinda karsiastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh farkhlik vardir (p=0.006). POY grubunda bulunan primer folikil sayisi sham ve

MSC grubuna gére anlamli olarak daha dusik bulunmustur.

Sekonder folikul sayilari kontrol grubunda 7+4.3, sham grubunda 7.29+3.4,
POY grubunda 5.78+3.27 ve MSC grubunda 11+2.79 olarak belirlenmistir. Deney
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, sekonder folikil sayisi yoninden gruplar
arasinda anlamh farklihk bulunmustur (p=0.013). Mezenkimal kok hlcre uygulanan
MSC grubundaki sekonder folikul sayisi POY grubuna gdére anlamli olarak daha ylksek

saptanmistir.
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Deney gruplarinin tersiyer folikll sayisi degerlendirildiginde; kontrol grubunda
6.241.92, sham grubunda 4+1.83, POY grubunda 1.44+1.67 ve MSC grubunda
6.6+3.57 olarak goéruldid. Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda tersiyer folikdl
sayisi yonunden anlamli farkhlik bulunmustur (p=0.001). POY grubunda bulunan
tersiyer folikil sayisi, kontrol ve MSC grubuna gére anlamh olarak daha disik

belirlenmigtir.

Gruplarda atretik foliklil sayisi degerlendirildiginde; kontrol grubunda 3.8+0.84,
sham grubunda 2.71+£1.38, POY grubunda 13.89+4.01 ve MSC grubunda 5.5+1.43
adet atretik foliklil bulundu. Gruplar kendi aralarinda karsilastiriidiginda atretik folikdil
sayisi yoninden anlamh farkhlik bulunmustur (p=0.0001). POY grubunda bulunan

atretik folikul sayisi diger gruplara gére anlaml olarak daha yiksek saptanmistir.

Deney gruplarinda bulunan korpus luteum sayilari incelendiginde; kontrol
grubunda 26+4 sham grubunda 22.86+5.67, POY grubunda 20.11+7.41 ve MSC
grubunda 28.615.34 adet korpus Iluteum bulundu. Gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak korpus luteum sayisinda anlamh farkhlik bulundu
(p=0.029). MSC grubunda bulunan korpus luteum sayisi POY grubuna goére anlamli

olarak daha ylksek saptanmistir.

Gruplarda bulunan kistik foliktllerin sayisi incelendiginde; kontrol grubunda
2.24+1.1, sham grubunda 2.2910.95, POY grubunda 7+2.55 ve MSC grubunda 2.5+1.18
adet kistik folikil bulundu. Gruplar kendi aralarinda incelendiginde istatistiksel olarak
kistik folikll sayisinda anlamh farklilik bulundu (p=0.001). POY grubunda bulunan kistik

folikil sayisi diger gruplara goére anlamli olarak daha yuksek saptanmistir.

Deney gruplarina ait primordial, primer, sekonder, tersiyer, atretik, korpus

luteum ve Kkistik folikll sayisinin karsilastirmasi Tablo 4.4.1° de gdOsterilmistir.
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Tablo 4.4.1. Deney gruplarina ait primordial, primer, sekonder, tersiyer, atretik, korpus luteum ve kistik folikil sayilarinin karsilastiriimasi.

Primordial Primer Sekonder Tersiyer Atretik Korpus Kistik
Folikul Folikul Folikul Folikul Folikul Luteum Folikul
A.0.1S.S 19.8+3.9 8.2+1.92 7+4.3 6.2+1.92° 3.8+0.84° 26+ 4 2.2+1.1°
K | Med(IQR) 20 (16.5- 23) 8 (6.5-10) 7 (3.5-10.5) 6 (4.5- 8) 4 (3-4.5) 25 (23-29.5) 3(1-3)
min-maks 16-26 6-11 3-14 4-9 3-5 2-32 1-3
A.0.+S.S 24.57+4.72° 9.43+2.07° 7.29+3.4 4+1.83 2.71+1.38° 22.8615.67 2.29+0.95°
S Med(IQR) 24 (22-28) 9(-10) 7(5-9) 4 (3-5) 3(1-4) 23 (17-29) 3(1-3)
min-maks 16 - 30 6-13 4-14 1-7 1-4 15-30 1-3
A.0.1S.S 10.67+2.182 ¢ 5.56+2.242.¢ 5.78+3.27° 1.44+1.67>9 | 13.89+4.012 ¢ 20.11£7.412 7+2.55% ¢4
P Med(IQR) 11 (8-13) 6(4-7.5) 5(3-8.5) 1(0-2.5) d 18 (15.5-27) 7 (4.5-9.5)
O | min-maks 8-13 1-8 2-12 0-5 13(10.5 - 17.5) 9-32 3-10
Y 10 - 21
A.0.1S.S 20+2.36° 10.4+3.75° 114£2.79° 6.6+3.57° 5.5+1.43° 28.6+5.34° 2.5+1.18°
M Med(IQR) 19 (18-22.25) 10.5 (7.5-12.25) 11 (8.75-12.25) 6 (4-9.5) 6 (4- 6.25) 29 (23.5-33.5) 2 (2-3.25)
S | min-maks 17 - 24 5-18 7-17 1-13 4-8 22-37 1-5
C
Gruplar arasi p; 0.0001* 0.006* 0.013* 0.001* 0.0001* 0.029* 0.001*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamh farkhlik; A.O: Aritmetik ortalama; S.S: Standart Sapma; Med (IQR): Ortanca (25.-75. Yuzdelikler); min —
maks: En kuglk — en buylk degerler. a: MSC grubuna goére anlamh farklilik; b: POY grubuna goére anlaml farkhlik; ¢: S grubuna gére

anlaml farkhlik; d: Kontrol Grubuna goére anlaml farklhk.
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Sekil 4.4.1. Deney gruplarina ait primordial, primer, sekonder, tersiyer, atretik, korpus
luteum ve kistik folikul sayisinin karsilastirmasi.

4.5. Mikroskobik Bulgular

4.5.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait ovaryum preperatlari incelendiginde ovaryum korteksini en
digta bulunan tek kath kubik epitel yapisindaki germinal epiteli dizenli olarak gozlendi.
Germinal epitel altindaki yogun bag doku 6zelligine sahip tunika albuginea tabakasi yer
almaktadir. Bu tabakanin altinda korteks bélgesinde farkli gelisim asamasinda olan

folikUller g6zlendi.

Over korteksinde folikullerin gevresinde hiicreden zengin bag dokusu yapisinda
olan stroma yer almaktaydi. Korteksin tunika albugineaya yakin béliminde primordial
foliklller bulunmaktaydi. Primordial folikullerin i¢ kisminda oosit ve oositin ¢evresinde
tek katlh yassi granuloza hicreleri yer almaktaydi. Primordial folikullere ek olarak primer
foliklller de ovaryumun korteks kisminda yer almaktaydi. Granuloza hucrelerinin
aralarinda bogluk bulunan ve oositin merkezde bulundugu sekonder foliklller gézlendi.
Bu yapilara ek olarak genis bir antruma sahip, kumulus ooforus ve oositin ¢gevresindeki
zona pellusida’yl ¢evreleyen korona radiata yapisi bulunan tersiyer folikillerin varligi da

saptanmistir.

Kesitlerde farkli gelisim asamasinda olan foliklllere ek olarak birgok sayida

korpus luteum yapilari da bulunmaktadir. Folikiller ve korpus luteum yapilari bag
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dokusu karakterinde olan stroma ile ¢evrelenmisti. Ovaryumun medullasinda kortekse

gbre daha az sayida hicre olmasina karsin damarlanmanin fazla oldugu belirgindi
(Sekil 4.5.1.1).

Sekil 4.5.1.1. Kontrol grubuna ait over kesiti, A; Ovaryum korteksinde bulunan
sekonder folikdl (<), ovaryumun dis kisminda bulunan germinal epitelyum (GE) H&E,
Bar 100um, B; Kortekste bulunan primordial folikil (—) H&E, Bar 50um, C; Ovaryum
korteksinde bulunan sekonder folikil (—), Korpus Luteum (KL) H&E, Bar 200um,
D;Sekonder folikllde bulunan oosit (<), kibik 6zellikte graniloza hucreleri (—) H&E,

Bar 50um.
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4.5.2. Sham Grubu

intraperitoneal olarak 14 giin boyunca serum fizyolojik uygulanan siganlardan
alinan ve H&E ile boyanan ovaryum kesitleri incelendiginde, primordial, primer,
sekonder ve tersiyer folikillerin overin korteks boélgesinde yer aldigi ve kontrol grubuyla
benzer oldugu saptandi (Sekil 4.5.2.1, 4.5.2.2). Serum fizyolojik uygulanan grubun
over kesitlerinde yer alan korpus luteumun yap! ve sayisal olarak kontrol grubuna
benzerdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ovaryumda atretik folikil sayisinda artis
gbézlenmedi. Kistik folikll sayisi kontrol grubuyla benzer izlendi (Sekil 4.5.2.1).

Over medullasinda kortekse goére daha blylik kan damarlar ve lif yapilari

bulunmaktaydi. Medulla bélgesinde yer alan stromal hiicrelerde herhangi bir

dejenerasyon gozlenmedi (Sekil 4.5.2.1).

Sekil 4.5.2.1. Sham grubuna ait over kesiti; kortekste bulunan tersiyer folikll (<),
kortekste bulunan sekonder folikiil (—) ve korpus luteum (KL) yapilari, H&E, Bar
500um.
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Sekil 4.5.2.2. Sham grubuna ait over kesiti, A; kortekste yer alan primordial folikul (—),
H&E, Bar 20um B; Ovaryumun dig kismini saran germinal epitelyum (GE) ve germinal

epitelyuma yakin normal sekonder folikil (—), H&E, Bar 200um.

4.5.3. POY Grubu

CTX uygulanarak POY olusturulan gruptan alinan H&E ile boyanan over
kesitleri incelendiginde, overi distan saran germinal epitelyum tek katl kubik
hlcrelerden olusmaktaydi. Germinal epitelin alt kisminda ise tunika albuginea yer

almaktaydi. Over medullasinda kortekse goére bliylk kan damarlari gézlendi.

Kesitlerdeki over korteksi incelendiginde primordial folikillerin sayica azalmig
oldugu ve cogunlukla atreziye ugradigi gortldi. Normal primordial foliklller ise az
sayida izlendi. Primer folikullerin ise CTX toksisitesinden etkilenerek sayilarinin

azaldigi gorulda.

POY grubunda sekonder ve tersiyer folikuller kontrol grubuna gére daha az
saylda oldugu gozlendi. Kortekste yer alan graaf folikillerin codunlukla ateziye ugradigi
goruldi. Atreziye ugramis folikillerde oositin ¢evresini saran graniloza hicrelerinde
hdcre icerigi dagilmis olarak gézlendi (Sekil 4.5.3.2).

POY grubunda korpus luteumda ise nadir olarak sekilleri ve sinirlari dizensiz
olan luteal hicreler gézlendi (Sekil 4.5.3.1). Korpus luteum sayisi bakimindan POY
grubunda bulunan korpus luteum sayisi kontrol grubuna gére daha disik gorulda.

Kistik folikillerin sayisi diger gruplara gére artis gdéstermekteydi.
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Sekil 4.5.3.1. POY grubuna ait over kesiti; kortekste bulunan atretik folikdl (—),
sekonder folikul (SF) ve korpus luteum (KL) yapilari, H&E, Bar 500um.

Sekil 4.5.3.2. POY grubuna ait over kesiti, A; kortekste bulunan atretik folikil (<),
primer folikil (—), B; Atreziye ugramis tersiyer folikilde dagilimis halde bulunan

granuloza hiicreleri (<) ve korpus luteum (KL), H&E, Bar 200um.
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4.5.4. MSC Grubu

POY grubu olusturulmasini takiben DP-MSC uygulamasi yapilan MSC
grubundan elde edilen overlerin H&E ile boyanmis kesitleri incelendiginde, ovaryumu
distan tek katli kiibik germinal epitelin sardigi goézlendi. Germinal epitelin altinda tunika

albuginea yer almaktaydi.

Over kesitinde primordial foliktllerin CTX toksisitesinden korundugu goérulda.
Overde bulunan normal primordial foliktllerin sayisi POY grubuna goére artarken atretik
folikillerin ise azaldigi goézlendi. Primer folikillerde CTX'in olumsuz etkisi DP-MSC
uygulamasiyla dizelerek primer folikil sayisinda artis izlendi. Primer ve sekonder
folikller normal yapida izlendi. Sekonder folikdllerin sayisi ise diger gruplara goére artis

gostermekteydi. Graniiloza hicreleri daha POY grubuna gére daha diizgun izlendi.

Tersiyer folikillerin sayisi MSC grubunda POY grubuna gére artarak kontrol

grubuyla benzerdi. Tersiyer folikullerin yapisi normal olarak izlendi.

MSC uygulanan grupta atretik folikil sayisi POY grubuna gdre azalmakla
birklikte kontrol ve sham grubuna gére daha ¢ok gozlendi. Korpus luteum sayisi POY
grubuna gore artis gostermekteydi. Kistik folikullerin sayisi POY grubuna gére daha

azalmig olarak gozlendi (Sekil 4.5.4.1).
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Sekil 4.5.4.1. MSC grubuna ait over kesiti, A; kortekste bulunan tersiyer foliktller
(TF), sekonder folikiller («), korpus luteum yapilari (KL), H&E, Bar 500um, B;
Ovaryumun dig kismini saran germinal epitelyum (GE), germinal epitelyuma
yakin normal primordial folikuller (<) ve primer folikul (]), H&E, Bar 100um C;
Kortekste bulunan sekonder foliklller (SF), H&E, Bar 200um.
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4.6. immiinohistokimyasal Bulgular

4.6.1. Wnt-1 Belirtecinin immiinohistokimyasal Bulgulari

Bu grupta POY disinda tim gruplarda primordial follkillerde kuvvetli reaksiyon
izlendi. POY grubunda immunreaksiyon zayif ve orta derecede idi. Primer, sekonder ve
tersiyer follkiiler tim gruplarda pozitifti. Korpus luteum tim gruplarda pozitifti ancak
kontrol grubunda reaksiyonun diger gruplara oranla daha kuvvetli oldugu dikkati ¢ekti.
Wnt-1’in foliklil oosit ve graniloza hticrelerinde gruplararasi dagihimi Tablo 4.6.1.1de

gOsterilmistir.

Kontrol
PR RS .

Primordial B

Sekonder F

Tersiyer F

Korpus Luteum

Sekil 4.6.1.1. Gruplardaki ovaryum  dokusunda  Wnt-1 ekspresyonu.
Immunoperoksidaze-hematoksilen A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L X20, M, N, O, P
X10, Q, R, S, T X4.
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Oosit Granuloza Hucresi
Nukleus Sitoplazma Nukleus Sitoplazma
Primordial +++ +++ - +++
K Primer +++ +++ +++ +++
Sekonder +++ +++ +++ +++
Tersiyer ++/+++ ++/+++ - -
Primordial +++ +++ - +++
S Primer +++ +++ +++ +++
Sekonder +++ +++ +++ +++
Tersiyer ++/+++ ++/+++ - -[++
Primordial + ++ -/+ -/+
POY Primer +++ +++ +++ +++
Sekonder +++ +++ +++ +++
Tersiyer ++/+++ ++/+++ - -
Primordial +++ +++ - +
MSC Primer + ++ - ++
Sekonder +++ +++ +++ +++
Tersiyer ++/+++ ++/+++ - -[++

Tablo 4.6.1.1. Wnt-1’in folikll oosit ve granuloza hlcrelerinde gruplararasi dagilimi

4.6.2. Wnt-4 Belirtecinin immiinohistokimyasal Bulgulari

Wnt-4 ekspresyonu kontrol, sham ve MSC gurubunda pozitif izlenirken POY
grubunda reaksiyonun negatif oldugu gézlendi. Primer follkillerde reaksiyon kontrol,
sham ve MSC grubunda kuvvetli izlenirken POY grubunda reaksiyonun c¢ok zayif
oldugu saptandi. Sekonder follkillerde tim gruplarda pozitif reaksiyon izlenirken POY
grubunda reaksiyonun biraz daha zayif oldugu goézlendi. Bu grupta hem sekonder
follklllerde ham de gelisen follkillerde oositlerin ¢evresinde bir hat seklindeki kuvvetli
reaksiyon ilgi cekiciydi. Tesiyer follkiillerde de reaksiyon tiim gruplarda izlenirken
kontrol ve sham grubundaki reaksiyonun diger iki gruba karsin daha ylksek oldugu
dikkati cekti. Korpus luteumlarin POY grubunda orta derecede diger gruplarda kuvvetli
pozitifti (Sekil 4.6.2.1). Wnt-4’0n folikll oosit ve graniloza hicrelerinde gruplararasi

dagilimi Tablo 4.6.2.1’de gdsterilmigtir.
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Oosit Granuloza Huicresi
Nukleus Sitoplazma Nukleus Sitoplazma
Primordial +++ +++ +++ +++
K Primer +++ +++ +++ +++
Sekonder ++ +++ +++ +++
Tersiyer +++ +++ -[++ +/++
Primordial +++ +++ +++ +++
S Primer +++ +++ +++ +++
Sekonder ++ ++ +++ +++
Tersiyer +++ +++ +++ +/++
Primordial - - - -
POY Primer -+ I+ - +
Sekonder ++ ++ ++ ++
Tersiyer - ++ +++/- -[++
Primordial +++ +++ +++ +++
MSC Primer +++ +++ - +
Sekonder +++ +++ -[+++ +/+++
Tersiyer +++ +++ -[+++ +/+++

Tablo 4.6.2.1. Wnt-4’in folikll oosit ve graniloza hiicrelerinde gruplararasi dagilimi

Kontrol

Primordial

Sekonder F g

Sekil 4.6.21. Gruplardaki ovaryum  dokusunda  Wnt-4  ekspresyonu.
Immunoperoksidaze-hematoksilen A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, L X20, M, N, O, P
X10, Q, R, S,T X4.
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4.6.3. B-katenin Belirtecinin immiinohistokimyasal Bulgulari

B-katenin grubunda primordial follkiller tim gruplarda pozitif reaksiyon gosterdi.
Primer ve sekonder folikillerde oosit kuvvetli reaksiyon gdsterirken granuloza
hicrelerinde hem nukleuslarin hem de sitoplazmalarinda kuvvetli reaksiyonun yani sira
negatif reaksiyonda izlendi. Tersiyer foliklllerde oositlerde kuvvetli reaksiyon izlenirken
granuloza hucrelerindeki boyanma sekonder folikillere benzer sekildeydi ancak burada
negatif ekspresyonun daha fazla oldugu izlendi. Korpus luteum tim gruplarda pozitifti
(Sekil 4.6.3.1). B-katenin’in folikul oosit ve granuloza hiicrelerinde gruplararasi dagilimi
Tablo 4.6.3.1°de gosterilmigtir.

7 Kontrol

Primordial

Primer

Sekonder F :

Tersiyer F

Korpus Luteun

Sekil 4.6.3.1. Gruplardaki ovaryum dokusunda [(-katenin  ekspresyonu.
Immunoperoksidaze-hematoksilen A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, L X20, M, N, O, P
X10, Q, R, S,T X4.
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Oosit Granuloza Hucresi
Nukleus Sitoplazma Nukleus Sitoplazma

Primordial +++ +++ +++ +++

K Primer +++ +++ -[+++ +++
Sekonder +++ +++ -[+++ +/+++

Tersiyer +++ +++ -[+++ -[+++

Primordial +++ +++ +++ +++

S Primer +++ +++ -[+++ +++
Sekonder +++ +++ -[+++ +/+++

Tersiyer +++ +++ -[+++ +/+++

Primordial +++ +++ +++ +++

POY Primer +++ +++ -[+++ +++
Sekonder +++ +++ -[+++ +/+++

Tersiyer +++ +++ -[+++ +/+++

Primordial +++ +++ +++ +++

MSC Primer +++ +++ -[+++ +++
Sekonder +++ +++ -[+++ +/+++

Tersiyer +++ +++ -[+++ +/+++

Tablo 4.6.3.1. B-katenin’in folikil oosit ve granuloza hucrelerinde gruplararasi dagilhmi



63

5. TARTISMA

Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da kan FSH ve LH dizeyinin
en yluksek POY grubunda saptanmasi overyan yetmezligin olustugunu gdstermistir.
Ovaryum korteks folikiil havuzunun MSC grubunda K ve S grubuna yakin ve istatistisel
olarak anlamli yliksek saptanmistir. Kanonik yolda etkili olan B-katenin bitlin gruplarda
yuksek ekspresyon gosterirken, Wnt-1 in K, S ve MSC grubunda primordial foliklllerde
istatistiksel olarak anlamli ylksek saptanmasi dikkat ¢ekmistir. Non-kanonik yolda etkili
olan Wnt-4 POY grubunda ekspresyonu goézlenmezken, MSC grubunda kuvvetli

ekspresyon gostermistir.

PQOY, dogurganlik ¢agindaki kadinlarin Greme saghgdini tehdit eden ciddi bir
hastaliktir. POY etiyolojisinde, yetersiz bir primordial folikiiler sisterna rezervi,
hizlanmis folikller atrezi, folikller olgunlasma bozukluklar gibi sebepler ile iligkili
olabilmektedir (Xiang ve ark, 2019). Ovaryum rezervinin kaybi, kadin infertilitesiyle
gucli bir sekilde iliskilidir. POY, 40 yasin altindaki kadinlarda FSH yuksekligi ve
Ostrojen (E2) dizeylerinin azalmasi ile birlikte ovaryum fonksiyonunun kesilmesi olarak
tanimlanmaktadir (Sullivan SD, 2016). infertilitenin énemli bir nedeni haline gelmistir.
POY etiyolojisi, genellikle genetik kusurlar, otoimmunite ve toksiklerin neden olmakla
birlikte vakalarin bir kismi idiyopatiktir. GlUnUmizde geng¢ kadinlar arasinda artan
kanser insidansi ile uzun sureli gonadotoksisite kemoterapisine maruz kalmak POY'un
ana nedeni haline gelmistir (Simpson JL, 1999; Fu YX, 2021).

POY, menopoz o6ncesi kadinlarin yasam Kkalitesini 6énemli olgiide etkileyen
kemoterapinin olasi bir komplikasyonudur. Kemoterapiye ihtiyag¢ duyan Ureme
cagindaki kadinlar icin dogurganhk sorunlari sebebiyle blylk bir endise kaynagi
olabilmektedir. Dogurganligin korunmasi i¢in ovaryum koruma ydntemi olarak; oosit
veya ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu ve embriyo dondurma kanser teghisi
koyulan kadinlarda kullanilan stratejilerdir. Ancak bu yéntemlerin kanser hicrelerinin
yeniden vilcuda girme riski, kanser tedavisinde yasanacak gecikme ve disuk basari
orani gibi dezavantajlari bulunmaktadir (Bahrehbar K ve ark, 2020). Bu hastalarda
kemoterapiye bagli ovaryum yetmezligini dnlemek icin yeni terapétik stratejilere intiyag

duyulmaktadir.

Alkilleyici bir ajan olan CTX disi Ureme organlari, 6zellikle ovaryum Uzerinde
zararli bir etkiye sahip oldugu saptanmigtir. Hasarin geri dénduarulebilme ihtimali

hastanin yagina, maruziyet derecesine ve ovaryum rezervine baglidir. Onkolojik
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tedaviden 6nce veya sonra hastalarin dogurganhgini korumasi girisimleri her zaman bir

endise kaynagi olmaktadir (Brougham MF, 2005).

Deneysel hayvan modellerinde ovaryan toksisite ve POY olusturmak igin
kemoterapotikler kullaniimaktadir. POY modeli olusturmak igin CTX ve Sisplatin siklikla
kullanilan kemoterapik ajanlardir (Takehara Y, 2013; Fouad H, 2016). Biz bu
¢alismamizda siganlarda premature over yetmezligini indiklemek igin kemoterapik ajan
olan CTX kullandik. CTX ile olusturdugumuz ovaryum hasarinda insan dental
pulpasindan elde ettigimiz mezenkimal kok hiicrelerin etkisini ve Wnt- B-katenin sinyal

yolagi Uzerine olan etkisini inceledik.

Siganlarda yapilan bir calismada; radyoterapiye bagl POY olusturulduktan
sonra, POY grubundaki si¢canlarin vicut agirliginin kontrol grubuna gére dnemli di¢ide
daha disuk oldugu goériimistir. Bu g¢alismada siganlara radyoterapiye bagh POY
olusturulmasini takiben Ki-MSC uygulanan siganlarda POY grubuna kiyasla hem viicut
agirhgr hem de ovaryum agirligi 6nemli 6lctide daha yuksek bulunmustur (El-Derany ve
ark, 2021). Bizim calismamizda ise gruplar arasinda baslangi¢c ve bitis agirliklari ve

agirlik farklari arasinda anlaml bir farklihk saptanmamistir.

Folikller buyume esas olarak gonadotropinler tarafindan duzenlenir. FSH, 6n
hipofiz gonadotrop hucreleri tarafindan uretilir ve ovaryum folikller stimilasyonu ve
blylumesinden sorumludur (Gharib SD, 1990). Gonadotropin ve steroid hormon, tim
memeli tlrlerinde folikllogenezin dizenleyici hormonlarndir (Fortune JE, 2000).
Duzensiz endokrin sistem regtilasyonu sonucunda folikiler gelisim, folikiler depolama,
menopoz baslangici ve POY gibi overin patolojik durumlarina yol acmaktadir (De
Koning CH, 2008). Calismalar sonucunda, primordial ve erken antral foliklllerin
saylisinin azalmasinin, folikller depolamayi yansitan FSH ve 6strojen disinda POY’un
bir gostergesi olan serum AMH seviyesinde azalmaya neden olabilecegini géstermistir
(Kwee J, 2008; Sukur Y.E., 2014). Hastalarda, ovaryum rezervinin potansiyel bir
belirteci olarak glikoprotein yapisinda olan AMH buydk ilgi vardir (Lee MM, 1993).
AMH, preantral ve antral folikillerin graniloza hucreleri tarafindan dretilir ve serum

AMH seviyeleri ovaryum folikiler rezervi ile iligkilidir (van Rooij 1A, 2002).

Kemoterapotik ajanlar tarafindan indiklenen graniloza hicrelerinin  asiri
apoptozu siklikla E2 seviyesinin azalmasina neden olur. Kesintiye ugramis negatif geri
bildirim, FSH seviyesinde kontrolsiiz bir artisa neden olmaktadir (Song D, 2016).
Yaptigimiz calismada FSH ve LH dizeyi POY grubunda yiksek saptanmistir ve bu
durum overyan yetmezli§i olusturdugumuzu desteklemektedir. Fakat diger

calismalardan farkh olarak AMH duzeyi POY grubunda beklenildigi gibi dusuk
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bulunmadi. istatistiksel olarak anlamli olmasa da POY ve MSC gruplarindakan AMH
dizeyleri K ve S grubuna gére bir miktar daha artmisti. Primer foliklllerin veya erken
antral folikullerdeki graniloza hucreleri tarafindan salinan AMH, folikilogenezin erken
evrelerinde overde inhibitér bir blylime faktori olarak gérev yapmaktadir (Song D,
2016).Calismamizda POY grubunda foliklil sayilarin azalmasina ragmen AMH In
yuksek olmasi dikkat c¢ekiciydi. Bu durum siklofosfomidin AMH in ekstraoveryan

salinimini arttirmis olabilece@ini dusunduartta.

Hipofiz gonadotropinleri olan FSH ve LH, ovaryum steroidogenezinin ana
endokrin duzenleyicileridir ve ¢ok sayida hiicre i¢i sinyal yolunun aktivitesini dogrudan
veya dolayli olarak modile ederler. Ovaryum steroidogenezinin diizenlenmesinde
onemli katkisi bulunduguna inanilan Wnt/B-katenin yolu, gonadotropin sinyallemesi
tarafindan modile edilen yollardan biri olabilecegi disunulmektedir (Lapointe E, 2011).
Wnt/B-katenin yolu, FSH ve LH tarafindan ovaryum steroid Uretiminin kontroliinde
onemli dlcide yer almaktadir (Fan HY, 2010; Parakh TN, 2006). Parakh TN ve
arkadaslarinin  yaptiklari calismada ovaryumdaki [B-katenin’in folikiller geligimi
desteklemek ve folikiler graniloza hicre apoptozunu azaltmak igcin FSH salgisini
surekli olarak arttirdigini goéstermiglerdir (2006). Bizim ¢alismamizda [B-katenin POY
grubu da dahil olmak Uzere buitin gruplarda oosit ve ganuloza hucrelerinde pozitif

ekspresyon gostermistir. Fakat FSH dizeyi ile anlamli bir kolerasyonu saptanmamistir.

Kemoterapik ilaclar, hlcrelerin yasamsal sureclerini engeller, bdylece hlcre
proliferasyonunu durdurur ve ovaryumda folikullerin anormal aktivasyonuna sebep olur
(Kalich-Philosoph L, 2013). Folikuler gelisim ¢ok sayida, karmasik agsamalardan olusur
ve bu asamalardan herhangi birindeki bozulma Ureme bozukluklarina ve infertiliteye
sebep olabilmektedir. Bu nedenle, bu evreleri kontrol eden mekanizmalari aydinlatmak,
kadin hastalarda dogurganhigi korumak ve infertilite tedavisi igin kritik 6neme sahiptir.
Birgok c¢alisma, kemoterapinin inaktif fazdaki primordial folikillerin apoptozunu
tetikleyerek POY ve infertiliteye sebep olabilecegini 6ne sturmistir (Jang H, 2016).
Bununla birlikte yapilan c¢alismalarda, kemoterapétik ajan olan siklofosfamidin
primordial folikdllerin apoptozunu indiklemedigi bildirilmistir (Kalich-Philosoph L, 2013).
Bunun yerine, siklofosfamid tedavisi, aktif olarak buytyen folikillerin apoptozunu
indikler ve primordial folikilleri primer folikillere aktive eder. Bunun sonucunda
primordial folikil havuzunun "tikenmesine (burn-out)" sebep olmaktadir (Jang H, 2016;
Kalich-Philosoph L, 2013; Chang EM, 2015). Kemoterapik ilaglar dinamik olarak
boliinen hiicreleri hedeflemesinden dolayr bu mekanizma daha muhtemeldir ve bu da
kemoterapinin uykudaki foliklllere karsi daha az toksik etki olusturabilecegini

disuindurmektedir (Jang H, 2016).Bizim calismamizda CTX uyguladigimiz POY
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grubunda primordial, primer, sekonder ve tersiyer folikil sayisi ve korpus luteum sayisi
istatistiksel olarak anlamli dislk saptandi. Kistik ve atretik folikll sayisi da anlamli

olarak POY grubunda yliksek bulunmustur (p<0.05).

Chen ve arkadaslari, 120 mg/kg CTX ve 30 mg/kg busulfan ile POY modeli
olusturulan farelerde kontrol grubuna kiyasla foliklll sayilarinda belirgin derecede
azalma ve atrezik folikll sayisinda énemli artis oldugunu tespit edilerek POY modelinin
basariyla kuruldugunu belirtmistir (2020). El-Derany ve ark. yaptigi calismada
radyoterapi ile POY olusturulan siganlarda, kontrol grubuna kiyasla atretik folikll sayisi
onemli 6lgide artarken, primordial, primer ve sekonder folikll sayilarinda dnemli bir
azalma ile kendini gosteren folikll rezervinde belirgin bir azalma oldugu saptamistir
(2021). Bizim gcalismamizda da bu calismalarla uyumlu bir sekilde POY grubunda
ovaryum normal folikll sayisi azalmistir. POY indiklenen siganlarin ovaryumun
atrofiye ugradigi ve ovaryum stromasinin bozuldugu saptanmistir. Ovaryumlarda,
atretik folikul, kistik foliklil ve hasarli oositleri olan ve bunun yaninda az sayida saglikh
folikdl bulundugu gézlemlenmistir. Ayrica El-Derany ve ark. yaptigi calismada atretik
foliklllerde graniloza tabakasinin genel olarak gevsedigi ve over stromasinda damar
tikanikligi ve kanama oldugu tespit edilmistir (El-Derany ve ark, 2021). Siganlarda
yapilan bir galismada, ilk gin 200 mg/kg ve ardindan ardigik 15 gin boyunca 8
mg/kg/gin CTX intraperitoneal olarak enjekte edilerek POY grubu olusturulan grupta
kontrol grubuna kiyasla, over boyutunun &énemli O&l¢ide azaldigi goérldimustar.
Kemoterapinin POY sican modelinde granlloza hicrelerinin apoptozunu ciddi sekilde
indUkledigini ortaya koymustur. Ayrica, yapilan galismada ovaryum patolojik analizi,
CTX uygulamasinin sekonder folikil sayisint énemli o6lgclide azalttigini, diger
asamalardaki foliktller Gzerinde fazla bir etkisi olmadigi gordlmustir (Song D. ve ark,
2016). Bizim calismamizda ise sadece sekonder folikil degil bitin overyan foliklllerde

azalma saptanmistir.

Kok hicreler, kendini yenileme kapasitesine sahip olan ve doku hasari
varliginda doku onarmina katkida bulunmak icin farklilasarak rejeneratif o6zellik
gOsteren hicrelerdir (Berika M, 2014, Stoltz JF, 2015, Dennis JE, 2002). Mezenkimal
kok hcreler, doku iyilesmesinde ve rejeneratif tipta kilit rol oynayan ¢esitli hiicre
tiplerine farklilasma ve kendini yenileme yetenegine sahip ¢ok soylu hicrelerdir (Fu
X,2019). MSC’ler antiapoptotik, antifibrotik, anti-inflamatuardir, anjiyogenezi arttirir ve
oksidatif stresi azaltir, boylece hasarli dokunun iyilesmesini tesvik etmek igin mikro
cevreyi iyilestirir. MSC'ler ¢ok sayida kaynaktan izole edilebilir. Kemik iliginden elde
edilen mezenkimal kok hiicreler, en iyi bilinen ve en yaygin kullanilan MSC kaynagidir

(ElI-Derany MO, 2021). MSC'ler; iskelet kasi dokusu, yad dokusu, dis pulpasi,
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periodontal ligament, gobek kordonu, amniyotik sivi, plasenta, akciger dokusu ve
karaciger dokusu olmak (zere cesitli dokulardan izole edilebilmektedir (Squillaro T,
2016). Kemik iligi, yag dokusu, gébek kordonu, menstriiel kan, deri ve amniyotik
sividan elde edilen MSC'ler, hayvan modelleri kullanilarak kemoterapétik ajan kaynakh
POY'da dogurganligi yeniden saglamak igin uygulanmisti. Bu MSC'nin
transplantasyonu, ovaryum fonksiyonunun ve folikiilojenezin restorasyonu, graniiloza
hlcre apoptozunun azalmasi ve ovaryum yapisinin iyilesmesi icin potansiyel
gostermektedir (Fazeli Z, 2018).

Ki-MSC, over ve merkezi sinir sistemi dahil olmak (zere organ onarimini
desteklemek icin énemli bir potansiyel gostermistir. Ki-MSC tedavisinin, yaralanmig
dokunun tedavisinde faydali etki gostermistir. Bunun yaninda hiicre igi sinyallesme
Uzerindeki etkisi arastirildiginda, donustirtci blylime faktori beta (TGF-B) ve Wnt
aracili B-katenin etkilesime girebilir ve hicre kaderini kontrol eden genlerin

ekspresyonunu isbirligi icinde indukleyebildigi gérilmustir (EI-Derany MO, 2021).

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi (ISCT)'nin Mezenkimal ve Doku Kok
Hicre Komitesi, insan MSC'sini tanimlamak igin kriterler 6nermistir. Bu kriterler;
standart kiltlr kosullarinda plastije yapisabilmesi, immunofenotipik olarak MSC ylizey
molekdllerini ifade etmesi ve in-vitro olarak osteoblastlara, adipositlere ve
kondroblastlara farklilagsmasi olarak tanimlamistir (Dominici, 2006). Yapilan ¢alismalar
dental pulpa kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin uzun slre saklanabiliyor olmasi, elde
edilmesinde etik sorunlarin bulunmamasi, kolay erigilebilirligi ve multipotensi
Ozelliginden dolay: deg@erli bir segenek haline geldigini vurgulamaktadir (Cordeiro MM,
2008; Huang GT, 2009; Ohazama A, 2004; Woods EJ, 2009). DP-MSC'leri, Ki-MSC'ler
ile kargilastirildiginda, ¢ekilmis dislerden DP-MSC'lerin elde edilmesi daha az invaziv
ve daha uygulanabilirdir (Shi X, 2020). Calismamizda, DP-MSC’leri kullaniimistir ve
flow sitometri ile karakterizasyonu sonucunda CD73 ve CD90 belirtecleri pozitif
bulunurken CD34 belirteci negatif bulunarak hicrelerin mezenkimal kdk hicre oldugu
gOsterilmistir. Flow sitometri bulgularina ek olarak farklilasma deneyleri ile adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilasma saglanarak mezenkimal kdék hicre olduklarina

dair kanit desteklenmistir.

Ovaryum folikller gelisiminin hem hormonlar tarafindan sistemik regilasyonu
hem de ¢esitli sitokinler, bliylime faktorleri ve hiicre igi proteinler tarafindan ovaryum ici
regilasyon gerektirdigi iyi bilinmektedir. Ozellikle ovaryum stromal hiicreleri ve
granuloza hacreleri, folikiler buyimede 6nemli rol oynamaktadir. Farelerde 10 gun

boyunca gunlik 2 mg/kg sisplatin intraperitoneal enjeksiyonu ile POY modeli
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olusturulmasini takiben kuyruk veninden uygulanan insan embriyonik mezenkimal kok
hicrelerinin  (hE-MSC); vicut agirhdi, ovaryum boyutunu ve iglevini eski haline
getirebildigini, bu sayede POY olusturulan farelerde gebelik kapasitesini artirabildigini
gOstermistir. hESC-MSC'ler, stromal hiicrelerde apoptotik sinyali azaltmis ve graniloza
hicrelerinin  proliferasyonunu arttirdigi  goérilmustiar. Ayrica, ovaryum folikdllerinin
sayisini eski haline getirdigi ve folikiildeki apoptotik isaret azalttigi saptanmistir. in-vitro
fertilizasyon ile dogurganlik testi sonucunda canl yavrularin dojumuyla birlikte
yumurtlama, dollenme ve embriyonik gelisim dahil olmak Uzere folikiilogenezin

kurtarildigi gosterilmistir (Yoon ve ark, 2020).

Yapilan bagka bir calismada siganlara radyoterapiye bagli POY olusturulmasini
takiben inravendz olarak uygulanan Ki-MSC ovaryum folikiil havuzunu gliclendirdigini,
serum estradiol ve FSH seviyelerini diizenleyerek ortaya ¢ikan ovaryum fonksiyonunu
korudugunu belirlemislerdir. Ki-MSC uygulanan grupta, kontrol ve POY grubuna gére
ovaryumda folikil gelisimi ve olgunlasmasindaki rolini destekleyen sekonder

folikillerde 6nemli artis oldugu tespit edilmistir (EI-Derany, 2021).

Ling ve ark. (2019) sicanlarda CTX'in (ilk gin 50 mg/kg/gin ve takip eden 14
ardisik gun icin 8 mg/kg/glin) intraperitoneal enjeksiyonu ile POY modeli olusturulmus.
POY Uzerindeki insan amniyon tlrevli mezenkimal kok hucrelerin (hAD-MSC)
transplantasyonunun mekanizmasinin parakrin yoldan olup olmadidini incelemek igin
bilateral overe lokal olarak uygulama yapilarak, hAD-MSC'nin si¢canlarda kemoterapinin
neden oldugu POY Uzerindeki etkileri arastiriimistir. hAD-MSC transplantasyonunun
hormon salgilama yeteneklerini énemli dlgiide geri kazandirabilecegini, folikiler
blyUmeyi ve graniloza hucrelerinin sagkalimini iyilestirebilecegini ve POY farelerini
olusturmak i¢in kullanilan kemoterapi tarafindan tahrip edilen ovaryum fonksiyonunu

iyilestirebilecegini saptamislardir (Ling, 2019).

Song D. ve ark. (2016) sicanlarda ilk giin 200 mg/kg ve ardindan ardisik 15 glin
boyunca 8 mg/kg/giin CTX intraperitoneal olarak enjeksiyonu ile POY modeli
olusturmuslardir. POY sican modellerinde Umblikal kord-MSC transplantasyonundan
sonra endokrin sekresyon sisteminde iyilesme, hlicre apoptozunda dnemli bir azalma

ve folikilogenezde iyilesme oldugu bildirilmigtir.

Bizim ¢alismamizda DP-MSC'ler istatistiksel olarak anlamli olmasa da kan FSH
duzeylerini dizeltmistir. Yapilan histolojik inceleme sonucunda kok hucre tedavisinin
over histolojik gorintisind dizeltigini gostermistir. Bitlin gelisen folikiil sayisinda POY
grubuna gore artis gorilmesi ve atretik folikll sayisinin istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalmasi diger calismalari destekler niteliktedir.
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POY hayvan modellerinde yapilan birgok ¢alisma, cesitli hicre tiplerinden elde
edilen MSC'lerin uygulanmasiyla ovaryumun korunmasini géstermistir. Ayrica MSC'ler,
T ve B hicre proliferasyonunun baskilanmasi ve dogal oldartct hucrelerin ve
makrofajin moduilasyonu dahil olmak tzere bagisiklik tepkilerini dizenleme konusunda
gucli bir yetenek sergilemektedir (Yi T, 2012). Yag kaynakli kék hicreler (ADSC'ler),
insan amniyotik sivi kaynakh kok hicreler (hAFC'ler) ve deriden tiretilen mezenkimal
kok hicreler (SMSC'ler) gibi POY tedavisinde cesitli kok hticre tirleri arastiriimistir.
POY icin ideal ve umut verici bir tedavi olmasina ragmen, kék hiicre transplantasyonu
da kesin mekanizmasi hakkinda bazi tartismalara sahiptir. Bazi raporlar, nakledilen kdk
hdcrelerin ovaryum dokusu benzeri hicrelere farklilasmaya tesvik edilebilecedini
desteklerken, digerleri kok hucrelerin hasarli ovaryum niglerini iyilestirmeye yardimci

olabilecegini desteklemektedir (Song D, 2016).

B-katenin, hiicre kaderi, cogalma, farklilasma, blylime ve hayatta kalma gibi
cesitli streclerde ¢ok 6nemli olan ¢ok islevli bir proteindir. Gelisimsel kararlarin yani
sira yetiskin doku homeostazinda da énemli roller Gstlenen Wnt sinyal yolunun bir ana
kolundaki merkezi oyuncudur. Wnt uyarisinin yoklugunda, glikojen sentaz kinaz 3b
(GSK3b)/Axinfadenomatosis polipozis koli (APC) kompleksi, proteazom tarafindan
yikimini hedefleyen B-katenin fosforilasyonunu indiklemektedir. Wnt-3 ve Wnt-1 gibi
belirli WNT ailesi dyelerinin kivrilmig (FZD) ailesi reseptorine ve dusuk yogunluklu
lipoprotein reseptdri ile iligkili protein (LRP) 5 veya LRP6 koreseptdrlerine baglanmasi,
B-katenin fosforilasyonunun inhibisyonuna yol agan bir dizi hlicresel olayi
tetiklemektedir ("kanonik" yol). Bdylece stabilize edilmis B-katenin, hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive etmek igin transkripsiyon faktérleriyle etkilestigi ¢ekirdekte
birikir. Wnt-4, Wnt-5A ve Wnt-11 gibi bazi Wnt molekiilleri, B-katenin’i stabilize edemez.
Bunun yerine, reseptore ve hlicresel baglama bagli olarak hiicre polaritesi ve gocgu ile
iliskili sinyal yollarini dizenlerler ("kanonik olmayan" yol). Antral folikillerden izole
edilen fare graniloza hicrelerinde, FSH ve Wnt sinyal yollarinin, FSH etkisini arttirmak
ve preovulatuar folikiler blyimeyi tesvik etmek icin B-katenin’i aktive etmek Uzere
etkilesime girdigi gosterilmigtir. Buna karsilik, B-katenin'in asiri aktivasyonu, LH ile
indUklenen ovulasyonu ve luteinizasyonu olumsuz etkiler, bu da Wnt/ -katenin yolunun
ovaryumda hucre igerigine bagli ve gelisimsel asamaya 6zgu etkisini vurgulamaktadir.
Bu yolun insan ovaryum folikil fizyolojisindeki rolii cok daha az arastiriimistir (Sanchez
AM, 2014).

Boerboom D. ve arkadaslarinin yapti§i c¢alismada insan folikller graniloza
hicrelerinde B-katenin bileseninin pozitif ekspresyonunu gostermistir (2005). POY

sicanlarindan alinan ovaryum Kkesitleri, tim folikil evrelerinin oosit ve graniiloza
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hiicrelerinde c¢ok diisiik B-katenin ekspresyonu gdstermistir. Ki-MSC'lerle tedavi, B-
katenin'in primordial folikillerin oositinde, preantral ve antral folikillerin graniloza
hicrelerinde ekspresyonu gorilmustiir. imminohistokimyasal boyama, gérintii analiz
yazihmi kullanilarak boyanmis bélgelerin optik yogunlugu (OD) hesaplandiginda, Ki-
MSC'lerin POY olusturlan gruba kiyasla [B-katenin immiino-ekspresyonunun
yogunlugunu dnemli dlgiide up-regiile ettigi saptanmistir. Ote yandan, Ki-MSC tedavisi,
Wnt-2, Wnt-3a ve B-katenin ekspresyonunu artirarak ovaryum Wnt/B-katenin yolunu
aktive ettigi gorilmustir (El-Derany ve ark, 2021). Chen ve arkadaslarinin (2020) POY
grubunda kontrol grubuna gore B-katenin ekspresyonunun daha disik oldugunu
saptamiglardir. Bunun sonucunda Wnt/B-katenin yolunun POY modelinde down-regiile
edildigini ve ovaryum fonksiyonu Uzerinde belirli bir etkiye sahip olabilecegini
gOstermistir. Bizim calismamizda ise (-katenin ekspresyonu tim gruplarda hem oosit
hem de graniloza hicrelerinin nikleus ve sitoplazmalarinda pozitif reaksiyon
gOstermistir. Kanonik yolda yer alan Wnt-1 in B-katenin ekspresyonundan farkli olarak
POY grubu disindaki primordial folikillerde kuvvetli pozitif ekspresyon gdstermesi
dikkat cekti.

Ovaryumda Wnt sinyalinin 6neminin ilk gostergesi, Vainio ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada Wnt-4 bulunmayan farelerde postnatal ddnemde oosit rezervlerinin
cogunu  kaybettigini  gdstermistir  (Vainio ,1999). Sonraki  c¢alismalar, Wnt-4
ekspresyonunun disi gonadlarin embriyonik gelisimi sirasinda, erkege 6zgl sélomik
kan damarinin  olusumunu baskilamak ve ayrica steroidojenik bir hicre
popullasyonunun mezonefrozdan gelismekte olan ovaryuma gé¢ini o6nlemek igin
gerekli oldugunu gdéstermistir (Jeays-Ward K, 2003). Bu ilk ¢alismalarin ardindan,
dogum sonrasi ovaryumda Wnt'lerin ve sinyal yolu bilesenlerinin ekspresyonunu
tanimlayan birgcok rapor bildirilmistir. Bunlarin birgogunun foliktl gelisimi boyunca farkl
sekilde ifade edildigi bulunmustur (Boyer A, 2010a). Wnt sinyali, disi gelisimi igin kritik
dneme sahiptir (Vainio S, 1999). Ozellikle Wnt-4 yoklugunda, tipik kadin 6zellikleri
bozulmasi ve testesteron uretimi gibi bazi erkek 6zelliklerinin goérilmesi sebebiyle Wnt
4’Un kadin gelisimini destekleyen 6nemli bir sinyal olarak tanimlanmaktadir. Bu
fenotipik degisikliklerle uyumlu olarak, Wnt-4 eksikligi olan overin somatik hiicrelerinde,
testosteron biyosentezenzimlerini kodlayan genleri ektopik olarak eksprese ettigi
saptanmistir (Heikkila M, 2005). Kadin hastalarda, Wnt-4 genindeki heterozigot yanlis
anlaml mutasyonlari sonucunda, uterus ve fallop tlplerinin yoklugu ve yiksek
androjen belirtileri ile karakterize sendroma yol a¢gmaktadir. Bunun sonucunda Wnt-
4'Gn kadin Ureme sistemi geligimi igin gerekli oldugunu gosterilmigtir (Biason-Lauber ve
ark. 2004).
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Farelerde yapilan ¢alismalarda Wnt-4'in bébrek, adrenal ve meme bezlerinin
olusumunda, endotelyal ve steroidojenik hlicre migrasyonunun regile ettigi tUreme
sisteminde (Jeays-Ward ve ark. 2003), cinsiyet belirlemede (Kim ve digerleri 2006) ve
kadin gelisimi(Vainio ve digerleri 1999) dahil olmak lzere ¢oklu morfogenetik strecler

igin gerekli oldugu gdsterilmigtir.

Wnt-4 ekspresyonu, folikil gelisimi boyunca sican ve murin granulosa
hicrelerinde (Hsieh, 2002) ve farelerde kimiulis oosit kompleksinde (Hernandez-
Gonzalez ve digerleri 2006) ekspresyonu saptanmistir. Bunun aksine, in vitro
fertilizasyondan 6nce oositlerden elde edilen insan kimilis granulosa hicrelerinde
Wnt-4 saptanmamistir (Wang ve ark. 2009). Yetiskin kemirgen graniiloza hicrelerinde
Wnt4, hCG stimilasyonuna yanit olarak corpora lutea'da yliksek seviyede ekspresyon
gostermektedir (Hsieh ve ark. 2002). Yapilan bir calismada saglikli ve endometriozis
hastalarindan alinan nsan ovaryumlarinda lUteinize grandloza hicreleri incelenmistir.
Endometriozis hastalarindan elde edilen luteinize grantloza hicreleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, B-katenin bagimsiz olan molekil Wnt-4’tn ve Wnt-5a'nin transkript
seviyeleri anlamli derecede yuksek ve B-katenin bagimli molekidl Wnt-1'in daha disuk
seviyeleri saptanmistir (Sanchez ve ark, 2014). Boyer A. ve arkadaslarinin transgenik
fare modelini kullandigi calismada; normal folikilogenez, luteogenez ve steroidogenez
icin Wnt yolunun bilesenleri olan Wnt-4, Fzd4 ve Ctnnb1'in gerekliligini gostermistir
(2010a).

Fare graniloza hiicrelerinde Wnt-4 ekspresyonunun yikilmasi, kontrol farelerine
kiyasla daha kuguk ovaryumlara ve antral foliklllerin sayisinin azalmasina bagli
infertilite ile sonuglanmigtir. Bu sonuglar, graniloza hicrelerinden kaynaklanan Wnt-
4'Uin folikdl olgunlagsmasi icin gerekli oldugunu goéstermektedir. Veriler, (B-katenin'in,
antral folikdl olgunlagmasinin ve steroidogenezin dizenlenmesinde dnemli olan Wnt-4
olaylarina aracilik edebilecegini gostermektedir (Boyer veark . 2010b). Bu sonuglar,
grandloza hicrelerinden kaynaklanan Wnt-4'Un folikil olgunlagsmasi igin gerekli
oldugunu godstermektedir. Bizim calismamizda POY grubunda, hem oosit hem de
granuloza hicrelerinde Wnt-4 eksresyonu saptanmamistir. DP-MSC uygulanan grupta
ekspresyonun tekrar goértlmesi kok hicrelerin non-kanonik yolu kullanarak folikiil

olgunlagsmasinda etkili olabilecegini gostermektedir.

Wnt ligandlari, Wnt genlerinin hormonal regillasyonu, frizzled reseptérleri,
overde eksprese edilen sinyal bilesenleri ve Wnt sinyali Uyelerinin ekspresyonu
ovaryum fonksiyonunda énemli bir rol oynadigi distnutlmektedir (HernandezGifford

JA.,2015). Bununla birlikte Wnt sinyal yolunun aktivasyonu, fibroblast proliferasyonunu
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uyarabildigini ve fibroblastin, kollajen tip | ve Il gibi ylksek seviyelerde ECM
sentezleme kabiliyetine sahip olan miyofibroblast soyuna farklilasmasini
saglayabildigini ve bunun sonucunda fibrozis olusumuna yol acgabilecegini goéstermistir
(Huang ve digerleri, 2018). An R. ve arkadaslari (2021) tarafindan yapilan ¢alismada
sicanlarda farkli dozlarda mikroplastikler verilmis ve ovaryum Uzerindeki etKkileri
incelenmistir. Mikroplastiklerin AMH seviyesini distrdigl, gelisen folikll sayisini
azalttigi saptanmistir. Yapilan western-blot analizinde mikroplastik maruziyetinin Wnt/
B-katenin sinyal yollariyla ilgili proteinlerin (Wnt, B-katenin, p-B-katenin) ve ana fibroz
belirteglerinin (donlstirici blylime faktérl) ekspresyon seviyelerini dnemli dlglide
arttirdigini gostermigtir. Wnt/B-katenin sinyal yoladini aktifleyerek fibrozise neden
oldugu, oksidatif hasari arttirarak ovaryumda graniloza hicre apoptozu yaptigi ve
sonug olarak ovaryum rezerv kapasitesini azalttigini savunmustur. Bizim ¢alismamizda
B-katenin ekspresyonun gruplar iginde farklihk géstermemesi POY grubunda bile
ekspresyonunun ylksek olmasi hem foliktl gelisimini hemde fibrozisi tetikleyebilecegini

gOstermistir.

6. SONUG

Deneysel POY modelinde insan DP-MSC’ler ovaryumda folikiil sayisini
korumus ve ovaryum fonksiyonlarini Wnt/B-katenin sinyal yolu tzerinden dizenlemistir.
Bizim calismamiz DP-MSC’lerin POY hastalarinda over yapisinin ve islevlerinin
korundugunu gosteren ilk ¢calismadir. Bununla birlikte bu deneysel ¢alismanin devami
olarak deneysel ve klinik calismalarla gebelik gelistirme potansiyellerine bakmak

galismanin etkinligini arttiracaktir.
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