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OZET

ERKEN OVARIAN YETMEZLIK (EOY) MODELI
OLUSTURULMUS RATLARDA BIiLATERAL INTRAOVARIAN
PLATELETTEN ZENGIN PLAZMA (PRP) ENJEKSIYONU iLE

ENJEKSIYON SIRASINDA VERILAN OVARIAN MEKANIK
HASARIN FONKSIYONEL OVER REZERVI UZERINDEKI
ROLLERININ KARSILASTIRILMASI

AMAC: Erken ovarian yetmezlik (EOY); 40 yasin altinda izlenen amenore,
hipergonadotropizm - hipoostrojenizm ile beraber giden ovarian fonksiyonlarin ve
rezidiiel folikiillerin kaybi ile karakterize bir jinekolojik patolojidir. Pek ¢ok saglik
problemlerine neden olan erken ovarian yetmezlikte ovarian rezervi artirmada gesitli
yontemler kullanilmaktadir. Doku yenilenmesi, yara iyilesmesi ve deri rejenerasyonu
gibi etkilerinin oldugu bilinen plateletten zengin plazmanin (PRP) intraovarian
enjeksiyonunun da ovarian rezervi artirdig1 iddia edilen ydntemlerden biridir. Ote
yandan over rezervini artirdigi iddia edilen yontemlerden bir digeri de over dokusunda
iyatrojenik olarak gergeklestirilen mekanik hasardir. Bu yontemde sonucun primordial
folikiillerin mekanik sinyaller ve bu sinyallerin yol agtigi biyokimyasal faktorler
aracilifi ile oldugu iddia edilmektedir. Folikiil gelisimin iki ana diizenleyici
hormonlar1 olan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve anti-miillerian hormon (AMH)
Klinikte ovarian folikiil hakkinda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu iki hormon
seviyeleri diizensiz oldugunda istenmeyen lireme bozuklari ile sonuglanmaktadir. Bu
calismada ratlarda olusturulan EOY modeli ile; bir gruba ovarian rezervi artirdigi iddia
edilen intraovarian PRP enjeksiyonunun ve bu enjeksiyonun yapilis sirasinda overe
verilen mekanik hasar ile diger gruba da iyatrojenik olarak yapilacak olan PRP
enjeksiyonu i¢in kullanilan enjektor araciligiyla yapilan ovarian mekanik hasarin;
fonksiyonel ovarian rezervi artirma oranlarinin, ratlarin kanlarinda enzime baglh
immiinosorban yontem (Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay) (ELISA) ile dlgiilen
FSH ve AMH seviyelerinin ve histolojik inceleme ile oosit, folikiil sayilarinin ve over

dokusundaki fibrozis derecelendirilmesinin karsilastirilmasi amaglanmastir.



YONTEM: Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
Temmuz 2023- EKim 2023 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir. Dokuz Eyliil
Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi
almmistir. Calismamiza, Whistar Albino cinsi 180-220 g (8-10 haftalik) disi ratlar
dahil edilmistir. Denekler rastgele dort gruba ayrilmistir. A grubu kontrol grubu [1
mL/kg intraperitoneal tek doz %0,9 sodyum kloriir (NaCl) igeren serum fizyolojik], B
grubu erken ovarian yetmezlik (EOY) grubu, EOY modeli yaratilanlar (150 mg/kg
intraperitoneal tek doz siklofosfamid); C grubu EOY+PRP+MOH grubu, EOY modeli
yaratilip intraovarian PRP enjeksiyonu ve enjeksiyon sirasindaki mekanik ovarian
hasar (MOH) (550.000 platelet/ 200 ul serum fizyolojik), D grubu EOY+MOH grubu,
EOY modeli yaratilip MOH (15.giin insiilin enjektorii ile) olusturulmustur. Erken
ovarian yetmezlik modeli olusturulmus olan ratlarda maksimum etki agisindan
intraperitoneal siklofosfamid enjeksiyonu sonrasi 15 giin beklenmistir. C grubundaki
ratlara PRP enjeksiyonu ve bu esnada ger¢eklesen MOH yapildiktan, D grubundaki
ratlara sadece MOH gerceklestirildikten sekiz hafta sonra; tiim gruplardaki ratlardan
FSH ve AMH diizeyleri bakilip karsilastirilmistir. Plateletten zengin plazma
olusturabilmek i¢in 3 adet rattan intrakardiyak olarak enjektér yardimi ile kan
alinmigtir. Plateletten zengin plazma elde edilmesinin ardindan bilateral intraovarian
enjeksiyon yapilacak olan ratlara insiilin enjektorii yardimi ile 550.000 platelet/ 200 pl
serum fizyolojik dozunda dort kez yapilan penetrasyon ile PRP enjekte edilmistir.
Insiilin enjektorii ile yapilacak olan penetrasyon sayis ile ayni sayida penetrasyon, D
grubu ratlara uygulanmistir. Ratlarin anestezisi eter ile saglanmistir. Analjezi igin
sadece C ve D grubundaki ratlara intraperitoneal parol kullanilmistir. Deney bittikten
sonra serum hormon degeri ¢alisilmasi amaci ile intrakardiyak olarak enjektor yardimi
ile kan alimmistir ve hayvanlarin 6limi gerceklestirilmis ve histolojik inceleme
yapilmistir. Doku Kesitleri histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama yapilarak
Olympus BX 51 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir. Over dokusunda olusan
fibrozisin  derecelendirilmesi, Masson’s Trichrome boyast ile yapilmistir.
Immunohistokimyasal incelemeler igin Avidinbiyotin-peroksidaz yoéntemi (ABC

metodu) ile uygulanmustir.



BULGULAR: Toplam 20 adet Whistar albino cinsi rata ait sonuglar incelendi. Serum
FSH degeri sadece SF grubu ile EOY grubu arasinda anlamli olarak farkli goriilmiistiir;
SF grubu ile EOY+PRP+MOH, EOY+MOH grubu arasinda anlamli fark
goriilmemistir. Yine EOY+PRP+MOH ile EOY+MOH grubu arasinda da anlamli fark
saptanmamistir. Son olarak serum FSH/AMH diizeyi oranlar1 hicbir grup arasinda
anlamli farklilik gostermemistir. Hematoksilen&Eozin ile boyama yapilan
preparatlarin incelenmesinde primordial folikiil sayilar1 ve sekonder folikiil sayilar
gruplar arasinda anlamli fark gostermemektedir. Primer folikiil sayis1, EOY grubu ve
EOY+MOH grubu arasinda anlamli olarak farkli hesaplanmisken, diger gruplar
arasinda anlamli fark gostermemektedir. Graaf folikiil sayisi, SF grubu ve
EOY+PRP+MOH grubu arasinda anlamli olarak farkli hesaplanmisken, diger gruplar
arasinda anlaml fark gostermemektedir. Atretik folikiil sayilari; SF grubu ve EOY
grubu, SF grubu ve EOY+PRP+MOH grubu, SF grubu ve EOY+MOH grubu, EOY
grubu ve EOY+PRP+MOH grubu, EQY grubu ve EOY+MOH grubu arasinda anlamli
olarak farkli hesaplanmisken EOY+PRP+MOH grubu ve EOY+MOH grubu arasinda
anlaml fark hesaplanmamistir. EOY grubuna ait over kesitlerinde SF grubuna kiyasla
normal histolojik goriintiiniin kayb1 gézlendi. EOY+PRP+MOH grubuna ait kesitler
incelendiginde; EOY grubuna kiyasla primordial ve primer folikiil sayisinda artig
oldugu gozlendi. EQOY grubu ile kiyaslandiginda normal goriinen farkli say1r ve
boyuttaki folikiil sayilarinda artis olsa da SF grubuna kiyasla normal histolojik
goriintiiniin tam olarak korunmadig1; korpus luteum ve atretik folikiiller gériiniimde
SF grubuna kiyasla artis oldugu gozlendi. Atretik folikiil sayisinda EOY grubuna
kiyasla azalma gozlendi. EOY+MOH grubunun over kesitlerinde, EOY+PRP+MOH
grubuna benzer sekilde saglikli ve farkli asamalardaki folikiillerin artig1 gozlendi.
Atretik folikiil sayisinda EOY grubuna oranla azalma oldugu gézlendi. Gruplara gore
Masson Trikrom boyamanin H skor dagilimina bakildiginda; EOY grubundaki fibrozis
varliginin EOY+PRP+MOH ve SF gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriildi (p=0,04; p=0,00). SF grubuna kiyasla EOY+MOH grubundaki
kollajen artis1 belirgin (p=0,06) ve EOY grubuna kiyasla EOY+MOH grubundaki
fibrozis azalmis olsa da bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriildi (p=1).
SF grubunda Kaspaz-3 immiin reaktivitesi incelendi. Graniiloza hiicrelerinde ve daha

belirgin olarak teka internada, Kaspaz 3 pozitifligi bazal diizeyde gozlendi. Gelisimin



farkli asamalarinda olan folikiillerde yer alan primer oositlerde de yer yer Kaspaz-3
icin zayif bir immiin pozitiflik gézlendi. Korpus luteum hiicrelerinde ise graniiloza
hiicrelerine gore daha kuvvetli bir boyanma goriildii. EOY grubu over kesitlerinde
Kaspaz-3 immiin reaktivitesi incelendiginde pozitif hiicre sayisinin tiim alanlarda
arttig; farkli gelisim asamalardaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve teka
internada, oositlerde ve korpus luteumda immiin pozitifligin belirgin oldugu goriildii.
Ancak istatistiksel olarak bu artis anlamli degildi (p=0,15). EOY+PRP+MOH grubuna
ait over kesitlerinde Kaspaz-3 immiin reaktivitesi incelendiginde, graniiloza ve korpus
luteum hiicrelerinde ve oositte EOY grubuna gore daha zayif bir boyanma gozlendi ve
immiin pozitiflikteki bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,00). SF grubuyla
kiyaslandiginda ise immiin pozitif hiicre sayisi folikiillerde benzer sekildeyken, diger
alanlarda daha az belirgindi ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1).
EOY+MOH grubunda ise EOY grubu ile kiyaslandiginda immiin pozitif hiicre
sayisinin azaldigi, SF ve EOY+PRP+MOH gruplar ile kiyaslandiginda ise immiin
pozitifligin arttig1 goriildii. Ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,44; p=1; p=0,57). SF grubunda Ki-67 immiin reaktivitesi incelendi. Graniiloza
hiicrelerinde daha belirgin olmakla birlikte korteksteki diger hiicrelerde de immiin
pozitiflik gbzlendi. Korpus luteum hiicrelerinde ise graniiloza hiicrelerine gore daha
zayif bir boyanma goriildi. EOY grubunda immiin pozitif hiicre sayisinin bazi
orneklerde azaldigi, baz1 orneklerde ise SF grubu ile benzer oldugu goriildii. Yine
farkli gelisim asamalardaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinde immiin pozitiflik diger
hiicrelere kiyasla daha belirgindi. Ancak istatistiksel olarak bu azalma anlamli degildi
(p=1). EOY+PRP+MOH grubundaki tiim kortikal alandaki hiicrelerde SF ve EOY
grubuna gore daha kuvvetli bir boyanma gozlendi ve immiin pozitiflikteki bu artis her
iki gruba gore de istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,02; p=0,02). EOY+MOH
grubunda EOY grubu ile kiyaslandiginda immiinpozitif hiicre sayisinda artis egilimi
olsa da immiinhistokimyasal bulgular1 benzerdi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark yoktu (p=1). EOY+MOH grubu ve EOY+PRP+MOH grubu ile
kiyaslandiginda immiinpozitif hiicre sayist belirgin olarak azalmis olsa da bu azalma

istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,17).



TARTISMA: Intraovarian PRP verilis sirasindaki mekanik ovarian hasarin
izole etkisi i¢in ratlar kiyaslandiginda EOY-+PRP+MOH grubuna goére EOY+MOH
grubunda; primordial sayisinda azalma, primer folikiil sayisinda artma, sekonder
folikiil sayisinda azalma, graaf folikiil sayisinda artma, atretik folikiil sayisinda azalma
izlenmis olsa da bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (tiim
sonuclarda p=1). Serum FSH ve AMH diizeyi artmistir ancak istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamistir (p=0,99, p=1). Masson trikrom ile yapilan fibrozis
skorlamasinda H skoru artmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p=0,58). Immunohistokimyasal olarak Ki-67 ile yapilan boyamada proliferasyonun
daha az oldugu goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,17).
Immunohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ile yapilan boyamada apoptozun daha fazla

oldugu goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,57).

ANAHTAR KELIMELER: plateletten zengin plazma, ovarian mekanik hasar, erken
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SUMMARY

COMPARISON OF THE ROLES OF BILATERAL
INTRAOVARIAN PLATELET RICH PLASMA (PRP)
INJECTION AND OVARIAN MECHANICAL DAMAGE
DURING INJECTION ON THE FUNCTIONAL OVARIAN
RESERVE IN RATS FOR WHICH A PREMATURE OVARIAN
INSUFFICIENCY (POI) MODEL WAS CREATED

OBJECTIVE: Premature ovarian insufficiency (POI); amenorrhea observed under
the age of 40 is a gynecological pathology characterized by loss of ovarian functions
and residual follicles accompanied by hypergonadotropism — hypoestrogenism.
Various methods are used to increase ovarian reserve in premature ovarian failure,
which causes many health problems. Intraovarian injection of platelet-rich plasma
(PRP), which is known to have effects such as tissue regeneration, wound healing and
skin regeneration, is one of the methods claimed to increase ovarian reserve. On the
other hand, another method claimed to increase ovarian reserve is iatrogenic
mechanical damage to the ovarian tissue. In this method, it is claimed that the result is
mediated by the mechanical signals of the primordial follicles and the biochemical
factors caused by these signals. Follicle-stimulating hormone (FSH) and anti-
mullerian hormone (AMH), the two main regulatory hormones of follicle
development, are used clinically as biomarkers about the ovarian follicle. When the
levels of these two hormones are irregular, it results in unwanted reproductive
disorders. With the POI model created in rats in this study; In one group, intraovarian
PRP injection, which is claimed to increase ovarian reserve, and mechanical damage
to the ovary during this injection, and in the other group, ovarian mechanical damage
caused by the injector used for iatrogenic PRP injection; It was aimed to compare the
rates of increasing functional ovarian reserve, FSH and AMH levels measured by the
enzyme-linked immunosorbent method (ELISA) in the blood of rats, and the number
of oocytes and follicles and the degree of fibrosis in the ovarian tissue by histological

examination.



METHOD: Our study was carried out at Dokuz Eyliil University Experimental
Animal Laboratory between July 2023 and October 2023. Approval was received from
the Dokuz Eyliil University Multidisciplinary Laboratory Animal Experiments Local
Ethics Committee. Whistar Albino female rats weighing 180-220 g (8-10 weeks old)
were included in our study. Subjects were randomly divided into four groups. Group
A control group [1 mL/kg intraperitoneal single dose of physiological saline
containing 0.9% sodium chloride (NaCl)], group B premature ovarian failure (POF)
group, POF model creation (150 mg/kg intraperitoneal single dose
cyclophosphamide); Group C POI+PRP+MOD group, POl model created and
intraovarian PRP injection and mechanical ovarian damage (MOD) during injection
(550,000 platelets / 200 pl physiological saline), D group POI+MOD group, POI
model created and MOD (15th day with insulin injector). ) was created. In rats in which
a POl model was created, 15 days were waited after intraperitoneal cyclophosphamide
injection for maximum effect. Eight weeks after PRP injection was applied to the rats
in group C and MOD was performed on the rats in group D; FSH and AMH levels of
rats in all groups were measured and compared. In order to create platelet-rich plasma,
blood was taken intracardiac from 3 rats with the help of a syringe. After obtaination,
PRP was injected into the rats that would receive bilateral intraovarian injection, with
the help of an insulin injector, at a dose of 550,000 platelets/200 ul physiological
saline, by four penetrations. The same number of penetrations as the number of
penetrations with the insulin syringe were applied to group D rats. Anesthesia of the
rats was provided with ether. For analgesia, intraperitoneal parol was used only in rats
in groups C and D. After the experiment was completed, blood was taken
intracardiacly with the help of a syringe to study serum hormone levels, the animals
were sacrificed and histological examination was performed. Tissue sections were
evaluated with an Olympus BX 51 light microscope by histochemical and
immunohistochemical staining. Grading of fibrosis in the ovarian tissue was made
with Masson's Trichrome stain. Avidinbiotin-peroxidase method (ABC method) was

used for immunohistochemical examinations.



RESULTS: The results of a total of 20 Whistar albino rats were examined. Serum
FSH value was found to be significantly different only between the SF group and the
EOQY group; There was no significant difference between the SF group and the
EOY+PRP+MOH, EOY+MOH groups. Again, no significant difference was detected
between the EOY+PRP+MOH and EOY+MOH groups. Finally, serum FSH/AMH
level ratios did not differ significantly between any groups. When examining the
preparations stained with Hematoxylin & Eosin, the number of primordial follicles and
secondary follicles do not show a significant difference between the groups. While the
number of primary follicles was calculated significantly differently between the EOY
group and the EOY+MOH group, it did not show a significant difference between the
other groups. While the number of Graafian follicles was calculated to be significantly
different between the SF group and the EOY+PRP+MOH group, it did not show a
significant difference between the other groups. Atretic follicle numbers; while
EOY+PRP+ was calculated significantly different between SF group and EOY group,
SF group and EOY+PRP+MOH group, SF group and EOY+MOH group, EQY group
and EOY+PRP+MOH group, EOY group and EOY+MOH group, no significant
difference was calculated between the MOH group and the EOY+MOH group. A loss
of normal histological appearance was observed in the ovarian sections of the EOY
group compared to the SF group. When the sections belonging to the
EOY+PRP+MOH group are examined; an increase in the number of primordial and
primary follicles was observed compared to the EOY group. Although there was an
increase in the number of normal-appearing follicles of different numbers and sizes
compared to the EOY group, the normal histological appearance was not fully
preserved compared to the SF group; an increase in the appearance of corpus luteum
and atretic follicles was observed compared to the SF group. A decrease in the number
of atretic follicles was observed compared to the EOY group. An increase in healthy
follicles at different stages was observed in the ovarian sections of the EOY+MOH
group, similar to the EOY+PRP+MOH group. It was observed that there was a
decrease in the number of atretic follicles compared to the EOY group. When looking
at the H score distribution of Masson Trichrome staining according to groups; the
presence of fibrosis in the EOY group was found to be statistically significant
compared to the EOY+PRP+MOH and SF groups (p=0.04; p=0.00). Although the



collagen increase in the EOY+MOH group was significant compared to the SF group
(p=0.06) and fibrosis decreased in the EOY+MOH group compared to the EOY group,
this difference was not statistically significant (p=1). Caspase-3 immune reactivity was
examined in the SF group. Caspase 3 positivity was observed at basal level in
granulosa cells and more specifically in the theca interna. A weak immunopositivity
for Caspase-3 was also occasionally observed in primary oocytes located in follicles
at different stages of development. A stronger staining was observed in corpus luteum
cells than in granulosa cells. When Caspase-3 immune reactivity was examined in the
ovarian sections of the EQY group, the number of positive cells increased in all areas;
it was observed that immune positivity was evident in the granulosa cells and theca
interna, oocytes and corpus luteum of follicles at different developmental stages.
However, this increase was not statistically significant (p = 0.15). When Caspase-3
Immune reactivity was examined in the ovarian sections of the EOY+PRP+MOH
group, a weaker staining was observed in the granulosa and corpus luteum cells and
oocytes compared to the EOY group, and this decrease in immune positivity was
statistically significant (p=0.00). Compared to the SF group, the number of immune
positive cells was similar in the follicles, but was less evident in other areas, but this
decrease was not statistically significant (p = 1). In the EOY+MOH group, it was
observed that the number of immune positive cells decreased when compared to the
EOY group, and immune positivity increased when compared to the SF and
EOY+PRP+MOH groups. However, these changes were not statistically significant
(p=0.44; p=1; p=0.57). Ki-67 immune reactivity was examined in the SF group.
Although more prominent in granulosa cells, immune positivity was also observed in
other cells in the cortex. A weaker staining was observed in corpus luteum cells
compared to granulosa cells. It was observed that the number of immune positive cells
in the EQOY group decreased in some samples, and was similar to the SF group in some
samples. Again, immune positivity was more evident in the granulosa cells of follicles
at different developmental stages compared to other cells. However, this decrease was
not statistically significant (p = 1). A stronger staining was observed in the cells in the
entire cortical area in the EOY+PRP+MOH group compared to the SF and EOY
groups, and this increase in immune positivity was statistically significant compared

to both groups (p=0.02; p=0.02). Although there was a tendency for an increase in the



number of immunopositive cells in the EOY+MOH group compared to the EOY
group, the immunohistochemical findings were similar and there was no statistically
significant difference between the two groups (p = 1). Although the number of
immunopositive cells decreased significantly compared to the EOY+MOH group and

the EOY+PRP+MOH group, this decrease was not statistically significant (p=0.17).

DISCUSSION: When rats were compared for the isolated effect of mechanical
ovarian damage during intraovarian PRP administration, in the EOY+MOH group
compared to the EOY+PRP+MOH group; Although a decrease in the number of
primordial follicles, an increase in the number of primary follicles, a decrease in the
number of secondary follicles, an increase in the number of graafian follicles, and a
decrease in the number of atretic follicles were observed, these differences were not
found to be statistically significant (p = 1 in all results). Serum FSH and AMH levels
increased but were not found to be statistically significant (p=0.99, p=1). The H score
increased in fibrosis scoring with Masson Trichrome, but it was not statistically
significant (p = 0.58). Immunohistochemically, proliferation was observed to be less
in Ki-67 staining, but it was not found to be statistically significant (p = 0.17).
Immunohistochemically, staining with Caspase-3 showed that apoptosis was higher,
but it was not statistically significant (p = 0.57).

KEYWORDS: Platelet-rich plasma, mechanic ovarian damage, premature ovarian

insufficiency
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1. GIRIS

Erken ovarian yetmezlik (EOY); 40 yasin altindaki hastalarda en az 4 ay
boyunca siiren amenoreyle beraber yiikselmis olan FSH seviyeleri ile birlikte ovarian
fonksiyonlarin ve rezidiiel folikiillerin kaybr ile karakterize; %1 oraninda 40 yasin
altinda, %0,1 oraninda da 30 yasin altindaki kadinlarda goriilen jinekolojik bir
hastaliktir (1). Pek ¢ok sebebi olmasiyla beraber (genetik, otoimmun, mitokondrial
disfonksiyon, inflamatuar, kemoterapdtikler, endokrin, psikolojik, parakrin, metabolik
gibi) genellikle sebep idiyopatiktir. Hizl1 folikiiler atrezi nedeni ile primordial folikiil
sayilarinda ciddi bir azalma gergeklesir. Ovarian fonksiyonlarin erken kaybu ile iligkili
osteoporoz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve infertilite gozlenir. Kaybolan ovarian
fonksiyonlar1 tedavi etmekte, EOY vakalarinda gebelik sansi elde etmek igin
immiinmodiilator tedaviler, apoptotik inhibitdrler, antioksidan terapiler gibi teknikler

denenmektedir (2,3).

Folikiiler atrezi, ovarian graniiloza hiicrelerinin ve oositlerin apoptozudur.
Folikiiler atrezinin gereksiz bir siire¢ olmadigi, aslinda disi lireme sisteminin saglikli
bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in gerekli oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (4).
Kisinin yasami1 boyunca meydana gelir. Hormonal olarak diizenlenen bu apoptotik
sliregte, graniiloza hiicrelerinin apopitozu folikiiler atrezinin ana nedeni olabilir.
Huang ve arkadaslari, otofagozomlarin birikimi, B-hiicreli lenfoma geni-2’nin (Bcl-2)
azalan ekspresyonu ve artan kaspaz aktivasyonu graniiloza hiicrelerin apoptotik hiicre
Oliimiiniin indiikledigini yaptiklar1 ¢alismada ortaya koymuslardir (4). Apopitoz ve
ilgili genler ile proteinler, folikiiler gelisimde kritik ve énemli rol oynamaktadir. ileri
kisimlarda daha detayli incelenecegi iizere hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi,
apopitozu, hiicre kaderinin tayini ve bunun fertilite iizerine etkilerini inceleyen

caligmalar mevcuttur (4-6).

Plateletten zengin plazma (PRP); periferik kandan elde edilmektedir ve platelet
ve vaskiiler-endotelyal biiylime faktorii (VEGF), transforme edici biiylime faktorii-

beta (TGF-B), hepatosit biiylime faktorii (HGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1
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(IGF-1), biiyiime farklilasma faktorii-9 (GDF-9), kemik morfojenik protein 15 (BMP
15), epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi biiyiime faktorlerinden zengindir. Doku
yenilenmesi, yara iyilesmesi ve deri rejenerasyonu gibi etkilerinin oldugu
bilinmektedir (7). Hem insanlar hem de hayvanlar iizerinde yapilan galismalar
gostermistir ki; intraovarian (insanlarda ve ratlarda) ve intraperitoneal (ratlarda) PRP
tedavisi, tedavi sonrast serum AMH seviyesini artirmakta, ovarian folikiil gelisimini
stimiile etmekte ve insanlarda gebelik sansin1 (hem spontane hem de yardimci iireme

teknigi ile) artirmaktadir (7—11)

Gelisen folikiillerin graniiloza hiicrelerinden sentezlenen AMH’in kandaki
6l¢iimii, yaygin olarak over rezervini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Potansiyel
olarak EOY’nin tanis1 ve takibinde onem tasimaktadir (12). Hipofiz bezinden
salgilanan FSH hormonu folikiil gelisimini uyarmaktadir ve kanda 6l¢iilen seviyesi

EOY tanisi koyulmasinda tani kriteridir (13).

Son yillarda, ilagsiz olarak ovarian primordial folikiilleri aktive etmek tizerine
umut vadeden calismalar yapilmistir (14-16). Overe iyatrojenik olarak verilen
mekanik hasarin, primordial folikiillerin mekanik sinyaller ve bu sinyallerin yol agtig1
biyokimyasal faktorler araciligi ile aktive etmesi yoluyla primordial folikiil havuzu
yeterli olan hastalarda basariya ulasmakta oldugunu iddia eden ¢alismalar mevcuttur
(14-16). Ovarian kortekse verilen mekanik hasarin hipotalamo-hipofizer aks (HHA)
aktivasyonu ile folikiil gelisimini uyardig: iddia edilmektedir. Bu yol ile EOY nedeni
ile fonksiyonel over rezervi diislik olan hastalarda fonksiyonel over rezervinin tekrar

artirilabilecegi ileri siirlilmektedir (2).

Siklofosfamid (CTX) ile olusturulan EOY modelinde, PRP enjeksiyonu ve
intraovarian mekanik hasar sonrasi iyilesmenin PRP kaynakli m1 yoksa mekanik etki
kaynakli m1 gergeklestigi hakkinda bilgi saglayacaktir. Literatiirde bu kiyaslamay1
yapan iyi kurgulanmis bir ¢alisma mevcut degildir. Calismamizin amact; erken ovarian
yetmezlikte PRP enjeksiyonu sirasinda enjektor araciligiyla yapilan mekanik ovarian

hasarin; PRP enjeksiyonu ile bagimli ve bagimsiz olarak ovarian rezervi
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artirmasindaki katkisini incelemektir. Baska bir sdylemle; ilagsiz in vitro aktivasyon
yontemiyle gergeklestirilen folikiiler aktivasyon ile PRP enjeksiyonunun ve ilagsiz in

vitro aktivasyonun birlikte olan etkisi karsilastirilmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Erken ovarian yetmezlik; 40 yasin altindaki kadinlarda en az dort ay siiren
amenore ve postmenopozal seviyelere yiikselmis FSH seviyeleri ile karakterizedir.
Gorililme siklig1 40 yasin altindaki popiilasyonda %1°dir. Nedeni en sik idiyopatiktir
(%90). Diger sebepleri arasinda otoimmiin etiyolojiler, kemoterapi, radyasyon

toksisitesi, genetik ve daha az siklikta galaktozemidir(17).

Avrupa Insan Uremesi ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) kilavuzuna gore;
EQY tanisi koyabilmek i¢in en az dort ay boyunca oligomenore ya da amenore ve en
az dort hafta ara ile iki kez bakilan FSH seviyesinin 25 IU/I’den yiiksek olmasi
gerekmektedir(18). Gelisen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenen AMH da
FSH ile EQY tani, takibi ve over rezervi gibi hastaligin klinigini belirlemede yardimci

olmaktadir(13).

Gebelik beklentisi olan EQY tanili hastalarin bir¢ogunda tedavi imkani
oldukca kisithdir. Tedavisi miimkiin olmayan hastalar genellikle oosit donasyonu ile
gebe kalma ya da evlat edinme seceneklerine bagvurmaktadir. Ancak genetik
ebeveynlik istemi olan hastalarda bu ihtimal, hastaligin klinigi ile sinirlandirilmakta
olup, ¢ogu zaman miimkiin olmamaktadir. Uykudaki folikiillerin aktivasyonunda
aktive edici (Akt stimiile edici yol) ve inhibe edici (Hippo sinyal yolag1) yolaklarin bir
denge igerisinde oldugu iddia edilmektedir(17). Over dokusunun pargalanmasi ile
EOY tanili hastalarda Akt stimiile edici yolun uyarilmasinin saglandigi, folikiil

biiylimesinin gergeklestigi ve olgun oositlerin korundugu gosterilmistir ve bu teknige
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in vitro aktivasyon (IVA) teknigi adi verilmistir (19). In vitro aktivasyon yonteminin
uygulanmaya baslanmasi ile kendi oositleri ile gebelik isteyen EOY tanili hastalarda
bir tedavi potansiyeli olusmustur(17). Ancak Akt stimiile edici yolun uyarilmasinin
birtakim kimyasal yontem yardimi ile gergeklestirilebilmesi nedeni ile bu yol zamanla
terkedilmeye baslanmis, Hippo sinyal yolagi inhibisyonu araciligi ile gergeklestirilme
yoluna gidilmistir. Bu yola ilagsiz IVA yontemi adi verilmektedir. Hippo sinyal

yolaginin inhibisyonu da overe verilen mekanik hasar ile miimkiindiir(19).

Plateletten zengin plazma, tam kanin santrifiiji ile elde edilir ve sitokin ve
biiyiime faktorlerinden zengindir. Bu sitokin ve biiytime faktorleri, doku yenilenmesi
ve yara iyilesmesini hiicre gocii ve diferansiyasyonu yolu ile saglamaktadir. Ayni
zamanda folikiil gelisimini de sagladigi gosterilmistir (20). Bu agidan PRP’nin
intraovarian enjeksiyonunun, EQY tanili hastalarin tedavisindeki rolii son yillarda

arastirtlmaya baslanmistir(10).

Sicanlar iizerinde EOY modeli gerceklestirilip, PRP’nin ya da PRP ile bazi
sitokin ve biiyiime faktorlerinin intraovarian enjeksiyonuyla si¢anlarin FSH ve AMH
diizeylerini inceleyen, deney sonrasinda overleri histolojik olarak inceleyen ¢alismalar
mevcuttur. Bu ¢alismalarda PRP’nin PRP uygulanmayan gruptaki siganlara gére hem
kortikal hem mediiller over hacmini artirdig1, uykudaki folikiilleri aktive ettigi, pre-
antral ve antral folikiillerdeki folikiiler hiicre ve oosit ¢capin artirdigi, serum FSH ve

AMH seviyelerini artirdig1 gosterilmistir(3,7,11,21,22).

2.2. Erken Ovarian Yetmezlik

Erken ovarian yetmezlik, 40 yasindan Once goriilen amenoreyle birlikte
yiikselmis serum FSH seviyeleri ile karakterizedir. Normal karyotipe sahip hastalarda
30 yasindan once 1:1000 kadinda, 20 yasindan 6nce 1:10000 kadinda, direkt olarak
primer amenore ile 1:100000 kadinda goriilmektedir. Prevalanst etnik kokene gore

farklilik gostermekle birlikte Afro-Amerikanlarda, Kafkas-Amerikan ve Asyalilara
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gore daha sik goriilmektedir(23). The Study of Women'’s Health Across the Nation’'da
(SWAN), EOY tanisinin prevalansit %1.1 olarak gdsterilmis olup etnik kdkenlerine
gore dagilima bakildiginda Kafkaslarda %1, Afro-Amerikanlarda %1.4, ispanyollarda
%]1.4, Cinlilerde %0.5, Japonlarda %0.1 olarak gosterilmistir(24). Yapilan 2017
yilindaki bir ¢alismada dokuz kohort ¢aligsmasinin toplam 51,450 adet postmenopozal
hasta havuzundaki EOY oranlarina bakilmis ve bu oran %2 olarak bulunmustur(25).
2019 yilinda yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda; 1987 ve 2018 yillar1 arasinda EOY
prevalansi ile ilgili yapilmis olan tiim Ingilizce dilindeki, giivenilir verilere sahip,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine uygun, tam metin halindeki ve katilime1
sayist 130°dan 25.499’a kadar degisen katilimcisi olan toplam 31 adet ¢alisma
degerlendirilmistir(26). Yapilan bu c¢alismada EQY prevalansi %3.7 olarak iddia

edilmistir.

2.2.1. Erken Ovarian Yetmezlikte Klinik Degerlendirme ve Tam

Erken ovarian yetmezligin semptomlar1 kendini gostermeye basladigi yasa
bagli olarak degiskenlik gosterir(27,28). Adolesan donemde ergenligin gecikmesi ve
primer amenore; menars sonrast donemde diizensiz adet dongiisii ve infertilite ile
sonuglanan yetersiz Ostrojen liretimi ve sekonder amenore ile kendini gosterir. Turner
sendromu gibi genetik hastaliklara bagli olarak ya da otoimmun endokrinopatilerle

beraber de ortaya ¢ikabilmektedir.

Avrupa Insan Uremesi ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) kilavuzuna gore;
EOY tanis1 koyabilmek icin en az dort ay boyunca oligomenore ya da amenore ve en
az dort hafta ara ile iki kez bakilan FSH seviyesinin 25 IU/I’den yiiksek olmasi
gerekmektedir(18,29).Kandaki FSH diizeyinin iki kez bakilmasinin nedeni ise ovarian
fonksiyonlarin periyottan periyoda degiskenlik gdsterebilmesi ve 6l¢iim hatalarinin
Oniline gegebilmektir. Tan1 sonrast hastaligin seyrinin kesintisiz ve kalici olmasi
beklenirken, bazi vakalarda 6zellikle ilk yil icerisinde hafifleme ve alevlenmelerle

seyretmektedir(30).
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Tan1 konuldugu sirada hastalara detayli ileri inceleme dnerilmektedir. Tiroit
fonksiyon testi, vitamin B12 seviyeleri, serum ferritin seviyeleri EQY ile otoimmun
hastaliklarin da birlikte seyredebilmesi nedeni ile degerlendirilmelidir. Otoantikor
bakilmas1 otoimmun ooforitin hassas belirtecinin olmamasi nedeni ile
onerilmemektedir. Kiigiik yaslarda kendini gosteren EOY’de karyotip inceleme
onerilmektedir. Ultrasonografi ile goriintiileme normalden kiiciik goriilen over ve
folikiillerin goriilmesinin taniy1 desteklemesi nedeni ile 6nerilmektedir ancak klinik
seyir ve infertilite tedavisi agisindan net bir bilgi verememektedir. Over biyopsisinin
EOY tani ve takibinde yeri yoktur(29).

Anti-miillerian hormon; gelismekte olan folikiillerin (<8 mm ¢apindaki
predominant folikiiller) graniiloza hiicrelerinden tiretilen, primordial folikiil havuzunu,
bagka bir deyisle fonksiyonel over rezervi gosteren bir biyokimyasal
biyobelirtegtir(31-33). Normal menopoz ©ncesi donemden menopozal siirecin
baslamasina kadar over rezervinin giderek azaldigi, serum AMH seviyesinin kademeli
olarak geriledigi, serum FSH seviyesinin de arttig1 bilinmektedir(34). Her ne kadar bu
biyokimyasal biyobelirtegler fonksiyonel over rezervini ve menopozal donemi
gostermek i¢in kullanilabilirse de menopozun ve erken ovarian yetmezIligin ne zaman
baslayacagini 6nceden tahmin etmek igin kullanimlar1 6nerilmemektedir(29,35). Yine
bu konuda 2023 yilinda yapilmis olan, 28,858 hastay1 iceren ve 41 adet ¢calismay1 dahil
eden bir sistematik derlemede serum AMH degerinin menopoz ya da EQY baslangic
zamanlarin1 tahmin etmekte kullanilmasinin Onerilmedigi, ancak hasta yasi
kiiciildiikge bir miktar yol gosterici olabilece§i ve ¢ok diisiik seviyelerdeki serum
AMH seviyesinin  EOY tamisinin  disiiniilmesinde yardimci  olabilecegi

belirtilmistir(36).

Koenzim Q10 (CoQ10), in vivo oksidatif stresin olast biyobelirteglerinden
biridir. Serum kolesterolii ve CoQ10 ayni {iretim yolundadir ve kolesterol, CoQ10’un
ana tastyicisidir(37). Kolesterol seviyesi de serum CoQ10 seviyesinin en Onemli
belirleyicisidir(38). Erken ovarian yetmezlik tanili hastalarda, kontrol grubundaki

hastalara gore serumda bakilan CoQ10/total kolesterol seviyesinin anlamli derecede
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diisiik bulunmustur(39). Bu sonug da CoQ10’un sagladig1 antioksidan etkinin CoQ10

eksikliginde azalmasi ve EOY olusumunda etkin oldugunu akla getirmektedir.

Detayli aile 6ykiisii anamnezi ile %30 vakada diger aile iiyelerine de tani
konabilmekle beraber bu duruma genetik danigmanlik alinmali ve tarama
yapilmalidir(40). Aile 6ykiisii olan vakalarda kiigiik kromozom silinmelerinin nesilden
nesile aktarilabilmesi nedeniyle karyotip analizi Onerilmektedir. Frajil X taramasi
EOY hastalariin hepsinde Frajil X sendrom soyunun Onlenmesi ag¢isindan

yapilmalidir(40,41).

Ostrojen eksikligine bagl sicak basmalari, uyku diizensizlikleri ve vajinal
kuruluk gibi kendini gosteren belirtilerin yaninda; ani duygudurum degisiklikleri ve
kas agrilar1 gibi sessiz semptomlari fark edebilmek de tanida 6nem tasimaktadir. Erken
ovarian yetmezlik tanili hastalarda yasam kalitesini artirmada ve kemik sagligini
korumada hormon yerine koyma tedavisinin (HRT) yeri biiyiiktiir. Ostrojen
eksikligine bagli olarak kemik yogunlugunda azalma ve osteoporoz riski olusmaktadir.
Bu nedenle kemik mineral yogunlugu Sl¢iimii EOY tanist aninda yapilmalidir. Eger
yeterli kemik mineral yogunlugu ol¢iimii normal ve sistemik Ostrojen tedavisi
baslanmis ise tekrarlayan olgiimlerin klinik olarak ¢ok anlami1 olmamaktadir. Hormon
replasman tedavisi baglanmis ve osteoporoz tanis1 konmus ise her bes yilda bir kemik

mineral yogunlugu 6l¢iimii onerilmektedir(42).

Yeni bir teknoloji olan yapay zeka ChatGPT kullanimi ile EOY tanist koyma
ve medikal danigsmanlig1 konusunda 6nemli 25 adet sorunun ChatGPT’ye soruldugu
bir ¢alisma yapilmistir(43). Risk faktorii, goriintiileme, semptom, tedavi ve tedavi yan
etkilerini iceren bu sorular sonucunda cevaplar iki tecriibeli jinekoloji uzmani
tarafindan degerlendirilmistir.  ChatGPT bu sorularin 19’una yeterli cevap
verebilmistir (%76); geriye kalan alt1 sorudan besine yetersiz (%20), bir soruya ise
yanlis cevap vermistir (%4). Su asamada yapay zeka ile hasta destegi ve hastalik tanisi
icin yeterlilik olmasa da yapilacak olan ¢aligmalar ile ilerleyen yillarda miimkiin

olabilme ihtimali g6z onilinde bulundurulmalidir.
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2.2.2. Erken Ovarian Yetmezlikte Etiyoloji

Primer amenore etiyolojisinin %10-28’inde, sekonder amenore etiyolojisinin
ise %10’unda EOY rol oynamaktadir(44). Tan1 koyma ve genetik baglantilari
aydinlatmada gelisme saglanmasina ragmen, EOY tanisi alan hastalarin ¢ogunda
neden belirlenememektedir(28). Tablo 1.’de EOY’ye yol acan ana patojenik
mekanizmalardan bahsedilmistir(45-49).

Tablo 1. Erken ovarian yetmezlige yol acan ana patojenik mekanizmalar

EOQY sendromlar: Kromozom anomalileri ya da gen
mutasyonlari
Turner sendromu ve varyantlari Karyotip 45, XY/XX mozaisizmi, ring

X kromozomlari, izokromozomlar ve

digerleri

Otoimmiin poliendokrinopati sendromu | AIRE

tipl
Woodhouse-Sakati Sendromu DCAF17
Perrault Sendromu HSD17B4, HARS2, LARS2 CLPP
C10orf2, CLDN14p SGO2, KIAA0391,
ERAL1

Blefarofimozis, pitozis, epikantus FOXL2

inversus sendromu

Galaktozemi GALT
Psddohipoparatiroidizm tip la PHP1la
Ovariolokodistrofi EIF2B
Ataksi-telenjiektazi ATM
Demirhan Sendromu BMPR1B
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Erken Yaglanma Sendromu WRN, ANTXR1
Progresif eksternal oftalmopleji POLG
Fanconi anemisi FANCA, FANCM, FANCL,

FANCD1/BRCA2, FANCU/XRCC2

Sendromik olmayan EOY

Gen mutasyonlari

Ovarian fonksiyon kayb1

FSHR, GDF9, BMP15, FIGLA

Ovarian gelisim bozuklugu

NR5A1, FOXL2, SOX8, POLR3H

Miyoz bozuklugu

MSH4, MSH5, HFM1, BRCA2, RECS,

SMCI1B, SYCEL1, CPEB1, STAGS,

PSMC3IP, DMC1, MCM8, MCMY9,
NUP107, CSB-PGBD3, SPIDR,
TUBBS8, MEIOB, ZSWIM7

Primer kok hiicre bakim bozuklugu NOBOX, SOHLH1

a) Genetik Nedenler

Hastalar tizerinde 2023 yilinda yapilan EQY, polikistik over sendromu (PCOS)
ve hipogonadotropik hipogonadizm ve gen iliskilerini 55 adet calisma iizerinde
inceleyen bir sistematik derlemede; EOY ile iliskili olan toplam 209 adet gen
bulunmus olup en sik genler arasinda FOXL2 (12 calisma), FMR1 (10 calisma),
NOBOX (10 galisma), GDF9 (10 ¢alisma) ve FIGLA (9 ¢alisma) gosterilmistir(50).
Her ¢ patolojiyle de iliskili olan genler arasinda da FSHR, LHB, LEPR ve SFI

gosterilmistir.

Vakalarin %2’sinde kromozom anomalileri goriilmekte ve biiyiik gogunlugu X
kromozomu kaynakli anomalilerdir(51). Erken ovarian yetmezlikle iliskili olan X
kromozom defektleri arasinda X kromozomlarindan birinin parsiyel ya da tam

delesyonu (Turner Sendromu), trizomi X, X otozom translokasyonu gibi defektler
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bulunmaktadir. Turner sendromlu hastalarin %80-90’1 primer amenore ve geciken
ergenlik ile EOY tanisi almaktadir. Klinigin siddeti, X kromozomunun defekt
derecesine gore ve kaybedilen gen bolgesi ve miktarinda gore degisebilmektedir(52).
Over histolojileri tamamen fibrotik bir yapidan, tamamen korunmus bir over dokusuna
kadar degisebilmektedir. Monozomi X (45X), en ciddi etkilenen kesimi
olusturmaktadir. X kromozomunun parsiyel olarak delesyona ugradig1 ya da mozaik
45X/46 XX karyotipli tipleri siklikla tipik Turner sendromu fenotipinden yoksun olup,
sekonder amenore nedeni ile bagvuran EOY tanili hastalardir. Turner sendromu tanili
hastalarin biiyiik cogunlugunda ovarian yetmezlik prevalansi %80-90 arasinda olup en

cok primer amenore ve pubertenin baglamamasi durumlar1 mevcuttur.

X kromozom defektlerinin iki spesifik bolgede oldugu diistiniilmektedir.
Bunlardan biri Xq26-qgter (POI1), digeri Xq13.3-Xqg21.1°dir (POI12)(53). Kok hiicre
gelisiminden sorumlu bolgelerin de dahil oldugu ¢ok sayida mekanizma EOY tanisi
icin neden olarak diisiiniilse de bu kritik bolgeleri olusturan genler tam olarak
aydinlatilamamistir. Genel olarak X kromozomundaki yapisal tekrar diizenlemelerin
tek bir geni etkilemesinden ¢ok miyozda normal bdliinmeyi engelleyerek miyoz

hapsine ya da oositin atrezisine neden olarak etki ettigi iddia edilmektedir.

Yeni nesil dizileme (next-generation sequencing) yaklasimi ile ilgili son
gelismeler miyoz sirasindaki ¢esitli genlerdeki patojenik varyantlarin, EOY ile iligkili
oldugunu diisiindiirmektedir. Ornek olarak; sinaptonemal kompleks acisindan anahtar
roliindeki SYCE1 ve SYCE3 genlerindeki, kohezin kompleks diizenlenmesi i¢in
onemli olan STAG3, REC8 ve SMCIB genlerinin EOY ile iligkisi oldugu
gosterilmistir(54-57). DNA onarim genlerinden MEIOB, BRCA2, PSMC3IP, MCMS8,
MCM9, MSH4, MSH5, HFM1, FANCM, SPIDR, BLM, MLH3 gibi pek ¢ok
mutasyonun yine EQY ile iliskisi oldugu gosterilmistir(48,58-66). Miyotik bozukluk
ve DNA onarim gen defektleri ile ilgili olan patolojiler genel olarak sendromik
olmayan EOY ile iliskili olup, nadir de olsa Fanconi anemisi gibi over dig1 bulgularla
da gidebilmektedir(67).
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b) Otoimmun Nedenler

Erken ovarian yetmezlik tanili hastalarin yaklasik %30’unda sebep otoimmun
nedenlerdir (68). Endokrin (tiroidit, adrenal, hipoparatiroidizm, diabetes mellitus,
hipofizit) ve endokrin olmayan (kronik kandidiyazis, idiyopatik trombositopenik
purpura, vitiligo, alopesi, otoimmun hemolitik anemi, pernisiydz anemi, sistemik
lupus eritematozus, romatoid artrit, Crohn hastaligi, Sjorgen sendromu, myastenia
gravis, primer biliyer siroz, kronik aktif hepatit) pek ¢ok otoimmun hastalikla EOY
iligkisi gosterilmistir. Erken ovarian yetmezlik, otoimmun poliglandiiler sendromun
(APS) bir parcas1 olarak diger otoimmiin endokrinopatilerin eslik ettigi bir durum
olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Tek basina en sik birlikte goriildiigii otoimmiin

birliktelik, hastalarin %10’ unda goriilen hipotiroidizmdir (69).

Over hasarinda neden olan ¢esitli otoimmun yolaklarin gosterilmesine ragmen,
overe 6zgli bir otoimmun belirte¢ kanitlanmamis olmasiyla birlikte, baz1 patojenik
otoantikorlarin kesfedildigi iddia edilmektedir(70). Az sayida ¢alisma EQY tanili
hastalarda yapilan rutin immiinofloresan incelemelerde anti-ovarian antikor gortldiigii
iddia edilmis olmakla beraber, 6zgiilliikk ve patojenik rolleri glivenilir degildir. Anti-
ovarian antikorlarin gosterildigi az sayida ¢alismada insidans %4-69 gibi oldukga
genis bir araliga sahiptir(71). Diger aday gosterilen antikorlar arasinda direkt steroid
tireten enzimleri, gonadotropinleri ve reseptorlerini, korpus luteumu, zona pelluciday1
ve oositi hedef alan antikorlar bulunmaktadir. Ancak yine de tiim bu antikorlar EOY
tanisal biyobelirteci olarak kullanilamamaktadir. Bu nedenle EOY hastalarina
otoimmun etiyolojiye yonelik yapilan incelemeler sadece EOY ile goriilen otoimmun

hastaliklar1 belirlemede 6nem tasimaktadir.

Erken ovarian yetmezlik tanili hastalarda yapilan bir ¢alisma kan dolasiminda
interlokin-1a (IL-1a) seviyesinin saglikli kadinlara gore attig1 saptanmustir(72). Baska
bir ¢alismada farelerde EOY modellerinde serum seviyelerinde IL-6, I1L-8, IL-17,
TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokin seviyelerinin artmis oldugu

goriilmistiir(73,74). Antiinflamatuar sitokinlerden TGF-f seviyesinin azaldigi ve
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IFN- y seviyesinin arttigini gosteren bir ¢alisma da mevcuttur(75). Wang J. ve
arkadaglarinin yapmis oldugu 2023 tarihli bir mendelyan randomize bir ¢alismada
EQY tanili hastalarin serum VEGF ve IL-10 seviyelerinde anlamli derecede diisiis

oldugu goriilmiistiir(76).

Idiyopatik EOY hastalarinda periferik kanda T hiicreleri hareketinin arttig1
goriilmiistiir. Benzer bulgular Graves’ hastaligi, tip 1 diabetes mellitus ve Addison
hastaligi gibi otoimmun endokrinopatilerde de gdosterilmistir. Postmenopozal
kadinlarda da periferik kanda artmig T hiicresi hareketi goriilmektedir ancak EOY
tanili hastalarda, 6strojen seviyesinin degismesi ile hareketli T hiicre sayisinin azaldigi
da goriilmektedir. Bu nedenle hareketli T hiicresi sayisinin artmasina EOY’nin neden

oldugu ya da EOY’nin bir sonucu oldugu konusu tartismaya agiktir (69).

¢) Kanser Tedavisine Bagh Gelisen Erken Ovarian Yetmezlik

Son yillarda cocukluk c¢agi kanserlerinden oliimiin azalmasiyla kanser
tedavisine bagli EOY gelisen hastalarin siklig1 da artis géstermistir. Kanser tedavisine
bagli olarak EQOY gelisme riski seviyeleri degiskenlik gostermektedir(77,78).
Hematolojik kanserlerin tedavisi alkilleyici ajanlarin da dahil oldugu kombine
kemoterapi gerektirmekte olup, %80 infertilite ile sonuglanmaktadir. Erken evre meme
kanseri adjuvan kemoterapi tedavisi orta riskli gruba dahil olup, %20-80 ihtimalle
infertilite ile sonuglanmaktadir. Lenfoma ve bazi 16semi ¢esitlerinin tedavisi diisiik
riskli gruba dahil olmakta olup, %20’den az bir ihtimalle infertiliteye neden
olmaktadir(79).

Over, ilerleyen yasla radyoterapiye daha hassas hale gelmektedir(77). Pelvik
radyoterapi gerektiren tiimorlerde overlerin batin igcerisinde yerinin degistirilmesi ile
over hasart Onlenebilmektedir. Bir diger faydali oldugu iddia edilen yol ise
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) analogu ile over fonksiyonlarinin

baskilanmasidir. Birkag kiiclik capli ¢alisma bu yontemin faydasini savunmus olmakla
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beraber, genel olarak over fonksiyonlarinin korunmasi i¢in bu ydntemin yerini

oositlerin dondurulmasi almistir(79).

Genel olarak bakildiginda kanser tedavisi primordial folikiillerin apoptozunu
hizlandirarak, DNA’ya hasar vererek, overi besleyen damarlarin harabi ile overe hasar

vermektedir.

d) Erken Ovarian Yetmezligi Diger Sebepleri

Viral ooforitin idiyopatik EOY’nin sebeplerinden biri oldugu diistiniilmektedir.
Kabakulaga bagli ooforitin de bu sebeplerden biri oldugu iddia edilmistir. Ancak direkt
kanit niteliginde bunu destekleyen ¢ok az sayida olgu bildirimi mevcuttur(80).
Sigaranin erken menopoz sebebi olabildigi gibi EOY sebeplerinden biri de oldugu
iddia edilmektedir. Agir metaller, solventler, tarim ilaglari, plastikler ve endiistriyel
kimyasallarla ilgili veriler de mevcuttur(81). Galaktozemi hastaliginda ortaya ¢ikan
anormal metabolitlerin EOY’ye sebep olan over hasar1 ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir(82).

2.2.3. Erken Ovarian Yetmezlik Tedavisi

Ostrojen ve progesteron yerine koyma tedavisi, EOY hastalarina 50 yasina
kadar klinik rutinde uygulanmaktadir. Bu kesim i¢in HRT nin uzun dénem kar-zarar
orani i¢in veriler yetersizdir. Tedavinin hedefi, 50 yas iizerindeki normal menopoz
stirecindeki kadinlardan farklidir. Buna Ornek olarak geng hastalarda sekstiel
fonksiyon beklentisi daha yliksek olmasi nedenti ile normal dozun iizerinde bir dstrojen
yerine koyma tedavisi gerektirmektedir. Ek olarak topikal vajinal Ostrojen ve
testosteron destegi de diisiiniilmelidir. Hormon yerine koyma tedavisi, hastanin yagam
beklentisine gore deneme-yanilma yolu ile mevcut siiregte ilaglarin dozlariin

diizenlenmesi seklinde hasta agisindan en uygun tedaviye ulasabilir(83).
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Genel hatlar ile bakildiginda ESHRE kilavuzuna gore; (29)

Diisiik 6strojen semptomlarini gidermek(84), kardiyovaskiiler hastaliklari ve
kemik dansitesini korumak adina hastalara HRT 6nerilmelidir(42).

Hastalara HRT’nin dogal menopoz yasina kadar meme kanseri riskini
artirmadig1 anlatilmalidir(85).

Uterus mevcut ise, Ostrojen tedavisinin yaninda progesteron destegi de
endometrium kanserini 6nlemek adina 6nemlidir(86).

Turner sendromu nedeni ile EOY gelisen hastalara reprodiiktif ¢ag boyunca
HRT o6nerilmelidir(87).

Meme kanseri tanili hastalarda HRT kullanilmamalidir(88). Meme kanseri
hikayesi olmayan BRCA1/2 mutasyonu tasiyicilarinda profilaktik iki tarafli
salpingo-ooferektomi sonrast HRT planlanabilir(89).

Hipertansiyonu  olan  hastalar HRT  acisindan  kontrendikasyon
olusturmamaktadir. Transdermal Ostradiol daha giivenilir bir tedavi olarak
tercih edilebilir(90).

Venoz tromboembolizm Oykiisii olan ve artmis risk bulunan hastalara HRT
baslamadan oOnce hematoloji danigsmanligi istenmeli, baglanma karari
alindiginda transdermal Ostradiol daha giivenilir bir tedavi olarak tercih
edilebilir(91).

Obez hastalarda tercihin yine transdermal Ostradiol yoniinde olmasi

onerilmektedir (92).

a) Ostrojen Yerine Koyma Tedavisi: Oral Ostrojenler arasindan ostradiol

esterleri ve 17-beta Ostradiol, giinlik 0.5-4 mg doz ile tedavinin temelini

olusturmaktadir(93). Konjuge at Ostrojenleri, Ostradiole kiyasla daha yiiksek

hipertansiyon ve tromboz riski yarattigindan tercih edilmemektedir(94,95). Kombine

oral kontraseptifler (KOK), EQY hastalarinda diisiik de olsa gebe kalma ihtimalinden

dolay1 kontrasepsiyon isteyen hastalarda yaygin bir segenektir. Ancak KOK kullanima,

beraberinde iki sorun yaratmaktadir. Bunlardan biri, hap kullanilmayan haftalarda olan

ostrojen eksikliginin yillar icerisinde Ostrojen eksikligi semptomlarin1 artmasi ve
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kemik kaybini da hizlandirmasi; digeri ise 20 mcg etinil 6stradiol dozu ile minimalize

edilmis olmasina ragmen Ostradiole kiyasla yliksek olan tromboz riskidir(96).

Transdermal Ostrojen tedavisi karacigerde ilk gecise ugramaz, kullanimi
kolaydir ve tromboz riski ¢ok diisiiktiir(83). Dozu giinliik 25-100 mcg’dir. Subkutan
olarak Ostrojen tedavisi, 25-50 mcg Ostradiol tabletlerinin kalca ya da alt abdomene
yerlestirilmesi ile uygulanir. Topikal vajinal 6strojen, sistemik Ostrojen ile kullanilir.

Jel, tablet, pesser ya da vajinal halka seklinde uygulanir (97).

b) Progesteron Yerine Koyma Tedavisi: Ostrojen seciminden sonra normal
bir uterusu olan EOY hastalarinda progestin se¢imi yapilir. Norethisteron daha potent
bir progestin iken didrogesteron ve mikronize progesteron gibi daha az potent
progestinlere kadar pek c¢ok cesit mevcuttur. Daha potent progestinler ¢ekilme
kanamalarin1 daha iyi dengelerken, daha ¢ok yan etkiye sahiptir ve bu durumun
dengeli olas1 gerekmektedir. Deneme-yanilma yolu ile en uygun progestin secenegi
bulunmalidir. Oral ve transdermal kullanimda siirekli ya da aralikli (her ay 10-14 giin
boyunca) kullanima arasinda bir tercih yapilmalidir. Aralikli kullanim aylik menstriiel
sikliis kanamalar1 saglarken, stirekli kullanimda ger¢eklesmemektedir. Ancak siirekli
kullanimda 6zellikle gen¢ hastalarda ara kanama riski yiiksektir. Daha ileri yastaki
hastalarda levonorgestrelli rahim igi ara¢ (L-RIA) sistemik etkilerden kaginmak igin

uygun bir tercih olmaktadir(98).

c) Androjen Yerine Koyma Tedavisi: Kadinlarda testosteron ve pre-
androjen, androstenedion, dihidroepiandrostenedion (DHEA), ve DHEA siilfat
(DHEAS) seviyeleri 30-40 yaslarinda zirve yapar ve ilerleyen yas ile beraber 6zellikle
premenopozal donemde en diisiik seviyelerine ulasir. Diisiik testosteronun sebepleri
arasinda bilateral ooferektomi, hipopituitarzm, iyatrojenik olarak overin baskilanmasi
ve EOY bulunmaktadir(99,100). Total testosteron, serbest testosteron, DHEAS ve
androstenedion seviyelerinin 19-65 yas aras1 kadinlarda libido ve seksiiel fonksiyon
ile yakindan ilgisi vardir(101). Testosteron yerine koyma tedavisinin en Onemli

endikasyonu, azalmis libidonun ciddi problem yarattigi (HSDD; hipoaktif cinsel arzu
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bozuklugu,

hypoactive sexual

desire disorder) hastalardir(102-104). Ayrica

testosteronun kemik saglhigini da etkiledigi, yiiksek testosteron seviyelerinin kemik

kirilma ihtimalini azalttig1 gosterilmistir(105). Genel olarak testosteron yerine koyma

tedavisi, klinik olarak deneme amagl yapilabilir ancak alti aydir fayda gérmeyen

hastalarda tedavi kesilmelidir.

Tablo 2. Kilavuzlarin erken ovarian yetmezlik tamilh hastalarda HRT tedavisi ile

ilgili onerileri

Progesteron:
Medroksiprogesteron asetat
giinde 2,5-5 mg oral ya da
ayda 12 giin giinde 10 mg
oral; mikronize progesteron
giinde 100 mg veya ayda 12
giin giinde 200 mg oral

KOK: Ele alinmamis

Topluluk HRT Tercih edilen HRT dozu Tercih edilen Tedavi siiresi
kontrasepsiyon
Amerika
ENDO(106) Oneriliyor | Normal postmenopoz | Ele alinmamig | Dozun ve ilacin
(Endokrinoloji dozundan yiiksek doz (6rnek kullanilabilirligi
Toplulugu) olarak giinlik 100 pg nin giivenli
(2015) transdermal Gstradiol) oldugu zamana
Yan etkilere ve ilerleyen yas N dogal
ile doz diizenlenir Mmenopoz yasma
kadar
ACOG(107) Oneriliyor | Ostrojen: 17-B-6stradiol, | KOK, &strojen | Dogal menopoz
(Amerikan ginde 1-2 mg oral; replasman yasina kadar
Jinekoloji ve transdermal Ostrojen giinde | tedavisiile L- | ancak tedavi
Obstetri 100 pg; konjuge at dstrojeni RIA, bariyer hasta  bazinda
Dernegi) giinde 0,625-1,25 mg oral yontemleri kisisellestirilmel
(2021 giincel) idir
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NAMS(108) | Oneriliyor | HRT’de yiiksek dozlarm | Kontrasepsiyon | Dogal menopoz
(Kuzey KOK’lara gore daha iyi | amaciolan gen¢ | yasina kadar
Amerika kemik korumasi sagladigi | hastalarda KOK,

Menopoz iddia edilmektedir HRT’ye gore

Toplulugu) daha uygun bir
(2022) se¢im olabilir

Uluslararasi

EMAS(109) Oneriliyor Belirtilmemis Belirtilmemis | Dogal menopoz
(Avrupa yasina kadar

Menopoz ve

Andropoz

Toplulugu)
(2015)

NICE(110) Oneriliyor HRT (Belirtilmemis) KOK En az dogal
(ingiltere menopoz yasima

Ulusal Saglik kadar
ve Klinik

Miikemmellik

Enstitiisii)

(2019 giincel)

IMS(105) Oneriliyor | Ostrojen: 17-B-6stradiol, | Devamli KOK, | En az dogal

(Uluslararast giinde 2 mg oral; transdermal Ostrojen menopoz yasina
Menopoz Ostrojen giinde 75-100 ug; replasman kadar

Toplulugu) konjuge at Ostrojeni giinde | tedavisi ile L-

(2016) 1,25 mg oral; etinil 6stradiol RIA

giinde 10 pg oral

Progesteron:
Medroksiprogesteron asetat
giinde 2,5-5 mg oral ya da
ayda 12 giin giinde 10 mg
oral; mikronize progesteron
giinde 100 mg veya ayda 12
giin giinde 200 mg oral

KOK: Ele alinmamis
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ESHRE(29)
(2016)

Oneriliyor | Ostrojen: 17-B-6stradiol, | Ele almmamis | En az dogal
konjuge at Ostrojenlerine ve menopoz yasina
etinil Ostrojene gore tercih kadar
edilmelidir
Progesteron: Mikronize

progesteron giinde 100 mg
veya ayda 12-14 giin giinde
200 mg oral; didrogesteron
ayda 12-14 giin giinde 5-10

mg oral

Kilavuzlar, bu HRT kullanimlarinda kontrendikasyonun olmadigin

varsaymistir. Genel hatlari ile kontrendikasyonlara bakilacak olursa(111);

Tan1 konmamis anormal uterin kanama

Meme kanseri veya oykiisii

Ostrojen bagimli kanserler

Akut derin ven trombozu

Pulmoner emboli

Aktif arteryal tromboembolik hastaliklar (inme, miyokard iskemisi) ya
da oykiisii

Bilinen anafilaktik reaksiyon oykiisii, 0strojen preparatlarina karsi asir1
hassasiyet

Anjioddem Oykiisii

Protein C, protein S, antitrombin eksikligi, faktér V leiden mutasyonu,
faktor 2 mutasyonu, antifosfolipid sendromu

Artmis safra kesesi hastaliklari riski olan hastalarda dstrojen dikkatli
kullanilmalidir. Hiperkalsemi, gérme kaybi, ciddi hipertrigliseridemi,

kolestaza bagli sarilik durumlarinda dstrojen kesilmelidir.
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2.2.4. Erken Ovarian Yetmezlikte Fertilite Secenekleri

a) Spontane Fertilite

Sinirlt sayidaki vakada, tanidan hemen sonraki donemde seyreden ve normal
ile anormal degerler arasinda dalgalanma gdsteren hormon seviyeleri nedeni ile %5-
10 oraninda spontane gebelik izlenmistir. Bu vakalarda gebelik sonrasi kayip %20
oraninda bildirilmistir ve bu sonug¢ normal popiilasyondaki orani ile aynidir. Sistematik
bir derlemede ovulasyonu saglama amaciyla EOY tanili hastalarda bir¢ok medikal

tedavi denenmistir ancak hepsi basarisiz bulunmustur(112).

b) Oosit Bagisi

Son 20 yildir EOY tanisi alan hastalarin biiylik cogunlugunda en ¢ok ¢oziim
saglayan yaklasim oosit bagisi ile gergeklestirilen yardimei lireme teknikleridir
(YUT). Ancak oosit donasyonu her iilkede miimkiin olmamaktadir. Bagislanan oosit,
partnerin spermi 1ile fertilize edilir ve olusan embriyolar arasindan en 1iyisi

implantasyon i¢in segilir(113).

c) Embriyonun Dondurulup Saklanmasi

Bu yontem daha ¢ok kanser tedavisi plani olan ve kontrollii ovulasyon
indiiksiyonu i¢in yeterli vakit olan hastalar gibi EOY gerceklesmesi beklenen ancak

gebeligi ertelemek isteyen ¢ok kisitli bir kesim hastalara uygulanmaktadir(114).
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d) Oositin ve Over Dokusunun Dondurulup Saklanmasi

Kanser tedavisi alacak ve EQY gelisimi i¢in risk olusturacak durumu olan
hastalarda tercih edilen yontemlerden biri olan oositlerin dondurulup saklanmasi,
kontrollii ovulasyon indiiksiyonu gerektirmektedir ancak embriyo dondurulmasindan
farki sperm gereksinimi olmamasidir. Gebelik ihtimali embriyo dondurulmasi
yontemine gore daha azdir(115). Ergenlik sonrasi iyatrojenik EQY tehlikesi ile kars1
karsiya olan hastalarda yapilan bir ¢alismada, in vitro maturasyon (IVM) ile oositin
dondurulup saklanmasi yontemi denenmistir(116). IVM ile birlikte mayoz II fazinda
elde edilen ve dondurulan oosit sayisi, [IVM kullanilmadan elde edilenlere gore daha
fazla olmustur. IVM, IVF merkezlerinde genel olarak sik kullanilan bir yontem
degildir ve olgunlasmamis oositler genelde diglanmaktadir. Ancak geng eriskinlerde
yapilan bu c¢aligmada IVM yonteminin eklenmesiyle, eklenmeden yapilan oosit

dondurulup saklanmasina kiyasla %40 daha fazla olgun oosit elde edilmistir(117).

Yine kanser tedavisi alacak ve EOY igin risk yaratacak durumlari olan geng
hastalarda over dokusunun ilerleyen yillarda fertilizasyon amag¢li dondurulup
saklanmas1 miimkiindiir. 2015 yilinda yapilmis olan bir derlemede, overin ya da over
korteksinin dondurulup saklanilmasinin ardindan tekrar kullanilmasinin ardindan
hastalarda toplam 40’tan fazla canli dogum ile sonuglandigi gosterilmistir. Avantajlar
arasinda ergenlik Oncesi hastalarda uygun olmasi, sperm gerektirmemesi
gosterilmektedir. Bu doku pelvise tekrar ekilebilir, spontane ya da in vitro fertilizasyon
(IVF) ile fertilizasyon i¢in hastalar takip edilebilmektedir. Ancak ortalama basari
oranini belirlemek igin bu islem daha siirecin ¢ok basindadir(118,119).

Hasta se¢imi konusunda Edinburgh kriterleri baz alinir;

e <35 yas olmasi.

e >15 yasinda tan1 aninda daha 6nce kemoterapi ya da radyoterapi
almamis olmasi; <15 yasinda tan1 aninda hafif ya da tireme organlarina
zarar vermeyen kemoterapi kabul edilebilmektedir.

e Enaz 5 yil yasam siiresi olmasi.
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e EOQY riskinin yiiksek olmas1 (>%50).

e Bilgilendirilmis onam alinmasi.

e Hepatit B, insan immiin yetmezlik viriisii ve sifiliz serolojilerinin
negatif olmasi.

e (Gebe olmamasi ve cocugunun olmamas.

Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM); her ne kadar oosit dondurulup
saklanmasi islemini ergenlik sonrasi hastalar igin 6neriyor olsa da(120), bu kesimde
fertilite korunmasinda daha sik olarak over dokusunun dondurulup saklanmasi islemi
uygulanmaktadir(121). Bu nedenle literatiirdeki veriler ovulasyon indiiksiyonu ve
oosit dondurulup saklanmasi 18 yasindan kii¢iik(122), ergenlik sonrasi hastalar ile az
sayida hastalarin oldugu calismalarla sinirlidir(123-125). ASRM tarafindan yapilan
bu Onerinin nedenleri arasinda ergenlik ¢agindaki hastalarda overin gonadotropinlere
cevabi, olgunlasmamis HHA nedeni ile yetersiz olmasi hipotezidir. Baska bir neden
de Turner sendromlu ergenlik ¢agindaki hastalarda olgunlagmis oosit elde edilebilme
sansinin daha az olmasidir(123,126). Bu ¢alismalarla beraber goriildigii tizere IVM
gibi oosit olgunlastirmaya katkida bulunan yontemleri ergenlik ¢cagindaki hastalarda

deneyen ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir(116).

e) Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisi

Cok cesitli dokulara farklilagabilme kapasiteleri olan ve kandan, plasentadan,
umbilikal korddan, yag dokudan, kemik iliginden ve adet kanindan elde edilebilen
mezenkimal kok hiicreler (MSCs) EOY tedavisinde biiylik bir potansiyel
olusturmaktadir(127). Yapilmis olan kii¢iik ¢aptaki hayvan c¢alismalarinda insan
umbilikal kordundan, insan kanindan, insan kemik iliginden elde edilen MSCs’nin
EOY modeli olusturulmus ratlara ekilmesinin ardindan ovarian fonksiyonlarin arttig1
gosterilmistir(128-133). 2023 yilinda yapilmis olan bir meta-analizde EOY modeli
olusturulmus ratlarda MSCs ekimi sonrasi folikiil ve hormon seviyeleri

incelenmistir(134). Primordial, primer ve sekonder folikiillerin ve serum Ostrojen ile
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AMH seviyesinin anlamli derecede arttigi; FSH seviyesinin anlamli bir farklilik

gostermedigi saptanmaistir.

2.3. In Vitro Aktivasyon

Primordial folikiillerin preantral doneme aktivasyonu iki 6nemli sinyal yolagi
olan Hippo yolag1 ve Akt yolagi tarafindan kontrol edilmektedir. In vitro aktivasyonun
EOY tanili hastalarda folikiil gelisimini nasil sagladigini anlayabilmek i¢in bu iki
yolagin isleyisini anlamak gerekmektedir(17).

2.3.1. Overi Parcalara Ayirmak, Hippo Sinyal Yolag: ve Akt Sinyal Yolag

Hippo sinyal yolagi, tiim hayvan hiicrelerinde ideal organ biiylikligi ve
gelisimini saglamada 6nemlidir(135). Bu yolak; bir kinaz kaskatinda rol oynayan
Hippo sinyal yolag: tarafindan fosforile edilip etkisiz hale getirilen, ¢esitli negatif
bliyiime ve gelisme diizenleyicilerine (Yes-bagimli protein [YAP]/PDZ bagimli motif
ile transkripsiyonel koaktivatorii [TAZ]) sahiptir. Hippo sinyali bozuldugunda YAP
fosforilasyonu azalir ve hiicre ¢ekirdegindeki miktar1 artar. Sonrasinda YAP/TAZ
sinyali, baz1 hiicre i¢i sinyal proteinlerinin artmasini (CYR61, bag doku biiyiime
faktorii [CTGF] ve nefroblastoma overexpressed [NOV]; hepsinin tek bir sdylemi ile
CCN), matriks — hiicresel biiytime faktorleri artmasini ve hiicre gelisimini uyarir.
Hippo sinyal yolaginin rolii bu zinciri 6nlemektir ve bunu YAP, TAZ ve diger
transkripsiyon faktorlerini fosforile edip etkisizlestirerek, bunu sonucunda da organ

gelisimini durdurarak gergeklestirir(136).

Overde Hippo sinyal yolagi, primordial folikiillerin uyarilmasini 6nlemektedir
(Sekil 2). Bu yolak, over dokusunun mekanik olarak hasari ile baskilanabilmektedir.
Aktin polimerizasyonunun artmasi, fosforile YAP miktarin1 azaltir ve hiicre
¢ekirdeginde olan YAP miktarini artirir(137). Bunun sonucunda da CCN biiylime
faktorlerinin ve baculoviral inhibitors of apoptosis repeat containing (BIRC) apoptoz
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inhibitorlerinin {iretimi artar ve ovarian folikiillerin gelisimi icin gereken molekiiler

basamak gergeklesmis olur(137).

Eger IVA ilach olarak yapilacaksa, primordial folikiil uyariminda ikinci en
onemli yolak Akt (protein kinaz B) sinyal yolagidir. In vitro aktivasyonda Akt sinyal
yolaginin iki iiyesi, fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3 kinaz) ve 10.kromozom iizerinde
yer alan bir tiimor baskilayici gen olan protein tirozin fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), hedeflenir. Bir tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan gen olan C-kit, Akt sinyal
yolagini, fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat1 (PIP2) fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata
(PIP3) c¢eviren PI3 kinaz aktivitesini artirarak uyarir. Daha sonra PIP3,
fosfatidilinozitol bagiml kinaz-1’1 (PDK1) aktive eder ve bu Akt aktivasyonu ile
sonuglanir. Hiicre ¢ekirdeginde Akt aktivasyonu, forkhead box O3 (FOXO3)
transkripsiyonel aktivitesini baskilar ve bu da primordial folikiil uyarimini saglar (sekil
2). Akt sinyal yolaginin bir diger iiyesi PTEN, PIP3’l defosforile ederek PIP2’ye
cevirir ve PI3 kinaz sinyalini dolayisiyla Akt sinyal yolagini baskilar(138,139).
Sekonder folikiillerde bulunan graniiloza hiicrelerinin PTEN gen delesyonlar

sonucunda folikiiliin biiylimesinin saglandigi gosterilmistir(140).
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Sekil 1. Mekanik hasar ile Hippo sinyal yolag baskilanmasi1 ve folikiil
uyarimi(141)
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2.3.2. Hayvan Modelleri

Hayvan modellerinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma gostermistir ki PI3 kinaz
aktivitesinin artirilmasiyla veya PTEN baskilanmasi ile gerceklestirilen Akt sinyal
yolag1 aktivasyonunun primordial folikiil uyarimini1 saglamaktadir®®. Adhikari ve
arkadaglarmin yapmis oldugu bir calismada, bisperoksovanadyum (bpV; PTEN
baskilayici) ile islem yapilmis ve bobrek kapsiilii altinda olgunlasmaya birakilmis
sigan overinden yapilan IVF ile canli yavru elde edilmistir(142). Li ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada, 3 giin boyunca bpV ve 740YP (PI3 kinaz uyaricisi) ile
in vitro olarak enkiibe edilmis fare overleri daha sonra yetiskin bobrek kapsiillerine
ekilmistir. 48 saat sonra primordial folikiillerin yarisindan fazlasinda FOXO3 {iretimi
izlenmistir. Bu hayvanlardan bakilan serum AMH seviyelerinin de arttig

izlenmistir(143).
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Hippo sinyal yolaginin baskilanmasinin arastirildigr bir ¢aligmada 10 adet
kemirgen over dokusunun pargalandig1 giin incelenmistir ve YAP fosforilasyonunun
azaldigi, CCN biiyiime faktorii transkripsiyonunun arttig1 gosterilmistir. Bu, Hippo
sinyal yolaginin baskilandiginin bir kanitidir. Bu nedenle giincel IVA protokollerinde
ilk adim over verilen mekanik hasardir(137,144). Baska calismalar gostermistir ki
PTEN, tuberin/tuberoskleroz kompleksi (TSC1/2), ya da FOXO3 iizerindeki
delesyonlar primordial folikiiller {izerinde oldukga uyarici bir etkiye sahiptir(145—
147).

Ug boyutlu biyoyazici ile elde edilen yag dokudan kaynakli kok hiicreler ve
ilags1z IVA yonteminin beraber denendigi EOY modeli olusturulmus ratlarda denenen
bir ¢aligmada, kontrol grubuna gore bu ratlarda folikiil sayilarinin arttig1, graniiloza
hiicrelerinin gelisiminin saglandigi, PI3K/Akt yolag: ile neoanjiogenezin arttigi ve

serum AMH diizeyinin anlamli derecede arttig1 gosterilmistir(148).

Bu calismalar ile goriilmektedir ki, over dokularina hasar vererek Hippo sinyal
yolagimin baskilanmasinin ardindan PTEN baskilayicilarla Akt sinyal yolagi
uyariminin, PI3K uyaricilari olsun ya da olmasin, sicanlarda primordial folikiil

gelisimini saglamaktadir.

2.3.3. Insanlarda In Vitro Aktivasyonun Uygulanmasi

Giincel bilgilerin PI3K/Akt/FOXO3 ve Hippo yolaginin folikiil gelisiminde
olan faydalarini gostermesinin ardindan IVA yontemi EOY tanili hastalar1 tedavi
etmek i¢in kullanilmaya baglanmistir. Bu yaklasimda, over korteksi yaklagik 1-2
mm’lik kiigiik kiipler halinde dilimlenir ve in vitro kiiltiire PI3K uyaricilart ve PTEN
baskilayicilart ile birlikte iki giin boyunca birakilir. Ardindan fallop tiiplerinin
serozasinin altna ekilir(141). Cesitli ¢aligmalar bu yontemin giivenliligini ve
etkililigini aragtirmistir; bu yontem ile bildirilen ilk gebelik, 27 adet EQOY tanili

37,3+£5,8 yas araliginda ve uzun siiredir (6,8+2,1 yil) amenoresi olan hastalarin
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incelendigi Kawamura ve arkadaslarinin 2013 yilinda gerceklestirdigi bir
calismadir(137). Laparoskopik cerrahide overler ¢ikarilmis ve 1x1 ¢cm en ve boy, 1-2
mm kalinliginda pargalara boliinmiistiir. Histolojik incelemede bu 27 hastadan
13’linde rezidiiel folikiiller izlenmistir. Ardindan dondurulmus olan bu parcalar
yaklagik 100 adet (1x1x1 mm) esit kiibik pargalara ayrilmistir ve Akt uyaricilartyla
beraber 2 giin inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan bu pargalar fallop tiipii serozasinin
altina ekilmistir. Ovarian uyaricilarin baglanmasi ile haftalik vajinal ultrasonografi
takibine alinmiglardir. Sekiz hastada folikiil gelisimi izlenmis, bes hastada basaril1 bir
sekilde olgun oositler intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) igin elde
edilebilinmistir. Bu yol ile saglikli ve zamaninda dogan bir bebek elde edilmistir. Bu
yontemi kullanan diger ¢aligmalarda da IVF yontemi ile saglikli ve canli dogumlar

elde edilebilmistir(149,150).

2.3.4. Tlagsiz (drug-free) In Vitro Aktivasyon

In vitro aktivasyonun, PTEN baskilayic1 ya da PI3 kinaz uyaricilar1 gibi

ilaglarla saglanmasinin {i¢ temel problemi bulunmaktadir.

a) Cerrahi girisim sayis1: iki kez laparoskopik girisimin gereklidir. Tlk girisim
over korteksi elde edebilmek i¢in, ikinci girisim de elde edilen korteksin in vitro

aktivasyonu sonrasi ototransplantasyonu i¢in gerekmektedir.

b) Karsinojenik etki: Kullanilan PTEN baskilayicilar, PI3 kinaz uyaricilari,
Akt sinyal yolu uyaricilar gibi ilaglar; hiicre biiytimesi, gelismesi ve farklilagsmasinda
gorev alan hiicre i¢i yolaklar ile iliskili oldugundan karsinojenez riski tagimaktadir.
Over ve tuba kanseri de dahil olmak {izere pek ¢cok kanser ¢esidinin ortaya ¢ikmasinda
PTEN-PI3K-Akt yolagi rol oynamaktadir(151). Bu nedenle giivenilirlik agisindan

insanlar tizerinde yapilmasi gerek genis kapsamda caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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¢) Doku hasar1 ve nekroz riski: Iki giin siiren in vitro over dokusu kiiltiirii

zamanla doku hasar1, nekroz ve programli hiicre 6liimii ile sonuglanabilmektedir.

[lags1z IVA’nin ilag yardimiyla yapilan IVA’dan farki, ayn1 seansta hem over
korteks hasar1i hem de ototransplantasyonun gerceklestirilmesi ve ilag ile 2 giin siiren
kiiltiir asamasinin olmamasidir. Bu yeni yaklagim gerekli operasyon sayisini
azaltmakta ve ovarian dokunun dondurulup saklanmasi ile buna bagl folikiil kayb1
riskini de azaltmaktadir. Klinik pratikte de uygulanmasi daha kolay olan bu yontemde
hem potansiyel karsinojenik etkileri olan PTEN baskilayicilarinin etkisinden(152)
hem de Akt yolagi uyarimina bagl olarak primordial folikiillerde ortaya ¢ikabilecek
DNA hasarindan kaginilmis olunur(153,154). Fabregues F. Ve arkadaslarmin 2018
yilinda yapmis oldugu bir calismada ilagsiz IVA yontemi ile hiicre kiiltiirii
kullanilmadan, sadece Hippo sinyal yolagi aktivasyonu araciligiyla ve ovulasyon
uyaricilar ile iki adet olgun oositin elde edildigi, IVF yontemi ile EOY tanili bir
hastada gebelik gerceklestigi bildirilmistir. Bu ¢calisma ilagsiz IVA yontemi ile gebelik
saglanan ilk calismadir(155). ilagsiz IVA hakkinda yapilan en genis calisma 2020
yilinda Ferreri J. ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Toplam 14 adet EOY tanili
hastanin besinden oosit elde edilebilmistir ve bu bes hastadan dordiinde gebelik
saglanabilmistir(156). Karsit goriisteki baska bir ¢alismada EOY tanili hastalarda
ilagsiz IVA’nin etkinligi arastirilmistir(157). Prosediiriin uygulanmasindan sonra 10
hafta boyunca takip edilen 20 adet EOY tanili hastada siire¢ sonunda antral folikiil
sayilarinda ve serum AMH seviyelerinde anlamli bir artis olmamistir. Ancak buna
ragmen, 12 adet hastada gebelik gerceklesmistir. Bu durum da akla gelistirilmis dogru
takip prosediirii ve uzun stiregteki folikiiler gelisimi 6ngoérmede yetersiz giincel bilgiyi

getirmektedir.
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Sekil 2. Hippo ve Akt Sinyal Yolaginin Hiicredeki Etkileri(17)

PA/PRO
740YP

‘ Wht Signal
. A Meiotic PDE3A
R-spondin2 | Arr
actim>F actin B esk *l ,
cAMP

msT1/2 7 LATS1/2

ASP/ S1P

Pre-antral/antral

2.4. Plateletten Zengin Plazma

Plateletten zengin plazma, tam kandan iki kez yapilan santrifiij yolu ile elde
edilmektedir. Santrifiij sonrasi ayirma islemi ile eritrositler ayrilir ve biiylime
faktorlerinden zengin plazma kismi alinir(158). Plateletten zengin plazma igerisinde
bulunan plateletlerde; aktive olduklarinda hiicre biiylimesini, hiicre farklilagmasini ve
anjiyogenezi uyaran alfa graniiller bulunmaktadir(159). Yine igeriginde kollajen
sentezi, fibroblast kemotaksisi, makrofaj aktivasyonu, immiin hiicre kemotaksisi,
endotelyal hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonu, epitelyal ve mezenkimal hiicrelerden
sitokin saliniminda rol oynayan biiyiime faktdrleri bulunmaktadir. Tablo 3’te PRP

bilesiminden ve bilesenlerin gérevlerinden detaylica bahsedilmektedir(159,160).
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Tablo 3. Plateletten zengin plazmanin ana bilesenleri(159,160)

Kemokinler ve sitokinler

Interlokin-1 B (IL-1 B)

Hiicre gelisimi,

Proteaz neksin-1 ve -2
Doku  faktori
inhibit6rii (TFPI)

yolagi

interlokin-8 (IL-8) farkh_lasmasu
Platelet faktor 4 (PF4) ""lc’o_l_f"tOZ
CDA40 ligand: e Anjiogenez
Makrofaj  inflamatuar * Doku
protein-1o, (MIP-10) perfiizyonu
C-C motif kemokin e Hucre goci
ligandi 2 ve 5 (CCL2 ve * Hi-icre
CCL5) migrasyonu
Stromal hiicre kaynakli e Inflamasyon
faktor-1a (SDF-1a)

Pihtilasma faktorleri ve Faktor V e Pihtilagmanin

inhibitorleri Faktér IX diizenlenmesi
Antitrombin
Faktor S
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Biiyiime faktorleri

Transforme edici biiyiime
faktori-p (TGF-B)
Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF)
Insiilin-benzeri  biiyiime
faktorleri (IGFs)

Platelet kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF)
Epidermal biiyiime
faktorii (EGF)

Basit fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF)

Fibroblast bliylime
faktorii 2 (FGF2)
Hepatosit biiylime faktorii
(HGF)

Graniilosit makrofaj-
koloni-uyaran faktor
(GCSF)

Hiicre gelisimi,
farklilasmasi ve
kemotaksisi igin
gerekli gen
transkripsiyonu
Direkt etki ile
hiicre  gelisimi,
cogalmasi ve
kemotaksisi
Immun  sistem
hiicrelerinin
uyarilmasi
Damar gelisimi
Mezenkimal
hiicre ¢ogalmasi
ve gelisimi

Doku onarimi

Adezyon proteinleri
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Immun medyatérler e Kompleman C3 énciisii * Inflamasyonun

e Kompleman C4 énciisii diizenlenmesi

e Faktor D, faktor H, faktor
I

e (I baskilayici

e Immunoglobulin G (IgG)

Tedavi amact ile yapilan PRP enjeksiyonunun teorisinde; viicudun doku
yaralanmasina yanit olarak olusturdugu aktif plateletlerin gocli ve biiyiime
faktorlerinin salinimi gibi dogal fizyolojik yanit yatmaktadir(161). Son yillarda PRP
enjeksiyonu, kas-iskelet yaralanmalari(162,163), artritler(164,165), goz ¢evresi doku
onarimi (166), dis hekimligi(167), yara iyilesmesi(168), alopesi(169) gibi ¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir. Diisiik over rezervi ve EOY tamili hastalarda IVF
oncesinde intraovarian PRP enjeksiyonu da kullanim alanlar1 arasindadir
(159,170,171). Tablo 3’te bahsedilen bilesenlerin ovarian kok hiicreleri uyarmasi ile

ovarian kok hiicrelerinin oosite farklilagsmasini sagladigi iddia edilmektedir(159).

Intraovarian PRP enjeksiyonunun EQY tanili hastalara etkisini arastiran bir
pilot ¢alismada 311 hasta takip edilmistir(171). Aralarindan 23 hastada (%11,6) dogal
yollarla gebelik, 13 hastada IVF ile gebelik (transfer basina %22,8 gebelik oran,
toplam %#4) elde edilmistir. Biitiintiyle %8 canli dogum, %8 embriyolarin dondurulup
saklanmasi ile sonuglanmistir. Aralarindan 201 adet hastada (%64,6) yardime1 iireme
teknigi kullanilabilinecek diizeyde folikiil gelisimi saglanabilinmistir. Bunu

destekleyen olgu bildirimleri de literatiirde mevcuttur(172,173).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada toplam 31 adet (28 adet rastgele dort farkli gruba, 3 adet rat PRP
elde edilmesi i¢in intrakardiyak kan temini amaciyla) disi Whistar Albino rat
kullanilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Multidisiplin Laboratuvar
Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edilen ratlarin ¢alismaya dahil edilmistir. Deney
stiresi boyunca ratlar laboratuvar kosullarinda takip edilmistir (24 + 2°C oda sicakligi,

%350 £ 10 bagil nem, 12:12 saat gece-giindiiz dongiisii, standart yem ve su).

Kontrol grubu (n=7); 0. giin 1 mL/kg intraperitoneal tek doz %0,9 NaCl iceren

serum fizyolojik uygulanmstir.

Erken ovarian yetmezlik grubu (n=7); 0. giin 150 mg/kg intraperitoneal tek doz

siklofosfamid enjeksiyonu uygulanmustir.

Erken ovarian yetmezlik + PRP enjeksiyonu +MOH grubu (n=7); 0. giin 150
mg/kg intraperitoneal tek doz siklofosfamid enjeksiyonu, 15. giin intraovarian PRP

enjeksiyonu (550.000 platelet/ 200 ul serum fizyolojik) uygulanmstir.

Erken ovarian yetmezlik + PRP + MOH grubu (n=7); 0. giin 150 mg/kg
intraperitoneal tek doz siklofosfamid enjeksiyonu, 15. giin insiilin enjektorii ile

mekanik ovarian hasar gerceklestirilmistir.

Erken ovarian yetmezlik + PRP +MOH grubu ve EOY + MOH grubunda yer
alan deneklere eter ile genel anestezi altinda uygulanmistir. Batin cildinin tiraglanmasi
ve %10’luk povidin iyot ¢ozeltisi ile cilt antisepsisinin saglanmasinin ardindan, sag ve
sol overe ulasabilmek amaciyla gobek altt median (GAM) ii¢ santimetre vertikal kesi
yapilmistir. Ardindan EOY+PRP+MOH grubundaki ratlarin her iki overine de insiilin

enjektort ile 200 ul PRP enjeksiyonu, dort kez uygulanan penetrasyon ile sag - iist,
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sag - alt, sol - {ist ve sol - alt seklinde kadranlara ayrilmis olan overlerin her bir
kadranina bir adet penetrasyon yapilmis sekilde enjekte edilmistir. Erken ovarian
yetmezlik+MOH grubundaki ratlarin overine sadece mekanik hasar olusturmak
amaciyla insiilin enjektori, EOY + PRP + MOH grubundaki ratlara yapilan

penetrasyon sayisi ile ayni sayida (dort kez) penetre edilmistir.

Tiim hayvanlar deneyin 15. giiniinden itibaren sekiz hafta sonra, eter anestezi
altinda genel anesteziye alinarak ratlarin abdominal ve torakal bolgesi insizyon ile
acilmis ve FSH, AMH diizeylerine bakilmasi i¢in intrakardiyak yaklagik 2,5 mL kan
ornegi almmustir ve sakrifikasyon gergeklestirilmistir. Ardindan overler histolojik

caligmalar kullanilmak tizere %10’luk formalin igerisine alinmistir.

3.1. Erken Ovarian Yetmezlik Modelinin Olusturulmasi

Erken ovarian yetmezlik modelinin olusturulabilinmesi i¢in yapilan pilot
calismada t¢ farkli doz (100, 125 ve 150 mg/kg intraperitoneal siklofosfamid)
denendi. Histolojik veriler sonucunda 150mg/kg intraperitoneal siklofosfamid
dozundan EOY modeli olusturulmustur. Erken ovarian yetmezlik modeli
olusturulacak olan ratlarda maksimum etki agisindan intraperitoneal siklofosfamid

enjeksiyonu sonrasi 15 giin beklenmistir(14).

Modelin olusup olusmadiginin kontrolii i¢in Ostriis siklusuna bakilmistir.
Siklofosfamid enjeksiyonundan bir hafta 6nce ve bir hafta sonra yedi giin boyunca
vajinal smear yapilmistir. Numuneler, hematoksilen & eozin (H&E) boyama ile
boyanarak sitolojik olarak incelenmistir. Ostrus siklusunun sitolojik degerlendirmesi;
epitelyal hiicreler, keratinize epitelyal hiicreler ve lokositlerin varligina gore
yapilmistir. Epitelyal hiicreler fazla ise prodstrus (bir giin), ¢ogunlukla kornifiye
hiicreler bulunursa dstrus (1-2 giin), epitelyal hiicreler, 16kosit ve kornifiye hiicrelerin
varliginda metdstrus (bir giin) ve yogun olarak 16kositlerin varliginda ise didstrus (bir

giin) olarak simiflandirilmistir. Uzamis didstrus ve normal/uzamis ostrus (3-4 giin
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Ostrus ya da 4-5 giin didstrus) ile diizensiz dongii (>4 giin Ostrus ya da >4 giin didstrus
ve hi¢ siklusun olmamasi) olmast durumunda EOY modeli olusmus kabul

edilmistir(174).

3.2. Plateletten Zengin Plazma Elde Edilmesi

Ug adet rattan PRP olusturulmas1 kan, igin eter anestezi altinda enjektor
yardimi ile direkt olarak kalpten alinmistir. Kan, %3,2 sodyum sitrat igeren tiipe
kan/sitrat oran1 9/1 olacak sekilde aktarilmistir. Kan 6rnegi; Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan santrifiij cihazinda 22°C
sicaklikta, 2100 RPM hizda 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra ikinci santrifiij; 22°C sicaklikta, 4000 RPM hizda alt1 dakika
boyunca uygulanmistir. Ardindan, siipernatant uzaklastirilmasi sonrasinda PRP elde
edilmistir (3.3x10° adet partikiil/ ul)(174).

3.3. Isik Mikroskobik incelemeler

Deney bitiminde deneklerden elde edilen dokulara rutin doku takibi prosediirii
uygulandi, lamlara 5 mikronluk kesitler alindi.  Histokimyasal ve
immiinohistokimyasal boyalar yapildi. Deneyde yapilan histokimyasal boyamalar;
Hematoksilen & Eozin ve Masson Trikrom olup; immiinohistokimyasal degisiklikler

icin de Kaspaz-3 ve Ki67 primer antikorlari ile deney gruplart degerlendirildi.

3.4. Histokimyasal Boyama

Sakrifikasyondan sonra deneklerin ovaryumu histolojik incelemeler igin
%10’luk formolde 4-5 giin bekletilerek fikse edildi. Ardindan bir gece akarsu altinda
bekletilerek fiksatif uzaklastirildi. Bu agsamadan sonraki tiim islemler 60°C’lik etiivde
gergeklestirildi. Dokular sirasiyla %70, %80 ve %96’1ik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika dehidratasyon amaciyla bekletildi. Daha sonra 20’ser dakika 4 farkli aseton
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serilerinde tutuldu. ki farkli ksilende de otuzar dakika seffaflastirma amaciyla tutuldu.
Yumusak parafin ile birer saat 2 kez olmak {lizere immersiyonu saglandi. Son olarak
dokular parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary mikrotom araciligi ile 5p

kalinliginda kesitler alind1 (Tablo 4).

Tablo 4. Doku takibi protokolii

ISLEM MADDE SURE
Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’1ik alkol 20’ser dakika
serileri
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Xylol 1-2 30’ar dakika
Parafin emdirme Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin

3.4.1. Hematoksilen & Eozin (H&E)

Parafin bloktan lamlara alinan doku kesitleri boyama yapilmadan bir gece 6nce
deparafinizasyon islemi i¢in 60°C’lik etiivde bekletildi. Ardindan ilk ksilol i¢inde
etiivde 20 dakika diger iki ksilolde ise oda sicakliginda yirmiser dakika tutuldu. Daha
sonra azalan alkol serilerinden (absolii - %70) gecirilip hidratasyon islemi yapildi.
Kesitler distile su ile ¢alkaland1 ve 10 dakika boyunca hematoksilen (05- 06002L, Bio-
Optica, Milano, italya) ile nukleuslarm boyanmasi saglandi. Hematoksilenin fazlasin
dokudan uzaklasgtirmak 1icin 5 dakika akarsuda yikama yapildi ve hiicre
sitoplazmasinin boyanmasi i¢in 30 saniye eozin (05-10003L, Bio-Optica, Milano,

Italya) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra dehidratasyon islemi igin artan alkol
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serisinden (%70, %80, %96 ve absolii) gecirilen kesitler yirmiser dakika ti¢ farkli
ksilolde tutulup seffaflastirma yapildi. Son olarak lam {izerindeki dokular entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

Dokularin morfolojik degerlendirmesi ve folikiil sayimlari yapildu.

3.4.2. Masson’s Trikrom

Over dokusunda olusan fibrozisin derecelendirilmesi, Masson’s Trikrom
boyasi ile yapilmistir. Istatiksel analizi semikantitatif olarak, fibrozis yok = 0, diisiik
fibrozis = 1, orta fibrozis = 2, siddetli fibrozisiz = 3 seklinde degerlendirilmistir(175).
Deparafinizasyon i¢in bir gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler biri etiivde olmak
tizere li¢ farkli ksilolde tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden gecirildi. Distile
suda ¢alkalandiktan sonra Masson Trikrom boyama seti (BioOptica; BO 04-010802)
icerisinden dokular {izerine A soliisyonu ile B soliisyonu damlatilarak nukleuslarin
boyanabilmesi i¢in 10 dakika bekletildi. Yikama islemi yapilmadan preparatlar bes
dakika kurutulduktan sonra Pikrik asit alkolik ¢6zeltisi C soliisyonundan damlatilarak
dort dakika bekletildi. Distile su ile hemen (3-4 saniye) yikandiktan sonra kesitlere
uygulanan D soliisyonu dort dakika bekletilerek hiicre sitoplazmalarinin boyanmasi
saglandi. Sonra preparatlar distile su ile yikandiktan sonra Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi
E soliisyonundan damlatilarak 10 dakika bekletildi. Yikama yapilmadan preparatlar
bes dakika kurutuldu. Daha sonra Masson anilin mavisi ¢ozeltisi F soliisyonu
damlatilarak 10 dakika bekletildi. Distile suda yikanan kesitler artan alkol serilerinden
gecirildi. Ksilol ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
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3.5. Immunohistokimyasal Boyama Protokolii

Immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ve Ki67 primer antikorlar
kullanilmistir. Alinan kesitler dncelikle 60 °C’lik etiivde bir gece bekletildi sonrasinda
seffaflagtirma amacryla ilki etiivde diger ikisi oda 1s1sinda olmak tizere 30'ar dakika {i¢
degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip distile suda ¢alkalandi.
Daha sonra dokular %10’luk Sitrat tamponunda bes dakika mikrodalgada
kaynatildiktan sonra sogumaya birakildi. Soguyan dokularin etrafi Pappen (Z672548-
1EA Sigma Tokyo, Japonya) ile ¢izildi ve lizerlerine dokularin kurumamasi1 amaci ile
PBS koyuldu. Ardindan ii¢ kez PBS ile yikanan kesitler, 10 dakika oda 1si1sinda H-0:
ile bekletilerek dokuda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Tekrar PBS ile
yikama yapildi. Sonraki asamalar kullanilan {iriiniin foyiinde yazdig1 sekilde yapildi
(Santa Cruz; sc-2018). 30 dakika bloklama soliisyonunda (PBS ile hazirlanan stok
bloklama soliisyonu ile hazirlanan) bekletildi. Yikama yapilmadan primer antikor rat
spesifik Kaspaz-3 (Bioss, BS-0081R) ve Ki-67 (Bioss, BS-23105R) ile preparatlar +
4 °C’ de bir gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yikama yapildi ve sonra biyotinlenmis
mouse anti-rabbit IgG sekonder antikor soliisyonu ile 90 dakika bekletildi. Tekrar
yikama yapildiktan sonra AB karisim soliisyonunda (avidin-biyotin HRP) 30 dakika
bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan immiinohistokimyasal
reaksiyonun goriiniirliiglinii saptamak amaciyla DAB igeren peroksidaz soliisyonu ile
muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Biooptica’nin hematoksileni ile ardalan
boyamas1 saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol serilerinden

gecirildikten sonra entellan ile kapatildi.

3.5.1. Iimmunohistokimyasal Skorlama

Immiinohistokimyasal analizlerde, pozitif hiicre boyanma yogunlugu (i
degeri), 0 (boyanma yok), 1 (zayif, ancak saptanabilir boyanma), 2 (orta diizeydeki
boyanma) ve 3 (yogun boyanma) seklinde kategorize edildi. H-skor degerini
saptayabilmek icin her bir kesitte 40x biiylitmede rastgele bes alan tarandi,

mikroskobik olarak degerlendirildi.
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3.6. Biyokimyasal Analizler

Folikiil uyarici hormon ve AMH folikiil gelisimin iki ana diizenleyici
hormonlaridir. Klinikte hem FSH hem AMH ovarian folikiil hakkinda biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir. Bu iki hormon seviyeleri diizensiz oldugunda istenmeyen
tireme bozuklari ile sonuglanmaktadir. Calismamizda kombine bir FSH/AMH orani,
ovarian saglig1r hakkinda yararli bir 6l¢li olusturacaktir. Bu nedenle biyokimyasal
olarak serum FSH ve AMH seviyeleri (ng/mL) ELISA yontemi ile tespit edilmistir.
Tedavilerin kantitatif olarak dokuda degerlendirmesi i¢in sirasiyla proliferasyon ve
apoptotik belirtegleri olan Ki67 ve aktif kaspaz-3 protein diizeyleri ELISA yontemi
kullanilmistir(176).

3.7. istatistiksel Analizler

Tiim veriler SPSS 22,0 istatistik programina ile degerlendirilmistir. Veriler
ortalama + standart hata olarak gdsterilmistir. Histolojik sonuglar i¢in gruplar
arasindaki  farklar Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir(177).

Biyokimyasal degerlendirmede ise tiim veriler ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. Gruplarin ortalamalari arasindaki farklar one-way ANOVA ve post hoc
Bonferoni testi kullanilarak degerlendirilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir(176).

Shapiro-Wilk ile normalite testi yapilmis olup, veriler normal dagilima uygun

olarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Temmuz 2023 — Ekim 2023 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hayvan Deneyleri Multidisiplin Laboratuvar1 Deney Hayvanlar1 Birimi’nde 20 adet
Whistar albino cinsi 180-220 gram araligindaki ratlara ait sonuglar incelendi. Toplam
28 adet olan rat sayisi, takip siireci boyunca her gruptan ikiser ratin cerrahi sonrasi
komplikasyon, anestezi komplikasyonu, siklofosfamid yan etkileri ve idiyopatik

nedenler ile kaybedilmesi sonucu yirmiye gerilemistir.

Elde edilen sonuclar ilk olarak gruplar icerisinde minimum, maksimum ve
ortalama degerler olarak incelendi. Anti-miillerian hormon degeri SF grubunda
ortalama 2,92 (2,15-4,74), EOY grubunda ortalama 1,71 (0,85-2,28),
EOY+PRP+MOH grubunda ortalama 2,04 (1,89-2,31), EOY+MOH grubu ortalama
2,64 (2,25-3,38); FSH degeri EOY grubunda ortalama 113,78 (92,7-139,1), SF
grubunda ortalama 77,34 (40,60-98,70), EOY+PRP+MOH grubunda ortalama 87,76
(82,10-96,60), EOY+MOH grubunda ortalama 102,60 (90,20-117,10); FSH/AMH
oran1 SF grubunda ortalama 29,15 (14,15-43,48), EOY grubunda ortalama 73,47
(44,78-115,41), EOY+PRP+MOH grubunda ortalama 43,17 (37,35-47,58),
EOY+MOH grubunda ortalama 39,11 (34,64-42,96) seklinde hesaplanmistir. Gruplar
arasinda FSH, AMH ve FSH/AMH degerleri homojenite agisindan anlamli olarak
gosterilmistir (Tablo 5).
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4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 5. Ratlarin serumlarinda bakilan biyokimyasal parametrelerin tiim

gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar Min. | Maks. Ort. +SD p
AMH SF grubu 2,15 4,74 2,92 1,08
EQY grubu 085 | 2,28 171 | 055
EOY+PRP+MOH
1,89 2,31 2,04 0,16 .03
grubu
EOY+MOH
grubu 2,25 3,38 2,64 0,45
FSH SF grubu 40,6 98,7 77,34 23,65
EQY grubu 927 | 1391 | 113,78 | 19
EOY+PRP+MOH
82,10 96,60 87,76 5,42 ,03
grubu
EOY+MOH
grubu 90,20 | 117,10 | 102,60 | 10,77
FSH/ SF grubu 14,15 43,48 29,15 13,52
AMH EOY grubu 4478 | 11541 | 7347 | 29.05
orant EOY+PRP+MOH
37,35 4758 4317 452 ,00
grubu
EOY+MOH
grubu 34,64 42 .96 39,11 2,99
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Hesaplanmis olan bu ortalama degerler, ikili gruplar arasinda birbirleri ile
karsilagtirilmistir. Buna gore serum AMH degeri gruplar arasinda anlamli fark
gostermemistir. Serum FSH degeri sadece SF grubu ile EOY grubu arasinda anlamhi
olarak farkli goriilmiistiir; SF grubu ile EOY+PRP+MOH, EOY+MOH grubu arasinda
anlamli fark goriilmemistir. Yine EOY+PRP+MOH ile EOY+MOH grubu arasinda da
anlamli fark saptanmamistir. Son olarak serum FSH/AMH diizeyi oranlart EOY ve SF,
EOY ve EOY+MOH grubu arasinda anlamli olarak farkli izlenmistir. Erken ovarian
yetmezlik ve EOY+PRP+MOH grubu arasinda da p degeri 0,057 olarak hesaplanmistir
(Tablo 6).

Tablo 6. Ratlarin serumlarinda bakilan biyokimyasal parametrelerin

ortalamalarmn ikili gruplar arasinda karsilastirilmasi

P degeri AMH FSH FSH/AMH
SF ,06 ,01 ,00
EOY
SF ,29 1 1
EOY+PRP+MOH
SF 1 0,15 1
EOY+MOH
EQY 1 0,13 0,057
EOY+PRP+MOH
EOY 23 1 0,02
EOY+MOH
EOY+PRP+MOH ,99 1 1
EOY+MOH
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4.2. Histolojik Inceleme Bulgular1

Tiim gruplara ait ovaryumlardan dokunun goriindiigii ilk kesitten itibaren art
arda tiim ovaryum boyunca Sum’lik 10 adet kesit alind1 ve 40 kesit atlandi ve tekrar
10 kesit alindi. Tim ovaryum bu sekilde tarandi ve her 10 kesitin ilk preparati
Hematoksilen &Eozin ile boyandi. Tim ovaryumda bulunan folikiil sayimi i¢in
onceden olusturulan tabloya primordial, primer, sekonder, graaf ve atretik folikiil
sayimlar1 yazildi. Daha sonra bu tablonun istatistiksel analizi yapildi. Tablo 7.’de
ratlarin over dokularinin histolojik incelemesinde bakilan folikiil ¢esitleri ve sayilar
karsilastirilmistir. Primordial folikiil sayis1 SF grubunda ortalama 34,8 (20-52), EOY
grubunda ortalama 23,8 (15-32), EOY+PRP+MOH grubunda ortalama 37,2 (27-54),
EOY+MOH grubunda ortalama 34,8 (28-44); primer folikiil sayis1 SF grubunda
ortalama 22,2 (18-30), EOY grubunda 12,8 (10-15), EOY+PRP+MOH grubunda 22,8
(13-30), EOY+MOH grubunda 24,6 (14-33); sekonder folikiil sayis1 SF grubunda
ortalama 11 (8-16), EOQY grubunda ortalama 7,4 (4-10), EOY+PRP+MOH grubunda
ortalama 13 (7-24), EOY+MOH grubunda ortalama 24,6 (14-33); graaf folikiil sayis1
SF grubunda ortalama 5,2 (3-7), EQY grubunda ortalama 3 (2-4), EOY+PRP+MOH
grubunda 2,4 ortalama (2-3), EOY+MOH grubunda ortalama 3 (1-5); atretik folikiil
sayist SF grubunda ortalama 5,4 (4-7), EOY grubunda ortalama 25,8 (14-32),
EOY+PRP+MOH ortalama 18 (15-23), EOY+MOH grubunda ortalama 16,2 (12-22)

seklinde hesaplanmistir.
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Tablo 7. Ratlarin over dokularmin histolojik inceleme parametrelerinin tiim

gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar Min. | Maks. | Ortalama | £SD p
Primordial SF grubu 20 52 34,8 12,15 14
folikiil EOY grubu 15 | 32 238 | 238
EOY+PRP+MOH
27 54 37,2 10,68
grubu
EOY+MOH
grubu 28 44 34,8 6,76
Primer SF grubu 18 30 22,2 4,76 ,01
folikil EOY grubu 10 | 15 128 | 258
EOY+PRP+MOH
13 30 22,8 6,49
grubu
EOY+MOH
grubu 14 33 24,6 7,02
Sekonder SF grubu 8 16 11 3,31 32
folikiil EOY grubu 4 10 74 2.4
EOY+PRP+MOH
7 24 13 6,67
grubu
EOY+MOH
grubu 5 17 9,8 5,06
Graaf SF grubu 3 7 5,2 1,78 ,02
EOY+PRP+MOH
2 3 2,4 0,54
grubu
EOY+MOH
grubu 1 5 3 1,58
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Atretik e SFgrubu 4 7 54 151 | 5,00

folikiil e EOY grubu 19 32 25,8 496 |5
e EOY+PRP+MOH
15 23 18 316 | 5
grubu
e EOY+MOH
grubu 12 22 16,2 460 | 5

Hesaplanmis olan bu ortalama degerler, ikili gruplar arasinda birbirleri ile
karsilastirilmistir. Buna gore primordial folikiil sayilar1 ve sekonder folikiil sayilari
gruplar arasinda anlamli fark gostermemektedir. Primer folikiil sayisi, EOY grubu ve
EOY+MOH grubu arasinda anlamli olarak farkli hesaplanmigken, diger gruplar
arasinda anlamli fark gostermemektedir. Graaf folikiil sayisi, SF grubu ve
EOY+PRP+MOH grubu arasinda anlamli olarak farkli hesaplanmigken, diger gruplar

arasinda anlamli fark gostermemektedir.

Atretik folikiil sayilari; SF grubu ve EOY grubu, SF grubu ve
EOY+PRP+MOH grubu, SF grubu ve EOY+MOH grubu, EOY grubu ve
EOY+PRP+MOH grubu, EOY grubu ve EOY+MOH grubu arasinda anlamli olarak
farkli hesaplanmisken EOY+PRP+MOH grubu ve EOY+MOH grubu arasinda anlamli
fark hesaplanmamistir (Tablo 8).

54



Tablo 8. Ratlarin over dokularmin histolojik inceleme parametrelerinin

ortalamalarinin ikili gruplar arasinda karsilastirilmasi

P degeri Primordial | Primer | Sekonder | Graaf | Atretik
folikiil folikiil folikiil folikiil folikiil
SF 49 ,09 1 ,10 ,00
EOQY
SF 1 1 1 ,02 ,00
EOY+PRP+MOH
SF 1 1 1 ,10 ,00
EOY+MOH
EOY 22 ,06 45 1 ,03
EOY+PRP+MOH
EOY 49 ,02 1 1 ,00
EOY+MOH
EOY+PRP+MOH 1 1 1 1 1
EOY+MOH

4.3. Histokimyasal Bulgular

4.3.1. Over Dokusuna Ait Hematoksilen & Eozin Boyama Degerlendirilmesi

Serum fizyolojik grubuna ait ovaryum kesitlerinde, ovaryum yiizeyinde tek
katl kiibik epitel ile doseli bir germinal epitel gozlendi. Epitelin hemen altinda siki
bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea fibr6z bag dokusu lifleri ve hiicreleri ile
birlikte yer aliyordu. Ovarian medulla; gevsek bag dokusu yapisinda ve bol stromal
hiicreli olarak gozlendi. Kortekste farkli boyut ve asamalarda, degisken sayida

folikiiller (primordial, primer, sekonder, graaf ve atretik folikiiller) ve korpus luteum
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bulunmaktaydi. Oosit ve ¢evresinde bulunan zona pellusida normal goriiniimdeydi.
Korteks stromasinda yer alan ve folikiillerin arasini dolduran bag dokusu hiicreleri ve

vaskiiler yapilar normal goriinimdeydi (Sekil 3).

Sekil 3. SF grubuna ait kesitin Hematoksilen&Eozin boyamasi

Kirmizi halkalar: Primordial folikiiller, Kirmiz1 ok: Primer folikiil, Sar1 ok:
Sekonder folikiil, Siyah oklar: Atretik folikiil, KL: Korpus luteum, A: Antrum,
M: Medulla (x4, Bar 200 pm)
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Erken ovarian yetmezlik grubuna ait over kesitlerinde SF grubuna kiyasla
normal histolojik gériintiiniin kayb1 gézlendi. Oncelikle, kortekse dagilmis olan farkli
asamalardaki folikiiller incelendiginde primordial ve primer folikiillerde azalma,
korpus luteum sayisinda bir miktar artis ve korpus luteum etrafinda hemorajik
alanlarin varlig1 gozlendi. Kortekste yer alan atretik folikiillerde artis gdzlendi. Cogu
folikiil graniiler hiicrelerinin azalmasiyla dejenere olmustu. Ayrica over stromasinda

dilate kan damarlart da goriilda (Sekil 4).

Sekil 4. EOY grubuna ait Kkesitin Hematoksilen&Eozin boyamasi

Kirmiz1 halkalar: Primordial folikiiller, Sar1 ok: Sekonder folikiil, Siyah ok:
Atretik folikiil, KL: Korpus luteum, M: Medulla (x4, Bar 200 pum)
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Erken ovarian yetmezlik+PRP+MOH grubuna ait kesitler incelendiginde;
EOY grubuna kiyasla primordial ve primer folikiil sayisinda artig oldugu gozlendi.
Erken ovarian yetmezlik grubu ile kiyaslandiginda normal goriinen farkli say1 ve
boyuttaki folikiil sayilarinda artis olsa da SF grubuna kiyasla normal histolojik
goriintliniin tam olarak korunmadigi; korpus luteum ve atretik folikiiller goriiniimde
SF grubuna kiyasla artis oldugu gozlendi. Atretik folikiil sayisinda EOY grubuna
kiyasla azalma gozlendi (Sekil 5).

Sekil 5. EOY+PRP+MOH grubuna ait kesitin Hematoksilen&Eozin boyamasi

Kirmizi halkalar: Primordial folikiiller, Kirmizi ok: Primer folikiiller, Sar1 ok:
Sekonder folikiil, Siyah ok: Atretik folikiiller (x4, Bar 200 pm)
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Erken ovarian yetmezlik+MOH grubunun over kesitlerinde, EOY+PRP+MOH
grubuna benzer sekilde saglikli ve farkli asamalardaki folikiillerin artig1 gozlendi.

Atretik folikiil sayisinda EOQY grubuna oranla azalma oldugu gézlendi (Sekil 6).

Sekil 6. EOY+MOH grubuna ait kesitin Hematoksilen&Eozin boyamasi

Kirmiz1 ok: Primer folikiil, Sar1 ok: Sekonder folikiil, Siyah ok: Atretik
folikiiller, KL: Korpus luteum (x4, Bar 200 pum)

4.3.2. Over Dokusuna Ait Masson’s Trikrom Boyasi Degerlendirmesi

Serum fizyolojik grubunda Masson Trikrom ile boyanan kesitler normal
goriiniimdeydi. Tunica albuginea kalinligi, kortikal stroma ve medullar alandaki
kollajen varlig1 olagan goriintimdeydi (Sekil 7). Erken ovarian yetmezlik grubuna ait
kesitlere bakildiginda ise siddetli kortikal fibrosiz gozlendi. Ozellikle atreziye ugrayan
folikiillerin ve korpus luteum ¢evresinde stromada kollajen artis1 olduk¢a belirgindi.

Yine medullar alanda kollajen artis1 belirgindi (Sekil 8).
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Sekil 7. SF grubu over kesitine ait Masson Trikrom boyamalari

Tunica albuginea ve kortekste gelisen folikiiller etrafindaki stromadaki
normal histolojik goriiniim. Kirmizi ok: Sekonder folikiil, Mavi oklar:
Primordial folikiiller, Sar1 oklar: Primer folikiiller, KL: Korpus luteum (x10,
Bar 100 pm)

Kontrol grubu over kesitine ait Masson Trikrom boyamasi. Korpus luteum ve

gelisen folikiil etrafindaki stromanin normal histolojik goriintiisti (x10, Bar
100 pm)
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Sekil 8. EOY grubu over kesitine ait Masson Trikrom boyamalari

Gelisen folikiiller ve atretik folikiiller etrafindaki stromada siddetli fibrozis.
Kirmiz1 ok: Primer folikiil, Siyah oklar: Atretik folikiiller (x10, Bar 100 um)

Korpus luteum ve atretik folikiiller etrafindaki stromada belirgin fibrozis.

Siyah oklar: Atretik folikiiller, KL: Korpus luteum (x10, Bar 100 um)
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Erken ovarian yetmezlik+PRP+MOH grubunun over kesitleri incelendiginde
fibrozisin EQOY grubuna kiyasla olduk¢a azaldig1 gozlendi (Sekil 9). Erken ovarian
yetmezlikt MOH grubunun kesitlerinin Masson Trikrom boyamasi incelendiginde
EOY grubuna kiyasla siddetli fibroziste azalma gozlense de yine de SF grubu ile
karsilastirildiginda kortikal stromadaki ve medulladaki kollajen artis1 belirgindi (Sekil
10).

Sekil 9. EOY+PRP+MOH grubu over kesitine ait Masson Trikrom boyamalari

Kortekste gelisen folikiiller etrafindaki kollajen goriiniimii. Kirmizi oklar:

Sekonder folikiiller, Siyah oklar: Primordial folikiiller, Sar1 oklar: Atretik
folikiiller, KL: Korpus luteum (x10, Bar 100 pum)
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Over korteks goriiniimii. Siyah ok: Primer folikiil, KL: Korpus luteum (x10,
Bar 100 um)

Sekil 10. EOY+MOH grubu over kesitine ait Masson Trikrom

boyamalari

Kortekste gelisen folikiiller ve korpus luteum etrafindaki stromada kontrol

grubuna kiyasla belirgin kollajen artigi. Kirmizi ok: Sekonder folikiil, Siyah
oklar: Primer folikiil, KL: Korpus luteum (x10, Bar 100 um)
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Korteks ve medulladaki belirgin kollajen goriinimii. Sar1 ok: Sekonder
folikdil, Siyah ok: Primer folikiil, KL: Korpus luteum (x10, Bar 100 um)

Gruplara goére Masson Trikrom boyamanin H skor dagilimina bakildiginda;
EQY grubundaki fibrozis varligimin EOY+PRP+MOH ve SF gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,04; p=0,00). Serum fizyolojik grubuna
kiyasla EOY+MOH grubundaki kollajen artig1 belirgin (p=0,06) ve EOY grubuna
kiyasla EOY+MOH grubundaki fibrozis azalmis olsa da bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriildii (p=1) (Sekil 11).
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Sekil 11. Masson Trikrom skorlamalarimin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

SF grubu

EOY grubu

Adij. Sig
(] 05

== 005

EOY+MOH grubu

EQOY+PRP+MOH grubu
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Tablo 9. Masson Trikrom, Ki67 ve kaspaz 3 skorlamalari

Gruplar Min. | Maks. | Ortalama | £SD p
Masson SF grubu 0 1 0,2 0,44 ,00
trikrom EQY grubu 2 3 28 0,44
EOY+PRP+MOH
0 1 0,8 0,44
grubu
EOY+MOH
grubu 1 3 2 0,70
Ki67 SF grubu 1 1 1 0 ,01
EQY grUbU 1 1 1 0
EOY+PRP+MOH
1 3 2 0,70
grubu
EOY+MOH
grubu 1 2 1,2 0,44
Kaspaz SF grubu 1 2 1,4 0,54 ,00
3 EOY grubu 2 3 26 054
EOY+PRP+MOH
0 1 0,8 0,44
grubu
EOY+MOH
grubu 1 2 1,6 0,54

4.4. immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Kaspaz-3 immiinohistokimyasal Boyamasi Bulgulari

Apoptotik hiicreleri tiim gruplarda gosterebilmek i¢in alinan over Kesitleri

immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 poliklonal antikor ile isaretlendi. Apoptotik

hiicrelerin, gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerde, korpus luteum yapisinda,

stromal hiicrelerde yer aldig1 goriildii.
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Serum fizyolojik grubunda Kaspaz-3 immiin reaktivitesi incelendi.
Graniiloza hiicrelerinde ve daha belirgin olarak teka internada, Kaspaz 3
pozitifligi bazal diizeyde gozlendi. Gelisimin farkli asamalarinda olan
folikiillerde yer alan primer oositlerde de yer yer Kaspaz-3 i¢in zayif bir immiin
pozitiflik gézlendi. Korpus luteum hiicrelerinde ise graniiloza hiicrelerine gore

daha kuvvetli bir boyanma goriildii. (Sekil 12/a)

Erken ovarian yetmezlik grubu over kesitlerinde Kaspaz-3 immiin
reaktivitesi incelendiginde pozitif hiicre sayisinin tiim alanlarda arttig1; farkl
gelisim asamalardaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ve teka internada,
oositlerde ve korpus luteumda immiin pozitifligin belirgin oldugu goriildi
(Sekil 12/b). Ancak istatistiksel olarak bu artis anlamli degildi (p=0,15) (Sekil
13).

Erken ovarian yetmezlik+PRP+MOH grubuna ait over kesitlerinde
Kaspaz-3 immiin reaktivitesi incelendiginde, graniiloza ve korpus luteum
hiicrelerinde ve oositte EOY grubuna gore daha zayif bir boyanma gozlendi ve
immiin pozitiflikteki bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi1 (p=0,00) (Sekil
12/c; Sekil 13).
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Sekil 12. Kaspaz-3 immiinhistokimyasal boyamasi

a) SF grubu, b) EQY grubu, ¢) EOY+PRP+MOH grubu, d) EOY+MOH grubu (x10, Bar:100
pm)

Serum fizyolojik grubuyla kiyaslandiginda ise immiin pozitif hiicre sayisi
folikiillerde benzer sekildeyken, diger alanlarda daha az belirgindi ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1) (Sekil 13).

Erken ovarian yetmezlik+MOH grubuna ait over kesitlerinde Kaspaz-3 immiin
reaktivitesi incelendiginde ise EOY grubu ile kiyaslandiginda immiin pozitif hiicre
sayisinin azaldigi, SF ve EOY+PRP+MOH gruplar ile kiyaslandiginda ise immiin
pozitifligin arttigi goriildi (Sekil 12/d). Ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,44; p=1; p=0,57) (Sekil 13).
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Sekil 13. Kaspaz-3 skorlamalarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

EQY grubu Adj. Sig.

=< .05
—>=0.05

SF grubu EOY+MOH grubu

EOY+PRP+MOH grubu
L

4.4.2. Ki-67 immiinohistokimyasal Boyamasi Bulgular

Tiim gruplardaki over kesitleri immiinohistokimyasal olarak Ki-67 poliklonal
antikor ile isaretlendi. Ki-67 immiinpozitif hiicrelerin gelisimin farkli asamalarindaki

folikiillerde, korpus luteum yapisinda, stromal hiicrelerde yer aldig goriildii.

Serum fizyolojik grubunda Ki-67 immiin reaktivitesi incelendi. Graniiloza
hiicrelerinde daha belirgin olmakla birlikte korteksteki diger hiicrelerde de immiin
pozitiflik gozlendi. Korpus luteum hiicrelerinde ise graniiloza hiicrelerine gore daha

zayif bir boyanma goriildi. (Sekil 14/a)
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Erken ovarian yetmezlik grubu over kesitlerindeki Ki-67 immiin reaktivitesi
incelendiginde immiin pozitif hiicre say1sinin bazi 6rneklerde azaldigi, baz1 6rneklerde
ise SF grubu ile benzer oldugu goriildi. Yine farkli gelisim asamalardaki folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde immiin pozitiflik diger hiicrelere kiyasla daha belirgindi (Sekil

14/b). Ancak istatistiksel olarak bu azalma anlamli degildi (p=1) (Sekil 15).

Erken ovarian yetmezlik+PRP+MOH grubundaki Ki-67 immiin reaktivitesi
incelendiginde, tiim kortikal alandaki hiicrelerde SF ve EOY grubuna gore daha
kuvvetli bir boyanma gozlendi ve immiin pozitiflikteki bu artis her iki gruba gore de
istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0,02; p=0,02) (Sekil 14/c; (Sekil 15).

Erken ovarian yetmezlik+MOH grubuna Kkesitlerindeki Ki-67 immiin
reaktivitesi incelendiginde ise bu grup EQY grubu ile kiyaslandiginda immiinpozitif
hiicre sayisinda artis egilimi olsa da immiinhistokimyasal bulgular1 benzerdi ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=1) (Sekil 14/d ve Sekil 15).
Erken ovarian yetmezlik+MOH grubu ve EOY+PRP+MOH grubu ile kiyaslandiginda
immiinpozitif hiicre sayis1 belirgin olarak azalmis olsa da bu azalma istatistiksel olarak

anlamli degildi (p=0,17) (Sekil 15).
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Sekil 14. Ki-67 iImmiinhistokimyasal boyamasi

a) Kontrol grubu: Primordial, primer ve sekonder folikiildeki graniiloza hiicrelerindeki immiin
pozitif hiicrelere dikkat ediniz. b) EOY grubu, ¢) EOY+PRP+MOH grubu: Her alanda kuvvetli
immiin pozitiflik. d) EOY+MOH grubu. Siyah oklar: immiin pozitif hiicre drnekleri (x20,
Bar:50 um)
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Sekil 15. Ki-67 skorlamalarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

SF grubu

EOQY grubu

Adj. Sig.

] 5
m— = (.05

EOY+MOH grubu

EOY+PRP+MOH grubu
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5. TARTISMA VE SONUC

Erken ovarian yetmezlik tanili hastalarda FSH degeri normalden yiiksektir
(>25 IU/L) ve ovarian rezervin azalmasina bagl olarak serum AMH degeri ve antral
folikiil sayis1 azalmistir(29,178). Ahmadian S. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada EOY modeli olusturulmus ratlarda intraovarian PRP enjeksiyonunun
ovulasyon ve FSH degeri {izerindeki etkisi arastirllmistir(11). Her grupta 15 adet rat
olacak sekilde ratlar 5 gruba ayrilmistir. Grup 1, EOY+diislik konsantrasyonlu PRP;
grup 2, EOY+yliksek konsantrasyonlu PRP; grup 3, EOY+intraovarian normal salin
enjeksiyonu; grup 4, sadece EOY modeli uygulanmis grup; grup 5, hi¢bir uygulama
gerceklestirilmemis olan grup olarak tanimlanmistir. Sekiz haftalik izlem sonucunda,
PRP enjeksiyonu sonrasi normal morfolojide olan folikiil sayisinin anlamli olarak
artmig goriildigi (kontrol grubu [grup 5]: 94,33+44,46; grup 4: 0+0; grup 3: 0+0; grup
1: 26,67+2,517; grup 2: 37,67+5,132) iddia edilmistir (p<0,05). Grup 3 ve grup 4’teki
atretik folikiil sayilarinin da diger gruplara gore anlamli olarak artmis oldugu (kontrol
grubu: 33,00£19,00; grup 4: 88,00+34,77; grup 3: 81,33+£27,02; grup 1: 30,33+14,26;
grup 2: 23,00+7,00) iddia edilmistir (p<0,05). Serum FSH degerinin gruplar arasinda
farkli oldugu gosterilmis olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterilememistir.
Diger pek ¢ok calismada da serum FSH diizeyinin gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark etmedigi hesaplanmigtir(179-181).

Calismamizda serum FSH degeri yalnizca SF ve EOY grubu arasinda anlaml
fark gostermekte olup, diger gruplar i¢inde ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunamamustir. Atretik folikiil sayilar1 ise EOY+PRP+MOH ve EOY+MOH
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamsiz bulunmus olup; diger tiim gruplar
karsilastirildiginda EOY grubunda anlamli olarak en ¢ok, SF grubunda anlamli olarak
en az sayida olarak saptanmistir. Graaf folikiil sayis1 SF grubunda, EOY+PRP+MOH
grubuna gore anlamli sayida yiiksek; primer folikiil sayis1 EOY+MOH grubunda EOY

grubunda goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
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Literatirde EOY modeli olusturulmus ratlarda intraovarian ya da
intraperitoneal yol ile verilen PRP’nin serum AMH degerlerini direkt olarak
kiyaslayan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak Ozcan P. ve arkadaslarinin yapmis
oldugu intraperitoneal siklofosfamid ile beraber verilen intraperitoneal PRP
enjeksiyonunun, siklofosfamid iizerine koruyucu etkisini arastiran bir calismada serum
AMH degerleri toplam 32 ratin bulundugu dort rat grubu arasinda (Kontrol grubu
[grup 1]: intraperitoneal 1mL/kg SF enjeksiyonu; grup 2: Intraperitoneal 75 mg/kg tek
doz siklofosfamid ve 1 mL/kg SF enjeksiyonu; grup 3: intraperitoneal 75 mg/kg tek
doz siklofosfamid ve intraperitoneal tek doz 200 pg PRP enjeksiyonu; grup 4:
Intraperitoneal tek doz 200 pg PRP enjeksiyonu) karsilastiriimistir(3). Serum AMH
diizeyleri grup 2’de; grup 1, grup 3 ve grup 4’e gore anlaml olarak azalmis oldugu

iddia edilmistir (sirastyla p<0,01, p<0,01, p=0,04).

Calismamizda hematoksilen&eozin boyama ile yapilan histolojik
incelemelerde EQY grubunda diger gruplara gore azalmis primordial, primer, graaf
folikiil say1s1 ve artmus atretik folikiil sayisina ragmen; serum AMH degeri ikili gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemis
olup, en kii¢iik p degeri SF ve EQY gruplari arasinda saptanmistir (p=0,06). Erken
ovarian yetmezligin otoimmiinite nedenli durumlarinda da tam1 aninda folikiil
havuzunun  korunmus olabilmesi nedeni ile AMH normal aralikta
saptanabilmektedir(182). Bu havuzun zamanla atreziye gitmesi ile zaman igerisinde
de AMH seviyeleri diismektedir(183). Bu a¢idan bakilacak olursa histolojik bulgularin
biyokimyasal bulgularin 6niine gectigi ve oosit elde etme ihtimali acgisindan daha

anlamli tahminler sunabildigi g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Literatirde EOY modeli olusturulmus ratlarda intraovarian ya da
intraperitoneal yol ile verilen PRP’nin over dokular: iizerinde Masson’s Trikrom ile
fibrozis incelemesi ve immunohistokimyasal olarak bir proliferasyon gostergesi olan
Ki67 ve apoptozis gostergesi olan Kaspaz 3 skorlamalarini direkt olarak kiyaslayan
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak Kaplan S. ve arkadaslarinin yapmis oldugu

adalimumabin ratlarda ovarian rezervi ve folikiil gelisimini artirdigini iddia ettigi ve
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sonuglarint serum AMH, folikiil sayist ve ovarian fibrozis skorlamalarin
karsilastirdiklar bir ¢alismada toplam 21 adet rat ii¢ esit gruba (Grup 1: Kontrol; grup
2: 2 mg/kg intraperitoneal adalimumab; grup 3: 5 mg/kg intraperitoneal adalimumab;
4 hafta boyunca her giin intraperitoneal) boliinmiistiir(175). Grup 3’teki ratlarin serum
AMH degerleri, diger iki gruba gore anlamli derecede yiiksek ve fibrozis skorlamasi

hesaplamalarinda anlamli derecede diisiik izlenmistir.

Calismamizda ise EOY grubunun SF ve EOY+PRP+MOH ile anlamli
derecede fibrozis skorlamasi farki izlenmistir ancak bu durum serum AMH degerleri
ile ters orantili olsa bile (fibrozis skoru artarken serum AMH seviyesinin diismiis

olmasi) bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Erken ovarian yetmezlik tanili hastalarda intraovarian PRP enjeksiyonunun
etkilerini inceleyen ¢aligmalara bakildiginda Sills ES. ve arkadaslari, EOY tanili ve
intraovarian PRP enjeksiyonu sonrasi iki haftada bir bakilacak sekilde IVF plani olan
4 hastanin serum AMH ve FSH degerlerini takip etmislerdir(184). Tiim hastalarin
serum AMH degerlerinin arttigin1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigin
(p=0,17), FSH degerlerinin anlamli sekilde azaldigim1 (p=0,01) iddia etmislerdir.
Yapilan igslemlerden sonra her hastadan yaklasik 4-7 adet oosit ve en az bir adet
blastokist elde edilebilmistir. Esas olarak PRP tedavisinin ardindan elde edilen bu oosit
sayisindaki artisin mekanizmasi1 halen tam olarak aciklanamamaktadir. Ovarian
fonksiyonlardaki degisikligi baglatan bu sinyallerin iki nedenden dolayi oldugu
diistiniilmektedir. Bunlardan birisi elde edilen bu oositlerin en basindan beri overde
ancak uykuda oldugu, standart gonadotropinlerle ve PRP sayesinde c¢ok sayida
biiylime faktoriiniin yardimiyla uyandigidir. Diger neden ise PRP ile iligkili biiylime
sinyalleri sayesinde overde bulunan kok hiicrelerin aktive olarak yeni oosit gelisimini
etkilemesidir. Bu son bahsedilen neden, overde postnatal oogenezi iddia etmektedir.
Bu iddiay1 da literatirde hem destekleyen(185-189) hem de bu iddiaya karsi
¢1kan(190,191) ¢alismalar mevcuttur.
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‘Genel bilgiler’ kisminda IVA ve ilagsiz IVA konusunun da daha detayl
bahsedildigi iizere, bu yoOntemlerin EOY tanili hastalarda folikiil gelisimini
uyarabildigi iddia edilmistir. Tanaka Y. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
laparoskopi sirasinda in situ olarak ovarian kortekse uygulanan soguk makas ile
insizyonun, folikiil gelisimine katkida bulunabilecegi, IVF i¢in gerekli olan olgun

oositleri elde etmek i¢in faydali olabilecegi kanitlanmaya c¢alisilmigtir(15).

Bu durumdan da yola ¢ikilarak, PRP uygulanmasi sirasinda da overe verilen
mekanik hasarin, ayni ovum toplama (ovum pick-up, OPU) sirasinda oldugu gibi,
folikiil gelisimde etkili oldugu iddia edilebilir. Muhtemel faydanin PRP aracilig: ile
mi, yoksa ovarian hasardan mi1 kaynakli oldugu net olmamakla birlikte; OPU sirasinda
ovarian korteks ve stromanin kanatildigi, hormonal ve folikiiler aktivasyonla biiyiime
hormonlarinin devreye girdigi diistiniilerek OPU sonrast 1-2 ay igerisinde daha ¢ok

gebelik gorme nedenimiz bununla ilgili olabilir(192).

Polikistik over sendromunda (PCOS) sklerotik over kapsiillerine uygulanan
ovarian drilling yontemi ya da over kapsiiliiniin kama seklinde kismi rezeksiyonu
sonrast gonadotropin tedavisinin de yardimiyla canli dogum oraninin artirildigi
sonucunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur(193,194). Bu durumun da mekanik hasarin
Hippo sinyal yolagini baskilamasi, hapsolmus folikiillerin gelisimini uyarmasi ve

ovulasyonun saglanmasi gibi etkilerle oldugu iddia edilmistir.

Calismamizda EOY modeli olusturulmus ratlarda mekanik ovarian hasar ile SF

ve EOY grubunun kiyaslanmasina bakildiginda sonug olarak;

¢ Primordial folikiil sayilarinin SF ve EOY grubuna gore arttig1 ancak bu

artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p=1, p=0,49),

e Primer folikiil sayilarinin EOY grubuna gore anlamli yiikseldigi
(p=0,02),
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Sekonder folikiil ve graaf sayilarinda diger gruplar arasinda anlamli bir

fark olmadig1 (p=1),

Atretik folikiil sayilarinda SF grubuna gore anlamli sekilde bir artig
oldugu (p=0,00) ve EOY grubuna gore anlamli bir sekilde azalma
oldugu (p=0,00),

Serum AMH diizeylerinin SF grubuna gore bir miktar azalma
gosterdigi ve serum FSH diizeyinin SF grubuna gore artmis oldugu
(srastyla p=1, p=0,15), EOY grubuna gore serum AMH degerinin
yiikselmis ve serum FSH degerinin bir miktar diismiis oldugu ancak

bunlarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (sirasiyla p=0,23, p=1),

Masson trikrom ile yapilan fibrozis skorlamasinda her ne kadar SF
grubuna kollajen artiginin belirgin oldugu histolojik olarak goriilse de
H skorunun attigi ve EOY grubuna goére azaldigi, ancak bunlarin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p=0,06, p=1)

Immunohistokimyasal ~olarak Ki-67 ile yapilan boyamada
proliferasyonun SF ve EQY grubuna goére arttigi ancak bu artigin

anlamli olmadig1 (p=1, p=1)

Immunohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ile yapilan boyamada
apoptozun EOY grubuna gore azaldigi ancak bu azalmanin anlami

olmadigi (p=0,44) gosterilmistir.

Sadece EOY+PRP+MOH grubunda bulunan ratlarla ile EOY+MOH grubunda
bulunan ratlar kiyaslandiginda EOY+PRP+MOH grubuna gére EOY+MOH

grubunda;

Primordial sayisinda azalma, primer folikiil sayisinda artma, sekonder
folikiil sayisinda azalma, graaf folikiil sayisinda artma, atretik folikiil
sayisinda azalma izlenmis olsa da bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamugstir (tiim sonuglarda p=1).
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e Serum FSH ve AMH diizeyi artmistir ancak istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p=0,99, p=1).

e Masson trikrom ile yapilan fibrozis skorlamasinda H skoru artmistir

ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p=0,58).

e Immunohistokimyasal olarak Ki-67 ile yapilan boyamada
proliferasyonun daha az oldugu goriilmiistlir ancak istatistiksel olarak

anlamli bulunmamastir (p=0,17).

e Immunohistokimyasal olarak Kaspaz-3 ile yapilan boyamada
apoptozun daha fazla oldugu goriilmistiir ancak istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p=0,57).

Baska bir agidan bakilacak olunursa; EOY+PRP+MOH grubu ile EOY+MOH
grubu arasindaki farki etkileyecek olan unsurlardan birinin de PRP’nin verildigi sirada
gerceklesen ovarian hasari, PRP’nin kendisinin de ne kadar iyilesmesine katkida
bulundugu da belirli degildir. Mekanik hasarin folikiil aktivasyon etkisini sinirlayip
elde edebilecegimiz maksimum folikiil sayisini1 azalttig1 ya da anlamli bir engel teskil

edip etmedigi konusu net degildir.

Literatiirde intraovarian PRP enjeksiyonunun mu yoksa bu enjeksiyon
sirasinda verilen mekanik hasarin m1 folikiil gelisiminde etkili oldugunu gosteren
yeterli veri bulunmamaktadir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda yapilan ¢alismalar
arasinda bu calisma bu konuyu ortaya koymaya calisan bilinen ilk g¢aligmadir.
Yapilacak olan prospektif randomize ¢aligmalara yol gosterebilmek adina daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.
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