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OZET

Doksorubisin kaynakli ovaryum hasarinda adipoz kékenli mezenkimal kék hiicrelerin
PTEN/AKT/FOXO03a yolag ve follikiilogenez iizerine etkilerinin incelenmesi

Kemoterapik ajan olan doksorubisin (DOX) primordiyal folikiil havuzuna hasar vererek
over rezervinin azalmasina ve infertiliteye neden olmaktadir. Kanser tedavisi géren hastalarda
fertilitenin korunmasi i¢in kok hiicre uygulamalariyla ilgili bir¢ok calisma yapilmaktadir. Over
rezervinin korunmasini saglayan PTEN/AKT/FOXO03a yolaginin asir1 aktivasyonu over
rezervinin tiikkenmesine ve buna bagh olarak infertiliteye neden olmaktadir. Bu ¢alismada sican
over dokusunda doksorubisinin PTEN/AKT/FOX03a sinyal yolagi iizerine etkilerinin
incelenmesi ve tedavi amach verilen adipoz kékenli mezenkimal kok hiicrelerin (AKMKH) ayni
yolak iizerinde etkili olup olmadiginin arastirilmasi amaclandi. Calisma kapsaminda 23 adet disi
sican 3 gruba ayrildi; kontrol grubuna hicbir islem yapilmadi, DOX grubundaki deneklere 10
mg/kg DOX uygulandi, DOX+AKMKH grubundaki deneklere 10 mg/kg DOX verildikten bir giin
sonra 2x106 AKMKH uygulandi. Denekler 21 giin sonra sakrifiye edildi ve ovaryum dokulari
alindi. Ovaryum dokularindan seri kesitler alindi ve her besinci kesitteki folikiiller sayildi. Ayrica
AKT ve FOX03a primer antikorlariyla immiin isaretleme ve RT-PCR yapildi. Elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi. Viicut agirliginda ti¢ grup arasinda da istatistiksel olarak fark
gozlendi. Deney boyunca kontrol grubunda diizenli 6strus siklusu, DOX grubunda ise diizensiz
sikluslar goriildii. Kontrol grubu normal over histomorfolojisine sahipti. DOX grubunda
DOX+AKMKH grubundan daha az olmakla birlikte dejenere oosit ile grantiloza hiicrelerinde
apoptoz gozlendi. DOX grubunda primordiyal, primer, sekonder folikiillerin kontrole gore
azaldig atretik folikiillerin ise arttig1 bulundu. DOX+AKMKH grubunda ise sadece primordial ve
primer folikiillerde azalma gozlendi. Primordiyal folikiillerde FOX03a boyanmasi kontrol ve kok
hiicre grubunda niikleer, DOX grubunda ise sitoplazmikti. AKT boyanmasi ise kontrol ve
DOX+AKMKH grubunda sitoplazmik, DOX grubunda hem niikleer hem de sitoplazmikti. Hem AKT
hemde FOXO3a mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol ve DOX+AKMKH grubunda benzer iken DOX
grubunda azaldi. Sonuglardan yola ¢ikarak DOX'un PTEN/AKT/FOX03a yolagini aktive ettigi
AKMKH’lerin ise bu aktivasyonu bloke ettigi diisiintild{i.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, prematiir ovaryan yetmezlik, FOX03a, mezenkimal kok hiicre

Danisman: Prof. Dr. Ebru BALLI, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Tip Fakiiltesi, Mersin
Universitesi, Mersin.



ABSTRACT

Investigation of the effects of adipose derived mesenchymal stem cells on
PTEN/AKT/FOX03a pathway and folliculogenesis in doxorubicin-induced ovarian
damage

Doxorubicin (DOX), a chemotherapeutic agent, is known to induce dormant primordial
follicle pool depletion leading to a decrease in ovarian reserve and increase in infertility when
used. There are numerous studies on stem cell applications to preserve fertility in patients
undergoing cancer treatment. PTEN/AKT/FOX03a pathway is one of the main regulatory
pathway that ensures the protection of the ovarian reserve. Excessive activation of this pathway
leads to ovarian reserve depletion and, eventually, infertility. The aim of the present study was to
investigate the effects of doxorubicin on the PTEN/AKT/FOX03a signal pathway in rat ovaries
and also to determine whether adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSC) are effective on
the same pathway. Within the scope of the study, 23 female rats were divided into 3 groups;
Control rats were injected IP with saline, 10 mg/kg DOX was administered to the subjects in the
DOX group, and 2x106 ADSC was administered one day after 10 mg/kg DOX was given to the
subjects in the DOX+ADSC) group. Animals were sacrificed after 21 days and ovarian tissues
removed. Serial sections were taken from the ovarian tissues and the follicles in each fifth section
were counted. In addition, immunstaining and RT-PCR were performed with AKT and FOX03a
primary antibodies. The data obtained were evaluated statistically. A statistically significant
difference was observed between the three groups in body weight. Throughout the experiment,
regular oestrus cycles were observed in the control group and irregular cycles in the DOX group.
The control group had normal ovarian histomorphology. Although the DOX group is less than the
DOX+ADSC group, degenerated oocytes and apoptosis were observed in the granulosa cells. In
the DOX group, it was found that the number of primordial, primary and secondary follicles
decreased compared to control, while atretic follicles increased. In the DOX+ADSC group, there
was a decrase in the number of primordial and primary follicles, only. FOX03a staining of oocytes
in primordial follicles was found to be nuclear in both control and stem cell treated groups, but
cytoplasmic in DOX group. AKT staining was cytoplasmic in the control and stem cell treated
groups whereas it was found to be nuclear and cytoplasmic in DOX group. While mRNA
expression levels of AKT and FOXO3a were similar in the control and DOX + AKMKH groups, there
was seen a significant decrease in the DOX group. Based on our results, it was thought that DOX
activated the PTEN/AKT/FOXO03a pathway and ADSCs blocked this activation.

Keywords: Doxorubicin, premature ovarian insufficiency, FOX03a, mesenchymal stem cell

Advisor: Prof. Dr. Ebru BALLI, Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine,
Mersin University, Mersin.
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1. GIRIS

Disilerde gametlerin liretilmesi oogenez olarak adlandirilmaktadir. Oogenezin erken
evreleri fetal hayatta gerceklesir [1]. Oogonyumlarin bir kismi mitoz ile béliiniirken bir kismi da
mayoz boliinmeye girerek primer oositlere doniisiirler. Primer oositler tek katli yassi hiicreler ile
cevrilir ve primordiyal folikiil adin1 alir. Primordiyal folikiiller puberte doneminden baslayarak
olgunlasacaklar1 zamana kadar I. mayoz boliinmenin profaz evresinde kalirlar[1, 2]. Primordiyal
folikiil havuzundan bazi folikiiller puberteden menopoza kadar menstrual siklusta aktive olarak
sirasiyla primer, sekonder ve antral faza girmek icin gelismektedirler [3, 4].

Primordiyal folikiil havuzunun korunmasi i¢in fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ¢cok 6nemli
bir role sahiptir [5]. PI3K aktivitesi, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfatin (PIP2) fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfata (PIP3) doniismesine yol acar. PIP3, daha sonra fosfatidilinositol bagimli kinaz 1
(PDK1)'i ve bunu takiben protein kinaz B (AKT) aktivasyonunu saglar. AKT'nin ¢ekirdege
translokasyonu forkhead transkripsiyon faktorii 3a (FOX03a)'nin transkripsiyonel aktivitesini
bastirir. FOX03a ekspresyonunun bastirilmasi ile primordiyal folikiiller aktifleserek primer
folikiillere doniisiirler. Bu yol, fosfataz ve tensin homolog (PTEN) proteininin PIP3'ii PIP2'ye
defosforillemesi yoluyla inhibe edilir. PTEN enziminin bu yolu inhibe etmesiyle primordiyal
folikiiller uykuda kalmaya devam ederler [6]. PI3K yolaginin bastirilmasi veya hizlanmasi,
infertiliteye ve prematiir over yetmezligine (POF) neden olur. Bu yiizden bu yolak primordiyal
folikiillerin kaderini belirler [7]. PI3K/AKT yolaginin inhibitorleri olan PTEN ve FOXO03a'nin
rolleri birbirleri uyumludur. PTEN nakavt durumunda PI3K/AKT yolag: yapisal olarak aktive
olmakta ve dogumu takip eden haftalar icerisinde primordiyal folikiillerin aktivasyonu
gerceklesmektedir. Bu da POF’a neden olmaktadir. [8] Birgcok arastirma neoplastik ilag
tedavisinin, kadin hastalarda PTEN/AKT/FOX03a sinyal dengesini bozarak, POF'a ve infertiliteye
neden oldugunu bildirmistir [9].

Kanser hastaliginin sik goriilmesi ve yiiksek oranda 6liimlere yol agmasi, artan cevresel
kanser yapici etkenler nedeniyle giiniimiiziin 6nemli saglik sorunlarindan birisidir [10]. Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapik ajanlar bazi yan etkiler gostererek organ toksisitelerine
neden olabilir. Kemoterapik bir ajan olan doksorubisin (DOX) meme, mesane, tiroid, 16semi ve
over gibi kanserleri tedavi etmek icin kullanilan bir antrasiklindir. DOX, oksidatif stresi ve DNA
parcalanmasini indiikleyerek, farkli mekanizmalarla hiicre 6liimiine neden olur [11]. DOX'un
tedavi edilebilir yan etkilerinin yani sira bobrek ve barsaklarda apoptoz, gastrointestinal epitelde
hasar, pulmoner, hematolojik ve testikiiler toksisite gibi etkilere de sahip oldugu bildirilmistir
[12-14]. Ayrica DOX over rezervini olumsuz etkiler [15].D0X uygulamasi yapilan deneysel
calismalarda primordiyal folikiil havuzunun ciddi hasarlar gérerek, bu folikil sayilarinda 6nemli

kayiplar olustugu bildirilmistir [16]. Doksorubisinin primordiyal folikiillere verdigi bu hasarin



apoptozla mi yoksa PTEN/AKT/FOX03a yolag1 tlizerinden mi oldugu arastirmaya acik bir
konudur.

Mezenkimal koék hiicreler (MKH), kemik, kikirdak, kas, ligament, tendon ve yag doku gibi
mezenkimal dokulara farklanabilen ve bu dokularin yenilenmesine katkida bulunabilen
hematopoetik olmayan stromal hiicrelerdir. Giiniimiizde mezenkimal kok hiicreler birgok memeli
tliriinde yetiskin, yenidogan ve fetiise ait ¢esitli doku ve organlardan elde edilebilir [17]. MKH'ler
sistemik bir sekilde viicuda verildiginde hedef bolgeye yonelmekte ve yerlesmektedir. Viicut
icerisinde farklilasmasinin yani sira salgiladiklari uyarici veya engelleyici maddeler ile de
parakrin etki géstererek dlizenleyici ve tedavi edici etki yapmaktadir. Klinikte kullanimlar1 heniiz
yeni sayilsa da, farkli hayvan tiirlerinde gerceklestirilmis ¢ok sayida deney, MKH'lerin otolog ve
allojenik olarak bircok hastaligin tedavisinde kullanilabilir oldugu konusunda umut vericidir.

MKH’ler doku apoptozunu durdurarak doku iyilesmesinde énemli rol alirlar [17, 18].



2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Ovaryum

Disi i¢c lireme organlarindan biri olan ovaryumun iki ana islevi vardir: bunlardan biri
gametlerin iiretilmesi digeri ise endokrin hormonlari salgilamaktir [19]. Disilerde gametlerin
Uretilmesi oogenez olarak isimlendirilmektedir. Gelismekte olan gametlere oosit, olgun
gametlere ise ovum denilmektedir [1].

Ostrojen ve progesteron steroid hormonlari ovaryumlardan salinmaktadir. Ostrojenler,
genital organlarin biiylyiip olgunlasmasini saglar. Pubertede sekonder cinsiyet karekterlerinin
gelisiminden sorumludur. Progesteronlar, i¢ genital organlar:1 6zellikle uterusu gebelige, meme

bezlerini de laktasyona hazirlar [1].

2.1.1. Ovaryumun Yapisl

Yasla degismekle birlikte ovaryumlar 2 cm eninde, 3,5 cm boyunda ve 1 cm kalinliginda
yapilardir. Her ovaryum mezovaryum ile kalin ligamentin posteriyoruna, suspensor ligament ile
viicut duvarina, proper ovaryan ligament ile uterusa baglanir. Proper ligament gubernakulumun

bir kalintsidir ve hi¢ damar icermez [20].

2.1.2. Ovaryumun Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyonda belirlenir ancak gonadlarin erkek veya disi
morfolojik o6zellikleri 7. haftadan sonra goézlenir. Gonadlar mezonefrozun medialinde gonadal
kabarti denilen kolomik epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonuyla olusmus
uzunlamasina siskinlikler seklinde goriliir [21].

Insanlarda gametlerin embriyonik énciileri primordiyal germ hiicreleridir. Primordiyal
germ hiicreleri gelisimin erken evrelerinde yolk kesessinin duvarinda belirirler ve son bagirsagin
mezenteri boyunca ilerleyerek gonadal kabartilara go¢ ederler. Bu hiicrelerin bazilari hedeflerine
ulasamazken bazilar1 da ektopik bolgelere ulasir ve buralarda dejenere olurlar [22]. Primordiyal
germ hiicreleri gonadal kabartilara 5. haftada ulasir. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadal
kabartilara ulasmasindan hemen 6nce veya ulasmasi sirasinda gonadal kabartida kélomik epitel
alttaki mezensim icine dogru prolifere olur ve primitif cinsiyet kordonlarin1 olusturur. Bu
evredeki gonadlar farklanmamis gonad olarak isimlendirilir [21]. Primitif cinsiyet kordonlarinin
olusmasiyla farklanmamis gonadlar artik korteks ile medulladan olusmaktadir. Eger embriyo XX

kromozuna sahipse gonadin medullasi, XY kromozuna sahipse gonadin korteksi geriler [2].



Disi embriyolarda primitif cinsiyet kordonlar1 medullaya dogru uzanir ve rudimenter rete
ovariiyi olusturur. 7. haftada disi gonadin yiizey epiteli altindaki mezensime dogru ¢ogalarak
kortikal kordonlar adi verilen ikinci nesil kordonlari olusturur. Kortikal kordonlar biiytidiik¢e
primordiyal germ hiicreleri bunlara katilir [21]. Kortikal kordonlar, her biri kortikal kordondan
gelisen tek bir tabaka folikiiler hiicreler ile sarilmis bir oogonyum igeren primordiyal folikiiller
adi verilen izole hiicre kiimelerine ayrilir [2].

Fetal hayat boyunca oogonyumlar mitozla ¢ogalarak sayilarini artirirlar. Gonadlarda
intrauterin ikinci ayda yaklasik 600.000, besinci ayda 7 milyonun iizerinde oogonyum vardir.
Uciincii aydan baslayarak oogonyumlar birinci mayoz béliinmeye girmeye baglarlar ancak
boéliinme profazin diploten evresinde durur. Bu hiicreler artik primer oosit olarak isimlendirilir.
Dogumdan 6nce oogonyumlar primer oositlere doniisiir ancak primer oositlerin cogu atreziye
ugrayarak yok olurlar [23]. Yenidogan overinde yaklasik 700.000-2.000.000 primordiyal follikiil
bulunur. Bu say1 devam eden atreziler sebebiyle puberteye kadar 400.000’e diiser. Pubertede
hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her menstruel siklusta 5-15 primordiyal
follikiil gelismeye baslar. Ovulasyon asamasina kadar ilerleyen dominant follikiil disinda
gelismeye baslayan diger follikiiller atreziye ugrar. Bu sekilde atrezi disi tireme ¢ag1 boyunca
strer ve follikiill sayis1 menapoza kadar azalir ve ovaryumlarda hig¢ follikiil kalmadig1 zaman
menapoz gerceklesir. Puberteden menapoza kadar ancak 400-500 oosit ovulasyon ile atilir diger

tlim oositler atreziye ugrar [24].

2.1.3 Ovaryumun Histolojisi

Ovaryum, tek katli yassidan kiibik epitele kadar degiskenlik gdsteren germinal epitel ve
epitelin hemen altindaki tunika albuginea ad1 verilen diizensiz siki bag dokusu ile ¢cevrilmistir [25,
26]. Germinal epitel terimi yanls bir isimlendirmedir ¢iinkii bu hiicreler germ hiicrelerinin
kaynag1 degildir, peritonu 6rten modifiye mezotel hiicreleridir [27].

Ovaryumlar simnirlart tam olarak birbirinden ayirt edilemeyen korteks ve medulladan
olusmaktadir [28]. Korteks ovaryumun periferinde, tunika albugineanin altinda yer almaktadir
ve ovaryum folikiillerini igermektedir. Medulla ise ovaryumun merkezinde bulunmaktadir.

Medulla kan damarlary, sinirler ve lenfatik damarlari iceren gevsek bag dokusu yapisindadir [1].
2.1.3.1 Folikiil Gelisimi
Gelisim asamasina gore histolojik olarak 3 tip folikill bulunmaktadir: primordiyal

folikiiller, bliyiimekte olan folikiiller (primer folikiil ve sekonder folikiil), tersiyer folikiil ya da

Graaf folikul [1].



2.1.3.1.1. Primordiyal Folikiil

Fetal hayatta olusmaya baslayan primordiyal folikiller folikiil gelisiminin en erken
evresidir. Ureme c¢agindaki kadinlarda, primordiyal folikiiller yiizeysel kortekste dar bir bant
boyunca diizensiz olarak bulunur [29]. Primordiyal folikiil, mayoz boéliinmenin profaz I'inde
arreste ugramis bir primer oosit ve tek kath yassi folikiiler hiicre tabakasina sahiptir [22].
Folikiiler hiicrelerin dis yiizeyi bazal lamina ile sinirlandirilmistir. Primordiyal folikiil igerisindeki
primer oositin ¢ap1 yaklasik 30 pm’dir. Primer oosit dagilmis kromatin ve bir ya da daha fazla
niikleolus iceren eksantrik bir niikleusa sahiptir. Ayrica oositin ooplazma adi verilen sitoplazmasi
Golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun, mitokondrilerin ve
lizozomlarin birlikte olusturdugu Balbiani cisimcigini icermektedir [1].

Primordiyal folikiillerin toplam sayis1 embriyonik gelisim sirasinda belirlenir ve
primordiyal folikiiller ergenlik baslangicindan sonra gerceklesen aktivasyona kadar 1. mayoz
boliinmenin profaz evresinde uykuda kalir. Bu uykuda olan primordiyal folikiiller menopoza
kadar folikiil rezervi (over rezervi) gorevi goriir. Folikil rezervi bir disinin lireme yasaminin
uzunlugunu tanmimlar [9]. Genetik kalitim, kemoterapi, patolojik hastaliklar, farmakolojik,
radyolojik ve cerrahi miidahaleler gibi durumlar folikiil rezervini etkileyebilir [29]. Over
rezervini olusturan primordiyal folikiillerin anormal gelisimi, prematiir over yetmezligine veya
erken menopoz baslangici gibi anormal kosullara yol agabilir [30]. Primordiyal folikiil
havuzundan baz folikiiller puberteden menopoza kadar menstrual siklusta aktive olarak
sirasiyla primer, sekonder ve antral faza girmek icin gelismektedirler [9]. Primordiyal folikiilden
primer folikiile gecis geri doniisii olmayan bir stirectir. Olgunlasmaya baslayan folikiil atrezi veya

ovulasyona kadar bliyiimeye devam eder [30].

2.1.3.1.2. Primer Folikiil

Hipofiz gonadotropinlerine yanit olarak primordiyal folikiiller folikiillogenez siirecine
girerler [31]. Yass1 folikiler hiicreleri prolifere olmaya baslar, hiicreler kiibik hale gelir ve
graniiloza hiicrelerine doniisiir. Graniiloza hiicrelerinin kiibik hale geldigi bu asamada folikiile
tek kathi (unilaminar) primer folikil denir [23, 30]. Graniiloza hiicreleri ¢ogalmay siirdiiriir ve
¢ok kath graniiloza tabakasini olusturur. Bu tabakadaki hiicreler gap junctionlar araciligiyla
iletisim kurar. Bu asamadaki folikiile ¢cok katli (multilaminar) primer folikil denir [23]. Oosit
biiytidiikce oosit ve graniiloza tabakasi arasinda glikoprotein yapisinda zona pellusida (ZP)
gorilir [22]. ZP dort glikoproteinden olusmustur. ZP1 glikoproteini tabakanin yapisal
biitiinligiinii saglayarak ZP'ye ii¢c boyutlu yap1 kazandirir. ZP2’'nin sekonder sperm baglanma

proteini olarak islev gordiigl diisiiniilmektedir[32]. Fertilizasyon sirasinda ZP3 sperm baglanma



reseptorii olarak islev gorir [33]. ZP4’lin akrozom reksiyonundan sonra spermin oosite
baglanmasini sagladigl diisiinilmektedir ancak yapilan ¢alismalar ZP4’iin primer sperm
reseptorii olmadigl ve sperm oosit etkilesimi sirasinda ZP3 gibi etkin rolii bulunmadigini
gostermektedir [34].

Grantiloza hiicreleri cogalinca graniiloza hiicreleri ¢evresinde bulunan stromal hiicreler
bazal laminanin disinda teka folikiiliyi olusturmak tizere farklilasirlar. Teka folikiili teka interna
ve teka eksterna olarak iki tabakadan olusur [1]. Teka interna tabakasi graniiloza hiicrelerine
yakin yerlesimlidir. Bu tabaka damardan zengindir, hiicreleri luteinlestirici hormon (LH)
reseptoriine sahiptir ve LH'ye yanit olarak folikiiler biiyiime ve gelisme i¢in gerekli olan estradiol-
178 sentezlerler [1, 31]. Teka eksterna teka internayi ¢evreleyen fibroblastlarin olusturdugu
katmandir. Teka interna ile eksterna arasindaki sinir belirgin degildir. Buna ragmen teka folikdili
ve graniiloza arasindaki sinir aralarindaki bazal membran bulunmasindan ve hiicrelerin

morfolojilerinin farkli olmasindan dolay1 belirgindir [23].

2.1.3.1.3. Sekonder Folikiil

Multilaminar primer folikiilde grantiloza tabakasi 8-12 hiicre tabakasi kalinligina ulasinca
hiicreler arasinda sivi ile dolu diizensiz bosluklar olusmaya baslar. Bu folikiile sekonder (antral)
folikiil denir. Sivi dolu bosluklar birbiriyle birleserek antrum adi verilen tek biiytik bir bosluk
olusur [35]. Antrumun icerisinde bulunan folikiil sivis1 hiyaluronan, steroidler, biiyiime faktorleri
ve gonadotropinlerce zengindir [36]. Yaklasik 125 pm capina ulasan oositin biiyiimesi graniiloza
hiicreleri tarafindan folikil sivisina salgilanan oosit maturasyon inhibitérii (OMI) tarafindan
baskilanir [1].

Antrum olusurken grantiloza hiicre katmaninda yer alan bazi hiicreler folikiil duvarinda
belirli bir yerde birikerek bir tepecik olustururlar; antruma dogru uzanan bu yapiya kumulus
ooforus adi verilir. Bir grup graniiloza hiicresi oositi ¢evreler ve korona radiatay1 olusturur. Bu
graniiloza hiicreleri oositin atilmasi sirasinda oosite eslik eder [23].

Sekonder folikiil asamasinda folikiillerin ¢cogu atretik dejenerasyona ugrarken, birkaci

daha da biiyiir ve siklik gonadotropin stimiilasyonu altinda preoviilatér asamaya ulasir [3].

2.1.3.1.4. Tersiyer Folikiil

Graaf folikiilii olarak da bilinen tersiyer folikiiliin cap1 yaklasik 1,5-2,5 cm'’dir, oosit ise
yaklasik 150 pm capinda olup maksimum hacmine ulasmis durumdadir. Tersiyer folikiil ovaryum
korteksini kalinliginca kapsar ve ovaryumun yilizeyinden disart dogru c¢ikinti yapar. Tunika

albuginea ile teka eksternanin temas noktasi olan stigmada yiizey incelmistir [27]. Bu dénemde



folikiil maksimum hacmine ulasirken graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir ve
graniilozum tabakasi incelir. Graniiloza hiicreleri arasindaki bosluk genisledikce kumulus
ooforus ile grantiloza hiicreleri gevser ve ovulasyona hazirlanilir [1]. Ovulasyondan 6nce primer
oosit mayoz boliinmesine devam eder ve sekonder oosit ile birinci polar cisim olusur. Olusan
sekonder oosit fertilizasyona kadar ikinci mayoz b6liinmenin metafazinda kalir. LH'1n ani artisi
ovulasyondan 6nce bu mayoz boliinmeyi uyarir ve folikiiliin riiptiiriine neden olur. Ovulasyonla
atilan sekonder oosit tuba uterinaya gecerken ovaryumda kalan graniiloza ve teka hiicreleri

korpus luteumu olusturarak progesteron tiretirler [1, 27].

2.2. PTEN/AKT/FOXO03a Sinyal Yolag1

Primordiyal folikiil olusumu insanlarda gebelik sirasinda ve kemirgenlerde dogumdan
sonra ortaya cikar [37]. Her biri tek bir oosit ve onu ¢cevreleyen somatik graniiloza hiicrelerinden
olusan primordiyal folikiiller, yasamin erken dénemlerinde olusurken korunmasi ve verimli
kullanilmas1 gereken sinirli bir kaynagi temsil eder [38]. Olusan primordiyal folikiillerin
cogunlugu uyku halinde kalirken, bir kismi ergenlikle birlikte dinlenme folikiil rezervuarindan
biiyliyen folikiil havuzuna alinir. Bu fenomen primordiyal folikiil aktivasyonu olarak
tanimlanmistir ve olgun oositlerin gelisimi icin gerekli bir 6n kosul olarak tiim memeli tiirlerinde
tireme Omriiniin kritik bir belirleyicisidir [39, 40].

Primordiyal folikiil aktivasyonu, primordiyal folikiillerin olgunlasmasini baslatmak i¢in
stirekli olarak kullanildig geri déniisiimsiiz bir stirectir [39]. Bu islemin geri dondiiriilemez olusu
ve primordiyal folikiillerin sinirli sayida tretilmesi folikiil aktivasyonunun siki bir sekilde
diizenlenmesini gerektirir. Bu nedenle, primordiyal folikiil aktivasyonunu diizenleyen
molekiillerin iyi tanimlanmis olmas1 kritik ©neme sahiptir. Primordiyal folikiillerin
aktivasyonunu baskilayarak uyku halinde kalmasini saglayan molekiiller, fosfataz ve tensin
homolog (Phosphatase and tensin homolog-PTEN), tuberoz skleroz 1 (tuberous sclerosis-Tsc1) -
Tsc2 kompleksi, Forkhead box proteini 3a (FOX03a), p27, anti-Miillerian hormon (AMH) ve FoxI2
molekiilleridir. Bu molekiillerin yoklugunda primordiyal folikiillerin hizla aktivasyonu
gerceklesir. Zamanindan o6nce folikiilerin aktivasyonu primordiyal folikill havuzunun
tiilkenmesine neden olur [41].

Primordiyal folikiil aktivasyonu i¢in bir¢ok faktoér gereklidir [42]. Kit ligand (KL), 16semi
inhibitor faktorii (leukemia inhibitor factor-LIF), kemik morfogenetik proteinler (bone
morphogenetic factors-BMP), keratinosit biliyiime faktoérii (keratinocyte growth factor-KGF),
temel fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor-bFGF) ve instilin biiyiime faktorti
(insulin growth factor-IGF) gibi lokal olarak iiretilen biliytime faktorleri, primordiyal folikiiliin

primer folikiil haline doénlsimiine yardimci olmaktadirlar [4]. Bu biliyiime faktorleri,



PTEN/AKT/FOXO03a yolagini etkiler ve primordiyal folikiiliin aktivasyonunu saglayarak primer
folikiile doniistimiine yardimci olurlar [3].

Primordiyal folikiil havuzunun korunmasi i¢in fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) 6nemli bir
role sahiptir. Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), plazma membraninda bulunan inositol
fosfolipidlerinin inositol halkasindaki 3’OH grubunu fosforile eden bir lipid kinazdir [5]. Bu enzim
plazma membraninda ikincil mesajc  olan fosfatidilinositol-4,5-bifosfatin  (PIP2)
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (PIP3) donistiiriilmesini katalize eder. Artan PIP3
fosfatidilinositol bagimli kinaz 1 (PDK1) aktivasyonu ve devaminda protein kinaz B (AKT)’nin
fosforilasyon yoluyla aktivasyonuna yol acar [43]. Aktive edilmis, fosforile AKT, glikojen sentaz
kinaz 3 (Gsk3), Tsc2 ve FOXO dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli dogrudan hiicre i¢ci hedefleri fosforile
eder (en az 20 Akt substrati tanimlanmistir) [44, 45]. AKT’1n cekirdege translokasyonu FOX03a
hiperfosforilasyonuna bu da FOX03a’nin sitoplazmaya translokasyonuna yol agar. Sonug olarak
primordiyal folikiil aktivasyonu gergeklesir. PTEN ise, 3’ fosfatin PIP3'ten ayrilmasi ve boylece
AKT'in baskilanmasi ile giiclii bir PI3K antagonisti olarak islev gormektedir [46]. PTEN enziminin
bu yolu inhibe etmesiyle primordiyal folikiiller uykuda kalmaya devam eder [6]. Biiylime
farklilasma faktorii 9 (GDF9) promotoriiniin kontrolii altinda Cre rekombinaz eksprese eden
transgenik fareler kullanilarak yapilan bir calismada PTEN geninin oosit spesifik silinmesi ile
PI3K sinyallemesinin asir1 aktivasyonunun, primordiyal folikiillerin tiim havuzunun erken
aktivasyonuna ve bunun sonucunda erken dénemde sayica azalmaya yol acti1 gézlemlenmistir
[8]. Bununla birlikte, PTEN geni, ZP3 promotor aracili Cre rekombinazi eksprese eden transgenik
farelerde primer ve daha gelismis folikiillerin oositlerinden kosullu olarak silindiginde, folikiler
gelisimin degismemis oldugu ve oosit olgunlasmasinin da normal oldugu bulunmustur. Sonug
olarak oositlerde PI3K sinyallemesinin asir1 aktivasyonunun biiyiiyen folikillerin gelisimini
etkilemedigi ve PTEN/PI3K sinyallemesinin sadece primordiyal folikiiler aktivasyonu kontrol
eden bir fonksiyonu oldugu ileri stiriilmtstiir [47]. Yine de, ¢ogu deneysel sistemde PI3K-PTEN-
AKT sinyallesmesinin biyolojik etkilerine aracilik etmede ilgili substratlarin katkilarini tam
olarak tanimlamak incelenen sistemin karmasikligi sebebiyle giictiir.

FOXO ailesi, hiicre proliferasyonu, apoptoz, stres direnci, farklilasma ve metabolizma gibi
cesitli siireclere katildig1 bilinmektedir [48]. FOX01, FOX03 VE FOX04 cogu dokuda yiliksek
oranda eksprese edilip kismen ortiisen fonksiyonlar1 paylasirken, FOX06 ekspresyonu beyinle
sinirlandirilmis gibi goriinmektedir. Farkh stireclere katilimlariyla tutarh olarak, Foxo ailesi
tiyeleri fosforilasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon dahil c¢esitli mekanizmalar tarafindan
diizenlenmektedir [49]. Ozellikle forkhead transkripsiyon faktérii FOX03'iin, primordiyal folikiil
aktivasyonunun ana diizenleyicisi ve baskilayicisi oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [50].
Foxo3 nakavt farelerinde, primordiyal folikiiller normal yolla olusur ancak hemen global

aktivasyona ugrar ve bu da belirgin over hiperplazisi, folikiil tiikenmesi, prematiir over yetmezligi



ve infertilite sendromu ile sonuglanir [51, 52]. Oositler icinde FOX03a, niikleositoplazmik mekik
ile diizenlenir, esas olarak primordiyal folikiil olusumu sirasinda niikleusa alinarak primordiyal
folikiillerin uyku halinde kalmasimi saglar. Folikiil aktivasyonu sirasinda ise sitoplazmaya
translokasyonu gerceklesir. Oositlerde FOX03a, overe 6zgii mekanizmalar etkileyerek folikiiler
biiylimenin baslamas lizerinde baskilayici bir etkiye sahip olabilir [52]. Liu ve arkadaslari, fare
oositlerinde aktif bir FOXO3a formunun ekspresyonunun sadece oosit biiylimesini ve folikiiler
gelisimi geciktirmekle kalmadigl, ayn1 zamanda transgenik farelerde infertiliteye neden olan,
saglikli folikiillerin anoviilasyonuna ve luteinizasyonuna da yol actigin1 gostermistir [53]. Ancak,
bu bulgularin aksine Pelosi ve arkadaslari, rodentlerde yapisal olarak aktif FOX03'in asir
ekspresyonunun, over rezervini ve lireme kapasitesini arttirdigini géstermistir [54]. Bununla
birlikte, FOX03'lin primordiyal folikiil aktivasyonunun diizenlenmesi ve baskilanmasindaki rolii
ile ilgili bircok temel soru cevaplanmamigtir. Ornegin, FOX03'iin oosit bilyiimesini tetikleme
kararim1 aktif olarak kontrol eden bir mekanizmanin pargasi olup olmadigi veya Foxo3
mutasyonunun, daha dolayll bir yolla folikiill aktivasyonunu destekleyip desteklemedigi
bilinmemektedir.

Sonug¢ olarak PTEN/AKT/FOX03a yolag1 primordiyal folikiillerin gelisimsel seyrinin
belirlenmesinde kritik rol oynar. Bu yolagin asir1 aktivasyonu fazla sayida primordiyal folikiiltin
aktivasyonuna neden olur. Primordiyal folikiillerin asir1 aktivasyonu ise over rezervinin

tiilkenmesine ve buna bagl olarak prematiir ovaryan yetmezlige yol acar [7, 47].

2.3. Prematiir Over Yetmezligi

Prematiir over yetmezligi (POF), hipodstrojenizm, oligomenore, amenore, subfertilite ve
infertilite ile iliskili olarak gonadlarda rezidiiel folikiil kaybina yol agan over disfonksiyonu ile
karakterize bir hastaliktir [55]. Primer amenore olan kadinlar arasinda POF siklig1 % 10-28 iken
sekonder amenore olanlarda bu oran % 4-18'dir. Primer over yetmezligi olarak da bilinen bu
bozukluk son derece karmasik bir hastaliktir. Prevalansi 35 yasin altindaki 250 kadindan biri ve
40 yasin altindaki 100 kadindan biri seklindedir [56]. POF icin uygun tani kriterleri heniiz mevcut
degildir; bununla birlikte, en az 4 ay boyunca oligomenore veya amenore ve 40 yasin altindaki
kadinlarda 4 haftalik araliklarla iki defada 25-40 IU/L'yi asan kalic1 olarak artmis folikiil uyarici
hormon (FSH) diizeyleri ile klinik olarak tanimlanmaktadir [57].

POF'un kokenindeki olast mekanizmalar: (a) baslangicta yetersiz primordiyal folikiil
havuzu olmasi; (b) hizlandirilmis bir folikiiler atrezi siireci; veya (c) primordiyal folikiillerin
anormal matiirasyonu olarak siniflandirilabilir [8]. POF nedeni heniiz tam olarak aydinlatilmamis
olmasina ragmen, bu patogenezin tanimlandig1 vakalarin cogunda, primordiyal folikiiler havuzun

hacminde dramatik bir azalma goriiliir [58]. Bu tiir mekanizmalar: aktive edebilecek etiyolojik



nedenler oldukca heterojendir ve nedeni ¢ogunlukla idiyopatiktir, ancak fragile x mental
retardasyon (FMR1) genindeki premutasyonlar, X-kromozomunda delesyon anomalileri ve tek
gen mutasyonu dahil olmak iizere genetik faktorler tanimlanmistir [59]. Ek olarak otoimmiin
poliglandiiler sendrom gibi otoimmiin bozukluklar ve kemoterapi, radyasyon tedavisi ve over
cerrahisi gibi iyatrojenik faktorler bilinen diger nedenlerdir. Su anda, tim POF formlarinin
yaklasik % 25'i iyatrojenik olarak siniflandirilabilir ve kanser tedavisi ile iliskilidir [60, 61].

Son zamanlarda, kemoterapi sonrasi olusan POF, antikanser tedavisinin, infertilite ve
dejeneratif saglik problemleri riskini arttiran major ve uzun vadeli olumsuz etkisi olarak ortaya
cikmaktadir [48]. Kemoterapiye bu tiir yanitlar, 6zellikle gen¢ kadinlarda 6nemli bir sorundur,
¢linkii over rezervinin kaybi infertilite riski ile yakindan iligkilidir. Antikanser ilaglarin over
toksisitesine yol acmada uyguladigi kesin mekanizma tam olarak belirlenmemistir ve ilacin tipine
ve test edilen hiicre tipine bagl oldugu bilinmektedir [62, 63]. Cogu antikanser ilacinin stroma ve
granuloza hiicrelerini, apoptoz yoluyla etkiledigi, oositlerin ise bu toksisiteden, onlari cevreleyen

stroma ve granuloza hiicreleri yoluyla dolayli bir sekilde etkilendigi diisiiniilmektedir.

2.4. Doksorubisin

Kanser anormal hiicre biliyiimesi ve cogalmasi ile ortaya ¢ikan diinya capinda énde gelen
0liim nedenlerinden biri olan karmasik bir hastaliktir. [64, 65]. Kanser tedavisinde kemoterapi,
cerrahi yontemler ve radyoterapiye ek olarak hormon terapisi, gen terapisi ve hedeflenmis
terapiler gibi yontemler de kullanilmaya baslanmistir [64]. Kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi en basarili terapoétik stratejilerden biridir. Kemoterapotik ajanlarin etkinligi, cesitli
kanser tiirlerine sahip hastalarin hayatta kalma oranlarinda biiytik bir artisa yol agcmistir[66].

Kemoterapotik bir ajan olan doksorubisin (DOX), diger adiyla adriamisin, cesitli kanser
tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir [67, 68]. Bu ila¢ antrasiklin antibiyotik ailesine
aittir [69]. DOX en sik mesane, meme, mide, akciger, over, tiroid ve Hodgkin lenfoma kanserlerini

tedavi etmek icin kullanilir [70].

2.4.1. Doksorubisin Yapisi

Antrasiklin molekiild, tetrasiklik cekirdek ile bu ¢ekirdege glikosidik bir bag ile bagh
aminosekerden (daunosamin) olusmaktadir. ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik cekirdektir.
Antrasiklin grubunun tiim liyelerinde tetrasiklik halkaya komsu hidrokinon ve kinon gruplari
bulunmaktadir [71]. Bu gruplar elektron alma ve verme islevi goriir. Daunorubisin molekiiltinde
bulunan 14. karbona hidroksil grubu eklenerek doksorubisin meydana gelmektedir (Sekil 2.1)
[72].
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Sekil 2.1: Doksorubisinin molekiiler yapisi [73].

2.4.2. Doksorubisinin Tarihgesi

DOX’un tarihc¢esi 1950'lere kadar uzanir. Toprak bazli mikroorganizmalardan antikanser
bilesikleri arayis1 1950'lerde baslamistir [70]. 13. ylizyi1ldan kalma bir kale olan Castel del Monte
civarindan elde edilen bir toprak numunesinden parlak kirmizi bir pigment ilireten yeni bir
Streptomyces peucetius susu izole edildi [74]. Bu bakteriden fare tlimoérlerine karsi iyi etkinlige
sahip oldugu bulunan kirmiz renkli bir antibiyotik iiretildi. Yeni bilesik, daunorubisin olarak
adlandirildi [70]. Bu ad Italya’da bu antibiyotigin kesfedildigi bolgede yasamis bir kabile olan
Dauni ile antibiyotigin renginin Fransizcasi olan rubis sézctigliniin birlestirilmesi ile tiiretilmistir
[74]. Kesfedilen bu ila¢ akut l6semi ve lenfoma tedavisinde basariyla kullamilmistir [70]. Daha
sonra yeni basarili antineoplastik ajanlar1t kesfetmek amaciyla yapilan arastirmalarda
Streptomyces peucetius’da genetik degisiklikler yapildi ve bu yeni sus bakterilerin daunorubisin-
iligkili bilesik olan adriamisin (bu isim daha sonra DOX olarak degistirildi) iirettigi kesfedilmistir
[70, 75]. Gliniimiizde ticari olarak 6nemli miktarda DOX elde etmek icin bu ila¢ esas olarak

Streptomyces peucetius ATCC 27952'den izole edilmektedir [76].

2.4.3. Doksorubisinin Farmakokinetigi

DOX gastrointestinal sistemde absorbe edilemedigi icin intravendz olarak uygulanir [77].
Intravenoz enjeksiyondan sonra DOX plazma proteinlerine baglanarak dokulara dagilir. Dokular
tarafindan hizl bir sekilde alindig1 icin plazmada konsantrasyonu hizh bir sekilde diiser. DOX
kan-beyin bariyerini gecemez ve bu nedenle merkezi sinir sistemindeki tiimorlere etki etmez
[78]. Dokulara fazla baglanip, baglandig1 dokulardan yavas salindigindan viicutta kalis siiresi ve
etkisi uzun siirer [77]. Enjeksiyondan 30 dakika sonra DOX'un kanda konsantrasyonu %50

oraninda azalir ancak konsantrasyonu etkin seviyede devam eder [79].
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DOX karacigerde hidroliz, demetilasyon, glukuronidasyon gibi bir dizi reaksiyona girer
[69]. Ilacin biiyiik bir kismi safradan doksorubisinol ve daunorubisinol olarak atilir [80]. DOX esas
olarak karacigerden safra yoluyla atilmasina ragmen bobreklerle (% 3-10) ve diskiyla da (% 40-
50) atilir. flacin diskiyla atilan kismi degismemis ila¢ seklindedir. Bébreklerden atilimi ilag
uygulandiktan 1-2 giin sonra gerceklesir. ilacin atihmi esnasinda idrar gecici bir siire icin

kirmiziya boyanir ancak bunun klinik bir 6nemi yoktur [81].

2.4.4. Doksorubisinin Etki Mekanizmasi

DOX'un etki mekanizmasi hala tam anlamiyla anlasiimamis olmakla beraber
interlokasyon yoluyla DNA'nin ¢ift sarmal yapisi ile etkilesime girdigi disiiniilmektedir [82].
Interlokasyon DNA fonksiyonunu ve RNA polimerazin (DNA replikasyonu ve RNA
transkripsiyonu) fonksiyonunu inhibe ettiginden DOX hiicre béliinmesinin S fazindaki hiicreler
tizerinde 6nemli bir sitotoksik etki gdsterir. Hiicre b6liinmesi lizerinde bdylesine 6nemli bir etki
uygulayarak, hem hizli boliinen kanserli hem de kanserli olmayan hiicreler hedeflenir [69]. Bunun
disinda DOX transkripsiyon sirasinda DNA'nin a¢ilmasini saglayan topoizomeraz Il enziminin
ilerlemesini engeller. DOX, DNA zincirinin replikasyon i¢in kirilmasindan sonra topoizomeraz II
kompleksini stabilize eder, DNA c¢ift sarmalinin tekrar kapatilmasini 6nler ve boylece replikasyon
islemini durdurur. DOX’un bir baska mekanizmasi, DNA ve hiicre zar1 hasarini indiikleyen serbest
radikaller iiretebilmesidir [70]. Ayrica DOX hiicre membranina baglanarak, membranin fiziksel
ozelliklerini degistirir ve hiicrenin membran fonksiyonunu bozar [73]. Kiimiilatif olarak, bu
mekanizmalar hiicre canliifinda azalmaya, yavas timor biiylimesine katkida bulunur ancak

oldukga ciddi yan etkilere neden olur [69].

2.4.5. Doksorubisinin Toksik Etkisi

Antineoplastik ilaclar toksik ilaclardir. Ancak diinya capinda onde gelen o6lim
nedenlerinden biri olan kanser gibi son derece ciddi bir hastalikta etkili olmalar1 bu
sakincalarinin 6nemini azaltir [64, 77]. Antrasiklinlerin en sik gdzlenen yan etkileri bulanti-
kusma, saglarda dokiilme, mukozit, kemik iligi baskilanmasi ve deri pigmentasyonunda artistir
[83]. DOX vezikan bir ilactir. Damar disina kagisi yani ekstravazasyonu dokuda geri dontistimstiz
hasara neden olur [77, 84].

Doksorubisinin akut yan etkilerinin yani sira bobrek, kalp, bagirsak, testis ve ovaryum
gibi cesitli dokulara toksik etkisi mevcuttur [69, 85-87]. DOX kullanimi ile iligkili en ciddi
komplikasyonlardan biri kardiyotoksisitedir [69]. Kardiyotoksisite gozlenmesi dozun

sinirlandirilmasinin ana nedenidir [87]. DOX, kardiyomiyositlerin yapisin1 degistirip hacimce
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genislemesine neden olarak kardiyak hipertrofi, kardiyomiyopati ve kalp fonksiyonlarinda
bozulma ile sonuglanan kardiyotoksisiteye neden olur [69].

DOX bobrekte tiibiillerde dilatasyon ve atrofiye, glomeriil hasara ve renal fibrozise neden
olmaktadir. Ayrica, glomeriiler endotelin incelmesine, endotel hiicre porlarinin ¢apinin artmasina
ve podosit hiicrelerinde flizyona neden olarak glomertler filtrasyon bariyerinde degisikliklere
neden olur. Glomeriiler hiicrelerde glikozaminoglikan ve proteoglikan sentezinde azalma sonucu
glikokaliks kalinligi ve glomeriiler segicilik azalir [88].

DOX kullanimi sonucu olusan serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunu uyarir.
Lipid peroksidasyonu ise erkek infertilitesinde Kkilit rol oynamaktadir. Erkek gonadlarinda DOX
spermatogonyumlarin seklinin bozulmasina, seminifer tiibll ¢apinda daralmaya ve spermin
hareketinde azalmaya neden olmaktadir [89-91].

DOX ovaryum iizerinde toksik etkiye sahiptir [92]. Oksidatif stres ve ¢ift zincir DNA
kirilmalarini indiikleyerek hiicre 6liimiine neden olur [11]. Ovaryumlardaki DOX hasari, hiicre
cekirdegine DOX'un tasinmasi ve DNA interkalasyonu sonrasinda topoizomeraz II'ye bagh cift
zincir DNA kirilmalarinin olusumunu igerir [93].

Ovaryumlarda DOX kan damarlarinin zarar gormesine ve stroma hiicrelerinin
apoptozuna neden olur [94]. DOX dnce stromal hiicrelerde birikir, daha sonra radyal olarak ice
dogru kayar ve folikiillere niifuz eder. Bu zamansal model g6z o6niine alindiginda, DOX ile
indiiklenen cift zincir DNA kirilmalari ilk dénce stromal hiicrelerde, ardindan oositleri besleyen
graniiloza hiicrelerinde meydana gelir [11].

Grantiloza hiicrelerinde DOX kullanimi sonrasinda ROS iiretiminin arttigi, mitokondriyal
membran potansiyelinin azaldigi, p53, Bcl-2 ve Bax mRNA ekspresyonun arttig1 ve buna bagh
olarak DOX’un graniiloza hiicrelerinde apoptoza yol a¢tig1 rapor edilmistir [95]. DOX graniiloza
hiicreleri disinda oositlerin de apoptozunu indiiklemektedir. Farelerle yapilan in vitro
calismalarda germinal vezikiil ve metafaz Il asamasindaki oositlerde endoplazmik retikulum
stresinin indiiklenmesine, mitokondri aktivasyonunun artmasina ve hiicre ici kalsiyum
miktarinin artmasina sebep olarak apoptoza neden oldugu bildirilmistir [96]. DOX ile yapilan
baska bir calismada ise DOX uygulamasi sonrasi ovaryumda bulunan tiim folikiillerin sayisinin
azaldigi 6zellikle sekonder folikiillerin hasar gérdiigii bulunmustur. Ayrica bu ¢calismada DOX'un
ovaryumda bulunan atretik folikiil sayisim1 artirdigi buna bagh olarak da ovulasyon hizinda
azalmanin gerceklestigi saptanmistir [97]. DOX tedavisi primordiyal folikiil havuzuna ciddi hasar
vererek over rezervini olumsuz etkiler [15, 16].

Primordiyal folikiil sayisinda azalma POF’a yol acabilir. Bu yiizden de kadin fertilitesinin
korunmasi énem kazanir [98]. Kanser tedavisi goren hastalarda tedavi sonrasinda fertilitenin
korunmasi i¢cin medikal ve cerrahi yontemler mevcuttur [10]. Tedaviye baslamadan 6nce oosit ve

embriyo dondurma islemleri yapilabilir. Bunlara ek olarak antioksidanlar, GnRH antagonistleri,
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gonadotropin analoglar1 ve kok hiicre uygulamalari gibi teknikler ile ilgili arastirmalarin sayisi

glin gectikce artmaktadir[99-102].

2.5. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), organlarin bag dokularinda bulunan multipotent
ozellikteki eriskin kok hiicre tipidir [103, 104]. Uluslararasi1 Hiicresel Tedavi Dernegi MKH’leri
tanimlamak icin {i¢ kriter énermistir. ilk olarak, MKH'ler standart kiiltiir kosullarinda plastik
kiiltiir kaplarina yapisabilir olmahdir. ikinci olarak, MKH'lerin % 95'inden fazlasi, farklilasma
y1g1lim molekiilleri (CD) 105, CD73 ve CD90 ylizey belirteglerini eksprese ederken CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve insan lokosit antijeni (HLA) simf II yilizey belirtecleri
ekspresyonundan yoksun olmalidir. Ugiinciisii, bu hiicrelerin standart in vitro farklilastirma
kosullar1 altinda osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlara farklilasabilmesi gerekir [105].
MKH’ler osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlara ek olarak diiz kas hiicreleri,
kardiyomiyositler, endotel hiicreleri, néron benzeri hiicreler, hepatositler gibi farkli hiicre
tiplerine farklhilastigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir [106].

MKH'ler yag dokusu, kemik iligi, plasenta, gobek kordon kani, testisler, karaciger,
pankreas, dalak, amniyotik sivi, dis pulpasi, dermis ve akciger de dahil olmak iizere cesitli doku
ve organlardan izole edilmektedir [106]. Bu kaynaklardan elde edilen MKH’lerin sayisi,
fenotipleri, genotipleri, cogalma, biiytime ve farklilasma 6zellikleri birbirinden farklilik gosterir.
MKH'lerin cesitli dokulardan kolay elde edilebiliyor olmasi, farklilasma ve kendini yenileyebilme
ozelliklerine sahip olmasi, etik agidan ¢ok problemi olmamasi gibi o6zellikleri sayesinde
rejeneratif tip, hiicre tedavileri ve doku tamiri konularinda tercih edilmesini saglamistir [17, 103].
MKH'lerin klinikte kullanimlari yenidir ancak simdiye kadar bircok hayvan deneyi yapilmis ve bu
deneylerde MKH'lerin bir¢ok hastalikta kullanilabilecegi gdsterilmistir. MHK'ler organizmaya
verilmeden 6nce laboratuvarda in vitro olarak farklilastirilabilir. Ancak siklikla 1-3. pasajlarda
farklilastirmadan viicuda verilir [17]. MKH’ler viicuda verildikten sonra hasarli bolgeye yonelir
ve burada bir takim biyoaktif maddeler salgilarlar [107]. Ayrica bu hiicrelerin
immiinomodiilasyon ve immiinosiipresyon fonksiyonuna sahip olmalar1 hiicresel tedavide yer
bulmalarini saglamistir [108].

MKH'ler viicuda verildikten sonra hasarli bolgeden salinan monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) ve stromal kokenli faktor-1 (SDF-1) gibi faktorlerin etkisiyle hasarl bolgeye
goc ederler ve yiizeylerinde eksprese ettikleri ¢esitli hiicre adezyon molekiilleri sayesinde
bagisiklik hiicrelerine benzer sekilde kan damarlarindan ekstravazasyon yaparlar [107, 109]. Bu
hiicre adezyon molekiillerinden a4f1 integrini endotel hiicreleri yiizeyinde bulunan vaskiiler

hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ile etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda MKH’ler
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endotel hiicreleri lizerinde yuvarlanip bu hiicrelere baglanir ve perivaskiiler nis bodlgesine
ulasirlar [17, 109].

MKH’ler hasarli bolgeye ulastiktan sonra farklilasmalarinin yani sira bir dizi sinyal
molekiilii (sitokinler, bliyiime faktorleri, anti-apoptotik faktorler ve hiicre adezyon molekiilleri)
salgilayarak mevcut hiicreler lizerinde parakrin etki gosterir ve bu parakrin etkiler trofik etkiler
olarak adlandirilir [17, 110]. Hasarli bolgede etkin hale gelen MKH’ler trofik etkileriyle iskemik
bolgede anti- antiapopitotik bir dizi molekiil salgilar, skar olusumunu engeller, vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) salgilayarak anjiyogenezi uyarir, mitoz béliinmeyi uyaran
molekiiller salgilayarak dokunun 6ncii hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar. Bdylece bu hiicreler
hasarin blyiimesini onlerler ve bu boélgeye kan akimini artirarak dokunun onariminda rol
oynarlar [17]. MKH'ler trofik etkilerine ek olarak kemoatraktan maddeler salgilarlar. Bircok
¢alismada MKH’lerin monosit kemoatraktan protein-1 (MCP), makrofaj inflamatuvar protein-1a
(MIP-1ar), kemokin ligand1 5 (RANTES), makrofaj kaynakli kemokin (MDC), fraktalkin (CX3CL1)
iceren bircok kemoatraktan molekili salgiladigi bulunmustur. Bu kemoaktraktan molektller
monositler, eozinofiller, noétrofiller, bazofiller, T-hiicreleri, B-hiicreleri, dogal o6ldiriici
hiicrelerini etkileyerek hasarli bélgenin onariminda katki saglar [111].

MKH’ler immiinolojik reaksiyonlar1 hem arttirict hem de baskilayici yetenege sahiptir
[112]. Bu immiin diizenleyici etkilerini salgiladiklar1 sitokinler ve kemokinler etkisiyle
gerceklestirirler [17]. Immiinolojik reaksiyonlar1 artirmak iizere otokrin etkili interferon-gama
(IFN-y) araciligiyla antijen sunan hiicre olarak fonksiyon goriirler. Bununla birlikte, eger IFN-y
seviyesi belirli bir dlizeyin tizerine ¢ikarsa antijen sunumu direkt olarak baskilanir ve bdylece
immiinolojik reaksiyonlar baskilanir. immiin aktiviteyi diizenlemedeki bu etkileri aracihigiyla
MKH'lerin hem yabanci antijenlere karsi koruma sagladigi hem de asir1 immin yanittan
kaynaklanan hasari sinirlandirdig disiintilmektedir [107]. Ayrica antijeni T hiicrelerine iletmede
gorevli major doku uygunluk kompleksi I (MHC I) yiizey molekiilii MKH’lerde az eksprese edildigi
icin immiin yanita neden olmazlar [113]. Bunun disinda MKH’lerde hiimoral veya hiicre aracili
immiin yanitlarin kontroliinde rol alan MHC II ve CD40, CD80 ve CD86 gibi kostimtlatorler

bulunmadigi icin in vivo kullanimda doku uyumu aranmaz [112].

2.5.1. Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler

Adipoz dokusu, stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ve olgun adipositler dahil olmak tizere
fazla sayida hiicre tipi iceren ¢ok islevli bir organdir. SVF’de fibroblastlar, dolasimdaki kirmizi kan
hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, preadipositler ve MKH'ler bulunur [114]. Bu dokuda
bulunan kok hiicrelere adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AKMKH) ya da kisaca
adipoz kok hiicreler denilmektedir. Bu hiicrelerde CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90,
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CD105, CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166, HLA1 yiizey belirtecleri bulunurken CD11b,
CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD133, CD144 yiizey belirtegleri bulunmaz [17].
AKMKH’ler mezoderm kaynakli osteoblastlara, kondroblastlara, kardiyomiyositlere, endotel
hiicrelerine, ektoderm kaynakli keratinositlere, retina pigment epiteline, kornea epiteline,
endoderm kaynakli hepatositlere doniisebilirler [115].

Rejeneratif tip, hiicre tedavileri ve doku tamirinde kullanilan eriskin kok hiicreler
arasinda en avantajlist AKMKH’ler goriilmektedir. En 6nemli avantajlar1 hastada fazla miktarda
bulunmasi ve hastadan kolaylikla elde edilebiliyor olmasidir [115, 116]. Adipoz doku liposuction,
lipoplasti ve lipotomi ile elde edilebilir [17]. Bu yontemler kullanilarak yiiksek hacimde doku elde
edilebilirken kemik iligi aspirasyonundan ya da biyopsisinden elde edilen materyal olduk¢a azdir.
Ayrica kemik iliginde hiicrelerin sadece % 0.001-0.004 MKH iken lipoaspiratta cekirdekli
hiicrelerin %2’si MKH'dir. Lipoaspiratin mililitesinde bulunan kék hiicre sayis1 kemik iliginden
yaklasik sekiz kat daha ytiksektir [117].

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda kikirdak ve kemik onarimi, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve nérolojik bozukluklar dahil olmak
lizere cesitli hastaliklar tedavi etmek icin kemik iligi, adipoz doku gibi ¢esitli kaynaklardan elde
edilen MKH'ler kullanilmaktadir [118]. Bu hastaliklarin disinda MKH’ler kadinlarda infertiliteyi
tedavi etmek veya ovaryum fonksiyonunu diizeltmek icin yeni bir secenek olarak kabul
edilmektedir. Bir¢ok calismada POF olusturulan hayvan modellerine gesitli kaynaklardan elde
edilen MKH uygulanmis ve ovaryum fonksiyonunun diizeldigi rapor edilmistir [119-122].
MKH’lerin VEGF, instilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1) ve hepatosit bliylime faktoriinii (HGF)
gibi biiylime faktorleri salgillayarak germ hiicresi ve stromal hiicre apoptozunu azalttigin1 ve
mikrocevredeki bu iyilestirmelerle folikiilogenezi arttirdigi bulunmustur [123, 124]. Ayrica
MKH'ler graniiloza hiicrelerinde AMH ve folikiil uyarict hormon (FSH) reseptorii ekspresyonunun
yukari regiilasyonunu saglayarak folikiiler atreziyi ve graniiloza hiicre apoptozunu inhibe etigi
gosterilmistir. Ovaryum fonksiyonunu iyilestirmek icin MKH'lerin rejeneratif kullanimina iliskin
devam eden arastirmalar POF hastalari, infertil ve subfertil kadinlar icin umut kaynag olabilir

[125].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi

Bu ¢alisma Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan 10.04.2017 tarih
ve 08 sayili karariyla onaylandi. Calismamizda diizenli 6strus siklusuna sahip 10 haftalik 23 adet
Wistar Albino disi sican kullamildi. Bu denekler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Laboratuarindan temin edildi. Denekler deney stiresince yine bu merkezde
sicakligi 22 + 2 °C, nem orani1 %45-65 ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olan ortam kosullarinda,
standart 35 cm X 45 cm X 25 cm boyutlarindaki plastik kafeslerde tutuldu. Ayrica denekler cesme

suyu ve %21 ham protein iceren pellet yemle ad libitum beslendi.

3.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Denekler kontrol grubu, doksorubisin (DOX) grubu, doksorubisin ve kok hiicre

(DOX+AKMKH) grubu olmak tizere 3 gruba ayrild.

» Kontrol grubundaki (n=7) deneklere hicbir islem yapilmadi.

» Doksorubisin grubundaki (n=8) deneklere tek doz 10 mg/kg doksorubisin[97]
intraperitoneal olarak enjekte edildi.

» Doksorubisin ve kok hiicre grubundaki (n=8) deneklere ise tek doz 10 mg/kg
doksorubisin intraperitoneal olarak enjekte edildikten bir giin sonra 2x106 adipoz kokenli

kok hiicre [119] intraperitoneal olarak uygulandu.

Tlm gruplardaki deneklerin siklus takibi i¢cin deney siiresince sabah saat 9.00’da giinliik
vajinal smear alindi. Alinan vajinal smear Ornekleri %1'lik toluidin mavisi ile boyanip
degerlendirildi. Ayrica tiim deneklerin agirliklar1 ¢calismanin basinda ve sonunda tartilarak

degerlendirildi.

3.3. Adipoz Kokenli Mezenkimal K6k Hiicre izolasyonu

Adipoz kokenli kok hiicrelerin izolasyonu asagidaki protokole gore yapildi.

Adipoz kokenli kok hiicrelerin izolasyonu icin 8 haftalik Wistar Albino cinsi disi sicana
intraperitonal olarak ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (100 mg/kg) anestezik ajanlar1 verildi
Anestezi altindaki deney hayvaninin inguinal bolgesinden adipoz doku alindi. Alinan adipoz doku

steril tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile yikandi ve steril ortamda kiiciik parcalara ayrildi. Par¢alanan
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dokular % 0,1’lik konsantrasyonda kollajenaz I (Sigma, Collagenase, C-6885, Lot 114K8633)
iceren besiyerine koyularak 37 °C’de 45 dakika inkiibe edildi. Bu silire sonunda enzimatik
yontemle ayrisan hiicreler ile pargalanmamis doku parcalar1 70 pm’lik naylon hiicre siizgeci
yardimiyla ayrildi. Altta kalan slspansiyon 200 g'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
sipernatant uzaklastirildi. Pellet ise %10 fotal sigir serumu (FBS, S181G-100, Biowest), %2 L-
glutamin (Lonza, cat DE17-602E, Lot 5MB135, Bel¢ika) ve %1 penisilin-streptomisin (Lonza, cat
BE17-605E, Lot 5MB180, Belcika) iceren diistik glukozlu Dulbecco's Modified Eagles Medium (L-
DMEM, Biological Industries, Lot 1910372, israil) ile resiispanse edildi. Hiicreler tripan mavisi ile
boyanip Thoma TM lam ile sayildiktan sonra cm? basina 5x10+4 hiicre olacak sekilde uygun
flasklara ekim yapildi. Flasklar 37 °C’de %5 CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Besiyeri 3 giinde
bir degistirildi. Hiicreler %70-80 konfluent hale geldiginde pasajlama yapildi ve hiicreler 3. pasaja
kadar getirildi.

3. pasajdaki hiicreler tripan blue ile boyandiktan sonra Thoma TM lami ile sayildi
Mezenkimal kok hiicreler DOX+AKMKH grubundaki herbir sicana 10 pL serum fizyolojik

icerisinde 2x106 kok hiicre olacak sekilde intraperitoneal olarak uygulandi.

3.4. Dokularin Elde Elde Edilmesi ve Fiksasyonu

21 gliniin sonunda tiim gruplar1 olusturan deneklere intraperitonal olarak ksilazin (10
mg/kg) ve ketamin (100 mg/kg) anestezik ajanlar1 verildi. Deneklerin derin anestezi altinda
oldugu tespit edildikten sonra abdominal bolgeleri agildi ve iki tarafli olarak ovaryumlar: disseke
edildi. Deneklerden alinan sag ovaryumlar morfolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler
icin %10’luk tamponlanmis formaldehitte 48 saat fikse edildi. Deneklerin sol ovaryumlar ise

gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) icin -80 °C’ye alind1.

3.5. Isik Mikroskobik Doku Takip islemi

Isik mikroskobik degerlendirmeler igin fikse edilen dokular musluk suyunda 12 saat

yikandiktan sonra rutin doku takibi yapildi. Dokular asagidaki takip protokoliine gére hazirlandi.

1. %70’lik etil alkol 45 dakika
2. %80lik etil alkol 45 dakika
3. %90'lik etil alkol 45 dakika
4. %96’lik etil alkol 45 dakika
5. %96'lik etil alkol 45 dakika
6. %96'lik etil alkol 45 dakika
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7.  %96’lik etil alkol 45 dakika

8. Ksilen 15 dakika
9. Ksilen 15 dakika
10. 1:1 ksilen-parafin karisimi 1 saat
11. Parafin 1 saat
12. Parafin 2 saat

13. Bloklama

Doku takibi sonucu elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica® RM2125RT,
Leica Avusturya-Viyana) ile 5 pm’lik kalinlikta seri kesitler adheziv lamlara (Superior Marienfeld-

HistoBond®) alind1.
3.6. Hematoksiklen-Eozin Boyama Protokolii

Folikiil sayimi i¢in tim over dokusundan alinan seri kesitlerden her besinci kesit

hematoksilen- eozin ile agagidaki protokole goére boyand:.

Kesitler fiziksel deparafinizasyon i¢in 60°C'lik ettivde 30 dakika bekletildi.
Kimyasal deparafinizasyon icin ise 2 x 20 dakika ksilende bekletildi.

Rehidratasyon islemi i¢in %96, %90, %80°lik alkol serilerinde 10’ar dakika tutuldu.
Kesitler distile suda yikandi.

1.
2
3
4
5. Hematoksilen boya soliisyonunda 90 saniye tutuldu.
6. Kesitler akarsuda yikandi.

7. Kesitler asit alkol ve amonyak soliisyonlarindan gecirildi.
8. Eozinile 35 saniye (s) boyama saglandu.

9. Kesitler %80, %90, %96’lik alkol serilerinden gecirildi.

10. Kesitler 20 dakika ksilende bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

H-E ile boyanan ortalama 80 kesitte primordiyal, primer, sekonder, tersiyer folikillerin
ve atretik folikiillerin sayimi yapildi. Follikiil sayimi asagidaki kriterler dikkate alinarak

gerceklestirildi [1].

» Oosit tek kath yassi folikiiler hiicre tabakasiyla gevrili ise primordiyal folikiil,
» Primer oosit tek kath ya da daha fazla kiibik graniiloza hiicre tabakasiyla ¢evriliyse primer

folikdil,
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» Graniiloza hicrelerinin arasinda sivi dolu kaviteler olusmaya basladiysa, bu kaviteler
birlesip antrum adi verilen hilal bicimli tek bir kavite olusmus ise sekonder folikiil,

» Folikil ¢ap1 ve antrumu maksimum boyuta ulagmis, graniillozum tabakasi incelmis,
korona radiyata ve kumulus ooforus yapilar1 belirginlesmis ise tersiyer folikiil olarak

isimlendirildi.

Hazirlanan kesitler Olympus BX50TM (Olympus GmbH, Almanya) 1sik mikroskobu ile
incelenip Olympus LC30 dijital kamera (Olympus LC30 Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,

Almanya) ile goriintiilendi.

3.7. Immiinohistokimyasal isaretleme Protokolii

Tiim gruplardan elde edilen ovaryum dokularindaki FOX03a ve AKT ekspresyonunu
incelemek icin asagidaki protokole gore immiinohistokimyasal isaretleme yapildi.

1. Adeziv lamlara 5 pum kalinliginda alinan kesitlerdeki parafini uzaklastirmak icin kesitler
60 °C’lik etiivde 10 dakika ve oda 1sindaki ksilende 40 dakika bekletildi.

2. Rehidratasyon islemi icin kesitler %90, %80 ve %70’lik azalan alkol serilerinden gecirildi
ve distile su ile yikama yapildi.

3. Antjen maskelemesini ortadan kaldirmak icin dokular pH=6 olan %?1’lik sitrat tamponu
icinde mikrodalga firinda kaynayana kadar bekletildi. Kesitler kaynadiktan sonra ayni
sitrat tamponu i¢inde oda 1s1sinda sogumasi i¢in birakildi.

4. PBSile 3x5 dakika yikama yapildi.

Endojen peroksit inaktivasyonu icin kesitler metanol ile hazirlanmis %3’liik hidrojen
peroksitte (H202) 10 dakika bekletildi.

6. PBSile 3x5 dakika yikama yapildi.

7. Nonspesifik antikor baglanmasini 6nlemek icin protein blok (Abcam, fare ve tavsan 6zel
HRP (Horseradish Peroxidase), katalog no: ab93697, Birlesik krallik) damlatild1 ve 20
dakika inkiibe edildi.

8. Protein blok uzaklastirildi ve %0,1 Tween-20, %1,5’lik sigir serum albiimin (BSA) iceren
PBS icinde uygun diliisyon oranlarinda sulandirilmis FOX03a (1:50, Abcam, katalog no
ab23683, Birlesik Krallik) ve AKT (1:1500, Abcam, katalog no ab8805, Birlesik Krallik)
primer antikorlari damlatildi. Kesitler +4 °C’de buzdolabinda bir gece inkiibe edildi.
Negatif kontrol icin kesitler primer antikor yerine %1,5'luk BSA ve %0,1'lik Tween-20
iceren PBS ile inkiibe edilidi.

9. PBS ile 3x5 dakika yikama yapildi.
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10. Biotin ile baglanmis sekonder antikor (Abcam, katalog no:ab93697, Birlesik krallik)
damlatilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.

11. PBSile 3x5 dakika yikama yapildi.

12. Streptavidin peroksidaz enzim soliisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi.

13. PBSile 3x5 dakika yikama yapildi.

14. Peroksidaz substrati 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) (Abcam, katalog no:94665, Birlesik
krallik) damlatilarak antikor baglanmasi goriiliir hale getirildi.

13. Distile su ile 3x5 dakika yikama yapild1.

13. Kesitler zit boyama i¢in hematoksilende 5 saniye bekletildi ve cesme suyunda yikandi.

13. Dehidratasyon islemi %80, %90, %96’lik alkollerden gecirilerek yapildu.

13. Kesitler ksilende 10 dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal isaretleme yapildiktan sonra 151k mikroskobunda rastgele secilen
25 primordiyal folikill asagidaki semikantitatif degerlendirme yontemine gore
degerlendirilmistir.

0= boyanma yok

1=hafif boyanma

2=orta boyanma

3=yogun boyanma

3.8. Kantitatif Gercek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) Analizleri

Tim gruplara ait ovaryum dokularindaki FOX03a ve AKT gen ekspresyon diizeylerinin
gosterilmesi icin ilk olarak orneklerden total RNA izolasyonu high pure RNA izolasyon Kkiti

kullanilarak, firmanin 6nerdigi protokol ile yapildi.

3.8.1. RNA izolasyonu

1. -80 °C’de saklanan ovaryum dokularindan yaklasik 25 mg alinarak MagNA Lyser Green
Beads (Roche katalog no: 03358941001, Almanya) tiiplerine konuldu. Dokularin {izerine
600 pL doku lizis tamponu eklendi.

2. MagNA Lyser (Roche, Almanya) cihazinda 40 s boyunca 6500 devirde homojenize edildi.
+4°C’ de 2 dakika soguk blok lizerinde tutuldu.

3. Dokular tekrar 6500 devirde 40 s homojenize edildi ve +4°C’ de 5-10 dakika soguk blok
lizerinde tutuldu.

4. Tipler 13.000 g’'de 2 dakika santrifiij edildi ve iist faz bir ependorf tiiptine alind1.
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5. Tiplerin tizerine 600 pL %70’lik etanol ve 6 pL 50 mM’lik 2- mercaptoetanol eklenir.

6. Altlarinda toplama tiipleri bulunan filtreli tiiplere homojenize edilen 6rnekten 600 pL
alinarak 12000 g’ de 15 s santrifiij edildi.
7. Filtreli tiipler ayni tiiplere yerlestirildi ve icerisine 700 ul yikama tamponu I konulup
12000 g’'de 15 s gevrildi.
8. Toplama tiipleri bosaltilarak filtreli tiipler bu toplama tiiplerine aktarildi.
9. Filtreli tiiplerin icerisine 500 pL yikama tamponu Il konulup 15 s 12000 g’ de gevrildi.
10. Toplama tiipleri bosaltild ve filtreli tlipler bu tiiplere aktarildi. Tiiplerin icerisine 500 pL
yikama tamponu II eklenerek 15 s 12000 g’ de cevrildi.
11. Filtreli tiipler tekrar 2 dakika 12000 g’de ¢evrildi.
12. Filtreli tiipler 1,5 mL’lik ependorf tiiplere aktarildu.
13. Her 6rnege 100 pL RNaz free su eklendi ve oda 1s1sinda 1dakika bekletildi.
14. 12000 g’'de 2 dakika santrifiij edildi.
15. Elde edilen RNA’lar -80°C’de sakland:.

3.8.2. Total RNA’dan cDNA Elde Edilmesi

RNA orneklerinden komplementer DNA (complementer DNA, cDNA;) elde etmek igin
high-capacity cDNA reverse transcription kiti (LifeTech Cat. No: 4368814) kullanildi. Kitin
kullanimina baslamadan 6nce biitiin reaktifler ve RNA 6rnekleri oda 1sisina alinarak erimeye
birakildi daha sonra erimis 6rnekler ve reaktifler 3 s cevrildi. Bu asamada biitiin reaktifler ve
ornekler buz lizerinde muhafaza edildi. cDNA sentezi 2 basamakta tamamlandi.

1. Basamak:

Her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 0,2 mL’lik PCR tiipleri kullanildi. Tablo 3.1’de belirtilen bilesenler

ve hacimlere gore 1. karisim hazirlandi. Bu karisim 65°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildu.

2. Basamak:

Tablo 3.1’de belirtilen 2. karisim hazirlandi ve inkiibasyondan c¢ikan 1. karisimin iizerine

aktarildi. Daha sonra olusan karisim Thermal cycler’da 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika,
85°C’de 5 dakika isleme alindi. Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.1. cDNA sentezi reaksiyon karigimi

Icerik Hacim
1. karisim:

Total RNA veya poly (A) mRNA 9 uL
Random primer 2 uL
Su, PCR grade 2 uL
Total hacim 13 uL
2. karisim:

Transcriptor Reverse Trascriptase Reaction Buffer 5x conc. 4 pL
Protector Rnase Inhibitor 0,5 uL
Deoxynukleotid Mix 2 uL
Transcriptor Reverse Trascriptase enzim 0,5 pL
Total hacim 7 uL

3.8.3. Ger¢cek Zamanli PCR (RT-PCR) Asamasi

RT- PCR’da kullanilan karisim;

- 4 uL distile su

- 10 pL reaksiyon enzimi (Probe master mix)

- 1 pL primer-probe karisimi (Real Time Ready Assay)
-5 uL cDNA

RT PCR protokoliiniin asamalari;

1. Inkiibasyon asamasi; 95 °C’de 10 dakika DNA polimerazin aktive olmas i¢in bekletildi.

2. Amplifikasyon asamasi; 2 asamada gerceklestirildi, asagidaki dongii 40 defa tekrarlandi.

e 1. basamak; 95 °C’de 15 s bekletilerek DNA'nin cift iplikli yapidan tek iplikli yapiya
gecmesi (denatiirasyon)

e  2.basamak; 60 °C’de 1 dakika bekletilerek cogaltilmasi istenilen spesifik bélgeye uygun

primerlerin baglanmasi (annealing)
3. Sogutma asamasi; 40 °C’de 30 s bekletildi.
Calisma sonunda ¢ikan sonuglarin amplifikasyon egrileri kantitatif modda crossing point

Cp) degerleri belirlendi. Kontrole gore gen ekspresyon degisimleri 2-24CT yontemi kullanilarak
(Cp) deg gore g presy gis y

hesaplandi.

23



3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS 11.5 paket programi kullanildi. Verilerin her grupta normal
dagilima uygunluk kontrollerine Shapiro Wilk testi ile bakildi. Tanimlayici istatistik olarak
ortalama ve standart sapma degerleri verildi. Verileri iceren tablo ve grafikler Microsoft excel
yardimiyla olusturuldu. Grup ortalamalari arasindaki farklilik grafigi i¢in stitun grafigi kullanild.
Normalite testine gore p>0,05 anlamlilik degeri elde edilen veri setleri normal olarak kabul edilip,
One-Way ANOVA testi ile parametrik olarak analiz edildi. One-Way ANOVA testinde anlamh
bulunan parametreler i¢cin, anlamliligin hangi ikili gruplar arasindaki farkliliktan kaynaklandigin
gozlemlemek icin Tukey post-hoc testi uygulandi. Gruplar arasinda ikili karsilastirmalarda
Student-t testi kullanildi. Student-t testi icerisindeki Levene testinde anlamlilik diizeyi p>0,05
¢ikan veri setleri varyans degiskenligi acisindan esit, p<0.05 olanlar ise varyans degiskenligi
acisindan esit olmayan seklinde degerlendirildi. Student-t testi uygulanmis veri setlerini temsil

eden nihai p degerleri Levene testine gore belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Tim gruplara ait deneklerin deney baslangicinda ve deney sonunda yapilan agirhk
Olctimleri istatistiksel olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu siganlarin ortalama viicut agirliklar1 190+7,07°den 209,17+10,2’ye
ylikseldi. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,004). DOX uygulanan grupta ise
sicanlarin ortalama viicut agirliklar1 183+8,36’den 167,33+8,54’e diistii ve bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,005). DOX uygulamasindan sonra kék hiicre verilen grupta ise deney
baslangic1 (187,5+12,84) ile deney sonu (186,25+1,57) ortalama viicut agirliklar1 arasinda
herhangi bir fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Tiim gruplarin deney 6ncesi ve deney sonrasi viicut agirliklari.

Gruplar arasi viicut agirliklar: degerlendirildiginde her ii¢ grup i¢in de deneklerin deney
oncesi viicut agirliklarinda bir fark gozlenmedi (p>0,05). Ancak deney sonrasi viicut
agirliklarinda her ti¢ grup arasinda da istatistiksel olarak fark gozlendi. DOX ve DOX+AKMKH
grubu deneklerin viicut agirliklarinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptandi. Bu fark
istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0,001). DOX ve DOX+AKMKH grubu kiyaslandiginda kok
hiicre grubu deneklerin viicut agirliginin daha fazla oldugu goézlendi. Bu fark istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0,001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Gruplar arasi deney 6ncesi ve deney sonrasi viicut agirliklari.

4.2. Ovaryum Boyutlarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda elde edilen tiim gruplara ait ovaryum dokularinin en ve boylari 6lgiilerek
ortalama ovaryum boyutlar1 hesaplandi ve gruplar arasi kiyaslamalar icin istatistiksel analizleri
yapildl. Bu analizlerin sonucunda DOX grubunun (3,68+0,31) ortalama ovaryum boyutlarinin
diger gruplara gore daha az oldugu goézlendi. Bu azalma kontrol grubu (8,21+1,21) ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh iken (p=0,025) DOX+AKMKH grubuna (5,7+0,74)
gore anlamli bulunmadi (p>0,05). Kok hiicre transplantasyonu yapilan grup ile kontrol grubu

ortalama ovaryum boyutlari arasinda ise herhangi bir fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Gruplara ait ovaryum boyutlari.
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4.3. Vajinal Smear Bulgulan

Deneye baslamadan 6nce deneklerin diizenli 6strus siklusuna sahip olup olmadiginm
belirlemek i¢in 21 giin boyunca vajinal smear alinarak ostrus siklusu takibi yapildi. 4-5 giinliik
diizenli dstrus siklusuna sahip denekler deneye dahil edildi.

Ostrus siklusunun evreleri yaymalarda gozlenen hiicre tiplerine gére belirlendi [126].
Proostrus evresinde niikleuslu epitel hiicre gruplar goriiliirken (Sekil 4.4A) 6strus evresinde
kiimeler olusturmus kornifiye hiicreler gozlendi (Sekil 4.4B). Metostrus fazinda daginik halde
bulunan niikleuslu epitel hiicreleri ile kornifiye hiicreleri arasinda lokositler bulunmaktaydi
(Sekil 4.4C). Di6strus fazinda az sayida niikleuslu epitel hiicresine ve ¢ok sayida l6kosite rastlandi
(Sekil 4.4D).
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Sekil 4.4: Ostrus siklusu evreleri. Prodstrus (A), éstrus (B), metdstrus (C) ve diostrus asamalari
(D). Niikleuslu epitel hiicreleri (siyah oklar), kornifiye hiicreler (kirmizi oklar), l16kositler (ok
baslari) (Toluidin mavisi x400).
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Deney sliresince tiim deneklerden vajinal smear alinarak ostrus siklusu takibi yapildi.

Kontrol grubu denekler deney 6ncesinde oldugu gibi deney siiresi boyunca da 4-5 giinliik
ostrus siklusu sergiledi (p>0,005) (Sekil 4.5). DOX verilen grupta ise siklus siireleri uzadi ve bu
uzamis Ostrus siklusu deney oOncesiyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Siklustaki bu uzamanin nedeni ise didstrus ve metéstrus fazlarinin uzamasindan
kaynaklaniyordu (Sekil 4.6). DOX+AKMKH grubunda da uzamis didstrus ve metdstrus fazlarindan
dolay1 6strus siklusunun siiresinde artis gozlendi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamh

degildi (p>0,05) (Tablo 4.1, Sekil 4.7, Sekil 4.8).
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Sekil 4.5: Kontrol grubuna ait 6strus siklusu. Prodstrus (P), éstrus (0), metéstrus (M), didstrus

(D).
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Sekil 4.6: DOX grubuna ait 6strus siklusu. Prodstrus (P), éstrus (0), metéstrus (M), didstrus (D).
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Sekil 4.7: DOX+AKMKH grubuna ait éstrus siklusu. Prodstrus (P), éstrus (0), metdstrus (M),
diostrus (D).
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Sekil 4.8: Uygulama 6ncesi ve sonrasi siklus siirelerinin grup ici karsilastirmasi.

29



Tablo 4.1: Gruplara ait uygulama 6ncesi ve sonrasi siklus siirelerinin ortalama degerleri.

Uygulama Uygulama

Oncesi Siklus Sonrasi Siklus | p degeri

Siiresi (Giin) Siiresi (Giin)
KONTROL Ort £Ss 4,5+0,57 4,75+0,95 0,761
DOX Ort £Ss 4,33+0,51 10,91+4,36 0,018*
DOX+AKMKH Ort £Ss 4,6+0,51 6,19+2,21 0,159

Gruplar arasi ortalama dstrus siklusu stireleri karsilastirildiginda deney 6ncesinde her ti¢
grupta da anlaml bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05). Deney siiresi boyunca alinan vajinal
smearler degerlendirildiginde kontrol grubuna ve kok hiicre grubuna gore doksorubisin
grubunun 6strus siklusu siiresinin arttigi ve bu artisin anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p=0,021,

p=0,048) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Uygulama 6ncesi ve sonrasi siklus stirelerinin gruplar arasi karsilastirmasi.

4.4. Isik Mikroskobik Bulgular

Tim deney gruplarina ait over dokularindan alinan seri kesitler hematoksilen eozin ile
boyandiktan sonra 1sik mikroskobunda incelenerek histolojik degerlendirme yapildi ve
primordial, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiiler sayildi.

Incelemeler sonucu kontrol grubunda ovaryumun yiizeyinin germinal epitel olarak

adlandirilan tek kath kiibik, bazi bolgelerde tek katli yassi epitel ile ortiilii oldugu goértldii.
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Germinal epitelin altinda siki bag dokusundan olusan tunika albuginea yer almaktaydi. Korteks
stromasinda oosit ve etrafindaki tek katli yassi folikiil hiicrelerinden olusan primordial folikiiller
ayirt edildi. Primer oositi cevreleyen tek katl kiibik epitele sahip unilaminar primer folikiil ile cok
kath kiibik grantiloza hiicreleriyle ¢evrili multilaminar primer folikiillere rastlandi. Graniiloza
hiicrelerinin arasinda sivi dolu kavitelerin olusmaya basladig1 teka interna ve teka eksterna ile
cevrili sekonder folikiiller goriildii. Ayrica genis tek bir antruma sahip tersiyer folikiiller izlendi.
Farkli gelisim asamalarindaki folikiiller disinda korpus luteum ve atretik folikiiller goriildi.
Medulla ise bol miktarda kan damarlarini iceren gevsek bag dokusundan olusmaktaydi (Sekil

4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.10: Kontrol grubuna ait over dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii. Primordiyal
folikiiller (ok baslar1), unilaminar primer folikiil (ince siyah ok), multilaminar primer folikiil (ince
kirmizi ok) ve sekonder folikiil (kalin siyah ok), germinal epitel (kalin kirmizi ok), medulla (M).
(A) x40, (B) x400 (Hematoksilen-Eozin).
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Sekil 4.11: Kontrol grubuna ait over dokusunun 151tk mikroskobik goriintiisii. Primordiyal folikiil
(ok basi), unilaminar primer folikiil (ince siyah ok), multilaminar primer folikiil (ince kirmizi ok)
ve sekonder folikiil (kalin siyah ok), germinal epitel (kalin kirmizi ok), tersiyer folikiil (TF). (A)
x100, (B) x200 (Hematoksilen-Eozin).
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DOX uygulanan grupta germinal epitelin ve tunika albugineanin normal yapida oldugu
izlendi. Tunika albugineanin altinda yer alan kortekste normal morfolojiye sahip primordial,
primer, sekonder, tersiyer folikiiler bulunmaktaydi. Ayrica bu gruba ait over dokularinda
gelismekte olan folikiillerin ¢ogunun morfolojisinin bozuk oldugu saptandi. Bu folikiillerin
bazilarinda primer oositlerin piknotik ¢ekirdege sahip oldugu ve primer oosit ile graniiloza
hiicrelerinin arasinda yer alan ZP'nin yapisinin bozuk oldugu gozlendi. Folikiillerin cogunda
primer oositleri cevreleyen graniiloza hiicrelerinde dejenarasyon goézlendi. Bu hiicrelerin
sitoplazmalarinda kayiplarin oldugu, hiicrelerin arasindaki interseliller mesafenin arttigi
saptandi. Ayrica graniiloza hiicre tabakasinda piknotik cekirdekli hiicreler yer almaktaydi.
Apoptotik graniiloza hiicreleri 6zellikle sekonder ve tersiyer folikiillerin antruma yakin
bolgesinde yogunlasmisti. Ayrica bu folikiillerin antrumunda apoptotik graniiloza hiicrelerinden
olusan debris materyali izlendi. Graniiloza hiicre tabakasinin disinda stromal hiicrelerin
farklilasmasiyla olusan teka tabasinda ayrilmalarin oldugu gozlendi. Medullada ise kan

damarlariin belirgin sekilde genislemis oldugu dikkat ¢ekti (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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Sekil 4.12: Doksorubisin grubu over dokusunun 151k mikroskobik gortintiisii. A) Genel goriintii.
B) Dejenere oosite (kalin siyah ok) sahip sekonder folikiil. Germinal epitel (ince kirmizi ok),
sekonder folikiil (SF), medulla (M). (A) x40, (B) x200. (Hematoksilen-Eozin).
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Sekil 4.13: Doksorubisin grubu over dokusunun i1sik mikroskobik goriintiisii. A) Antrumda
dokiilmiis graniiloza hiicrelerinden olusan debrisin (ince kirmizi ok) bulundugu folikiil. B)
Graniiloza hiicre tabakasinda piknotik ¢ekirdekli hiicrelerin (ince siyah ok) yer aldig1 dejenere
folikil. (A) x200, (B) x400. (Hematoksilen-Eozin).
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Sekil 4.14: Doksorubisin grubu over dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. A) Teka tabasinda
ayrilma (siyah ok). B) Medullada (M) bulunan kan damarlarinda genisleme (kirmizi ok) (A) x400,
(B) x200. (Hematoksilen-Eozin).
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Kok hiicre verilen grupta ovaryumun genel morfolojisinin kontrol grubuna daha benzer
oldugu gozlendi. Bu grupta da hem kontrol hemde DOX grubunda oldugu gibi germinal epitel ve
tunika albuginea normal morfolojide izlendi. Korteks stromasinda normal yapiya sahip gelisimin
farkli asamasindaki folikiiller ile dejenere folikiiller goriildii. DOX grubundan daha az olmakla
birlikte DOX+AKMKH grubunda da dejenere oosit ve ZP, piknotik ¢ekirdege sahip graniiloza
hiicreleri sekonder ve tersiyer folikiillerin antrumlarinda debris materyali saptandi. DOX
grubundan farkli olarak bu grupta teka tabakasi ve medulla normal gériiniime sahipti (Sekil 4.15,

Sekil 4.16).
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Sekil 4.15: Doksorubisin ve kok hiicre grubu over dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii. A)
Genel gorintii. B) Dejenere oosite (kirmizi ok), sahip folikiil. Medulla (M). (A) x40, (B) x200, (C),
x400. (Hematoksilen-Eozin).
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Sekil 4.16: Doksorubisin ve kok hiicre grubu over dokusunun 11k mikroskobik goriintiisii.
A)Dejenere grantiloza hiicrelerine (siyah ok) sahip folikiil. B) Dejenere folikiil (asteriks). (A) x400,
(B) x200. (Hematoksilen-Eozin).
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Gruplar arasindaki primordiyal, primer, sekonder, tersiyer ve atretik folikiil sayilari
kiyaslandiginda;

Primordiyal folikil sayisinin kontrol grubunda (248+32,19) fazla, DOX (97+7,70) ve
DOX+AKMKH (1148,08) gruplarinda ise daha az oldugu bulundu. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda her iki grup icinde bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001). DOX ve
DOX+AKMKH gruplarinda primordiyal folikiil sayis1 azalmis olsada kok hiicre uygulanan grupta
daha fazla sayida primordiyal folikiil bulunmaktaydi ve bu iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,001).

Primer folikiil sayis1 kontrol grubuna (175+22,82) gore hem DOX (109+7,44) hem de
DOX+AKMKH (112+10,58) grubunda azaldi ve bu azalmanin anlamli oldugu bulundu (p<0,001).
Ayrica DOX ve DOX+AKMKH gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak farklilik goézlenmedi
(p>0,001).

Sekonder folikiil sayis1 kontrol grubuyla (27+7,53) kiyaslandiginda DOX grubunda
(11+1,83) anlamh bir sekilde azaldig1 gozlenirken (p<0,001), kontrol ile DOX+AKMKH (25+6,58)
grubu arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p>0,001). DOX grubunun sekonder folikiil sayisinin
DOX+AKMKH grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldig1 bulundu (p<0,001).

Tersiyer folikiil sayis1 kontrol (15+2,94) ile kok hiicre uygulanan grupta benzer bulundu
(p>0,001). Kontrol ve DOX+AKMKH grubuna (11+2,16) gore DOX (5£2,16) uygulanan grupta ise
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p<0,001).

Atretik folikiil sayis1 en yliksek DOX grubunda (183+£5,95) en az ise kontrol grubunda
(52+5,72) goriildi. Kontrol, DOX ve DOX+AKMKH (121+7,11) gruplar arasindaki fark anlamlh
bulundu (p<0,001) (Sekil 14.17).
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Sekil 4.17: Folikiil sayilarinin gruplar arasi karsilastirmast.
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4.5. immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindaki tiim hayvanlarin ovaryum dokularinda AKT ve

FOX03a'nin immiinoreaktivitesi incelendi.

4.5.1. FOX03a’nin immiinohistokimyasal Bulgulari

Kontrol grubunda; FOX03a immiin isaretlemesi ovaryumu cevreleyen germinal epitel
hiicrelerinin niikleusunda gozlenirken tunika albugineada gézlenmedi. Primordiyal folikiillerdeki
oositlerin niikleusunda yoguna yakin immiin reaksiyon gozlenirken folikiiler hiicrelerde immiin
reaksiyon gozlenmedi. Primordiyal folikiil disindaki diger folikiillerde oositi cevreleyen
graniiloza hiicrelerinde kuvvetli sitoplazmik boyanma saptandi. Teka tabakasinda ise immiin
isaretleme ¢ogu hiicrede negatif iken bazi hiicrelerde zayif sitoplazmik boyanma gozlendi.

Stromal hiicrelerde immiin isaretlenme negatifti (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Kontrol grubu ovaryum dokusunda FOXO3a immiin isaretlenmesi. Primordiyal
folikiiller (ok basi), immiin pozitif graniiloza hiicreleri (siyah ok), teka tabakasi (kirmizi ok). (A)
X40, (B) X100, (C) X400.

43



Doksorubisin uygulanan grupta; FOX03a immiinoreaktivitesi kontrole benzer sekilde
germinal epitelde niikleusta pozitif, tunika albugineada negatifti. Primordial folikiillerde folikiiler
hiicrelerde ve oositlerin niikleusunda FOX03a immiin isaretlenmesinin negatif oldugu
gozlenirken, oositlerin sitoplazmasinda orta yogunlukta boyanma saptandi. Diger folikiillerde ise
graniiloza hiicrelerinde kuvvetli sitoplazmik boyanma saptanirken teka tabakasinda immiin
isaretlenme gozlenmedi. Stromal hiicrelerin genelinde FOX03a boyanmasi gézlenmezken yer yer

sitoplazmik boyanma gozlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: DOX grubu ovaryum dokusunda FOX03a immiin isaretlenmesi. Primordiyal folikiil
(ok bas1), immiin pozitif graniiloza hiicreleri (siyah ok), immiin negatif teka tabakasi (kirmizi ok).
(A) X40, (B) X200, (C) X400.
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Kok hiicre uygulanan grupta; germinal epitel ve tunika albugineada FOXO03a
isaretlenmesi kontrol ve DOX grubuyla benzerdi. Primordial folikiilde boyanma folikiler
hiicrelerin ve oositin niikleusunda, diger folikiillerde ise graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda
gozlendi. Teka tabakasinda ve stromal hiicrelerin ¢ogunda FOXO03a immiin isaretlemesi
saptanmadi. Stromal hiicrelerin bir kisminda ise zayif sitoplazmik ve niikleer boyanma goézlendi

(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: DOX+AKMKH grubu ovaryum dokusunda FOX0O3a immiin isaretlenmesi. Primordiyal
folikiil (ok basi), immiin pozitif grantiloza hiicreleri (siyah ok), immiin negatif teka tabakasi
(kirmiz1 ok). (A) X40, (B) X100, (C) X400.
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FOX03a'nin boyanma yogunlugu karsilastirildiginda;

Primordiyal folikiil oosit sitoplazmasi: Kontrol grubunun boyanma yogunlugu 0,82+0,12
iken, DOX ve DOX+AKMKH grubunun boyanma yogunluklari sirasiyla 2,17+0,14 ve 1,51+0,32
oldugu saptanmistir. Gruplar arasi ortalama boyanma yogunluklar kiyaslandiginda DOX
grubunda kontrol ve DOX+AKMKH grubuna kiyasla anlaml bir artis saptandi (p<0,05). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda DOX+AKMKH grubunda da anlamli bir artis bulundu (p<0,05) ancak
bu artis DOX grubu kadar belirgin degildi.

Primordiyal folikiil oosit niikleusu: Kontrol grubunun boyanma yogunlugu 2,82+0,13
iken, DOX ve DOX+AKMKH grubunun boyanma yogunluklari sirasiyla 1,08+0,24 ve 2,09+0,31
bulundu. Gruplar arasi ortalama boyanma yogunluklari kiyaslandiginda hem DOX hemde

DOX+AKMKH grubunda kontrole gére anlamh bir azalma saptandi (p<0,05).

4.5.2 AKT’1in Immiinohistokimyasal Bulgular:

Kontrol grubunda; AKT'In immiin boyanmasi germinal epitel hiicrelerinin hem
sitoplazmasinda hemde niikleusunda go6zlenirken tunika albugineada gdzlenmedi. Primordiyal
folikiillerde folikiiler hiicrelerin ve oositlerin sitoplazmasinda yoguna yakin immiin reaksiyon
gozlendi. Primordiyal folikiil disindaki diger folikiillerde oositi cevreleyen graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli sitoplazmik boyanma saptandi. Teka tabakasinda ise zayif sitoplazmik
boyanma gozlendi. Stromal hiicrelerin bazilarinda immiin isaretlenme negatif iken bazilarinda

pozitif boyanma gozlendi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: Kontrol grubu ovaryum dokusunda AKT immiin isaretlenmesi. Primordiyal folikiil (ok
bast), immiin pozitif graniiloza hiicreleri (siyah ok), immiin pozitif teka tabakasi (kirmiz1 ok). (A)
X40, (B) X100, (C) X400.
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Doksorubisin uygulanan grupta; AKT immiinoreaktivitesi kontrole benzer sekilde
germinal epitelde niikleusta hem de sitoplazmada pozitif, tunika albugineada negatifti.
Primordial folikillerde oositlerin niikleusunda AKT’in immiin boyanmasi yogun gézlenirken,
sitoplazmasinda orta yogunlukta boyanma saptandi. Ayrica primordiyal folikiilde folikiler
hiicrelerde hem sitoplazmik hem de niikleer boyanma gozlendi. Diger folikiillerde ise graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli sitoplazmik boyanma saptandi.Teka tabakasinda ve stromada negatif

hiicrelerin yani sira pozitif boyanma gosteren hiicreler gozlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: DOX grubu ovaryum dokusunda AKT immiin isaretlenmesi. Primordiyal folikiil (ok
bas1), immiin pozitif graniiloza hiicreleri (siyah ok), teka tabakas1 (kirmizi ok). (A) X40, (B) X100,
(C) X400.
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Kok hiicre uygulanan grupta; germinal epitel ve tunika albugineada AKT isaretlenmesi
kontrol ve DOX grubuyla benzerdi. Primordial folikiilde boyanma folikiiler hiicrelerin ve oositin
sitoplazmasinda, diger folikiillerde ise graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda gozlendi. Teka
tabakasinda negatif immiin reaktivite gosteren hiicrelerin disinda pozitif reaksiyon gosteren
hiicreler saptandi. Stromal hiicrelerin genelinde AKT boyanmasi gézlenmezken yer yer

sitoplazmik ve niikleer boyanmis hiicreler gozlendi (Sekil 4.23).

52



Sekil 4.23: DOX+AKMKH grubu ovaryum dokusunda AKT immiin isaretlenmesi. Primordiyal
folikiiller (ok basi), immiin pozitif graniiloza hiicreleri (siyah ok), teka tabakasi (kirmizi ok). (A)
X40, (B) X200, (C) X400.
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AKT’1n boyanma yogunlugu karsilastirildiginda;

Primordiyal folikiil oosit sitoplazmasi: Kontrol grubunun boyanma yogunlugu 2,76+0,25
iken, DOX ve DOX+AKMKH grubunun boyanma yogunluklar sirasiyla 1,98+0,12 ve 2,11+0,22
oldugu saptanmistir. Gruplar arasi ortalama boyanma yogunluklar kiyaslandiginda DOX ve
DOX+AKMKH gruplarinda kontrole kiyasla anlamli bir azalma goriildii (p<0,05). Ayrica DOX
grubu ile DOX+AKMKH grubu kiyaslandiginda DOX grubunun ortalama boyanma yogunlugunun
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigi bulundu (p<0,05).

Primordiyal folikiil oosit niikleusu: Kontrol grubunun boyanma yogunlugu 1,12+0,23
iken, DOX ve DOX+AKMKH grubunun boyanma yogunluklari sirasiyla 2,79+0,24 ve 0,98+0,19
bulundu. Gruplar arasi ortalama boyanma yogunluklari kiyaslandiginda DOX grubunda kontrol

ve DOX+AKMKH grubuna gore anlamli bir artis saptandi (p=<0,05).

4.6. Real-Time PCR Bulgulan

Kontrol, DOX ve DOX+AKMKH gruplarindan alinan ovaryum dokularinda FOX03a ve AKT

mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi.

4.6.1. FOX03a mRNA Ekspresyon Diizeyi

Ovaryum dokusunda FOX03a mRNA ekspresyon diizeyi ortalamalari, kontrol, DOX ve
DOX+ AKMKH gruplarinda sirasiyla 2,478+0,42, 1,44+0,217 ve 2,05%0,20 seklindedir. Bu
ekspresyon seviyelerinin gruplar arasi ikili karslastirmalarinda DOX uygulanan grupta kontrole
gore istatistiksel olarak anlaml bir azalma saptandi (p=0,007). Kok hiicre uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gére anlaml bir fark gézlenmezken (p>0,05), DOX grubu seviyelerine kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi ( p=0,033)(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: Ovaryum dokusunda FOXO3a mRNA ekspresyon diizeylerinin bar grafigi.

4.6.2. AKT mRNA Ekspresyon Diizeyi

Ovaryum dokusu AKT mRNA ekspresyon diizeyleri, kontrol, DOX ve DOX+AKMKH
gruplarinda sirasiyla 2,478+0,42, 1,51+0,217 ve 2,11+0,17 seklindedir. Bu ekspresyon
seviyelerinin gruplar arasi karslastirmalarinda DOX uygulanan grupta kontrole gore istatistiksel
olarak anlaml bir azalma saptandi (p=0,001). Kok hiicre uygulanan grupta ise kontrole gore
anlamli bir fark gézlenmezken, DOX grubu seviyelerine kiyasla istatisiksel olarak anlamli bir artis

gozlenmistir ( p=0,043) (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25: Ovaryum dokusunda AKT mRNA ekspresyon diizeylerinin bar grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan yaymlanan GLOBOCAN-2018
verilerine gore; 2018 yilinda diinyada 9 milyon kadina kanser teshisi konmustur ve bunlarin
%71’inin puberte oncesi, %14’lniin ise reprodiiktif donemde oldugu rapor edilmistir [127].
Kanser tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapi ve radyoterapi puberte 6ncesi ve reprodiiktif
donemdeki kadinlarda POF’a neden olabilmektedir [128-130]. Kemoterapi ve radyoterapi
sonrasl olusan POF'un kesin mekanizmasi belisizdir. Cesitli calismalar kemoterapinin uykuda
olan primordial folikiillerin apoptozunu tetikleyerek POF’a neden oldugunu ileri stirerken [131,
132] bazi ¢alismalar ise primordiyal folikiillerin asir1 aktivasyonuyla POF'un olustugunu
raporlamislardir [133]. Bizde calismamizda kemoterapik bir ajan olan doksorubisini kullanarak
olusturdugumuz POF modelinde; doksorubisinin primordiyal folikiillerin aktivasyonununda
gorevli PTEN/AKT/FOX03a sinyal yolag1 tlizerine olas1 etkilerinin incelenmesini ve tedavi
amaciyla verilen adipoz kokenli mezenkimal koék hiicrelerin ayni yolak tzerindeki terépatik
etkinliginin arastirilmasini amagladik.

DOX’da dahil olmak iizere antineoplastik ilaglarin pek ¢ogunun kanser hiicrelerinin yani
sira saghkll dokulardaki hiicreleri de etkiledigi bilinmektedir [134]. Ozellikle hiicre yenileme
hizinin ytiksek oldugu gastrointestinal kanalda bu etkileri daha belirgindir. En sik rapor edilen
toksik etkileri ise gastrointestinal mukozit yani gastrointestinal mukozada gézlenen inflamasyon
ve/veya llserdir [135]. Buna bagh olarak antineoplastik tedavilerin gastrointestinal mukozit
kaynakl diyare, disfaji, mide bulantisi, malniitrisyon, sivi-elektrolit diizeyinde bozulma ve kilo
kaybi gibi ¢esitli patolojilere yol actigini rapor eden pek ¢cok ¢alisma bulunmaktadir [136]. Jacevic
ve ark. sicanlarda DOX'un c¢oklu organ sistemlerinde olasi toksik etkilerini inceledikleri
calismalarinda ti¢ haftalik DOX uygulamasindan sonra deneklerde anlamli diizeyde kilo kaybi
tespit etmislerdir [137]. Bir baska calismada ise sicanlarda DOX ile olusturulmus nefrotoksisite
modelinde tek doz DOX uygulamasinin deneklerin final viicut agirhfinda 6nemli diizeyde
azalmaya yol actifit rapor edilmistir [138]. Mohamed ve ark. bisiilfan ve siklofosfamid
uygulamasindan sonra kemik iliginden elde edilen insan mezenkimal kok hiicrelerinin farelere
tarnsplantasyonunun over ve viicut agirhiginda artisa yol actigini géstermistir [139]. Bizde bu
calismamizda literatiirle benzer sekilde DOX uygulamasinin deneklerde kilo kaybina neden
oldugunu ve tedavi amaciyla verilen AKMKH’lerin kilo kaybini azalttigini saptadik.

Sican vajinal epitelinin, over steroidlerinin stimiilasyonuna yanit olarak histolojik
varyasyonlar gosterdigi 60 yildan uzun siiredir bilinmektedir. Bu degisiklikler uygun boyama
yontemleri kullanilarak vajinal smear yontemi ile izlenebilir [140]. Bu yontem kullanilarak
sicanlarin éstrus sikluslar1 belirlenir. Ostrus siklusu etkilesen ii¢ bilesenin kontrolii altindadr:

hipotalamus, 6n hipofiz ve gonadotropin salgilatici hormon. [141]. Bu nedenle ovaryum
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fonksiyonu ile ilgili yapilan calismalarda serumdaki FSH, AMH ve Ostradiol seviyelerinin
belirlenmesinin yani sira o6strus siklusu takibi de yapilmaktadir [142]. Anti-kanser ilaglari
disilerde ovaryumun fonksiyonunun bozulmasina neden olmaktadir [143]. Alkilleyici bir anti-
kanser ilaci olan siklofosfamidin farelere enjekte edildigi calismada siklofosfamid enjeksiyonu
yapilan grupta o6strus siklusunun 18 giine kadar uzadigi bulunmustur. Bu gruptaki farelerde
ostrus siklusunun tiim fazlarinin uzadigl ama prodstrus ve diostrus fazlarindaki uzamanin daha
fazla oldugu saptanmistir [144]. Nishi ve ark. yaptiklari ¢alismada 3 mg/kg DOX uyguladiklari
sicanlarin dstrus siklusunun 10, 6 mg/kg DOX uyguladiklari sicanlarin ise dstrus siklusunun 13
giline kadar uzadiklarin1 bulmuslardir. Ozellikle yiiksek doz uygulamasinda kontrol grubuna gore
onemli 6lciide daha uzun didstrus fazi goriilmiistir [145]. Bu ¢alismada DOX uygulanan grupta
ostrus siklusunun 10,9 giine kadar uzadig1 ve bu uzamanin didstrus ile metdstrus fazlarindan
kaynaklandig1 bulundu.

Son zamanlarda, rejeneratif tip arastirmalar1 MSC transplantasyonunun antineoplastik
ilaclarin kullanimina bagl olusan POF’lu hayvanlarda ovaryum fonksiyonunu diizeltmede etkili
bir tedavi yontemi saglayabilecegini gostermistir [146, 147]. Kemoterapiye baghh POF sican
modelini olusturmak icin siklofosfamid kullanmilan bir calismada ovaryum fonksiyonunun
diizeltilmesi amaciyla insan amnion kaynakli mezenkimal kok hiicre verilmis ve
transplantasyondan 1 hafta sonra POF grubuna gore diizensiz 6strus siklusuna sahip siganlarin
ylzdesinin daha diisiik oldugu bulunmustur [142]. Lai ve ark. menstriiasyon kanindan izole
edilen insan endometriyal mezenkimal kok hiicrelerinin kemoterapi ilaci uygulanan farelerde
ostrus siklusunun 1 hafta sonra diizelmeye basladigini, 4 hafta sonra da kontrol grubuyla benzer
oldugunu rapor etmislerdir [148]. Bizim ¢alismamizda da AKMKH transplantasyonu yapilan
grupta bir denekte diizensiz dstrus siklusu goriiliirken diger deneklerde 6strus siklusunun
ortalama 9 giinden sonra diizelmeye basladig: goriildi.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ajanlarin gonadlar tzerine toksik etki
gosterdigi bilinmektedir. Ozellikle alkilleyici ajanlar (siklofosfamid, dakarbazin, bisiilfan) ve
antrasiklinler (daunorubisin, doksorubisin, epirubisin) olduk¢a gonadotoksiktirler [149].
Antrasiklin bir ilag olan DOX ovaryumlarda kan damarlarinin zarar gormesine, stroma
hiicrelerinin apoptozuna neden olmaktadir [94]. DOX'un ovulasyon asamasindaki oositlerin
apoptozunu indiikledigi diisiiniilmektedir. Farelerle yapilan in vitro c¢alismalarda germinal
vezikiil ve metafaz Il asamasindaki oositlerde endoplazmik retikulum stresinin indiiklenmesine,
mitokondri aktivasyonunun ve hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasina sebep olarak apoptoza
neden oldugu bildirilmistir [96]. Ayrica DOX kullanimi sonrasinda graniiloza hiicrelerinde ROS
Uretiminin ve p53, Bcl-2 ve Bax mRNA ekspresyonun arttigi ve buna bagl olarak DOX'un
graniiloza hiicrelerinde apoptoza yol actif1 rapor edilmistir [95]. Follikiillerde oosit ve graniiloza

hiicreleri karsilikli etkilesim halindedir. Graniiloza hiicrelerinde gelisen apoptoz oosit gelisimi ve
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matiirasyonunu da olumsuz yonde etkilemektedir. Dolayisiyla graniiloza hiicresinde olusan hasar
asin folikiil atrezisine ve follikiil kaybina neden olabilmektedir [150]. Bu olumsuz etkilerine
ilaveten DOX primordiyal folikiil havuzunu etkileyerek over rezervinin azalmasina neden
olmaktadir [15, 16]. DOX ile yapilan bir ¢calismada DOX uygulamasi sonrasi ovaryumda bulunan
tiim folikiillerin sayisinin azaldig1 6zellikle sekonder folikiillerin hasar gordigii bulunmustur.
Ayni ¢calismada DOX'un ovaryumda bulunan atretik folikiil sayisini artirdigi buna bagh olarak da
ovulasyon hizinda azalmanin gerceklestigi saptanmistir. Ayrica DOX uygulamasi sonrasinda
ovaryumdaki apoptozu belirlemek i¢cin TUNEL yapilmis ve primordiyal folikiillerde boyanma
gozlenmezken, primer folikiillerde hafif boyanma gozlenmistir, sekonder ve tersiyer folikiillerde
ise belirgin boyanma gozlenmistir [97]. Benzer sekilde Vaskivuo ve ark. yetiskin insan
ovaryumunda apoptozu tanimlamak igin in situ DNA 3’- ucu etiketleme Kiti ile isaretleme
yapmislardir. Sekonder ve tersiyer folikiillerin grantiloza tabakasinda apoptotik hiicreler tespit
edilirken primordiyal ve primer folikiillerde apoptoz belirtisi gozlememislerdir [151].

Bu calisma kapsaminda, sicanlarda doksorubisinin gonadotoksisiteyi uyardig1 gorildu.
DOX grubu ovaryum dokularinin folikiilleri degerlendirildiginde; kontrol grubuna gore
primordiyal folikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamlh bir azalma goriildii. Gelismekte olan
folikiiller arasinda, primer folikiillerde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmamasina
ragmen, sekonder ve tersiyer folikiil sayilarinda anlamli oranda azalma saptandi. Sekonder ve
tersiyer folikiillerdeki sayisal azalmalarin nedeninin graniiloza hiicrelerindeki apoptoza bagh
olarak gelisen folikiiler atrezinin olabilecegi diisiiniildii.

Sun ve ark. yapmis olduklar1 c¢alismada kemoterapik bir ila¢ olan siklofosfamidi
intraperitoneal olarak uygulayarak over hasari olusturduklari farelere tedavi amaciyla AKMKH
vermisler ve kok hiicrelerin onarici etkilerini incelemislerdir. K6k hiicre uygulanan calisma
gruplarindan bir tanesini kok hiicre transplantasyonundan bir hafta sonra, diger grubu ise bir ay
sonra sakrifiye etmisler ve elde edilen ovaryum dokularindaki folikiilleri saymislarlardir. Her iki
grupta da siklofosfamid grubuna kiyasla tiim folikiillerin sayisinin anlaml bir sekilde arttifini
bulmuslardir [102]. Bizim ¢alismamizda da DOX+AKMKH grubunda DOX uygulanan gruba gore
primordiyal, sekonder ve tersiyer folikiil sayisinin anlaml bir sekilde fazla oldugu, primer folikiil
sayisinin benzer oldugu, atretik follikiil sayisinin anlamli derecede azaldig1 saptandi. Dolayisiyla
AKMKH’lerin DOX’a baglh gonadotoksisitede primordiyal ve gelismekte olan follikiiller
seviyesinde tedavi edici bir etki gosterdigi, DOX'un meydana getirdigi ovaryum doku hasarini ve
folikiiler kaybi azaltmak, ovaryan rezervi korumak amaciyla AKMKH uygulamasinin olumlu
sonuglar verdigi hem 151k mikroskobik hem de istatistiksel olarak gosterilmistir.

Primordiyal folikiiller, reprodiiktif donemde olgunlasacaklari zamana kadar uykuda kalan
kalan tek katli yassi pregranuloza hiicre tabakasiyla ¢evrili bir primer oosit icerir. Folikil gelisimi

¢oklu, karmasik asamalardan olusur ve bu asamalarin herhangi birindeki bozulma iireme
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bozukluklarina ve infertiliteye yol acabilir. Bu nedenle, bu asamalar1 kontrol eden kesin
mekanizmalarin agiklanmasi, kadin hastalarda fertiliteyi korumak ve infertiliteyi tedavi etmek
icin kritik 6neme sahiptir [131, 132].

Yapilan bir¢ok calismada kemoterapinin uykuda olan primordiyal folikiillerin sayisinin
azalmasina ve buna bagli olarakta prematiir over yetmezligine (POF) neden oldugu gosterilmistir.
Kemoterapi sonrasi over yetmezliginin varligi bircok calisma ile belirlenmis olsa da, kesin
mekanizmasi belirsizdir. Cesitli calismalar kemoterapinin uykuda olan primordial folikiillerin
apoptozunu tetikleyerek POF’a ve infertiliteye neden oldugunu ileri siirmektedir [131, 132].
Bununla birlikte, Kalich- Philosoph ve ark. alkilleyici kemoterapétik bir ajan olan siklofosfamidin
primordial folikiillerin apoptozunu indiiklemedigini bildirmistir. Bunun yerine, siklofosfamid
tedavisinin aktif olarak biiyiiyen folikiillerin apoptozunu indiikler ve primordial folikiilleri primer
folikiillere aktive ederek primordial folikiil havuzunun 'yok olmasina (burn-out)' yol a¢tiginm
raporlamislardir [133]. Bu mekanizma olduk¢a mantikli gériniiyor c¢iinkii teorik olarak
kemoterapi aktif olarak boliinen hiicreleri etkiler bu da kemoterapinin uyku halindeki folikiiller
icin daha az toksik olacagini diisiindiirtir [152].

Primordiyal folikiillerin primer folikiille doniismesini saglayan en o©nemli yolak
PTEN/AKT/FOX03a yolagidir. Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)'in aktivitesi, protein kinaz B
(AKT) aktivasyonunu saglar. Aktive edilmis AKT c¢ekirdege gecer. AKTin c¢ekirdege
translokasyonu forkhead box proteini 3a (FOX03a)'nin sitoplazmaya translokasyonuna yol acar.
Sonug olarak primordiyal folikiil aktivasyonu gerceklesir [44, 45]. Fosfataz ve tensin homolog
enzimi (PTEN)'nin bu yolu inhibe etmesiyle primordiyal folikiiller uykuda kalmaya devam eder
[6]. PTEN/ AKT/ FOXO03a yolaginin asir1 aktivasyonu fazla sayida primordiyal folikiiliin
aktivasyonuna neden olarak primordial folikiil havuzunun tiikenmesine ve buna bagh olarakta
POF’ayol acar [7, 47].

Sozen ve ark yaptiklar1 ¢alismada galaktoz ile POF modeli olusturmuslar ve folikiil
aktivasyonu i¢in bir belirte¢ oldugu bilinen FOX03a’'nin ekspresyonunu immiinohistokimyasal
olarak incelemislerdir. Kontrol grubunda FOXO3a'min esas olarak graniiloza hiicrelerinin
cekirdeklerinde ve primordial folikiillerin oositlerinde eksprese edildigi bulunmustur. Galaktoza
maruz kalmis grupta da FOX03a’nin ekspresyonunun biiyiik 6lciide azaldig1 bulunmustur [153].

Chang ve ark. sisplatin kaynakli primordial folikiil tiikenmesinde PTEN/AKT/FOX03
yolaginin roliinli arastirdiklari ¢alismalarinda bu yolaktaki anahtar proteinleri western blot ile
analiz etmisler ve sisplatinin PTEN seviyesini kademeli bir sekilde azalttigin1 saptamislardir.
Yaptiklar1 immiinohistokimyasal boyamalarda ise kontrol ovaryum dokularinda primordiyal
folikiillerde FOXO3a'min niikleusta yerlesim gosterdigini saptamislardir. Bununla birlikte,
sisplatin uygulanan gruptan elde edilen ovaryumlarda ise FOXO3a'nin niikleer exportunu

gozlemlemislerdir[152]. Jang ve ark.’da yapmis olduklari calismada sisplatin uyguladiklar
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farelerde PI3K yolaginda gorevli molekiiller olarak bilinen AKT, GSK3b ve FOXO3a'nin
fosforilasyonun kontrole gore 1.2-2.5 kat arttigini bulmuslardir. Gerek immiinohistokimyasal
gerekse western blot analizlerinde elde ettikleri veriler dogrultusunda sisplatinin
PTEN/AKT/FOXO03 yolaginin asir1 aktivasyonuna neden olarak primordiyal folikiil sayisinin
azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica arastirmacilar antioksidan olan melatoninin
sisplatin aracili folikiil aktivasyonuna karsi koruyucu bir etki saglayip saglayamadigini
arastirmislardir. Melatonin, sisplatin ile indiiklenen PTEN/AKT/FOX03a yolaginin asiri
aktivasyonunu bloke ederek, primordiyal folikiiller tizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
rapor etmislerdir [9].

Biz de ¢alismamizda doksorubisin kaynakli primordial folikiil tlikenmesinde
PTEN/AKT/FOX03a yolaginin etkili olup olmadigini incelemek icin bu yolakta gérevli AKT ve
FOX03a molekiillerini immniinohistokimya ve PCR yontemlerini kullanarak analiz ettik.
Immiinohistokimya analizleri sonucunda kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda FOX03a’'nin
immiin reaktivitesini esas olarak primordiyal folikiillerin oositlerinin niikleusunda oldugunu
bulduk. Bununla birlikte doksorubisin uygulanan grupta ise primordiyal folikiillerin oositlerinin
niikkleusundaki FOXO3a ekspresyonun biiyliik o6lciide azaldigini saptadik. Doksorubisin
verildikten bir giin sonra adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre transplantasyonu yapilan grupta
ise oositlerde FOXO03a'nin sitoplazmik translokasyonunun azaldigini goézlemledik. Kontrol
grubunda AKT’in immiin isaretlenmesini primordiyal folikillerin oositlerinin sitoplazmasinda
saptadik. DOX grubunda ise AKT’in immiin reaktivitesinin ntikleusta arttigini sitoplazmada
azaldigini bulduk. Tedavi amaciyla kok hiicre verilen grupta AKT’1n immiin boyanmasinin kontrol
grubuyla benzer oldugunu belirledik. PCR analizlerimiz sonucunda ise hem FOX03a’'nin hem de
AKT’'1n mRNA ekspresyon seviyelerinin DOX grubunda azaldigini, DOX+AKMKH grubunda ise
kontrol grubuyla benzer oldugunu belirledik. Elde ettigimiz sonuglardan doksorubisinin
PTEN/AKT/FOX03a yolaginin asir1 aktivasyonuna neden olarak primordiyal folikiil sayisinda
azalmaya neden oldugunu, kok hiicre uygulamasinin doksorubisinin ile indiiklenen bu yolagin
aktivasyonunu diizenleyerek primordial folikiil havuzunu korudugunu diisiindiik.

Sonuc olarak bu ¢alismadan elde edilen bulgular doksorubisinin sican ovaryumu iizerinde
toksik etkiye sahip oldugunu, adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasinin ise bu
etkileri azaltabilecegini gostermektedir. Doksorubisin tarafindan indiiklenen ovaryum
toksisitesine karsi adipoz kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin koruyucu etkinligi 6strus siklusu,
ovaryum boyutlar1 ve genel doku morfolojisi incelenerek 1s1ik mikroskobik olarak gosterildi.
Ayrica, ovaryan folikiil sayilari incelendiginde doksorubisinin hem primordiyal hem de
gelismekte olan folikiil sayillarinda azalmaya yol agtigi, AKMKH uygulamasinin ise folikiil
saylilarinda artisa yol acti1 saptandi. Dolayisiyla, DOX’sa bagl gelisen gonadotoksisiteye karsi
AKMKH uygulamasinin etkili oldugu disiiniildii. Ek olarak, bu ¢alisma, 6nceki ¢alismalarda
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gosterilmeyen over rezervi ile iligkili PTEN/AKT/FOX03A yolaginin FOX03A ve AKT protein
ifadelerini degerlendirerek doksorubisine bagli primordiyal folikiill havuzundaki azalmanin
molekiiler temelinin anlasilmasina yonelik fikir sunan ilk calisma olma niteligindedir. Yapilan
immiinohistokimyasal isaretlemeler ve RT-PCR analizleri sonucunda doksorubisin grubunda
FOXO03ave AKT molekiillerinin ekspresyonlarinda azalma saptanirken AKMKH uygulamasinin bu
molekiillerin ekspresyonunda artisa yol actigi bulundu. Kisaca, doksorubisine bagl over rezervi
kaybinin AKMKH uygulamasi ile olgiide iyilestirildigine isaret etmektedir. Bu c¢alisma
doksorubisin uygulamasi sonrasinda meydana gelen over rezervinin azalmasinin ve over
rezervini korumada alternatif olarak sunulan mezenkimal kok hiicrelerin terdpatik etkinliginin
altinda yatan molekiler mekanizmaylr anlamak icin bir fikir vermektedir. Ancak bu
mekanizmanin daha kapsamli anlasilabilmesi icin, adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
primordiyal ve gelisen folikiillerdeki oositlerde ve graniiloza hiicrelerinde etki ettigi gen bolgeleri
ile primordiyal folikiiler aktivasyon ile iliskili promotor boélgelerinin saptanmasi icin ileri

molekiiler genetik analizlerin de dahil edildigi ¢calismalarin planlanmasi gerekmektedir.
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