€207

AVNIASAM NVIIOQD

1ZAL VIOLMOd I'TVA WI'TIGVNYV IO TOATIEINT JA IfOTOLSIH

T.C. q,“" © {4:,,/
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI 52>
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU o : @
TIP FAKULTESI \ Aol |
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI
ANABILIM DALI

SICAN iN ViVO PREMATUR OVARYAN YETMEZLIiGi
MODELINDE INTRAOVARYAN PLATELETTEN ZENGIN
PLAZMA UYGULAMASININ OVARYAN FOLIKULLERIN

GELISIMINE ETKIiSi

GOKTAN KUSPINAR

DOKTORA TEZi

BURSA-2023




o &
T.C. . & (@? o ¥
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI 2 NG ,.az
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU ‘( e
TIP FAKULTESI ¢ ;2 o
HiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJi ANABILIiM
DALI

SICAN iN VIiVO PREMATUR OVARYAN YETMEZLiGi MODELINDE
INTRAOVARYAN PLATELETTEN ZENGIN PLAZMA
UYGULAMASININ OVARYAN FOLIKULLERIN GELISIMINE
ETKISI

Goktan KUSPINAR

DOKTORA TEZI

DANISMAN:
Prof. Dr. Berrin AVCI

Proje no:1108 — B.U.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

BURSA-2023




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

ETiK BEYAN

Doktora tezi olarak sundugum “Sican In Vivo Prematiir Ovaryan Yetmezligi
Modelinde Iintraovaryan Plateletten Zengin Plazma Uygulamasmin Ovaryan
Folikiillerin Gelisimine Etkisi” adli ¢alismanin, proje safhasindan sonuglanmasina
kadar gegen biitiin siireglerde bilimsel etik kurallarina uygun bir sekilde
hazirlandigmi ve yararlandigim eserlerin kaynaklar boliimiinde gosterilenlerden
olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Goktan KUSPINAR

25/01/2023

II



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU

25/01/2023
Adi Soyad1  : Goktan KUSPINAR
Anabilim Dah : Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Konusu  : Sigan In Vivo Prematiir Ovaryan Yetmezligi Modelinde Intraovaryan

Plateletten Zengin Plazma Uygulamasinin Ovaryan Folikiillerin Gelisimine Etkisi
OZELLIKLER UYGUNDUR UYGUN DEGILDIiR ACIKLAMA
Tezin Boyutlart M|
Di1s Kapak Sayfasi
I¢ Kapak Sayfasi
Kabul Onay Sayfas1
Sayfa Diizeni
Igindekiler Sayfasi
Yazi1 Karakteri
Satir Araliklar
Basliklar

Sayfa Numaralari

Eklerin Yerlestirilmesi

Tablolarin Yerlestirilmesi

NNRNNNNANANRNENNRN
[N Iy Iy Ay Iy Iy Iy Wy I

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI
Unvam Adi Soyad: Prof. Dr. Berrin AVCI

Imza:

1Y%



ICINDEKILER

Dis Kapak

¢ Kapak

ETIK BEYAN ..ouiininisscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
KABUL ONAY SAYFASI .ccuiiiiiiinsinnnnsninissisississsssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssessses I
TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU .....ccccieneinicsunssenssnssssssassasssassssssssssassssssasssasssssss v
ICINDEKILER .ccouuinninninncnncsscssscinsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss \%
TURKGE OZET ...oucuniurcincinsinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss VIl
INGILIZCE OZET .o iininncnncincisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss VIII
L GIRIS wceuencinncinninninncascsncissinssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. GENEL BILGILER ... inininnissssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3
2.1, DT UTEME SISTEM ...ttt es s esesesesenenas 3
2.1.1. OVAryum ANALOMIST.....ceeueeriieeieeriierteeiieeteerteesteesttessteeteessreeseessseeseessseenseessseenne 3
2.1.2. Ovaryum EmDbriyolOJiSi ....cccueeeiieriieniieiieeiieiieeie ettt 4
2.1.3. OVaryum HiStOlOJIST. c.ueeeurieriieeiieiiesiie ettt ettt et site et e e e seeseee e 6
2.1.3.1. Primordiyal FOUKUILET.........ccceoiiiiiiiieeie et 7
2.1.3.2. Gelisimin Farkli Basamaklarindaki FOlikGller ...........cccccooeiriieniiiiniiiiicieee 7
2.1.3.2.1. Primer FOIKUIIET ......c..ooiiiiiiiiieie e 7
2.1.3.2.2. Sekonder (Antral) FOLKUIIET..........ccoieiiiiieiiieieeeie e 9
2.1.3.2.3. Matiir (Graaf) FOUKUIIET .........ccouiiiiiiieiiieeeeeeeee e 10
2.1.3.2.4. Atretik FOUKUIIET ....ccviiiiiiiiiiee e 11
2.2. S1¢aN Disi UTEMe SISO .......veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo es et esesevesesesenenas 11
2.2.1. S1gan Ovaryum ANATOMISI.....ccueeruierieeriienieeiientieeteeseeeteesieesseesseesseesseesssesnseens 11
2.2.2. Sigan Ovaryum Embriyolojisi ve Folikiiler Geligim .........ccccooveeveiviniininnennenne. 12
2.2.3. S1¢an OStrus DENGUST.......cvcvvveeeeeerieeeeeeeeeeeeieee e eesenens 13
2.3. Prematiir Ovaryan Yetmezlik (POI) .......cccooiiiiiiiniiiiieieciieece e 15
2.4. 4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD) ......ccooiieiiiiniiiiieiecieeiee e 17
2.5. Kontrollii Ovaryan HiperstimUilasyon...........c.eecuierieeiienieiiieiecie e 18
2.6. Prematiir Ovaryan Yetmezlik ve Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon................. 19
2.7. Plateletten Zengin Plazma (PRP).......cccooiiiiiiiiiiiiiieieeceeece e 21
2.8. Primordiyal Folikiil Aktivasyonunun Molekiiler Mekanizmalart .............cccccue... 23
2.9. CalISMANIN AIMAC.......vvieiiieeeiieeerieeereeeereeeereeeetaeeeetseeeesseeeraeesseeesseeesssesessseeenssens 25
3. GEREC VE YONTEM....cuuiuiuinncincinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
3.1, Deney HayVanlart .......c.ccoeouieriiiiiiinieeiieie ettt e 26
3.2. DENEY GIUPIATT .ouviieiiieiieeiieie ettt ettt ettt ettt e et esaaeebeessbeenseessseenseens 26
3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulama YONtemi .........ccccccveevuierieeriienieeiienieeieeeeeeeeans 28
3.5. Deneysel Prematiir Ovaryan YetmezIligi (POI) Modeli Olusturulmasi................... 30
3.6. Vajinal Smear ile Ostrus Dongiisiiniin Evrelerinin Tayini ...........c.cocooveveveeveveecnnn. 30
3.7. Plateletten Zengin Plazma (PRP) Izolasyonu ve intraovaryan PRP Enjeksiyonu...32
3.8. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon Protokolii (KOH)..........cccceevieviieniiniinnnnn, 33
3.9. Ciftlestirme ProtoKOIU. ........ccviiiiiiieiiiiceiie et 34
3.10. Deneklerin SaKrifIKaSYONU ........ccccveeeiieriieiiienie ettt ettt 34
3,11, DOKU TaKIDI c.eieniiieiiieiieeeee et et et ettt st e e esnseensaen 34
312  KESIt AIMA .ottt ettt ettt ettt e et eenbeeraen 35
3.13. Hematoksilen — Eozin (H&E) Boyama ............ccccoeoiieiiiiiieniiinieeieceeeeieei 35
316, ELLISA ..ottt ettt ettt st aeeneenes 38



3.17. Istatistiksel DeBerlendirime .............cc.ovvveeueveveeeeeeeeeeeeee e 38

4. BULGULAR ..cuiiiiintitistinsisissisissssssssssssissississtssssssssssssssssssssstssssssessesssssssssssssssssons 40
4.1. Denek Viicut ve Ovaryum Agirliklart Olglmii.............ovovveevevevereeeceeeeceeeeeee, 40
4.1.1. Viicut AGrhKIart OIGHMI............oovovevieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
4.1.2. Ovaryum AZirhiklart OIGHMI.............oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44
4.2, Tsik Mikroskobik Bul@ular.............cccooiieiiiiiiiiiiiiieciiee e 47
4.2.1. Histomorfolojik Bulgular.............cccooiieiiiiiiiiiiieieeieee e 47
4.2.2. Morfometrik Bul@Ular............cocuiiviiiiiiiiiiiicice et 58
4.2.3. Iimmiinohistokimyasal BUIGUIAT................cccocoevevieiuiieieeeeeeeeeeeee e 64
4.3. Biyokimyasal Bul@UIar ............ccocuiiiiiiiiiiiieiiceeeeee e 67
4.4. Ciftlestirme Bul@UIArt ........c.oooviiiiiiiiiiiiiee e 69
5. TARTISMA Ve SONUC ...cucoeerenrensunsunssnssississessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasanes 72
6. KAYNAKLAR ....cuuitiriitiirininininstnsssssississississsssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssanes 88
7. SIMGELER VE KISALTMALAR .....ccvtiuiusinsnnscnsensssssnsssssssssssssssssssssssssssssses 98
8. TESEKKUR ..cucuiuninrcrncinninssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 100
9. OZGECMIS wcuurrininsinnianisncsssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 101

VI



TURKCE OZET

Tez caligmasinin amact prematiir ovaryan yetmezligi (POI) olgularinda,
kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii Oncesinde intraovaryan
plateletten zengin plazma (PRP) uygulamasinin folikiiler gelisim ve klinik sonug
tizerindeki etkinliginin degerlendirilmesidir.

Prematiir ovaryan yetmezIligi modeli deney gruplarinda intraovaryan PRP
enjeksiyonunun tek basina ve KOH protokolii dncesinde uygulanmasi durumunda
etkinliginin belirlenmesi amaciyla 50 adet Spraque-Dawley cinsi disi sican 10 gruba
ayrildi. Deneklerde POI modeli 15 giin siireyle giinde tek doz 160mg/kg subkiitan 4-
Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD) enjeksiyonu ile olusturuldu. VCD enjeksiyonlari
sonrasinda intraovaryan PRP veya salin enjeksiyonu yapildi. Ardindan deneklere
KOH protokolii uygulandi. Sakrifiye edilen deneklerden elde edilen ovaryum doku
orneklerinde, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay yontemi ile PTEN ve pAKT
konsantrasyonu, hematoksilen-eozin boyamast ile morfolojik degerlendirme ve
gelisimin farkli basamaklarindaki ovaryan folikiillerin saymmi gerceklestirildi.
Ciftlestirme protokolii uygulanan deneklerde ise canli dogum basina diisen yavru
sayis1 ve agirligl degerlendirildi.

VCD enjeksiyonlart sonrasinda primordiyal ve primer folikiil sayisinda
azalma, atretik folikiil sayisinda artis ve pAKT konsantrasyonunda artis ile PTEN
konsantrasyonunda azalma goriildii. Intraovaryan PRP veya salin enjeksiyonu
yapilan POI grubuyla herhangi bir uygulama yapilmayan POI grubu
karsilagtirildiginda; primer folikiil sayisinin artisi, PTEN konsantrasyonunda artis ve
pAKT konsantrasyonunda azalma gériildii. Intraovaryan PRP ve salin enjeksiyonu
uygulanan POI gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda; folikiil sayist ile PTEN ve
pAKT konsantrasyonlarinin  benzer oldugu saptandi. Ciftlestirme protokolii
uygulanan deneklerde canli dogum bagina diisen yavru sayisi kisitl 6rneklem
boyutundan dolay1 karsilastirilamadi.

Bu c¢aligmada prematiir ovaryan yetmezligi modelinde, kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyon protokolii dncesinde intraovaryan plateletten zengin plazma (PRP)
uygulamasinin folikiiler gelisim ve canli dogum iizerinde etkinliginin olmadig1
gosterildi.

Anahtar kelimeler: POI, VCD, PRP, KOH, PTEN/pAKT
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INGILIiZCE OZET

The Effect of Intraovarian Platelet-Rich Plasma Injection on the Development
of Ovarian Follicles in the Rat In Vivo Model of Premature Ovarian Failure

This study aims to evaluate the efficacy of intraovarian platelet-rich plasma
(PRP) administration on follicular development and clinical outcome in premature
ovarian failure (POI) before the controlled ovarian hyperstimulation (COH) protocol.

In order to assess the efficacy of intraovarian PRP injection both alone and
prior to the COH treatment in the experimental groups of the premature ovarian
failure model, 50 female Spraque-Dawley rats were divided into ten groups. In our
study, a subcutaneous 4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD) injections at a single
dose of 160 mg/kg each day for 15 days was performed to compose the POI model.
Intraovarian PRP or saline injections were conducted after VCD injections. After
that, the animals underwent the COH protocol. In ovarian tissue, PTEN and pAKT
concentrations were measured using the Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.
Morphological assessment was also performed by hematoxylin-eosin staining and
counting the number of ovarian follicles at various developmental stages. The
number and weight of the offspring per live birth were assessed in the animals which
the mating protocol was applied.

After receiving VCD injections, it was determined that there were fewer
primordial and primary follicles, more atretic follicles, and lower PTEN
concentrations with higher pAKT concentrations. In comparison to POI animals, an
increase in the number of primary follicles, an increase in PTEN concentration, and a
decrease in pAKT concentration were detected after intraovarian PRP or Saline
injection. After intraovarian PRP and Saline injection, it was revealed that the
subjects' follicle counts, PTEN and pAKT concentrations were comparable with each
other. Due to the small sample size of live birth in mating protocol, it was not
possible to determine the number of offspring per live birth.

The results of the our study demonstrated that intraovarian platelet-rich
plasma treatment prior to the controlled ovarian hyperstimulation protocol had no
effect on follicular development or live birth in the premature ovarian failure model.

Key words: POI, VCD, PRP, KOH, PTEN/pAKT
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1. GIRIS

Prematiir ovaryan yetmezligi (POI), kadin yasinin 35 ve altinda olmasina
ragmen over rezervinde ciddi bir azalma ile karakterizedir ve diisiik over rezervinin
yasa O0zgii formudur. POI olgulart tiremeye yardimci tedavi (ART) kliniklerinde
basar1 eldesinin en zor oldugu hasta gruplarindan biridir. POI tedavisinde;
ovaryumda kalan primordiyal folikiillerin harekete gegirilmesi ve {ireme
fonksiyonunu yerine getirecek olgun folikiillerin sayisinin, kalitesinin ve
yeterliliginin arttirilmas1 amaciyla kontrollii ovaryan hiperstimulasyon (KOH)
protokollerine ek olarak adjuvan tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

POI olgularinda uygulanan adjuvan tedavi yaklagimlari tartismali olup, heniiz
deneysel olmasina karsin bu uygulanan tedavilerden biri de intraovaryan plateletten
zengin plazma uygulamasidir. Plateletten zengin plazma (PRP), kan plazma
fraksiyonunda yiiksek konsantrasyonlu trombositler olarak tanimlanir. PRP’nin
folikiil olgunlagsmasini uyarabilen proanjiyojenik, proliferatif ve proinflamatuar
faktorleri igeren, kolayca erisilebilir, bireysellestirilmis, maliyet etkin bir uygulama
oldugu hipotezi mevcuttur. Yapilan ¢aligmalarda, intraovaryan PRP uygulanmasi
sonrasinda, ovaryumda over rezervi belirteci olarak kabul edilen Anti-Miillerian
Hormon (AMH) seviyesinin artisi ve folikiill stimiile edici hormon (FSH)
diizeylerinin diisiisii bildirilmis, folikiilogenez artisgina ve Onemli diizeyde oosit
toplanmasina neden oldugu, az sayida vakada spontan gebelik elde edildigi
raporlanmistir (Farimani, Heshmati, Poorolajal, & Bahmanzadeh, 2019; Hsu, Hsu,
Hsu, Chiu, & Dorjee, 2020; Pantos ve ark., 2019; Sfakianoudis ve ark., 2019).
Yapilan bu vaka caligmalarinda intraovaryan PRP uygulanmasi cesaret verici
goriinse de folikiillogenez ve gebelik eldesinde etkinligi heniiz netlik kazanmamastir.

Folikiilogenezin ilk basamagi olan primordiyal folikiil aktivasyonu dinamik
bir slire¢ olup molekiiler mekanizmasi kismen aydinliga kavusmustur. Folikiil
aktivasyonu, normal fizyolojik kosullar altinda, karmasik aktivatér ve baskilayict
yolaklar tarafindan siki kontrol edilir. Hiicre boliinmesi ve apoptoz gibi hiicresel
siireglerde rol oynayan “Fosfataz ve tensin homolog / fosfotidilinositol-3-kinaz”
(PTEN/PI3K) sinyal yolagi folikiil aktivasyonunu indiiklerken, gelismekte olan
folikiiller tarafindan salgilanan inhibitoér parakrin hormon AMH yoluyla folikiil



aktivasyonu inhibe edilir. Folikiil aktivasyonunun bu otokrin/parakrin sinyallerle
dengede tutulmas1 saglanir (Hsueh, Kawamura, Cheng, & Fauser, 2015).

Plateletlerin  fizyolojik etkilerini nasil baslattigmin kesin ayrmtilar
belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte, plateletlerin aktivasyona yanit olarak
bir dizi sitokin saldigi iyi bilinmektedir (Roh, Kim, Park, & Oh, 2016). Sitokin
sinyallemesinin oosit, graniiloza ve teka hiicreleri arasindaki karsilikli iliskide yer
aldig1 ve folikiill olgunlagmasi, ovulasyon ve luteinizasyonda 6nemli roller aldigi
gosterilmistir (Field, Dasgupta, Cummings, & Orsi, 2014; Orisaka ve ark., 2006).
Folikiil gelisimini diizenleyen bir dizi sitokinin ayn1 zamanda platelet aktivasyonu
sirasinda alfa ve yogun graniil igeriklerinin salgilanmasi yoluyla plateletler
tarafindan da salindig1 gosterilmistir (Atkinson, Martin, & Sturmey, 2021).

Bu kapsamda, ‘POI olgularinda, kontrolli ovaryan hiperstimiilasyon
protokolii  Oncesinde intraovaryan PRP uygulamasi ovaryan folikiillerin
aktivasyonunu saglar ve dogum basma diisen yavru sayisini arttirir’ hipotezinden
yola c¢ikarak, sicanlarda POI modeli lizerinde KOH oOncesi intraovaryan PRP
uygulamasinin; PTEN/PI3K yolag: {izerinden folikiiler aktivasyon ve dogum basina

diisen yavru sayisi lizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Disi Ureme Sistemi

2.1.1. Ovaryum Anatomisi

Insan ovaryumlar1 yass1 ve oval gdvdeye sahip olup pelvik girisin hemen
altinda, lateral pelvik duvara bitisik yerlesimlidir. Yaklagik 3—5 cm uzunlugunda, 2
cm genisliginde ve 2-3,5 g agirlifindadir. Ovaryan siklusun asamasina bagl olarak
diiz veya biizgiilii/nodiiler, piiriizlii bir yiizeye sahip olabilir. Ovaryum hem lateral
hem de medial ylizeylere, iist (tubal) ve alt (uterin) kutuplara ve 6n (mezovaryan) ile
arka (serbest) sinirlara sahiptir. Nullipar kadinlarda, ovaryum uterusun bord
ligamentinin arka tarafindan iki tarafli uzanan, kendi mezenteri olan mezovaryum
tarafindan ovaryan fossada (lateral pelvik duvarda yiizeyel bir ¢okiintii) askiya alinir.
Bu anatomik konum degiskendir, ¢linkii ilk gebelik sirasinda ovaryumlar siklikla
ovaryan fossanin disma c¢ikar ve bu degisiklik kalict olabilir. Ovaryum
intraperitoneal olan tek pelvik yap1 olmasi bakimindan sira disidir ve ylizey germinal
epitelini ¢evreleyen visseral periton mezotelyumu (modifiye bir periton) ile kaplidir.
Germinal epitel, sirayla kortikal ovaryum stromasi ve gelisimin cesitli asamalarinda
yerlesik folikiilleri kaplayan siki bag dokusu yapisinda olan tunika albuginea
tabakasmin tizerinde bulunur. Kortikal stroma; fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve
kapiller aglar dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tiplerini iceren bir matrikstir. Buna
karsilik, medullar stroma vaskiiler, lenfatik ve sinir beslemesini igeren diizensiz bag

dokusundan olusur (Moore ve ark., 2018).

Uterin kavite o
=

Mezosalpmks
yum Bord ligament
Mezometrium
L &/ +—— Round ligament
Uteroovaryan

Ii gamenl

& Ureter
Uterin arter ve ven

|
k Serviks
‘i / /r Uterosakral I

/_ Lateral servikal ligament

Sekil 1. Ovaryum anatomisi (Moore ve ark., 2018)
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2.1.2. Ovaryum Embriyolojisi

Ovaryum gelisimi, primordiyal germ hiicrelerinin (PGC) implantasyon
sonrasinda erken gelisimi ile birlikte gastrulasyon asamasinda baslar. Primordiyal
germ hiicreleri ilk olarak embriyonik diskin posteriorunda, daha sonra intermediat
mezoderm, visseral mezoderm, yolk kesesi ve allontoiste gozlemlenir (Sadler, 2012).
Embriyonik gelisimin 5. haftasinda, PGC'ler; amoeboid hareket ile yolk kesesinden
goc etmeye baslar. Dorsal mezenter yoluyla kaudale ve gelismekte olan mezonefrik
bobregin medial ve ventraline ilerleyerek, 10. torasik seviyeye yakin viicut arka
duvarinin mezenkimal iirogenital kabartisina ulasir. Bu ilerleme, genital kabartilart
olusturmak iizere sdlomik epitelin ve mezodermin proliferasyonunu uyarir. Bu
bolgeler, germinal epitelin altinda yer alan mezoderm icerinde gelisim gdsteren
primer seks kordonlarinin orjinidir ve rete ovarii’yi olusturur. Gelisimin 6.
haftasinda, solomik epitel hiicreleri, PGC'leri asamali olarak saran somatik
destekleyici hiicre kiimelerini olusturur. Buna paralel olarak, Miillerian
(paramezonefrik) kanallar, lateralde yogunlagmis s6lomik epitelden olusan bir hiicre
kiimesinin kraniyokaudal invajinasyonu ile kaudalde {irogenital siniisiin arka
duvarma ulagir. Bu gelismeler 6. haftanin sonunda tamamlanir. Bu asamada hem
erkek hem de disi gonadlar birbirinden ayirt edilemez. Gonadal farklilasma 7.
haftadan itibaren belirginlesir ve Y kromozomunun SRY (Y kromozomundaki seks
belirleyici bolge) gen ekspresyonunun yoklugu durumunda embriyonun gonadlari ve
genital organlari disi yoniinde gelisir. PGC'leri oogonia'ya diferansiye olurken,
sOlomik epitelden ayrilan somatik hiicreler, folikiil yapilarmi gelistirmek iizere
pregraniiloza ve teka hiicrelerine farklilagir. Gelisimin 4. ay1 boyunca gonadal
kordonlarin histolojik yapist giderek bozulur. Germ hiicre c¢ekirdeklerinin eksik
sitokinez ile mitotik boliinmesi, germ hiicre yuvalari olarak bilinen ¢ok ¢ekirdekli
sinsityumu olusturur. Germ hiicre apoptozunun ve somatik hiicre gociinlin bir
kombinasyonu yoluyla germ hiicre ¢ekirdekleri, ilk primordiyal folikiil havuzunu
olusturmak i¢in pregraniiloza hiicreleri ile c¢evrelenir (Coticchio, Albertini, & De
Santis, 2013). Oogonialarin proliferasyonu aktivin, kemik morfojenik proteinler
(BMP'ler) ve TGF-B1 dahil olmak iizere transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B)
ailesi proteinleri tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Bu proteinler, gonadal kord

hiicresinden koken alan somatik destek hiicrelerinin graniiloza hiicrelerine



farklilagsmasini tetikler ve oositleri ¢evreleyen yassilagmig tek hiicre tabakasini
olusturarak ilk ilkel (primordiyal) folikiilleri meydana getirirler. Primordiyal
folikdiller, gelisimin 5. ayinda kortikal/ perimediiller bolgede acik¢a goriilebilir. Buna
karsilik, ovaryum medullast neoanjiyojenik, ndral ve destekleyici bag dokusu

gelisiminin odag1 haline gelir (Dudek, 2014).
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Sekil 2. Ovaryum embriyolojisi (Dudek, 2014)

Primordiyal folikiiller ovaryum rezervini olusturur, ancak reprodiiktif
donemdeki kadinlardan ovaryan oogonyal kok hiicrelerin izolasyonu ile ilgili son
bulgular bu koklii goriise karst verilerdir. Primordiyal folikiil sayilarina iligkin veriler
degiskenlik gostermekle birlikte, germ hiicre apoptozuna bagli olarak oosit sayisi
fetal ovaryumda yaklagik 6 milyondan doguma kadar 300.000-2 milyona
diismektedir. Dogum sonrasindan puberte baslangicina kadar folikiillerin biiyiik
boliimiiniin atreziye ugramasi sonucunda ovaryumlarda yaklasik 300-500 bin folikiil
kalir ve bu folikiiller kadinin reprodiiktif donemindeki ovaryum rezervini olusturur

(Dudek, 2014; Sadler, 2012).



2.1.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum distan peritoneum ile g¢evrilidir. Periton Ortii puberte ile birlikte
degisiklige ugrar ve tek katl yassi epitelden, tek katl kiibik epitele kadar degisiklik
gosterir. Bu tabakanin hemen altinda yogun kollagen liflerin olusturdugu tunika
albuginea tabakasi bulunur. Ovaryumun esas dokusu tunika albuginea’nin altinda
dista korteks ve i¢te medulla olmak iizere sinirlart net ayirt edilemeyen iki kisima
ayrilir. Korteks icerisinde farkli gelisim basamaklarinda folikiiller ve aralarinda yer
alan bag dokusu bulunur. Medulla hilustan ovaryuma giren, gevsek bag dokusu,
interstisiyel hiicreler, sinirler, kan ve lenf damarlarindan olusmustur (de la Fuente,
Santiago, Roman, Dumitrache, & Casasanto, 2014).

Folikiiler gelisim (folikiillogenez) ovaryum korteksinde gergeklesir. Bir
folikiiliin basamak basamak gelisimine devam ederek folikiil havuzuna alinmasiyla
baglar ve folikiiliin ovulasyonu veya atrezisi ile sonuglanir. Folikiilogenez iki evreye
ayrilir. Pre-antral veya gonadotropinlerden bagimsiz faz olarak adlandirilan birinci
faz, oositin biiyiimesi ve farklilasmasi ile karakterizedir. Esas olarak otokrin/
parakrin mekanizmalar yoluyla lokal olarak iiretilen biiylime faktorleri tarafindan
kontrol edilir. Buna karsilik, ikinci fazda (antral) folikiiler gelisme hipofizer
gonadotropinlere yanit olarak devam etmektedir. Bu kapsamda kortikal alanda yer
alan folikiiller, ovaryan rezervi olusturan ve folikiiler gelisimin ilk basamaginda olan
primordiyal folikiiller ile folikiiler gelisimin farkli basamaklarinda olan folikiiller

olmak iizere siniflandirilirlar (Dash, 2003; de la Fuente ve ark., 2014).

i

Sekil 3. Ovaryum histolojik genel goriniimi



2.1.3.1. Primordiyal Folikiiller

Folikiiler gelisimin ilk basamagi olan primordiyal folikiiller fetal gelisimin 3.
aymnda gozlemlenir. Primordiyal folikiiller puberte baslangicina kadar ovaryumda
bulunan tek folikiil tipi olup, ovaryan rezervi olustururlar. Ovaryan korteks
stromasinda bag dokusu tabaka olan tunika albuginea’nin altinda yerlesim
gosterirler. Bir primordiyal folikiil I. mayozun profaz evresinin diploten alt evresinde
duraksayan primer oosit (~25 pm capinda), tek katli yassi pregraniiloza hiicre
katman1 ve her iki hiicreyi de ¢evreleyen ince bir bazal laminadan olusur (Picton,
Harris, Muruvi, & Chambers, 2008). Ooplazmada golgi kompleksi, mitokondri,
endoplazmik retikulum ve lizozom organelleri niikleusa yakin kiimelenmeler
(Balbiani Cismi) olusturur. Ayrica, niiklear zarf kesitlerine ait diziler (Aniiler
Lameller) ile kiire sekilli kiiciik mitokondrionlar ve vezikiiller sitoplazmada daginik
halde bulunur (de la Fuente ve ark., 2014). Primordiyal folikiillerin kendi vaskiiler
kaynag1 olmadigindan ve endokrin destege sinirli erisime sahip olduklarindan dolay1

parakrin sinyal etkilesimi diflizyonla meydana gelir (Dash, 2003).

Sekil 4. Primordial folikiil (Siyah ok)

2.1.3.2. Gelisimin Farkh Basamaklarindaki Folikiiller

2.1.3.2.1. Primer Folikiiller

Parakrin sinyallerin etkisi ile, primordiyal folikiil gelismekte olan folikiile
doniisiirken, oositte ve oositi ¢cevreleyen folikiil hiicreleri ile stromal hiicrelerde bazi

degisiklikler meydana gelir. Primer folikiilde kiibik hiicre katmani halini alan



graniiloza hiicrelerinde folikiil stimiile edici hormon reseptorlerinin (FSHR)
ekspresyonu, oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda oluklu (gap) baglantilarin
olusumu, oosit ¢api artis1 (~40-45 um) ve oositi ¢evreleyen glikoprotein tabaka olan
zona pellusidanin birikimi dahil olmak {izere bir¢ok temel ve dnemli olay meydana
gelir (Picton ve ark., 2008). Graniiloza hiicrelerinde FSHR ekspresyonu ile folikiiler
gelisim hipofizer gonadotropinlere yanit olarak devam etmektedir. Primer folikiiller
graniiloza hiicrelerinin proliferasyon oranina bagli olarak olusturduklart hiicre
katmant sayisina gore unilaminar ve multilaminar primer olmak iizere siniflandirilir.

Unilaminar primer follikiil: Folikiil igerinde bulunan oositi ¢evreleyen tek katli yassi

folikiil hiicreleri (pre-graniiloza) tek tabakali kiibik hiicrelere doniisiir. Gelisimin bu
basamaginda, oosit ve oositi ¢cevreleyen graniiloza hiicreleri arasinda glikoproteinden

zengin olan zona pellusida (ZP) tabakasi olusmaya baslar.
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Sekil 5. Unilaminar primer folikiil (Siyah oklar)

Multilaminar primer follikiil: Folikiil, icerisinde bulunan oositin etrafini ¢evreleyen

graniiloza hiicrelerinin prolifere olmasi ile birlikte 3-5 tabakali kiibik hiicrelerden
olusan graniiloza tabakasi ile ¢evrilidir. Zona pellusida glikoprotein birikiminin artist
ile kalinlagir, folikiili ¢evreleyen stromal hiicreler farklilasarak teka folikiilii adi

verilen, folikiilii gevreleyen kilif yapist halini alir.



Sekil 6. Multilaminar primer folikiil (Siyah ok)

2.1.3.2.2. Sekonder (Antral) Folikiiller

Multilaminar primer follikiil gelisimine devam ederken, graniiloza tabakasi
aktif graniiloza hiicre proliferasyonu ile 6-8 tabakali kiibik hiicrelere doniisiir ve
folikiil ¢ap1 yaklagik olarak 200 pm’nin {izerine ulasir (Picton ve ark., 2008). Folikiil
capinin hizl artig1 ile graniiloza hiicreleri arasinda olusan bosluklar “Call-Exner
cisimleri” olarak adlandirilir ve bu bosluklar “liquor folliculi” adi1 verilen siv1 ile
dolmaya baglar (de la Fuente ve ark., 2014). Hyaliironandan zengin liquor folliculi
graniiloza hiicreleri arasinda birikmeye devam eder ve folikiil sivisini olusturur.
Graniiloza hiicreleri arasinda yer alan bosluklar birleserek antrum adi verilen
yarimay seklinde tek bir kaviteye doniisiir. Gelisimin bu basamagindaki folikiil
sekonder ya da antral folikiil olarak adlandirilir. Folikiil icerisinde yer alan asentrik
cekirdekli oositin ¢ap1 yaklasik olarak 125 -130 um’ye ulasir (Picton ve ark., 2008).
Folikiiliin etrafin1 ¢evreleyen stromal hiicrelerden olusan teka folikiili tabakasinin
diferansiye olmasi ile teka interna ve teka eksterna tabakalari olusur. Teka interna
tabakasi i¢ kisimda yer alir. Agraniiler endoplazmik retikulum igeren ve steroid
sentezleyen kiibik hiicrelerden olusur. Dis kisimdaki tabaka olan teka eksterna

vaskiiler bag dokusundan olusur.



Sekil 7. Sekonder folikiil
2.1.3.2.3. Matiir (Graaf) Folikiiller

Folikiiler gelisimin son basamagindaki matiir (graaf) folikiil artan boyutu
(yaklasik 10 mm ve iizeri ¢apinda) ile sekonder folikiilden ayirt edilir. Sekonder
folikiilde yer alan antrum genisler ve oosit folikiiliin bir tarafina dogru cekilir.
Oositin etrafini ¢evreleyen ve antrum ile iligkili birka¢ sira graniiloza hiicresine
korona radiata adi verilirken, folikiil duvarinda yer alana graniiloza hiicrelerinden

antruma dogru uzanan tepecige kumulus ooforus adi verilir (de la Fuente ve ark.,
2014).

Sekil 8. Matiir (Graaf) folikiil
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2.1.3.2.4. Atretik Folikiiller

Her menstriiel siklusta birka¢ dalga seklinde primordiyal folikiil havuzundan
folikiiller aktive olarak gelisimlerine devam ederler, ancak tek bir folikiil gelisimini
tamamlar ve ovulasyona ugrar. Aktive olan folikiillerin biiyiik bir kismi gelisimin
farkli basamaklarinda atreziye ugrar. Folikiiler atrezi siiresinde ilk olarak oosit daha
sonra graniiloza hiicreleri dejenere olur. Primordiyal folikiillerin atrezisi sonucunda
olusan boslugun stroma hiicreleri tarafindan hizlica doldurulmasi nedeniyle, atretik
primordiyal folikiiller doku kesitlerinde goriilmez. Primer, sekonder ve matiir (Graaf)
folikiillerin atrezisi sonrasindaki kalintilar ise makrofajlar tarafindan ortadan
kaldirilirlar ve stromal hiicreler tarafindan kollajendz skar dokusu olusturulur. Skar
dokusu zamanla kaybolur ve yerini stromal doku alir. Atretik folikiilde teka hiicreleri
kalabilir ve steroid salgilayan interstisyel hiicrelere doniisiirler (Dash, 2003; de la

Fuente ve ark., 2014; Spanel-Borowski, 2012).

Sekil 9. (A) ve (B) Atretik folikiiller
2.2. Sican Disi Ureme Sistemi

2.2.1. Sigcan Ovaryum Anatomisi

Sican ovaryumlari, bdbreklerin kaudal kutuplarinda bulunur. Mezovaryum
tarafindan dorsal viicut duvarina baglanir ve seffaf bir elastik bursa (mezovaryum ve
mezosalpinks tarafindan ¢evrelenmis kiiclik bir periton boslugu) ile cevrilidir. Kan
damarlarinin ve sinirlerin ovaryum hilusuna girip ¢iktig1 kiigiik bir kanal diginda,

periovaryan kavite ovaryan bursa aracilig1 ile abdominal kaviteden izoledir. Bilateral
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olarak yerlesim gdosteren eriskin sigcan ovaryumlar1 yaklasitk 5 mm ¢apinda olup

ortalama 60-100 mg agirligindadir (Treuting, Dintzis, & Montine, 2018).

2.2.2. Sigcan Ovaryum Embriyolojisi ve Folikiiler Gelisim

Sicanlarda ovaryum gelisiminin 6nemli agamalar1 insandakine benzerdir;
ancak, zamanlama biiyiik 6l¢iide dar bir siire¢ araliginda gerceklesir. Farklilagsmamis
gonadlar, her bir mezonefrozun ventrolateral yiizeyinde solomik epitelin
kalinlagsmasi olarak ortaya ¢ikar. Siganlarda hem germ hiicrelerinin hem de somatik
hiicrelerin ¢ogalmasi ile birlikte genital kabarti yaklasik olarak prenatal 10. giinde
(10,5) belirginlesir. Primordiyal germ hiicreleri prenatal 12-13. giinlerde genital
kabartiya go¢ eder. Gelismekte olan germ hiicreleri (oogonia) ve epitelyal
(pregraniiloza) hiicreler, ovaryum kordonlar1 olarak adlandirilan ovaryum yiizey
epiteli ile devam eden epitelyal yapilar halinde progresif olarak organize olurlar.
Yaklasik olarak prenatal 15. glinde (15,5), oogonia ilk mayotik boliinmenin
profazina girer. Partumda sican ovaryumu kordonlardan ve oogoniadan olusur
(McGee & Hsueh, 2000).

Primordiyal folikiiller postnatal 3. giinde olusur ve ilk folikiiler gelisim
dalgasi sonraki 3 hafta i¢inde gerceklesir (Gelety & Magoftin, 1997; McGee, Perlas,
LaPolt, Tsafriri, & Hsueh, 1997; Rajah, Glaser, & Hirshfield, 1992). Dogum sonrasi
7. giinde sekonder folikiiller gézlemlenir. Ovaryan hiicre apoptozu postnatal 18. giine
kadar minimal seviyede olsa da erken antral folikiiller ovaryumda mevcuttur
(McGee, Hsu, Kaipia, & J.w. Hsueh, 1998; Mcgee ve ark., 1997). Puberte baslangict
yaklasik 34. gilinde gergeklesir. Diizenli Ostrus dongiileri, dongiilerin uzayip
diizensizlestigi yaklasik 10-12. aya kadar devam eder (McPherson, Costoff, &
Mahesh, 1977; Wise, 1982). Sicanlar 12-15 aylikken kalict Ostrusa girer ve bunu
kalic1 didstrus ve nihayetinde andstrus takip eder (Dudley, 1982; H. H. Huang,
Steger, Bruni, & Meites, 1978). Eriskin sicanlarda folikiil gelisiminin zamanlamasi
insandakine benzer; ancak, embriyoner gelisimde de oldugu gibi siire¢ kisadir
(Hirshfield, 1991). Folikiiliin ¢ap1 yaklasik 25 mm'den (primordiyal folikiiller) 500-
800 mm capa (preovulatuar folikiiller) 60 giin i¢inde (veya yaklagik 15 Ostrus
dongiisii) ulasir. Primordiyal folikiillerin sekonder folikiil asamasina gelme siiresi 30

giinden fazla olabilir, sekonder folikiillerin antral folikiil asamasina gelmesi de 28
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glinii bulur. Antral folikiil, graaf folikiil asamasina 2-3 giin igerisinde gecer ve

ovulasyon gergeklesir (Sekil 10) (McGee & Hsueh, 2000).

Ovulasyon

/’/vMatur (Graaf)

Folikiil
Antral Follkul

Sekonder Folikiil

Primer Folikiil . . / ‘ 0 \ \*
Primordiyal ;D/ v Q O !3
Folikiil

Atretik Folikiil
1 7? | >!20gin | 71 giin 1 14 giin |

>30 giin | 28 giin I 2-3 gin 1

Sekil 10. Siganlarda ovaryum gelisiminin énemli agsamalar1 ve zaman dilimleri (giin) (McGee &
Hsueh, 2000)

2.2.3. Sican Ostrus Dongiisii

Ostrus dongiisii, kemirgenlerde iireme déngiisiinii ifade eder ve insan {ireme
dongiisiine benzer. Ostrus dongiisii prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrus olmak
iizere dort evreden olusur ve 4-5 giin siirer (Tablo 1) (Auta & Hassan, 2016). Disi
siganlarda puberte yaklagik postnatal 4. haftadan (30. giin) sonra pulsatil liiteinizan
hormon (LH) salinimu ile baslar (Ekambaram, Kumar, & Joseph, 2017). 11k prodstrus
evresinden oOnce yaklasik 8-9 giinliik andstrus evresini takiben diger asamalar
gozlemlenir. Prodstrus evresi, dolagimdaki estradiol konsantrasyonlarinda bir artis ve
prolaktinde kiiciik bir dalgalanma ile LH ve FSH saliniminda bir artisa yol agar ve bu
asama insan folikiiler fazina karsilik gelir. FSH konsantrasyonundaki pik seviye,
ostradiol seviyelerinde hizli bir diisiisle sonuglanir ve bu periyod ovulasyon ve Ostrus
asamalarin1 kapsar. Metostrus ve didstrus evreleri yliksek diizeyde progesteron
seviyesi ile insanda iireme dongiisiiniin sirasiyla erken ve gec luteal fazi ile
homologtur (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Ostrus dongiisiiniin evrelerini belirlemek igin kullanilan en yaygim teknik

vajinal sitoloji olarak kabul gormektedir. Non-invaziv bir uygulamadir ve nispeten
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ucuzdur. Bu yontem vajinal salgi hiicrelerinin mikroskobik incelemesi i¢in biraz
beceri gerektirse de dogru ve giivenilirdir. Ancak bu yontemin zahmetli ve zaman
alict oldugu da bildirilmistir (Sahoo, Nandy, Senapati, Sarangi, & Sahoo, 2014).
Vajinal sekresyon li¢ tip hiicreden olusur. Lokositler, keratinize epitel hiicreleri ve
cekirdekli epitel hiicrelerini igerir. Ostrus dongiisiiniin evre tahmini, bu hiicrelerin
vajinal sekresyondaki oranina dayanir (Tablo 1) (Ajayi & Akhigbe, 2020). Biiyiikliik
ve goriiniim olarak ayn1 olan ¢ok sayida yuvarlak ¢ekirdekli epitel hiicresi prodstrus
evresine 0zglidiir. Bu hiicreler kiimeler halinde veya ayr1 ayr1 goriiniirler. Ayrica
birka¢ c¢ekirdeksiz keratinize epitel hiicresi ve bazi beyaz kan hiicreleri erken
prodstrusta bulunabilir. Ostrus evresinde bol miktarda ¢ekirdeksiz keratinize epitel
hiicreleri gozlemlenir. Hiicre sitoplazmalar1 graniilerdir ve hiicrelerin sekli
diizensizdir. Ayrica ¢ok sayida bakteri ve nadiren ¢ekirdekli epitel hiicreleri de
gozlenir. Metdstrusta ¢ok sayida 16kosit ve az sayida biiylik, non-graniiler ve
cekirdeksiz keratinize epitel hiicreleri goriiliir. Progesteron eksikligi nedeniyle tam
olarak liiteinize olamayan korpus luteum olusumu vajinal siirlintiilerde bulunan
keratinize epitel hiicreleri ve polimorfoniikleer l6kositlerden sorumludur. Geg
metostrusta bazi ¢ekirdekli epitel hiicreleri de bulunabilir. Didstrus, belirgin
polimorfoniikleer 10kositler, birkag¢ epitelyal ve keratinize hiicre gosterir. Lokositler
hiicresel kalintilar1 ortadan kaldiran baskin hiicre tipi olmaya devam etmektedir

(Sekil 11) (Auta & Hassan, 2016; McLean, Valenzuela, Fai, & Bennett, 2012).
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Sekil 11. (A) Prodstrus evresi, (B) Ostrus evresi, (C) Metdstrus evresi, (D) Didstrus evresi

Tablo 1. Ostrus déngiisii evreleri ve vajinal sekresyondaki hiicre oranlarina gore tayini (Ajayi &
Akhigbe, 2020)

Ostrus Dongiisii | Dongii Zamam | Lokosit Hiicre | Cekirdekli Cekirdeksiz Goreceli Hiicre
Evresi (saat) Yogunlugu Epitel Hiicre | Keratinize Epitel | Yogunlugu

Yogunlugu Hiicre

Yogunlugu

Prodstrus 14 0/+ 4/ 0/+ +A++
Ostrus 24-48 0/+ 0/++ A+ A+
Metéstrus 6-8 +/4+++ +/++ /4 4/
Diostrus 48-72 /At +A++ 0/+ +A++

*(0) negatif, (+) zayif pozitif, (++) orta derece pozitif, (+++) siddetli pozitif

2.3. Prematiir Ovaryan Yetmezlik (POI)

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gére diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye
ragmen bir y1l siirecinde gebeligin gergeklesmemesi seklinde tanimlanan infertilite,
reprodiiktif periyotta olan ¢iftlerin %15’inde goriilmektedir (Thoma ve ark., 2013).
Infertilitenin hem erkek hem de kadin faktdrlere bagli bircok nedeni bulunmakla
birlikte, ovaryan rezervi olusturan primordiyal folikiil sayisinda azalma ve oosit
kalitesinde azalmay1 ifade eden diisiik over rezervi (DOR) olgular iilkemizde tedavi
edilen infertil ¢iftlerin % 32,1— % 36.1 gibi biiylik bir boliimiinii olugturmaktadir
(Yakin, Urman, & Balaban, 2022). Diisiik over rezervinin yasa 6zgii formu olan

prematiir ovaryan yetmezligi (POI), over rezervinde ve ovaryan seks hormonlarinda
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ciddi bir azalma ile karakterize olup, 35 yasin altinda 250 kadindan 1’inde ve 35-40
yas arasinda 100 kadindan 1’inde goriilmektedir (Ulin ve ark., 2021). Iatrojenik
faktorlere (cerrahi, kemoterapi veya radyasyon tedavisi) ek olarak, spontan POI’'nin
etiyolojileri arasinda Turner sendromu veya Turner mozaiginin varyantlari, Frajil X
sendromu ve otoimmiin bozukluklar bulunur. Ancak ¢ogu durumda etiyoloji
bilinmemektedir (Maclaran & Panay, 2015). Klinik olarak teshisinde; 40 yas altinda
amenore goriilmesi ve buna ek olarak diisiik dstrojen seviyesi (E2) ile yliksek FSH
seviyelerinin tayinidir (Pal, Torrealday, & Kodaman, 2017). Ancak spontan POI
olgularinda over rezervinde ciddi azalma olmasina karsin, ovaryum korteksinde
ovaryum rezervini olusturan primordiyal folikiilerin az sayida da olsa yer aldig1 ve
buna bagli gebelik eldesi sans1 oldugu bilinmektedir (Méduri ve ark., 2007).

Prematiir ovaryan yetmezligi olgularinda ovaryum morfolojisi ve histolojisi
saglikli kadinlara kiyasla farkliliklar gdstermektedir. Gonadal disgenezi’de ovaryan
folikiiller, embriyonik gelisim siirecinde veya postpartum ilk bir yil i¢inde tiikenir.
Ovaryumda folikiil kalmaz sadece fibroz ¢izgiler olarak goriinen stroma vardir (Fritz
& Speroff, 2011). POI olgularinda ise ovaryumda, yiiksek doz gonadotropinlere
direngli olmalarina ragmen folikiil bulunur. Ovaryum histolojisi POI'nin
fenotiplerine gore degisir. Ancak cogu antral folikiil histolojik olarak anormal
morfolojili ve atretiktir (Méduri ve ark., 2007). POI olgularinda ovaryan rezerv ve
folikiillerin degerlendirilmesi bakimindan histolojik analiz 6nemlidir (Massin ve ark.,
2004). Ovaryumdaki morfolojik degisiklikleri incelemek, folikiiler rezervinin
azalmasimin nedenlerini anlamaya ek olarak, POI tipini tanimlamaya ve gergek
etiyolojiyi belirlemeye yardimci olabilir (Massin ve ark., 2004). Histolojik
caligmalara gore folikiillerden yoksun ve kii¢iik boyutlara sahip ovaryum tipi ve
kismen folikiilere sahip normal boyutlara sahip ovaryum tipi olmak iizere iki tip POI
bulunabilir. Atretik folikiiller ve aktif primordiyal folikiillerin olmadig tipte, kolajen
acisindan zengin bir bag dokusu kapsiil ile c¢evrili eozinofilik bir kiitleden olusan
stroma ve korpus albicans bulunur. Primordiyal folikiiller bulunan tipte ise folikiiler
gelisim goriilmezken, primordiyal folikiillerin ¢evresinde lenfatik infiltrasyona
rastlanabilir.

Fare ve sigan POI modelleri; genetik ve molekiiler mekanizmalarin

tanimlanabilmesine ek olarak yeni terapétiklerin gelistirilmesine olanak tanir. Her iki
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denekte ovaryum embriyonik gelisim siiregleri ve fonksiyonu bakimindan insanlarla
yiiksek derecede benzerlige sahiptir. Ovulasyon zamani ve mono-polioviilasyon
dahil olmak {izere baz1 varyasyonlar ve fiziksel farkliliklar diginda POI'den sorumlu
benzer bir genetik yol diizenlenimi sergiler (Na & Kim, 2020). POI'nin en yaygin
hayvan modelleri intraperitoneal (ip), subkiitan (sc) veya intravendz (iv) enjeksiyon
yoluyla uygulanabilen 4-vinilsikloheksen diepoksit (VCD), siklofosfamid, busulfan,
sisplatin ve murin ZP3 330-342 peptitleri ile kimyasal indiiksiyon tarafindan
olusturulmustur (Na & Kim, 2020). Buna ek olarak, ovaryan fonksiyonun erken
sonlanma mekanizmalarini incelemek i¢in dogal yash bir model (NOA- 12-14 aylik
fareler veya sigcanlar) de kullanilmistir (J. Li ve ark., 2017). Ovaryumlarin cerrahi
yaralanmasi1 ovaryum fonksiyonunun erken sonlanmasina neden oldugundan,
ovaryumlart alinmig (OVX) modeller de kullanilmistir (Bucher, Huff, & Kluwe,
1986).

2.4. 4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD)

Bazi ¢evresel etmenler ile maruz kalinan kimyasal maddelerin primordiyal
folikiil hasar1 olusturarak prematiir ovaryan yetmezlik etmeni oldugu c¢esitli hayvan
caligmalari ile gosterilmistir. Bu kimyasallardan biri de 4-Vinilsikloheksen Diepoksit
(VCD) olarak tanimlanmistir (Kappeler & Hoyer, 2012). Amerikan Toksikoloji
Programi tarafindan yonetilen projede VCD uygulamasinin hem sican hem de fare
icin potansiyel karsinojenik etkileri oldugu tanimlanmis, ek olarak uzun siireli
maruziyetlerde (13 hafta) ovaryan ve uterin atrofiye neden oldugu raporlanmistir.
Ovaryumda folikiil ve korpus luteum goriilmedigi de bildirilmistir (Frech, 1989). Bu
veriler VCD’nin direkt olarak ovaryan folikiiller iizerinden etkisini gosterdigi
seklinde yorumlanmistir (Hoyer & Sipes, 2007). Giinliik tekrarlayan dozlarda
VCD’nin ovaryan folikiiller iizerinde etkisinin incelendigi calismada, oOzellikle
primordiyal ve primer folikiillerde toksik hasara yanit olarak hiicre 6lim segenegi
nekroz yerine programli hiicre dliimii-apoptoz (folikiiler atrezi) oraninin daha yiiksek
oldugu raporlanmistir (Springer ve ark., 1996).

Molekiiler diizeyde VCD’nin folikiiller iizerinde etkileri incelendiginde, oosit
ve oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri arasindaki hiicresel iletisimden sorumlu

“Proto-oncogene receptor tyrosine kinase” (KIT) ve ligant1 (KITL) sinyal yolaginin
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inhibisyonunda etkin oldugu in vitro kiiltiir ortaminda gosterilmistir (Fernandez ve
ark., 2008). KIT ve KITL sinyal yolagi primordiyal ve primer folikiillerin sagkalim1
ve oosit canliliginda rol oynar, yolagin aktive olmasi ile PI3K yolag:1 aktive olur
(Reddy ve ark., 2005). PI3K yolaginin aktivasyonu ile fosforile AKT (pAKT)
niikleusa gecerek primordiyal folikiilden primer folikiile gecis asamasini tetikler (Liu
ve ark., 2006; Reddy ve ark., 2005). Prematiir ovaryan yetmezlik primordiyal folikiil
havuzunun kontrolsiiz tiikkenmesine bagli olarak gdzlemlenmektedir. Bu nedenle,
VCD, ksenobiyotiklerin primordiyal ve primer folikiiller tizerindeki secici etkilerini

incelemek i¢in ideal bir kimyasal model olarak belirlenmistir (Reddy ve ark., 2005).

KIT ve KITL sinyali
PI3K - AKT yolag

Oosit Graniiloza Hiicresi

Hiicre sagkahm
Kit Ligand

Sekil 12. 4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD) uygulamasinin folikiiler aktivasyonda molekiiler
mekanizmasi (Kappeler & Hoyer, 2012)

POI'nin hayvan modelinin olusturulmasinda VCD enjeksiyonunun bazi
avantajlart mevcuttur. VCD enjeksiyonlarindan sonra zaman araliklar1 hesaplanarak
menapozal evreleri (pre-, peri-, post) kapsayan uzun siireli ¢alismalar yapilabilir
olmasi1 (Mayer, Devine, Dyer, & Hoyer, 2004), ¢evresel dokularda hasar
yaratmamast (Muhammad ve ark., 2009), model olusumunda cerrahi bir islem veya
genetik degisim uygulanmamasi (Van Kempen, Milner, & Waters, 2011) ile in vivo
ve in vitro olarak etkinliginin test edilmis olmas1 (Mayer ve ark., 2002) mevcut olan

avantajlandir.

2.5. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon ART tedavisinin 6nemli bir basamagidir.

Bu kapsamda miimkiin olan en giivenli sekilde, optimum say1 ve kalitede oosit eldesi
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amaclanmaktadir. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon gonadotropin salgilayan
hormon analoglarinin (GnRH agonisti veya antagonisti) kullanildig1 hipofiz
baskilama ile baglar. GnRH analoglar1 hipofiz fonksiyonunu inhibe ederek, erken
endojen luteinizan hormon seviyesindeki artist engeller. Hipofizer baskilama
olmadiginda dongiilerin %35'inde erken ovulasyon meydana gelir (Howie & Kay,
2018). GnRH agonistleri standart, kisa veya ultra uzun bir protokol kullanilarak
uygulanabilir (Macklon, Stouffer, Giudice, & Fauser, 2006). Hipofizer regiilasyonun
ardindan multifolikiiler gelisimi saglamak i¢in eksojen gonadotropinlerin (FSH ve
LH) uygulanmasina baslanir (Macklon ve ark., 2006). Hasta karakteristik 6zellikleri
dikkate alinarak uygulanacak gonadotropinlerin dozu belirlenir.  Siklus
monitdrizasyonu ile folikiiler gelisim takip edilir ve final oosit matiirasyonu ile
ovulasyonun tetiklenmesi tek doz insan koryonik gonadotropini (hCG), GnRH
agonisti veya her ikisinin uygulanmasiyla gergeklestirilir (Bosch, Labarta,
Kolibianakis, Rosen, & Meldrum, 2016; Fleming, Seifer, Frattarelli, & Ruman,
2015).

2.6. Prematiir Ovaryan Yetmezlik ve Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

Prematiir ovaryan yetmezligi olgulart ART kliniklerinde basar1 eldesinin en
zor oldugu hasta gruplarindan biridir. Bu nedenle, bu hasta grubunda gebelik
sonuclarint iyilestirmek i¢in ¢esitli stimiilasyon rejimleri ve bu rejimlere ¢esitli
eklentiler 6nerilmistir. Bu stratejiler arasinda hipofiz baskilamasi i¢in farkli rejimler,
artan gonadotropin dozajlari, ovaryan stimiilasyon sirasinda adjuvan ajanlarin
eklenmesi ve modifiye dogal siklus uygulanmasi yer alir (Orvieto ve ark., 2008;
Pandian, McTavish, Aucott, Hamilton, & Bhattacharya, 2010; Polyzos ve ark., 2009;
Schoolcraft, Surrey, Minjarez, Stevens, & Gardner, 2008). Hipofiz baskilamasi i¢in
farkli rejimler olan GnRH agonistlerinin standart, kisa veya ultra uzun bir protokol
olarak kullanildig: sikluslarda elde edilen embriyo sayis1 ve transfer edilen embriyo
sayis1 birbiri ile benzerdir (Pandian ve ark., 2010). Yiiksek dozlarda gonadotropin
iceren, agresif kontrollii ovaryan stimiilasyon siklikla cesitli yan etkiler ve daha
yiiksek maliyetlerle iliskilendirilir (Cheung ve ark., 2005; Kailasam, Keay, Wilson,
Ford, & Jenkins, 2004). Buna ek olarak POI olgularinda, artan gonadotropin

dozunun gebelik sonuclarini etkilemedigi gosterilmistir (Pandian ve ark., 2010). Ote

19



yandan, sinirli sayida toplanan oosit eldesine bagl olarak siklus iptal oranlarindaki
artis POI i¢in dogal siklus uygulanmasinin etkinligini diisiiriir. Bu nedenle, ART
sonuclarini iyilestirmek i¢in POI olgularinda kontrollii ovaryan stimiilasyon sirasinda
ek adjuvan tedavi uygulanmasi Onerilmektedir. Adjuvan veya tamamlayici tedavi,
kontrollii ovaryan stimiilasyonda GnRH analoglar1 ve gonadotropinler disinda
kullanilan herhangi bir ek tedavi olarak tanimlanmaktadir. Etki mekanizmalarinin
genis cesitliligi gbz Oniine alindiginda, folikiiler gelisimi, oosit matiirasyonu ve
embriyo kalitesini iyilestirerek veya endometrial reseptiviteyi artirarak gebelik
sonuclarint iyilestirmek igin birgok adjuvan tedavi Onerilmistir. Giincel olarak
kontrollii ovaryan stimulasyona eklenmesi Onerilen adjuvan tedaviler, androjen
takviyesi (testosteron ve dehidroepiandrosteron) (Bosdou ve ark., 2012; Kotb,
Hassan, & AwadAllah, 2016; Narkwichean ve ark., 2017; Saharkhiz ve ark., 2018)
veya androjen diizenleyici ajanlar (letrozol- aromataz inhibitorii) (Bastu ve ark.,
2016; Ebrahimi, Akbari-Asbagh, & Ghalandarpoor, 2017; Yu, Jin, Huang, Lin, &
Wang, 2018), steroid hormonlar1 (Ostradiol ve progesteron) (Davar, Neghab, &
Naghshineh, 2018; Davar, Rahsepar, & Rahmani, 2013), rekombinant LH (rLH)
(Ferraretti ve ark., 2014; Humaidan ve ark., 2017; Younis, Izhaki, & Ben-Ami,
2016), klomifen sitrat (Karimzadeh, Mashayekhy, Mohammadian, & Moghaddam,
2011; Pilehvari ve ark., 2016; Schimberni ve ark., 2016; Siristatidis ve ark., 2017),
biliylime hormonu (GH) (Bassiouny, Dakhly, Bayoumi, & Hashish, 2016; Choe ve
ark., 2018; Dakhly ve ark., 2018) ve koenzim Q10 (CoQ10) (Y. Xu ve ark., 2018)
uygulamalarin1 kapsamaktadir. Bu uygulamalar yiiksek maliyetli ve heniiz geligme
asamasindadir. En 6nemlisi giivenlik ve etkililik konusunda ag¢ik klinik kanitlardan
yoksundur. Kontrollii ovaryan stimiilasyona eklenen adjuvan tedavi olarak onerilen
non-invazif bir eklentinin invasif uygulamalara kiyasla rutin uygulamaya girisi daha
kolay olsa da randomize ¢alismalarin verilerine gore etkisiz oldugu ve hatta bazi
durumlarda zararli olmasinin miimkiin oldugu diistiniilmektedir. POI olgularinda
folikiiler gelisimi, oosit matiirasyonu ve embriyo kalitesini iyilestirmek amaciyla
invasif ve deneysel tedavi modaliteleri de kullanilmaktadir. Bu kapsamda;
intraovaryan kok hiicre enjeksiyonu ve plateletten zengin plazma enjeksiyonu

iizerinde yapilan deneysel ¢alismalar mevcuttur.
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2.7. Plateletten Zengin Plazma (PRP)

Trombositler (plateletler), kan elemanlarinin (fibrin, eritrosit, 16kosit) damar
i¢c yliziine kitle (pitht1) halinde yapismasinin baslamasindan sorumlu kiigiik,
cekirdeksiz hiicrelerdir. Piht1 kitlesi (trombiis) olusumundaki birincil adim trombosit
aktivasyonudur. Trombositlerin aktivasyonu trombin, kollajen, adenosin difosfat
(ADP), tromboksanlar, serotonin, oksitlenmis diigiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
ve hiicre dis1 katyonlar dahil ve bunlarla sinirli olmayip sonsuz sayida agonist
tarafindan sayisiz mekanizma yoluyla meydana gelebilir (Z. Li, Delaney, O’Brien, &
Du, 2010; Lopez-Vilchez, Diaz-Ricart, White, Escolar, & Galan, 2009; Shen ve ark.,
2017; Wraith ve ark., 2013). Aktivasyona trombositin yaniti, intrasitoplazmik graniil
iceriginin salmmasidir. Trombosit graniilleri, her ikisi de vaskiiler hasara etkili bir
trombosit yanit1 icin kritik faktorlerle dolu olan, alfa ve yogun lizozomal graniiller
olarak ayrilmaktadir. Sayica en ¢ok olan alfa graniilleri 300’den fazla sayida farkli
protein igerir. Biiyiikk bir kismi ana megakaryositlerden sentezlenir. Alfa
graniillerinde zimojen formda yer alan biiylime faktdrlerinin doku iyilesmesi ve
hemostazdaki rolii 6nemlidir. Az sayida olan yogun graniiller; serotonin, ADP,
adenosin trifosfat (ATP), guanozin difosfat (GDP), guanozin trifosfat (GTP),
histamin, kalsiyum, magnezyum, polifosfat gibi sadece birka¢ kii¢ciik molekiilii icerir.
Trombosit lizozomlarmin trombosite 6zel fonksiyonu olup olmadig1 tam olarak
bilinmemekle birlikte piht1 lizisinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Plateletten zengin
plazma (PRP), kan plazma fraksiyonunda yiliksek konsantrasyonlu trombositler
olarak tanimlanir. Tipik olarak flebotomi (venden kan alma islemi) ile sitrat veya
EDTA bazli bir antikoagiilan iceren tlipe alinan kandan izole edilir. Kan Ornegi
santrifiijlemeye tabi tutulur ve kirmizi kan hiicreleri ile bagisiklik hiicrelerinin
uzaklastirilmasi sonucunda plazma iginde yiiksek konsantrasyonda trombosit elde
edilir. Elde edilen yiliksek konsantrasyonlu trombositlerin degiskenlik gosteren
aktivatorler (trombin, kalsiyum, ADP, kollajen) ile aktive edilmesi sonrasinda
plateletten zengin plazma elde edilmis olur. Bu genel yontemin disinda, belirlenmis
bir trombosit konsantrasyonu saglayabilen ticari PRP kitleri mevcuttur. Son yillarda,
ozellikle rejeneratif tipta otolog kandan hizli ve basit olarak elde edilip kisa stirede
uygulanabilmesi ve immiin cevabi tetiklememesi nedeniyle PRP uygulamalar1 genis

kullanim alanma sahiptir. Kas-iskelet sistemi uygulamalar1 (Scully ve ark., 2019,
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2020), oral-maksillofasiyal uygulamalar1 (J. Xu, Gou, Zhang, Li, & Qiu, 2020) ve
osteoartrit (Evans ve ark., 2020) iizerinde PRP’nin pozitif etkisi gosterilmistir. Bu
nedenle; PRP uygulamalar1 6nemli bir ilgi odag1 olmustur.

Literatiirde yardimli iireme tekniklerinde PRP uygulamalari kapsaminda
yapilan ¢alismalar mevcuttur. 11k olarak raporlanan calismada dondurulmus ovaryum
dokusunun ¢oziilerek periton igerisine verilmesi sirasinda PRP jel formunda
ovaryum dig ylizeyine pro-anjiyojenik ve proliferatif bir ajan olarak uygulanmistir.
Yardimli iireme tekniklerinin kullanildig: bir siklus sonucunda oosit ve embriyo elde
edilmistir. Yapilan embriyo transferi ile canlt dogum raporlanmistir (Callejo ve ark.,
2013). Giincel yaklagimlar arasinda PRP’nin dogrudan ovaryum dokusu igerisinde
enjeksiyonunu raporlayan birgok ¢aligma mevcuttur. Pantos ve ark. (2016) tarafindan
yapilan calisma, sadece sekiz perimenopozal donemde kadini icermesine karsin,
intraovaryan PRP uygulanmas1 sonrasinda ovaryan fonksiyonlarin geri kazanildigini
ve folikiiler gelisim dongiisliniin yeniden bagladigin1 gosteren ilk bildiridir (Pantos ve
ark., 2016). Bu calismay1 takiben, Sills ve ark. (2018) infertilite Gykiisii olan
hastalarda intraovaryan PRP uygulanmasi sonrasinda matiir oosit eldesi ve embriyo
transferini raporlamistir (Sills, Rickers, Li, & Palermo, 2018). Diger ¢alismalarda da
benzer vakalar bildirilmistir. intraovaryan PRP uygulanmasi sonrasinda, ovaryumda
yumurtalik rezervi belirteci olarak kabul edilen Anti-Miillerian Hormon seviyesinin
artis1 ve FSH diizeylerinin diismesini saglayarak folikiilogenez, 6nemli diizeyde oosit
toplanmas1 ve az sayida vakada spontan gebelik elde edilmistir (Farimani ve ark.,
2019; Hsu ve ark., 2020; Pantos ve ark., 2019; Sfakianoudis ve ark., 2019). Yapilan
bu vaka g¢aligmalarinda intraovaryan PRP uygulanmasi cesaret verici goriinse de
deneysel tasarimlar bakimindan c¢aligmalarin ortak O6zelligi sahte enjeksiyon
grubunun (sham) olmamasidir. Ovaryumlarda prosediirden kaynaklanan mekanik
gerilme ve/veya hafif yaralanmanin, ovaryum fonksiyonunun gecici olarak yeniden
baglamasina yol agan bir inflamatuar yanit ortaya ¢ikarmak icin yeterli oldugu
diistintilebilir ve ovaryumlarin enjeksiyon sirasinda yaralanmasi, PRP tedavisinin
basarisinda nedensel bir faktor olabilir. Sigan diisiikk ovaryan rezervi modelinde
intraovaryan PRP uygulanmasi yapilan bir ¢alismada; sham enjeksiyon (salin) grubu

ve enjeksiyon yapilmayan grupta normal morfolojili folikiil tespit edilememistir. Bu
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caligma, salin enjeksiyonunun bu hayvan modelinde ovaryan yetmezliginin etkilerini
tersine ¢evirmek i¢in yeterli olmadigini géstermistir (Ahmadian ve ark., 2020).
Trombosit  aktivasyonunun  karmasikligt  gbz Oniine  alindiginda,
trombositlerin tiim fizyolojik etkilerini nasil baglattiginin  kesin ayrintilar
belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte, trombositlerin aktivasyona yanit olarak
bir dizi sitokin saldig1 iyi bilinmektedir (Roh ve ark., 2016). Sitokin sinyallemesinin
oosit, graniiloza ve teka hiicreleri arasindaki karsilikli iliskide yer aldig1 ve folikiil
olgunlagmasi, ovulasyon ve luteinizasyonda 6nemli roller aldig1 gosterilmistir (Field
ve ark., 2014; Orisaka ve ark., 2006). Folikiil gelisimini diizenleyen bir dizi sitokinin,
ayni zamanda trombosit aktivasyonu sirasinda alfa ve yogun graniil iceriklerinin
salgilanmasi yoluyla trombositler tarafindan da salindigi gosterilmistir (Atkinson ve
ark., 2021). Bu nedenle, PRP'nin igerdigi folikiil olgunlagmasini uyarabilen
proanjiyojenik, proliferatif ve proinflamatuar faktorler nedeniyle bireysellestirilmis,

maliyet etkin bir uygulama oldugu hipotezi mevcuttur.

2.8. Primordiyal Folikiil Aktivasyonunun Molekiiler Mekanizmalari

Primordiyal folikiil aktivasyonu dinamik bir siire¢ olup molekiiler
mekanizmasi kismen aydinliga kavusmustur. Folikiil aktivasyonu normal fizyolojik
kosullar altinda karmasik aktivator ve baskilayici yolaklar tarafindan siki kontrol
edilir. Hiicre boliinmesi ve apoptoz gibi hiicresel siireclerde rol oynayan “Fosfataz ve
tensin homolog / fosfotidilinositol-3-kinaz” (PTEN/PI3K) sinyal yolag: folikiil
aktivasyonunu indiiklerken, gelismekte olan folikiiller tarafindan salgilanan inhibitor
parakrin hormon AMH yoluyla folikiil aktivasyonu inhibe edilir. Folikiil
aktivasyonunun bu sinyallerle dengede tutulmasi saglanir (Hsueh ve ark., 2015).
Primordiyal ve primer folikiillerde PTEN/PI3K sinyal yolagi fonksiyoneldir ve
folikiil aktivasyonunu indiikler (Reddy ve ark., 2005). PTEN/PI3K yolaginin
aktivasyonunu takiben serin/threoinin protein kinazi olan “protein kinaz B” (AKT)
fosforilasyon ile aktive olur. Bu aktivasyon ile hiicre proliferasyonu ve sag kalimi
indiiklenir. Bu yolakta PTEN, PI3K aktivasyonunu baskilayan regiilatérdiir. PTEN
ekspresyonu yoklugunda PI3K aktivasyonu sonucu oositlerde fosforile AKT (pAKT)
ve “Forkhead box 0O3” (FOXO3a) ekspresyonu artar. FOXO3a apoptozun

inhibisyonu ile hiicre dongiisiiniin duraksamasin1 baglatan kilit transkripsiyon
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faktortidiir. Fosforillenerek aktive olan AKT (pAKT), direkt olarak FOXO3a’y1
baskilar. Hiicre dongiisii baskilanmasinin ortadan kalkmasii takiben folikiiler
aktivasyon gerceklesir. In vitro primordiyal folikiil aktivasyonu ve pre-ovulatuvar
folikiillerin gelisimi; PTEN/PI3K sinyal yolaginin manipiilasyonu (PTEN inhibitorii
ve AKT stimiilatorii uygulanmasi) ile gergeklestirilir (Hsueh ve ark., 2015).

PTEN inhibitér

Biiyiime Faktorleri
(Kit ligand, IGFI, EGF, PDGF, etc.)

Sitoplazma

Folikiil Aktivasyon Faktorleri

Sekil 13. PTEN inhibitorii ve AKT stimiilatorii uygulanmas ile folikiiler aktivasyon sinyal yolagi
(Hsueh ve ark., 2015)

Primordiyal folikiillerin gelisimsel duraksamasini kontrol eden diger bir
sinyal yolagi “the tumor suppressor tuberous sclerosis complex 17 ve “the tumor
suppressor tuberous sclerosis complex 2”7 (Tscl ve Tsc2)’dir. Tscl ve Tsc2
mutasyonu hayvan modellerinde primordiyal folikiillerin kontrolsiiz aktivasyonu
sonucu prematiir ovaryan yetmezlik ile sonuglanir (Adhikari & Liu, 2009). Bu
komplekslerin aktivasyonu sonrasinda “memeli rapamycin complex 1 (mTORC1)”
yolag1 aktive olur. “Proto-oncogene receptor tyrosine kinase” (KIT) ve liganti
(KITL) erken donemde oOncelikle somatik hiicrelerden ve daha sonra oositten
eksprese edilir. Teka hiicrelerinin diferansiyasyonu, graniiloza hiicre proliferasyonu
ve oosit matiirasyonunu diizenleyerek folikiiler aktivasyonun baglamasindan
sorumludur (Adhikari & Liu, 2009). In vitro olarak, PI3K/AKT yolaginin
diizenlenmesinin diger bir yolu da KIT ligand uygulanmasi sonrasinda AKT
aktivasyonunun gerceklesmesi ve takiben FOXO2 transkripsiyonunun baskilanmasi
ile saglanir (Reddy ve ark., 2005).

Primordiyal folikiil aktivasyonunda etkin bir diger yolak olarak Hippo sinyal
yolagi tamimlanmistir (Hsueh ve ark., 2015). Hippo sinyal yolagi; hiicre

yogunlugunun fazla oldugu dokularda hiicre membran etkilesim ve baglantilar ile
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aktive olabilen ve tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus bir kinaz kaskadidir. Bu
yolagin aktivasyonu hiicre proliferasyonunu indiikleyen “yes associated protein”
(YAP)’in fosforile olarak inaktivasyonu ile sonuglanir. Bu fonksiyonel yolak ile
hiicrelerin yogun oldugu dokularda hiicre gelisimi ve proliferasyonu inhibe edilirken,
hiicre yogunlugunun daha az oldugu alanlarda yolak inaktivasyonu ile hiicre

proliferasyonu ve bilylimesi desteklenir.

2.9. Calismanin Amaci

“Infertilite sebeplerinden biri olan prematiir ovaryan yetmezligi olgularinda,
kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon protokolii dncesinde intraovaryan plateletten
zengin plazma uygulamasi ovaryan folikiillerin aktivasyonunu saglar ve dogum
basina diisen yavru sayisin arttirir’” hipotezinden yola ¢ikarak, siganlarda prematiir
ovaryan yetmezligi modelinde KOH oncesi intraovaryan PRP uygulamasinin;
PTEN/PI3K yolag: iizerinden folikiiler aktivasyon ve dogum basina diisen yavru

sayist lizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi amag¢lanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamiza Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
05.04.2022 tarih ve 22-05/08 karar no ile etik kurul onay1 sonrasinda baslandi. Bursa
Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHYUAM)’nden c¢aligmada kullanilmak iizere 50 adet, yaklasik 60 gilinliik,
ortalama 150-200g agirhiginda Spraque-Dawley cinsi disi sican temini
gerceklestirildi. Denekler su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 151k periyodu 12 saat
aydinlik ve karanlik olmak {izere, en fazla 5 denek aym kafeste olacak sekilde
DEHYUAM’de takip edildi. Denekler iizerinde yapilan tiim islemler DEHYUAM
cerrahi girisim alan1 ve Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.2. Deney Gruplan

Calisma baglangicinda tiim deneklerin agirliklar1 ve serum Anti-Miillerian
Hormon diizeyleri, homojen dagilim gosteren agirlik ve ovaryan rezerve sahip
deneklerin calismaya dahil edilebilmesi icin belirlendi. Birinci ve iigilincli ¢eyrek
(%25 ile %75’lik) dilimler arasinda tespit edilen agirlik ve serum AMH degerlerine
sahip denekler calismaya dahil edildi.

Calisma kapsaminda denekler; temel olarak prematiir ovaryan yetmezligi
(POI) grubu ve kontrol grubu olarak 2 ana klinik gruba ayrildi. Bu ana gruplardan
kontrol grubuna ait 2 alt grup ve prematiir ovaryan yetmezligi (POI) grubuna ait 4 alt
grup olusturuldu. Her bir alt grupta 5’er denek bulunmaktadir. Calisma gruplar1 Sekil

14°de sema olarak sunulmustur.
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Kontrol Grubu (n=5)

POI Grubu (n=5)

Caligma Gruplar

Salin Grubu (n=20)

(n=10)

Salin Salin KOH +

(n=10)

Salin
(n=5)

Salin KOH +

(0=5)

PRP Grubu (n=20)

PRP
(n=10)

Diizenli 1 menstriiel siklus takibi + 4 Hafta

PRP KOH +
(n=10)

PRP
n=5)

PRP KOH +

(n=5)

(

Salin (n=5)

Salin KOH + (n=5)

PRP (n=5)

PRP KOH + (n=5)

Sekil 14. Calisma gruplari ve alt gruplari

Normal ovaryan rezerv grubu (n=5):

e Kontrol Grubu (n=5): Deneyin 1. giinii kan Ornegi alinip sakrifiye edilen

denekler

Prematiir ovaryan yetmezligi (POI) grubu (n=45)

e POI Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlar1 sonrasi kan Ornegi alinip sakrifiye

edilen denekler

e Grup-3 (n=20): VCD enjeksiyonu sonrasi intraovaryan salin uygulanan

denekler (Sham grubu)

POI+Salin Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarin1 takiben intraovaryan

salin enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilen denekler

POI+SalintKOH Grubu (n=5):

intraovaryan salin enjeksiyonu ve KOH protokolii sonrasi sakrifiye

edilen denekler
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¢ POI+Salin+Ciftlestirme Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarini takiben
intraovaryan salin enjeksiyonu sonrasi ¢iftlesmeye birakilan denekler

¢ POI+Salin+tKOH+Ciftlestirme Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarini
takiben intraovaryan salin enjeksiyonu ve KOH protokolii sonrasi
ciftlesmeye birakilan denekler

e Grup-4 (n=20): VCD enjeksiyonu sonrasi intraovaryan PRP uygulanan
denekler

e POI+PRP Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarin1 takiben intraovaryan
PRP enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilen denekler

e POI+PRP+KOH Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarmi takiben
intraovaryan PRP enjeksiyonu ve KOH protokolii sonrasi sakrifiye edilen
denekler

e POI+PRP+Ciftlestirme Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarini takiben
intraovaryan PRP enjeksiyonu sonrasi ¢iftlesmeye birakilan denekler

¢ POI+PRP+KOH+Cliftlestirme Grubu (n=5): VCD enjeksiyonlarini
takiben intraovaryan PRP enjeksiyonu ve KOH protokolii sonrasi

ciftlesmeye birakilan denekler

3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulama Yontemi

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve uygulama yontemi her giin ayni
saatte literatiirde belirtildigi sekilde uygulandi (Tablo 2). Calisma gruplari ve

kimyasal madde enjeksiyonlart Sekil 15°te sema olarak sunulmustur.

Tablo 2. Uygulanan kimyasal maddeler ve uygulama yontemi

Etken madde Doz Siire Uygulama yontemi

4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD) / DMSO 160mg/kg/giin (Frye ve

(1ml/kg) ¢oziilmiis ark., 2012) 15 giin Subkiitan
1 doz (Ahmadian ve ark.,

Plateletten Zengin Plazma (PRP) 2020) 1 giin Intraovaryan
PRP ile esit voliim

Serum Fizyolojik (SF) (PRP sham) (Ahmadian ve ark., 2020) 1 giin intraovaryan
1,5pg/100g/giin (Gong ve

Gonadotropin Salgilatici Hormon (GnRH) Agonisti | ark., 2015) 7 giin Intraperitoneal
5IU/100g/giin (Gong ve

Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (PMSG) ark., 2015) 1 giin Intraperitoneal
10IU/100g/giin (Gong ve

Insan Koryonik Hormon (hCG) ark., 2015) 1 giin Intraperitoneal
KOH protokolii ile esit

Serum Fizyolojik (SF) (KOH sham) voliim (Gong ve ark., 2015) | 7 giin Intraperitoneal
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IAMHIIAMHI

Dogum bagina
diisen saglikl
yavru sayimi

I Kontrol Grubu Saknﬁye

VCD Sakrifiye

Diizenli 1 menstriiel siklus
+ 4 Hafta

| POI Grubu

TN Sakrifiye

Diizenli 1 menstriiel siklus
+ 4 Hafta

[ Por+saLiN-+koH [ vep | satin Sakrifiye

VCD Salin Diizenli iTenH:g:el siklus

Diizenli 1 menstriiel siklus 2 :
Salin +4Hafla Ciftlestirme

|  PoI+SALIN Ciftlestirme

| POI + SALIN + KOH

|
[ Por+saLIN | vCD [ salin

I POI + PRP Diizenli 1 menstriiel siklus . Sakri ﬁye

+ 4 Hafta

PRP Diizenli 1 menstriiel siklus Cl ftlestlrme

PRP Diizenli 1 menstriiel siklus Ciftle$tirme

| poi+PRP+KOH | vcD

| POI + PRP VCD

| poi+PRP+KOH || vCcD

Sekil 15. Calisma gruplarinda uygulanan kimyasal maddeler ve uygulama periyodlari

3.4. Kan Orneklerinin Alinmasi

Vajinal smear ile Ostrus evresinde oldugu tespit edilen deneklerden,
sevofluran inhalasyon anestezisi altinda, retro-orbital olarak kan ornekleri alindi.
Anestezi altindaki deneklerin bagi tutularak sabitlendi. G6z kapag1 geri ¢ekilip, mid-
dorsal olarak orbital ven pleksuslart mikrokapillar tiip yardimiyla yirtilarak yaklagik
500 mikrolitre kanin steril tiipe dolmasi saglandi. Elde edilen kan 6rnekleri Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile serum Anti-Miillerian Hormon

seviyesini degerlendirmek amaciyla -20°C’de saklandi.
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Sekil 16. (A) ve (B) Orbital ven pleksuslarinin mikrokapillar tiip yardimiyla yirtilarak kan
orneklerinin elde edilmesi

3.5. Deneysel Prematiir Ovaryan Yetmezligi (POI) Modeli Olusturulmasi

Homojen dagilim gdsteren ovaryan rezerve sahip deneklerin ¢alismaya dahil
edilebilmesi icin, calismanin 1. giinii tim deneklerin serum AMH diizeyleri
belirlendi. Birinci ve iigiincii ¢eyrek (%25 ile %75°lik) dilimler arasinda tespit edilen
serum AMH degerlerine sahip denekler ¢aligmaya dahil edildi. Prematiir ovaryan
yetmezligi modeli olusturulmasi amaciyla deneklere 15 giin siireyle giinde tek doz
160mg/kg subkiitan 4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD) (128.5mg/ml olacak
sekilde DMSO i¢inde ¢oziilmiig) enjeksiyonu yapildi (Frye ve ark., 2012). Serum
AMH degerleri dikkate alinarak POI modelinin dogrulanmasi yapildi. Caligmanin 1.
giinii elde edilen serum Orneklerindeki AMH diizeyleri gruplar arasinda
kiyaslandiginda, uygulama oncesi AMH degerleri homojen dagilan denekler
calislmaya dahil edildigi i¢in, anlamli fark bulunmadi. Tiim gruplarda ¢aligmanin 15.
giiniinde elde edilen serum orneklerindeki AMH diizeyi c¢alismanin 1. giinii elde
edilen serum orneklerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli diigiik bulundu (»p=0.001)

ve olusturulan prematiir ovaryan yetmezligi modeli bu sekilde dogrulandi.

3.6. Vajinal Smear ile Ostrus Déngiisiiniin Evrelerinin Tayini

Deneyin, farkli kimyasallarin enjeksiyon ve denek sakrifikasyon
asamalarinda deneklerde Ostrus dongiislinlin evrelerinin saptanmasi igin vajinal
smear incelemesi yapildi. Tiim sakrifikasyonlar deneklerin 0strus evrelerinde yapildi.
Deneklerden vaginal smear incelemesi i¢in yayma fircalar1 kullanilarak vaginal

siriintli 6rnegi alindi ve lama diizenli bir sekilde yayildi. Siiriintii 6rneklerinin
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fiksasyonu metanol i¢inde 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek gerceklestirildi.
Fiksasyonu takiben yayma preparatlar hematoksilen-eozin boyama protokolil ile
boyandi ve lamel ile kapatildi. Isik mikroskobu ile 40x biiyiitmede incelenerek,

ostrus evreleri Tablo 1’de tanimlandig1 sekilde belirlendi (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Tablo 1. Ostrus déngiisii evreleri ve vajinal sekresyondaki hiicre oranlarina gore tayini (Ajayi &
Akhigbe, 2020)

Ostrus

Dongiisii Lokosit Hiicre Cekirdekli Epitel Cekirdeksiz Keratinize Goreceli Hiicre
Evresi Yogunlugu Hiicre Yogunlugu Epitel Hiicre Yogunlugu Yogunlugu
Prodstrus 0/+ 4/ 0/+ +A++

Ostrus 0/+ 0/++ A+ A+
Metostrus +/+++ +H++ +/4+++ 4/
Diostrus /At +H++ 0/+ +/++

*(0) negatif, (+) zayif pozitif, (++) orta derece pozitif, (+++) siddetli pozitif

C

D

700 pm

100 pm

Sekil 17. (A) Prodstrus evresi, (B) Ostrus evresi, (C) Metdstrus evresi, (D) Didstrus evresi
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3.7. Plateletten Zengin Plazma (PRP) Izolasyonu ve Intraovaryan PRP

Enjeksiyonu

Sevofluran inhalasyon anestezisi altinda tek erkek denekten elde edilen
intrakardiak kan Ornegi sitrat bazli antikoagiilan iceren tiipe alindi. Belirlenmis bir
platelet konsantrasyonu saglayabilen ticari kit araciigi (T-Biyoteknoloji
Laboratuvari, Bursa, TURKIYE) ile plateletten zengin plazma (PRP) elde edildi.
Uretici firmanin kullanim talimatlarma gére tiipler 830 g'de 4 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra 5 ml'lik bir tiipe baglanan 16 G'lik bir enjektoér buffy coat tabakasina
kadar ilerletildi. PRP enjektor ucu dondiiriilerek aspire edildi ve steril siispansiyon
tiipline aktarildi (Cakiroglu ve ark., 2020). Enjekte edilecek platelet sayisinin tiim
enjeksiyonlarda sabit tutulmasi ve saflik orani tespiti amaciyla, hiicre sayim cihazi
(Celltac ES, Nihon Kohden, Tokyo, JAPONYA) kullanilarak, kan 6rnegi ve taze
elde edilen PRP siispansiyonunda platelet hiicre sayis1 dl¢iimii gerceklestirildi. Elde
edilen o6lgiimde, kan orneginde 2,5 x 10° platelet/ul tespit edilirken, PRP
stispansiyonunda %86,26 oraninda saflikta plateletlerin izole edildigi analiz edildi.
Son VCD uygulamasindan bir giin sonra sevofluran inhalasyon anestezisi altinda
denegin dorsalinde gergeklestirilen 0,5-1 cm’lik bilateral insizyon ile her iki
ovaryum igerisine micro-fine plus 31G (T-Biyoteknoloji Laboratuvari, Bursa,
TURKIYE) enjektérii ile yaklasik 21,5 x 10° platelet/10 pl konsantrasyonunda PRP
enjeksiyonu yapildi ve insizyon siitiire edilerek kapatildi. Salin gruplarini olusturan

deneklere PRP yerine ayn1 voliimde intraovaryan salin enjeksiyonu yapildi.
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Sekil 18. (A), (B) ve (C) Sevofluran inhalasyon anestezisi altindaki denege dorsal alandan bilateral
insizyon ile ovaryum igerisine PRP enjeksiyonu

3.8. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon Protokolii (KOH)

Intraovaryan PRP ya da salin enjeksiyonlar1 sonrasinda diizenli &strus
dongiisiine sahip olan denekler, primordiyal folikiil aktivasyonunun gergeklestigi 30
giinliilk zaman dilimini (4 hafta) takiben, kontrollii ovaryan stimiilasyon protokoliine
alindi. Vaginal smear sonuglarina gore Ostrus donglislinlin prodstrus evresindeki
deneklere GnRH long agonist protokol uygulanarak KOH protokolii gerceklestirildi.
Ostrus dongiisiiniin 3. ve 9. giinleri arasinda her giin 1,5ug/100g dozunda
intraperitoneal GnRH agonist (Cetrotide; Merck, USA) enjeksiyonu yapildi. Ostrus
dongiisiiniin 9. giintinde 51U/100g tek doz PMSG (Chrono-Gest PMSG, MSD,
ALMANYA) intraperitoneal olarak uygulandi. Son enjeksiyon saatinden 28 saat
sonra olacak sekilde 10IU/100g intraperitoneal hCG (Ovitrelle; Serono, USA)
enjeksiyonu yapilarak ovulasyon tetiklendi (Gong ve ark., 2015) (Sekil 19).
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KOH sham gruplarinda; intraovaryan PRP ve salin enjeksiyonlar1 sonrasinda
vaginal smear sonuglarina gore dstrus dongiisiiniin prodstrus evresinden baslayarak
KOH protokoliinde uygulanan ajanlarin yerine ayni voliimde salin enjeksiyonu

yapildi.
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Diizenli 1 menstriiel siklus
+4 Hafta
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Sekil 19. Kontrollii ovaryan stimulasyon protokolii (GnRH long protokol)

3.9. Ciftlestirme Protokolii

Sicanlarin dogurganlik durumunu degerlendirmek icin disi siganlar on giin
boyunca 1:2 oraninda dogurganligi kanitlanmis erkek siganlarla ayni kafeslerde takip
edildi. Daha sonra her sigan ayr1 ayr kafeslendi ve elde edilen gebeliklerden dogum

basina diisen saglikli yavru sayist ve yavru agirliklar kaydedildi (Ahmadian ve ark.,

2020).

3.10. Deneklerin Sakrifikasyonu

Denekler, enjeksiyonlarmin bitiminin ardindan Ostrus dongiisiiniin  dstrus
evresinde sakrifiye edildi. Sevofluran inhalasyon anestezisi sonrasinda denekler
servikal dislokasyon ile Gtenazi edildi. Deneklerin batin boslugunun agilmasinin
ardindan, ooferektomi uygulanarak bir ovaryum Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) tekniginde kullanilmak iizere -80°C de saklandi. Diger ovaryum
dokusunun hassas terazi ile agirligr tartildiktan sonra, %10’luk formalin

soliisyonunda 1 hafta immersiyon fiksasyonu gerceklestirildi.

3.11. Doku Takibi

Fiksasyon = sonrast  ovaryum  dokularmmin  histomorfolojik  ve

immiinohistokimyasal degerlendirmeleri i¢in doku takibi Tablo 3’te belirtildigi
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sekilde gergeklestirildi. Doku takibinin ardindan ovaryum dokular1 parafin bloklara
gomiildii (Tablo 3).

Tablo 3. Doku takip protokolii

Doku Takip Protokolii
Sira No 1.Giin Sira No 2.Giin
1 %50’1ik alkol 2 saat 6 Ksilen-I 1,5 saat
2 %70’1ik alkol 2 saat 7 Ksilen-IT 1,5 saat
3 %90’1ik alkol 2 saat 8 Parafin-I 1,5 saat
4 %96°1ik alkol-I 2 saat 9 Parafin-II 1,5 saat
5 %96°lik alkol-II Gece boyu 10 Parafin-1I1 1 saat
11 Parafine Gomme
3.12. Kesit Alma

Parafin bloklara gémiilen ovaryum dokularindan mikrotom (Leica RM2245)
kullanilarak 5 pm kalinhiginda sirali kesitler alindi. Tiim ovaryum dokusundan 4’er
kesit atlanarak kesitler lamlara alindi. Kesit igerisinde en az 1 sekonder folikiiliin
bulundugu kesit baslangi¢ kesiti olarak belirlendi ve devam eden 5 farkli seviyeden
alman  kesitte = hematoksilen-eozin ~ (H&E)  boyamast  gerceklestirildi.
Immiinohistokimyasal degerlendirmeler igin en az bir sekonder folikiiliin tespit
edildigi kesit baslangi¢ kesiti olarak belirlendi ve 3 farkli seviyeden alinan kesitte

boyama gergeklestirildi.

3.13. Hematoksilen — Eozin (H&E) Boyama

Parafin kesitlerin 60°C’lik etiivde 40 dakika bekletilmesini takiben, oda
sicakliginda 40 dakika ksilen ile deparafinize edildi ve daha sonra H&E boyamasi
Tablo 4’te belirtilen protokol ile gerceklestirildi.
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Tablo 4. Hematoksilen- Eozin boyama protokolii

1 %96’ l1ik alkol 3dk

2 %90’ ik alkol 3dk

3 %70’l1ik alkol 3dk

4 Akan su 3dk

5 Harris’in Hematoksileni 10 dk

6 Akan su Suyun rengi seffaf olana kadar
7 Asit alkol 1-2 dips

8 Akan su 3dk

9 Amonyakli su 1-2 dips

11 Akan su 3dk

11 Eozin-2-5 dk 2-5dk

12 Akan su Suyun rengi seffaf olana kadar
13 %70’lik alkol 7 dips

14 %90’ lik alkol 7 dips

15 %96’l1ik alkol 7 dips

16 Ksilen-I 20 dk

17 Ksilen-II 20 dk

18 Kapatma

3.14. Ovaryan Folikiil Sayimi

H&E ile boyanan ovaryum doku kesitlerinde 151k mikroskobu ile folikiil
smiflandirmas1 ve sayimi gerceklestirildi. Folikiil saymmi i¢in almman kesitlerde
baslangi¢ kesiti olarak en az 1 sekonder folikiilin bulundugu kesit belirlendi.
Baslangi¢ kesitinden itibaren, 4’er kesit atlanarak 5 farkli seviyeden lamlara alinan
kesitlerde folikiil siniflandirmasi ve saymmi Tablo 5°te belirtildigi sekilde
gerceklestirildi (Yan ve ark., 2018).

Tablo 5. Ovaryan folikiil siniflandirma kriterleri (Yan ve ark., 2018)

Ovaryan Folikiil Siniflandirmasi

Primordiyal Folikiil Oosit, tek katlr yasst follikiiler hiicre

Unilaminar Primer Folikiil Oosit, tek katl kiibik graniiloza hiicreleri

Multilaminar Primer Folikiil Oosit, >2 sirali katli kiibik graniiloza hiicreleri, antral bosluk gézlenmeyen

Sekonder Folikiil Oosit, >5 siral1 katli kiibik graniiloza hiicreleri, multi fokal antrum, belirgin teka tabakali
Graaf Folikiil Oosit, kumulus-oosit kompleksi, antral bosluk ve belirgin teka tabakali
Atretik Folikiil Stratum grantiloza / teka hiicre biitiinliik kaybi
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3.15. immiinohistokimyasal Boyama (IHC)

Ovaryum dokusunda Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
ekspresyonlarint  degerlendirmek icin  isaretlenmis  Horse-radish-peroksidaz
prensibine dayali immunohistokimya sekonder-DAB kiti (Ultra Vision Detection
System HRP Polymer/DAB, Waltham, MA, Amerika) kullanilarak iireticinin
Onerilerine goére immunohistokimyasal boyama gercgeklestirildi. Antijen aciga
¢ikarma islemi i¢in kesitler sodyum sitrat (pH 6,0) ¢ozeltisi igerisinde 98 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. Oda sicakligina gelen kesitler yikanarak immunohistokimyasal
boyamanin 6n islemi tamamlandi. Kesitlerde endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in kesitler Hydrogen Peroxide Block (Thermofisher Scientific, USA)
soliisyonunda 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kesitler yikanarak, non-spesifik
baglanmay1r Onlemek i¢in protein bloklama solisyonunda (Ultra V Block,
Thermofisher Scientific, USA) 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi Yikama
sonras1 primer antikor fare anti-PCNA ile (mouse monoclonal, P10, 1:150, Santa
Cruz Biotechnology) +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin oda
1s1sina getirilen kesitler Primer Antikor Enhancer (Thermofisher Scientific, USA)
soliisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi. Kesitler yikanarak HRP Polymer
(Thermofisher Scientific, USA) soliisyonu ile 15 dakika inkiibe edildi. Yikama
islemi sonrasi kesitler kromojen madde olan diaminobenzidin (DAB) ile goriiniir
hale getirildi. Protokol igerisindeki tiim asamalar oncesi ve sonrasinda PBS tampon
ile yikamalar gerceklestirildi. Kesitler iizerinde hematoksilen ile zit c¢ekirdek
boyamast gerceklestirildi. Son olarak dehidrate edilen kesitler ksilen ile
seffaflagtirildi ve DPX kapatma mediumu ile kapatildi. Degerlendirmeler i¢in en az
bir sekonder folikiiliin tespit edildigi kesit baslangic kesiti olarak belirlendi ve 3
farkli seviyeden kesitte boyama gerceklestirildi. Her bir kesitte ovaryan folikiiller
preantral (primordiyal folikiiller, unilaminar ve multilaminar primer folikiiller) ve
antral (sekonder ve graaf folikiiller) folikiiller olmak iizere iki gruba ayrildi ve
folikiillerde yer alan graniiloza hiicrelerinin sayimi gercgeklestirildi. Graniiloza

hiicrelerinde pozitif boyanan hiicrelerin yiizde degeri gruplar arasinda kiyaslandi.
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Tablo 6. Protokolde kullanilan antikorun diliisyon orani ve inkiibasyon siiresi

Kullanilacak Olan Antikorlar

Primer Antikor Diliisyon Inkiibasyon Siiresi
Anti- Proliferating cell nuclear antigens (PCNA) 1:150 Tiim gece

3.16. ELISA

Serum sivisinda AMH (katalog no: ELK4910, ELK Biotechnology, Wuhan,
CIN) seviyeleri ve ovaryum doku homojenatlarinda PTEN (katalog ELK4264, ELK
Biotechnology, Wuhan, CIN) ve pAKT (katalog no: E1201Ra, BT LAB, Sangay)
seviyeleri “enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)” yontemi ile ticari kit
kullanilarak, iiretici firmanin onerileri dikkate alinarak ol¢iildii. Bu prosediirde,
ornekler ve standartlar antikorlar ile kaplanmis ELISA plak kuyularina mikropipet
aracilifi ile yiiklendi. Tim plak kuyularina biyotin isaretli antikor soliisyonu
yiiklemesi yapild1 ve 1 saat 37 °C’de karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kit igerindeki yikama soliisyonu ile 3 defa tiim Ornekler yikandi.
Streptavidin-HRP yliklemesi yapilarak 1 saat 37 °C’de karanlik ortamda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama soliisyonu ile 5 defa tiim ornekler yikand.
Kromojen substrat soliisyonunun eklenmesinin ardindan 20 dakika 37 °C’de karanlik
ortamda inkiibe edildi. Son olarak, enzim reaksiyonunun sonlandirilmasi i¢in eklenen
soliisyonu takiben 5 dakika icerisinde Orneklerin 450 nm dalga boyu ile optik
dansiteleri 06lciildii. Orneklerdeki analit konsantrasyonu standart egriye gore
hesaplandi. AMH, PTEN ve pAKT ELISA Kkitlerinin sirasiyla sensitivitesi 25,4
pg/ml, 0.054 ng/mL, 4.06ng/L; 6l¢tim araligr 78,13-5000 pg/ml, 0.16-10 ng/mL,
0.2ng/ml, 7-1500ng/L; calisma ici CV <%8, <%8, <%7,4; caligmalar aras1 CV
<%10, <%10, <%10 idi.

3.17. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmede SPSS v.28 (IBM) programi kullanildi. Verilerin

parametrik veya non-parametrik dagiliminin tayini i¢in Shapiro Wilk testi uygulandi.
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Parametrik dagilim gosteren verilerde ikili grup karsilagtirmalarinda Student T testi,
non-parametrik dagilim gosteren verilerde ise Mann Whitney U testi uygulandi.
Parametrik dagilim gosteren ikiden fazla grup karsilagtirmalarinda One-Way Anova
testi, non-parametrik dagilim gostermesi durumunda ise Kruskal Wallis-H Testi
kullanild1. Tekrarlanan o6l¢iimlerin analizinde Repeated Measures Anova Testi
kullanildi.  Kategorik verilerin  kiyaslanmasinda Ki-Kare Testi kullanildi.
Kiyaslamalarin sonucunda p degeri 0,05’den kiiclik olmast durumunda istatistiksel

olarak anlaml: fark kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Viicut ve Ovaryum Agirhiklar Olgiimii

4.1.1. Viicut Agirhklar Ol¢iimii

Calismanin  baglangicinda  tiim  deneklerin  viicut agirhik  oOlctimleri
gerceklestirildi. Birinci ve tiglincii ¢eyrek (%25 ile %75°lik) dilimler arasinda tespit
edilen viicut agirlik degerlerine sahip denekler calismaya dahil edildi. Calisma
kapsaminda gergeklestirilen enjeksiyonlarin baslangic ve bitig giinli viicut agirlik
Ol¢iimlerinin tekrar1 gergeklestirildi ve gruplar arasinda karsilagtirildi.

Normal ovaryan rezerv grubunda (Kontrol Grubu) ¢alismanin baslangicinda
viicut agirlik dl¢iimleri gergeklestirildi ve enjeksiyon yapilmadan 6strus dongiistiniin
oOstrus evresinde sakrifiye edildi. Prematiir ovaryan yetmezligi grubunda (POI grubu)
enjeksiyonlar baglamadan 6nce ve 15 giin siire ile gerceklestirilen VCD
enjeksiyonunun ardindan viicut agirlik Olgiimleri gerceklestirildi ve denekler
sakrifiye edildi. Kontrol grubu ve POI grubu i¢in sirasiyla enjeksiyonlar dncesinde
viicut agirhiklart 173,1 + 3,36 gr ve 172,16 + 3,03 gr olarak tespit edildi ve iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (p=0,65).

Tablo 7. Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu) ve Prematiir ovaryan yetmezligi grubunu (POI
grubu) olusturan deneklerin viicut agirlik dl¢lim sonuglari

Normal ovaryan rezerv grubu Prematiir ovaryan yetmezligi grubu
p degeri
(Kontrol Grubu) (POI Grubu)
Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii
173,1 £3,36 172,16 +3,03 0,65
viicut agirhiklar: (gr)
Enjeksiyonlarin bitis giinii viicut
- 175,88 +3,13
agirhiklar: (gr)

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
**QGruplar arasi karsilastirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonunun ardindan intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus

dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerin (POI+PRP grubu) ¢alisma
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baslangicinda ve sakrifikasyon oncesi viicut agirlik Olglimleri gergeklestirildi ve
karsilagtirildi. POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu ig¢in sirasiyla enjeksiyonlar
oncesi viicut agirliklart 172,10 + 3,59 gr ve 173 + 4,31 gr olarak tespit edildi ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (p=0,36).
Enjeksiyonlar sonrasinda viicut agirliklari, POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu i¢in
strastyla 175,82 + 3,57 gr ve 176,72 + 4,73 gr olarak tespit edildi ve iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi (p=0,73).

Tablo 8. POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu deneklerinin viicut agirlik dl¢iim sonuglari

POI+Salin Grubu POI+PRP Grubu p degeri
Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii
172,10 £ 3,59 173 £4,31 0,36
viicut agirhklar: (gr)
Enjeksiyonlarin bitis giinii viicut
175,82 £ 3,57 176,72 £ 4,73 0,73
agirhiklar: (gr)

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
::g;;plar arasi karsilagtirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplan
degerlendirildiginde; VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu
yapilan ve diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon
uygulanan ve sonrasinda sakrifiye edilen denekler (POI+Salin+KOH grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta kontrollii ovaryan stimulasyon uygulanan ve sonrasinda
sakrifiye edilen denekler (POI+PRP+KOH grubu) calisma baslangicinda ve
sakrifikasyon oOncesi viicut agirlik Olgiimleri gergeklestirildi ve karsilastirildi.
POI+Salin+KOH grubu ve POI+PRP+KOH grubu i¢in sirasiyla enjeksiyonlar 6ncesi
viicut agirliklar1 173,04 + 3,88 gr ve 172,74 + 4,29 gr olarak tespit edildi ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: belirlendi (p=0,45). Enjeksiyonlar
sonrasinda viicut agirliklari, POI+SalintKOH grubu ve POI+PRP+KOH grubu i¢in
strastyla 176,75 + 3,73 gr ve 176,46 + 4,90 gr olarak tespit edildi ve iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig tespit edildi (p=0,91).

41



Tablo 9. POI+SalintKOH grubu ve POI+PRP+KOH grubu deneklerinin viicut agirlik olgiim
sonuglart

POI+Salin+tKOH Grubu POI+PRP+KOH Grubu p degeri
Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii
173,04 + 3,88 172,74 £ 4,29 0,45
viicut agirhklar: (gr)
Enjeksiyonlarin bitis giinii viicut
176,75 +£3,73 176,46 + 4,90 0,91
agirhiklar: (gr)

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
:;i(]?;;plar arasi karsilagtirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonunun ardindan sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve
diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon
uygulanmadan ciftlestirme protokolii uygulanan (POI+Salin+Ciftlestirme grubu) ve
prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD enjeksiyonu
sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4
hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulanmadan c¢iftlestirme protokolii
uygulanan (POI+PRP+Ciftlestirme grubu) deneklerin enjeksiyonlar Oncesi viicut
agirliklari ~ Tablo 10°da  verildi.  POI+Salint+Ciftlestirme  grubu  ve
POI+PRP+Ciftlestirme grubu igin sirasiyla enjeksiyonlar oncesi viicut agirliklar
171,22 + 2,57 gr ve 172,08 £ 3,02 gr olarak tespit edildi ve iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,27). Enjeksiyonlar sonrasinda viicut
agirliklari, POI+Salin+Ciftlestirme grubu ve POI+PRP+Ciftlestirme grubu igin
sirastyla 175,9 + 2,15 gr ve 176,76 + 2,97 gr olarak olciildii ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,59).

Tablo 10. POI+Salin+Ciftlestirme grubu ve POI+PRP+Ciftlestirme grubu deneklerinin viicut agirlik
Olciim sonuglart

POI+Salin+Ciftlestirme Grubu POI+PRP+Ciftlestirme Grubu p degeri

Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii
171,22 £2,57 172,08 + 3,02 0,27
viicut agirhklar: (gr)

Enjeksiyonlarin bitis giinii viicut
1759 £2,15 176,76 £ 2,97 0,59
agirhiklar: (gr)

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
**QGruplar arasi karsilastirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan

olan, VCD enjeksiyonunun ardindan intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve
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diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyonu takiben
ciftlestirme protokolii uygulanan (POI+Salin+KOH-+Ciftlestirme grubu) ve prematiir
ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyonu takiben c¢iftlestirme
protokolii uygulanan (POI+PRP+KOH+Ciftlestirme grubu) deneklerin enjeksiyonlar
oncesi viicut agirliklar1 Tablo 11°de verildi. POI+SalintKOH+Ciftlestirme grubu ve
POI+PRP+KOH+Ciftlestirme grubu icin sirasiyla enjeksiyonlar Oncesi viicut
agirhiklart 173,16 + 3,02 gr ve 173,08 £ 2,66 gr olarak tespit edildi ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,48). Enjeksiyonlar
sonrasinda  viicut  agirhiklari,  POI+SalintKOH+Ciftlestirme  grubu  ve
POI+PRP+KOH+Ciftlestirme grubu i¢in sirastyla i¢in sirastyla 177,84 + 3,35 gr ve
177,76 + 2,19 gr olarak tespit edildi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olmadig: goriildii (p=0,97).

Tablo 11. POI+SalintKOH+Ciftlestirme grubu ve POI+PRP+KOH+Ciftlestirme grubu deneklerinin
viicut agirlik dl¢iim sonuglart

POI+Salin+KOH+Cliftlestirme POI+PRP+KOH+Ciftlestirme
p degeri
Grubu Grubu

Enjeksiyonlarin baslangi¢ giinii

173,16 + 3,02 173,08 + 2,66 0,48

viicut agirhklar: (gr)

Enjeksiyonlarin bitis giinii viicut

177,84 + 3,35 177,76 £ 2,19 0,97

agirhiklar: (gr)

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
**QGruplar arasi karsilastirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Sekil 20. Enjeksiyon oncesi ve enjeksiyon sonrasi deneklerin viicut agirlik 6l¢imlerinin tiim gruplar
arasinda kiyaslamasi

4.1.2. Ovaryum Agirliklar Ol¢iimii

Normal ovaryan rezerv grubunda (Kontrol grubu) ¢aligmanin baslangicinda
enjeksiyon yapilmadan 6strus dongiisiiniin 0strus evresinde sakrifiye edildikten sonra
ovaryum agirhik olciimii gerceklestirildi. Prematiir ovaryan yetmezligi grubunda
(POI grubu), 15 giin siire ile VCD enjeksiyonu sonrasinda sakrifiye edildikten sonra
ovaryum agirlik dl¢iimii gergeklestirildi. Kontrol grubu ve POI grubu i¢in sirasiyla
ovaryum agirliklart 0,99 + 0,04 ve 0,94 + 0,06 olarak tespit edildi ve iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii (p=0,023).

Tablo 12. Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu) ve Prematiir ovaryan yetmezligi grubu (POI
grubu) deneklerinin ovaryum agirlik ¢l¢iim sonuclart

Normal ovaryan rezerv grubu Prematiir ovaryan yetmezligi grubu deseri
p degeri
(Kontrol Grubu) (POI Grubu)
Toplam ovaryum agirhg (gr) 0,99 + 0,04 0,94 £ 0,06 0,023

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
**QGruplar arasi karsilastirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD

enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
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dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerin (POI+PRP grubu) ovaryum
agirlik Olgtimii gerceklestirildi. POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu igin sirasiyla
ovaryum agirliklar1 0,93 £+ 0,03 ve 0,92 + 0,02 olarak tespit edildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (p=0,36).

Tablo 13. POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu deneklerinin ovaryum agirlik él¢iim sonuglari

POI+Salin Grubu POI+PRP Grubu p degeri

Toplam ovaryum agirhg: (gr) 0,93 £0,03 0,92 £ 0,02 0,36

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
:;‘i(]?;;plar arasi karsilagtirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
Prematiir ovaryan yetmezIligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyonu takiben sakrifiye
edilen denekler (POI+SalintKOH grubu) ile VCD enjeksiyonu sonrasinda
intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta
kontrollii ovaryan stimulasyonu takiben sakrifiye edilen deneklerin (POI+PRP+KOH
grubu) ovaryum agirlik Olgimii gergeklestirildi. POI+SalintKOH grubu ve
POI+PRP+KOH grubu i¢in sirastyla ovaryum agirliklar1 0,95 + 0,02 ve 0,94 + 0,01
olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi

belirlendi (p=0,78).

Tablo 14. POI+SalintKOH grubu ve POI+PRP+KOH grubu deneklerinin viicut agirlik dlgiim
sonuglart

POI+Salin+KOH Grubu POI+PRP+KOH Grubu p degeri

Toplam ovaryum agirhgi (gr) 0,95 £ 0,02 0,94 £ 0,01 0,78

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.
**QGruplar arasi karsilastirmada Student T testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Sakrifiye edilen deneklerin ovaryum agirhik o6lgiimlerinin tim gruplar

arasinda kiyaslamasi Tablo 15°te verilmistir.
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Tablo 15. Sakrifiye edilen deneklerin ovaryum agirlik dl¢iimlerinin tiim gruplar arasinda kiyaslamasi

POI POI

POI POI + +
Kontrol POI + + Salin PRP

p degeri

Grubu Grubu Salin PRP + +

Grubu Grubu KOH KOH
Grubu Grubu
0,99 0,94 0,93 0,92 0,95 0,94
Toplam ovaryum
+ + + + + + 0,001
agirhg (gr)

0,04° 0,06° 0,03° 0,02° 0,02° 0,01°

*Veriler ortalama agirlik + SD olarak verildi.

**Gruplar arasi karsilastirmada One- Way ANOVA testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

ab Farklh harfler ikili grup karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlaml farki gdstermektedir.
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Sekil 21. Sakrifiye edilen deneklerin ovaryum agirlik dl¢iimlerinin tiim gruplar arasinda kiyaslamasi
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4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Histomorfolojik Bulgular

Calismada yer alan, giftlestirme protokolii uygulanan denekler haricindeki
tim denekler enjeksiyonlarinin bitiminin ardindan Ostrus dongiilerinin Ostrus
evresinde sakrifiye edildi. Denekler sevofluran inhalasyon anestezi sonrasinda
servikal dislokasyon ile 6tenazi edildi. Deneklerin batin boslugunun agilmasinin
ardindan ovaryumlar1 eksize edildi. Sakrifiye edilen tiim deneklerden elde edilen
doku orneklerinden 5 pum kalinliginda sirali kesitler alindi. Doku kesitlerinin H&E
boyamast ardindan histomorfolojik olarak degerlendirildi.

Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu) ve prematiir ovaryan
yetmezligi grubu (POI grubu) deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitleri 151k
mikroskobik olarak degerlendirildi. Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu)
doku kesitlerinde, ovaryum ylizeyini ¢evreleyen germinal epitelin yasst epitelden
kiibik epitele degiskenlik gosterdigi gdzlemlendi (Sekil 23). Germinal epitel altinda
yer alan tunika albuginea tabakasinin sinirlari net tanimlanamazken, gelisimin farkl
basamaklarinda folikiillerin bulundugu korteks ile yogunlukla kan damarlari, lenf
damarlar1 ve sinir liflerinin yer aldigi medulla smirlar1 net tanimlandi. Kortekste
gelisimin farkli basamaklarinda normal morfolojili folikiiller, diizenli yerlesim
gosteren bag dokusu ve diiz kas hiicreleri ile az sayida kapiller gozlemlendi.
Germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea tabakasina yakin yerlesimli yassi
folikiil hiicreleri (pre-graniiloza) ile ¢evrelenmis biliylik 0kromatik nukleusa sahip
oosit igeren normal morfolojili primordiyal folikiiller goriildii. Kortekste gelisimin
farkl1 basamaklarinda folikiiller arasinda da primordiyal folikiiller gozlendi (Sekil
24). Korteks stromasinda tek tabakali kiibik graniiloza hiicreleri ile cevrili oosit
iceren unilaminar primer folikiiler goriiliirken (Sekil 25), bu folikiillerde graniiloza
hiicreleri ile oosit arasinda yer alan glikoproteinden zengin zona pellisuda tabakasi
net olarak ayirt edilemedi. Graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinin asidofilik olarak
boyandigi, niikleuslarinin yogun kromatin igerikleri ile bazofilik boyandig: goriildii.
Korteks stromasinda oositin etrafin1 ¢evreleyen birkag katli graniiloza hiicreleri ile
zona pellisuda tabakasi net olarak ayirt edilen normal morfolojili multilaminar

primer folikiiller gozlemlendi (Sekil 26). Korteksin medullaya yakin bdlgelerinde
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oositin etrafin1 cevreleyen cok katli graniiloza hiicreleri ile asidofik boyanma
gosteren “liquor folliculi” ile dolu antrumlarin goézlemlendigi sekonder folikiiller
tespit edildi (Sekil 27). Sekonder folikiiliin etrafin1 ¢evreleyen stromal hiicrelerden
olusan teka folikiili tabakasmnin teka interna tabakasi net sinirlart ile
tanimlanabilirken, teka ecksterna tabakasinin sinirlar1 net olarak tanimlanamadi.
Folikiiler gelisimin son basamagindaki matiir (graaf) folikiil, artan folikiil ¢api, tek
biiylik bir atruma sahip olmasi ve oositin antrumun bir tarafina dogru ¢ekilmis olmasi
ile sekonder folikiilden ayirt edildi (Sekil 28). Matiir (graaf) folikiil duvarini
olusturan graniiloza hiicrelerinin ve oositi ¢evreleyen kumulus ooforus hiicrelerinin
diizenli yerlesimi ile normal morfolojiye sahip olduklar1 goriildii. Gelisimin farkli
basamaklarinda normal morfolojili folikiillerin yanisira az sayida da olsa dejenere
oosit, graniiloza hiicrelerinin yerlesiminin diizensizlesmesi ve cams1 membran olarak
tanimlanan dalgali hyalin tabaka olarak gozlemlenen atretik folikiiller gézlemlendi.
Multifolikiiler ovulasyona bagli olarak, birden ¢ok sayida korpus luteum yapisi
korteks stromasinda goriildii (Sekil 29). Graniiloza lutein hiicreleri soluk boyanan
sitoplazmalar1 ve teka lutein hiicrelerine kiyasla daha biiylik niikleuslar: ile
tanimlandi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubu (POI grubu) deneklerinden elde edilen
ovaryum doku kesitleri 151k mikroskobik olarak degerlendirildi. Ovaryum ylizeyini
cevreleyen germinal epitelin algak kiibik epitelden yiiksek kiibik epitele degiskenlik
gosterdigi goriildii (Sekil 23). Germinal epitel altinda yer alan tunika albuginea
tabakasinin sinirlart net tanimlanamazken, kortekste gelisimin farkli basamaklarinda
folikiillerin normal ovaryan rezerv grubuna (Kontrol grubu) kiyasla sayica azaldigi
ve normal morfolojiye sahip folikiillerin yerini atretik folikiillerin aldig: tespit edildi
(Sekil 30). Primordiyal, unilamilar ve multilaminar folikiil sayilarinin azaldigi
belirgin sekilde goriildii (Sekil 24, 25, 26). Atretik folikiillerde oosit-graniiloza hiicre
baglant1 biitlinligiiniin bozuldugu, piknotik niikleuslu graniiloza hiicrelerinin varligi,
oositlerin asidofili gosterdigi, oositin yapisal bozulmasina dair bulgular olan
fragmantasyon ve vakuolizasyon artis1 tespit edildi. Normal ovaryan rezerv grubuna
(Kontrol Grubu) kiyasla sekonder folikiil ve matiir (graaf) folikiil sayilar1 benzer olsa
da atretik karakterde sekonder ve matiir (graaf) folikiillerin artis1 goriildii. Normal

histolojik yapinin matiir (graaf) folikiillerde korunmadig: goriiliirken; bu folikiillerde
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oosit-graniiloza hiicre baglant1 biitiinliigiiniin bozuldugu, piknotik niikleuslu
graniiloza hiicreleri ve asidofilik sitoplazmaya sahip oosit iceren atretik matiir (graaf)
folikdiller tespit edildi. Korpus luteum yapilarinda normal ovaryan rezerv grubuna
(Kontrol grubu) kiyasla benzer sayida goriilmekle birlikte dejenerasyon bulgularina

sahip hiicreler igcerdigi gozlendi (Sekil 29).

Sekil 22. (A) Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu) ve (B) prematiir ovaryan yetmezIligi
grubu (POI grubu) deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinin 1gik mikroskobik genel
goriinimii.

Sekil 23. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
germinal epitel (siyah ok) ve tunika albuginea (sar1 ok).
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Sekil 24. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
primordiyal folikiil (siyah ok).

Sekil 25. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
unilaminar primer folikiil (siyah ok).

. 4

Sekil 26. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
multilaminar primer folikiil (siyah ok).
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Sekil 27. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
sekonder folikiil.
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Sekil 28. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
matiir (graaf) folikiil.
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Sekil 29. (A) Kontrol grubu ve (B) POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
korpus luteum
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Sekil 30. POI grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde atretik folikiil (siyah ok).

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Gstrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Gstrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden (POI+PRP grubu) elde
edilen ovaryum doku kesitleri 151k mikroskobik olarak degerlendirildi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerde (POI+Salin grubu) genel
morfolojik doku biitiinliigliniin korunamadigi ve ovaryum yiizeyini ¢evreleyen
germinal epitelin algak kiibik epitelden yiiksek kiibik epitele degiskenlik gosterdigi
gorlildii. Normal ovaryan rezerv grubuna (Kontrol grubu) kiyasla primordiyal
folikiillerin sayica azaldigi tespit edildi. POI grubu deneklerine kiyasla atretik
folikiillerin sayica azaldig1 goriildii.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Gstrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden (POI+PRP grubu) elde
edilen ovaryum doku kesitlerin yiizeyini ¢evreleyen germinal epitelin algak kiibik
epitelden yiiksek kiibik epitele degiskenlik gosterdigi goriildii. Normal ovaryan
rezerv grubuna (Kontrol grubu) kiyasla primordiyal folikiillerin sayica azaldig1 espit
edildi. POI grubu deneklerine kiyasla atretik folikiillerin sayica azaldig1 gézlemlendi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD

enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Gstrus
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dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Gstrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden (POI+PRP grubu) elde
edilen ovaryum doku kesitleri karsilastirildiginda, POI+PRP grubunda primordiyal

folikiil ve korpus luteumun sayica arttig1 tespit edildi.

Sekil 31. (A) Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD enjeksiyonu
sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli dstrus dongiisiinden 4 hafta sonra
sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile (B) VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP
enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden
(POI+PRP grubu) ovaryum doku kesitlerinin 151k mikroskobik genel goriiniimii

e S i s =l R G T R e
Sekil 32. (A) POI+Salin grubu ve (B) POI+PRP grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku

kesitlerinde germinal epitel (siyah ok), primordiyal folikiil (yesil ok) ve unilaminar primer folikiil (sar1
ok).
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Sekil 33. (A) POI+Salin grubu ve (B) POI+PRP grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku
kesitlerinde multilaminar primer folikiil (siyah ok).
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Sekil 34. (A) POI+Salin grubu ve (B) POI+PRP grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku
kesitlerinde sekonder folikiil.

Sekil 35. (A) POI+Salin grubu ve (B) POI+PRP grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku
kesitlerinde matiir (graaf) folikdil.

54



Sekil 36. (A) POI+Salin grubu ve (B) POI+PRP grubu deneklerinden elde edilen ovaryum doku
kesitlerinde korpus luteum

Prematiir ovaryan yetmezIligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin
ardindan sakrifiye edilen denekler (POI+SalintKOH grubu) ile VCD enjeksiyonu
sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4
hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin ardindan sakrifiye edilen
deneklerden (POI+PRP+KOH grubu) elde edilen ovaryum doku kesitleri 151k
mikroskobik olarak degerlendirildi.

Prematiir ovaryan yetmezIligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin
ardindan sakrifiye edilen deneklerde (POI+SalintKOH grubu) genel morfolojik
doku biitlinligiiniin korunamadig1 ve ovaryum ylizeyini ¢evreleyen germinal epitelin
alcak kiibik epitelden yiiksek kiibik epitele degiskenlik gosterdigi goriildii. Normal
ovaryan rezerv grubuna (Kontrol grubu) kiyasla primordiyal, unilamilar ve
multilaminar primer folikiil sayilarinin azaldigr ve matiir (graaf) folikiil ile atretik
folikiillerin artis1 tespit edildi. POI grubu deneklerine kiyasla primordiyal folikiillerin
sayisinin azaldig1 ve atretik folikiillerin arttig1 gézlemlendi.

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin
ardindan sakrifiye edilen deneklerde (POI+PRP+KOH grubu) ovaryum yiizeyini
cevreleyen germinal epitelin algak kiibik epitelden ytiksek kiibik epitele degiskenlik
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gosterdigi goriildii. Normal ovaryan rezerv grubuna (Kontrol grubu) kiyasla
primordiyal folikiil sayilarinin azaldig1 ve matiir (graaf) folikiil ile atretik folikiillerin
arttig1 tespit edildi. POI grubu deneklerine kiyasla atretik folikiillerin sayica arttigi
gorildi.

Prematiir ovaryan yetmezIligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin
ardindan sakrifiye edilen denekler (POI+SalintKOH grubu) ile VCD enjeksiyonu
sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4
hafta kontrolli ovaryan stimulasyon uygulamasinin ardindan sakrifiye edilen
deneklerden (POI+PRP+KOH grubu) elde edilen ovaryum doku kesitleri
kiyaslandiginda, POI+PRP+KOH grubu primordiyal ve unilamilar primer folikil ve
korpus luteum sayilarinin arttigi, buna ek olarak atretik folikiillerin sayica azaldig:

tespit edildi.

A

500 pm

Sekil 37. (A) Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4 hafta
sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasimmin ardindan sakrifiye edilen denckler
(POI+SalintKOH grubu) ile (B) VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan
ve diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin ardindan
sakrifiye edilen deneklerden (POI+PRP+KOH grubu) elde edilen ovaryum doku kesitlerinin 151k
mikroskobik genel goriintimii.
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Sekil 38. (A) POI+Salin+tKOH grubu ve (B) POI+PRP+KOH grubu deneklerinden elde edilen
ovaryum doku kesitlerinde primordiyal folikiil (yesil ok) ve unilaminar primer folikiil (siyah ok).

2 Kism RSB
Sekil 39. (A) POI+Salin+tKOH grubu ve (B) POI+PRP+KOH grubu deneklerinden elde edilen
ovaryum doku kesitlerinde multilaminar primer folikiil (siyah ok).

S
ovaryum doku kesitlerinde sekonder folikiil (siyah ok).
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lin.

Sekil 41. (A) POI+SalintKOH Grubu ve (B) POI+PRP+KOH Grubu deneklerinden elde edilen

ovaryum doku kesitlerinde matiir (graaf) folikdil.

Sekil 42. (A) POI+SalintKOH Grubu ve (B) POI+PRP+KOH Grubu deneklerinden elde edilen
ovaryum doku kesitlerinde korpus luteum.

4.2.2. Morfometrik Bulgular

Calismada yer alan ve ¢iftlestirme protokolii uygulanan denekler haricindeki
tim denekler enjeksiyonlarinin bitiminin ardindan Ostrus dongiilerinin Ostrus
periyodunda sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen tiim deneklerden elde edilen doku
orneklerinden 5 pum kalinliginda sirali kesitler alindi. Doku kesitlerinde H&E
boyamasinin ardindan primordiyal, unilaminar ve multilaminar primer, sekonder,
matiir (graaf), atretik folikiil ve korpus luteum sayimi gerceklestirildi.

Normal ovaryan rezerv grubu (Kontrol grubu) ile prematiir ovaryan
yetmezligi grubunun (POI grubu) doku kesitlerinde gelisimin farkli basamaklarinda
folikiiller ve korpus luteum sayimlari gerceklestirildi. Sayisal parametrelerin
ortalama degerleri (%25 - %75 persentil) Tablo 16 ve Sekil 43°de verildi.

POI grubu doku kesitlerinde kontrol grubuna kiyasla primordiyal (3 [3-4]- 9
[8-19]), unilamilar primer (3 [2-3,5]- 4 [4-7]) ve multilaminar primer folikiil (3 [2,5-
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41- 6 [4,5 — 7,5]) sayilariin istatistiksel olarak anlamli olarak azaldigi (sirasiyla
p=0,008, p=0,01 ve p=0,01) belirlendi. POI grubu doku kesitlerinde kontrol grubuna
kiyasla normal morfolojiye sahip folikiillerin yerini atretik folikiillerin aldig1 ve
atretik folikiil sayilarinin arttigr tespit (7 [5-7,5]- 2 [2-2,5]) edildi (p=0,008).
Gelisimin diger basamaklarindaki folikiillerin sayisinin kontrol grubu ve POI grubu
arasinda yapilan karsilastirmada benzer olduklar tespit edildi. POI grubunda kontrol
grubuna kiyasla korpus luteum sayisinin (2 [1,5-3]- 6 [2-7]) anlamli olarak azaldig1
goriildii (p=0,02).

Tablo 16. Geligimin tiim basamaklarindaki folikiiller ve korpus Iuteum sayilarinin Kontrol grubu ve
POI grubu arasindaki karsilagtirmasi

Ovaryan Folikiil Normal ovaryan rezerv grubu Prematiir ovaryan yetmezligi (POI) deseri
p degeri
Siniflandirmasi (Kontrol Grubu) grubu (POI Grubu)
Primordiyal Folikiil 9 (8-19) 3 (3-4) 0,008
Unilaminar Primer
4 (4-7) 3(2-3,5) 0,01
Folikiil
Multilaminar Primer
6(4,5-1,5) 3(2,5-4) 0,01
Folikiil
Sekonder Folikiil 3(2-3) 2 (2-2,5) 0,3
Graaf Folikiil 2(1,5-2) 2(1-2) 0,69
Atretik Folikiil 2 (2-2,5) 7 (5-7,5) 0,008
Korpus Luteum 6 (2-7) 2 (1,5-3) 0,02

*Veriler ortalama folikiil sayist (%25-%75 percentile) olarak verildi.
**QGruplar arasi kargilagtirmada Mann Whitney U testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 43. Kontrol Grubu ve POI Grubunda gelisimin tiim basamaklarindaki folikiiller ve korpus
luteum say1lar1

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen denekler (POI+Salin grubu) ile VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden (POI+PRP grubu) elde
edilen ovaryum doku kesitlerinde gelisimin farkli basamaklarinda folikiiller ve
korpus luteum sayimlar1 gerceklestirildi. Sayisal parametrelerin ortalama degerleri
Tablo 17 ve Sekil 44°de verildi. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin sayisi
ve korpus luteum sayis1 POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu arasinda
karsilastirildiginda benzer olduklar tespit edildi.

60



Tablo 17. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiiller ve korpus luteum sayilarinin POI+Salin grubu ve

POI+PRP grubu arasinda karsilastirmasi

Ovaryan Folikiil P
POI+Salin Grubu POI+PRP Grubu
Smiflandirmasi degeri
Primordiyal Folikiil 4(2,5-4,5) 53,5-175) 0,31
Unilaminar Primer
4 (2-5) 4 (3-7,5) 0,69
Folikiil
Multilaminar Primer
4 (3-5) 4 (3-4) 0,42
Folikiil
Sekonder Folikiil 3(2,5-3,5) 3(2,5-4) 0,99
Graaf Folikiil 2 (1,5-2,5) 2 (1-2) 0,22
Atretik Folikiil 3(2,5-3) 3(2,5-4) 0,15
Korpus Luteum 4(3-4,5) 5(4,5-5) 0,95

*Veriler ortalama folikiil sayist (%25-%75 percentile) olarak verildi.
**QGruplar arasi kargilagtirmada Mann Whitney U testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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Sekil 44. POI+Salin grubu ve POI+PRP grubu gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin ve korpus
luteum say1lar1

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun KOH uygulanan alt gruplarindan
olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli
Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin
ardindan sakrifiye edilen denekler (POI+SalintKOH grubu) ile VCD enjeksiyonu
sonrasinda intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4
hafta kontrollii ovaryan stimulasyon uygulamasinin ardindan sakrifiye edilen
deneklerden (POI+PRP+KOH grubu) elde edilen ovaryum doku kesitlerinde
farkli  basamaklarinda folikiiller ve luteum sayimlar

gelisimin korpus

61



gerceklestirildi. Sayisal parametrelerin ortalama degerleri Tablo 18 ve Sekil 45°de
verildi. POI+SalintKOH grubu doku kesitlerinde POI+PRP+KOH grubuna kiyasla
primordiyal folikiil (2 [1,5 -3]- 5 [4-6]) ve unilamilar primer folikiil (3 [1,5-3,5]- 5
[4,5-5,5]) sayilarinin istatistiksel olarak anlamli olarak azaldig: (sirasiyla p=0,008 ve
p=0,01) belirlendi. Gelisimin diger basamaklarindaki folikiiller ve korpus luteum
sayist POI+SalintKOH grubu ve POI+PRP+KOH grubu doku kesitlerin arasinda
karsilastirildiginda benzer olduklar tespit edildi.

Tablo 18. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin ve korpus luteum sayilarinin POI+Salin+tKOH
grubu ve POI+PRP+KOH grubu arasinda karsilastirmast

Ovaryan Folikiil
POI+Salin+KOH Grubu POI+PRP+KOH Grubu p degeri
Siniflandirmasi
Primordiyal Folikiil 2(1,5-3) 5 (4-6) 0,008
Unilaminar Primer
3(1,5-3,5) 5(4,5-5,5) 0,008
Folikiil
Multilaminar Primer
4(2,5-4,5) 4 (3,5-4) 0,84
Folikiil
Sekonder Folikiil 3(2-3,9) 3(3-3,5) 0,42
Graaf Folikiil 3(2-4,5) 3(3-4) 0,69
Atretik Folikiil 4(5-7) 4 (4-5) 0,56
Korpus Luteum 3(1,5-3,5) 3 (3-5) 0,22

*Veriler ortalama folikiil sayist (%25-%75 percentile) olarak verildi.
**QGruplar arasi kargilagtirmada Mann Whitney U testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 45. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin ve korpus luteum sayilarinin POI+SalintKOH
grubu ve POI+PRP+KOH grubu arasinda karsilastirmast
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Tablo 19. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin ve korpus luteum sayilarinin gruplar arasinda
karsilastirmast

POI POI
POI POI + +
Ovaryan Folikiil Kontrol POI + + Salin PRP )4
Smiflandirmasi Grubu Grubu Salin PRP + + degeri
Grubu Grubu KOH KOH
Grubu Grubu
Primordiyal 9 3 4 5 2 5
0,001
Folikiil (8-19) (3-4)° (2,5 -4,5)° (3,5-7,5)° (1,5-3) (4-6)°
Unilaminar 4 3 4 4 3 5
0.021
Primer Folikiil 4-7)* (2-3,5)° (2-5)* (3-7,5)* (1,5-3,5)° (4,5-5,5)
Multilaminar 6 3 4 4 4 4
0,037
Primer Folikiil 4,5-17,5)° (2,5-4)° (3-5)° (3-4)° (2,5-4,5)° (3,5-4)°
Sekonder 3 2 3 3 3 3 021
Folikiil (2-3) (2-2,5) (2,5-3,5) (2,5-4) (2-3,5) (3-3,5) ’
Graaf 2 2 2 2 3 3
0.004
Folikiil 1,5-2)* (1-2)* (1,5-2,5) (1-2)* (2-4,5)° (3-4)°
Atretik 2 7 3 3 4 4
0.001
Folikiil (2-2,5)* (5-7,5)° (2,5-3)° (2,5-4) (5-7)¢ (4-5)°
6 2 4 5 3 3
Korpus Luteum ‘ 0,04
(2-7y (1,53 (3-4.5)° (4,5-5)° (1,5-3,5)° (-5

*Veriler ortalama folikiil sayist (%25-%75 percentile) olarak verildi.

**QGruplar arasi kargilagtirmada Kruskal Wallis testi, ikili grup karsilastirmada Mann Whitney U testi
kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

b Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gdstermektedir.
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POI Grubu

POI+Salin Grubu
POI+PRP Grubu
POI+Salin+KOH Grubu
POI+PRP+KOH Grubu
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Sekil 46. Gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin ve korpus luteum sayilarinin gruplar arasinda
karsilastirmast

4.2.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismada yer alan ve ¢iftlestirme protokolii uygulanan denekler haricindeki
tim denekler, enjeksiyonlarinin bitiminin ardindan Ostrus dongiilerinin Ostrus
evresinde sakrifiye edildikten sonra, deneklerden elde edilen doku 6rneklerinden 5
um kalmliginda sirali kesitler alindi. Doku kesitlerinin proliferasyon belirteci olan
PCNA immiinohistokimyasal boyamasi i¢in en az bir sekonder folikiiliin tespit
edildigi kesit baslangic¢ kesiti olarak belirlendi ve 3 farkli seviyeden kesitte boyama
gerceklestirildi. Her bir kesitte ovaryan folikiiller preantral (primordiyal folikiiller,
unilaminar ve multilaminar primer) ve antral (sekonder ve graaf) folikiiller olmak
tizere iki gruba ayrildi ve folikiillerde yer alan graniiloza hiicrelerinin sayimi
gerceklestirildi. Graniiloza hiicrelerinde pozitif ekspresyon gdsteren hiicrelerin yiizde

degeri gruplar arasinda karsilastirildi.
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Sekil 47. Deneklerinden elde edilen ovaryum doku kesitlerinde PCNA immiinohistokimya boyamasi.
(A) PCNA ekspresyonu pozitif primordiyal folikiil (sar1 ok) ve unilaminar primer folikiil (yesil ok).
(B) PCNA ekspresyonu negatif primordiyal folikiil (sar1 ok) ve unilaminar primer folikiil (yesil ok).
(C) PCNA ekspresyonu pozitif multilaminar primer folikiil (siyah ok). (D) PCNA ekspresyonu negatif
multilaminar primer folikiil (siyah ok). (D) PCNA ekspresyonu pozitif sekonder folikiil. (E) PCNA
ekspresyonu negatif sekonder folikiil. (F) PCNA ekspresyonu pozitif graaf folikiil. (G) PCNA
ekspresyonu negatif graaf folikdil.
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Preantral (primordiyal folikiiller, unilaminar ve multilaminar primer)

folikiillerde PCNA ekspresyonu pozitif graniiloza hiicre ylizdesi gruplar arasinda

karsilagtirildiginda; kontrol grubunun diger gruplara kiyasla en yiiksek degere sahip

oldugu (p=0,006), diger gruplarin birbirleri ile benzer ekspresyon gosterdigi tespit

edildi. Gruplar arasinda antral folikiillerde PCNA ekspresyonu pozitif graniiloza

hiicre ylizdesi degerlendirildiginde; gruplarin birbirleri ile benzer ekspresyon

gosterdigi saptandi (p=0.069).

Tablo 20. Preantral (primordiyal folikiiller, unilaminar ve multilaminar primer) ve antral (sekonder ve

graaf) folikiillerde PCNA ekspresyonu pozitif graniiloza hiicre ylizdesi

POI POI
POI + +
POI
Ovaryan Folikiil Kontrol POI + Salin PRP P
+
Smiflandirmasi Grubu Grubu PRP + + degeri
Salin Grubu
Grubu KOH KOH
Grubu Grubu
Preantral
48.4° 23,7° 28,4° 31,2° 30,4° 33,1° 0,006
Folikiil
Antral
54,5 36,3° 40,20 42,540 37,2% 38,4° 0.069
Folikiil

*Veriler pozitif hiicre ylizdesi (%) olarak verildi.
**Gruplar arasi karsilagtirmada Ki-kare testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.

b Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.

PCNA Pozitif Graniiloza Hiicre (%)

Preantral Folikiil

%
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o
]

Y
o
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N
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ns

PCNA Pozitif Graniiloza Hiicre (%)

Antral Folikiil

Sekil 48. Preantral (primordiyal folikiiller, unilaminar ve multilaminar primer) ve antral (sekonder ve
graaf) folikiillerde PCNA ekspresyonu pozitif graniiloza hiicre ylizdesi ve gruplar arasi karsilagtirmasi
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Calismaya dahil edilen tiim deneklerden elde edilen serum sivilarinda Anti-
Miillerian Hormon konsantrasyonu ve ovaryum doku homojenatlarinda PTEN ve
pAKT konsantrasyonlar1 “enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)” ydntemi
ile dlctildi.

Normal ovaryan rezerv grubundan (Kontrol grubu) calismanin 1. giinii elde
edilen serum orneklerinde, prematiir ovaryan yetmezligi grubunun (POI grubu)
caligmanin 1. ve 15. giinii elde edilen serum Ornegi, prematiir ovaryan yetmezligi
grubunun alt gruplarindan olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin
enjeksiyonu yapilan gruplarda (POI+Salin grubu ve POI+SalintKOH grubu)
caligmanin 1., 15. ve ~50. giinii elde edilen serum Orneklerinde, prematiir ovaryan
yetmezIligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD enjeksiyonu sonrasinda
intraovaryan PRP  enjeksiyonu yapilan gruplarda (POI+PRP grubu ve
POI+PRP+KOH grubu) c¢alismanin 1., 15. ve ~50. giinii elde edilen serum
orneklerinde ovaryan rezerv belirteci olan AMH konsantrasyonlarinin ol¢limiiniin
ardindan gruplar aras1 ve grup i¢i sirali orneklemler karsilastirild.

Calismanin 1. giinii tim deneklerin serum AMH konsantrasyonlari, homojen
dagilim gosteren ovaryan rezerve sahip deneklerin ¢alismaya dahil edilebilmesi i¢in
belirlendi. Birinci ve iigiincii ¢eyrek (%25 ile %75°lik) dilimler arasinda tespit edilen
serum AMH konsantrasyonuna sahip denekler ¢alismaya dahil edildi. Bu nedenle
caligmanin 1. giinii elde edilen serum o6rneklerindeki AMH konsantrasyonlar1 gruplar
arasinda kiyaslandiginda benzer olduklar tespit edildi. Tiim gruplarda ¢aligmanin 15.
giiniinde elde edilen serum Orneklerinde, g¢alismanin 1. giinii elde edilen serum
orneklerine kiyasla istatistiksel olarak diisiik AMH konsantrasyonuna sahip oldugu
belirlendi (p=0.001). Calismanin ~50. giiniinde elde edilen serum Orneklerinde
calismanin 15. giinii elde edilen serum ornekleri ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak benzer serum AMH konsantrasyonlar1 goriildii (Tablo 21 ve Sekil 49).
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Tablo 21. Calismanin 1. 15. ve ~50 giinii elde edilen serum &rneklerinde Anti-Miillerian Hormon
konsantrasyonlari ve tiim gruplar arasinda karsilagtirmasi

Calismanin 1. giinii | Caliymanin 15. Cahsmanin ~50.
Calisma Grubu giinii giinii p degeri **
Kontrol Grubu 813,2+7,32 - -
POI Grubu 818,4 +5,36 689 +12,48° - 0.001
POI+Salin Grubu 813,5 +9,5° 661 £8,2° 667,25 £14,19° 0,74
POI+PRP Grubu 811,5+7,2° 693,5+16,02° 739,75 £15,23° 0,19
POI+SalintKOH Grubu 822+6,4° 687,25 +£11,23° 665,5+10,17° 0,1
POI+PRP+KOH Grubu 808,25 £2,9° 692,25 £ 12,17° 718,5 £12,11° 0,16
POI+Salin+Ciftlestirme Grubu 819,5+4,79* 711+ 15,46° 692 + 10,65° 0,37
POI+PRP+Ciftlestirme Grubu 824,5 +£7,85° 694,0 + 18,4 730,25 +£21,98° 0,31
POI+SalintKOH+Ciftlestirme Grubu | 821,3 +5,13* 700 + 26,1° 682,66 +15,59° 0,28
POI+PRP+KOH+Ciftlestirme Grubu | 813,75+ 6,63 690,25 £16,97° 729,50 £11,67° 0,2
p degeri* 0,08 0.3 0,058

*Veriler ortalama AMH konsantrasyonu + SD (pg/ml) olarak verildi.

**Gruplar aras1 karsilastirmada One- Way ANOVA testi (p*) kullanildi. Grup i¢i bagimh
degiskenlerin karsilastirmada Paired t-testi (p*) kullanildi. p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

b Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.

Il Kontrol Grubu
H POI Grubu
1000 * * * * * * * * * @@ POISalin Grubu
800 |-| I_l I-I I,_ ' |_| |_| |_| |_| E=1 POI+PRP Grubu
B3 POI+Salin+KOH Grubu
6001 1 POIPRP+KOH Grubu
400 - Hl POI+Salin+Ciftlestirme Grubu
Hl POI+PRP+Ciftlegtirme Grubu
200 Bl POI+SalintKOH+Ciftlestirme Grubu
0~ I m E3 POI+PRP+KOH+Ciftlestirme Grubu

K R WY WY Y R R VY Y K
Id 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Sekil 49. Caligmanm 1. 15. ve ~50 giinii elde edilen serum o6rneklerinde Anti-Miillerian Hormon
konsantrasyonlar1 (pg/ml) ve tiim gruplar arasinda karsilastirmasi

Normal ovaryan rezerv grubundan (Kontrol grubu) calismanin 1. giinii elde
edilen ovaryum dokusu homojenati, prematiir ovaryan yetmezligi grubunun (POI
grubu) calismanin 15. gilinii elde edilen ovaryum dokusu homojenati, prematiir
ovaryan yetmezIligi grubunun alt gruplarindan olan POI+Salin grubunda ¢alismanin
~50. giinii ve POI+SalintKOH grubunda ¢alismanin ~65. giinii elde edilen ovaryum
dokusu homojenati, prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan
POI+PRP grubunda ¢alismanin ~50. giinii ve POI+PRP+KOH grubunda ¢aligmanin

~65. giinii elde edilen ovaryum dokusu homojenati folikiiler aktivasyon belirteci olan
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PTEN ve pAKT konsantrasyonu agisindan gruplar arasinda karsilastirildi. POI
grubunda, diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik pAKT
konsantrasyonu (p=0,016) ve yiiksek PTEN konsantrasyonu (p=0,001) tespit edildi.

Tablo 22. Ovaryum doku o6rneklerinde PTEN ve pAKT konsantrasyonunun (ng/ml) gruplar arasinda

karsilastirmast

Calisma Grubu PTEN Kkonsantrasyonu (ng/ml) PAKT konsantrasyonu (ng/ml)
Kontrol Grubu 1,6 £0,32° 23,95 +1,98°
POI Grubu 2,66+0,57° 16,68+1,35°
POI+Salin Grubu 2,2240,16° 19,58+1,75¢
POI+PRP Grubu 1,91+0,47¢ 20,02 +1,24¢
POI+Salin+tKOH

Grubu 1,92 +0,2° 19,74 +1,57¢
POI+PRP+KOH

Grubu 2,02+0,18¢ 20,24+2,27¢
p degeri 0.001 0.033

*Veriler ortalama PTEN ve pAKT diizeyi + SD olarak verildi.
**Gruplar arasi karsilastirmada One- Way ANOVA testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Sekil 50. Ovaryum doku orneklerinde PTEN ve pAKT konsantrasyonunun gruplar arasinda
karsilastirmast

4.4. Ciftlestirme Bulgular

Prematiir ovaryan yetmezligi grubunun alt gruplarindan olan, VCD
enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin enjeksiyonu yapilan ve diizenli Ostrus
dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan stimulasyon yapilmasinin ardindan

ciftlestirme protokolii uygulanan POI+Salin+Ciftlestirme grubu ve kontrollii ovaryan
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stimulasyon  yapilmasinin  ardindan  ¢iftlestirme  protokolii  uygulanan
POI+SalintKOH+Ciftlestirme grubu ile 15 VCD enjeksiyonu sonrasinda
intraovaryan PRP enjeksiyonu yapilan ve diizenli 6strus dongiisiinden 4 hafta sonra
kontrollii ovaryan stimulasyon yapilmadan c¢iftlestirme protokolii uygulanan
POI+PRP+Ciftlestirme grubu ve kontrolli ovaryan stimulasyon yapilmasinin
ardindan ¢iftlestirme protokolii uygulanan POI+PRP+KOH+Ciftlestirme grubu
dogurganlik durumunu ve dogum basina diigen saglikli yavru sayist ve yavru

agirliklar: Tablo 23 ve Sekil 51°de verildi.

Tablo 23. Gruplar arasinda dogurganlik durumu ve dogum basina diisen saglikli yavru sayisi ve yavru
agirliklart

POI POI
POI POI + +
+ + Salin PRP
Salin PRP + + L
+ + KOH KOH p degeri
Ciftlestirme Ciftlestirme + +
Grubu Grubu Ciftlestirme Ciftlestirme
Grubu Grubu
Dogurganhk Durumu 0 2 1 1 )
(gebelik sayis1)
Dogum basina diisen 0 5 9 6 )
yavru sayisi
Dogum basina diisen " " b
ortalama aarhik (gr) 0 7 (7-8,5) 7 (6-7) 9 (8-10) 0,046

*Veriler ortalama agirlik (%25-%75 percentile) olarak verildi.

**QGruplar arasi kargilagtirmada Kruskal Wallis-H testi kullanildi, p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

b Farklr harfler ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir.
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Sekil 51. Gruplar arasinda dogum bagina diisen saglikli yavru sayisi ve yavru agirliklar: kiyaslamasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, ‘prematiir ovaryan yetmezligi olgularinda, kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyon protokolii Oncesinde intraovaryan plateletten zengin plazma
uygulamasi ovaryan folikiillerin aktivasyonunu saglar ve dogum basina diisen yavru
sayisint arttirir’ hipotezinden yola ¢ikarak, sicanlarda prematiir ovaryan yetmezIligi
modeli olusturulmus ve KOH 06ncesi intraovaryan PRP uygulamasinin PTEN/PI3K
yolagi lizerinden folikiiler aktivasyon ve dogum basina diisen yavru sayisi iizerindeki
etkinligi degerlendirilmistir.

Hayvan modellerini kullanan ¢aligmalar deneklerin mevcudiyeti, invaziv
testleri gergeklestirme yetenegi, kapsamli 6rneklem boyutlar1 ve tim uygulamalarin
kontrolii ile standardizasyon gibi avantajlara sahiptir. Yapilan aragtirmalara gore
hayvan se¢imi tartigmali olsa da yaygin olarak kullanilan deney hayvanlari arasinda
fare, sican ve tavsan bulunur. Fare ve sigan gibi kiiciik kemirgenler, tavsan, kopek,
kedi, domuz ve maymun gibi daha biiyiik hayvanlara gére daha c¢ok tercih
edilmektedir. Ureme fonksiyonlar1 arastirmalarinda, &zellikle disi farelerin ve
sicanlarin tercih edilmesinin nedeni iyi karakterize edilmis Ostrus dongiileri (kisa
stireli ve zaman sinirlar1 tanimlanmis) ve giivenli kullanimlaridir (Ajayi & Akhigbe,
2020). Mevcut bu avantajlar dikkate alinarak g¢alismamizda yaklasik 60 giinliik,
ortalama 150-200gr agirliginda Spraque-Dawley cinsi disi sican denekler tercih
edilmistir.

Prematiir ovaryan yetmezligi hayvan modelleri intraperitoneal (ip), subkiitan
(sc) veya intravenodz (iv) enjeksiyon yoluyla uygulanabilen farkli doz ve siirelerde, 4-
vinilsikloheksen diepoksit (VCD), siklofosfamid, busulfan, sisplatin, murin ZP3 330-
342 peptitleri (ZP3) ile kimyasal indiiksiyon araciligiyla veya %35 galaktoz gida
peletle beslenme ile olusturulabilmektedir (Na & Kim, 2020). POI hayvan model
basarisi i¢in etken maddenin, uygun dozun ve etki siiresinin se¢ilmesi ¢ok dnemlidir.
Siklofosfamid, sisplatin, VCD ve %35 galaktoz gida peleti farkli mekanizma ve
sinyal yolagina dayanarak POI’yi tetikleyen etkili indiikleyiciler olarak
belirlenmistir. Bu nedenle, terapotik yontemin arastirilmasi i¢in uygun POI hayvan
modelinin segilmesi, onleyici yontemi daha makul ve etkili hale getirebilen bu

indiikleyicilerin ilgili 6zelliklerine ve etki mekanizmasina dayanmalidir (Zhang ve
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ark., 2016). POI hayvan modeli olusturmak amaciyla tekrarlayan dozlarla belirli bir
stire VCD uygulanmasinin selektif olarak sican ve fare primordiyal ve primer
folikiillerinin sayisini, fosfataz ve tensin homolog / fosfotidilinositol-3-kinaz
(PTEN/PI3K) sinyal yolagi ile apoptoz siirecini baslatarak, azalttig1 gosterilmistir
(Bhattacharya, Sen, Hoyer, & Keating, 2012; Keating ve ark., 2011). Calismada
prematiir ovaryan yetmezligi modeli olusturulmasi ve intraovaryan PRP
uygulamasinin PTEN/PI3K yolag1 iizerinden folikiiler aktivasyona etkisinin
degerlendirilmesinin amaglanmas1 nedeniyle; ayni yolak {iizerinden prematiir
folikiiler aktivasyon ve apoptoz siirecini baglatan VCD uygulanarak intraovaryan
PRP uygulamasinin etkinligi degerlendirildi. Calismada VCD uygulanmasinin
PTEN/PI3K yolag: iizerindeki etki mekanizmasindan dolayi, PTEN/PI3K yolag:
inhibitér uygulamas1 gereksinimi kalmamis olup, az sayida sayida denek kullanimi
ile calisma gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda gercgeklestirilen enjeksiyonlarin baslangic ve bitis giinii
viicut agirlik Olgtimleri gergeklestirildi ve gruplar arasinda karsilastirildi. Bu
kapsamda literatiirde yer alan Muhammad ve ark. (2009) tarafindan yapilan
calismada, VCD uyguladiklar1 Sprague-Dawley cinsi sicanlarda tedavi sirasinda
doza bagiml bir sekilde (80 mg/kg ile yaklasik %5 ila %8 kayip, 160 mg/kg ile
yaklasik %18 kayip) ve gida alimi azalmasina bagli kilo kayb1 ve 4 denegin 160
mg/kg'da VCD' yi tolere edemedigi ve peritonit nedeni ile calismadan ¢ikarildig:
raporlanmistir. Deney grubunda, VCD uygulamalariin tamamlandigi 28. giintinden
58. giiniine kadar kontrol grubuna kiyasla anlamli bir kilo kayb1 goriilmese de daha
diistik bir kilo alma orani tespit edilmistir. Bu verilerle VCD uygulanan deneklerin
daha yavas kilo aliminin, VCD uygulamasi durdurulduktan kisa bir siire sonra
normale donmesine bagli olarak, VCD uygulanirken olusan istah kaybindan
kaynaklandig1r seklinde yorumlanmistir. Benzer sekilde; Haas ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢alismada, 160 mg/kg VCD uyguladiklar1 C57Bl/6 farelerinin tedavileri
sirasinda kilo aliminda azalma goriilmiistiir. Bu etki VCD dozunun istah tizerindeki
etkisine baglanmistir, ¢iinkii uygulama kesildikten kisa bir silire sonra agirlik
baslangi¢ seviyelerine geri donmiistiir (Muhammad ve ark., 2009). Sahambi ve ark.
(2008) tarafindan yapilan ¢alismada, intraperitoneal olarak 5 giin siireyle 240mg/kg
VCD uyguladiklar1 C57BL6/J cinsi farelerde ve kontrol grubunda 1-5 giin, 16., 37.,
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57. ve 100. giinlerde viicut agirliklarini degerlendirdiklerinde, gruplar arasinda tiim
Ol¢lim giinlerinde viicut agirliklar1 bakimimdan anlamli fark olmadigini, ancak 4.
giinden itibaren deneklerin viicut agirligi artisginin anlamli oldugunu bildirmistir
(Sahambi, Visser, Themmen, Mayer, & Devine, 2008). Zhang ve ark. (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada, intraperitoneal olarak 10 giin susam yaginda ¢6ziinmiis
160 mg/kg VCD uyguladiklar1 Krushinsky- Molodkina cinsi farelerde ve kontrol
gruplar1 olan sadece susam yag1 veya salin uygulanan deneklerde viicut agirliklarini
degerlendirdiklerinde, VCD uyguladiklar1 grupta diger gruplara kiyasla uygulama
sonrasi 3. hafta viicut agirlik artiglar1 anlamli olarak bulunmus, fakat 4. haftada diger
gruplar ile benzer oldugu bildirilmistir. Kontrol gruplarindan susam yag1 uygulanan
deneklerde viicut agirliklarinin artiginin, diger tiim deneklere kiyasla 6. ve 9. hafta
arasinda anlamli olarak yliksek oldugu tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2016).
Calismamizda, enjeksiyonlarin baslangic ve bitis glinii viicut agirlik oOlctimleri
gruplar arasinda kiyaslandiginda benzer oldugu tespit edilmis olup, literatiirde yer
alan caligmalar arasinda VCD uygulamasmin viicut agirligi {izerine etkisinin
olmadigin1 gosteren caligmalar1 destekler niteliktedir. Buna ek olarak ¢alismamiz
kapsaminda, Muhammad ve ark. (2009)’nin c¢alismalarinda (Muhammad ve ark.,
2009) oldugu gibi 5 denek 160 mg/kg'da VCD etkilerini tolere edememesi nedeni ile
caligmadan ¢ikartilmak zorunda kalinmistir.

Calismamiz kapsaminda sakrifikasyon giinii ovaryum agirhik oSlglimleri
gerceklestirildi ve gruplar arasinda karsilastirildi. POI modeli ve denek hayvan
secimi calismamiza benzer olan Battiston ve ark. (2017) tarafindan yapilan
caligmada, intraperitoneal olarak 14 giin 160 mg/kg VCD uyguladiklar1 Sprague-
Dawley cinsi si¢anlarin 14. giinde kontrol grubu deneklere gére anlamli sekilde
ovaryum agirliklarinin diistiglinii bildirmistir. VCD uyguladiklar1 denekler ve
kontrol gruplar1 viicut agirliklar: ve besin alimi1 bakimindan karsilastirildiginda VCD
uygulamasi sonrasindaki 7 hafta boyunca verilerin benzer oldugu tespit edilmistir.
Bu veriler ovaryan fonksiyon kayiplarinin genel viicut agirhigr {izerine etkisinin
olmadig seklinde yorumlanmistir (Battiston ve ark., 2017). Sahambi ve ark. (2008)
intraperitoneal olarak 5 giin 240mg/kg VCD uyguladiklar1 C57BL6/J cinsi farelerde
1-5 giin, 16., 37., 57. ve 100. giinlerde ovaryum agirliklarin1 degerlendirdikleri

caligmalarinda 57. giin dl¢limiinde VCD grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
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azalma oldugu, ancak 37. ve 100. giin 6l¢iimlerinde benzer oldugu tespit edilmistir.
Ancak ovaryum agirliklarini viicut agirliklarina gére normalize ettiklerinde, 37., 57.
ve 100. giin 6l¢iimlerinde VCD uyguladiklar1 grupta ovaryum agirliklarinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik oldugu bildirilmistir (Sahambi ve ark., 2008).
Calismamiz kapsaminda 14 giin 160 mg/kg VCD uygulanan tiim gruplarda kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak ovaryum agirliklarinda azalma tespit edilmistir.
Sonuglarimiz literatiirde yer alan ¢alismalar arasinda VCD uygulamasinin ovaryum
agirhigr iizerine negatif etkisinin oldugunu gosteren calismalar1 destekler niteliktedir.
VCD uygulamasmin ovaryum agirliklart {izerindeki etkisi, gelisimin tiim
basamaklarinda folikiil sayisinda azalma ve dolayisiyla ovaryan doku hacmi ve
agirhiginda azalmaya neden oldugu seklinde diistiniilmektedir.

Calismamizda ciftlestirme protokolii uygulanan denekler haricindeki tim
denekler, Ostrus dongiilerinin Ostrus evresinde sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen
deneklerden elde edilen doku drneklerinden 5 pm kalinliginda sirali kesitler alindi.
Doku kesitleri H&E boyamasi ardindan histomorfolojik ve morfometrik olarak
degerlendirildi. Caligma kapsaminda, Ozellikle VCD uygulanan tiim gruplarda
ovaryum ylizeyini ¢evreleyen germinal epitelin algak kiibik epitelden yiiksek kiibik
epitele degiskenlik gosterdigi gozlemlendi. Bu veri, Gaytan ve ark. (2005)’nin
yaptiklar1 calismada da raporlanmis ve germinal epitel morfolojisinin dstrus dongiisii
evrelerinde lokal farkliliklar gosterdigi, epitelin altinda yer olan ovaryan kortekste
epitelin ¢evreledigi folikiilin gelisim basamagindan ya da korpus luteumdan
kaynaklanan morfolojik farkliliklar seklinde yorumlanmistir. Germinal epitelin
cevreledigi ovaryan kortekste lokal olarak folikiillerin bulunmamasi1 veya regrese
olmus korpus luteum varhiginda epitel morfolojisinin kiibik epitelden silindirik
epitele dogru degisim gosterdigi bildirilmistir (Gaytan ve ark., 2005). Calismamiz
kapsaminda, normal histomorfolojik degerlendirmede germinal epitelin altinda yer
alan primordiyal folikiillerin VCD uygulamas1 yapilan gruplarinda sayica azaldigi
verisine paralel olarak, germinal epitelin ¢evreledigi folikiil sayisinda azalma ile

epitel morfolojisinde degisim gozlemlendigi seklinde yorumlanmustir.
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Calismamizda gelisimin farkli basamaklarindaki folikiillerin prematiir
ovaryan yetmezligi grubunda normal ovaryan rezerv grubuna kiyasla sayica azaldigi
ve normal morfolojiye sahip folikiillerin yerini atretik folikiillerin aldig1 tespit
edilmistir. Primordiyal, unilamilar ve multilminar primer folikiil sayilarinin azaldigi
belirgin sekilde gozlemlenmistir. Atretik folikiillerde oosit-graniiloza hiicre baglanti
biitiinltigliniin bozuldugu, piknotik niikleuslu graniiloza hiicreleri, ooplazmanin
asidofili gosterdigi, oositin yapisal bozulma gostergesi olarak fragmantasyon ve
vakuolizasyon artig1 tespit edilmistir. Battiston ve ark. (2016) tarafindan yapilan
caligmada, intraperitoneal olarak 14 giin 160 mg/kg VCD uyguladiklar1 Sprague-
Dawley cinsi siganlarin ovaryum histomorfolojisinde, preantral folikiil ve korpus
luteum say1 ve hacimlerinde kontrol gruplarina kiyasla azalma gozlemlemisler.
Benzer ovaryan hipotrofi bulgularin1 dogal yaslanma grubu olarak ¢alismaya dahil
ettikleri eriskin kontrol deneklerinde (yaklagik 173 giinliik) de saptamalar1 nedeniyle
ovaryan fonksiyon kaybinin VCD ve dogal yaslanma grubunda benzer oldugu
seklinde yorumlamislardir (Battiston ve ark., 2017). Sahambi ve ark. (2008)
tarafindan yapilan c¢alismada, intraperitoneal olarak 5 giin 240mg/kg VCD
uyguladiklar1 C57BL6/J cinsi farelerde ve kontrol gruplarinda 16., 37., 57. ve 100.
giinlerde ovaryum histomorfolojisi degerlendirmesi sonucunda 16. giinde VCD
uyguladiklar1 grupta primordiyal, primer ve total folikiil sayisinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli oranda azalma tespit edilmistir. VCD uyguladiklar grupta 37. ve 57.
giinlerde gelisiminin tiim basamaklarindaki folikiilerin sayica azaldigi, ancak 100.
giinde antral folikiil sayismin kontrol grubu ile benzer oldugu gosterilmistir
(Sahambi ve ark., 2008). Bu verilere benzer sekilde, Cao ve ark. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismada, intraperitoneal olarak 15 giin 160 mg/kg VCD uyguladiklar: 10-
12 haftalik C57BL6/J cinsi farelerde VCD uygulamasi sonras1 20. giinde gelisimin
tiim basamaklarindaki folikiillerin sayica azaldig1 bildirilmistir (Cao ve ark., 2020).
Tiim bu veriler degerlendirildiginde calismamizda VCD uygulamasi sonrasinda
kontrol grubuna kiyasla histomorfolojik ve morfometrik olarak farkliliklar tespit
edilmis olup, literatiirde yer alan POI modeli olusturulan ¢alismalarin verileri ile

paralel olarak ¢calismamizda POI modelini olusturdugumuzu dogrulamaktadir.
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Calismamizda ovaryan rezervi degerlendirmek amaciyla kontrol ve deney
gruplarinda bakilan AMH diizeyleri deneyin 1. gilinlinde gruplar arasinda
kiyaslandiginda, AMH degerlerinin benzer oldugu ve 15 giin siire ile 160 mg/kg
VCD enjeksiyonu sonrasinda 15. giiniinde elde edilen serum ornekleri tiim gruplarda,
caligmanin 1. gilinii elde edilen serum Grneklerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik oldugu tespit edildi. Duo ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada,
intraperitoneal olarak 15 giin siireyle 80 mg/kg VCD uyguladiklar1 grup ve kontrol
grubu olarak intraperitoneal olarak 2,5 mL/kg susam yagi uyguladiklar1 Sprague-
Dawley cinsi sicanlarin serum E2, FSH, LH ve AMH konsantrasyonunu
degerlendirilmistir. VCD uyguladiklar1 grupta kontrol grubuna kiyasla serum E2 ve
AMH konsantrasyonunun anlamli olarak diistiigi, serum FSH ve LH
konsantrasyonunun anlamli olarak yiikseldigi tespit edilmistir. Bu veriler, VCD
uygulamasi ile sayica azalan primordiyal folikiiller, artan FSH ve LH
konsantrasyonun ve azalan E2 ve AMH konsantrasyonun yani sira AKT sinyalinin
inhibisyonu ve yiiksek apoptotik indeks ile POI sican modelinin tam olarak klinik
karakteristik ozellik yansittigt seklinde yorumlanmistir (Dou ve ark., 2022).
Calismamiz, literatiirde yer alan POI modeli olusturulan ¢aligmalarin serum AMH
konsantrasyon verileri ve primordiyal ve primer folikiil sayist verileri ile paralel
olmasinin yanisira olusturulan POI modelinin klinik karakteristikleri de yansittigini
dogrulamaktadir.

Calismamiz kapsaminda VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin
enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilen denekler ile VCD enjeksiyonu sonrasinda
intraovaryan PRP enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilen deneklerden elde edilen
ovaryum doku kesitleri ve serum AMH konsantrasyonu kiyaslanmistir. Gruplar
arasinda gelisimin farkli basamaklarindaki folikiillerin sayica birbirine benzer oldugu
ve serum AMH konsantrasyonlarmin deneyin 15 ve 50. giinlerinde istatistiksel
olarak benzer oldugu tespit edildi. Calismamizda PRP enjeksiyonu otolog
gerceklestirilmedi. PRP siispansiyonu erkek siganlardan elde edilerek tek basamakli
santrifiij sonrasinda 2,5 x 10° platelet/ul konsantrasyonda total hacim 10 ul olacak
sekilde, aktivator uygulamasi yapilmadan intraovaryan enjeksiyonu yapildi. PRP
eldesinde kullanilacak serum Ornegi, disi sicanlardaki hormon parametrelerinden

etkilenmemesi amaciyla erkek sigandan elde edildi.
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Ahmadian ve ark. (2020), calismamiza benzer sekilde, intraperitoneal olarak
14 giin 160 mg/kg VCD enjeksiyonu ile olusturduklar1 POI sican modelinde,
PRP’nin intraovaryan enjeksiyonu sonrasinda folikiiler gelisim ve anjiyogenez
iizerinde etkisini degerlendirmistir. Otolog olmayan disi si¢canlardan elde edilen PRP,
8.5x10°/ul ve 21.6x10%/ul platelet olacak sekilde iki farkli konsantrasyonda total
hacimi 10 pl olarak aktivatér uygulamasi yapilmadan intraovaryan enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. Intraovaryan PRP enjeksiyonu sonrasinda, VCD enjeksiyonuna
bagli olarak artan atretik folikiil sayisinin azaldigini ve normal morfolojiye sahip
folikiil sayinda artig1 tespit etmiglerdir. Calismamizda da mevcut olan POI+Salin
grubu Ahmadian ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada da PRP sham grubu
olarak tanimlanmistir ve tiim bulgular VCD enjeksiyonu grubu ile benzerdir
(Ahmadian ve ark., 2020). Calismamizda, Ahmadian ve ark. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismadan farkli olarak PRP sham grubu olarak olusturdugumuz POI+Salin
grubunda, POI grubuna kiyasla unilaminar ve multilaminer folikiillerin sayica artisi
goriildii. Bu artig, intraovaryan salin enjeksiyonu sonrasinda sican folikiiler
gelisiminde primordiyal folikiil aktivasyon siireci olan 30 giin ve iizeri siirenin
(McGee & Hsueh, 2000) calismamizda da enjeksiyonlar sonrasinda dikkate alinip,
deneyin ~65. giiniinde sakrifiye edilen deneklerden degerlendirmelerin yapilmasiyla
folikiiler aktivasyonun enjeksiyon kaynakli Hippo sinyal yolagi iizerinden olma
olasiligim1 diistindiirmiistiir. POI+Salin ve POI+PRP gruplarinda gelisimin farkli
basamaklarindaki folikiillerin benzer c¢ikmasmna ek olarak, PTEN ve pAKT
konsantrasyonunun da benzer olmasi, intraovaryan PRP enjeksiyonunun PTEN/PI3K
sinyal yolagina etkisinin olmadigini, ancak enjeksiyona bagli Hippo sinyal yolagi
tizerinden olma olasiligin1 destekler niteliktedir.

Diger bir ¢alismada ise, Vural ve ark. (2019), siklofosfamid enjeksiyonu ile
olusturduklart POI sigcan modelinde, adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok
hiicreler (MSC) ile PRP’nin birlikte intraovaryan enjeksiyonunun folikiiler gelisim,
serum hormon seviyeleri (E2 ve AMH) ile ovaryan hiicre rejenerasyonu {izerine
etkilerini degerlendirmistir. Otolog olmayan disi siganlardan iki basamakli santrifiij
sonras1 elde edilen PRP, intraovaryan enjeksiyon oncesinde kalsiyum kloriir ile
aktive edilmistir ve siispansiyon 6.2 x10° platelet/ ul konsantrasyondadir. Caligmada

kontrol grubu, POI+SF grubu, POI+PRP grubu, POI+MSC ve POI+MSC+PRP
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gruplart olmak {izere bes grup mevcuttur ve tiim denekler calismanin 8. haftasinda
sakrifiye edilerek degerlendirilmistir. Toplam folikiil sayisinin, POI+MSC+PRP,
POI+MSC ve POI+PRP gruplarinda; POI grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Ancak POI+MSC+PRP grubunda toplam folikiil sayisinin
POI+PRP grubundan sayica fazla oldugu ve serum E2 seviyesinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Serum AMH seviyesinin POI grubunda diger gruplardan anlaml
seviyede diisiik oldugu, diger gruplarin ise kendi arasinda benzer oldugu
bildirilmistir. Gelisimin farkli basamaklarinda olan folikiiler (primordiyal, primer,
sekonder, pre-antral, antral folikiil) sayica degerlendirildiginde; tiim gruplarda
gelisimin farkli basamaklarindaki folikiil sayilar1 benzer olarak bulunmustur (Vural,
Duruksu, Vural, Gorguc, & Karaoz, 2019). Vural ve ark. (2019) tarafindan yapilan
caligmada tiim denekler c¢aligmanin 8. haftasinda sakrifiye edilerek
degerlendirilmistir.  Calismamizda, POI+PRP ve POI+Salin  gruplarinda
sakrifikasyonlarin deneyin ~65. gilinlinde gergeklestirildigi ve POI grubunda
sakrifikasyonlarin deneyin 15. giiniinde gerceklestirildigi goz Oniine alindiginda,
sakrifikasyonlarin deneyin ~65. gilinlinde gergeklestirildigi ek bir POI grubumuzun
olmamasi ¢alismamizin bir limitasyonu olarak degerlendirilebilir. Ancak literatiirde
yer alan veriler géz oniine alindiginda, VCD uygulamasinin etkilerinin uzun siireli
olarak gelisimin farkli basamaklarindaki folikiillerde sayica azalma olarak gosterdigi
ve deneyin ~65. giiniinde sakrifikasyonlarin gerceklestirildigi ek bir POI grubuna
kiyasla POI+PRP ve POI+Salin gruplarinda folikiil sayilarinda daha anlamli sonuglar
elde edilebilecegini diisiindlirmektedir. Bununla birlikte, elde edilebilecek bu
sonuglarin, intraovaryan PRP veya intraovaryan salin enjeksiyonlarimin folikiiler
gelisim ve ovaryum hasarina kars1 koruyucu etkisi olarak yorumlamak yerine, VCD
uygulamasinin tamamlanmasina ragmen folikiil sayilarinda azalma yOniindeki
etkinligini devam ettirmesinden dolay1 olacag: diistiniilmektedir.

Diger bir calismada; Huang ve ark. (2019), siklofosfamid enjeksiyonu ile
olusturduklart POI sigan modelinde, graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF)
mobilize periferik kan mononiikleer hiicreleri (PMBCs) ile PRP’nin birlikte
intraovaryan enjeksiyonunun folikiiler gelisim, serum hormon seviyeleri (E2, FSH ve
AMH), folikiilogenez ve anjiyogenez iizerine etkilerini degerlendirmistir. Otolog

olmayan erkek sicanlardan iki basamakli santrifiij sonrasi elde edilen PRP,
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intraovaryan enjeksiyon Oncesinde 4x107 platelet/ 30ul konsantrasyonundadir.
Calismada, kontrol grubu, POI+PBS (sham) grubu, POI+PRP grubu, POI+ PMBCs
ve POI+ PMBCs +PRP gruplar1 olmak {izere bes grup mevcuttur ve denekler VCD
enjeksiyonlar1 sonrasinda 10. glinde sakrifiye edilerek degerlendirilmistir. POI+PBS
grubunda ovaryan voliim, serum E2 ve AMH seviyesinin kontrol grubuna oranla
anlamli olarak azalma, buna ek olarak serum FSH seviyesinde artis ve folikiiler
gelisimde duraksamalar tespit edilmistir. POI+PRP grubunda, POI+PBS grubuna
kiyasla gelisimin farkli basamaklarindaki folikiiller (primordiyal, primer, sekonder,
antral folikiil) sayica degerlendirildiginde, sadece primer folikiil sayisinda artis
gozlemlenmistir (Huang ve ark.,, 2019). Bu veriler POI+PBS grubunda,
enjeksiyonlarin folikiiler gelisim ve ovaryum hasarina karsi koruyucu etkisinin
olmadigi, ancak POI+PRP grubunda folikiiler aktivasyonu baglatarak primordiyal
folikiillerden primer folikiil asamasina ge¢isi indiikledigi seklinde yorumlanabilir.
Ancak c¢alismada deneklerin VCD enjeksiyonundan sonra 10. giinde sakrifiye edilip
degerlendirilmesi ve primordiyal folikiil aktivasyon siireci olan 30 giin ve iizeri
stirenin (McGee & Hsueh, 2000) ge¢cmemis olmast nedeniyle PRP enjeksiyonunun
bu etkinligi olusturmasi giigtiir. Calismamizda, Huang ve ark. (2019) tarafindan elde
edilen verilere paralel sekilde, antral folikiillerin (sekonder ve graaf folikiiller) sayis1
POI grubu, POI+Salin ve POI+PRP grubunda benzer olarak tespit edilmistir. Bu
veriler, intraovaryan PRP veya intraovaryan salin enjeksiyonlarinin antral
folikiillerin gelisimine etkisi olmadigin1 gdstermektedir. Buna ek olarak,
calismamizin POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH gruplarinda benzer sayida ve
diger gruplara kiyasla anlamli yiiksek graaf folikiil sayilarinin olmasi, PRP
enjeksiyonunun antral folikiil gelisimini desteklemedigini, ancak KOH uygulamasina
bagl antral folikiil sayisini artisina neden oldugunu gostermektedir.

Calismamiz kapsaminda VCD enjeksiyonu sonrasinda intraovaryan salin
enjeksiyonu sonrasi diizenli Ostrus dongiisiinden 4 hafta sonra kontrollii ovaryan
stimulasyon sonrasinda sakrifiye edilen denekler ile VCD enjeksiyonu sonrasinda
intraovaryan PRP enjeksiyonu sonrasi diizenli 6strus dongiistinden 4 hafta kontrollii
ovaryan stimulasyon sonrasinda sakrifiye edilen deneklerin elde edilen ovaryum
doku kesitleri kiyaslanmistir. Velez ve ark. (2022) tarafindan yapilan c¢aligmada,
intraperitoneal olarak 25 IU at koryonik gonadotropini (eCG) uyguladiklar1 grup ve
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kontrol grubu olarak intraperitoneal olarak susam yagi uyguladiklar1 Sprague-
Dawley cinsi sicanlarin siiperovulasyonunun folikiiler gelisim {iizerine etkisini
degerlendirmistir. eCG uyguladiklar1 grupta, kontrol grubuna kiyasla daha fazla
sayida primordiyal folikiil oldugunu, ancak diger basamaklardaki folikiil sayilarinin
benzer oldugunu bildirmistir (Velez ve ark., 2015). Buna ek olarak, eCG
uyguladiklar1 grupta, kontrol grubuna kiyasla daha az sayida atretik folikiil tespit
edilmistir. Ancak, Paixdo ve ark. (2016), intraperitoneal olarak 25 IU at koryonik
gonadotropini (eCG) uyguladiklar1 grup ve kontrol grubu olarak intraperitoneal
olarak  aycicek yag1 uyguladiklart  Sprague-Dawley cinsi  siganlarin
stiperovulasyonunun folikiiler gelisim iizerine etkisini degerlendirdigi ¢aligmalarinda
gelisimin tiim basamaklarindaki folikiillerin sayisinin gruplar arasinda benzer
oldugunu raporlamistir (Paixdo ve ark., 2016). Calismamizda; POI+PRP+KOH
grubunda, POI+Salin+KOH grubuna kiyasla primordiyal ve unilamilar primer folikiil
sayisinin  arttig1 tespit edilmistir. Bu verilere dayanarak, intraovaryan PRP
enjeksiyonu sonrasinda KOH protokolii uygulamasinda, intraovaryan PRP
enjeksiyonunun folikiiler gelisim hizin1 azalttigi yorumu yapilabilir. Cremonesi ve
ark. (2020) tarafindan yapilan c¢alismada, dogurgan Holstein-Friesian cinsi inegin
stiperovulasyondan 6nce otolog PRP'nin intraovaryan enjeksiyonunun gonadotropin
tedavisine yanit olarak gelisen folikiillerin sayisini ve elde edilen embriyo sayisin
artirtp arttiramayacagi degerlendirilmistir. Her inegin sag ovaryumu kontrol olarak
kullanilirken, sol ovaryuma iki basamakli santrifiij sonrast elde edilen, enjeksiyon
oncesinde 1 x10° platelet/ml konsantrasyonunda 5 ml PRP enjekte edilmistir. PRP
uygulamasint takiben siklusun 9. giiniinde siiperoviilasyon ve ardindan suni
tohumlama yapilmis ve ardindan sol ve sag uterus boynuzlar1 yikanarak embriyolar
ayr1 ayri toplanmigtir. Transrektal ultrason taramasi ile degerlendirilen ortalama
folikiil sayis1i, PRP tedavisinden dnce sag (kontrol) ve sol (tedavi edilen) ovaryum
arasinda (sirastyla 9,18 +1,35 vs 7,32 £1,67; p = 0,28) ve ayrica PRP enjeksiyonu
sonrasi 48. saatte (sirastyla 7,67 £2,52 vs 8,00 £2,00; p = 0,73) istatistiksel olarak
benzer oldugu tespit edilmistir. Kontrol (sag) ve PRP enjeksiyonu yapilan (sag)
ovaryum arasinda son gonadotropin enjeksiyonundaki ortalama folikiil sayist
(strastyla 11.33 £2.89 vs 20.00 +£9.17; p = 0.023) bakimindan istatistiksel anlamli bir
fark bulunmustur. Elde edilen embriyo sayist karsilastirildiginda, PRP ile tedavi
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edilen ovaryum tarafindaki boynuzda, kontrol ovaryumu tarafindaki boynuza kiyasla
(14.75 £ 5.92 vs 6.63 = 2.92; p < 0.05) anlaml1 oranda daha fazla sayida embriyo
gozlemlenmistir. Bu veriler, intraovaryan PRP enjeksiyonunun, siiperoviilasyonu
takiben biiyiik boyutlu folikiil sayisin1 ve olugan embriyo sayisini artirabilecegi
seklinde yorumlanmistir (Cremonesi, Bonfanti, Idda, & Anna, 2020). Caligmamizda,
POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH gruplarinda benzer sayida ve diger gruplara
kiyasla anlamli yiiksek graaf folikiil sayilarinin olmasi, PRP enjeksiyonunun antral
folikiil gelisimini desteklemedigini, ancak KOH uygulamasina bagli antral folikiil
sayisini arttirdigint gdstermektedir. Cremonesi ve ark. (2020) tarafindan yapilan
calismadan farkli olarak, POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH gruplarinda VCD
uygulamasinin tamamlanmasini takiben intaovaryan PRP veya intaovaryan salin
enjeksiyonu yapilmis olup, arkasindan ~ 35 giin sonrasinda (deneyin ~50. giinii)
KOH uygulamas1 gergeklestirilmistir. Buna ek olarak, Cremonesi ve ark. (2020)
tarafindan yapilan g¢alisma prematiir ovaryan yetmezligi olan denekleri
icermediginden, ¢aligmamizla dogrudan kiyaslamak giictiir. Cremonesi ve ark.
(2020) tarafindan yapilan ¢aligmada, PRP'nin etkisi ayn1 dongii i¢inde 6l¢iilmiistiir ve
bu kisa vadeli etki belki de matiirasyonu i¢in daha fazla zamana ihtiya¢ duyan
preantral folikiillerden ziyade antral folikiiller {izerinde daha fazla etkiye sahip
oldugunun gostergesi olabilir. PRP'nin antral folikiiller iizerindeki etkisi, FSH ve
LH'ye duyarlilig1 arttiran biiyiime faktorii ve sitokin iletimini hizlandirmasi yoluyla
olabilir.

Calismamizda deneklerden elde edilen ovaryum doku homojenatlar: folikiiler
aktivasyon belirteci PTEN ve pAKT konsantrasyonu bakimindan gruplar arasinda
kiyaslandi. VCD enjeksiyonu sonrasinda (POI grubu) kontrol grubuna kiyasla
yiiksek pAKT konsantrasyonu ve anlamli diisitk PTEN konsantrasyonu tespit edildi.
Diger gruplarda ise pAKT konsantrasyonu ve PTEN konsantrasyonunun benzer
oldugu belirlendi. Zhao ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada, intraperitoneal
olarak 20 giin 80 mg/kg VCD uyguladiklar1 grup ve kontrol grubu olarak
intraperitoneal olarak VCD uygulamasi ile ayni voliim susam yagi uyguladiklar
Sprague-Dawley cinsi siganlarin, ovaryum doku homojenatlarinda PI3K-AKT sinyal
yolag1 aktivasyonu degerlendirilmistir. VCD uyguladiklar1 gruptaki denekler ve

susam yagt uyguladiklar1 denekler arasinda PTEN ekspresyonunda anlamli
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farkliliklar tespit edilmezken, VCD uyguladiklar1 grupta kontrol grubuna kiyasla
pAKT ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli diisiis tespit edilmistir. Buna ek
olarak, VCD uygulamasinin pAKT ekspresyonunu onemli 6l¢iide inhibe etmesi ile
FOXO3a seviyesini diisiirdiigii ve ovaryan proapoptotik molekiillerden BAX, klivaj
kaspaz-3 ve PARP ekspresyonunu arttirdigin1 raporlamiglardir (Zhao & Wang,
2020). Benzer sekilde, Jiao ve ark. (2022) ¢aligmalarinda, intraperitoneal olarak 10
gin 80 mg/kg VCD uyguladiklar1 grup ve intraperitoneal olarak 10 giin salin
uyguladiklar1  kontrol grubu C57BL/6 J cinsi farelerde ovaryum doku
homojenatlarinda PI3K/AKT sinyal yolagi aktivasyonunu degerlendirmistir. VCD
uyguladiklar1 grupta kontrol grubuna kiyasla, cKit ve pAKT ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli diisiis ve ovaryan proapoptotik molekiillerden PARP,
BAX ve BAD ekspresyonunda artis tespit edilmistir (Jiao ve ark., 2022). Bu verilere
ek olarak, Duo ve ark. (2022) ¢aligmalarinda, intraperitoneal olarak 15 giin 80 mg/kg
VCD uyguladiklar1 grup ve kontrol grubu olarak intraperitoneal olarak 2,5 mL/kg
susam yagir uyguladiklar1 Sprague-Dawley cinsi sicanlarin, ovaryum doku
homojenatlarinda PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 aktivasyonunu degerlendirmistir.
VCD uyguladiklar1 grupta kontrol grubuna kiyasla pAKT ekspresyonunda ve
ovaryan antipoptotik molekiil Bcl-2 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli
diislis ve ovaryan proapoptotik molekiil klivaj kaspaz-3 ekspresyonunda artis tespit
edilmistir. Buna ek olarak, VCD uyguladiklar1 grupta graniiloza hiicrelerinin
ultrastriiktiirel degerlendirmesinde otofagozom sayisinin arttig1 ve otofaji ile iliskili
ATG7 ekspresyonunda artis gdézlemlenmistir. Bu veriler, VCD uygulamasinin
PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolag1 aktivasyonuna bagli graniiloza hiicrelerinde otofaji
artis1 nedeniyle folikiiler atrezi ile sonuglandigi seklinde yorumlanmistir (Dou ve
ark., 2022) . Calismamizda, POI+Salin grubu, POI+PRP grubu, POI+Salin+tKOH
grubu ve POI+PRP+KOH grubunda, pAKT konsantrasyonlarinin benzer oldugu,
kontrol grubuna kiyasla anlamli diigiik ancak POI grubuna kiyasla anlamli yiiksek
seviyede oldugu tespit edildi. Bu gruplarda, POI grubuna kiyasla pAKT
konsantrasyon artisinin intraovaryan PRP ve Salin uygulamasi sonrasinda benzer
olmasi, pAKT konsantrasyonunun intraovaryan PRP uygulamasindan bagimsiz
oldugunu, ancak tiim gruplarda intraovaryan enjeksiyon yapilmasindan dolay1

enjeksiyona bagli Hippo sinyal yolag: etkilesiminden olabilecegini diistindiirmustiir.
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Hsueh ve ark. (2015) tarafindan yapilan calismada folikiiler in vitro aktivasyon i¢in
kiiltiir ortamia PTEN inhibitorii ve PI3K aktivatorii kullanimi ve ek olarak ovaryan
fragmentler olusturulmas: ile Hippo yolagi iizerinden pAKT konsantrasyonunun
artis1 ve sonucunda preantral folikiillerin gelisiminin indiiklendigi bildirilmistir
(Hsueh, Kawamura, Cheng, & Fauser, 2015). Calismamizda, bu verilere paralel
POI+Salin grubu ve POI+PRP grubunda, POI grubuna kiyasla primer folikiillerin
sayica artis1 tespit edilmis olup, enjeksiyonlara bagli Hippo yolagi iizerinden
folikiiler gelisimin indiiklendigi diigiiniilmektedir.

Calismamizda intraperitoneal olarak 14 giin 160 mg/kg VCD enjeksiyonu ile
olusturdugumuz POI sican modelinde, PRP’nin intraovaryan enjeksiyonu sonrasinda
denekler ¢iftlestirmeye birakilmis ve dogum basina diisen yavru sayist
degerlendirilmistir. POI+Salin grubunda canli dogum elde edilemezken, POI+PRP,
POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH gruplarinda gebelik elde edilmesine karsin,
sonuglarin istatistiksel olarak kiyaslamasi Orneklem boyutlar1 kisitli olmasindan
dolay1 gergeklestirilemedi. Haas ve ark. (2007) tarafindan yapilan caligmada,
intraperitoneal olarak 160 mg/kg VCD uyguladiklar1 C57Bl/6 farelerinin; VCD
uygulamasinin tamamlandig1 (17. giin) ilk prodstrus evresi ile VCD uygulanmasini
takiben en az 20 giin sonrasinda ilk prodstrus evresinde ¢iftlestirme protokolil
uygulayarak gebelik sonuglarin1 degerlendirmistir. Kontrol grubu olarak uygulama
yapilmayan 14 denek ilk ciftlestirme denemesinde gebe kalirken, VCD
uygulamasinin tamamlandig1 (17. gilin) ilk prodstrus evresi ¢iftlestirme protokolil
uygulanan 14 denegin tamaminda vajinal tikag gozlemlenmis, 4 denegin gebe
kalmadigi, 10 denegin 5’inin ilk ciftlestirme protokoliinde, geri kalan 5’inin ise
ikinci ciftlestirme protokoliinde gebe kaldigi tespit edilmistir. VCD uygulanmasini
takiben en az 20 giin sonrasinda ilk prodstrus evresinde ¢iftlestirme protokolii
uygulanan deneklerin ise tamaminda vajinal tikag¢ gozlemlenirken, 8 denegin gebe
kalmadigi, sadece 1 denegin gebe kaldigi raporlanmistir. Bununla birlikte, VCD
uygulanmasini takiben en az 20 giin sonrasinda ilk prodstrus evresinde ciftlestirme
protokolii uygulanan deneklerde, kontrol ve VCD uygulamasinin tamamlandigi
(17.gilin) ilk prodstrus evresi ¢iftlestirme protokolii uygulanan deneklere kiyasla,
uygulanan c¢iftlestirme protokolil sayisina oranla gebelik yilizdesinde, vajinal tikag

sayisina oranla gebelikte ve genel gebelik oraninda azalma tespit edilmistir. VCD
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uygulanmasini takiben en az 20 giin sonrasinda ilk prodstrus evresinde ciftlestirme
protokolii uygulanan deneklerde diger deneklere oranla daha fazla sayida fetal
rezorpsiyon goézlemleseler de fetal agirliklarin tiim deneklerde benzer oldugunu
bildirmislerdir. Bu veriler, VCD uygulamasinin tamamlandigi (17. giin) ilk prodstrus
evresi ¢iftlestirme protokolii uygulanan deneklerin klinik olarak perimenapozal gegis
donemini temsil ettigi ve 10 denegin 5’inin ilk ¢iftlestirme protokoliinde, geri kalan
5’inin ise ikinci ¢iftlestirme protokoliinde gebe kalmasini perimenapozal gegis
doneminde gebelik eldesi igin gerekli siirenin arttig1 seklinde yorumlamiglardir. Buna
ek olarak, VCD uygulamasinin tamamlandigi (17. giin) ilk prodstrus evresi
ciftlestirme protokolii uygulanan 4 denekte vajinal tika¢ gdzlemlenmesine ragmen
gebelik eldesi gergeklesmemesi ile uzun ve diizensiz Ostrus evresine sahip olmalari
verilerini ise diger deneklerden daha hizli primordiyal folikiil kayiplarinin yaganmasi
ve perimenapozal gecis doneminin insanlardaki varyasyonlarinin deneklerde de
gozlemlendigi seklinde yorumlanmigtir. Kontrol ve VCD uygulanan gruplarda gebe
kalan denekler ile VCD uygulanan gruplarda gebe kalmayan hayvanlar
karsilagtirmak i¢in ovaryumlar: histolojik olarak degerlendirdiklerinde; tiim kontrol
deneklerinde her boyutta ¢ok sayida folikiil bulunurken, VCD uygulanan ve gebelik
elde edilen deneklerde yalnizca birkag antral folikiil goriildiigii, VCD uygulanan ve
gebelik elde edilmeyen deneklerde antral folikiil goriilmedigi bildirilmistir. Bu
sonucu destekler sekilde ve gebelik elde edilmeyen deneklerde ovaryum
agirliklarinin diger deneklerden diisiik oldugu ve ovaryum atrofisi gozlemlenmistir.
Implantasyon ve fetal gelisimin desteklenmesinde ©nemli olan korpus luteum
formasyonu denekler arasinda degerlendirildiginde, gebe olan kontrol grubu ve VCD
uygulanan deneklerde benzer oldugu, ancak VCD uygulanan ve gebe kalmayan
deneklerde korpus luteum gozlenmedigi bildirilmistir (Haas, Christian, & Hoyer,
2007). Ahmadian ve ark. (2020), intraperitoneal olarak 14 giin 160 mg/kg VCD
enjeksiyonu ile olusturduklar1 POI sican modelinde, PRP’nin intraovaryan
enjeksiyonu sonrasinda denekler ciftlestirmeye birakilmis ve dogum basina diisen
yavru sayist degerlendirilmistir. PRP enjeksiyonu sonrasi kontrol gruplari ile benzer
sayida dogum basina diisen yavru elde edilirken, VCD enjeksiyonu sonrasinda
anlamli olarak az sayida dogum basina diisen yavru sayisi raporlanmigstir. PRP sham

grubunda ise canli dogum elde edilememistir. Klinik olarak bakildiginda, POI sican
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modelinde intraovaryan PRP enjeksiyonu sonrasinda dogum oranlarinin arttig
seklinde yorumlanmistir (Ahmadian ve ark., 2020). Calismamiz POI+Salin grubunda
gebelik elde edilmemesi bakimindan Ahmadian ve. ark (2020) tarafinda yapilan
calisma ile benzer niteliktedir. POI+PRP, POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH
gruplarinda gebelik elde edilmesine karsin istatistiksel olarak kiyaslamasi 6rneklem
boyutlar1 kisith olmasindan dolay1 gergeklestirilemedi. Ancak ¢aligmamiz, Haas ve
ark. (2007)’nin gergeklestirdigi VCD uygulamasinin gebelik ve canli dogum {izerine
negatif etkisini gosterdigi ¢aligmanin verilerine paralel olarak sonuglandi. Bu verilere
ek olarak, Auwera ve ark. (2001)’'nin CBAxC57B1 cinsi farelerde intraperitoneal
olarak 5IU PMSG uygulamasi sonrasinda 5IU hCG ile ovulasyonu tetikledikleri
stiperovulasyon grubu ile kontrol grubunu embriyo gelisimi ve implantasyon oranlari
yoniinden kiyasladiklar1 ¢aligmada, siiperovulasyon grubunda embriyo gelisim orani
ve hizinin yavagladigi ve implantasyon oranlarimin distiigii bildirilmistir. Ayrica
kontrol grubuna kiyasla siiperovulasyon grubunda daha fazla sayida fetal rezorpsiyon
ve dogum basina diisen yavru sayisinda azalmay1 tespit etmislerdir (Van Der Auwera
& D’Hooghe, 2001). Calismamizda, POI+SalintKOH ve POI+PRP+KOH
gruplarinda  gebelik  oranlarinda  Orneklem  boyutlarindaki  kisitlamalarin
sebeplerinden biri de Auwera ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢aligma verilerine paralel
siiperovulasyona bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Plateletten zengin plazma (PRP) elde etmek icin tam kani islemenin birkag
farkli yolu oldugu ve ek olarak santrifiijlemenin hiz1 ve siiresi ile ayirma tekniginin
(mekanik veya elde tutulan pipetler kullanilarak) bir calismadan digerine degistigi
yapilan caligmalarda go6zlemlenmektedir. Ayrica PRP hazirlanma asamasinda
santrifiijiin mekanik stresiyle ya da sonra kimyasal olarak kalsiyum glukonat,
kalsiyum kloriir veya bir antikoagiilan ile aktive edilmesi caligmalar arasindaki
farkliliklar arasindadir. Calismalarda elde edilen veriler, intraovaryan PRP
enjeksiyonunun etkinlik siiresi ve etkisinin potansiyelize edilebilecegi ideal
zamanlamast hakkinda daha fazla kanit gerektirdiginden, sorgulanmaya devam
etmektedir. Yapilan calismalarin hicbirinin ele almadigr bir konu, tekrarlayan
intraovaryan PRP enjeksiyonun, tek bir enjeksiyona kiyasla daha iyi bir sonuca sahip
olup olamayacagidir. Plateletler tarafindan salinan biiylime faktorlerinin dokuda ¢ok

uzun siire kalma egiliminde olmadigimi ve bu nedenle hiicre iizerindeki etkiyi
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optimize etmek i¢in baska bir PRP dozu gerekebilecegini konusunda siipheler
mevcuttur. Ancak bu yaklasimda da ikinci hatta {iglincii doz intraovaryan PRP
enjeksiyonunun zamani heniiz belirlenmemistir. intraovaryan PRP enjeksiyonu ile
ilgili Onceki caligmalarda acgik¢ca degerlendirilmeyen diger bir konu ise bu
prosediirlerin olas1 yan etkileri ve riskleridir. Intraovaryan PRP enjeksiyonu
prosediiriiniin kendisinde minimal riskler vardir; ancak bu riskler literatiirde
bildirilmemistir. Vaskiiler yaralanmadan organ perforasyonuna, enfeksiyona, apse
olusumuna ve oosit dokusu nekrozuna kadar hepsi komplikasyonlar arasinda 6n
goriilebilir, ancak herhangi bir tedavi ile dogrudan iliskili olarak ortaya ¢iktiklarina
dair somut kanitlar mevcut degildir. Dikkate alinmasi gereken bir diger 6nemli teorik
endise, intraovaryan enjeksiyondan sonra ovaryumda yogun hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasi ortamindaki malignite potansiyelidir.

Calismanmiz “Infertilite sebeplerinden biri olan prematiir ovaryan yetmezligi
olgularinda, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon protokolii dncesinde intraovaryan
plateletten zengin plazma uygulamasi ovaryan folikiillerin aktivasyonunu saglar ve
dogum bagina diisen yavru sayisini arttirir” hipotezinden yola ¢ikarak, si¢anlarda
prematiir ovaryan yetmezligi modelinde KOH oOncesi intraovaryan PRP
uygulamasinin; PTEN/PI3K yolag: {izerinden folikiiler aktivasyon ve dogum basina
diisen yavru sayisi lizerindeki etkinliginin degerlendirildigi ilk caligmadir.

Sonu¢ olarak calismamizda, in vitro prematiir ovaryan yetmezligi sigan
modelinde, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon protokolii dncesinde intraovaryan
plateletten zengin plazma uygulamasimin ovaryan folikiillerin aktivasyonunu
PTEN/PI3K yolag: lizerinden saglamadigi ve gebelik iizerine etkisi olmadig: tespit

edilmistir.
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Hematoksilen-Eozin

Insan koryonik gonadotropini
Intraperitoneal

Intravendz

Proto-oncogene receptor tyrosine kinase
Proto-oncogene receptor tyrosine kinase liganti
Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon
Diisiik yogunluklu lipoprotein
Liiteinizan hormon

Mezenkimal kok hiicreler

Memeli rapamycin complex 1
Dogal yaslt model

Ovaryumlari1 alinmig

Fosforile AKT

Proliferating Cell Nuclear Antigen
Primordiyal germ hiicreleri
Fosfotidilinositol-3-kinaz

Periferik kan mononiikleer hiicreleri
Gebe Kisrak Serum Gonadotropini
Prematiir ovaryan yetmezligi
Plateletten zengin plazma

Fosfataz ve tensin homolog
Rekombinant LH

Subkiitan

Serum Fizyolojik
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SRY
TGF-B
Tscl
Tsc2:
VCD
WHO
YAP

Y kromozomundaki seks belirleyici bolge
Transforme edici biiyiime faktorii

The tumor suppressor tuberous sclerosis complex 1
The tumor suppressor tuberous sclerosis complex 2
4-vinilsikloheksen diepoksit

Diinya Saglik Orgiitii

Yes associated protein
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8. TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince, degerli bilgi ve deneyimleri ile egitimimi
saglayan Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali degerli Ogretim Uyelerinden tez danismanim Prof. Dr. Berrin AVCI'ya
tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 Baskani Prof. Dr. Ozhan EYIGOR, ve diger Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Semiha
ERSOY, Prof. Dr. F. Zehra MINBAY, Dr. Ogr. Uyesi Duygu GOK YURTSEVEN,
Uzm. Dr. Cihan CAKIR’a ve emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr. ilkin CAVUSOGLU
ve Prof. Dr. Zeynep KAHVECI’ye ve Sanko Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Sahin A. SIRMALI’ ya egitim
stirecimdeki tiim emeklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Ihtiyacim oldugunda yardimlarmni esirgemeyerek her zaman destek olan
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’ndaki tiim asistan arkadaslarima, ¢alisanlarina ve laboratuvar ¢alismalarimdaki
desteklerinden dolay1r Biyo. Ayse AKBAS’a ve 6zellikle tezimde biiyiikk emekleri
olan, ihtiyacim oldugunda her zaman destek olan Uzm. Dr. Cihan CAKIR ve yliksek
lisans 6grencisi Gizem KURT a tesekkiir ederim.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali Bagkam ve Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi Sorumlusu Prof. Dr. Giirkan
UNCU, Dog. Dr. Isil KASAPOGLU ve Dog. Dr. Kiper ASLAN’a basta olmak iizere
tiim ¢alisanlaria egitimim boyunca verdikleri emek ve desteklerden dolay1 tesekkiir
ederim.

Laboratuvar imkanlarini esirgemeyen ve tecriibeleriyle yol gosteren Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr.
Mehmet CANSEV’e tesekkiir ederim. Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Aysen CAKIR’a
desteklerinden ve emeklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Son olarak, beni yalniz birakmayan ve destegini higbir zaman esirgemeyen
aileme sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.
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9. 0ZGECMIS

Ik ve orta okul egitimini 2001
yilinda TED Kayseri Koleji’nde, lise egitimini 2006 yilinda Kiigiikcalik Anadolu
Lisesi’nde tamamladi. 2007- 2011 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik lisans egitimini tamamladi. 2013 yilindan itibaren Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda arastirma
gorevlisi olarak galigmaktadir. 2016 yilinda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisansin1 tamamladi. 2019 yilinda
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi’'nde Uremeye
Yardimer Tedavi (UYTE) Laboratuvar Uygulamalar1 Sertifikali Egitim Programi
egitimini tamamladi.
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