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ONSOZ

Kok hiicreler, embriyonik donemden baslayarak fetal ve dogum sonrasi yasamda doku
ve organlarin gelismeleri ile idamelerinde ¢ok onemli rol oynarlar. Kok hiicrelerinin kendini
yenileme, farklilagma ve canli kaldik¢a yasamlarini siirdiirebilme 6zellikleri, organizmada baska
higbir hiicrede bulunmayan 6zelliklerdir. Kok hiicreler, aldiklart sinyale gore farkli hiicre tipine
doniisebilme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme giicline sahiptirler ayrica viicutta
meydana gelen degisikliklere, 6lim ve hasar durumuna gore bu hiicreler hangi hiicre tiiriine
ihtiya¢ var ise o hiicreye doniismektedirler. Son zamanlarda kok hiicreler klinik olarak
kullanima uygun {iriinler haline gelmekte olup over hasari dahil olmak {izere bir¢cok organin
yeniden yapilanmasinda, yara tamirinde ve rejenerasyon gerektiginde degerlendirilebilecektir.

Ovaryumlar; pelvis boslugunun yan duvarina dayali, sag ve solda olmak iizere iki
adettir. Ovaryumlarin birbiri ile iligkili iki iglevi vardir. Disi cins hiicrelerini iiretirler
(oogenezis) ve steroid hormonlar1 (Ostrojen ve progesteron) salgilarlar (steroidogenezis).
Ovaryumlardan salgilanan steroidler, cins hiicrelerinin gelisip olgunlagmasini, sekonder cins
organlar1 ve meme bezlerinin gelisme ve biiyiimesini kontrol ederken gebeligin kontroliinden de
sorumludurlar. Ovaryumlar neslin devami i¢in mutlaka olmasi gerken organlar olup kok
hiicrenin bir {iriin olarak kullanilabilecegi en 6nemli yerlerdir. Son zamanlarda gelisen teknoloji
ve besinlerde yer alan misir surubu gibi zarar verici maddeler iiremeyi engellemektedir. Bu
sorun in vitro fertilizasyon ve {iremeye yardimci tedavi yoOntemleri ile ¢oziilmeye
calisilmakltaancak germ hiicresinin yapilabilmesi hala en Onemli sorun olarak ¢6ziim
beklemektedir. Yapilan ¢aligmalarda deneysel olarak somatik hiicreden germ hiicresi yapilmasi
basarilmis olup sadece insanda gergeklestirilmesi beklenmektedir.

Farklilastirilmis kok hiicrelerin overdeki davramislarinin arastirtlmasi, ovaryum islevinin
ve fertilitenin daha iyi anlasilmasina ve biiyiikk oranda PCOS, preovarian yetmezlik ve kanser
gibi hastaliklarin nedenlerinin ve gelecekteki yeni tedavi yaklagimlarinin olusmasina bilyiik
katki saglayacaktir. Transplantasyon ile hasara ugramis dokunun yonlendirilmis kok hiicre ile
tamiri olduk¢a umut vericidir. Bu calisma, sigan overlerinde aspirasyon biyopsisi ile olusan
travmatik etkiye karsi kok hiicrelerin iyilestirici etkilerinin arastirilmasi ve over digi kok

hiicrelerin over dokusu igindeki davraniglarini tanimlamak amaciyla gerceklestirilecektir.
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OZET

FARKLILASTIRILMIS KOK HUCRE UYGULAMALARININ OVER
HASARINDAKI YERI
Amacg: Modernlesen diinyada cevresel faktorler iireme hiicreleri lizerine gittikge artan
bir sekilde olumsuz etki gostermektedir. Ozellikle Avrupanin Kuzey bélgesinde ciddi
bir sorun haline gelen bu problem iilkemizde de artmaktadir. Birgok farkli hiicrenin
etkilesmesi sonrasinda gerceklesen fertilizasyon bu hiicrelerden aldig1 sinyaller
sonrasinda  embriyonun  gelismesini  saglayan bir¢ok farkli  mekanizmayi
gerceklestirmektedir. Infertilizasyon dedigimiz durum bu hiicrelerin etkilesmesindeki
eksikliklere bagli olarak olusmaktadir. Kok hiicre uygulamasi ile amacglanan kok
hiicrenin kendi olusturdugu sinyaller ve ¢evreye gonderdigi uyarilar sonucu bu eksik
olan etkilesmelerin yeniden saglanmasidir. Bu c¢alismada over dokusunda olusan yara
sonrasinda iyilesme periyodu ve bu sirada gerceklesen oogenezin etkilesmesi ve kok
hiicrenin hem kendi farklilagsmasi hem de olusturacagi nis denilen mikrogevre sayseinde

katkilar1 incelencektir.

Metod: Hiicre kiiltiiriinde in vitro olarak kiiltiire ettigimiz kemik iligi stromal kok
hiicrelerini fare overlerine genel anestezi altinda ppd enjektorii yardimiyla enjekte
ederek yara modeli olusturduk. Kurgulanan giin araliklarini takip ederek hayvanlari
servikal dislokasyon yontemi ile Oldiirerek overlerini ¢ikardik.  %10’luk
formalinfiksasyonunu sagladik ve parafin bloklama yontemi ile blokladik. 5 micron
inceliginde rodajli ve polilizin kapli lamlara alidigimiz doku kesitlerini bir gece 37 °C’
de etlivde beklettikten sonra ertesi giin hematoksilen boyamasi ve indirekt
immiinohistokimyasal boyama protokoliinii takip ederek e-NOS, i-NOS ve STRO 1A
antikorlar1 ile boyadik ve TUNEL boyamasi yaptik.

Sonug¢: Bu calismada biyopsi modellemesi ile over dokusunda hasar olusturulup
olusan hasara KISKH uygulamas: yapilip tedavi siirecine katkis1 3. Giinde en aktif yara
olusumu go6zlenirken 14. Giinde iyilesmenin gergeklestigi saptandi ve kok hiicrenin
yedinci glin gruplarinda anlamli bir sekilde iyilesmeyi hizlandirdigi ve olumlu katkilar

sagladig1 saptandi.
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Kok hiicre varligt STRO-1 boyamas: ile ortaya konulup kemik iligi
stromasindan alinan mezenkimal kok hiicrelerin 4. Pasaja geldiginde hodojen bir yapiya

kavustugu ve klasik kok hiicre gibi davrandigi bulundu.

Kok hiicrenin over dokusundaki hasara katkis1 hem parankimin tamiri hemde
oogenez siirecinde folikiil olusumuna katilan hiicrelere verdigi destek saptandi. primer
oositten graaf folikiiliine ve teka ile graniiloza hiicrelerine olumlu katkilar sagladig

izlendi.

NOS boyamalari ile siirecin oksidatif hasar ile gerceklestigi e-NOS daha belirgin

olmak kaydi ile i-NOS immun boyamalarinin bazale gore ¢ok fazla arttig1 saptandi.

Oksidatif stresin hiicre Oliimii tizerine iliskilsi ve etkili olduguda TUNEL

boyamalarindaki artisla belirlendi.

Kok hiicrenin serbest radikal olusumunu azaltip hasar1 engelledigi ve buna bagh

olarak apoptozun geriledigi diisiiniildii.

Kok hiicrenin bu olumlu etkilerinin giiniimiiz kadininin beslenme, teknoloji ve
ilgil faktoérler nedeniyle bozulan over sagliginin ve buna bagli azalan lireme yeteneginin

yeniden kazandirilmasinda 6nemli olabilecegini diigiindiirdii.

Kok hiicrenin overdeki olumlu etkilerine nis faktoriiniin eklenmesi, folikiil
yapimina ve atilmasina katkisinin belirlenmesi, graaf folikiiliinlin olusume ve atilmasini
saglayan tiim destek hiicrelerle bu hiicrelere katki saglayan bag dokusu hiicrelerinin kok
hiicreler ile tekilesimlerinin ortaya konmas1 ve burada kullanilan mekanizmalarin ortaya

konmasi ¢alismadan ¢ikarilan sonuglarin getirdigi 6nerilerdir.

Kok hiicrenin kullandig1 mekanizmalar olan oksidatif stres ve proglanmis hiicre
olumi akillica kullanildig: taktirde onleyici ve tedavi edici olarak klinik tipta yerini
alacak onemli bir silah olarak goziikmektedir. Bu ifadenin her gecen giin azalan iireme
yetenegine katkisi gelecekteki fonksiyonu agisindan en 6énemli yorumdur (Stimpfell M.

ve ark. 2013).
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Anahtar Kelimeler: kemik iligi stromal kok hiicreleri, yara iyilesmesi, over, e-NOS, i-
NOS, STRO 1A.
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ABSTRACT
Amag¢: Modernlesen diinyada g¢evresel faktorler iireme hiicreleri iizerine gittikge artan
bir sekilde olumsuz etki gostermektedir. Ozellikle Avrupanin Kuzey bélgesinde ciddi
bir sorun haline gelen bu problem tilkemizde de artmaktadir. Birgok farkli hiicrenin
etkilesmesi sonrasinda gerceklesen fertilizasyon bu hiicrelerden aldig1 sinyaller
sonrasinda  embriyonun  gelismesini  saglayan birgok farkli  mekanizmay1
gerceklestirmektedir. Infertilizasyon dedigimiz durum bu hiicrelerin etkilesmesindeki
eksikliklere bagli olarak olusmaktadir. K6k hiicre uygulamasi ile amacglanan kok
hiicrenin kendi olusturdugu sinyaller ve ¢evreye gonderdigi uyarilar sonucu bu eksik
olan etkilesmelerin yeniden saglanmasidir. Bu c¢alismada over dokusunda olusan yara
sonrasinda iyilesme periyodu ve bu sirada gerceklesen oogenezin etkilesmesi ve kok
hiicrenin hem kendi farklilagsmasi hem de olusturacagi nis denilen mikrogevre sayseinde

katkilar1 incelencektir.

Metod: Hiicre kiiltiiriinde in vitro olarak kiiltiire ettigimiz kemik iligi stromal kok
hiicrelerini fare overlerine genel anestezi altinda ppd enjektorii yardimiyla enjekte
ederek yara modeli olusturduk. Kurgulanan giin araliklarini takip ederek hayvanlari
servikal dislokasyon yontemi ile Oldiirerek overlerini ¢ikardik. %10’luk
formalinfiksasyonunu sagladik ve parafin bloklama yontemi ile blokladik. 5 micron
inceliginde rodajli ve polilizin kapli lamlara alidigimiz doku kesitlerini bir gece 37 °C’
de etlivde beklettikten sonra ertesi giin hematoksilen boyamasi ve indirekt
immiinohistokimyasal boyama protokoliinii takip ederek e-NOS, i-NOS ve STRO 1A
antikorlar1 ile boyadik ve TUNEL boyamasi yaptik.

Sonu¢: Bu calismada biyopsi modellemesi ile over dokusunda hasar olusturulup
olusan hasara KISKH uygulamas1 yapilip tedavi siirecine katkis1 3. Giinde en aktif yara
olusumu gozlenirken 14. Gilinde iyilesmenin gercgeklestigi saptandi ve kok hiicrenin
yedinci giin gruplarinda anlamli bir sekilde iyilesmeyi hizlandirdig1 ve olumlu katkilar

sagladig1 saptandi.
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Kok hiicre varligt STRO-1 boyamas: ile ortaya konulup kemik iligi
stromasindan alinan mezenkimal kok hiicrelerin 4. Pasaja geldiginde hodojen bir yapiya

kavustugu ve klasik kok hiicre gibi davrandigi bulundu.

Kok hiicrenin over dokusundaki hasara katkis1 hem parankimin tamiri hemde
oogenez siirecinde folikiil olusumuna katilan hiicrelere verdigi destek saptandi. primer
oositten graaf folikiiliine ve teka ile graniiloza hiicrelerine olumlu katkilar sagladigi

izlendi.

NOS boyamalari ile siirecin oksidatif hasar ile gerceklestigi e-NOS daha belirgin

olmak kaydi ile i-NOS immun boyamalarinin bazale gore ¢ok fazla arttig1 saptandi.

Oksidatif stresin hiicre Oliimii tizerine iliskilsi ve etkili olduguda TUNEL

boyamalarindaki artisla belirlendi.

Kok hiicrenin serbest radikal olusumunu azaltip hasar1 engelledigi ve buna bagh

olarak apoptozun geriledigi diisiiniildii.

Kok hiicrenin bu olumlu etkilerinin giiniimiiz kadininin beslenme, teknoloji ve
ilgil faktoérler nedeniyle bozulan over sagliginin ve buna bagl azalan lireme yeteneginin

yeniden kazandirilmasinda 6nemli olabilecegini diigiindiirdii.

Kok hiicrenin overdeki olumlu etkilerine nis faktoriiniin eklenmesi, folikiil
yapimina ve atilmasina katkisinin belirlenmesi, graaf folikiiliiniin olusume ve atilmasini
saglayan tiim destek hiicrelerle bu hiicrelere katki saglayan bag dokusu hiicrelerinin kok
hiicreler ile tekilesimlerinin ortaya konmasi ve burada kullanilan mekanizmalarin ortaya

konmasi ¢alismadan ¢ikarilan sonuglarin getirdigi onerilerdir.

Kok hiicrenin kullandig1 mekanizmalar olan oksidatif stres ve proglanmis hiicre
olumi akillica kullanildig: taktirde onleyici ve tedavi edici olarak klinik tipta yerini
alacak onemli bir silah olarak goziikmektedir. Bu ifadenin her gecen giin azalan iireme
yetenegine katkisi gelecekteki fonksiyonu agisindan en 6énemli yorumdur (Stimpfell M.

ve ark. 2013).
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Anahtar Kelimeler: kemik iligi stromal kok hiicreleri, yara iyilesmesi, over, e-NOS, i-
NOS, STRO 1A.
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1.GIRIS

Insanlarin var oldugu ilk anlardan giiniimiize kadar gelen siire¢ icerisinde ilk
hedeflerinden biri hastaliklar1 yenme ve yaslanmanin oniine gegme olmustur. Bunun en
biiyiik kanit1 olarak M.O 1500°lii yillara ait papiiriislerde bitkilerden yapilan ilaglarin
kullanilmast ve eski misir hiyelogriflerinde hastalikli organlarin degistirildiginin
resmedilmis olmasidir ( Senel 2003).

Glinlimiizde insan genomu projesi ile genetik sifremizin  %99.99’unun
¢Oziilmesiyle birlikte, kok hiicre tedavisi, gen tedavisi, preimplantasyon genetigi,
biyoteknoloji ve klonlama konularinda yogun gelismeler yasanmigtir. Ayrica son
yillarda genetik sifrenin aydinlatilmasi ve hiicre davranislarinin daha iyi anlagilmasi ile
insanin kok hiicreleri kullanilarak beyin, deri, kemik, kalp kasi1 gibi ¢esitli dokular
iiretilmeye baslanmistir (Aydin 2003).

Kok hiicreler, embriyonik donemden baslayarak fetal ve dogum sonrasi yasamda
doku ve organlarin gelismeleri ile idamelerinde ¢ok Onemli rol oynarlar. Kok
hiicrelerinin kendini yenileme, farklilagsma ve canli kaldik¢a yasamlarini siirdiirebilme
ozellikleri, organizmada baska hicbir hiicrede bulunmayan 6zelliklerdir. Kok hiicreler,
aldiklar1 sinyale gore farkli hiicre tipine doniisebilme potansiyeline ve kendisini
yenileyebilme giicline sahiptirler ayrica viicutta meydana gelen degisikliklere, 6liim ve
hasar durumuna gore bu hiicreler hangi hiicre tiirline ihtiyag var ise o hiicreye
doniismektedirler.

Ovaryumlar; pelvis boslugunun yan duvarma dayali, sag ve solda olmak {izere
(oogenezis) ve steroid hormonlar1 (Ostrojen ve progesteron) salgilarlar
(steroidogenezis). Ovaryumlardan salgilanan steroidler, cins hiicrelerinin gelisip
olgunlagmasini, sekonder cins organlar1 ve meme bezlerinin gelisme ve biiylimesini
kontrol ederken gebeligin kontroliinden de sorumludurlar.

Farklilastirilmis kok hiicrelerin overdeki davranislarinin arastirilmasi, ovaryum
islevinin ve fertilitenin daha iyi anlagilmasina ve biiyiik oranda polikistik over sendromu
(PCOS), preovarian yetmezlik ve kanser gibi hastaliklarin nedenlerinin ve gelecekteki
yeni tedavi yaklasimlarinin olusmasina biiyiik katki saglayacaktir. Transplantasyon ile

hasara ugramis dokunun yonlendirilmis kok hiicre ile tamiri olduk¢a umut vericidir. Bu



calisma, sican overlerinde aspirasyon biyopsisi ile olusan travmatik etkiye karst kok
hiicrelerin iyilestirici etkilerinin aragtirilmasi ve over disi kok hiicrelerin over dokusu

icindeki davraniglarin1 tanirmlamak amaciyla gercgeklestirilecektir.

1.1.GENEL BILGILER

1.1.a. Ovaryum embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak déllenme sirasinda belirlenmesine ragmen
gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar, erkek ya da disi yapisal ozelliklere sahip
degillerdir. Gonadlar baslangigta s6lom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin
yogunlagmastyla olusmus, bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis genital ya da gonadal
kabartilar halinde belirirler. Gelisimin 6. Haftasina kadar genital kabartilar icinde germ
hiicreleri goriilmez. (Moore KL, 2002.).

Ik esey hiicreleri, gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin allontois’e yakin
duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baslarlar. Sonbagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda ilkel
gonadlara ulasir, 6. haftada da genital kabartilar1 isgal ederler. Bu hiicreler genital
kabartilara ulasamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testis’e
farklanmasinda ilkel germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir. ilkel cins hiicrelerinin
ilkel gonadlara ulasmasindan hemen once ve ulasmasi sirasinda, genital kabartilarin
epiteli cogalir ve epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar
burada ilkel cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli kolonlar olustururlar. Erkek ve
disi embriyolarda ilkel cins kordonlar1 yiizey epiteline baglidir ve bu evrede, erkek ya
da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu evreye
farklanmamis donem, gonad’a da farklanmamis gonad denir (Sadler T W, 2005).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavastir. X kromozomlar1 ovaryum’un
gelisimi i¢in genler icerir; ovaryum olusmasinda otozomal bir genin rol oynadigi
bilinmektedir. 10. haftaya degin, ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler. ilkel
seks kordonlar1 disi embriyolarda erkekteki kadar belirgin degildir. Gonad taslaginin
medullasina kadar uzanirlar ve rudimenter bir yapi olan rete ovarii’yi olustururlar.
Normalde rete ovarii ve ilkel seks kordonlart dejenere olarak ortadan kalkarlar ve

yerlerini ovaryum medullasin1 olusturan damarli stromaya birakirlar. Erken fotal



donemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, gelismekte olan gonadin
yiizey s6lom epitelinden baglayarak, alttaki mezensime dogru gelismeye baslar. Kortikal
kordonlar s6lom epitelinin ¢ogalmasiyla kalinlagirken, ilkel cins hiicreleri kordonlarin
icine karigirlar. Yaklasik 16. haftada bu kordonlar primordiyal folikiil denilen ayr1 hiicre
gruplarina boliiniirler. Her grup ortada ilkel cins hiicrelerinden koken alan bir
oogonyum (oogonium) ve onun ¢evresinde, kortikal kordon epitelyum kokenli tek sira
yassi1 folikiil hiicrelerinden olusur. Fetal donemde milyonlarca oogonyum aktif olarak
mitozla ¢ogalir. Dogum Oncesi, oogonyumlarin bir kismi dejenere olurken geri kalani
biiyiliyerek primer oositleri yapar.

Dogumdan sonra oogonium olusmaz. Primer oositlerin ¢cogu dogumdan 6nce dejenere
olur. Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit kalir. Dogumdan sonra ovaryum
ylizey epiteli diizlesir. Ovaryum hilusunda, periton mezoteli ile devam eder. Ovaryum
folikiilleri bi¢cimlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarini yitirirler. Yiizey epiteli ile
ovaryum korteks’i arasinda tunika albuginea (tunica albuginea) denilen ince fibroz bir
kapsiil gelisir. Mezonefroz gerilerken, ovaryum ondan ayrilir ve mezovaryum denilen

kendi mezoteriyle viicut duvarina asilir (Moore KL, Persaud TVN, 2002.).
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Sekil 1.1. Ovaryum gelismesi (Moore, K.L., 2002)

1.1.b. Ovaryum anatomisi

Ovaryum’lar, erkekteki testis’lerin karsiligi olan, iri badem biyiikligiinde,
pelviste sagda ve solda kendilerine ait cukurcuklara (fossa ovarica) yerlesik iki
organdir. Embriyonal yasamin baslangicinda ovaryumlar, intraabdominal yerlesimli
iken, gelisimin ikinci ayindan baslayarak asagiya pelvis bosluguna dogru inmeye
(descensus ovarii) baglarlar. Bu siireg testisin inisine gore daha kisa siirede tamamlanr.
Ovaryum bu inisle pelvis minor’un duvarinda ki fossa ovarica (Krause ¢ukuru) denilen
cukurlara yerlesirler (Govsa F, 2003). Fossa ovarica, a. iliaca externa ile a. iliaca interna
arasinda bulunur. Bu ¢ukuru, alt- 6n taraftan lig. latum uteri’nin tabani; yukaridan, a.
iliaca externa ve arkadan, ureterler sinirlar. Cukurun dibinde ve periton (peritoneum)’un
altindan a.-v. obturatoria ile n. obturatorius geger. ilk gebelikte ovaryumlar, uterus ile
karin bosluguna dogru c¢ekilirler ve bir daha aynmi yerlerine donemezler. Coklu

dogumlarda ovaryum’lar biraz daha asagida bulunur. Tuba uterina’nmin arka ve alt



kisminda bulunan ovaryum’lar, lig. latum uteri iginde bulunurlar. Uzun ekseni hemen
hemen vertikal yondedir. Pembemsi-gri renkli olan ovaryum’larin yiizii ergenlik ¢agina
degin periton’la ortiilii olup diiz ve parlaktir. Pubertadan sonra periton 6zelligini yitirir
ve matlagir. Ovulasyon ve dogurmaya kosut olarak da {izeri plirtiiklii bir gériiniim alir.
Her bir ovaryum yaklasik 4 cm uzunlugunda, 2 cm eninde ve 0,8 cm kalinligindadir.
Agirhigi da 3 - 5 g. kadardir (Arinci K, Elhan A, 2001).

Ovaryum’un anatomik olarak facies lateralis ve medialis olarak iizere iki ylizii,
marga liber ve margo mesoovaricus olarak iki kenar1 ve extremitas tubaria ve extremitas

uterina olarak iki ucu bulunur.

1.1.b.1. Ovaryum’un tutunma yapilari:

Ligamentum latum uteri’nin arka yapragi olup ovaryum’un 6n kenarina tutunur.
Kisa oldugundan ovaryum’un sadece mentese hareketini yapmasina olanak saglar.

Ligamentum ovarii proprium:

Ovaryum’un alt ucunu, fundus uteri’nin yan kosesine baglar. Embriyonik
yasamdaki gubernaculum’un iist kisminin kalintisidir. Ortalama 2—-3 ¢cm uzunlugunda ve
2-3 mm kalmhgindadir. Yapisinda diiz kas ve elastik lifler bulundurdugundan
gerektiginde uzunlugunu degistirebilir. Lig. latum uteri’nin arka kivrimini olusturmasi
acisindan onemli bir bagdir.

Fimbria ovarica:

Tuba uterina’dan ovaryumlara dogru uzanan sagaksi uzantilardan (fimbriae
tubae uterinae) birisine verilen isimdir. Bu uzanti ovaryumun {ist ucuna yapisir. Karmn
bosluguna atilan ovum’u tutarak tuba uterina’ya tasinmasini saglar.

Ligamentum suspensorium ovarii:

Ovaryum’u pelvis yan duvarina sabitleyen periton katlantisidir. Aditus pelvis’ten
baslayan bu bag m. psoas major, a.iliaca externa, v. iliaca externa ve ureter’i dnden
caprazlayarak asagida ovaryum’un iist ucunda sonlanir. Elastik teller ve diiz kas lifleri
iceren bu bag i¢inde, ovaryum’un damar ve sinirleri bulunur. Bunlar bagi
kuvvetlendirirler. Bu baglardan mesovarium ve lig. suspensorium ovarii, ovaryum’u

tutan en 6nemli baglardir (Govsa F. 2003).
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Sekil 1.2. Ovaryum anatomisi (Moore, K.L., 2002).

1.1.b.2.0varyumun damarlanmasi

Ovaryum’un Arterleri:

Aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lardir. 1. Lumbar vertebra denginde aorta
abdominalis’ten ayrilan a. ovarica, lig. ovarii suspensorium igerisinde ilerler ve
mesovarium’a gelir. Burada a. uterina’nin bir dali olan ramus ovaricus ile anastomoz
yapar. Hilum ovarii’den organa giren arter, medulla-korteks sinirinda olusturdugu
pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin ¢evresini saran zengin kapiller aglar
olusturur. Damarlarin ¢cap1 dongii evrelerine gore degisir. Damarlar folikiillerin geligimi
sirasinda genistir. Ovulasyondan sonra ise daralirlar.

Ovaryum’un Venleri:

Arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikarlar. Venler ilk 6nce plexus ovaricus
denen vendz bir ag yaparlar. Buradan ayrilan venler birleserek az boliimii plexus
uterovaginalis’e, cogu ise lig. ovarii suspensonum igerisindeki v. ovarica’ya agilirlar. V.
ovarica, a. ovarica’larla birlikte uzanirlar. Sol taraftaki v. renalis’e, sag taraftaki ise v.

cava inferior’a agilir.



Ovaryum’um Lenf Damarlar:

Kan damarlariyla birlikte uzanirlar. Nodi lymphatici preaortici ve nodi
lymphatici aortici lateralis’lere agilirlar.

1.1.b.3. Ovaryum’un Sinirleri:

Plexus hypogastricus inferior (ya da plexus pelvicus) ve a. ovarica’nin
cevresindeki plexusovaricus’dan gelir. Parasempatikleri 10. kafa ¢ifti n. vagus’tan,
sempatikleri ise n. splanchnicus minor ve bir kisim torakal medulla spinalis
segmentlerinden gelir (Erkogak A, 1982).

1.1.c. Ovaryum’un histojisi

Ovaryum’da yapisal olarak farkl ii¢ tabaka gozlenir:

1.1.c.1.Epithelium ve Tunika albuginea:

Over ylizeyini Orten epitel tek sira kiibik epitel yapilmistir. Germinal epitel
olarak da adlandirilan epitelin peritona bakan tarafinda mikrovilluslar ve az sayida
kinosilyalar izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve pinositoz vezikiillerinden
zengindir. Az damarli, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye dik
uzanan demetler olustururlar. (Ross HM ve ark., 2003). Altinda, oosit igeren folikiillerin
bulundugu korteks boliimii ve en i¢ kisimda gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar
yatagi iceren medulla boliimleri vardir. Yas ilerledik¢e tunika albuginea kalinlasir ve
sertlesir. (Junqueira LC, Carniero J ve ark., 2003, Ovalle WK 2009).

Germinal kok hiicreleri germinal epitel i¢inde yerlesim gosterirler. Bu kok
hiicreler germ hiicrelerine benzer biiyliik ve oval sekilli hiicrelerdir ve mitotik olarak
aktiftirler. Germinal kok hiicreleri epitelin i¢inde olmasma karsin epitel ile iliskili
degildir ve bu hiicreler ovaryumlarin i¢inde korumasiz ve ¢iplak halde bulunurlar.
Germinal kok hiicrelerden postnatal ovaryumlarda yeni oositler elde edilir. Ayrica,

ovaryum epitelinde bulunan kok hiicreler, oosit ve onu c¢evreleyen graniiloza
hiicrelerinin bipotent kaynagidir. (Bukovsky, A. ve ark., 2005, Johnson ve ark., 2004,
Motta, P.M. ve Makabe, S., 1986). Bizde c¢alismamizda kemik iligi stromal kok
hiicrelerini ovaryumlara transplante ederek gerek bu kok hiicrelerin  buradaki

davraniglarin1 gerekse burada zaten var olan germinal kok hiicreleri iizerine olasi

etkilerini arastirdik.



1.1.c.2.0varyum korteksi:

Organin dis ve islevsel boliimiidiir. Cesitli gelisim asamalarindaki ovaryum
folikiilleri ve korpus luteum yapilarini igerir. Puberteden once kortekste sadece
primordiyal folikiiller bulunurken puberteden sonra primer, sekonder ve antral
folikiiller bulunur. Seksiiel olgunluk déneminde bu folikiillerden bagka korpus luteum
ve atretik folikiiller bulunur. Menopoz doneminde ise folikiillerin sayist olduk¢a azalir
(Kalayct S. 1986, Esrefoglu M. 2004, Solomon EP, 2000). Korteks stromasinda
kollajen, elastik lifler ve lif aglar1 ile ince uzun mekik seklinde stroma hiicreleri
bulunur. Stroma hiicreleri fibroblastlardan farkli olarak hormon salgilayan teka interna

hiicrelerine doniisebilen hiicrelerdir. (Sternberg SS. 1997)

1.1.¢.3.0varyum medullas::

Kan, lenf damarlar1 ve sinirlerden zengin, agik renk i¢ bolgedir. Korteks ve
medullay1 yapisal olarak kesin sinirla ayirmak miimkiin degildir. Medulla stromasi
korteks’e benzer. Medulla elastik liflerden zengin, diiz kas hiicreleri igeren fibroelastik
gevsek bag dokusundan olusmustur. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger
enzimleri igeren hiicreler bulunur; bunlarin sayilari yagla artar, menopozda %80
oraninda bulunurlar. Intertisiyel hiicreler poligonal sekilli, ortada yuvarlak cekirdegi ve
belirgin ¢ekirdekcikleri olan epiteloid hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda kiiciik yag
damlaciklar1 bulunur. Luteinize hiicrelere benzedikleri i¢in atreziye giden folikiillerin
teka internalarindan olustuklart diistiniilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda tek tek
ya da gruplar halinde bulunurlar ve Ostrojen salgilarlar. Bu hiicreler, cok doguran
memelilerde fazladir ve intertisiyel bezler olarak adlandirilirlar; insanda ilk adet
kanamasindan sonra azalir, eriskinde son derece azdirlar. Hilus hiicreleri, bagka bir
diger iri epiteloid hiicre grubudur, kiigiik adaciklar seklinde hilusta gozlenirler. Testis’in
Leydig hiicrelerine (endocrinocytus interstitialis) benzer ve sitoplazmalarinda yag
damlaciklari, lipofuksin pigmenti, Reinke kristallerini icerirler ve steroid hormon olarak
androjen salgilarlar. Kortikomeduller stroma gegisinde arjirofili gdsteren néroendokrin
(APUD) hiicreler, kadinlarda % 6 oraninda gosterilmistir (Tekelioglu M. 2002,
Esrefoglu, M., 2004, Fawcett, D.W., 1997, Junqueira, L.C., and Carniero, J. 2003,
Sternberg, S.S., 1997)



1.1.d.Folikiilogenez, hiicreler ve faktorler

1.1.d.1.folikiilogenez:

Folikiillerin  primordial folikiil populasyonundan ayrilip gelisme ve
diferensiasyona (degisime) ugramast olayma folikiilogenez denir. Folikiilogenez
somatik hiicrelerin proliferasyonu, steroidojenik kapasite elde etmesi, oositin biiylimesi
ve mayotik bolinme ile karakterizedir. Folikiilogenezde amag¢ olgun, kumulus
kompleksi ile cevrili, iireme yolunda spermle dollenebilen oositin olusturulmasi ve
endometriumun gebelige hazirlanmasimi saglayacak hormonlar1 salgilayan korpus
luteumun gelismesini saglamaktir. Ovaryumun temel {initesi olan follikiiller, oositlere
mikrogevre yaratmanin yani sira gelisim ve sag kalim i¢in de gereklidir (Sarraj M. A,
Drummond A.E. 2012). Basarisiz bir folikiilogenez siirecinin yeniden diizenlenebilirligi
merak konusudur ve bu siirecte kok hiicrelerin roliiniin varligr tezimizin temel
sorularindan birisidir.

Olgunlasmis ovaryumlarda ii¢ tip folikiil gozlenir: Ilkel folikiiller (primordiyal
folikiiller), biiyiiyen folikiiller (primer ve sekonder folikiiller) ve olgun (Graaf, Tersiyer)
folikiiller. (Esrefoglu M., 2004). Bu folikiiller ardisik biliylime ve diferensiasyon
siirecine girmeden onceki donemde sessizdirler. Biitiin folikiiller ovulatuvar doneme
ulagsmazlar. Bir kisim folikiil atrezi denilen bir siirecle kaybedilir. Mc Geeve ark.
(McGee EA, 2000) folikiilogenezde iki donemden bahsetmislerdir. Bunlardan birincisi
ilk rekruitmentdir. Bu donemde primordiyal folikiiler erken antral doneme dogru yavas
biiyiime igerisindedir. Ikincisi siklik rekruitmentdir. Bu dénemde atreziden kurtulan
erken antral folikiiller hizl1 bir bliyiime igerisine girerler. Folikiiller siklik rekruitment
stirecine girdikten sonra bir ya da daha fazlasi, daha ileriye biliylime ve ovulasyon i¢in

secilirler. Bu folikiillere dominant folikiil ad1 verilir. Diger folikiiller atreziye ugrarlar.
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Sekil 1. 3. Ovaryumda folikiil gelisimi (Moore, K.L., 2002)

Follikiil  olusumunun tamamlanmas1 i¢in ¢esitli biliylime faktorleri
gerekmektedir. Biiyiiyen follikiiliin follikiiler sivisi incelendiginde, steroidler ve
biylime faktorleri (Ostradiol ve insiilin-benzeri biliyiime faktori 1) icerdigi
goriilmektedir. Insan oositleri dstrojen reseptdr, IGF1, IGF2 ve IGFIR (Insulin Growth
Factor 1 Reseptor- Insiilin Biiyiime Faktoriil Reseptorii) mRNA icermekle birlikte
gelisimin preantral asamasindaki oositlerin EGF (Epidermal Growth Factor- Epidermal
Biiytime Faktorii) ve EGFR (Epidermal Growth Factor Reseptor- Epidermal Biiylime
Faktorii Reseptorii) eksprese ettigi de goriilmektedir. Oosit-kiimiiliis komplekslerinin
EGF ve IGF1 varliginda kiiltiirii sonucunda, immatiir oositlerin niiklear maturasyonun
arttig1 rapor edilmistir (Heikinheimo O, Gibbons W. E., 1998). Ovaryum organ kiiltiir
caligmalarinda, primordiyal follikiil olusumunda kok hiicre faktorii ve diger bir¢ok

faktoriin potansiyel rolii gosterilmistir (Pepling M. E ve Spradling A. C. 2001).

1.1.d.2. ilkel folikiiller (Primordiyal folikiiller)

Ilkel folikiil, folikiiler gelisimin ilk asamasidir ve dogumdan 6nce gebeligin 20.
haftasinda 6-7 milyon civarinda olup dogumdan sonra sayilar1 azalarak 300-400 bine
kadar digmektedir. Disi bireylerde primordiyal germ hiicreleri 25. haftada mitozla
cogalarak yaklasik yedi milyon oogonyum meydana getirir. Mayoz bdliinmeye girmis

primer oositlerin biliylikk ¢ogunlugu primer folikiil olusturamayip, atreziye ugrar
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(Gandolfi F, ve ark.,2005). Pubertede ise bu rakam 200.000° e kadar inmistir
(Demeestere | ve ark., 2005). Ancak son yillarda bazi arastirmalar fare tiirlerinde germ
hatt1 kok hiicrelerinden, yasamin erken yillarinda yeniden esey hiicresi olusabildigini
gostermistir (Jamnongjit M ve Hammes SR. 2005). Primer oositin etrafini tek katli yassi
folikiil hiicreleri ¢evreleyerek primordiyal folikiilleri olustururlar.

Primordial folikiil asamasinda yass1 epitel hiicreleri oogumyumlarin ¢evresini
tek tabaka halinde sararlar. Folikiillerin biiylik boliimiini olusturan primordiyal
folikiiller ovaryumun korteks kisminda ve hemen tunika albuginea tabakasinin altinda
bulunurlar. primordiyal folikiilde, ilkin oosit bazal lamina {izerine oturmus, tek katl
yasst epitelle sarilmistir ve 1. mayozun profaz evresinde, diploten asamasinda
duraklamigtir. Buradaki ilkin ovositin ¢ap1 yaklagik 30 mikrometre (um)’ dir. Ilkin
oositler, genis vezikiiler niikleuslu, belirgin bir veya birden c¢ok niikleolus igeren
yuvarlak hiicrelerdir. Organelden oldukc¢a zengin hiicrelerdir. Sitoplazmada bulunan,
belirgin bir golgi kompleksi ve endoplazmik retikulumu olan, ¢ok sayida mitokondri,
lizozom, vezikiillerden olusan Balbiani cisimcigi denen yapilar igerir (Ross MH ve ark.,
1995, Williams ve ark. 2004, Marteil G, ve ark., 2009, de Smedt V ve ark., 2000).
Gonadotropinlerin, 06zellikle folikiil uyarict hormonun (FSH) uyarilmasiyla ilkel

folikiiller geliserek biiyiiyen follikiillere donisiir (Y1ldirim M., 2000, Hassa H., 2003).

oosit

Balbiani
Cisimcigi

/

annulat
lameller

Sekil 1.4 Primer folikiil (Moore, K.L., 2002)
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1.1.d.3. Biiyiiyen folikiiller

Primer folikiil

Primordiyal folikiiller biiyiiyen folikiil asamasina geldiginde folikiilde, oositte ve
buna eslik eden stromada da degisiklikler meydana gelir. Baslangig olarak oosit biiyiir
ve etrafindaki folikiil hiicreleri ¢ogalmaya baslayarak kiibiklesirler. Folikiil hiicreleri
kiibik hale geldiginde folikiil “Primer Folikiil” olarak adlandirilir. Oosit biyiidiikce,
homojen ve yogun boyanan, asidofilik 1sik kirici tabaka olan Zona Pellusida (ZP), oosit
ve folikil hicreleri arasinda belirir. Biiyiiyen oosit, glikozaminoglikandan ve
glikoproteinden zengin ZP’y1 salgilar. ZP, 1s1k mikroskobunda ilk olarak oosit 50-80
um’ye buyadaginde belirir. (Fair, T., 2003). Tek katli olan folikiiler hiicreler mitoz
gecirerek cogalirlar ve membrana gronulosum denen, dis kisminda bazal membranla
stromadan ayrilmis, ¢ok tabakali hiicre katmanini olustururlar. Cogalma sirasinda
graniiloza hiicrelerinin arasinda olusan gap junction yapilari, hiicreler arasi besin ve
kiigiik makromolekiillerin kandan folikiiler siviya ge¢mesi agisindan, dolayisiyla
ovumun ve folikiillerin gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir. (Himelstein-Braw, R. Ve ark.,
1976). Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla folikiilii gevreleyen stromal hiicreler “Teka
Folikiilii” denen iki tabakaya ayrilan bag doku yapisini olustururlar.

Teka Interna: i¢ kisimda yer alan, damarlanmas: iyi olan kiibik hiicrelerdir.
Ostrojen 6nciisii olan androjenleri sentezler ve salgilama gorevleri vardir, liiteinizan
hormon (LH) reseptorleri bakimindan zengindirler. Teka internada salgi yapan
hiicrelere ek olarak fibroblastlar, kollajen lifler ve zengin bir damar agi bulunmaktadir

Teka Eksterna: Bag doku hiicrelerinin dis kisrmdir. Esas olarak diiz kas
hiicreleri ve kollajen lif demetlerinden olusur.

Teka tabakalari arasinda ve teka eksterna ile cevre stroma arasindaki sinir
belirgin degildir. Bununla birlikte graniiloza hiicreleri ile teka tabakas: arasinda bulunan
bazal lamina bu iki tabakay: kesin sekilde ayirir. Boylece bazal lamina, folikiiler
biiyiime sirasinda damarsiz olan graniiloza hiicre tabakasini, teka interna tabakasindan
ayirmis olur.

Oosit biiyiidiikge ve olgunlastik¢a organellerin de dagilim: degisir. Primordiyal
oositte bulunan Balbiani cisimciginden kaynaklanan Golgi parcalar1 sitoplazmada

dagilmis olarak goriiliir. Serbest ribozom, mitokondria, kii¢iik vezikiiller ve graniillii ER
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sayica fazlalagir. Seyrek olarak yag damlaciklari ve lipokrom pigmenti de goriilebilir
(McGee, E.A. ve AJ. Hsueh, 2000). Oositlerde kortikal grandller bulunur. Bunlar
plasma membraninin (oolemma) altinda yerlesmislerdir. Kortikal graniiller proteaz
icerirler ve spermin ovumu etkilemesiyle ekzositoz yoluyla oolemma disina salinirlar.
Oosit ile granuloza hiicreleri arasinda uzanti benzeri yapilarla haberlesme
saglanmaktadir. Bu uzantilar, plasma membraniyla iliski halindedir fakat sitoplazmik
devamlilik saglamaz.

Sekonder folikiil (Antral folikiil)

Primer folikiil biyiikligi FSH, Biiyime faktorleri (Epidermal Growth Factor,
Insuline-like Growth Factor-1), Ca+2 iyonlarinin etkisinde arttikga kortikal stroma
icinde artar. Graniiloza tabakasindaki hiicre katman sayisi 6-12 hiicre sayisina
ulastiginda graniiloza hiicrelerinin arasinda sivi birikmeye baslar. Bu sivi hiyaluronik
asitten zengin bir yapidadir ve antral sivi olarak adlandirilir. Bu sivi birikmeye devam
ettikge bosluklar birlesir ve tek biiyiik bir bosluk halini alir ki buna da “Antrum” denir.
S1vi birikimi basladiginda folikiil artik sekonder veya antral folikiil olarak adlandirilir.
Antral folikiil asamasindan sonra eksantrik olarak yerlesmis oosit biiyliyemez ve en ¢ok
125 pum ¢apinda kalir. Biiyiime inhibisyonu ise 2 kDa biiyiikligiinde bir peptid olan
“Oocyte Maturation Inhibitor” (OMI) tarafindan saglanir. OMI, graniiloza hiicreleri
tarafindan antral siviya salimir. OMI yogunlugunun antral folikil bayiikligi ile iliskili

oldugu kanitlanmstir. [Syrop, C.H. ve ark., 1995.)
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Sekil 1.5. Sekonder (antral) folikiil (Moore, K.L., 2002).

Tersiyer folikiil ( Graff folikiilii)

Antral folikiiliin biiylimesiyle antrum ve granuloza hiicreleri de biiylirler.
Graniiloza hiicre tabakasinin kalinligi oositle iligkili oldugu kisimlarda hiicreler
kalinlagmis tepe seklinde “Kumulus Ooforus” denen bir yapi olusturur. Kumulus
hiicreleri oositin etrafin1 sarmis durumdadirlar ve ovulasyonla bu hiicrelerin bir kismi
oositle birlikte atilirlar. Oositle birlikte atilan bu hiicrelere de “Korona Radiata”
hiicreleri denmektedir. Korona radiata hiicreleri oosit mikrovilluslartyla gap junctionlar
aracilifiyla baglanti kurarlar. Serbest antral ylizeydeki LH reseptorlerinin sayisiyla
iliskili olarak folikiillerin olgunlagma siireclerinde granuloza hiicrelerinin yiizey
uzantilarinin sayist da artar. (Scheffer, G.J ve ark., 1999.) Olgun folikiiller ovaryum
yiizeyinde kabarti seklinde gozlenebilecek kadar yaklasik olarak 10mm biiyiikliigiin
tizerine ¢ikabilirler. Folikiillerin biiyiikliigii en iist seviyeye usaltiklarinda granuloza
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Granuloza tabakasi incelir c¢ilinkii antrum

genislemistir ve granuloza hiicrelerinin arasindaki baglantilar ovulasyonu saglayabilmek
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i¢in zayiflamistir. (Ross MH ve ark., 1995, Williams ve ark., 2006, Delilbasi L., 2008,
Yildirrm M., 2000.) Sekonder oosit, ovulasyondan once ikinci mayoz boliinmesine
baslar, ancak, metafaz evresinde ikinci kez bekleme evresine girer ve bu evredeyken
ovaryumdan atilir. Bu asamada teka hiicrelerinde de farklilasmalar goriiliir. Teka
internanin hiicreleri tamamen farklilastiginda steroid iireten hiicrelere benzer bir yap1
gosterirler. Bu oOzellikler arasinda, bol miktarda diiz yiizli endoplazmik retikulum,
tiibiiler kristaya sahip mitokondriyumlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklar1 yer alir. Bu
hiicrelerin, bir steroid hormon olan androstenoidini sentezledigi bilinmektedir. Folikiil
hiicreleri, FSH’nin etkisiyle androstenoidini Ostrojene doniistiiren aromataz enzimini
salgilarlar. Ostrojen, folikiilii cevreleyen stromaya doner, kan damarlar1 araciligryla tiim
viicuda yayailir.

Ovulasyondan sonra, folikiiliin graniiloza ve teka interna hiicreleri, korpus
luteum (sar1 cisim) olarak adlandirilan gegici bir i¢ salgi bezi olusturmak {izere yeniden
diizenlenir. Korpus luteum, ovaryumun korteks bolgesinde yerlesir. Folikiil sivisinin
bosalmasi ile folikiil duvart kivrimli bir hal alir. Folikiil bosluguna bir miktar kanama
olur; bu kan burada pihtilasir (koagiilasyon) ve daha sonra yerini bag dokusu alir. Bu
bag dokusu ile birlikte giderek ortadan kaldirilan kan pihtist artiklari, korpus luteumun
en i¢ kismini olusturur. Ovulasyondan sonra graniiloza hiicreleri boliinmezler ancak,
boyutlarinda biiyiik bir artig goriiliir. Bunlar korpus luteum parenkimasinin yaklasik
%80’ini olusturur ve graniiloza lutein hiicreleri adin1 alirlar. Teka internadaki hiicreler
de teka lutein hiicrelerini olusturarak korpus luteumun olusumuna katkida bulunurlar.
Bu hiicrelerin yapis1 graniiloza lutein hiicrelerine benzer, ancak daha kiicliktiirler ve
daha koyu boyanirlar. Oositi atan folikiiliin hiicrelerinin yeniden diizenlenmesi ve
korpus luteumun olusumu, ovulasyon oncesinde salgilanan LH’nin uyarisi sonucu
gerceklesir. Yine LH uyarisiyla, korpus luteum hiicrelerinin enzimlerinde degisiklik
olur ve korpus luteum progesteron ve Ostrojenleri salgilamaya baslar(Syrop, C.H., ve
ark., 1999). LH uyarisinin ardindan, korpus luteum 10-12 giin siireyle hormon
salgilamak tizere programlanmistir. Bunun disinda hormonal uyar1 olmaz ve gebelik
olusmazsa, korpus luteum hiicreleri apoptoz ile dejenere olurlar. Ostrojen, hipofizden
FSH’nin salgilanmasini baskilar. Korpus luteum bozulduktan sonra, steroid hormonlarin

kandaki konsantrasyonlar1 azalir ve FSH salgilanir. FSH, bagska folikiillerin biiylimesini
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uyararak bir sonraki menstrual siklusu baslatir. Yalnizca menstrual siklusun bir kismi
stiresince kalan korpus luteum, menstruasyon korpus luteumu olarak isimlendirilir ve
hiicresel kalintilar1 makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Korpus luteumun bulundugu
yer fibroblastlar tarafindan kaplanir ve tikiz bag dokusundan adi olusan bir yara izi
gelisir. Bu dokuya korpus albikans (beyaz cisim) verilir (Ross MH., 1995).
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Sekil 1.6. Tersiyer (graaf) folikiil. (Moore, K.L. 2002)

1.1.e. KOK HUCRELER

Bilim insanlar1 viicutta bulunan hiicrelerin bir grubunun diger hiicrelerden farkl
oldugunu savunmuslar ve bu hiicreleri tanimlamak i¢in ceitli kriterler kullanmislardir
(Kara6z E., Ovali E., 2004). Bu kriterleri kullanilarak tanimlanan bu hiicreler kok hiicre
olarak adlandirilmistir ve kok hiicrelerin, kendilerini yenileme &zelligine sahip,
Ozellesmis hiicrelere farklilagabilen, viicut i¢inde veya laboratuvar ortaminda uygun
sartlar saglandiginda bir¢ok farkli hiicre tipine dontisebilen farklilasmamis hiicreler
olduklarini bildirmislerdir (Sags6z ve ark. 2008). Telomerler kromozomlarin ug
kisimlarinda bulunan ve hiicrelerin boliinme kapasitesini etkileyen DNA zincirleridir.
Telomerler dogrusal kromozomlarin uglaridir ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA
dizileri (insanda TTAGGG) igerirler. Somatik hiicrelerde, her hiicre bolinmesinden

sonra telomer boyu yaklasik 100 baz ¢ifti kadar kisalir.
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Insan germ hiicreleri, tiimor hiicreleri ve embriyonik kok hiicrelerin telomeraz
etkinliginin bu hiicre tiplerinin sinirsiz bir sekilde kendini yenileyebilme kapasitesinden
sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Buna dayanarak, sinirsiz telomeraz etkinligi kok
hiicrelerinin bir belirtecidir olarak kabul edilebilir (Karaéz E., Ovali E., 2004). Kok
hiicrelerimiz diger somatik hiicrelerimiz gibi herhangi bir organin etkinligini yerine
getirme goreviyle yaratilmamiglardir. Bu hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir.
Farklilasmamis bir kok hiicre kalp kasinin, kan hiicresinin ya da bir sinir hiicresinin
fonksiyonunu yapamaz fakat 6zellesmemis yani farklilasmis kok hiicreler, kalp kasi
hiicreleri, kan hiicreleri ya da sinir hiicreleri gibi 6zellesmis hiicrelere kaynaklik
edebilir.

Giinlimiizde 6zellikle de son yillarda kok hiicrelerin kok hiicre olarak kalmasini
saglayan sartlarla ilgili yapilan arastirmalarin sonucunda pek ¢ok farkli isleve sahip
onemli protein ve protein aileleri tanimlanmistir. Ornegin hematopoietik kok hiicrelerin
farklilasmadan ¢ogalabilmesinde Wnt isimli bir proteinin rol oynamaktadir. Wnt
proteini, kok hiicrelerin yiizeyinde reseptdre baglanir ve hiicrelerin i¢cinde bir kaskad
baslatir. Bu kaskad sonucunda bazi 6nemli genler aktive olarak kok hiicrelerin
farklilasmadan kendilerini yenilemelerini saglar (Tannishtha Reya ve Hans Clevers,
2005). Kok hiicreler oOzellesmemis durumlarindan c¢ikip farklilasarak ozellesmis
hiicrelere kaynaklik ederler. Birden fazla hiicre tipine farklilagabilirler. Zigot kok
hiicrelerin farklilasma yeteneklerine en iyi rnek olarak sunulabilir.

Kok hiicreler hasar goren alicitya nakilden sonrasinda kaynak dokuyu islevsel
olarak tekrar gogaltabilir. Ornegin; kemik iligi stromal hiicreleri, hasarli kalp dokusuna
enjekte edildikten sonra kardiyomiyositlere donligmiistiir. Kok hiicreler in vivo ortamda
doku hasarmmin olmadigi durumlarda bile, farkli kaynaklardan elde edilmis kok
hiicrelerin blastosiste enjekte edildikleri zaman farkli hiicre tiplerine kaynaklik etmeleri

gibi (kimerizim) farklilagmis hiicrelere katki saglar. (Karadz E., Ovali E., 2004).
1.1.f. KOK HUCRE CESITLERI

Kok hiicreler farklilasma o6zelliklerine ve elde edildikleri kaynaklara gore iki

baglikta altinda incelenir.

17



1.1.f.1. Embriyonik kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH’ler) blastokist evresindeki bir embriyonun ig
hiicre kiitlesinden elde edilen kok hiicrelerdir. Insan EKH’leri Thomson ve ark. (1998)
tarafindan in vitro sartlarda tiretilebilmesiyle, embriyonik kok hiicre ¢alismalar1 kendi
icinde c¢ag atlamistir. Embriyonik kok hiicreler pluripotent hiicreler olup, viicutta
bulunan yaklasik 200 civarindaki farkli hiicre tipine doniisebilme potansiyeline
sahiptirler (Inan¢ ve ark. 2007). Embriyonik kok hiicreler klinik olarak heniiz
kullanilamamaktadir. Bunun nedeni ise hem yeterli ¢alismanin var olmamasi hem de
embriyonik kok hiicrelerin  kanserlesme sebebi olarak gosterilmesidir. Insan
EKH’leriyle ilgili deneysel ¢aligsmalar in vitro fertilizasyon (IVF) kliniklerinde artan ve
bagislanan embriyolardan tiiretilmis hiicre dizileriyle yiiriitiilmektedir. Insan EKH’
lerinin kullanimiyla ilgili kimi dinsel inanis ve kiiltlirlerde etik ¢ekinceler mevcut iken
kimilerinde ise bu durum herhangi bir sorun teskil etmemektedir. Bu nedenlerle,
arastirma amagh kullanimlariyla ilgili diizenlemeler farkliliklar gostermektedir.
Ulkemizde insan embriyonik kok hiicreleri ile ¢alismalara heniiz izin verilmemektedir.

KOK HUCRELER

W

5-7 Gunlik 4 Haalik 6 Haftalik Bebok

Tek Hicreli [ =T,
Embriyo Embriyo Embriya Embrivo Erigkin
Embriyonik Ktk Hicreler Primordiyal Germ Hicresi Multi-potent Kék Hicreler

Beyin, Kamik, Kan,
Karacljer, Kas v.s

Sekil 1.7. Kok hiicrelerin gesitleri ve evrimi (Betiil Celebi, 2007)

5- ile 9 haftalik fetuslarin gonadal kivrim ve mezenter bolgesindeki primordiyal
germ hiicreleri ile yapilan in vitro calismalarla Gearhart ve ark. (1998) embriyonik germ
hiicreleri elde etmiglerdir. Missed abortus olgularindan elde edilen veya cesitli
sakatliklar nedeniyle gebelige son verilip alinan fetuslar bu tiir kok hiicreler i¢in kaynak

olarak kullanilmaktadir. Alinan kok hiicreler siirsiz boliinme ve kendilerini yenileme
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ozelligine sahip hiicrelerdir. “Pluripotent” yani uygun kosullarda her hiicre tipine
doniisebilen hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicrelere benzer 06zellikler tasimaktadirlar;
ancak fetustan elde edilen bu kok hiicreler gelisimin daha ge¢ safhasinda olduklari igin
cogalma potansiyelleri i¢ hiicre kitlesi gibi kaynaklardan elde edilen kok hiicrelere gore

daha azdir.

Kordon kani kok hiicreleri

Dogum sirasinda anne ile bebek arasinda iletisimi saglayan kordon kanindan kok
hiicre elde edilebilmektedir. Elde edilen bu hiicreler arasinda hematopoietik kok
hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler allojenik veya otolog amachi olarak
kullanilabilmektedirler. Bu kok hiicreler, aliciya kolay uyum saglamalari, geng hiicreler
olmalar1, kiiltiir ortaminda uzun siire canliliklar1 bozulmadan kalabilmeleri gibi

nedenlerden dolay1 kdk hiicreler arasinda avantajli hiicrelerdir.

1.1.f.2. Eriskin koK hiicreler

Kok hiicre kaynaklar1 arasinda farklilagsmis dokular igerisinde yer alan ama
farklilasmamis olarak korunan hiicreler sayilabilir. Bu hiicreler hem kendi kendini
yenileme 0Ozelliginde hemde bulundugu dokudaki diger hiicre tiplerine doniisebilme
ozelligindeki hiicrelerdir. Bu tiir hiicreler her yas grubundaki insanlarda bulunabilirler.
Giintimiizde beyin, kemik iligi, periferik kan, iskelet kasi, epidermis, sindirim sistemi,
dis pulpasi, karaciger, retina, kornea ve pankreas gibi dokularda erigkin kok hiicrelerin

varliklar1 belirlenmistir.
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Beyin —» Noronal Kok Hiicre——» Noron, Astrosit, Oligodendrosit

Kemik ili§i=——# Hemangioblast——yEndoteliyal Hiige
— Hematopoietik Kék Hiicre—— Lenfosit, Eritrosit, Trombosit

— Mezenkimal Kok Hiicre=— Kemik, Kikirdak, iskelet kasi, Tendon, Ligament,
Yag, Kemik stromasi, Kardiyomiyosit

—- Oval Hiicre

i¢ Organlar——p- Hepatik Ktk Hiicre {Oval Hiicre) ——p-Hepatosit

= pankreatik K&k Hiicre =% pankreatik Endokrin Hiic.
—p Pankreatik Ekzokrin Hiic.

Tablo 1.1. Erigkin kok hiicre kaynaklari.(Miguell ve ark. 2001)

Gergek kok hiicre tanmimini olusturan temel prensipler; kendi kendini
yenileyebilme yetenegi ya da baslangictaki hiicrenin karakterlerini tagiyan en az bir
benzer hiicre olusturabilme yetenegi, tek bir hiicreden birden fazla soya farklilagabilme
ozelligi ve bir dokunun in vivo olarak fonksiyon ve yapisina katilabilme seklinde
siralanabilir. Bu 0Ozellikleri tasiyan hiicreler farelerden, insanlarda, insan dist
primatlkardan ve birgok hayvan tiiriinden elde edilmislerdir. Ozellikle yakin zaman
once insan blastokistinden elde edilen hiicrelerin de bu 06zellikleri tasidiklari
bilinmektedir. Eriskin kok hiicrelerinin kendini yenileme ve farklilagma potansiyelleri
embriyonik kok hiicrelerden ¢ok daha diisiiktiir. Erigskin kok hiicre plastisitesinin klinik
uygulamalarda faydali olabilmesi igin, iyi sekilde karakterize edilmis erigkin pluripotent
kok hiicrelerin kolay elde edilebilir bir kaynagina gerek duyulmaktadir (Elgin, Y.M.
2003). Eger bu ¢ogul potansiyel (pluripotens) ozelligi, farklilasmadan geri doniise
neden olan ex vivo manipiilasyonlar sonucunda kazaniliyorsa, bu olaylarin meydana
gelme sikliginin ve dogrulugunun arttirilabilmesi i¢in hiicre dizisi degisiminin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin tanimlanmasi gerekecektir. Cevaplanmas1 gereken

onemli bir nokta da, geri ve ileri yonde farklilasma siireclerinin, kontrolsiiz
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farklilasmalara hatta onkojenik degisikliklere yol agabilir olup olmadigi sorusudur.
Pluripotent kok hiicreler gergekten de in vivo olarak mevcutlarsa, bunlarin dogal
ortamlari, ¢gogalma ve farklilasma davranislar1 ve hasar yerinde toplanma yetenekleri
klinik kullanilabilirlikleri a¢isindan énemli olacaktir (Elgin, Y.M. 2003).

Erigkin kok hiicrelerin en Onemli avantajlarindan birisi hasta insanlarin
kendilerinden toplanip immiin cevap olusturmaksizin yine kendisi ig¢in
kullanilabilmesidir. Ancak, pek ¢ok dejeneratif hastaligin altinda yatan mekanizmalarin
tam olarak bilinmemesi nedeniyle, benzer defektlerin kok hiicrelerde de veya onlardan
gelisen diger hiicre dizilerinde de bulunup bulunmadig: bilinmemektedir. Hig siiphesiz
kok hiicre biyolojisinin anlagilmasi ve insanlarda kok hiicre tedavisinde ortaya ¢ikmakta
olan sorular1 cevaplandirabilmek icin daha fazla arastirmanin yiriitilmesi
gerekmektedir. Cevaplanmasi beklenen cok sayidaki sorulara ragmen, erigkin kok
hiicreleri 6nemli avantajlar tasimaktadir. Su an igin etkili tedavileri bulunmayan
hastaliklar kok hiicre arastirmalarinin cazibe noktasini olusturmaktadir. “Tedavi
edilemez” olarak damgalanan ¢ok sayidaki hastalik, gelecekte yapilacak olan kok hiicre

esasli tedavilerin baslica hedeflerini olusturacaktir (Sahin, F. ve ark., 2005).

MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Hematopoietik olan ve olmayan kok hiicreler olmak iizere kemik iligi kok
hiicreleri iki biiyiik smifa ayrilmaktadirlar. Hematopoietik olmayan kok hiicreler,
Mezenkimal kok hiicreler (MKH) (ya da ilik stromal hiicreleri) olarak adlandirilirlar.
Ik kez Friedenstein ve ark. (1976) tarafindan diisiik yogunluklu kiiltiir ortamida
gelisen kemik aspiratindan fibroblastik kolonilerin olusabildigi gbézlenmis, daha
sonralar1 ise Pittenger ve ark. (1999), MKH’lerin ilikteki toplam ¢ekirdekli hiicrelerin
cok kiiciik bir kismini (%0.001-0.01°lik) olusturduklarini bildirmistir. Bu hiicrelerin
yiiksek verimlilikte izole edilebildikleri ve ¢ogalabildikleri de bilinmektedir (Tae, S.K.
ve ark., 2006). MKH’lerin in vitro ortamda kemik ve kikirdaga farklilagabildikleri ve
transplante edilebilir olduklar1 da gegmiste rapor edilmistir (Keating, A. ve ark., 1982).
Ayrica bu hiicrelerin adiposit ve osteosit progenitorlerini olusturduklari da bilinmektedir
(Owen ve ark. 1988). Plastik yiizeylere baglanabilen insan ilik aspiratinin %30 unun ilik

stromal hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir (Prockop ve ark. 1997). MKH’ler in vitro
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ortamda ¢ogalabilmekte (Colter ve ark. 2000, Azizi ve ark. 1998, Koc ve ark. 2001) ve
farklilasmak tizere indiiklenebilmektedirler. Eriskin MKH’ler in vitro ortamda
gelismekte ve kemik, kikirdak, tendon, kas, yag hiicreleri olusturmak tiizere stimiile
edilmektedirler. Bu da onlar1 doku miihendisligi ve gen terapi uygulamalarinda gekici
hale getirmektedir (Elgin 2003). Bunlarin disinda MKH’lerin ayni zamanda miyosit ve
kardiyomiyosite ve mezodermal olmayan hiicrelerden hepatosit ve nodronlara da
farklilasabildikleri de gosterilmistir (Petersen ve ark. 1999, Reyes 2001, Jiang 2002,
Schwartz ve ark. 2002, Wagner ve ark. 2006). Bu nedenle, MKH’lerin ¢ok cesitli
memeli hiicre tiplerine farklilagsma 6zelliginden dolay1 pluripotent ya da multipotent

terimleri benzer olarak kullanilmaktadir (Alhadlaq ve ark. 2004).

1.1.f.2.a. MKH iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

MKH’lerin en biiylik avantaji hastalardan dogrudan alinabilmesi ve dolayisiyla
olusabilecek bir reddin ya da immiin reaksiyonun olusmamasidir. Temel gelisim
alaninda ve hiicre tedavisi konusunda MKH calismalar1 yapilmasina karsin bu
hiicrelerin hala kendi kendini yenileme mekanizmalari, c¢ogalmalari, multineage
farklilagsmalar1 net olarak bilinmemektedir ve arastirmaya agik halde beklemektedir
(Kulterer ve ark. 2007). Yapilan ¢aligmalardan anlagilmaktadir ki bu hiicrelerin tedavide
kullanilabilmesi i¢in belli hiicre sayilarina ¢ogaltilmasi gerekmektedir. MKH’ler genel
olarak kemik iliginden elde edilirler. Ayrica, insan pelvis iliak krestin ya da diger
kaynak olarak kullanilan tibia ve femurlardan, ya da torasik ve lumbar omurgasindan
elde edilirler. Ilik haricinde diger mezenkimal potansiyele sahip kok hiicre kaynaklarr;
periosteum (Fukumoto ve ark. 2003, O’Driscoll 2006), trabekiiler kemik (N&th ve ark.
2002, Tuli ve ark. 2003), adipoz doku (De Ugarte ve ark. 2003), sinovyum (De Bari ve
ark. 2001), iskelet kas1 (Wakitani ve ark. 1995), karaciger (Noort ve ark. 2002) ve disin
desidiioz kismidir (Miura ve ark. 2003).

1.1.f.2.b. MKH TANIMLANMA YONTEMLERI
Mezenkimal kok hiicrelerin morfolojik agidan fibroblastlara benzemelerine
karsilik fibroblastlardan ayiran en Onemli Ozellikleri simetrik c¢ekirdege sahip

olmalaridir. MKH’lerin kiiltiir ortaminda ilikte bulunan diger hiicrelerden, makrofaj ve
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plazma hiicreleri gibi, ayirici tanisi kiiltiir kabina yapisabilmeleridir. Bu hiicreler kiiltiir
kabina tutunabilirler ve pasajlarla ¢cogaltilabilirler. Ayni1 zamanda hiicre membranlarinin
adenozintrifosfat(ATP) iyonlar1 gibi hiicre dis1 elemanlara duyarlilik gostermemeleri
yine diger hiicrelerden ayrilmasini saglar(Alhadlaq ve ark. 2004). MKH’lerin telomer
uzunluklar1 kisa olmasina ragmen yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptirler ve in vitro
ortamdaki yiiksek ¢ogalma kapasitelerine ragmen normal karyotiplerini ve telomeraz
aktivitelerini kaybetmezler(Pittenger ve ark. 1999, Minguell ve ark. 2001). Aym
zamanda kiiltiir ortamindaki MKH’ler yiiksek diizeyde sitokin ve biiyiime faktorii
sentezlerler; bunlar: kok hiicre faktori (c-kit ligand), interlokin-7 (IL-7), IL-8, I1L-11,
transforming growth factor(TGF-p), cofilin, galectin-1, laminin-reseptorii-1, cyclophilin
A, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)’dir (Silva ve ark. 2003, Ahadlaq ve ark. 2004).
MKH’lerin ¢ok kiiciik bir boliimii aktif olarak ¢ogalma egilimindedir, diger biiyiik
cogunlugu ise hiicre dongiisiiniin GO/ G1 fazinda beklemektedirler (Conget ve ark.
1999). Cok sayidaki pasajdan sonra, MKH’ler genis fakat kararsiz yayilma
gostermektedirler. 30-40 katlanma {izerinde ise yayilma gosteremedikleri rapor
edilmistir (Bruder ve ark. 1997, Phinney ve ark. 1999). Bunun nedeni bir¢ok faktore
baghdir: iligin almis prosediirii (Blazsek ve ark. 1999, Phinney ve ark. 1999), ilik
tirlinlindeki mezenkimal progenitor hiicreler (MPH)’lerin frekansi (1x106 mononiikleer
hiicreye karsin, 2-5 MPH), donoriin yast ve genetik durumudur (Galotto ve ark. 1999).
Ileri alt-kiiltiirler sonrasinda ise, hiicrelerde senesens ve apoptoz gozlenmektedir

(Conget ve ark. 1999).

1.1.f.2.c. MKH YUZEY BELIRTECLERI

MKH’lerin tanimlanmasinda g¢esitli berlirtecler kullanilmaktadir. Bunlardan,
hiicre ylizey antijenleri ve peptidler: CD105, CD73, CD90, STRO-1, diger adhezyon
molekiilleri ve sitokin biiylime faktorii reseptorleri: CD166, CD54, CD102, CD121ab,
CD123, CD124, CD49°dur. Buna karsin MKH’ler de endotelyal hiicre isaret¢isi olan
CD31, makrofaj/monosit hiicre markorii olan CD14, lenfosit hiicre markorii olan
CD11a/LFA-1, 16kosit hiicre markorii olan CD45 ve diger hematopoietik hiicre markori
olan CD3, CD14, CD19, CD34, CD38, CD66b’e kars1 negatiftirler (Azizi ve ark. 1998,
Roche ve ark. 2006).
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Isaret¢i (Markor) Tipleri Belirtecler

Spesifik antijenler SH2, SH3, SH4, STRO-1, o-diiz kas aktin,
MAB1740

Sitokin ve biiylime faktérleri Interlékinler: 1 «, 6, 7, §, 11, 12, 14 ve 15,
LIF, SCF, Flt-3 ligand, GM-CSF, G-CSF,
M-CSF

Sitokin ve biiylime faktérii reseptorleri 1L-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIFR,

SCFR, G-CSFR, IFNyR, TNFIR, TNFIIR,
TGF-IR, TGF-BIIR, bFGFR, PDGEFR,
EGFR

Adhezyon molekiilleri Integrinler: avp 3, avp 5
Integrin zinciri: al, o2, a 3, a4, a 5, a v, Bl,

B3, p4
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-I1,
LFA-3, L-selektin, endoglin, CD44

Ekstraselliilar matriks Kollajen tip L, 111, IV, V ve VI, Fibronektin,
laminin, hiyaliironan, proteoglikan

Tablo 1.2. Kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinin temel 6zellikleri (Minguell
ve ark. 2001)

1.1.f.2.d. MKH FARKLILASMASI

In vitro Osteojenik Farklilasma

MKH’lerin in vitro ortamda osteoblastlara farklilasmasi1 tek tabaka seklinde
yayillma gostermis hiicrelerin yaklasik olarak 2-3 hafta siireyle askorbik asit,
deksametazon ve P-gliserofosfat iceren besi yerinde yasatilmasi sonucu
gerceklesmektedir. Osteoblast Onciilerine farklilasan hiicreler kiiboidal morfoloji
gostermektedirler ve alkalin fosfataz, osteokalsin ve mineralize nodiiller ifade ederler
(Jaiswal ve ark. 1997, Dominici ve ark. 2001). Osteojenik farklilasma i¢in kullanilan
diger indiikleyici ajanlarin basinda kemik morfojenik proteinleri (BMP’ler) gelmektedir.
Ancak BMP’ler yiiksek konsantrasyonda (100 ng/ml gibi) uygulandiginda alkalin
fosfataz ya da kalsiyuam depozisyonu indiiksiyonunu engellemekte ve Msx-2
ekspresyonunu arttirmaktadirlar (Diefenderfer ve ark. 2003, Gregory ve ark. 2005).
Msx-2, osteoprogenitdr hiicrelerin farklilagmasini inhibe eden bir transkripsiyon

faktortidiir. Pozitif wingless (Wnt) sinyalinin MKH’lerin osteojenik farklilagmasini
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inhibe ettigi gosterilmistir. (Boland ve ark. 2004), ancak alternatif kosullar altinda
indiikleyici bir ajandir (Gregory ve ark. 2005).

0. giin 4. giin 7. giin 14, giin 21. giin
L4 ¥ 5 LY v
FAY rAY " FAY ™
e O
cogalma A ¢
matriks olusumu & o3
mineralizasyon

Tablo 1.3. Osteojenik indiiksiyon sonucu zamana bagli olarak meydana gelen

degisimler (Kulterer ve ark. 2007)

In vitro Kondrojenik Farklhilasma

Farklilagmanin  baglangic  safhalarinda  kondrositler tip |  kollajen
sentezlemektedirler. Olgun kondrositler ise, karakteristik olan kollajen tip Il ve IX
sentezlerler. TGF-B, protein kinazlar araciligiyla (ki bunlar; hiicre-dis1 sinyal
diizenleyici kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C, Jun kinaz) kondrogenezi
indiiklemektedir (Tuli 2003, Li ve ark. 2005). TGF-B aracili kinaz aktivasyonu, Wnt
ifadesini uyarmakta, bdylece adhezyon molekiilii olan N-cadherin ifadesi artmaktadir

(Tuli ve ark. 2003).

In vitro Adipojenik Farklilasma

In vitro adipojenik farklilagsma, deksametazon, izobiitil metil ksantin (IBMX) ve
indometasinden olusan hormon karisiminin uyarisiyla ger¢ceklesmektedir. IBMX protein
kinaz A’nin lretiminde artisa (up-regulation) neden olmaktadir. Protein kinaz A
aktivitesi, hormona duyarli lipazin (hormone sensitive lipase, HSL) artan iiretimiyle
sonuglanmaktadir. HSL, triacilgliserolii  gliserol ve serbest yag asidine
dontstirmektedir. Indometasin, peroxisome proliferator activated receptor (PPAR)
a/y’nin ligand1 olarak bilinmekte olup adipogenezis i¢in baslangi¢c transkripsiyon
faktorli anahtaridir (Sekiya ve ark. 2004). Wnt sinyallerinin baskilanmasi hiicrelerin
adipogenezise girmesi i¢in gerekli olup, bu da proteozomda bulunan B-kateninin hizli
bir sekilde yikimi vasitasiyla, PPAR vy ile basarilmaktadir (Liu 2004). Adipogenezisin

gerceklesmesi icin Wnt sinyallerinin  inhibisyonu, MKH’lerce osteojenik yerine
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adipojenik regiilasyonun gergeklesmesini saglamaktadir. Bu durum aktive olmus PPAR
vy ve Wnt sinyali arasinda baglant1 oldugunu gostermektedir; MKH’lerin kemige mi,
yoksa yaga mu farklilasacaginin kontroliiniin bu iki olaya bagli oldugu diisiiniilmektedir

(Khan ve ark. 2003).

In vitro Miyojenik Farklhilasma

MKH kaynakli miyojenik farklilagsma ilk defa Wakitani et al. tarafindan (1995)
tanimlanmustir. Uzun siireli kiiltiirlerde MKH’ler, kas farklilagsma isaretcilerinden a-diiz
kas aktin, metavinkulin, kalponin ve miyozin agir zincirini ifade ederler (Galmiche ve
ark. 1993). Yapilan arastirmalarda ilik stromal hiicreleri 5-aza ve bFGF ile muamele
edilmis, hiicrelerin miyotiipler ve miyosin iirettikleri gozlenmistir. Tomita et al. Yaptig
calismada, 5-aza ile muamele edilmis sican MKH’lerin miyotiip olusturma yeteneginde
oldugunu ve miyokardiyal spesifik proteinlerden, kardiyak troponin I ve kardiyak
miyosin agir zincirini ifade ettigini gézlemislerdir (1999). Ayni1 zamanda Amphotericin
B uygulanan kiiltiir ortamindaki hiicrelerin de ayni etkiyi gosterdikleri saptanmigtir

(Prockop ve ark. 1997).

1.1.9. NOS

Nitrik oksit’in kesfedilmesinde Furchgott ve Zawadski tarafindan ilk kez
1980°de endotel kokenli vazodilatasyon etkili bir madde (Endothelial Derived Relaxing
Faktor, EDRF) tanimlanmistir. NO tizerine yapilan ¢alismalar daha sonraki yillarda
artmis ve organizmada bir¢ok dnemli rolii oldugu saptanmistir. Bu nedenle 1992°de NO
yilin molekiilii olarak tanimlanmistir. Bugiin artik endotel kaynakli nitrik oksidin hem
deneysel ¢aligmalarda hem insanlarda siirekli vaskiiler tonusun fizyolojik diizenleyici
oldugu ortaya konmustur. Yine bugiin bir¢ok hiicrede NO sentezlendigini ve vaskiiler
tonusun diizenlenmesinin yani sira bir mediator olarak nérotransmisyon, immiin direng
ve hiicresel adezyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda birincil gorevi

oldugu bilinmektedir.

Nitrik oksit renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik serbest bir radikaldir.

Yar1 0mrii 2-10 saniyedir. Sentezlendikten kisa bir siire sonunda hemoglobin, metilen
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mavisi ve sliperoksit anyonu tarafindan nétralize edilerek nitrat ve nitrite doniisiir. NO
diisiik konsantrasyonlarda c¢ok oOnemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Yari
esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin grubunun NOS enziminin
katalize ettigi bir reaksiyon sonucu nitrik oksite ¢evrilmesi sonucu sentezlenmektedir.
NOS izoenzimleri NOS baslica yapisal (konstitiitif) ve uyarilabilir (indiiklenebilir)
olmak tiizere iki grup altinda toplanmaktadir (Marletta MA., 1993). Yapisal NOS
(cNOS, NOS1, NOS3) hiicre iginde siirekli var olan ve vaskiiler tonus ayarlanmasinda
ve norotransmisyonda rolii olan, intermittan kii¢iik miktarlarda nitrik oksit {iretimini
saglayan enzimlerdir. Esas olarak ndronlarda (nNOS), vaskiiler endotel hiicrelerinde
(eNOS), endokard, myokard ve trombositlerde bulunur. Endotel kaynakli eNOS (NOS-
3) arteriyel ve vendz endotel hiicrelerinde bulunan membrana bagli bir enzimdir ve
eNOS aktivitesi asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyar1 ve
stvi akimiyla uyarilabilir. Dolasimin diizenlenmesinde, trombositlerin ve polimorf
cekirdekli 16kositlerin damar limeniyle olan etkilesiminde gorev alir.). Uyarilabilen
NOS (iNOS, NOS- 2) fonksiyonel olarak Ca*? bagimsizdir. Endotel hiicrelerinden
baska, ozellikle diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda bulunmaktadir. Makrofajlarin,
nétrofillerin, mast hiicrelerinin ve vaskiiller diiz kas hiicrelerinin sitokinlerle
uyarilmasindan sonra NOS'un gen tanimlamasi baglayarak belirli bir stirede NOS sentez
edilir ve hiicrede nanomol gibi biiylik miktarda NO sentezi yapabilir. Makrofajlarin
aktivasyonu ile sentezlenen NO'un baglica makrofajlarda bulunmasina ragmen,
vaskiiler diiz kas hiicreleri, renal tiibiil hiicreleri, kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri,
monosit ve polimorf niiveli I6kositlerde tespit edilmistir. Makrofajlar disindaki
hiicrelerde iNOS aktivitesinin rolii yeterince bilinmemektedir. Ancak endotelde bulunan
INOS konjestif kalp yetmezligi gibi artmig sitokinlerin bulundugu durumlarda 6nemli
olabilir. Sitotoksik rol oynarak immiin cevapta, antimikrobiyal ve antineoplastik

aktivitesinde 6nemlidir (Marletta MA. 1993).

NOS protein ve aktivitesi insan ve ratlarin overlerinde tesbit edilmistir (Ding W,
2012. Zick B, 2012). Enfeksiyon ve inflamasyona yanit olarak NO biyosentezi folikiil

stabilite ve fonksiyonunda bozulmaya neden olabilmektedir. Nitrik oksitle fertilizasyon
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yetenegi arasinda bir iliski oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. NO sperm ile

ovum arasindaki iligskide de rol oynar.

eNOS ve INOS over temel olarak bulunur ve damar tonusunun fizyolojik
diizenlenmesine katkida bulunmak i¢in intraseliiler Ca artisinin i¢in aktive edilir.
Mononiikleer ve poliniikleer inflamatuar hiicrelerde de iNOS tanimlamas1 gézlenmistir.
Inflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilen birkac sitokin NO’i diisiindiiriir ve germ
hiicreleri tlizerine etki gosterir. (Koji Shiraishi ve ark. 2001). Oksidatif stresin artmasi
durumunda oosit fonksiyonu bozulur. Ciinkii folikiil hiicreleri ve diger hiicre tipleri
oosit ile parakrin iligki i¢indedirler. Oksidatif stres direk ya da indirek olarak etki

gosterir.

1.1.h. STRO1A

Sican IgM monoklonal antikor STRO-1, insan kemik iligi stromal kok hiicreleri
tarafindan salgilanan bir hiicre yiizey antijenini tanimlar. Stro-1 antikoru MKH’ lerinin
alt popiilasyonu olan CD 34" hiicrelere baglanmaktadir. STRO-1 hematopoetik dnciil
hiicrelere baglanmaz. Yapilan calismalarda STRO-1 in T hiicreleri, B hiicreleri,
miyeloid hiicreler, makrofajlar ya da megakaryositler gibi hiicrelere de baglanmadigi
bildirilmistir (Paul J. Simmons ve Beverly Torok-Storb, 1991). Kemik iligi kaynakli
STRO-1" mezenkimal kok hiicreler adipositlere, kondrositlere ve osteoblastlara
farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir (Yi Shen ve ark. 2012). Mezenkimal kok
hiicrelerin tamamen saf ilkin soylart STRO-1 i de iceren birgok yiizey antijenini
eksprese ederler. Mezenkimal kok hiicrelerin fenotipini tanimlarken, STRO-1,
CD105/endoglin, integrin alpha 1, nerve growth faktor reseptorii (NGFR) gibi yiizey
reseptorlerinin ekspresyonuna bakilmasinin yani sira hematopoetik olanlardan ayirmak
icinse, CD45, CD34, CD14 ya da CD19 ve HLA-DR yiizey molekiillerinin de eksprese
edilmemesi gerekmektedir. (Simmons PJ ve Torok-Storb B., 1991, Barry FP. ve ark.,
1999, Deschaseaux F ve Charbord P. 2000, Quirici N, ve ark. 2002).
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1.2. AMAC

Ovaryumlar; Disi cins hiicrelerini iiretirler (oogenezis) ve steroid hormonlari
(6strojen ve progesteron) salgilarlar (steroidogenezis). Ovaryumlardan salgilanan
steroidler, cins hiicrelerinin gelisip olgunlasmasini, sekonder cins organlart ve meme
bezlerinin gelisme ve biiylimesini kontrol ederken gebeligin kontroliinden de
sorumludurlar.

Kok hiicreler, kendilerini yenileme, rejenere etme ve fonksiyonel olarak
farklilasmis hiicreleri olusturabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir (Li L ve Xie T,
2005). ilik stromal kk hiicreleri, doku kiiltiir plastiklerine yapisma egilimleriyle ilikteki
diger hiicrelerden ayrilabilirler ve bu hiicrelerin, hiicre ve gen tedavisi i¢in potansiyel
olarak kullanish olan bir ¢ok 6zellikleri vardir. Bu hiicreler mezensimal kokenli olup
(Prockop DJ, 1997) osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere, myoblastlara (Prockop
DJ, 1997; Pittenger MF ve ark.,, 1999), ve tendon gibi dokulardaki hiicrelere
farklilasma potansiyelinde olan multipotent hiicrelerdir (Pittenger MF ve ark., 1999).
Transplantasyon tedavilerinin etkinliginin yan1 sira buralarda kok hiicre yonlendirilmesi
ile verilecek destegin onemli oldugu bilinmektedir. IVF caligmalarinda kok hiicreler
germ hiicresi iiretmek disinda bir uygulama distinlilmemis kok hiicrelerin
bulusturulduklar1 nis ortaminin klinik uygulamalar i¢in kullanilmamistir. Oysaki
ozellikle erigkin kemik iliginden kok hiicre toplanmasi, kiiltiire edilmesi ve ¢ogaltilmasi
giintimiizde var olan teknoloji ile son derece basit bir uygulamadir. Bir¢ok farkli kok
hiicre elde edilebilmesine karsin erigkin kemik iligi kok hiicresi her tiirli hiicreye
dontisebilen, ideal mikrogevre olusturabilen ve kiiltiir ortaminda hizla ¢ogalabilen bir
hiicre grubudur. Over dokusunda yara olusturularak deneysel bir model yapilmasi ve
hiicrelerin bu ortamda deneysel olarak yapacagi davranis degisiklikleri bugiline kadar
arastirllmamistir. Bu calismada alinacak sonuglar ile kok hiicrenin germ hiicre
farklilasmasi ve oosit maturasyonu daha iyi anlasilacak ve eger fertilizasyona olan
basaris1 ortaya konursa klinikte rahatlikla kullanilabilecek bir uygulama olacaktir.

Bu calismanin amaci sican overlerinde aspirasyon biyopsisi ile olusan travmatik
etkiye kars1 kok hiicrelerin iyilestirici etkilerinin arastirilmak ve over dis1 kok hiicrelerin

over dokusu icindeki davraniglarini tanimlayarak overyan kanserlerde, PCOS, overyan
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yetmezlik gibi durumlarda, gelismekte olan diinya ile artan infertilite vakalarina kok
hiicrelerin 15181 altinda ¢dziim iiretmeye ¢aligmaktir.

2. GEREC VE YONTEM

Bu arastrma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji
dalinda ve Eskisehir Universitesi Deney Hayvanlari Etik kurallar1 gergevesinde
gerceklestirilmistir. Arastirmada 200-250 gr agirhiginda, Ege Universitesi Deney
Hayvanlar1 laboratuvarindan alinan erigkin Wistar disi siganlar kullanilmistir. Denekler
optimum sartlarda (21,5 °C de 12 saatlik karanlik-aydinlik dongiide yasatilmistir.
Optimum sartlarda yasatilan erigkin disi sicanlardan vajinal yayma yontemiyle Ostrus
siklusunun pro Ostrus doneminde olan hayvanlar, folikiil sayilarinin en az oldugu
donemlerinde deneylerde kullanilmistir. Sicanlardan vaginal yayma preperati, yayma
firgalar1 ile vaginal siiriintii yapilarak alinmistir. Alinan siiriintli lama diizgiin bir sekilde
yayilarak metanol ile 5 dk. siireyle tespit edilmis ardindan Giemsa boyasi ile 10 dakika
boyanmistir. Musluk suyu ile yikanan 6rnekler kurumaya birakilmis daha sonra, lamel
ile kapatilarak, mikroskop altinda incelenerek Ostrus gruplarin ayrilmasi saglanmistir.
Yaymanin parlak renkte oldugu, intermedier hiicrelerin yogun, parabazal hiicrelerin ve
mukusun nadir oldugu, lokositlerin gézlenmedigi preperatlar prodstrus grubu olarak
belirlenmistir.

Yakin akraba olan hayvanlardan alinan kok hiicreler farklilastirilarak PPD
enjektdr yardimi ile yakin akraba kemik iligi stromal kok hiicrelerin  (KISKH)
izolasyonu i¢in 10 mg/kg ksilazin+ 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda, sag bacagi
antiseptik soliisyon ile temizlendikten sonra, sag tibia eklem yerlerinden ayrilarak
cikarilmistir. Steril kabin iginde tekrar alkole batirilan tibia epifizlerinden kesilerek
basin¢la uygulanan medium ile alinan hiicreler kiiltiir islemine alinmistir. Hiicreler
farkli medyumlara alinip falkon tiipleri ile 350 g’de 10 dakika iki defa santrifiijle
temizlendikten sonra her bir 35 mm kapta ayn1 sayida olmak tizere % 80 alpha mem
medyum ve %20 fetal buzagi serumu (FBS) olan karisim i¢inde %5’lik CO2°li etiive
koyularak inkiibasyona birakilmistir. KiISKH icin 3 giinliik beklemenin sonunda
yapismayan hiicreler uzaklastirilarak kapta kalan hiicrelerin kiiltliriine devam edilmis bir
grup hiicre faklilagtirma medyumunda farklilastirilirken bir grup hiicre pasajlanarak

yaslanmasi izlenmistir. Semikonfluent asamada faz contrast mikroskop ile en iyi
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olgulasan ve en uygun olduklar1 diisiiniilen medyumdaki hiicreler hayvanlara
transplante edilmistir. Bir grup hiicre in vivo yasantisin1 takip amagli isaretlenerek
transplante edilmis ve in vivo olarak incelenmistir. Hayvan gruplarinin overleri belirli
giinlerde ¢ikarilarak parafin doku takibinden sonra immiinohistokimyasal boyamalar

yapilarak hiicrelerin akibeti hakkinda bilgi sahibi olmaya ¢aligilmistir.

Tablo 2.1. Deneyde olusturulan ¢alisma gruplari.

1. Giin

3. Giin

7. giin

14. giin

28. giin

Kontrol grubu

Kontrol grubu

Kontrol grubu

Kontrol grubu

Kontrol grubu

Yara grubu

Yara grubu

Yara grubu

Yara grubu

Yara grubu

Besi yeri grubu

(sham grubu)

Besi yeri grubu
(sham grubu)

Besi yeri grubu

(sham grubu)

Besi yeri grubu
(sham grubu)

Besi yeri grubu

(sham grubu)

Kok hiicre grubu

Kok hiicre grubu

Kok hiicre grubu

Kok hiicre grubu

Kok hiicre grubu

2.1. Kemik iligi stromal kok hiicre kiiltiirii

Siganin tibiasindan alan kemik iligi hiicreleri ayristirmayi takiben 25 cm?® lik
hiicre kiiltiir kabi icinde kiiltir medyumuna (KM) alinarak 37°C° de ve %5 CO;
kosulunda inkiibe edildi (HeraCell, Kendro Laboratory, Almanya). U¢ giin sonra,
hematopoietik hiicreler ve ylizeye tutunmayan hiicreler besi ortamimin alinmasi ile
uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir kabinin yiizeyine tutunmus olan hiicrelerdeki kiiltiir
kaplaria Kok hiicre medyumu ilave edildi. Bu primer kiiltiirlerden hiicrelerin tiremesi
morfolojik olarak faz kontrast atagmanl inverted mikroskopta (CK40-F200, Olympus,
Japonya) incelendi ve mikrofotografi ile goriintiilendi. Hiicrelerin tiremesine gore 2—3
giinde bir hiicrelerin kiiltiir ortam1 degistirildi. Bu ortam degisikliklerinden sonra kiiltiir
kabimin yiizeyine yapisan hiicreler KISKH’ leri olarak kabul edildi. (Gebhart ve Lane
1991, Gerszten ve ark. 2000).

2.2. KiSKH’nin farklilastiriimasi

Primer kemik iligi kiiltiirii yapilarak elde edilen hiicreler uygun farklilagtirma
medyumu kullanilarak 25 ¢cm?® lik hiicre kiiltiir kab1 igersinde 37°C* de ve %5 CO

kosulunda inkiibe edildi. Hiicrelerin liremesine gore 2—3 giinde bir hiicrelerin kiiltiir
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ortami degistirildi. Hiicrelerin farklilagmalarin1 kontrol etmek i¢in uygun yiizey

belirtegleri ile boyanarak analiz edildiler.

2.3. Yara olusturulmasi

Hayvanlarin karm bolgeleri cerrahi operasyonla agilarak, overlerine ppt enjektor
yardimi ile farklilasmig ve farklilagsmamis hiicre iceren medyumlar ve hi¢ hiicre
icermeyen medyum over yiizeyinden girilerek birakma kosulu ile yara hasari
olusturuldu, hayvanlarin karn1 dikilerek yasatildilar. Deneysel zaman geldiginde overler
cikarilarak % 10 luk formalin soliisyonu igersinde fikse edilerek parafin doku takibi
yapildi.

2.4. Hiicre transplantasyonu

Sicanin tibiasindan elde edilen kemik iligi stromal kok hiicreleri 25 cm?’ lik
hiicre kiiltiir kabinda besi vasati igerisinde 37°C’ de ve %5 CO:2 kosulunda inkiibe
edilirek konfluent hale geldiginde 4. Pasaja kadar pasajlandi. Son giinlerde Karaéz ve
ark. yaptiklar1 ¢aligmalarda hiicre karakterini tam anlamiyla kazanildigi anin 4. Pasaj
oldugunu savunmaktadirlar. Bizde bu calismalar1 baz alarak hiicrelerimizi 4. Pasaja
kadar beklettik ve 4. Pasaja geldiginde petri kabindan hiicrelerimizi toplayarak santrifiij
ettik. Santrifijj tiipiinde dipte kalan hiicrelerimizi 45x10°% ml olacak sekilde diliie ederek
ppd enjektorleri igerisine besi yeriyle birlikte aldik. Hiicreli gruplara 200 pl gelecek
sekilde overlerine enjeksiyonu gerceklestirdik. Hayvanlar anestezi altindayken steril
kosullarda batin ac¢ilmak suretiyle kesildi ve penset yardimiyla overleri bulunarak
enjeksiyon gerceklestirildikten sonra steril ipek ameliyat iplikleriyle dikilmek suretiyle
hayvanlar uygun kosullarda planlanan siirelerde yasatildi.

2.5. Doku takibi ve Parafin bloklama

Tespit edilen oOrnekler, bohgalama yontemiyle etiketlenerek bohgalanmig
fiksatiflerin uzaklastirilmalar1 amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra
dehidratasyon amaciyla 30’ar dakika % 60’dan % 95’e artan etil alkol serilerinden
gecirilmistirtir. %100 lik alkol igerisinde 50 dakika siire ilee bekletildikten sonra,
ardindan 30 dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflagtirma amaciyla

40’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutulafak ve 60°C’lik etiiv igersinde 30 dakika 1:1
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oraninda ksilen-parafin uygulanip 40’ar dakika parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra parafin bloklar igerisine gomiildiiler.
Tablo 2.2. Parafin bloklama protokolii.

A. TESPIT % 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKAR SU 16 SAAT

B. DEHIDRATASYON | % 60 ALKOL % SAAT
% 70 ALKOL 4 SAAT
% 80 ALKOL Y% SAAT
% 95 ALKOL %5 SAAT
% 100 ABSOLU 1 SAAT
ALKOL
% 100 ABSOLU 1 SAAT
ALKOL

C. SEFFAFLASTIRMA | ALKOL:KSILEN 15 SAAT

(1:1)
KSILEN I 1 SAAT
KSILEN 11 1 SAAT

D. iNFILTRASYON KSILEN-PARAFIN [ % SAAT

(60°C ETUVDE) (1:1)
PARAFIN I 1 SAAT
PARAFIN II 1 SAAT
E. GOMME PARAFIN

2.6. Hematoksilen-eosin boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan Sp’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki
degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den %60’a azalan
alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikanadi. 2 dakika
hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile
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boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan uzaklagtirilmasi i¢in 5 dakika akar suda
yikanan kesitler 30 saniye eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandilar. Ayni sekilde 5 dakika akarsu altinda yikama
yapildiktan sonra sirastyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan

kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra

entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatilmistir.

Tablo 2.3. Hematoksilen-eosin boyama protokolii.

DEPARAFINIZASYON | 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON | KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
% 60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON | ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
% 80 ALKOL 1 DAKIKA
% 95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA
KSILEN 60 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
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2.7. Indirekt immiinohistokimya boyamasi

Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama icin bir gece 60 C°’lik etiivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95°ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Dakopen (IM3580,
Immunotech, France) ile smirlandirilan % 0,5’lik tripsin soliisyonu i¢inde oda
sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amactyla 5 dk %3’liikk H,O, uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu
(PBS; Posphate buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama
solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edildi. Bloklama
solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar STRO 1A, E-nos ve i-nos
ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-
mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed
Histostain kit San Francisco,USA) ile 30’ar dakika boyandi. Yine ii¢ defa 5’er dakika
tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal
reaksiyonun goriiniirligiinii saptamak amaciyla DAB ile 5 dk boyandi. Mayer’s
hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi saglandiktan
sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu (AMLO060, Scytek, Logan,
Utah, USA) ile kapatildi. Immunohistokimyasal degerlendirme incelenerek zayif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirilmistir.

Tablo 2.4. Immiinohistokimyasal boyama protokolii.

REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
% 60 ALKOL 2 DAKIKA

YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT TAMPON 10 DAKIKA
SOLUSYONU (PBS)

HAVUZCUK DAKO PEN

OLUSTURMA TRIPSIN 37°C etiivde 10 DAKIKA
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YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK | % 3 HIDROJEN PEROKSIT |5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BLOKLAMA Non-immiin bloklama 1 SAAT
sollisyonu
PRIMER S-TRO A1, e-NOS, i-NOS 18 SAAT
ANTIKORLAR (+4°C nemli
ortamda)
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
SEKONDER BIYOTINLE ISARETLI 30 DAKIKA
ANTIKOR SEKONDER ANTIKOR
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA | MAYER’S 3 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME OLYMPUS MARKA ISIK
MIKROSKOBU

2.8. TUNEL immiinohistokimyasi

TUNEL Yoéntemi Ile apoptotik hiicre &liimiiniin belirlenmesinde DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak 5 um kalinligindaki
parafin bloklardan alinmis kesitlere uygulandi. Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde 1s1 ile
deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinize edildi. Azalan alkol

serileri ile 2’ser dakika (%95, %80, %70, %60) rehidratasyon uygulandiktan sonra
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dokular serum fizyolojik ile oda 1sisinda 5 dakika (%0.85 NaCl) muamele edildi.
Deparafinizasyon islemi yapilan kesitler once DNA tespiti i¢in proteinaz K ile 37°
nemli ortamda 30 dk. inkiibe edildi. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler DNA
kiriklarinin analizi i¢in TDt (terminal deoxynucleotidyl transferase )enzimi ile 37°
nemli ortamda 60 dk. muamele edildi.kontrol pozitif kesitler tizeri cover slip ile
kaplandi. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler konverter ile 151k mikroskobi ile
gorllebilir duruma getirildi. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler kesitler
Immiinoreaktivitenin goriiniir hale gelebilmesi icin DAB (Diaminobenzidine Kromojen,
DAB Kit,) uygulanan kesitler, Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamas1 yapilarak
alkolden gecirilip, ksilen ile seffaflastirma yapilarak entellan ile kapatildi.
Immunohistokimyasal degerlendirmede preperatlara boyanin yogunlugu ve dagilimima
gore + (1), ++ (2), +++ (3) olarak korlemesine semi-kantitatif puanlama yapilacak.
Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirilecek.

Tablo 2.5. Tunel immiinohistokimyasi boyama protokolii.

DEPARAFINiZASYON 60°C etiivde 1 GECE
KSILEN I 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN II 30 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT TAMPON 10 DAKIKA
SOLUSYONU (PBS)
PROTEINAZ K 30 DAKIKA
PBS 3x5 DAKIKA
TDt ENZIM 60 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5
DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) | 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S 3 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S 3 DAKIKA
HEMATOKSILEN
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2.9. Patolojik Degerlendirme

Grade 4 Agir 6dem, agir konjesyon, hemoraji var, 16kosit var
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= i

Grade 5 Agir 6dem, agir konjesyon, agir hemoraji var, ¢ok 16kosit var

Sekil 2.1. Overin patolojik skorlamada kullanilmak tizere 6rnek histolojik goriintiileri.

20 adet fareden alinan over ve uterusa ait ornekler %10’luk nétral formalin
solusyonunda fikse edildikten sonra parafine gomiildi. Leica RM 2155 marka
Mikrotom ile 5 mikrometre kalinliginda alinan over kesitleri hematoksilen ve eozin ile
boyandi. Overlerden elde edilen kesitler mikroskop ile histolojik agidan interstisyel
O0dem, vaskiiler dilatasyon, hemoraji ve polimorfniikleer 16kosit infiltrasyonu agisindan
degerlendirildi. izlenen degisiklikler Tablo 2.1’de gosterildigi sekilde gradelere ayrildi.
Her overe ait en genis ¢apli hematoksilen ve eozin (H&E) boyali doku kesiti tizerinde

mikroskopik inceleme ile matiir folikiiller sayildi.
2.10. Folikiil Sayilarinin Tespiti

Isik mikroskobu ile her hayvana ait en genis ovaryum kesitinde folikiiller
sayildi. Kesitlerde tek katli yass1 folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primordiyal folikiil,
tek katli kiibik folikiil hiicreleri bulunan folikiiller primer folikiil, iki veya daha ¢ok katli
folikiil hiicreleri bulunan ve folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunmayan
folikiiller sekonder folikiil, ¢ok katli folikiil hiicreleri arasinda antral bosluk bulunan
folikiiller antral folikiil olarak degerlendirildi. Ayrica ovaryumlarda bulunan korpus

luteum ve folikiil kistlerinin sayimi yapildu.
2.11. istatistiksel Analiz

Viicut agirligi, uterus, ovaryum agirligi ve primordiyal, primer, seconder
folikiiller, korpus luteum ve folikiil kist sayilar1 ile TUNEL ile boyanmis primordiyal,
primer, sekonder folikiiller, korpus luteum ve kistteki apoptoz gosteren hiicre sayilar

Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar arasinda fark belirlendiginde hangi
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gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢inde Mann-Whitney U testi kullanildi. Antral
folikiil sayilar1 ve antral folikiildeki TUNEL ile boyanmis apoptoz gosteren hiicrelerin
sayis1 tek yonlii varyans analizi kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasinda fark
belirlendiginde hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢in Tukey HSD testi ile
karsilastirildi. AMH ve kaspaz-3 yogunlugu crosstabs testi ile karsilastirildi. Tiim testler

ESOGU Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi.

Verilerin  kaydedilmesi ve istatistiksel degerlendirmeler i¢in Graphpad
programindan yararlanildi. Gruplar aras1 farkliligin arastirilmasinda Kruskal Wallis
varyans analizi kullanildi. Anlamli bulunmasi tizerine post hoc ikili karsilastirmalar igin
Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney U testi kullanildi. Ayrica Ki-kare
analizi yapilip, bu analizde likelihood ratio degeri kullanildi. Degiskenlerin tanimlayici
istatistikleri i¢in minimum, maksimum ve medyan degerleri verildi. Sonuglar %95
giiven araliginda degerlendirdi. Tiim analizlerde istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05

degeri olarak kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Histokimyasal boyama degerlendirmeleri

KH etkilerini anlamak tizere yapilan deneylerde kontrol grubu (KG), sham grubu
(SG), besi yeri grubu (BYG) ve kemik iligi mezenkimal kok hiicre grubu (KIMKHG)
orneklerinde deney hayvanlarinda 1, 3, 7, 14 ve 28 giinlerde agirlik, genel durum ve
enfejksiyon agisindan herhangi bir farklilik gdzlenmedi. Olen veya baska bir sebepten
calismadan ¢ikarilan denek olmadi.

KG ile karsilastirildiginda SG ve BYG artmis hasar ve damarlanma goriildii.

Hasarli 6rnekleri incelendiginde 3 ile 7 giinliikk denekler arasinda belirgin farklar
goriilmezken, 1-3 ve 14-28 giinliikk denekler arasinda belirgin farklar gozlendi. 28
giinliik deneklerde over hasarinin tamamen geriledigi ve iyilestigi saptandi. Bu nedenle
1, 3, 7 ve 14 giinliik denekler arasindaki sonuglar karsilastirilmali olarak incelendi.
KHG veya SG Overlerde hasar ve sonrasinda kok hiicre uygulamasi sonucu goriilen
histolojik  degisiklikler incelendiginde kontrol grubundaki overler (n=5) ile
karsilastirildiginda sham grubu SG (n=5) yara grubunda olduk¢a anlamli (p<0,001)
bozulan histopatolojik skorlama kok hiicre uygulanan grubunda anlamli (p<0,05)
olumlu etkiler gozlendi.

Tiim gruplar 6dem, kanama, konjesyon ve kohezyon kayb1 agisindan bulgularin

siddetine gore Sekil 2.1 {izerine skorlamasi yapilarak degerlendirildi.

3.1.1. Birinci giin 6rnekleri

Kontrol grubu

KG’ daki siganlarin ovaryumundan elde edilen ve H-E ile boyanmus kesitleri
inceledigimizde organin diginda tek katli kiibik epitel ile epitelin altinda ise yogun
olarak bag dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika albuginea goriildii. Ovaryum
kesitlerinde iki bolge ayirt edildi. Ovaryumda tunika albuginea altinda yer alan korteks
bolgesinde, ¢esitli sayr ve tipte folikiillerin oldugu gozlendi. Folikiillerin arasinda
stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiyik niikleuslu ve
sitoplazmalar1 bazofilikti. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas demetleri ve bag dokusu

lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida rastlandi. Ovaryum korteksinde
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cok sayida primordiyal folikiil gézlendi. Primordiyal folikiillerde igte oosit ve oositin
cevresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit biiyiik 6kromatik bir
niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi. Primer folikiillerde oosit ¢evresinde tek kath
kiibik sekilli graniiloza hiicreleri gézlendi. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda zona
pellusida olusmaya baslamisti. Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok katl epitel
goriiniimiindeki graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona
pellusida belirgin olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda
teka folikiilii olusmaya basladigi goriildii. Antral folikiillerde ¢ok tabakali graniiloza
hiicreleri arasinda diizensiz bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek
antrum olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza
hiicrelerinin birlikte kiimiilis ooforusu sekillendirmisti(Sekil 3.1.1.A).. Bu folikiillerde
zona pellusida oldukga belirgindi. Folikiilii digtan saran teka folikiilii iki tabakali olarak
gozlendi. Teka internada fibroblastlar, kiigiik kas demetleri ve kan damarlart goriildii.
Teka eksternada ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi. Kortekste
ayrica korpus luteum ve i¢i sivi ile dolu bir boslugu olan iki ii¢ sirali graniiloza
hiicrelerinin ¢evreledigi folikiil kistleri gbzlendi. Korpus luteumun orta kisimlarinda
biiyiilk 6kromatik niikleuslu ve sitoplazmalari agik renkte boyanmis hiicreler ile kenar
kisimlarinda ise daha kiigiik hiicreler gozlendi. Ayrica korpus luteumun orta
kisimlarinda kan damarlari da yer almaktaydi. Ovaryumun medullasinda kortekse gore
daha az sayida hiicre olmasmna karSin damarlanmanin fazla oldugu goriildii.
Medulladaki hiicrelerin niikleuslari merkezde olup sitoplazmalar1 ise bazofilik
boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri de goriildii. Bununla birlikte medulladaki lif ve
kas demetleri de kortekse gore daha belirgin olarak gozlendi(Sekil 3.1.1.A).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.1.A. Birinci giin ornekleri KG genel, korteks ve medulla H-E

boyamasi goriintiileri.
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Yara grubu

Ppd enjektorii yardimi ile yara olusturulan sicanlardan elde edilen, bir giinliik
orneklerden elde edilen, H-E boyasi ile boyanan ovaryum kesitlerinin yapisal 6zellikleri
kontrol grubu ile benzerlik gosterdi. Ovaryumun disinda tek katli kiibik germinal epitel ve
altinda tunika albuginea yara yerinin disindaki tiim alanlarda yer almisti. Ovaryum
korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin yapisi ve sayilari
kontrol grubuyla benzerdi. Folikiillerin igerisinde bulunan oosit normal yapida olup biiyiik
niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde gozlendi. Oositin etrafin1 saran graniiloza hiicreleri
ve teka tabakalarinda dejenerasyon gozlenmedi(Sekil 3.1.1.B). Ovaryum medullasinda
kortekse gore daha biiyiik kan damarlar1 ve artan lif yapilar1 gortildi. Medullada bulunan
stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon gozlenmezken hiicreler arasinda hafif 6dem

ve kanamanin olustugu gozlemlendi(Sekil 3.1.1.B).
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Sekil 3.1.1.B. Birinci giin 6rnekleri YG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi
gortintiileri.
Sham grubu

Besi yeri uygulanmig SG siganlardan elde edilen H-E ile boyanan ovaryum
kesitlerinin genel yapisal O6zellikler kontrol grubu ile benzerlik gosterdi. Ovaryumun
yiizeyinde tek kath kiibik germinal epitel ve altinda tunika albuginea yara alani disindaki
alanlarda yer almisti. Ovaryum korteksinde yer alan primordiyal, primer, sekonder ve
antral folikiillerin yapist ve sayilari KG ile benzerdi. Folikiillerin igerisinde bulunan oosit
normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde go6zlendi ve zona
pellucidast normal yapisindaydi. Oositin etrafini saran graniiloza hiicreleri ve teka

tabakalarinda dejenerasyon gozlenmedi. Ovaryum medullasinda kortekse kanlanmanin
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fazlalig1 ve genislemis kan damarlar1 ve daha ¢ok lif yapilar1 goriiliirken, damarlar arasinda
O0demin olustugu fark edildi. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir
dejenerasyon gozlenmezken hiicreler arasinda 6dem ve kan hiicrelerinin varligi gozlemlendi

(Sekil 3.1.1.C).

GENEL X40 KORTEKS X400 I MEDULLA X400

Sekil 3.1.1.C. Birinci giin drnekleri SG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

KoKk hiicre grubu

Kok hiicre uygulanmis siganlardan elde edilen KHG orneklerinin H-E boyasi ile
boyanan ovaryum kesitlerinin yapisal 6zellikler kontrol grubu ile benzerlik gosterirdi
korteks ve medulla kisimlar1 ayirt edildi. Ovaryumun yiizeyinde tek katli kiibik germinal
epitel ve altinda tunika albuginea yer almisti. Korteks kisminda bulunan primordiyal,
primer, sekonder ve antral folikiillerin yapisi ve sayilar1 kontrol grubuyla benzerdi.
Folikiillerin icerisinde bulunan oosit normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu
belirgin halde gozlendi. Oositin etrafin1 saran graniiloza hiicreleri ve teka tabakalarinda
tespit edildi ve dejenerasyon goézlenmedi. Medullada kortekse gore daha biiyiik kan
damarlar1 ve artmis lif yapilar goriildii. Medullada bulunan stromal hiicreler arasinda kiigiik
cekirdekli, kiigiik ve eosinofilik sitoplazmali hiicre gruplarmin varhigi goézlemlenirken
stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon gozlenmedi fakat stromal hiicreler arasinda

6dem ve kanlanma olustugu gozlemlendi (Sekil 3.1.1.D).
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Sekil 3.1.1.D. Birinci giin 6rnekleri KHG genel, korteks ve medulla H-E

boyamasi goriintiileri.

3.1.2. Uciincii giin 6rnekleri

Kontrol grubu

Uciincii giin KG’daki sicanlardan alman H-E ile boyanan ovaryum kesitleri
incelendiginde, organin yiizeyinde tek katl kiibik epitel ile epitelin altinda yogun olarak
bag dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika albuginea goriildii. Ovaryum
kesitlerinin genel goriintlisiinde korteks ve medulla ayirt edildi. Tunika albuginea
altinda yer alan korteks bolgesinde, ¢esitli say1 ve tipte folikiillerin oldugu goézlendi.
Folikiillerin arasinda stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiyiik
niikleuslu ve sitoplazmalar1 bazofilikti. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas demetleri
ve bag dokusu lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida rastlandi. Korteks
icerisinde ¢ok sayida primordiyal folikiil gzlendi. Primordiyal folikiillerde igte oosit ve
oositin ¢evresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit biiyiik 6kromatik
bir niikleusa sahip olup niikleolusu belirgindi. Primer folikiillerde oosit ¢evresinde tek
katl kiibik sekilli graniiloza hiicreleri gozlendi. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
zona pellusida olusmaya baslamisti. Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok kathi
epitel goriiniimiindeki graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona
pellusida belirgin olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda
teka folikiiliiniin olusmaya basladigi goriildii. Antral folikiillerde ¢cok tabakali graniiloza
hiicreleri arasinda diizensiz bosluklar vardi ve bazilarinda antrum olusumu
tamamlanmisti. Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin
birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida olduk¢a

belirgindi. Folikiilii distan saran teka folikiilii iki tabakasi da gézlendi. Teka internada
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fibroblastlar, kiiclik kas demetleri ve kan damarlar1 goriildii. Teka eksternada ise diiz
kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi. Kortekste ayrica korpus luteum
gozlendi. Korpus luteumun orta kisimlarinda biiyiik oOkromatik niikleuslu ve
sitoplazmalar1 agik renkte boyanmis hiicreler ile kenar kisimlarinda ise daha kiigiik
hiicreler gozlendi. Ayrica korpus luteumun orta kisimlarinda kan damarlar1 da yer
almaktaydi. Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre olmasina
karsin damarlanmanin fazla oldugu gortldii. Medulladaki hiicrelerin niikleuslari
merkezde olup sitoplazmalar1 ise bazofilik boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri ve
medulladaki lif ve kas demetleri de kortekse gore daha belirgin olarak goézlendi.

Medulla igerisinde hafif derecede kanlanmanin da oldugu gozlemlendi.

GENEL X40 KORTEKS X400

»
|
5

{

s el

Sekil 3.1.2.A. Ugiincii giin KG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

Yara grubu

YG’nda ppd enjektorii yardimi ile yara olusturulan siganlardan elde edilen, H-E
boyast ile boyanan ovaryum Kkesitlerinin korteks ve medulla kisimlarinin varligi
goriildii.organin yiizeyini germinal epitel yara yeri haricinde kaplamaktayd: ve altinda
bag doku hiicre ve liflerinden olusan tunika albuginea yer almaktaydi. Fakat ovaryum
korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin yapist ve
sayillar1 KG’na gore sayica azalmisti. Primordiyal folikiillerin biiyiik ¢ogunlugunun
atretik oldugu gozlendi. Atretik folikiilde yer alan oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda
iliskinin bozuldugu gézlemlendi. Normal primordiyal folikiiller ise olduk¢a az sayida
goriildii. Sekonder ve antral folikiillerde ise yapisal olarak bir bozulma gozlenmezken
teka eksterna tabakasinda damar yapilarinin genisledigi goriildii. Yara yerinin

yakinlarinda yer alan folikiil ve oositlerde dejenerasyona rastlandi. Sekonder ve antral
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folikiiller kontrole gore daha az sayida goriildii. Bu folikiillerdeki oosit yapist normaldi.
Bununla birlikte graniiloza ve teka tabakalarinda piknotik ¢ekirdekli hiicreler
gorilmekteydi. Korpus luteumda ise nadir olarak sekilleri ve simirlar1 diizensiz olan
dejenere hiicreler gozlendi. Korpus luteum sayis1 bakimindan kontrol grubu ile arasinda
fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol grubuna benzerdi. Ovaryum
medullasinda kortekse gore daha biiyiilk kan damarlar1 ve artmis lif yapilart goriildii.
Medullada bulunan stromal hiicrelerde dejenerasyon gozlemlenirken hiicreler arasi

alanda 6dem olusumu, kanlanma ve lenfosit infiltrasyonu gézlemlendi (Sekil 3.1.2.B).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400
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Sekil 3.1.2.B. Ugiincii giin YG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.

Sham grubu

Besi yeri uygulanmis si¢anlardan elde edilen tiglincii giin SG 6rneklerinin H-E
boyast uygulanan ovaryum kesitlerinin korteks ve medulla kisimlart ayirt edildi.
Ovaryumun vyiizeyinde tek kath kiibik germinal epitel ve altinda tunika albuginea yer
almist1 enjektoriin giris kismi hari¢ yer almisti. Ovaryum korteksinde bulunan primordiyal,
primer, sekonder ve antral folikiillerin sayilarinin kontrol grubuna gore azaldig
gozlemlendi. Primordiyal folikiillerin biiyiik ¢ogunlugunun atretik oldugu goézlendi.
Atretik folikiilde yer alan oositte ile graniiloza hiicreleri arasinda iliskinin bozuldugu
gozlemlendi. Atretik folikiillerde fragmente olmus oosit ve graniiloza hiicrelerinde
belirgin sekilde piknotik ¢ekirdekli hiicre sayilarimin arttigi gozlendi ayrica graniiloza
hiicrelerinin yan yiizeylerinde ayrilmalar saptandi. Sekonder folikiiller kontrole gore
daha az sayida goriildii. Bu folikiillerdeki oosit yapist normaldi. Antral folikiillerin

icerisinde oosit olmadig1 gozlemlendi. Folikiillerin etrafinda teka tabakasinin igerisinde
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yogun kan damarlarinin varli1 ve teka tabakalarmin etrafinda kopmalarin oldugu bu
alanlarada kan hiicrelerinin varligi saptandi. Korpus luteumda sekil ve sinirlari diizensiz
olan dejenere hiicreler gozlendi. Korpus luteum sayis1 bakimindan kontrol grubu ile
arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol grubuna benzerdi. Ovaryum
medullasinda kortekse gore daha biiylik ve ¢ok sayida kan damarlar1 ve daha ¢ok lif
yapilar1 goriildi. Medullada bulunan stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon
gbzlenmezken hiicreler arasinda agir 6dem ve agir kanamanin olustugu ve c¢ok sayida

lenfosit infiltrasyonun oldugu gozlemlendi (Sekil 3.1.2.C).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.2.C. Uciincii giin SG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.

KoKk hiicre grubu

Kok hiicre uygulanan si¢anlardan elde edilen KHG ovaryumlarin H-E ile
boyanmis kesitleri incelendiginde, organi distan tek katli kiibik germinal epitelin sardigi
ve altinda tunika albugineanin yer aldigi yara yeri disinda gozlendi. Ovaryumda
bulunan primordiyal folikiillerin normal olanlarmnin yara ve sham grubuna gore sayica
ayni oldugu, atretik folikiillerde ise azalmalarin oldugu gozlendi. Folikiillerin igerisinde
bulunan oosit normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde gézlendi.
Oositin etrafin1 saran graniiloza hiicreleri ve teka tabakalarinda dejenerasyon gozlenmedi
YG ve SG’ na zit olarak bu alanlarda damar yogunlugunun control gruplar: ile benzerlik
gosterdigi saptandi(Sekil 3.1.2.D). Kortekste folikiiller arasinda ve korpusluteuma yakin
alanlarda kiigiik damarlanmalarin oldugu gozlendi. Ovaryum medullasinda kortekse gore
daha biiyik kan damarlari bulunmaktaydi ve lif yapilar1 goriildi. Medullada bulunan

stromal hiicreler disinda kii¢iik ¢ekirdekli ve az hacimli eosinofilik sitoplazmali hiicre
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gruplar1 gdzlemlenirken stromal hiicrelerde herhangi bir dejenerasyon gozlenmedi fakat

stromal hiicreler arasinda 6dem ve kanlanma olustugu gozlemlendi(Sekil 3.1.2.D).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.2.D. Ugiincii giin KHG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

3.1.3. Yedinci giin gruplan

Kontrol grubu

KG’ daki siganlarindan alinan dokularin H-E ile boyanan kesitleri incelendiginde,
korteks ve medulla kisimlarinin varligi gézlemlendi. Normal seyirli ovaryum yiizey epiteli,
epitel altindaki yogun bag dokusu liflerinin olusturdugu diizenli tunika albuginea goriildii.
Tunika albuginea altinda yer alan korteks bolgesinde, ¢esitli say1 ve tipte folikiillerin
oldugu gozlendi. Kortekste stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli,
bliylik niikleuslu ve sitoplazmalar1 bazofilikti. Folikiillerin etrafinda ayrica diiz kas
demetleri ve bag dokusu lifleri goriildii. Kortekste damar kesitlerine az sayida rastlandu.
Korteks igerisinde ¢ok sayida gozlenen primordiyal folikiillerin i¢inde oosit ve oositin
cevresinde tek katli yassi graniiloza hiicreleri yer almisti. Oosit biiyiik okromatik bir
niikleusa sahipti. Primer folikiillerde oosit ¢evresinde tek kath kiibik sekilli graniiloza
hiicreleri gozlendi. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida olusmaya
baslamigti. Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok katli epitel goriniimiindeki
graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin
olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda teka folikiili
olusmaya basladigi goriildi. Antral folikiillerde g¢ok tabakali graniiloza hiicreleri
arasinda diizensiz bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek antrumu
olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarma dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin

birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida oldukca
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belirgindi. Folikiilii distan saran teka folikiilii iki tabakali olarak goézlendi. Teka
internada fibroblastlar, kii¢iik kas demetleri ve kan damarlar1 goriildii. Teka eksternada
ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi. Kortekste ayrica korpus
luteum go6zlendi. Korpus luteumun orta kisimlarinda biiyilk 6kromatik niikleuslu ve
sitoplazmalar1 agik renkte boyanmis hiicreler ile kenar kisimlarinda ise daha kiigiik
hiicreler gozlendi. Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre
olmasma karsin damarlanmanin fazla oldugu gorildii. Medulladaki hiicrelerin
niikleuslar1 merkezde olup sitoplazmalari ise kortekse gore daha bazofilik boyanmisti.
Ayrica bag dokusu hiicreleri de medullada yer almisti. Medulladaki lif ve kas demetleri
de kortekse gore daha belirgin olarak gozlendi, hafif derecede kanlanma ve 6demin

oldugu gézlemlendi (Sekil 3.1.3.A).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400
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Sekil 3.1.3.A. Yedinci gin KG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

Yara grubu

Ppd enjektoriiniin - batirilip ¢ikarilmast ile olusturulan yedinci gin YG
sicanlardan elde edilen H-E boyasi ile boyanan ovaryum kesitlerinin yapisal 6zellikleri
korteks ve medullanin goriilmesi agisindan normal bir ovaryum dokusu ile benzerdi.
Ovaryumun disinda tek katl kiibik germinal epitel ve altinda tunika albuginea yer yara
yeri disindaalmisti. Fakat ovaryum korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder
ve antral folikiillerin yapist ve sayilart kontrol grubuna gore azalmisti. Primordiyal
folikiillerin ¢ogunlugunun atretik oldugu gozlendi. Atretik folikiilde oosit ile graniiloza
hiicreleri arasinda iliskinin bozuldugu gozlendi. Ayrica oositin ¢evresini saran
graniiloza hiicrelerinde hiicre icerigi dagilmis olarak ve yan ylizeylerde ayrilmalar

gbzlendi. Normal primordiyal folikiiller ise az sayida goriildii. Sekonder ve antral
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folikiiller kontrole gore daha az sayida goriildii. Bu hiicrelerin bazilarinda kromatini
niikleus zarina yakinlasarak yogunlasmisti. Ayrica folikiiller etrafinda yogun kan
damarlar1 ve 6dem gozlemlendi. Korpus luteumda sekilleri ve smirlar1 diizensiz olan
dejenere hiicreler gozlendi. Korpus luteum sayis1 bakimindan kontrol grubu ile arasinda
fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol grubuna gore daha fazlaydi. Ayrica
kortekste kan damarlarinin sayilari artmig ve 6dem varligi saptanmistir. Ovaryum
medullasinda kortekse gore daha biiyiik kan damarlar1 ve daha cok lif yapilar1 goriildii.
Medullada bulunan stromal hiicrelerde dejenerasyon gozlemlenirken hiicreler arasi
alanda yogun 6dem olusumu, kanlanma ve yogun lenfosit infiltrasyonu gozlemlendi.
(Sekil 3.1.3.B.)

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.3.B. Yedinci giin YG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

Sham grubu

Besi yeri uygulanmis yedinci giin grubu siganlardan elde edilen H-E boyasi
uygulanan ovaryum kesitlerinde korteks ve medulla bdlgeleri yara yeri disinda gozlendi.
Ovaryumun disinda tek kath kiibik germinal epitel ve altinda tunika albuginea yer almisti.
Ovaryum korteksinde bulunan primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin sayilar
kontrol grubuna gore azalmisti. Primordiyal folikiillerin g¢ogunlugunun atretik oldugu
gozlendi. Atretik folikiilde oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda iligkinin bozuldugu ve
granuloza hiicrelerinin kendi icersindeki biitiinliigiin kayboldugu goézlendi. Sekonder ve
antral folikiiller kontrole gore daha az sayida gorildii. Bu folikiillerdeki oosit yapisi
normaldi. Bununla birlikte graniiloza ve teka tabakalarinda normalden farkli hiicreler
gozlendi. Korpus luteumda ise sekilleri ve sinirlart diizensiz olan dejenere hiicreler

gozlenirken damar yapilarinin ve 6demin de arttifi gozlemlendi. Korpus luteum sayisi
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bakimindan kontrol grubu ile arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol
grubuna benzerlik gosterirken hiicreler arasinda agir 6dem ve kan damarlar
gbzlemlendi. Ovaryum medullasinda da kortekse gore daha biiylik ve ¢ok sayida kan
damarlar1 ve daha ¢ok lif yapilar1 goriildii. Medullada bulunan stromal arasinda agir

6dem ve agir kanamanin olustugu ve c¢ok sayida lenfosit infiltrasyonun oldugu
gozlemlendi.(Sekil 3.1.3.C)

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.3.C. Yedinci giin SG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.

KoKk hiicre grubu

Kok hiicre uygulanan yedinci grubu sigcanlardan elde edilen ovaryumlarin H-E
ile boyanmis kesitleri incelendiginde, ovaryumun dista korteks i¢te medulla olmak
tizere dogal yapis1 gozlemlendi. Yara yeri disinda kalan kisimlarda epitel devamliligi
varken yara alaninda ilk giin gruplarma gore iyilesme olaymnin basladigi gozlendi.
Epitelin altinda tunika albugineanin yer aldigi gozlendi. Ovaryumda bulunan
primordiyal folikiillerin normal olanlarinin sayis1 yara ve sham grubuna gore sayilarinin
ayn1 oldugu, atretik folikiillerde ise azalmalarin oldugu gozlendi. Folikiillerin igerisinde
bulunan oosit normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde gézlendi.
Oositin etrafini saran graniiloza hiicreleri ve teka tabakalarinda dejenerasyon gozlenmedi.
Kortekste folikiiller arasinda ve korpusluteuma yakin alanlarda kiigilk damarlanmalarin
oldugu gozlemlenirken ovaryum medullasinda kortekse gore kan damarlarimin sayisinin
fazla oldugu ve yogun lif yapilarinin yer aldigi goriildi. Medullada bulunan stromal
hiicreler diginda farkli hiicre gruplari gozlemlenirken stromal hiicrelerde herhangi bir

dejenerasyon gozlenmedi fakat stromal hiicreler arasinda 6dem ve kanlanma olustugu

gozlemlendi (Sekil 3.1.3.D)
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Sekil 3.1.3.D. Yedinci giin KHG genel, korteks ve medulla H-E boyama51

goriintileri.

3.4. Ondordiincii giin

Kontrol grubu

Kontrol grubun sicanlardan alinan over kesitlerinin H-E boyamasinda dista korteks
icte medulla olmak tizere normal ovaryum yapisi gozlendi. Korteks ylizeyden tek kath
kiibikten prizmatige degisen ovaryum yiizey epiteli ile oOrtiiliiydii. Epitelin altinda bag
dokusu yapisindaki tunika albugineanin yer aldig1 goézlendi. Kortekste primordiyal, primer,
sekonder ve tersiyer folikiiller gozlendi. Folikiiller igerisinde yer alan oositler 6kromatik
cekirdek ve belirgin ¢ekirdekgige sahipti. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri
disinda teka folikiilii goriildii. Antral folikiillerde ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri
arasinda diizensiz bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek antrumu
olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin
birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida oldukga
belirgindi. Folikiilii distan saran teka folikiilii iki tabakali olarak gozlendi. Teka
internada fibroblastlar, kiigiik kas demetleri ve kan damarlar1 goriildii. Teka eksternada
ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi. Ayrica kortekste dejenera
hiicreler i¢cermeyen genis korpus luteum yapilar izlendi. Korpus luteum igerisinde ve
folikiillerin arasinda az sayida kiiglik boyutlu kan damarlarinin varligi saptandi. Korpus
luteumun orta kisimlarinda biiyiik 6kromatik niikleuslu ve sitoplazmalar1 agik renkte
boyanmis hiicreler ile kenar kisimlarinda ise daha kiigiik hiicreler gozlendi. Kortekste
stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiyik niikleuslu ve

sitoplazmalar1 bazofilikti. Ovaryumun medullasinda kortekse gore daha az sayida hiicre
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olmasma karsin damarlanmanin fazla oldugu goriildi. Medulladaki hiicrelerin
niikleuslar1 merkezde olup sitoplazmalari ise kortekse gore daha bazofilik boyanmusti.
Ayrica bag dokusu hiicreleri de medullada yer almisti. Medulladaki lif ve kas demetleri
de kortekse gore daha belirgin olarak gozlendi, hafif derecede kanlanma ve 6demin

oldugu gozlemlendi (Sekil 3.1.4.A).

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.4.A. Ondordiincii giin KG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.

Yara grubu

Yara olusturulan sicanlardan elde edilen H-E boyasi ile boyanan ovaryum
kesitlerinin yapisal ozellikleri korteks ve medullanin goriilmesi agisindan normal bir
ovaryum dokusu ile benzerdi. Ovaryumun disinda tek katl kiibik germinal epitel ve
altinda tunika albuginea yer almisti. Ovaryum korteksinde bulunan primordiyal, primer,
sekonder ve antral folikiillerin yapisi ve sayilar1 kontrol grubu ile benzerlik
gostermekteydi. Primordiyal folikiillerde atretik folikiillerin oldugu gozlendi. Atretik
folikiilde oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda iligkinin bozuldugu gozlendi. Ayrica
oositin ¢evresini saran graniiloza hiicrelerinde yan yiizeylerde ayrilmalar gozlendi.
Normal primordiyal folikiiller de goriildii. Sekonder ve antral folikiiller kontrole gore
daha az sayida goriildii. Ayrica yedinci giinde folikiiller etrafinda goriilen yogun kan
damarlar1 ve 6demin hafifledigi gozlendi. Korpus luteumda yer alan hiicreler normal
sekilli ve smirlar1 diizenli olarak gozlendi. Korpus luteum sayist bakimindan kontrol
grubu ile arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler yara art1 kok hiicre grubuna
gore daha fazlaydi. Ayrica yedinci giinde yara grubunda kortekste goriilen 6dem ve
kanlanmanin azaldig1 gozlendi. Ovaryum medullasinda kortekse gore daha biiyilik kan

damarlar1 ve daha cok lif yapilar1 goriildii. Medullada bulunan stromal hiicreler genis
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bazofilik sitoplazmali ve diizenli sinirlara sahiptiler hiicreler arasi alanda olusan yogun
odem ile birlikte, kanlanma ve lenfosit infiltrasyonunun da azaldig1 gézlemlendi (Sekil
3.1.4.B)
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Sekil 3.1.4.B Ondordiincii giin YG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttleri.

Sham grubu

Besi yeri uygulanmis sicanlardan elde edilen H-E boyasi uygulanan ovaryum
kesitlerinde korteks ve medulla bolgeleri gozlendi. Ovaryumun disinda tek katli kiibik
germinal epitel ve altinda tunika albuginea yer almisti. Ovaryum Kkorteksinde bulunan
primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerin sayilar1 kontrol grubuna ile benzerlik
gosterdi. Primordiyal folikiillerin  etrafinda tek tabakali yassi hiicreler gozlendi.
Primordiyal folikiiller igerisinde 6 kromatik oosit gdzlemlendi. Granuloza hiicrelerinin
biitiinligiinti koruduklart gézlendi. Sekonder ve antral folikiiller kontrol grubu ile sayica
benzer olduklar1 goriildii. Bu folikiillerdeki oosit yapisi normaldi. Korpus luteumda ise
sekilleri ve sinirlar1 diizenli eosinofilik genis sitoplazmali hiicreler gozlenirken damar
yapilarinin ve 6demin de azaldigi gozlemlendi. Korpus luteum sayisi bakimindan
kontrol grubu ile arasinda fark yoktu. Korteksteki stromal hiicreler kontrol grubuna
benzerlik gosterirken hiicreler arasinda 6demin ileri derecede azaldigi ve kan
damarlarinin sayisinin azaldigi gézlemlendi. Ovaryum medullasinda da kortekse gore
daha biiylik ve ¢ok sayida kan damarlar1 ve daha ¢ok lif yapilar1 goriildii. Medullada
bulunan stromal hiicreler arasinda 6demin azaldigi ve kan hiicreleri ve lenfosit

infiltrasyonunun azaldig1 gézlemlendi (3.1.4.C.).
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Sekil 3.1.4.C. Ondordiincii giin SG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintiileri.

Kok hiicre grubu

Kok hiicre uygulanan yedinci grubu sigcanlardan elde edilen ovaryumlarin H-E
ile boyanmis kesitleri incelendiginde, ovaryumun digta korteks icte medulla olmak
tizere dogal yapist gozlemlendi. Yara yeri disinda kalan kisimlarda epitel devamlilig
varken yara alaninda ilk giin gruplarina gore iyilesme olaymin bagladigi gozlendi.
Epitelin altinda tunika albugineanin yer aldigi gozlendi. Ovaryumda bulunan
primordiyal folikiillerin normal olanlarinin sayis1 yara ve sham grubuna gore sayilarinin
ayni oldugu, atretik folikiillerde ise azalmalarin oldugu goézlendi. Folikiillerin igerisinde
bulunan oosit normal yapida olup biiyiik niikleuslu ve niikleolusu belirgin halde gézlendi.
Oositin etrafini saran graniiloza hiicreleri ve teka tabakalarinda dejenerasyon goézlenmedi.
Kortekste folikiiller arasinda ve korpusluteuma yakin alanlarda kiiciik damarlanmalarin
oldugu gozlemlenirken ovaryum medullasinda kortekse gore kan damarlarmin sayisinin
fazla oldugu ve yogun lif yapilarinin yer aldigi goriildi. Medullada bulunan stromal
hiicreler disinda farkli hiicre gruplari gézlemlenirken stromal hiicrelerde herhangi bir
dejenerasyon gozlenmedi fakat stromal hiicreler arasinda 6dem ve kanlanma olustugu

gozlemlendi (Sekil 3.1.4.D).
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Sekil 3.1.4.D. Ondordiincii giin KHG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriintileri.

3.1.5. Yirmisekizinci giin

Yirmisekizinci giin KG orneklerinin H-E boyanmis kesitleri incelendiginde
korteks ve medulla olmak tizere ovaryumlarin genel yapilar1 ve germinal epitelin
devamli varligi goriildii. Tek katli kiibik epitel altinda tunika albuginea tabakasinin
varligima rastlandi. Kortekste ¢ok sayida primordiyal, primer, sekonder ve graaf
folikiillerinin varlig1 ve sayilarimin c¢oklugu izlendi. Kortekste bulunan primordiyal
folikiillerde 6kromatik oosit ve ¢evresinde normal seyirli hiicrelerin varligi saptandi.
Graaf folikiillerinde biiyiik ve diizenli antrum, biiyiik 6kromatik ¢ekirdekli ve belirgin
cekirdekgikli oositlerin varligi gortildi. Kortekste folikiiller arasinda kiiciik kan
damarlar1 ve normal seyirli hiicrelerin varlig1 saptandi. Medulla kisminda kortekse gore
daha genis kan damarlar1 ve intertisiyal hiicreler rastlandi. Medulladaki hiicrelerin genis

sitoplazmali eosinofilik hiicreler oldugu goriildii(Sekil 3.1.5.A.).
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Sekil 3.1.5.A. Yirmisekizinci giin KG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.

Yirmisekizinci gin YG, SG ve KHG orneklerinin H-E boyamalar
incelendiginde KG ornekleri ile aralarinda bir farkin olmadig goriildii. Organin disinda
tek katli kiibik epitel ile epitelin altinda ise yogun olarak bag dokusu lifleri ve
hiicrelerinden olusan tunika albuginea goriildii. Ovaryum kesitlerinde korteks ve
medulla bolgeleri ayirt edildi. Ovaryumda tunika albuginea altinda yer alan korteks
bolgesinde, ¢esitli sayr ve tipte folikiillerin oldugu gozlendi. Folikiillerin arasinda
stromada yer alan hiicreler gruplar halinde oval sekilli, biiyiikk niikleuslu ve
sitoplazmalar1 bazofilikti. Diiz kas demetleri ve bag dokusu lifleri folikiillerin etrafinda
goriildii. Kortekste az sayida damar varligina rastlandi. Ovaryum korteksinde
primordiyal folikiillerde icte oosit ve oositin ¢evresinde tek katli yassi graniiloza
hiicreleri yer almisti. Oosit biiylik 0kromatik bir niikleusa sahip olup niikleolusu
belirgindi. Primer folikiillerde oosit ¢evresinde tek kath kiibik sekilli graniiloza
hiicreleri gézlendi. Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida olusmaya
baslamisti. Sekonder folikiillerde oositin etrafinda ¢ok katli epitel goriiniimiindeki
graniiloza hiicreleri ile oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda zona pellusida belirgin
olarak gozlendi. Sekonder folikiillerde graniiloza hiicreleri disinda teka folikiili
olusmaya basladigi goriildii. Antral folikiillerde ¢ok tabakali graniiloza hiicreleri
arasinda diizensiz bosluklar vardi. Bazi antral folikiillerde bosluklar birleserek antrum
olusturmustu. Ayrica antrumun i¢ kisimlarina dogru oosit ve graniiloza hiicrelerinin
birlikte kiimiiliis ooforusu sekillendirmisti. Bu folikiillerde zona pellusida oldukca
belirgindi. Folikilii distan saran teka folikiilii iki tabakali olarak go6zlendi. Teka
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internada fibroblastlar, kiigiik kas demetleri ve kan damarlar1 goriildii. Teka eksternada
ise diiz kas demetleri ile birlikte kollajen lifleride gozlendi. Kortekste ayrica korpus
luteum ve i¢i sivi ile dolu bir boslugu olan iki ii¢ sirali graniiloza hiicrelerinin
cevreledigi folikiil kistleri gozlendi. Korpus Iluteumun orta kisimlarinda biiyilik
Okromatik niikleuslu ve sitoplazmalari agik renkte boyanmis hiicreler ile kenar
kisimlarinda ise daha kiiciik hiicreler gozlendi. Ayrica korpus luteumun orta
kisimlarinda kan damarlar1 da yer almaktaydi. Ovaryumun medullasinda kortekse gore
daha az sayida hiicre olmasina karSin damarlanmanin fazla oldugu goriildi.
Medulladaki hiicrelerin niikleuslart merkezde olup sitoplazmalar1 ise bazofilik
boyanmisti. Ayrica bag dokusu hiicreleri de goriildii. Bununla birlikte medulladaki lif ve
kas demetleri de kortekse gore daha belirgin olarak gozlendi (Sekil 3.1.5.B, Sekil
3.1.5.C, Sekil 3.1.5.D.)

GENEL X40 KORTEKS X400 MEDULLA X400

Sekil 3.1.5.B. Yirmisekizinci giin YG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.
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Sekll 3.1.5.C Yirmisekizinci giin SG genel korteks ve medulla H-E boyamasi

goriinttileri.
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Sekil 3.1.5.D. Yirmisekizinci giin KHG genel, korteks ve medulla H-E boyamasi
goriintiileri.

Kesitler iizerinde yapilan skorlama sonucunda kortekste iyilesme siirecine
bakildiginda birinci ve {igiincii giinde YG, SG ve KHG’nda korteks kisminda hasar ¢ok
yiiksekken, yedinci giinde KHG’nda yara iyilesme orani diger gruplara gore anlaml
derecede artmisti. Ondordiincii giinde ise kok hiicre grubu korteks kisminda yara alani

tamamen iyilesmis ve istatiksel olarak anlamliydi.

Tablo 3.1. Kok hiicrelerin korteks yara iyilesme siirecine etkilerininin istatiksel

degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
HE - korteks

mGl mG3 mG7 mGl4

ORT + SS

KG SHG YG KHG

Kesitler iizerinde yapilan skorlama sonucunda medullada iyilesme siirecine

bakildiginda birinci ve tigiincii giinde YG, SG ve KHG nda medulla kisminda hasar ¢ok
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yiiksekken, yedinci giinde KHG’nda yara iyilesme orani diger gruplara gore anlamli
derecede artmisti. Ondordiincii giinde ise kok hiicre grubu medulla kisminda yara alani

tamamen iyilesmis ve istatiksel olarak anlamliydi.

Tablo 3.2. Kok hiicrelerin medulla yara iyilesme siirecine etkilerininin istatiksel

degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
HE - medulla

mGl1 mG3 G7 mGl4

ORT + SS

—_

KG SHG YG KHG

3.2. STRO 1A immiinohistokimya degerlendirmeleri

STRO-1 i¢in yapilan immun boyamalarda ovaryumda bulunan stromal hiicrelerin
bazal seviyede pozitif olarak isaretlendigi goriildii. Primordial ve primer folikiillerin
epitel hiicrelerinde gozlenirken, sekonder ve tersiyer folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
de pozitif boyanma saptandi. Oositler ile Teka ve graniiloza hiicrelerinde de bazilarini
boyandig1 goriildii. Korpus luteumda ve ovaryum stromasi ¢ok az pozitifken kan
damarlar1 daha ¢ok pozitifti.

Birinci giin uygulamasinda gruplar degerlendirildiginde ovaryum dokusunda
KG’nda bazal seviyede boyanma pozitifligi goriilirken YG ve BYG’nda yara alam
cevresinde pozitiflik artmis olarak gozlendi. KHG’nda yara yeri c¢evresinde yiiksek
pozitif hiicre gruplarinin oldugu goézlendi. Bu hiicre gruplarinin yara alani etrafinda

olmas1 enjeksiyon ile birakilan KISKH olduklarini diisiindiirdii (Resim 3.2.1).
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STRO X400
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Sekil 3.2.1. Birinci giin STRO 1A tiim gruplarin immiinohistokimya boyamasi.

Ucgiincii  giin uygulamasinda tiim gruplar degerlendirildiginde ovaryum
dokusunda KG’nda bazal seviyede boyanma pozitifligi goriilitken YG ve BYG’nda
yara alan1 ¢evresinde pozitiflik artmis olarak gozlendi. KHG’nda yara yeri ¢evresinde
ve kortek alani igerisine dagilmig sekilde yiiksek pozitif hiicre gruplarinin oldugu
gozlendi. Bu hiicre gruplarinin yara alani etrafinda olmasi enjeksiyon ile birakilan

KISKH olduklarm diisiindiirdii (Resim 3.2.2).
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STRO X40 X400 X400
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Sekil 3.2.2. Ugiincii giin STRO 1A tiim gruplarin immiinohistokimya boyamasi.

Yedinci giin uygulamasinda tiim gruplar degerlendirildiginde ovaryum
dokusunda KG, BYG ve YG’nda bazal seviyede boyanma pozitifligi goriildiir.
KHG’nda korteks igerisinde 6zellikle folikiiler giicrelerin etrafinda yiiksek pozitif hiicre
gruplarinin oldugu goézlendi. Bu hiicre gruplarinin varligi bizim transplante ettigimiz
hiicrelerin hala bu alanda olduklarini, yara iyilesme siirecine katkida bulunurken ayni
zamanda folikiil biitiinliiglinii korumaya da katkida bulunduklarin1 géstermistir (Sekil

3.2.3).
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7.GUN GENEL KORTEKS MEDULLA
STRO X40 X400 x4oo
KG
YG
BYG
KHG
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Ondordiincli glin uygulamasinda tiim gruplar degerlendirildiginde ovaryum

dokusunda KG, BYG ve YG’nda bazal seviyede boyanma pozitifligi goriildii. KHG’ nda
korteks ve medulla igerisinde pozitif hiicre gruplarmin oldugu ve homojen dagilim

gosterdigi gozlendi. (Sekil 3.2.4.).
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STRO

KG

YG

BYG

KHG

boyamasi.

3.3. NOS immiinohistokimya degerlendirmesi

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda genelde tiim overi kaplayan
bazal bir boyamanin varligi saptandi ve gruplar arasinda anlamli farklar oldugu
gozlendi. KG boyamalarinda bazal olarak gozlenen boyamanin yara olusumu ile
belirgin bir bicimde arttig1 izlendi. BYG ve YG ile karsilagtirildiginda KHG
boyamalarinda belirgin bir azalma izlendi. Genel olarak i-NOS boyamasinin e-NOS

boyamasina gore yiiksek pozitif oldugu gozlendi.
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GENEL KORTEKS MEDULLA

ENOS

iNOS
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ekil 3... Birinci giin KG NOS immﬁnohitokimya oyamaSL

Birinci giin KG ¢-NOS ve i-NOS boyamalarinin ovaryum dokusunda bazal

seviyede goriildii. Korteks ve medulla kisimlarinda boyanma miktarinda herhangi bir

farklilik gézlenmedi.
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1.GUN KORTEKS MEDULLA
YG X400

ENOS

iNOS

KNT

Sekil 3.3.2. Birinci giin YG NOS immﬁnohistokmya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda birinci giin YG’nda genelde
tim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yara alani ¢evresinde
boyamanin yogunlastigi ve yiiksek pozitif oldugu gozlendi. Medulla kisminda e-NOS
fazlayken i-NOSun korteks ve medullada yiiksek pozitif oldugu gozlendi (Sekil 3.3.2.).
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Sekil 3.3.3. Birinci giin BYG NOS immiinohistoki

mya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda birinci giin BYG’nda genelde

tim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yara alani g¢evresinde

boyamanin yogunlastigi ve yiiksek pozitif oldugu gozlendi. Medulla ve korteks

kisminda e-NOS ve

¢evresinin ve antrum sivisinin boyandigi gozlendi(Sekil 3.3.2.).

iI-NOSun yiiksek pozitif oldugu goézlendi ve ozellikle folikiil
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Sekil 3.3.4. Birinci giin KHG NOS .immﬁnohistokimya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda birinci giin KHG’nda genelde
tim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yara alani g¢evresinde
boyamanin yogunlastigi ve yiiksek oldugu gozlendi. Medulla kisminda e-NOS
fazlayken i-NOSun korteks ve medullada yiiksek pozitif oldugu gozlendi (Sekil 3.3.4.).
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NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda ti¢iincii giin KG’nda genelde

tiim overi kaplayan bazal bir boyamanin varlig1 saptandi (Sekil 3.3.5.).
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Sekil 3.3.6. Ugiincii giin YG NOS immﬁnohistkimya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda ii¢lincli giin YG’nda genelde
tim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yara alani g¢evresinde
boyamanin yogunlastigi ve yiiksek pozitif oldugu gozlendi. Medulla kisminda e-NOS
fazlayken i-NOSun korteks ve medullada yiiksek pozitif oldugu gozlendi &zellikle

folikiiler hiicrelerin etrafinda boyanmanin yogunlastigi gortildii(Sekil 3.3.6.).
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Sekil 3.3.7. Ugiincii giin YG NOS immiinohistokimya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda {iclincii giin BYG’nda
genelde tiim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yara alani
cevresinde boyamanin yogunlastigt ve yiiksek pozitif oldugu gozlendi. Medulla
kisminda olusan besi yeri kaynakli 6dem s1visi ve medullar hiicrelerde e-NOS fazlayken
I-NOSun korteks kisminda folikiiller etrafinda ve antrum sivisinda yiiksek pozitif
oldugu gozlendi 6zellikle folikiiler hiicrelerin arasinda kalan kii¢iik hiicre gruplarinda

boyanmanin yogunlastigi gorildi(Sekil 3.3.7.).
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NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda iigiincii giin KHG’nda yara
alan1 ¢evresinde boyamanin yogunlastigi ve yiiksek pozitif oldugu gozlendi. Medulla
kisminda olusan besi yeri kaynakli 6dem s1visi ve medullar hiicrelerde e-NOS fazlayken
iI-NOSun korteks kisminda folikiiller etrafinda ve antrum sivisinda yiiksek pozitif
oldugu gozlendi ozellikle folikiiler hiicrelerin arasinda kalan kiigiik hiicre gruplarinda

boyanmanin yogunlastig goriildii(Sekil 3.3.8.).
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Sekil 3.3.9. Yedinci giin KG NOS i

- /"3 4
mmiinohistokimya boyamas.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda yedinci giin KG’nda genelde

tiim overi kaplayan hafif bazal bir boyamanin varligi saptandi (Sekil 3.3.9.).
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NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda yedinci giin YG’nda genelde
tiim overi kaplayan pozitif bir boyamanin varlig1 saptandi. Medulla kisminda hiicrelerde
e-NOS pozitifligi varken kortekste i-NOS’un folikiiller etrafinda yiiksek pozitif oldugu
gozlendi oOzellikle folikiiler hiicrelerin arasinda kalan kiiciik hiicre gruplarinda

boyanmanin yogunlastigi goriildii(Sekil 3.3.10.).
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Sekil 3.3.11. Yedinci giin BYG NOS immiinohistokimya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda yedinci gin BYG’nda
genelde tim overi kaplayan bazal bir boyamanin varligi saptandi ve yiiksek pozitif
oldugu gozlendi. Medulla kisminda olusan besi yeri kaynakli 6dem sivist ve medullar
hiicrelerde e-NOS fazlayken i-NOSun korteks kisminda folikiiller etrafinda ve antrum
stvisinda yiiksek pozitif oldugu gozlendi 6zellikle folikiiler hiicrelerin arasinda kalan

kii¢lik hiicre gruplarinda boyanmanin yogunlastig1 goriildii (Sekil 3.3.11.).
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Sekil 3.3.12. Yedinci giin KHG NOS i iinohisokimya boaas1.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda yedinci gin KHG’nda
genelde tiim overi kaplayan bazal bir boyamanin varlig1 saptandi. Korteks ve medullada
BYG ve YG’nda olan pozitif boyamanm hafifledigi folikiiler hiicreler arasinda
boyanmanin azaldig1 gozlendi (Sekil 3.3.12.)
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3.13.0nd6rdﬁﬁcﬁ giin KG NOS immﬁﬁohistokimya boyamés1.

14.GUN
KG

Sekil 3

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda 14. giin KG orneklerinde

g1 gozlendi (Sekil 3.3.13.)

boyanmanin olmadi
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NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda 14. Giin YG orneklerinde

bazal seviyede hem e-NOS hem i-nos boyamalarimin varligi gézlendi (Sekil 3.3.14.)
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Sekil 3.3.15.0ndordiincii giin BYG NOS immiinohistokimya boyamasi.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda 14. giin BYG Orneklerinde
bazal seviyede hem e-NOS hem i-nos boyamalarinin varligir gozlendi, germinal epitel

icerisinde i-NOS pozitif hiicrelerin varligina rastlandi (Sekil 3.3.15.)
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Sekil 3.3.16.0ndordiincii giin KHG NOS immﬁnohistokiya boyaas1.

NOS immunositokimyasinda yapilan boyamalarda 14. gin KHG
orneklerinde hafif seviyede hem e-NOS hem i-nos boyamalarinin varligi gézlendi (Sekil

3.3.16.)
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Tablo 3.3. Kok hiicrelerin over hasarinda oksidatif stres parametrelerinden i-

NOS’un korteks alaninda degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
iNOS - korteks

6
mG1 mG3 mG7 mG1l4
5 - - T
s T
2]
)]
+
=3
-4
o]

KG SHG YG KHG

Goriintiilerin yapilan skorlama analizlerinde G1 i¢in tiim gruplarin korteks
kisminda az miktarda olan iNOS boyamasinin diger glinlerde anlamli bir (p<0,001) artig
izlenirken KHG verilen 6rneklerde yine anlamli bir sekilde (p<0,001) azalma oldugu
goriildii. Ugiincii, yedinci ve 14. giin 6rneklerinde i-NOS varligi gruplar arasinda

degerlendirildiginde KHG i¢in anlaml1 biz azalmanin oldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.4. Kok hiicrelerin over hasarinda oksidatif stres parametrelerinden i-

NOS’un medulla alaninda degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
iNOS - medulla

6
mG1 mG3 mG7 mGl4

5 T

. T1
a
ra
o
S 7

KG SHG YG KHG

Goriintiilerin yapilan skorlama analizlerinde G1 i¢in tiim gruplarin medulla
kisminda az miktarda olan iNOS boyamasinin diger glinlerde anlamli bir (p<0,001) artig
izlenirken KHG verilen 6rneklerde yine anlamli bir sekilde (p<0,001) azalma oldugu
goriildii. Uglincii, yedinci ve 14. giin 6rneklerinde i-NOS varligi gruplar arasinda

degerlendirildiginde KHG i¢in anlamli biz azalmanin oldugu goériilmektedir. .
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Tablo 3.5. Kok hiicrelerin over hasarinda oksidatif stres parametrelerinden e-

NOS’un korteks alaninda degerlendirilmesi degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
eNOS - korteks

mG1 mG3 mG7 mG14

11

ORT + SS
w
|

KG SHG YG KHG

Gorintiilerin yapilan skorlama analizlerinde G1 i¢in tim gruplarin korteks
kisminda az miktarda olan e-NOS boyamasinin diger gilinlerde anlamli bir (p<0,001)
artis izlenirken KHG verilen 6rneklerde yine anlamli bir sekilde (p<0,001) azalma
oldugu goriildii. Uciincii, yedinci ve 14. giin 6rneklerinde e-NOS varligi gruplar
arasinda degerlendirildiginde KHG i¢in anlamli biz azalmanin (p<0,001) oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 3.6. Kok hiicrelerin over hasarinda oksidatif stres parametrelerinden e-

NOS’un medulla alaninda degerlendirilmesi degerlendirilmesi.

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
eNOS - medulla

6
mG1 mG3 mG7 mG1l4
5 -
4 - T T T
2]
)]
+
h 3
-4
o]

KG SHG YG KHG

Gorintiilerin yapilan skorlama analizlerinde G1 igin tim gruplarin medulla
kisminda az miktarda olan e-NOS boyamasinin diger gilinlerde anlamli bir (p<0,001)
artis izlenirken KHG verilen 6rneklerde yine anlamli bir sekilde (p<0,001) azalma
oldugu goriildii. Uciincii, yedinci ve 14. giin 6rneklerinde e-NOS varligi gruplar

arasinda degerlendirildiginde KHG i¢in anlaml1 biz azalmanin oldugu goriilmektedir.
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3.4. TUNEL immiinohistokimyasi degerlendirmeleri
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Sekil 3.4.1.Birinci giin TUNEL immiinohistokimyasi boyamalari.

Birinci giin Orneklerinde yapilan TUNEL immiinohistokimyas1 boyama
sonuglarina gore YG, BYG ve KHG oOrneklerinde yara alani yakinlarinda tiinel pozitif
hiicrelerin varligina rastlandi. Kortekste germinal epitel icerisinde ve folikiiller etrafinda
TUNEL pozitif hiicrelerin varligina rastland.
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Sekil 3.4.2.Uciincii giin TUNEL immiinohistokimyas1 boyamalar.

Uciincii  giin 6rneklerinde yapilan TUNEL immiinohistokimyas1 boyama
sonuglarina gore YG, BYG ve KHG oOrneklerinde yara alani yakinlarinda tiinel pozitif
hiicrelerin varligina rastlandi. Kortekste germinal epitel igerisinde ve folikiiller

hiicrelerin arasinda ve etrafinda TUNEL pozitif hiicrelerin varligina rastlandi.
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Sekil 3

Yedinci gilin orneklerinde yapilan TUNEL immiinohistokimyasi boyama
sonuglarina gére KGnda tiinel pozitif hiicre says1 ¢ok az iken, YG ve BYG’nda ¢ok
sayida TUNEL pozitif hiicrelerin varligina rastlandi. YG’nda kortekste germinal epitel
icerisinde ve folikiiller etrafinda TUNEL pozitif hiicrelerin varligina rastlandi.
BYG’nda medulla ve kortekste Tunel pozitif hiicrelerin sayis1 azalirken, KHG’nda
TUNEL pozitif hiicreler az sayidaydi.
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Sekil 3.4.4. Ondordiincii giin TUNEL immiinohistokimyas1 boyamalari.

Ondordiincii giin 6rneklerinde yapilan TUNEL immiinohistokimyasi boyama
sonuglarina gére KG’nda TUNEL pozitif hiicre says:1 ¢ok az iken, YG ve BYG’nda ¢ok
sayida TUNEL pozitif hiicrelerin az sayida da olsa varligina rastlandi. KHG’nda
TUNEL pozitif hiicreler ¢ok az sayidaydi.
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Tablo3.5. kok hiicrelerin over hasarina etkisinin apoptatik agidan tiinel

immiinohistokimyasi ile degerlendirilmesi.

ORT + SS

kok hiicrenin over hasarinda etkisi -
TUNEL - korteks

mGl mG3 mG7 mG14

KG SHG YG KHG
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4 . TARTISMA

Glinlimiiziin gelisen modern diinyasinda yasam kalitesini, beslenmeye ve
teknolojik triinlere maruz kalma sebebiyle infertilite giderek artan bir sorun olarak
tababet ilminde genis bir yer almaktadir. Fertilitenin yar1 kismini olusturan kadin
biyolojisi ve lireme sagligi bu sorunda 6nemli bir yer tutmaktadir. Yasamin basladig
donemden bu giline kadar {irettikleri oosit ile fertiliteyi basarili tutan ve tiiriin
devamliligin1 saglayan kadinlarin oosit iiretmekte problemler yasadigi bilinmektedir.
Ozellikle son zamanlarda seker iiriinlerindeki kalitenin diismesine bagli olarak overler
zarar gormekte ve oosit liretememektedir. Gelisen teknoloji zararlarindan daha fazla
fayda saglamaktatir. En Onemli faydalarindan bir tanesi kok hiicrenin eldesi,
cogaltilmas1 ve gerekli faktorler kullanilarak istenilen hiicreye farklilastirilabilmesi ve
daha da oOnemlisi insan biyolojik yapist icine tasinarak orada fonksiyon
gosterebilmesidir. Kok hiicre kendi basina oosite yonlenebildigi gibi bu doniisim
stirecine oosit mikrogevresinde bulunan diger hiicrelerle de is birligi yaparak, iirettigi
nis ad1 verilen faktorlerle katki saglamaktadir. Bu amagla ¢alismamizda biyopsi modeli
orneginde overde yara olusturulup kok hiicrenin yara iyilesmesine ve hiicresel iiretime
etkilerini inceledik. Besi yeri uygulamasi ile karsilastirildiginda besi yeri i¢inde verilen
kok hiicrenin yara iyilesmesini hizlandirdig1 ve hiicreler lizerinde olumlu etki gosterdigi
anlasildi. Yara iyilesmesinin bir, {i¢, yedi, on dort ve yirmi sekiz giinliik zaman dilimleri
incelendiginde on dordiincii giinde tamamlanan bir iyilesmenin olmasindan dolay1 yirmi
sekiz gilinlik orneklerin sonuclari ¢alismaya dahil edilmedi. Birinci giin sonuglari
anlamli bir farklilik olusturmamasina karsilik {i¢, yedi ve on dordiincii gilinlerde
tyilesmenin kok hiicre etkisi ile belirgin bir sekilde hizlandig1 saptandi. Kok hiicrenin
olasi olarak kullanabilecegi mekanizmalardan oksidatif stres ve apoptozis parametreleri
NOS ve TUNEL, IHK boyamas: ile incelendiginde yara olusumu ile artan serbest
radikallerin hiicre intiharina neden oldugu ve kok hiicrenin bu mekanizmalar lizerinden
stresi azaltarak hiicre 6liimiinii engelledigi bulundu.

KISKH eldesi, ¢ogaltilmas: tamamlandiktan sonra STRO-1 IHK ile ¢ogunluk
hiicrenin pozitif immunreaktivite gostermesi sonucunda kok hiicre tanimlanmasi
yapildi. Birinci ve iiglincii glinlerde yara yerine lokalize olan bigimde ayrica damarlarin

etrafinda pozitif immiinreaktivite izlendi. Yedincinci giinde kortekse dogru dagilmus,
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ozellikle folikiiler hiicrelerin i¢inde ve etrafinda dagilmig immiinreaktivite goriildii. On
dordiincii giinde over dokusunun her alanina dagilmis bazal boyamadan daha yiiksek bir
immunreaktivite goriildi. STRO1 iyi bilinen bir yiizey belirteci olup bir¢ok farkli
mezenkimal kok hiicre i¢in tanimlayici olarak kullanilmaktadir. Ayrica multipotent
olmaninda bir belirtecidir. Odontoblasta ve norona farklilasmis hiicrelerde de pozitif
olarak boyandig1 bilinmektedir. Bir¢ok dokuda 6zellikle arteriyéllerin etrafinda pozitif
oldugu gosterilmistir. Yapilmis caligmalarda bu hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
olabilecegi diistiniilmiistiir. STRO1 ayrica mezenkimal kok hiicre populasyonu ig¢in
erken bir belirteg¢ olabilme ihtimalini diislindiirmektedir. Yara iyilesmesi esnasinda yara
yerinde bol miktarda arttig1 dis ve kemik 6rneklerinde gosterilmistir (Youshube ve ark
2012, Stimpfel M ve ark. 2013). Calismamizin sonuglar1 literatiir ile uyumlu olup over
gibi bir dokuda var olan mezenkimal kok hiicrelerin boyandigii BYG ile
karsilagtirildiginda ise artan pozitif immiinreaktivitenin uygulamada kullanilan kok
hiicreleri gosterdigini diisiindiirmektedir.

Overde biyopsi modelindeki yara hasarlanmasinda kok hiicre uygulamasinin
anlamli ve olumlu etkilerinin kullandigi mekanizmalar1 incelemek tlizere NOS ile
TUNEL boyamalari iizerinden oksidatif stres ve apoptozis arastirildi. Yara sonrasinda
Ozellikle birinci giin baslayan ve iyilesme ile azalan 1 ve e-NOS immiinreaktivitesinin
arttigi ve buna eslik eden TUNEL pozitifliginin oldugu goriildi. K6k hiicrenin bu
mekanizmalar1 kullanarak yara iyilesmesini hizlandirdigi diisiiniildii. NO i¢in over i¢i
diizenleyici bir faktor oldugu ve i, e ve n-NOS {i¢ izoformunun da bazal bir diizeyde
bulundugu onceki caligmalarda gosterilmis (Zik B. ve ark. 2012) ayrica oosit
maturasyonunda gerekli olduklar1 oositin sitoplazmasinda bulunduklar1 ortaya
konmustur (Jablonka-Sariff A. 1999). Hiperstimulasyon yapilan overlerde teka, stroma
ve oosit yiizeyindeki hiicrelerde e-NOS’un varlig1 ve ovulasyondan sonra korpus luteum
hiicrelerinde ifade edildigi saptanmistir. Ayni sartlarda i-NOS ifadesinin e-NOS’ tan
farkli oldugu, olgunlasmamis overlerde teka ve stromada bulunmakta, ovulasyondan
sonra gelismemis overin korpus luteumunda sadece dis ylizeyinde bulunmakla birlikte
dejenere olan korpus luteumda bulunmamaktadir. Korpus luteumun parankimal
olmayan hiicrelerinde ise kuvvetli pozitif oldugu gosterilmistir. Hiperstimulasyon

yapilan overlerde ise her iki NOS’un da anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir
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(Jablonka-Sariff A. 1999). NADPH diaforoz aktivitesi ile bakilan overlerde
histokimyasal olarak NOS’un stromada ve tekada bol miktarda bulundugu ve korpus
luteumda azaldig1 gdsterilmistir. Bu boyamalarin IHK ’sal karsiliklar1 olarak yapilan e-
NOS ve i-NOS boyamasinda benzer boyama sekli ve dagilimi goriilmiis olup stroma,
teka ve korpus luteumda varliklart overyan siklusun diizenlenmesinde rol oynadiklarini
isaret etmistir, tim ¢alismalarda damar etrafinda kuvvetli boyama oldugu
saptanmistir(Zach Krisson 1996). Bu gozle bakildiginda ¢alismamizin sonuglari literatiir
ile uyumlu bulunup normal durumlarda overde dengenin saglanmasi ve normal bir
ovulasyonun yapilmasi i¢in var olduklar1 diisliniildii. Daha Once hi¢ bakilmamasi
nedeniyle 6zgiin degere sahip olan biyopsi modeli yara iyilesmesindeki NOS artisi,
yetmezlik olan overlerde de kok hiicre uygulamasinin yararli olacagi diislincesine
varildi. Daha Once yapilmis c¢alismalarda iskemik reperfiizyon yapilarak hasar
olusturulmus overlerde 6dem ve kanamanin 6n planda oldugu ve bunun oksidatif
stresten kaynaklandigi gosterilmistir. TNF alpha ve interlokin betanin ayrica apostein ve
kaspaz 3 faktorlerinin serbest radikallerin bulundugu nekrotik ortamlarda fazla miktarda
ifade edilirken antioksidan tedavisi ile azaldigi gosterilmistir( Gezer S. 2009). Benzer
durum torsiyonu olmus overlerde iskemik hasarlarda goriilmiis ve MDA seviyeleri ile
ispatlanmistir. Reperflizyon sonrasinda overe asirt miktarda gelen serbest radikallerin
beraberinda aktif notrofilleride dokuya getirmeleri lipid peroksidasyonunu hizlandirarak
katalaz, SOD, ve GSPHx gibi antioksidanlarla temizlenmek durumundadir. Olusan bu
stres ortamina hormonlarinda anlamli bir etkisi olup hasarin temizlenmesinde degisiklik
olusturduklar1 saptanmistir. Bu ortamda hiicrelerin belirgin bir sekilde apoptoza
ugradiklar1 ve TUNEL pozitif olarak boyandiklar1 goriilmiistiir. Apoptoz goriilen
hiicreler folikiiliin tiim evrelerinde var olup toksik etkinin olusturdugu, apoptoz benzer
sekilde hormona duyarli olup o6len hiicre sayisinin belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu etkinin varligi bir fitodstrojen olan silmarin ile gdosterilmis
antioksidan, antiinflamatuvar ve immiinmodiilatér olarak davrandigi ifade edilmistir.
Ayrica bu etken kaspaz, bcl2 ve nf-beta iizerinden anjiyogenezi inhibe etmistir (Glirgen
S. 2009).

Overde bulunan oositlerin embriyonik olanlar1 over dis1 kaynaklardan olusurken

fetal ve postnatal olanalr1 OSE’den kaynaklanir. Fetal primer folikiiller intrauterin
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yasamin ikinci trimesterinde olusurken regli siklusu ile birlikte primer folikiiller
sekillenir ve taze yumurtalar tiretkenlik i¢in siirekli bir sekilde hazir olmasini saglar.
Prematiir over yetmezligi gibi hastaliklar veya menapoz gibi durumlarda oosit
kaynaklar yetersizlesir boyle durumlar i¢inde yine over dis1 kaynakli kok hiicrelere
donmek gelecek igin biiylik umut vaad etmektedir. Lee ve ark. 2007°de yaptig1 bir
calismada over dist kok hiicre kaynaklari ile yeniden oogenez yapilabilecegi diislincesi
ortaya ¢ikmis ve yesil florasan protein tasiyan transgenik fare embriyonik kok hiicreleri
kullanilarak in vitro oosit elde edilmistir( Johnson 2007, Hiipner ve ark. 2003). Dyce ve
ark. 2006 yilinda fetal domuzlarin deri kok hiicrelerini kullanarak VASA ve DAZL
ifade eden graniiloza hiicreleri ve bir siire sonra folikiil gelisimini izlemislerdir.
Ghadami 2008 yilinda hormona duyarli farklilasmis kemik iligi hiicrelerinin
olusabilecegini gostermislerdir. Ovaryum yiizey epitelinden elde edilen kok hiicrelerinin
Sox 2, Oct 4 ve Nanog ifade ederek embriyonik kok hiicre 6zelligi gosterdigi ve bu kok
hiicrelerden germ hiicresi belirteglerini ifade eden hiicreler yapabildiklerini ortaya
koymuslardir (Zhang ve ark. 2008, Virant-Klun 2010, Skutella 2010). Yapilmis bircok
calismada embriyonik doneme ait transkripsiyonel faktorlerden birgogu ile ¢eliskili
sonuclar ortaya atilmig ve son yapilan ¢alismada ergin donem fare ovaryumunda tim
diizeydeki folikiillerde baz1 belirteglerin varligi saptanmistir, bunlar igerisinde SSEA-1

ozellikli olarak gosterilmistir.
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5. SONUC, YORUM VE ONERILER

Bu ¢alismada biyopsi modellemesi ile over dokusunda hasar olusturulup olusan
hasara KISKH uygulamas1 yapilip tedavi siirecine katkis1 3. Giinde en aktif yara
olusumu gozlenirken 14. Gilinde iyilesmenin gerceklestigi saptandi ve kok hiicrenin
yedinci giin gruplarinda anlamli bir sekilde iyilesmeyi hizlandirdigi ve olumlu katkilar

sagladigi saptandi.

Kok hiicre varligt STRO-1 boyamas: ile ortaya konulup kemik iligi
stromasindan alinan mezenkimal kok hiicrelerin 4. Pasaja geldiginde hodojen bir yapiya

kavustugu ve klasik kok hiicre gibi davrandigi bulundu.

Kok hiicrenin over dokusundaki hasara katkis1 hem parankimin tamiri hemde
oogenez siirecinde folikiil olusumuna katilan hiicrelere verdigi destek saptandi. primer
oositten graaf folikiiliine ve teka ile graniiloza hiicrelerine olumlu katkilar sagladig

izlendi.

NOS boyamalari ile siirecin oksidatif hasar ile gerc¢eklestigi e-NOS daha belirgin

olmak kaydi ile i-NOS immun boyamalarinin bazale gore ¢ok fazla arttig1 saptandi.

Oksidatif stresin hiicre oliimii {izerine iliskilsi ve etkili olduguda TUNEL

boyamalarindaki artisla belirlendi.

Kok hiicrenin serbest radikal olusumunu azaltip hasar1 engelledigi ve buna bagl

olarak apoptozun geriledigi diisiiniildii.

Kok hiicrenin bu olumlu etkilerinin gliniimiiz kadininin beslenme, teknoloji ve
ilgil faktorler nedeniyle bozulan over sagliginin ve buna bagh azalan lireme yeteneginin

yeniden kazandirilmasinda 6nemli olabilecegini diigiindiirdii.

Kok hiicrenin overdeki olumlu etkilerine nis faktoriiniin eklenmesi, folikiil
yapimina ve atilmasina katkisinin belirlenmesi, graaf folikiiliiniin olusume ve atilmasini
saglayan tiim destek hiicrelerle bu hiicrelere katki saglayan bag dokusu hiicrelerinin kok
hiicreler ile tekilesimlerinin ortaya konmas1 ve burada kullanilan mekanizmalarin ortaya

konmasi ¢alismadan ¢ikarilan sonuglarin getirdigi onerilerdir.
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Kok hiicrenin kullandig1 mekanizmalar olan oksidatif stres ve proglanmis hiicre
Olimii akillica kullanildig1 taktirde onleyici ve tedavi edici olarak klinik tipta yerini
alacak 6dnemli bir silah olarak goziikmektedir. Bu ifadenin her gegen giin azalan ilireme
yetenegine katkisi gelecekteki fonksiyonu agisindan en énemli yorumdur (Stimpfell M.

ve ark. 2013).
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