T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIPFAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM
ANABILIM DALI

SICANLARDA TEK TARAFLI OOFOREKTOMI
SONRASI KALAN OVERDE FOLLIKUL
DINAMIGI VE APOPTOZ UN INCELENMESI

DR YUNUSAYDIN

UZMANLIK TEZI

IZMIR-2008



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIPFAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM
ANABILIM DALI

SICANLARDA TEK TARAFLI OOFOREKTOMI
SONRASI KALAN OVERDE FOLLIKUL
DINAMIGI VE APOPTOZ UN INCELENMESI

UZMANLIK TEZI

DR YUNUSAYDIN

Danigsman Ogretim tyes
Prof Dr Murat Cdliloglu

Bu arastirma DEU Arastirma Fon Saymanlig1 Tarafindan 2006.KB.SAG.012
say1 ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

TESEKKUR. .. .ottt e e e e e et e e e Vil

LGIRIS VE AMAGC ..ottt e e e e e e 5
2.GENEL BILGILER. .. ..o it ittt it et 7
2.1 insan ovarian follikiler dinamigi.............ccoovvvveeiiiiiieiiiiieee el

2.1.1 Pre-antral folUKUI populasyonu...........ccoviue i i e 8

2.1.2 Follikuler gelisimin baglamasi.............coccoviiiiiiiiic 11

2.1.3 Preantral bllytime evresi veya bazal folukuler buyume.................. 11

2.1.4ToniK DUYUME BVIES ... ettt e e e e 12

2.1.5Hizli bUyUme evresi.......c.coovi i e a2 013
2.2 Oosit —Folukdl gelisim Kontroll...........oveveiveiiciii a2 14

2.2.1 Granuloza hiicresi....Ooosit gelisimi kontrold............................15

2.2.2 Oosit...granuloza hiicre fonksiyon kontrolU. ... 15

2.3 APOPLOZ ..o e e e 15

2.3.1 Mitokondri Ve BCl-2 @ll€SI.......ccuieiiii i 16
2.3.2 Olum reseptorleri ve ligandlar .............oeueiiniieeee e 17

2.3 A KASPAZIA ... e 17
23.5Apoptozkaskad ........cooiii i 0018

2.3.6 O0SItlErde QpOPLOZ. .. ...ttt e e e e 19
24.1 Embriyonik stemcell ... ... 21

2.4.2 Somatik (adult) stemcell........cooiiiiii i 23
3.GERECVE YONTEMLER......ccoiiiiiiiii e et 25
3.1 Deney hayvanlari..........ouuveie i e e e e ees 2. 20

3.2 Falliktl dinamigi’ nin inCElenNMESI.........coovei i e 20

3.3 IaistikSE ANAlIZ. ..o e, 28



A BULGUL AR, .. e e e e e 29

A 2 GIUP B e
R N (U] o N O PPN
S.TARTISMA VE SONUG. .. ..o e e e e e e e e e e e
B K AY N A K L A R o e e e e e e e e e e e



Tablo 2.1

Tablo 4.1

Tablo 4.2

Tablo 4.3

TABLO LIiSTESI

Ovarian foltkullerin morfolojik klasifikasyonu (Gougeon, 1996)............... 10

Grup A’da yer alan (n:7) sicanlarda primordial-primer-growing follikdl
gruplarindaki normal, atretik ve total follikil sayilari ile apoptotik index
ONtAlAMAIAIT. .. et e e 31

Grup B’de yer aan sicanlarda primordial-primer-growing  folukdl
gruplarindaki normal, atretik ve total folukul sayilari ile apoptotik index
OFtAlAMAIAIT. .. et e 33

Grup Cde yer aan sicanlarda primordial-primer-growing follikdl
gruplarindaki normal, atretik ve total follikil sayilar: ile apoptotik indeks
ONtAlAMAIANL. .. .. 35



Sekil 2.1

Sekil 2.2

Sekil 2.3

Sekil 2.4

Sekil 2.5

Sekil 2.6

Sekil 2.7

Sekil 2.8

Sekil 2.9

Sekil 4.1

SEKIL LISTESI

Fetal donemde maximum 7 milyon’a ulasabilen germ hiicreler fetal donemde

baglayan oosit apoptoz’ u ve dogumdan itibaren menopoz’ a dek sliren granuloza

hiicre apoptoz- follikiller atrezi ile tikeneceklerdir ................coiiiinn, 7
Overdeki folUkUllerin gelisimi...... ..o e 9
Klas 1'den klas 8' e dek tam blylume semasi, Gn, Gonadotropin.................. 12
Cift yonla folliktl gelisim KontrolU............oooiii e 14
Apoptosis'in gok basamaklt KontrolU...........c.ccoveiiiiii i 19
Insan embriyonik stem cell elde edilmesi.............cccooeeeiiiiiiiici e, 22
Embriyonik stem cell’in 0zellikleri...........oooooii i 22
Kemik iligi kaynakli stem cell gruplarindan farklilasma........................... 24

Somatik stem cell plastisites (kemik iliginden farkli dokulardaki matir

hUcrelere doONUSUMY). .. ... e et e e 25

A)Cift uclu ok ile primordial follikil grubu (yassi granuloza hicreleriyle
cevrelenmis follikuller) ve kesik cizgili oklar ile primer folliktller (kubik
granuloza hicreleriyle cevrili  folliklller) isaretlenmistir (Hematoxylene-
eosinglHE] boyanmis kesit x400). B) Cift sira granuloza hiicresi ile cevrili
sagliklt gorunimld sekonder follikdl (HE, X400). C) Growing-klas 2 follikul.
Antrum olusumu baslamistir (HE, X200). D) Atretikbir growing follikdl’ de
apoptotik body’ lerin diiz ¢izgili ok ile gosterimi (HE, X400). ..............cc..... 29



Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7:

Sekil 4.8

Grup A’da yer alan sicanlarda primordial-primer-growing foltkul gruplarindaki
total folukul sayilar1 ile apoptotik index ortalamalart....................c.een.0 31

Grup B’de yer alan sicanlarda primordial-primer-growing follikl gruplarindaki
total follikll sayilar1 ile apoptotik indeks ortalamalari..............................33

Grup C'de yer aan sicanlarda primordial-primer-growing folukul gruplarindaki
total folUukul sayilar: ile apoptotik index ortalamalari..............................35

A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve calisma overlerindeki primordial
follikUllerin say1sal degisimi..........oovveiiiii i e e . 30

A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve calisma overlerindeki primer

follikUllerin say1sal degisimi..........covveiiiii i e 222 30

A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve ¢alisma overlerindeki atretik growing
ve toplam growing follikullerin sayisal gosterilmesi...............ccooevvenn 37

A-B-C grubundaki siganlarda kontrol ve calisma overlerinde atretik
growing/toplam growing follikUl oran..............ocooiiii i 37

Vi



TESEKKUR

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum uzmanlik egitimim boyunca, bilgi ve deneyimleri ile bu alanda
yetismemde katki sahibi olan Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Kacin Hastaliklar: ve
Dogum Anabilim Dali Baskam Sayin Prof. Dr. Bllent Gulekli Hocam basta olmak Uzere;
Prof. Dr. Oktay Erten, Prof. Dr. Ata Onvural, Prof. Dr. Berrin Acar, Prof. Dr. Namik Demir,
Prof. Dr. Turhan Uslu, Prof. Dr. Cemal Posaci, Prof. Dr. Yakup Erata, Dog. Dr. Ugur Saygils,
Dog. Dr. Sabahattin Altunyurt, Dog. Dr. Serkan Giigltl, Dog. Dr. Erbil Dogan, Ogr. Gor. Uzm.
Dr. Bahadir Saatli ve Ogr. Gor. Uzm. Dr. Emre Okyay Hocalarima tesekkiir ederim.

Bu tez projesi’ nin hazirlanmasinda emegi gegen, Patoloji Anabilim Dal1 Ogretim tyelerinden
Prof. Dr. Meral Koyuncuoglu ve Do¢.Dr. Cagnur Ulukus'a ve ayrica Deney Hayvanlari
L aboratuar sorumlu Ogretim Uyesi Prof.Dr. Osman Y 1lmaz’ a tesekkir ederim.

Ayrica; asistanlik donemi boyunca destegini sirekli hissettigim ve bu tez projesi’nin
baglayisindan bitisine dek heran birlikte calistigimiz Sayin Hocam Prof. Dr. Mura

Celiloglu’ na tesekkurlerimi sunarim.

Dr. Yunus Aydin

Vii



Son olarak; bana hep destek olan Egim Aygen Aydn, Oglum Emir Emre Aydn ve Aileme
sonsuz tegekkiirler.......

Yunus Aydn

viii



OZET

Gunumtize dek over fizyolojisi ve follikil dinamigi Gzerine yapilan incelemeler; disi

memeli overi’nin dogumdan itibaren sabit germ hticre havuzuna sahip oldugu fikri etrafinda
yiritilmustir. Ureme biyolojisi'nin temel doktrinlerinden birisi olarak kabul edilen bu
dustnceye gore; sinirli sayidaki primordial follikuller, ovulasyon veya atreziye gidis yoluyla
tukenmektedir. Bugiine dek tek tarafli ooforektomi deney diizenegi ile yapilmis ¢alismalarda,
tek tarafli ooforektomiyi takiben gerceklestigi distnilen ovarian kompanzasyonun net
mekanizmasi agiklanamamistir. Bu calismalarin hepside sabit follikll rezervi fikri'ni baz
amiglardir. Ancak son birkag yilda yapilan bazi hayvan deneyleri sonucunda indirekt olarak
yeni oosit-primordial follikil olusumu saptandi. Bu nedenle follikll rezervi'nin smirl
olmadig1 ve ovarian-ekstraovarian kaynakli germ stem cell olabilecegi distunuldi.
Biz de kurdugumuz deney duzenegi ile tek tarafli ooforektomi sonrasi morfolojik olarak
follikdl dinamigi ve apoptoz'u degerlendirdik. Amacimiz, tek tarafli ooforektomi sonrasi
sadece ovarian kompanzasyonun mu yoksa ek bir oosit Uretim kaynagmin m aktif oldugunu
degerlendirmekti.

Tek tarafl1 ooforektomi’nin kisa, orta ve uzun donem etkilerini degerlendirmek igin
calisma 3 ayr1 grup sicanda planlandi ve Grup A(n:7): Calismanin 7. guntinde relaparotomi ile
kalan overin ¢ikartildigr grup, Grup B(n:8): Calismamn 14. gununde relaparotomi ile kalan
overin ¢ikartildig: grup, Grup C(n:8): Calismanin 42. gununde relaparotomi ile kalan overin
¢ikartildig1 grup. Tum sicanlarda 0.giinde alinan over, aym si¢an icgin kontrol overi olarak
kullanld: ve iki over arasinda; morfolojik olarak primordial follikl, primer follikil, growing
folliklll sayisal degisimi ve apoptotik indeks farklilig1 arastirildh.

Olusturdugumuz her 3 grupta da primordial-primer folliktl sayilarinda (rezerv follikul
grubu) ve apoptotik indekserinde istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Growing follikul
sayisi ise her 3 grupta da artti. Rezerv follikillerin sayisinda ¢alisma ve kontrol overleri
arasinda gecen zamana ragmen anlamli bir azalma saptanmamasi ve aym zamanda cohort’a
katilan follikulleri temsil eden growing follikul sayisi’nin 3 grupta da anlaml: olarak artmasi
ilginctir. Eger sadece ovarian kompanzasyon gelismis olsaydi; en azindan rezerv follikullerin
azalmasin1 yada follikUler statik yasam slresinin artmasi ve atrezinin azalmas: nedeniyle
atretik folliktllerin azalmasmi beklerdik.



Elde ettigimiz bulgular 1s181nda; tek tarafli ooforektomi sonrasi yeni follikul Uretimi
oldugunu ve bunun da en olasi kaynagi’ nin direkt olarak gosterilememis olsada, germ stem
cell (ovaryan veya ekstraovaryan kaynakli) oldugunu distiinmekteyiz.



INVESTIGATION OF FOLLICULAR DYNAMICSAND APOPTOSISIN THE
REMAINING OVARY FOLLOWING UNILATERAL OOPHORECTOMY IN RATS

SUMMARY

Until today, the studies about ovarian physiology and follicular dynamics have been
based on the assumption that the female mammal ovary, as from the birth, has a constant
germ cell pool. According to this idea, which is accepted as one of the main doctrines of
reproduction biology, primordial follicles, which are limited in number, are depleted through
ovulation or atresia. Until now, the exact mechanism of ovarian compensation, which is
thought to occur following unilateral oophorectomy, could not be explained in the studies
using an experimental set-up based on unilateral oophorectomy. All of those studies were
based on the idea of fixed follicular reserve. However, some animal experiments conducted in
the recent years have indirectly determined the production of new oocytes and primordial
follicles. Thus, the results of these studies have shown that follicle reserve is not limited and
suggested the presence of germ stem cells of ovarian or extraovarian origin.

Accordingly, following unilateral oophorectomy, we evaluated follicle dynamics and
apoptosis morphologically by using our experimental setup. Our aim was to determine
whether ovarian compensation was active alone or accompanied by a source of oocyte
production.

In order to evaluate the short-, mid-, and long term effects of unilateral oophorectomy,
three rat groups were included in the study. These groups were Group A (n=7), of which the
remaining ovaries were removed via relaparatomy on the 7th day of the study, Group B
(n=8), of which the remaining ovaries were removed via relaparatomy on the 14th day of the
study and Group C (n=8), of which the remaining ovaries were removed via relaparatomy on
the 42nd day of the study. The ovaries removed from each rat on day O were used as control
ovaries and the changes in the number of primordial, primary and growing follicles and the
difference in apoptotic index were investigated morphologically.

In al three groups that we formed, significant differences were not observed in the
number of primordial and primary follicles and apoptotic index. On the other hand, it was
found that there was an increase in the number of growing follicles in all three groups. It is
striking that in spite of the time elapsed, a significant decrease was not determined between

the study and control ovaries in terms of the number of reserve follicles. Additionally, another



interesting finding was the significant increase in the number of growing follicles, which
represented the follicles that joined the cohort. If only ovarian compensation had developed,
we would have at least expected a decrease in the number of reserve follicles or a decrease in
the atretic follicles due to the increased length of the static phase and the decrease in atresia.

In light of the findings that we obtained, we think that production of new follicles took
place after unilateral oophorectomy and its most likely source, although not directly shown,

were germ stem cells (of ovarian or extraovarian origin).



Bolim 1

GIRIS VE AMAC

Bircok memeli trtnun erkek bireylerinde primordiyal germ stem hicreleri bireyin

yasami boyunca baki kalir, disi bireyler i¢in ise ayn: durum sdz konusu degildir. Kadin treme
sigemi ile ilgili 1951 yilinda Zuckerman tarafindan sinirlart net olarak belirlenmis ve o
tarihten 2004 yilina dek tartisilmayacak derecede kabul gormus bilimsel doktrin'e gore; disi
memeliler bolinebilme 6zelligi olmayan ve aym1 zamanda 1. mayoz bolinmede beklemede
kalmis sinirli sayidaki germ hicre populasyonu (oositler) ile dogmaktadirlar (1-4).
Insanda oositler postnatal donemde apoptoz nedeniyle, artan bir ivme ile azalirlar ve 5.dekatta
rezervin tukenmesiyle birlikte menopozal sire¢ baglar. Disi memelilerde stz konusu olan
smirli sayidaki germ hicre varligi, stem cell calismalarinda kullanilan Drosophila
melanogaster'de dahil birgcok omurgasiz organizmada farklidir; bu canlilarin eriskin
overlerinde oosit yapimini devam ettiren germ stem cell varlig: direkt olarak gosterilmistir (5-
7.

Ik olarak 2004 yilinda Johnson ve ark. tarafindan fareler tizerinde yapilan bir deneysel
calisma sonucu; yeni oosit ve follikdl gelisimine neden olabilecek prolifere olabilen germ
hicreler’in varolabilecegini dustinilmeye basland: (8).

Over biyolojisi ve dinamigi Uzerine devrim yaratabilecek ‘postnatal overde surekli
oosit yapimini saglayabilecek germ stem cell varlhigr’ fikriyle son 3 yildir Johnson ve ark ile
birlikte bircok merkez sinirli sayida germ hiicresi doktrini’ ni sorgulamak Uzere arastirmalara
baglamistir. Guincel calismalar 1siginda direkt olarak germ stem cell varligi hentz
gosterilememis olup indirekt bulgular ile stem cell varlig1 desteklenmektedir (8,9).

Unilateral ooforektomi’nin etkilerini hormonal ve fertilite agisindan inceleyen
calismalarda tek tarafli ooforektomiyi takiben fertilitenin ve hormonal dengenin azalmadigi
saptanmustir. Bazi arastirmacilar bunun FSH yiksekligine ikincil (10), bazilarida sinir
sistemindeki etkilesim ile olustugunu distinmektedirler (11).

Germ stem cell varliginailiskin tmit verici son bilgiler dahilinde, siganlardatek tarafl
ooforektomi sonrasinda kalan overde follikul sayisindaki degisimi incelemeyi planladik. Eger

folukul sayisinda artis olursa bu gergekten stem cell varlig: ile yerine koyma seklinde olabilir



yada follikUler apoptoz ve dolayis: ile atrezinin azalmasi ve kompanzatuar mekamzma ile

follikul sayisinin sabit kalmasi sekilinde olabilir.



Bolim 2

GENEL BIiLGILER

2.1 insan ovarian follikiiler dinamigi

Primordial germ hiicreleri ekstraembriyonik epiblast hiicre dncillerinden koken alirlar,
ve yolk sak duvari Uzerinde go¢ ederek fertilizasyonu takiben 5-6. haftada gelismekte olan
gonadlara (genital tuberkdl) yerlesirler (12,13). Germ hiicre goginde; C-kit proto-onkogen
tarafindan kodlanan transmembran tyrosine kinase reseptéru, C-kit, 6nemli rol alir (14,15).

Germ hicrelerindeki mitoz ile say1 artist go¢ esnasinda baslar ve 16-20.haftada
maksimum rakama, 67 milyon oogoniaya, ulasilir. Oogonialarin ulasmasini takiben germ
hiicre kaybi baslar ve bu siireg artik menopoz’ a kadar devam edecektir (figir 2.1). Oogonial
artis ile oositlere donis doneminde maximum hicre kayb: olacak ve yaklasik %70 germ hiicre
apoptoz ile kaybedilecektir (16,17).

Fetal life Aduli life
—

FSH

APOPTOSIS

Sekil 2.1: Feta donemde maximum 7 milyon'a ulasabilen germ hicreler fetal dénemde
baslayan oosit apoptoz’u ve dogumdan itibaren menopoz'a dek siren granuloza hicre

apoptoz- follikuler atrezi ile tikeneceklerdir (18).



Ik olarak 11-12.haftada baslayan mayoz béliinme ile oogonialar oositler’ e donistirler
ancak bu bolinme ovulasyona dek profaz | — diploten evrede bloke olur ve yalnmizca
ovulasyon ile birlikte 1.mayoz bolinme tamamlanabilir (18). Artik doguma dek, bitin
oogonialar profaz I-diploten evrede beklemek Uizere oositlere dontseceklerdir (19).

Mayoz boltinmeye baslamis olan oositler'in hayatta kaabilmesi somatik hicreler ile
iliski kurabilmelerine baglidir (19). 18-20.haftada meduller alandan koken alan damarsal
yapilar gonadal korteks' e invaze olurlar ve primer kokeni net olarak bilinmeyen (mezenkimal
veya colomik epitel) perivaskuler pre-granuloza hicrelerini, kortikal alana tasirlar . Bu
hiucreler profaz-1 diploten evrede beklemede olan oositlerin etrafin1 sarar. Profaz-1 diploten
evrede beklemede olan oosit, cevresinde igsi yapida tek kat pregranulosa hucreleri ve en dis
kisimda basal membran ile ‘primordial folliktl’ olarak adlandirdigimiz yeni yapiy1 olusturur
(20).

Primordial follikdl olusumu, tim oositler follikul seklini alana dek, doguma kadar
devam eder. Dogumda primordial follikuller yaklasik 250 000-2 000 000 arasi olacak ve
pubertede bu rakam 400 000’ lere dusecektir (21).

2.1.1 Pre-antral folukul populasyonu

‘Non-growing’ folukul populasyonu 4 tip folukudlden olusur; (i) igs granuloza
hicreleriyle gevrelenmis primer oositten olusun primordial folikdl (35.0 um capta), (ii) igsi
ya da kuboidal granuloza hicreleriyle gevrelenmis primer oositten olusan intermediyer
folukdl (38.0 um capta) , (iii) tek tabaka granuloza hiicresiyle gevrelenmis primer oositten
olusan primer folukul (46.0 um capta) ve (iv) >1 kat granuloza hticresiyle cevrelenmis primer
oositten olusan sekonder folukul (77.0 um c¢apta)(22). Gergek folukiler blyime sekonder
folukdl icersinde olusan germinal vezikdl’ tin > 19 um'yi gegmesiyle baslar (23).

35 yasina kadar her ay bekleme evresindeki folukullerin, ‘resting follicle’, yaklasik olarak
1000 tanesi buyume stirecine gegcmek Uzere aktive olur ve >35 yas bu say: gitgide artar ve
sonunda resting follicle 100-1000 arasi kalinca menopozal donem baslar (21,24).

FolUkiller buyume-gelisme sekil 2.2'de ve morfolojik degisiklikler tablo 1'de gosterilmistir
(22).
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Tablo 2.1: Ovarian folukdllerin morfolojik klasifikasyonu (Gougeon, 1996)

Primordial Folukdil

35 um

» Tek tabaka yass granuloza hiicreleri

Intermediyer Folukuil

38 um

* Tek tabaka yassi ve kiboidal granuloza
hicreleri

Primer Folukul

46 pm

» Tek tabaka kiiboidal granuloza hicreleri ve
zona pellucida

Sekonder Folukdl

77 um

» >] tabaka kiboidal granuloza hiicreleri

* Theca interna hicreleri Gizerinde LH reseptor
olusumu

* Folikiler vaskiler ve lenfatik sistemi’ nin
olusumu

* Theca interna ve externa farklilasmasi’nin
baslamasi

» Granuloza hicreleri Uzerinde FSH, 0strojen
ve androjen reseptorleri

Klas 1

0.1-0.2mm

*Two-cell-two gonadotropin hormone
sentezi'nin baslamasi

» Antrum heniliz yoktur

Klas 2

0.2-0.4 mm

e Granuloza hicreleri arasinda ‘Call Exner
body’ olusumu

» Antrum gelisimi baglar

» Cumulus oophorus olusur

Klas 3

0.4-09mm

» KlgUk antrum

Klas 4

0.9-2.0mm

e Ortaantrum

Klasb

2.0-5.0mm

* Recruitment gergeklesir

» Antrumda bir miktar daha btiytime

Klas 6

5.0-10.0 mm

» Granuloza hiicrelerinde aromatase aktivitesi

*» Seleksiyon

* Medium antrum

Klas7

10 - 16 mm

» Genis antrum

Klas 8

>16 mm

» Ovulasyon

10



2.1.2 Folliktler gelisimin baslamas

Dogumla birlikte overlerdeki folliktllerin  hemen hemen tamam primordial
folliktldur. Folliktler gelisimi baslatan mekanizma net olarak anlasilamakla birlikte bir grup
faktor in follikUler gelisimi baslattigi tesbit edilmistir; epidermal growth factor, insulin-like
growth factor, transforming growth factor, fibroblast growth factor ve cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) salgilanmasmi arttiran vasoactive intestinal peptide, pituitary
adenylate cyclase activating peptide ve neurotropinler (25).

Diger taraftan anti-mullerian hormone ve somatostain’in folliktl blydmesini
engelledigi teshbit edilmistir. Bekleme evresindeki ‘resting follicle’ follikillerin nekadar
miktarlar ile aktive olacagi; bekleme havuzunda kalan follikil sayisina, testesteron seviyesine,
hastanin yasina, beslenmeye ve timus aktivites ile opioid peptidlere baglidir (26,27).

2.1.3 Preantral buyume evres veya bazal folikuler buylime

Preantral blylme evresine gecis fetal donemde baglar ve bu slireg menopoz’ a kadar
devam edecektir (23,25). Bu evre igs yapidaki pregranuloza hticrelerinin (primordial follikil
-35.0 um), tek katli kibik granuloza hicrelerine (primer follikil-46.0 pm), dontsmesiyle
baglar. Bu donusum ile birlikte granuloza hicreleri ve/veya oosit tarafindan yapilan
mukopolisakkaride tabaka-zona pellucida olusur (tablo 2.1) (28).

Primer oosit cevresindeki granuloza tabakasinin 2 kati gegmesi ve ovarian stromal
hicrelerin granuloza hicrelerini saran bazal lamina nin etrafina lokalize olmasiyla primer
folliktller sekonder follikil’e (<120 pm) donustr (20). Sekonder follikilt olusturan
granuloza hucrelerinde FSH, ogtrojen ve androjen reseptorleri mevcut olmakla birlikte tam
fonksiyonel degillerdir (20,29). Bazal lamina etrafindaki ovarian stromal hicreler theca
interna ve theca externa olmak Uzere 2 ayri tabakaya farklilasmiglardir. Theca interna
hicreleri LH reseptorleri tasimaktadir. Sekonder folukdller ya blyimeye devam edeceklerdir
yada %99’ unda oldugu gibi atreziye ugrayacaklardir (30).
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2.1.4Tonik buyume evres

Tonik blyime evresi, klas 1 (pre-antral) folulikdl’tn (0.12-1.20 mm ¢ap) klas 5
follikil’'e (2.0-5.0 mm c¢ap) dontusmesiyle karakterizedir (sekil 2.3) (20). Bu evredeki
folliktler buyume ve gelisme; klas 2'den baslayan glikoprotein yapida sivi birikimi ile antral

kavite olusumu ve granuloza ile theca hiicrelerinin sayica artisi ile karakterizedir (26).

Hadlicular Suamel e (mm)

b3 'I: -3
ovul H Ovl ’ Owul
181 cucle 2nd cycla Ire cuchs

Sekil 2.3: Klas 1'den klas 8'e dek tam blylime semasi, Gn, Gonadotropin. (Adashi ve ark.,
1996).

Tonik biytme evresi, theca internadaki fibroblast benzeri stromal hiicrelerden en az 1
tanesinin epitelioid hticre tipine donismesiyle karakterize klas 1 follikul olusumuyla baslar
(31). Klas 1 follikdl, theca ve granuloza hticreleri arasindaki ‘two-cell two gonadotropin’
iliskisiyle ostrojen Uretebilme yetisi kazanmirlar. Theca hicreleri, LH (luteinizing hormone)
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tarafindan stimule edilir, Gretilen androjen bazal lamina'y:1 gegerek granuloza hicreleri
tarafindan 0strojen Uretiminde kullamlir ve 6strojen hem folliktler siviyr arttiracak hemde
sistemik sirkulasyona gegecektir (20,22).

Granuloza htcrelerindeki mitotik index artisi, granuloza hicreleri arasindaki antral
sivinin birleserek tek ve bliyuk antral kavite olusturmasi ile yaklasik 2 menstruel siklus siiren
Klas 1-preantral follikdl’tin (0.12-0.20 mm ¢ap), klas 5 - follikil’ e (2.0-5.0 mm) dontsimi
gerceklesir.

Preantral  folUkdl evresinde izole edilen oostler mayoz  bolinmeyi
tamamlayamamalarina karsin bolunmenin metafaz 11 evresine gegebilmesi igin gereken
molekiller bu evrede sentezlenmektedir (18). Antral kavite hem blyimeyi hemde follikul ve
oosit icin bulunmaz bir mikro-gevre olusturarak gelisimi saglamaktadir. Erken antral follikl
yapist icersindeki primer oosit mayoz-1'i kaldig: yerden devam ettirebilme potansiyeline sahip
iken iliskili oldugu granuloza hticrelerinin etkisi ile mayoz, ovulasyona dek bekletilmektedir
(32).

Folliktllerin klas 5 seviyesine dek gelisimi endojen gonadotropinlerin anlamli
derecede az oldugu; prepubertal donem, gebelik, COC kullammi ve hipotalamo-pituiter
yetmezlik durumlarinda dahi devam etmektedir. Bu nedenle follikuller < 2 mm ¢apta oldugu
donemde bilyime ve gelisim icin sadece bazal seviyede gonadotropin’e ihtiya¢ duyarlar
(22,33,34). Klas 5 seviyesinden itibaren ise klas 8 seviyesine ulasilabilmes icin siklik
gonadotropin uyarimi gereklidir (22,23).

2.1.5 Hizhh biytime evres

Bu evre ortalama her birisi 5 glinden olusan ve toplam 20 ginin sonunda ovulasyon
ile sonlanan klas 5 follikul’ Gin klas 8 follikll’e donus asamasidir, aktif gonadotropin uyarimi
gereklidir ve bu donemde follikdl kohortu segilimi (recruitment), dominant follikil segilmesi
ve ovulasyon gerceklesir (sekil 2.3) (23,34).

Bir onceki siklus'un midsiklus LH pik’ini takiben 12.gin civarinda FSH artmaya
baglar. FSH’ nin bazal seviyenin %10-30 Uzerine ¢cikmasiyla 1-15 klas 5 follikdl’ den olusan
kime atreziden kurtarilir (22,35-37). Atreziden kurtulan bu kohort'taki folliktllerin ortak
Ozellikleri; digerlerine nazaran daha biyik olmalari, en fazla FSH reseptorint iceren follikil
olmalar1 ve belirli FSH esik seviyesi Uzerinde uyarilabilir olmalaridir. Gitgide yukselen
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FSH’ya sekonder olarak bu kohort icersindeki 1-15 follikdl’ tin ¢api antral kaviteye salgilanan
glikoprotein ve yuksek granuloza hiicre mitotik indexi ile artar (38).

Mengtriel siklusun 5-7.guniinde; en genis ¢apli olan, en yiksek mitotik index’ e sahip
olan ve cohorttaki diger folukullere nazaran en yiksek Gstrojen salgilama kapasitesine sahip
olan folliktl dominant folukul olarak segilir ve bu seleksiyonun follikul ¢api >8 mm olmadan
gerceklesmedigi bildirilmistir (39,40). Seleksiyonda, artan ostrojen ile birlikte azalan FSH
etkilidir.

Follikdl’tin secilmesini  takiben granuloza hicre sayisindaki ve antral follikdl
sivisindaki artis devam eder, midsiklus gonadotropin salgisindan yaklasik 5 gtin 6nce olusan
o0gtrojen belirgin artis1 olur ve klas 7 (8-16 mm ¢ap) takiben de klas 8 (18-20 mm) follikul
olusur (22). Follikdl en carpic1 gelisimini son 10-15 giin icersinde yapmistir; son 2 haftada
folliktl capr yaklasik 12 mm artmis iken blyidmenin baslangicindan itibaren gegen yaklasik
330 ginde yaklasik 6 mm capa ulasabilmistir (23). Bu asamadan itibaren follikdl artik
matUrdur ve olusacak gonadotropin ani salgisi ile ovulasyon olacaktir.

2.2 Oosit —Folukul gelisim kontrolt (sekil 2.4)

granuloss cells

metabolic substrates steroidogenesis

Sekil 2.4: Cift yonlu follikul gelisim kontrol
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2.2.1 Granuloza hiicresi....Ooosit gelisimi kontroli

Oosit; blylime, mayoz bolinme regulasyonu ve metabolik destek agisindan granuloza
hicrelerinin kontrolu ve destegindedir (41,42). Germ hicreleri ve somatik hiicreler arasindaki
cift yonlu iletisimde 6zellikle gap junction yapis1 ve parakrin faktorler onemlidir.

Gap junction ‘connexin’ yapisal proteinleri tarafindan olusturulur (43). Granuloza
hicreleri arasindaki gap junction’da connexin 43 proteini daha baskindir ve connexin 43
eksikligi olan follikuler yapilarda erken preantral gelisim olamamaktadir. Granuloza hiicresi-
oosit arasindaki gap junction’da ise connexin 37 proteini daha baskin olmakla birlikte,
eksikliginde; antral folliktl gelisimi, luteinizasyon ve ovulasyon olamamaktadir (44). Bu
sonuclar ile, granuloza-granuloza arasi ve granuloza-oosit arasi iletisimde buyuk rol oynayan
gap junction yapisi follikllogenez agisindan hayati 6Gnem tasimaktadir.

Granuloza hucreleri ve oositler arasindaki ilk ligand-reseptor sistemi ise KL - Kit
tyrosine kinase reseptor sistemidir (45,46). Ovarian follikul gelisiminde Kit; FSH reseptor
formasyonu gergeklesmeden once etkili olmaya baglar ve etkisi takiben ovulasyon 6ncesi

maturasyona dek siirer.

2.2.2 Oodit...granuloza hicr e fonksiyon kontroli

Oosit folukul yapist igerisinde bir orkestra sefi gibi hareket eder; granuloza hicre
proliferasyonu dolayisiyla foltikdl blylimes ve maturasyonu, ayrica steroid sentezi lizerine
etkilidir. Oositektomi uygulanmis follikul ¢alismalarinda oositektomiyi takiben kalan somatik
hicrelerde; LH resept6r formasyonu ve maturasyonu engellenerek progesteron salgilanmasini
Onlemistir. Osit kaynakl: dizenleyici faktorler'in en dnemlileri ‘transforming growth factor-
beta (TGF-beta) superfamily’ grubunda yer alan growth differentiation factor 9 (GDF-9),
bone morphogenetic protein 15 (BMP-15) ve BMP-6' dir (47,48).

2.3 Apoptoz
Ik kez 1972 yilinda Kerr ve ark. tarafindan karaciger hiicrelerinde morfolojik olarak

nekrozdan farkli yapida hiicre 6lumu teshit edildi (49). Apoptotic hiicreler komsu hiicreler ve

extraseliler matrixten ayrilirlar. Hucresel matrix'in aktif olarak kaspazlar tarafindan
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parcalanmasini takiben hiicrede voliim kayb: ve buiziisme gergeklesir. Apoptoz’un en 6énemli
Ozelliklerinden birissde DNA'min  150-200 baz ciftlerinden olusan intranukleozomal
parcaciklara ayrilmasidir, bu enerji bagimli aktif bir mekanizma olup nekrozdaki parcalanma
tamamen pasif bir olaydir. Olayin sonunda komsu hticreler ve fagositler, ‘apoptotic body’
olarak adlandirilan cisimcikleri enflamatuar cevap gelismeyecek sekilde fagosite ederler
(50,51).

Nekroz ise hiicresel membran’ in pargalanmasini takiben; hiicrede sisme ve intraseltler
yapilarin rastgele hasar1 ve sonugta olusan genis enflamatuar cevap ile karakterizedir. Nekroz
ayn patolojiye maruz kalan genis sayidaki hicre toplulugunda gorulmekte iken, apoptoz tek
bir hticrede goralur (50).

2.3.1 Mitokondri ve Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ilk olarak follikiler B hicreli lenfoma hticrelerinden elde edilmis bir proto-
onkogen olarak bulunmustur. Gunimize kadar kadar en az 19 tane Bcl-2 ailesine ait Uye
protein tamimlanmustir. Bcl-2 ailesi Uyes proteinler apoptozu mitokondrial seviyede kontrol
eden ana proteinlerdir. Bu tyeler Bcl-2 homoloji Unitesi adi verilen dort motiften en az birini
icerirler (BH1-BH2-BH3-BH4). Bu Uniteler disinda, proteinler arasi iliskilerden ve
intraseltler iyon kanallar1 ve porlarin olusumundan sorumlu olan transmembranal bir yapiy1
daicerirler. Bcl-2 tyeleri fonksiyonlar: ve yapilarina gore Uge ayrilabilirler (52).

1- Antiapoptotik tyeler: Bu uyeler en azindan BH1 ve BH2 Unitelerini igerirler ve hiicreyi
apoptoza kars1 korurlar. En onemlileri sunlardir; Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w, Mcl-1, Al, NR13,
Boo/Diva.

2- Proapoptotik Uyeler: Bu Uyeler apoptozda rol oynarlar ve BH4 disindaki diger tniteleri
icerirler. En 6nemlileri sunlardir ; Bax, Bak, Bok.

3- Sadece BH3 Unitei igeren lyeler: Bu Uyeler sadece BH3 Unitei igerirler ve proapoptotik
rolleri vardir. En 6nemlileri sunlardir; Bid, Bad, Bim, Bik, Bnk, Hrk.

Bcl-2 ve Bcl-X. sadece mitokondrinin dis membraminda bulunurken proapoptotik
Uyeler sitozolde veya membranda bulunabilirler. Bcl-2 ailesi tyeleri endoplazmik retikulum
ve nukleer zarfta bulunabilseler de esas olarak mitokondri yerlesimlidirler. Apoptoz sirasinda
proapoptotik Bcl-2 dyeleri konformasyonal bir degisiklige ugrayarak proapoptotik BH3
Unites agiga cikar. Bax, Bid ve Bad proteinlerinin mitokondriye gegmesiyle sitokrom c
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samir. Sitokrom c¢ nikleer bir gendir, mitokondriye gectigi zaman bir hem grubuyla
birleserek holositokrom ¢ olusur ve sadece bu form kaspaz aktivasyonunu saglayabilir (53).
Bcl-2 ve Bcl-X, sitokrom ¢’ nin mitokondriden salmimini 6nler yolda calisirlar ve hiicrenin
yasamina devam etmesini saglarlar. Ozetle, proapoptotik tyeler ( bax, bak, bok ) apoptozun
gerceklesmesi lehine calisirken, antiapoptotik tyeler ( Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w ) hicrenin
yasamimin devami yoninde calisirlar.

Son yillarda Smac veya DIABLO adli bir proteinin de mitokondriden salindigi
bulunmustur (54,55). Bu protein apoptozom ile birlikte kaspaz: indiklemekte ve ‘inhibitor of
apoptosis proteins (IAPs)’’i inhibe etmektedir. Bazi hiicrelerde sitokrom ¢ hiicre 6lima icin
gerekli olsa da yeterli olamamaktadir. Bu hticrelerde Smac proteininin apoptozda rol oynadigi
distnulmektedir.

2.3.2 Olum reseptorleri ve ligandlary

Olum reseptorleri “tumor necrosis factor receptor” (TNFR) ailesine liye proteinlerdir.
Toplam bes tanedirler: TNFR1, fas (CD95), DR3/WSL, ve “TNF-related gpoptosis-inducing
ligand” (TRAIL)/Apo-2L. Bu proteinler sisteyinden zengin hiicre dis1 yapilar igerir. Karboksil
terminallerinde 6lum Unitesi (DD) adli reseptorleri vardir. Bu reseptorler ligandlara
baglandiginda apoptoz meydana gelecektir.

Fas 45-52 kDa (355 amino asit icerir) agirhiginda glikolize bir hiicre ylzey
molekdludir. Birgok hiicrede eksprese edilir ve ekspresyonu interferon y ve TNF gibi
sitokinlerce artirilabilir. Fas 6lum receptdrlerine baglandiginda hticresel 6lum igin sinyaller

dizisi olusur. Daha sonra prokaspaz 8 aktive olarak kaspaz kaskatini tetikler.

2.3.4 Kaspazlar

Aspartat spesifik sistein proteaz yolagi apoptozun temel ana yollarindan biri olarak
gosterilmektedir [7]. ‘Interlokin-1p konverting enzim (ICE; kaspaz 1)’ kaspazlarin prototipi
olup pro-interlokin-1p’nin biyolojik olarak aktif formuna donismesinden sorumludur (56).
Kaspaz 1'in apoptozda bir rolt olmasa da bu ailenin ilk tanimlanan Gyesidir.

Memelilerde 14 tane kaspaz gen ailess vardir ve insanlarda 11 tane enzim
tammlanmistir. Bu gen ailesinin iki adet alt grubu vardir. Birincisi ICE ile iliskili aile
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(inflamatuar grup), ikincisi de apoptotik grubu olusturan ailedir. Kaspazlar amino asit dizis,
yapilar: ve substrat spesifiteleri bakimindan benzerlikler gogterirler. Ug tane Unite iceren 6n
enzimler halinde sentezlenirler; bir N-terminal 6nuinitesi, sistein iceren biyuk bir subtinite ve
C-terminal kugtik bir subtnite.

Hucrelerde en yaygin bulunan kaspaz, kaspaz-3'tur. Apoptotik etkinin cogunlugundan
kaspaz-3 sorumludur ve etkis kaspaz-6 ve 7 tarafindan desteklenir. DNA yikimi kaspaz-3’ in
“caspase-activated DNase’ 1 (CAD) aktive etmesiyle baslar (57,58). Apoptotik olmayan
hiicrede bu enzim CAD’1 inhibe eden bir protein ile bir kompleks olusturmus halde inaktif
olarak bulunur. Apoptoz esnasinda kaspaz-3, CAD’1 inhibe eden proteini yikar ve nikleazin
kromatini kesmesine olanak saglar (59).

Hucreler kaspazlar icerdikleri gibi, aym1 zamanda dogal kaspaz inhibitorlerini de
icerirler. En az bes tane ‘inhibitor of apoptosis proteins (IAPs)’ tammlanmustir. Bunlar “X-
linked inhibitor of apoptosis’ (XIAP), c-1AP1, c-IAP2, néronal 1AP ve hicre kilturtiinde
antiapoptotik etki yapan survivindir. Bunlarin icinde en yaygin ve etkin olam XIAP dir.
XIAP, c-1APL ve c-1AP2 direkt olarak kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9'u inhibe ederler
(28,60,62).

2.3.5 Apoptoz kaskad (sekil 2.5)

Apoptoz kontroli ¢ok basamaklidir. Hicre dis1 sinyaller apoptoz'u baskilayabilir
(mitogen ve growth faktor) ya da baslatabilir (Fas ligand veya TNF-alfa). Olim reseptorlerini
(Fas veya TNF reseptorleri) etkileyen hiicre disi sinyaller procaspase-8'in katalize olmasini
saglar. Aktif kaspaz—8, kaspaz—3 gibi apoptoz' da rol alan kaspazlarin direk aktivasyonuna
yol acabilir. Bu islem ‘inhibitor of apoptosis proteins (IAPs)’ grubu proteinler ile
Onlenmektedir. Eger caspase-8 direk caspase-3 aktivasyonu ile apoptoz’'u baslatamazsa
alternatif yol devreye girer. Proapoptotik sinyal, ‘BH3 interacting domain death agonist
(BID)" kismin1 ayirarak aktif hale getirmesiyle sinyal amplifiye olur. Aktif BID, mitokondrial
membran Uzerine yerlesik anti-apoptotik Bcl-2 ailes Uyelerini antogonize eder. Eger
proapoptotik Bcl-2 ailesi tyeleri antigpoptotik Bcl-2 ailesi tyelerine kars: Gsttin olabilirlerse;
mitokondrial membran potansiyeli kaybolur ve mitokondri icerisindeki apoptoz indukleyici
faktorler hicre sitoplazmasina dagilir. Bu faktorlerin en 6nemlileri apoptoz'u direkt
induikleyebilen AIF (apoptoz inducing factor), |APs molekiltnt engelleyen Smac/DIABLO
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ve en Onemlileri sitokrom-c’dir. Sitokrom-c ‘apoptosis inducing complex’ olusturarak yada

Apaf-1 ve caspase-9 ile birleserek ‘ apoptosome’ olusturarak apoptoz’ u baglatir (63).

; h Mitogens,
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Sekil 2.5: Apoptosis'in ¢ok basamakli kontrolt.

2.3.6 Oositlerde apoptoz

Fizyolojik kosullar altinda apoptoz, ovarian follikil’de 3 htcre tipinde gorulir.
Granuloza hicrelerinde ve luteal hicrelerde ki apoptoz siklikla erigkin donemde olurken
oositlerde ki apoptoz fetal hayatta gozlenir. Oostlerde apoptoz 13.haftadan baslar ve 14-
20.haftalar arasinda maximum seviyeye (%11-17) ulasir (63). Bu donemden sonra doguma

dek gitgide azalir ve postnatal oositlerde apoptoz izlenmemektedir.
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2.4 Stem cdll

Stem cell konusunu inceledigimizde, hizli gelisimlerin yasandigi bu bilim dalinda
karsimiza heran yeni tammlamalar gikmaktadir (64);
Sem cell: Embriyodan, fetUsten yada belirli sartlar atinda eriskinden elde edilen ve
organizmanin yasam suiresi boyunca gogalarak artabilen (somatik stem cell’de bu sire yasam
stiresi boyunca olmasa da uzun stireler boyunca devam eder) hiicredir. V ticutta doku ve organ
yapitagini olusturan 6zellesmis hiicrelere donusebilir.
Pluripotent stem cell: Vicudu olusturan 3 germ tabakasina da (endoderm, mezoderm,
ektoderm) doniisebilme kapasitesine sahip hiicredir. insan Pluripotent stem cell grubunun
buglin bilinen iki kaynagi;, erken donem insan embriyosu ve gonadal fetal dokunun izole
edilip hicre klturinde ¢ogaltilmasidir.
Embriyonik stem cell: Blastokist olarak adlandirilan 4-5 gunlik embriyo’nun i¢ hiicre
kitlesinden (inner cell mass) elde edilen hiicredir. Bu hticreler kendileri embriyo degillerdir ve
laboratuarda gelismekte olan embriyodaki gibi davranmazlar.
Embriyonik germ cell: Fetal dokudan izole edilir. 5-10 haftalik fetlis'in gonadal ridge
bolgesindeki primordial germ hlcrelerinden izole edilirler. Gelismenin devam etmesiyle
gonadal ridge testis veya over’ e donisecek ve primordial germ hiicreleride oosit yada sperm’e
donuseceklerdir. Embriyonik stem cell ve embriyonik germ cell Pluripotent olmalarina
ragmen karakter olarak birbirlerine esdeger degillerdir.
Ozellesme (Diferansiasyon): Ozellesmemis bir hiicrenin (stem cell gibi) viicudu olusturan
bircok hticreden birisine degisimi islemidir. Diferensiasyon bazi genlerin aktive olup
bazilarimin da inaktive olmas: ile kontrol edilir. Ve sonugta diferansiye olmus htcreler
birtakim fonksiyonlar: yerine getirebilen 6zel yapilara donistrler. Ornegin; diferansiye olmus
bir sinir hicresi, elektrokimyasal sinir iletimi ile diger htcreler ile iletisim kurabilen bir
hicreye donusmektedir. Laboratuarda ssem cell 6zellesmis hicre tiplerine (kalp kasi, sinir
hiicres ve pankreatik hiicre gibi) donismek Uzere maniplle edilebilir ve buna belirlenmis
diferansiasyon denilir.
Plagtisite: Bir dokuya ait olan somatik stem cell’in, baska bir dokuya ait olan 6zellesmis
hicrelere donusebilmesidir.
Klonalite: Bir htcrenin belirli bir hiicrenin bdltinmesi sonucu ve genetik olarak bolinmeye

ugrayan hiicre ile aym olmas: kavramidir. insan pluripotent stem cell’in klonal olarak
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boltindlgl bugiin net olarak bilinmekle birlikte somatik stem cell’in klonalitesi ile ilgili cok
az calisma mevcuttur.

Progenitor cell: Bolinme sonucu tam diferansiye hicreler verebilme kapasitesine sahip olan
parsiyel 6zellesmis hicredir. Progenitor ve somatik stem cell aymrimi énemlidir; stem cell
boltindlgiinde olusan iki hicreden bir taness mutlaka replike olabilen ve self-renewal
kapasitesine sahip stem cell’dir, bir progenitdr hiicre bolundiginde ise replikasyon ozelligi
ve dolaysiyla self renewa kapasitesi olmayan 2 yeni progenitor hiicre yada iki 6zellesmis

hiicre olusur.

2.4.1 Embriyonik stem cell

Yaklasik 5 gunlik-blastokist asamasindaki embriyonun i¢ hticre kitlesini olusturan,
blastomere olarak adlandirilan ve say1 olarak 30 civarindaki htcrenin; htcre kultirinde
gelistirilmesi sonucu olusur (sekil 2.6) (64). Diferansiye olmadan uzun siire simetrik olarak
diploid kromozom yapisin1 koruyarak bolunebilirler.  Bu hicreler kendileri embriyo
degillerdir ve laboratuarda gelismekte olan embriyodaki gibi davranmazlar. Pluripotent
yapidaki hticreler olduklar: icin her 3 germ tabakadaki hiicreye donusebilir ve giinimuizde
instlin sentezleyebilen pankreas hiicresi, kontraktil aktiviteye sahip kalp kasi hiicresi, kan
hicreleri ve elektrokimyasal uyari iletebilme kapasitesine sahip sinir  hicresi
olusturulabilmistir (sekil 2.7) (64,65). Hucre kultirlerinde elde edilebilen uzun telomeraz
zinciri  sayesinde uzun Sireli  olarak  Ozellesmeye gitmeden kendi  sayilarini
arttirabilmektedirler (long time self renewal) (66).
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2.4.2 Somatik (adult) stem cdll

Ozellesmis bir doku igerisinde, kendisini yenileyebilen ve icinde bulundugu dokunun
tuim ozellesmis hicrelerine dontsebilme potansiyelini tasiyan diferansiye olmamis hicredir
(64). Somatik stem cell organizmanin hayati1 boyunca kendi kopya hiicrelerini yapabilir (self-
renewal). Somatik stem cell; karakteristik sekil ve fonksiyonlara sahip mattr htcreleri
(kontrakte olabilen kas hlcresi, iletim yapabilen sinir hticresi) olusturacak progenitor hiicre
olusturmak Uzere bolundr. Bilinen somatik stem cell kaynaklari; kemik iligi, kan, g6zin
kornea ve retina buluma, beyin, iskelet kasi, dis minesi, karaciger, cilt, gastrointestinal trakt i¢
ylzeyi ve pankreastir. Bugin hentiz viicudun bitin hiicrelerine dontsebilme yetisine sahip
izole somatik hticre populasyonu elde edilememistir; yani somatik stem cell, her 3 embriyonik
germ tabakaya donusebilme yetisine sahip pluripotent stem cell 6zelliklerine sahip degildir.
Organizma igersinde iken bu hicreler uzun sireli olarak Ozellesmeye gitmeden kendi
sayilarini arttirabilmektedirler (long time self renewal). Buginki arastirmalarda en blyik
sorun ise hicre kdltirlerinde bu hicreler 6zellesmeye gitmeden uzun siire sadece sayica
arttirilarak tutulamamaktadirlar (64,67).

Gunuimtzde en ¢ok calisilan somatik stem cell, kemik iligi kaynakli stem cell’ dir ve
major olarak iki tip oldugu saptanmistir; hematopoietik stem cell (kan hicreleri olusturabilir)
ve mezenkimal stem cell (kemik, kikirdak ve yag dokusu olusturabilir). Hematopoietik stem
cell grubu en ¢ok calisilan grup olmasina ragmen htcrelerin hiicre kalttrinde ok replike
olamamas: ve Ozellesme olmadan kalamamasi blyik dezavantajdir, ayrica kemik iligi
kaynakl1 stem celler’in farkli alt tiplerinin olabilirligine dair ¢alismalar devam etmektedir
(sekil 2.8) (68,69).

Somatik stem cell plastisiteside yeni bir kavram olmakla birlikte mekanizma net
olarak bilinmemektedir; somatik stem cell’e uygun ortam ve kosullar saglandiginda bu
hucrelerin, farkli dokularda yer aan 0zellesmis hicrelere genetik olarak tekrar
programlanarak donustigu izah edilmektedir. Bugine kadar 3 grupta klinik olarak
kesinlesmis plastisite bildirilmektedir; 1) kemik iligi ve kan kaynakli hematopoietik stem
cell’in 3 ana beyin hiicresine (ndron, oligodendrosit, astrosit), iskelet ve kalp kasi hlicresine,
karaciger hicresine donusimi. 2) kemik iligi kaynakli mezenkimal stem cell’in iskelet ve
kalp kasi hiicresine, yag-kemik-kikirdak hiicresine donisumtu. 3) beyin kaynakli stem cell’in
kan ve iskelet kast hlicresine dontsimu (sekil 2.9) (69).
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Embriyolojik doénemde primordial germ hucreleri ile hematopoietik kok hlcreleri
proksimal epiblast’tan, yani ayni bdlgeden koken almaktadirlar (70). Postnatal donemde de
hematopoietik sistem, kemik iligi kaynakl1 stem cell populasyonu ile desteklenmektedir (71).
Primordial germ hiicresi’ nin in vitro kosullarda primitif hematopoietik stem cell olusturabilme
0zelliginin saptanmasi (72) ve kemik iligi kaynakli stem cell’ den plastisite kavrami dahilinde
farkli dokulara ait hticreler elde edilmesiyle (73,74), kemik iliginin germ stem cell kaynag: da
olabilecegi dusunuldi. Bu fikir'e yonelik yapilan ¢alismalarin en sonuncusu ve en 6nemlisi
2005'te Johnson ve ark. tarafindan yapildi; germ cell markerlarindan Oct4, Mvh, Dazl, Stella
ve Fragilisin erigkin disi fare kemik iliginde eksprese edildigi saptandi. Ayni ¢alismann
ikinci ayaginda ise kemoterapi sonucu pre ve post mayotik germ hticre populasyonu tamamen
yok edilen farelere yapilan kemik iligi transplantasyonunu takiben her gelisim evresinde
(resting primordial evresindeki folukullerde dahil) oosit iceren folUkuller saptand: (9).
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Bolim 3

GEREC VE YONTEMLER

Calisma prospektif kontrolli deneysel arastirma olarak yapildi. Dokuz Eylul
Universitesi Rektorliigi Bilimsel Arastrma Projeleri  ¢deneginden 2006.KB.SAG.012
numaral1 proje olarak desteklenmis ve deney i¢in Deney Hayvanlar: Etik Kurulu'ndan onay
alinmistir. Deney Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Laboratuarinda
yapildi. Ovarian morfolojik follikul dinamigi incelemesi ve apoptoz tayini Patoloji Anabilim
Dal1 laboratuarlarinda gergeklestirildi.

3.1 Deney hayvanlari

Dokuz Eylul Universitess Tip Fakiiltess Deney Hayvanlar1 Laboratuar’ indan cinsel
yonden olgunluga erismis, 125-175 gram agirliklarinda, heps de 75 gunlik olan Wistar
albino susu toplam 23 adet sican aind: ve 3 gruba ayrildi. Sicanlar’ a deney siiresince 12 saat
gece ve 12 saat gundiz fotoperiyotta standart yem ve su verildi. Tek tarafl1 ooforektomi’ nin
kisa, ortave uzun dénem etkilerini degerlendirmek icin ¢calisma 3 ayr1 grupta planland.

Grup A: Caligmanin 0.guninde unilateral ooforektomi ( 3 rat’a sag ooforektomi , 4 rat’a sol
ooforektomi) yapildi. Caligmamn 7. guninde relaparotomi ile kalan overin ¢ikartildigr grup
(n:7).

Grup B: Caigmanin 0.gininde unilateral ooforektomi ( 4 rat’a sag ooforektomi , 4 rat’a sol
ooforektomi) yapildi. Calismanin 14. giniinde relaparotomi ile kalan overin ¢ikartildigi grup
(n:8).

Grup C: Calismanin 0.gununde unilateral ooforektomi ( 4 rat’a sag ooforektomi , 4 rat’a sol
ooforektomi) yapildi. Calismanin 42. giniinde relaparotomi ile kalan overin ¢ikartildigi grup
(n:8).

TUm sicanlarda 0.glinde alinan over, ayni sican icin kontrol overi olarak kullanildi.

Sicanlarin bir 6strus siklusu ¢ - dort gindir (61). Dolayisiyla grup A’daki siganlar 1-
2, Grup B’deki sicanlar 3-4 ve Grup C'deki sicanlar 10-12 menstruel siklusiuk sire
gecireceklerdir.
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40-80 mg/kg Ketamine + 5-10 mg/kg Xylazine (intraperitoneal) ile uygulanan anesteziyi
takiben steril sartlarda uygulanan laparotomi ile unilateral ooforektomi ile alinan overler
(kontrol overi) formolin ile fikse edilerek patoloji laboratuarina gonderildi. 3 gruptaki
hayvanlara sirasiyla 7, 14, 42. gunlerde relaparotomi uyguland: ve kalan over (¢alisma overi)
ooforektomi ile cikartildi. Hayvanlarin hepside relaparotomi sonrasi toksik eter dozu ile
sakrifiye edildiler.

3.2 Follikal dinamigi’ nin incelenmes

Parafin ile bloklanan dokulardan, doku bitene dek 8um kalinliginda kesitler alind: ve
literatUrde tariflendigi sekilde ilk kesitten itibaren her bes kesitte bir kesit incelemeye alindi
ve Hematoxylen-Eosin ile boyand: (75). 46 overden alinarak incelenen kesit sayis1 2392 idi.
Her bir over basina incelenen kesit sayis1 ortalama 52 idi.

Oosit involusyonu ile birlikte eosinofili izlenen, sekil olarak deforme olan ve
granuloza htcrelerinde pyknosis gelismis olan follikuller atretik follikil ve saglikli
gorinumdeki folliktller normal folliktl olarak degerlendirildi (20). Kesitlerde follikiller
Gougeon tarafindan tariflendigi sekilde smiflandirild: (8,20); (i) igsi granuloza htcreleriyle
cevrelenmis primer oositten olusan primordial folliktl (35.0 um capta), (i) tek tabaka
granuloza hticresiyle gevrelenmis primer oositten olusan ve oosit ¢evresinde zona pellucida
tabakasinin olusmaya basladigi primer follikil (46.0 um capta), (iii) >1 kat granuloza
hicresiyle gevrelenmis primer oositten olusan sekonder follikdl ( ortalama 77.0 um capta) (iv)
glikoprotein yapida sivi birikimi sonucu antral kavite olusumu ile karakterize antral follikul.
Bu siniflamada yer alan sekonder ve antral follikilller tek bir grup altinda growing follikul
olarak adlandirild.

Uc gruptada sayilan toplam normal ve atretik follikil sayisi istatistiksel analiz
yapilirken, bes kesitte bir kesit incelemeye alindig: icin, tim overdeki saymin bulunabilmesi
icin bes ile carpildi (75). Her bir gruptaki calisma overi kendi kontrol overi ile karsilastirildi.
Her grup icin calisma overi ile kontrol overinde; primordial follikdl, primer follikil, growing
follikll ve apoptotik indeks ortalamalar1 hesapland:.

Apoptoz incelemesinde, yeni gelistirilen bircok yonteme ragmen halen gold standart
olarak ifade edilen morfolojik inceleme kullarld: (76). Incelenen dokularda morfolojik
olarak; sitoplazmik vakuolizasyon, kromatin kondensasyonu ve yuvarlak sitoplazmik kitle
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veya pyknotik kromatin kondensasyonu etrafinda ince sitoplazmik halo olarak izlenebilen
‘eosinofilik apoptotik body’ ler sayildi. Siklikla 1000 hiicrede sayilan ‘apoptotik body’ler
1000 hticrede index olarak verilmesine ragmen veri guvenilirligi agisindan ortalama 4( +- 2)
kesitte sayilan 5000 hiicredeki apoptotik body sayis1 1000 hiicrede apoptotik indeks olarak
verildi.

3.3 istatigtiksel Anali

TUm istatistikler “SPSS for Windows 12.0" igtatistik program ile yapildi. Her grup

kendi icerisinde bagimsiz olarak Wilcoxon Signed Ranks Test ile degerlendirildi. p degeri
0.05'den dusUk olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bolum 4

BULGULAR

Sekil 4.1: A) Cift ok ile primordial follikul grubu (yass: granuloza hiicreleriyle gevrelenmis
folliktller) ve kesik gizgili oklar ile primer folliktller (kubik granuloza hiicreleriyle cevrili
follikdller) isaretlenmistir (Hematoxylene-eosinefHE] boyanmis kesit x400). B) Cift sira
granuloza hucresi ile gevrili saglikli gorinumlt sekonder follikul (HE, X400). C) Growing-
klas 2 follikdl. Antrum olusumu baslamistir (HE, X200). D) Atretik bir growing follikdl’ de
apoptotik body’ lerin duiz ¢izgili ok ile gosterimi (HE, X400).
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41Grup A

Grup A [Calismanin 0.guntnde unilateral ooforektomi-kontrol over (3 sican’a sag
ooforektomi , 4 sican’a sol ooforektomi) ve ¢alismanin 7. guninde relaparotomi ile kalan
over-calisma over cikartildigi grup] icersindeki primordial follikul, primer follikdl, growing
folliktl gruplarmin normal, atretik, total sayilari ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p
degerleri tablo 4.1 ve sekil 4.2'de gOsterilmistir. Bu grupta primordial ve primer follikul
acisindan ¢alisma overinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis saptanmamis olup sadece
growing atretik ve growing total follikil sayilarinda anlamli artis saptanmustir (p=0.028).

Calisma ve kontrol overinde apoptotik indeks agisindan anlaml: bir fark saptanmadh.
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Tablo 4.1: Grup A’'da yer adan (n:7) sicanlarda primordial-primer-growing follikdl
gruplarindaki normal, atretik ve total follikul sayilar1 ile apoptotik index ortalamalar:

Grup A P. P. P. Primer Primer  Primer Growing Growing Growing

(N:7) Norma Atretik | Total | Norma Atretik ' Total Norma Atretik |Tota Apoptoz
Kontrol 5735 51,4 [625 1786 2143 13929 60 1252,1 13121

Over [409,1] [67,0] |[388,7] [884] [78,1] | [158,6] [50,5] [448)5] [442,7] 13,1[156]
Caisma 3428 117,1 460,0 1586  330,8 4893 643 2041,4 | 2105,7

Over [251,1] [61,0] |[269,0] [76,5] [126,4] [165,2] [53,6] [522,4] '[534,5] 27,6[324]
p

Degeri NS NS NS NS NS NS NS NS

p degeri: < 0.05 ise anlaml: ve deger belirtilmistir
p degeri: >0.05 ise anlamsizdir ve NS olarak belirtilmistir.
[1: SD degeridir.

P: Primordial

Sekil 4.2: Grup A’'da yer alan sicanlarda primordial-primer-growing folukul gruplarindaki
total folukul sayilar1 ile apoptotik index ortalamalari
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4.2 Grup B

Grup B [Caismamin 0.guntnde unilateral ooforektomi-kontrol over ( 4 sican’a sag
ooforektomi , 4 sican’a sol ooforektomi) ve ¢alismanin 14. guniinde relaparotomi ile kalan
over-calisma over cikartildigi grup] icersindeki primordial follikdl, primer follikdl, growing
folliktl gruplarmin normal, atretik, total sayilari ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p
degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.3'de gOsterilmistir. Bu grupta primordial ve primer follikul
acisindan ¢alisma overinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis saptanmamis olup sadece
growing atretik (P=0.025) ve growing total (P=0.017) follikul sayilarinda anlamli artis
saptanmustir. Calisma ve kontrol overinde apoptotik indeks agisindan anlamli bir fark
saptanmad.
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Tablo 4.2: Grup B’de yer aan sicanlarda primordial-primer-growing foltkul gruplarindaki
normal, atretik ve total folukul sayilar: ile apoptotik index ortalamalar:

Grup B P. P. P. Primer Primer | Primer  Growing Growing Growing
(N:8) Norma Atretik | Total | Norma Atretik | Total Norma Atretik  Tota Apoptoz

Kontrol 4756 67,5 5431 1906 3444 535 1137 18762 1990 247
Over  [496,1] [82,2] [4412] [611] [129,1] [1764] [110,1] [386,6] [457.8] [32.6]

Cahsma 350,6 1200 4706 2294 2669 5062 1087 24425 25512 20,7
Over  [1885] [156,2] [221,0] [102:8] [86,8] [156,8] [729] [38L,7] [4093] [168]

p
Degeri NS NS NS NS NS NS NS NS

p degeri: < 0.05 ise anlaml: ve deger belirtilmistir

p degeri: >0.05 ise anlamsizdir ve NS olarak belirtilmistir.
[1: SD degeridir.

P: Primordial

Sekil 4.3: Grup B’de yer alan sicanlarda primordial-primer-growing follikdl gruplarindaki
total follikll sayilar1 ile apoptotik indeks ortalamalar:
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43GrupC

Grup C [Caismanin 0.guntnde unilateral ooforektomi-kontrol over ( 4 sican’a sag
ooforektomi , 4 sican’a sol ooforektomi) ve ¢alismanin 42. guniinde relaparotomi ile kalan
over-calisma over cikartildigi grup] icersindeki primordial follikdl, primer follikdl, growing
folliktl gruplarmin normal, atretik, total sayilari ve apoptotik indeks ortalama [SD] ile p
degerleri tablo 4.3 ve sekil 4.4'te gOsterilmistir. Bu grupta primordial ve primer follikil
acisindan ¢alisma overinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis saptanmamis olup sadece
growing norma (p=0.036), growing atretik (P=0.012) ve growing total (P=0.012) follikul
sayilarinda anlaml: artis saptanmistir. Calisma ve kontrol overinde apoptotik indeks agisindan
anlaml1 bir fark saptanmadi.



Tablo 4.3: Grup C'de yer alan sicanlarda primordial-primer-growing folliktl gruplarindaki

normal, atretik ve total follikil sayilar1 ile apoptotik indeks ortalamalar1

Grup C P. P. P. Primer

Primer | Primer

Growing Growing A Growing

(N:8) Normal Atretik T.otal Norma  Atretik Total  Norma Atretik | Total Apoptoz
Kontrol 290,0 91,2 3812 208,38 2781 14869 68,1 1658,1 17262 135
Over [72,7] [87,2) [[117,8] [48,5] [62,8] [[84,8] [734] [356,0] [398,3] [19,7]
CGalisma 390,0 55,0 4450 216,9 306,2 5231 1356 26894 28250 9,6
Over [130,9] [60,3] [[134,4] [59.1] [79,4] '[111,3] [94,1] [610,4] ' [601,7] [16,6]
p

Degeri NS NS NS NS NS NS NS

p degeri: < 0.05 ise anlamli ve deger belirtilmistir

p degeri: >0.05 ise anlamsizdir ve NS olarak belirtilmistir.
[1: SD degeridir.

P: Primordial

Sekil 4.4: Grup Cde yer dan sicanlarda primordial-primer-growing folukil gruplarindaki
total folukul sayilar1 ile apoptotik index ortalamalari
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Sekil 4.5: A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve calisma overlerindeki primordial
follikdllerin sayisal degisimi
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Sekil 4.6: A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve galisma overlerindeki primer follikdllerin
sayisal degisimi
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Sekil 4.7: A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve ¢alisma overlerindeki atretik growing ve

toplam growing follikillerin sayisal gosterilmesi

follikdl sayisi
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Sekil 4.8: A-B-C grubundaki sicanlarda kontrol ve ¢alisma overlerinde

atretik growing/toplam growing follikul oram
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Gelisimsel biyoloji tarihinde; sabit bir teorinin kabul edilmes nedeniyle, yeni
hipotezlerin tartisilamadig1 sik olmustur (77). Greenfield ve Flaws a gore, bilim tarihi uzun
sureli paradigmalara kolece baglanma nedeniyle olan sanssizliklar ile doludur (78).

Eriskin memeli overinde neo-oogenez’ in gergeklesmedigi, disi memelilerin smirli ve
kendini yenileyemeyen germ hucreler ile dogduklar: doktrini yaklasik yarim ytuzyil 6nce
kabul gormustir (79). O zamana dek neo-oogenez Uzerine yapilan tartismalara 1951 yilinda
Zuckerman ‘deneysel ve sayisal veriler i1siginda eriskin memeli overinde neo-oogenez
gerceklesemeyecegi’ sonucuyla noktayr koymustur. Germ stem cell mitozunun over disinda
gerceklesip gerceklesemeyecegi konusunda ise Zuckerman tarafindan ifade edilen aciklama
yoktu (1). O tarihten itibaren birgok arastirmaci Zuckerman'1 destekleyen veriler yayinladilar.
Bunlardan en gugluleri ise; Borum tarafindan 1961'de yayinlanan leptotene, zygotene,
pachytene ve erken diplotene figlrleri’nin (mayoz bolinme duraklamasi Once gecirilen
1.mayoz boélinme-profaz’in basamaklari)) sadece memeli fetal overlerinde gordldigu ve
memeli eriskin overlerinde gorulmedigi verisi idi. Digeri de yine Borum tarafindan 1967’ de
yayinlanan; 3H-thymidine (replike olmakta olan DNA yapisina katilan radyoaktif isaretli
thymidine-mitozdaki hicreleri gosterir) enjeksiyonu sonucu memeli eriskin overinde sayica
artabilen germ stem cell olmadig: veris idi (2,80).

Ik defa olarak 2003'te Hubner ve ark. tarafindan in vitro kosullarda fare embriyonik
stem cell’den oosit elde edildi (81). Bunu takiben 2004 yilinda Johnson ve ark. tarafindan,
Zuckerman' in doktrinini yikabilecek, postnatal memeli overinde oosit yapimini devam ettiren
germ stem cell varligina iliskin bulgular oldugu yayinlandi (8). 2004 yilindan beri treme
endokrinolojisi  Uzerine deneyimli birgcok merkezde devam eden calismalarda; oosit
yaslanmasi, menopoz ve prematir ovarian yetmezlik tzerine yeni cigirlar agabilecek olan
‘postnatal memeli overinde oosit yapimini devam ettiren germ stem cell varligr’ hipotezi
Uzerine calisilmaktadr.

Germ stem cell olabilirligi tzerine yapilmis en carpict ¢alisma, Johnson ve ark. tarafindan
2004'te Nature'da yaymnland: (8). Johnson ve ark. ¢cok basamakli olan bu c¢alismamn ilk
asamasinda; puberte donemi C57BL/6-fareler’ de 9,10-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)
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[follikUler atreziyi baslatan kimyasal] enjeksiyonu ile follikiler apoptoz' un baslayip atrezi
olusumu ve temizlenme siirecinin en fazla 72 saat sirdugunu gostermislerdir. Atretik folukul
sayis1  puberte doneminde 700 ile 1300 arasinda iken non-atretik folUkdl sayisimi 4000
civarinda teshit etmiglerdir. Bu hizda atrezi ve temizlenme ile devam eden siregte haftalar
icersinde follikullerin tamamen tukenmesi ve reproduktif fonksiyonlarin geng eriskin
doneminde sonlanmasi beklenirken, C57BL/6-fareler’de 12 ay sonunda bile primordial ve
growing follikdl saptamiglardir. Calismalart’ nin 2.asamasinda; ooforektomiden 1 saat once 5-
bromodeoxyuridine (BrdU) [hicre bolinmesini gosterir] enjeksiyonu yapildiginda Vasa
homologue (MVH, germ hicrelerinde sentezlenen bir protein) agisindan pozitif olan over
ylzeyi buytk ovoid hiicrelerinden bazilarinin BrdU pozitif oldugu saptamuslardir.

Johnson ve ark. 2005 yilinda Cell’de yayinlanan bir baska makalelerinde,
yenilenmekte olan germ cell havuzu hipotezini desteklemekle birlikte bu hiicrelerin kaynagi
niteligindeki stem cell icin ise kemik iligini disinmuslerdir (9). Yine ¢cok basmakli olarak
yapilan bu calismamn ilk asamasinda; doxuribicin enjeksiyonunu takiben, primordial
(2500'ten 500'e) ve total immattr (3500'ten1000'e) follikil sayisinda saglanan anlamlt
dusiisU takiben enjeksiyon sonrasi 12. saatte primordial (500’ den 1500'e) ve total immatir
(1000’ den 2500’ e) follikul sayisinda anlaml1 artis saptanmus ve 2.ayda kontrol grubu ile ayni
sayida follikdl tesbit edilmis. Bu kadar hizli yenilenmenin over ylzeyinde saptanan az
sayidaki germ cell Onclsi olabilecek blyUk ovoid hicrelerden olamayacagini dusiinen
arastirmacilar, plastisite ile bagska dokulardaki diferansiye hicrelerin olusmu nun en fazla
oldugu kemik iligini incelemislerdir. Daha ©nceki calismalardan da bilinen germ cell
markerlarmi (Oct 4, Mvh, Dazl, Stella ve Fragilis), kemik iliginde taramislardir (83,84). Ayni
zamanda female-germ-cell-specific homeobox geni nobox'un kemik iligindeki varligina
bakmiglar. Disi memeli germ cell spesifik olan bu markerlari anlamli olarak kemik iligi
dokusunda saptamislar. Bu ¢alismamn bir sonraki asamasinda saptanan en carpict bulgu ise,
busulfan+cyclophosphomide ile sterile hale getirilen disi farelere yapilan kemik iligi ve
periferal kan hicresi transferini takiben yapilan morfolojik ovarian inceleme sonuglaridir.
Transfer yapilmayan hayvanlardan farkli olarak kemik iligi transferi yapilan hayvanlarda
resting primordial follikul evres de dahil olmak Uizere tiim evrelerden follikuller tesbit edilmis

ve 00st yapiminin bagladigi gosterilmistir.
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Klinik gbzlemlerimize gore memelilerde tek tarafli ooforektomiyi takiben kalan over
reproduktif fonksiyonu dstlenmektedir. Bu konu ile ilgili yapilmis en garpici arastirmalardan
birisi; Levitas ve ark.”min tek tarafl1 ooforektomi yapilmis hastalar ile her iki overi de mevcut
hastalarin in vitro fertilizasyon-embriyo transferi (IVF-ET) sonuclari’mi inceledikleri
calismadhr. Ilging bir sekilde tek tarafli ooforektomi uygulanmis hastalarda anlamii sekilde
daha yuksek gebelik oranlar1 saptanmis (toplanan oosit ve transfer edilen embriyo sayilar: her
iki gruptada ayni iken elde edilen gebelik oram tek tarafli ooforektomi uygulanan grupta
%52.9 iken her iki overi mevcut olan hasta grubunda bu oran %20.8'lerde kalmstir) (82).
Ooforektomi sonrast artan FSH sonucunda overde gerceklesen endokrin ve parakrin
kompanzatuar mekanizmalar ile elde edilen matlr oosit sayisi ve gebelik oranlarinda negatif
yonde etkilenme olmadigi, hatta artis olabilecegi belirtiimis ve bu hasta grubunda bulunan
yuksek FSH seviyesinin over rezerv testlerinde yon gosterici olarak kullanilmamasi gerektigi
belirtilmis (82).

Kurmus oldugumuz bu deneysel calismada tek tarafli ooforektomi sonrasi fizyolojik
uyarilar ile, olmast muhtemel over kaynakli yada extraovarian (kemik iligi) kaynakli germ
stem cell aktivasyonu olabilecegini disundik (8,9). Kalan overde (her iki overin
folliktlogenez islevini tek basina Ustlenmis oldugu halde); kisa (A grubu)-orta (B grubu)-
uzun (C grubu) donemde follikil sayisinin sabit kalacagi ve hatta artabilecegi hipotezi ile
folliktl dinamigini inceledik. Deney plammmiza gore, eger gercekten germ stem cell mevcut
ise tum follikdl gruplarinda say:r sabit kalacak veya artacaktir; burada gercek ovarian
rezervinin gosterges olarak dustindtigtimtz primordial+primer follikil gruplarindaki degisim
diger gruplara nazaran daha buytk dnem arz etmektedir.

Olusturdugumuz her 3 grupta da primordial-primer follikil sayilarinda ve apoptotik
indekslerinde igtatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Calisma siresince yaklagik 1-2
menstruel siklus geciren A grubundaki hayvanlarda growing atretik (P=0.028) ve growing
total (P=0.028) follikul sayisinda, B grubundaki hayvanlarda da growing atretik (P=0.025) ve
growing total (P=0.017) follikul sayisinda, C grubundaki hayvanlarda ise growing normal
(P=0.036), growing atretik (P=0.012) ve growing total (P=0.012) follikll sayisinda artis
saptand: (tablo 4.1-4.3). Gergek follikll rezervi olarak degerlendirdigimiz primordial+primer
follikul sayilarinda galisma ve kontrol overleri arasinda gegen zamana ragmen anlamli bir
azama saptanmamas: (tablo 4.1-4.3 ve sekil 4.5-4.6) ve aym zamanda growing follikul
sayist’min 3 grupta da anlaml: olarak artmasi ilgingtir. Sonuclarimizin bu sekilde olmast ilk

40



bakista 2 nedenle olabilir; 1) gecici ovarian kompanzasyon, 2) follikil rezervini yenileyebilen
germ stem cell varlig.

Gunuimtze dek unilateral ooforektomi deney dizenegi ile yapilmis bazi ¢calismalarda
ovarian kompanzasyon sonucu reproduktif fonksiyonun etkilenmedigi bildirilmistir (85-89).
Ovarian kompanzasyon'un kurtarici yol olarak gosterildigi bu ¢alismalarda sebep olarak bir
¢cok mekamzma dusunulmistdr: i) azalan dstrojen ve inhibin seviyesine bagl olarak artms
FSH'ya ikincil olarak cohort'a katilan follikillerin artmasi (90); ii) azalan serum
progesteronuna bagli olarak ovulatuar boyuttaki folliklllerin yasam siirelerinin uzamas: (91),
iii) afferent-efferent adrenerjik sinir sissemi yardimiyla follikdller’in yasam sireleri’nin
uzamasi (92,93); iv) azalan atrezi ve artan recruitment’a bagli follikll sayisi’ min fazla olarak
saptanmasi (11,20-22); v) onceki follikuler dalgalardan gelen statik faz folliklller’in yasam
sireleri’ nin uzamast (11). Bu calismalarin hemen hepsinde hormonal inceleme yada overin
gorintileme yontemleri (6rn,USG) baz alinmustir. Ayrica 2004'e dek ‘memelilerin artma
potansiyeli olmayan germ cell havuzu ile dogduklart’ fikri tartisilmaz bir doktrin olarak kabul
edilmekteydi. Bu ylzden kurulan deney dizenekleri sabit bir havuzun reproduktif fonksiyonu
nasil kompanze edebilecegine yonelik fikirlerdi. Yapmis oldugumuz deneysel arastirma, tek
tarafli ooforektomi sonrasi morfolojik ve apoptotik degerlendirme ile germ cell’ leri inceleyen
literatUrdeki ilk ve tek calismadir. Yukaridaki mekanizmalardan hangis olursa olsun tek
sebep kompanzasyon olsaydi; en azindan rezerv follikillerin azalmasini yada follikuler statik
yasam sUresinin artmasi ve atrezinin azalmas: nedeniyle atretik follikillerin azalmasini
beklerdik. Kurdugumuz deney planinda ne rezerv havuzunda azalma olmustur (sekil 4.5-4.6),
ne de atretik follikil sayisinda ve atrezi oramnda (sekil 4.7-4.8) azalma olmustur. Ay
zamanda her 3 grupta da kontrol ve ¢alisma overlerinde apoptotik indeksler agisindan fark
saptanmamistir (tablo 4.1, 4.2, 4.3). Bu bize follikuler atrezi hizinda degisiklik olmadigini
gostermektedir. A,B ve C gruplart’ nin hepsinde de rezerv follikil sayilari aym kalmis olup
cohort’a katilan follikulleri temsil eden growing grubunda sayisal artis saptanmustir (sekil
4.7). Ozellikle uzun donem etkiyi gostermekte olan C grubunda growing normal-atretik-total
folliktl sayilart artmustir (tablo 4.3). Johnson ve ark.’nin atretik follikil temizlenme siireci
olarak saptadiklar1 72 saat’ide g6z 6niine alirsak rezerv sayisimin aym kalip growing grubunun
her U¢ gruptada artmasi bize ek bir kaynag: disindirmektedir.

Kerr ve ark. 2006 da C57BL/6-fareler Uzerinde yaptiklar: ¢calismada 7. gun follikal
sayist ile 100.gun follikul sayis1 aym bulmuslardir. Overden kaybedilen follikil sayisi ilk 7

41



gun igersinde yaklasik olarak 561+85/glin teshit edilen bu hayvanlarda follikil sayisinin bu
sureg icersinde ayni kalmis olmast ‘germ hicreleri’ nin halen sayica artmakta oldugu fikrini
destekler’ olarak yorumlandi. Kerr ve ark.” min calismasida, follikil sayisinin zamanla
birlikte belli bir donem sabit kalabilmesinin atrezideki azalma nedeniyle olamayacagi
bulgumuzu desteklemektedir (94).

21 gunlik CBA/Ca farelerinde primordial havuzdan kaybolan total follikul sayis1 89
folliktl/gun (48 6lum ile 41 gelisim basamagina gegis ile) olarak gosterilmistir (8); biz
calismamizda folliktdl kaybmin yiksek donemde oldugunu distindigimiz puberte
evresindeki 75 gunlik sicanlarda yaptik. Kisa donemden itibaren baslayarak, A grubu, uzun
donem olarak isimlendirdigimiz C grubu da dahil 3 gruptada primordial ve primer foltkul
sayisinda anlaml1 dusiis olmamasi ve growing folukul sayisinda artis olmasi nedeniyle folukdl
sayisinda artis ile olan destegin ve dolayisiyla germ cell cogalmasinin akut donemden itibaren
gerceklestigini  dusUndurmektedir. Buda bize Johnson ve ark.’min 2. calismalarinda
saptadiklart kemik iligi kaynakli germ stem cell destegi verisinin (9), daha dogru
olabilecegini dustndirmektedir. Cunki akut donemden itibaren follikll rezervini sabit
tutabilecek germ cell kaynagi aynen Johnson ve ark.'da belirttigi gibi (9), over ylzeyinde
oldugu dustunilen az miktardaki stem cell kaynagindan daha fazla potansiyele sahip, kemik
iligi gibi, bir noktadan saglamyor olabilir .

Bugtine kadar ovarian follikiler dinamigine iliskin yapilan calismalarda morfolojik
inceleme agisindan birgok yontem kullamlmustir; birkisminda alinan kesit kalinligi arttirilip
azaltilmis, birkisminda ise yapilan tim kesitlerden farkli araliklar ile inceleme yapilmistir
(75). Y apilan bu incelemelerde folUkul sayilar1 arasinda 16 kat’ a dek olan sayisal degisiklikler
saptanmustir. Ug boyutlu bir yap: olan overdeki tiim follikilleri pratik olarak her calismaicin
sayamadigimizdan dolay1 gercek follikil sayisina (95) %3-11 oraminda en yakin rakam
verebilen, Johnson ve ark. ile birlikte diger gincel arastirmalarin kullandigi yontemi
uyguladik (8,9). 8 um kalinliginda alinan her 5 kesitten bir tanesini incelemeye aldigimiz bu
zor ve zahmetli olan ve toplam 2392 kesit inceledigimiz yontemle bile gercek follikdl
sayisin1 verememekle birlikte literatUr bilgisi 1s1g1nda gergege en yakin verileri elde ettigimizi
dustinmekteyiz.

Sonug olarak; yapmis oldugumuz deneyde tek tarafli ooforektomi sonrasi kalan overde
yaklasik 10-12 menstruel siklus sonrasi (C grubu) bile follikll rezervi azalmamistir. Buna
karsiik cohort'u temsil eden growing grubunda follikil sayist artmigtir. Ovaryan
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kompanzasyon mekanizmasi’ min temeli olarak gosterilen atrezideki azalma’ nin olmadigi, tam
terane atretik follikdllerin de arttigi gosterilmistir. Elde ettigimiz bulgular 1s1g1nda; tek tarafl:
ooforektomi sonrasi yeni follikdl Gretimi oldugunu ve bunun da en olasi kaynagi’ mn direkt
olarak gosterilememis olsada, germ stem cell (ovaryan veya ekstraovaryan kaynakli)
oldugunu dustinmekteyiz. Germ stem cell olabilirligi Gizerine yapilan ¢alismalarin en blyik
kisitliligi, hentiz diger dokulara ait somatik stem cell marker’lar1 gibi net bir marker’ in teshit
edilememis olmasidir. Ayrica bu deneysel arastirma, tek tarafli ooforektomiyi takiben
morfolojik-apoptotik incelemenin yapildig: ilk calismadir. Bu sekilde indirekt olarak stem cell
varligint arastirmaya yonelik caligmalarin, ovarian follikil sayisindaki degisim sebebini
dahada fazla aydinlatabilmesi icin C grubumuzdaki 42 gin izlenen hayvanlardan daha uzun
izlenmesi uygun olabilir. Somatik germ stem cell varlig1 Uzerine yapilacak yeni calismalar ile
daha fazla kanit elde edebilir ve bir sonraki asamada germ stem cell’i izole edebilirsek disi
reproduktif endokrinolojisi agisindan devrim niteliginde bir yenilik olacaktir.

43



BOLUM 6
KAYNAKLAR

Zuckerman S. The number of oocytes in the mature ovary. Recent Progress Hormone
Research. 1951,;6:63-108.

Borum,K. Oogenesis in the Mouse. A study of meiotic prophase. Exp. Cell Res.
1961,;24:495-507.

Peters H. Migration of gonacytes into the mammalian gonad and their differrantiation.
Phil. Trans. R. Soc. Lond. B. 1970;259:91-101.

McLaren A. Meiosis and differantiation of mouse germ cells. Symp. Soc. Exp. Biol.
1984;38:7-23.

Spradling AC, Drummond-Barbosa D & Kai T. Stem cells find their niche. Nature.
2001;414,98-104.

Lin H. Thetao of stem cellsin the germline. Annu. Rev. Genet. 1997;31:455-491.

Lin H. The stem cell niche theory: lessons from flies. Nature Rev. Genet. 2002;3:931—
940.

Johnson J, Canning J, Kaneko T, Pru K & Tilly JL. Germline stem cells and follicular
renewal in the postnatal mammalian ovary. Nature. 2004;428:145-150.

Johnson J, Bagley J, Skaznik-Wikiel M, Lee HJ, Adams GB, Niikura Y, Tschudy KS,
Tilly JC, Cortes ML, Forkert R et al. Oocyte generation in adult mammalian ovaries by
putative germ cells in bone marrow and peripheral blood. Cell. 2005a;122:303—-315.

10-Cooper GS, Thorp JM Jr. FSH levels in relation to hysterectomy and to unilateral

oophorectomy. Obstet Gynecol. 1999;94(6):969-72.



11-Duggavathi R, Bartlewski PM, Barrett DM, Bagu E, Rawlings NC. Short- and Long-
Term Effects of Unilateral Ovariectomy in Sheep: Causative Mechanisms. Biol Reprod.
2008 Mar;78(3):490-6.

12-Buehr M. The primordial germ cells of mammals. some current perspectives.
Experimental cell research. 1997;232:194-207.

13-Sadler TW. Gametogenesis. Langmann's Medical Embriology 6th edition.
Williams& Wilkins, Baltimore, USA. 1990;3-20.

14-Speroff L, Glass R, Kase N. Regulation of the Mengtrua Cycle. Clinical Gynecologic
Endocrinology and Infertility. Baltimore: Lippincott Williams & Wilkins; 1999:226-230.

15-Skinner MK. Regulation of primordial follicle assembly and development. Human
Reproducrion Update. 2005;11:461-471.

16-Gondos B. Westergaard L. Byskov AG. Initiation of oogenesis in the human fetal ovarv:
ultrastructural and sguash preparation study. American Journal of Obstetrics and

Gynecology 1986;155:189-195.

17-Gondos B. Bhiraleus P. Hobel GJ Ultrastruclural observations on germ cells in human
fetal ovaries. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 1971;110:644-652.

18-Telfer E. Natural history of the mammalian oocyte. Reproductive BioMedicine Online.
2007;15:288-295.

19-Baker TG 1963 A quantitative and cytological study of germ cells in human ovaries.
Proceedings of the Royad Society of London. Series B 158.417-433.

45



20-Adashi E. The Ovarian Follicular Apparatus. In: Adashi E, Rock J, Rosenwaks Z,eds.
Reproductive Endocrinology, Surgery, and Technology. Vol 1. Philadelphia: Lippincott-
Raven Publisher; 1996:18-40.

21-Faddy MJ. Gosden RG. Gougeon A et al. Accelerated disappearance of ovarian folliclesin
mid-life: implications for forecasting menopause. Human Reproduction. 1992;7:1342-
1346.

22-Gougeon A. Regulation of Ovarian Follicular Development in Primates. Facts and
Hypotheses. Endocrine Reviews. 1996;17:121-155.

23-Gougeon A. Some Aspects of the Dynamics of Ovarian Follicular Growth in the Human.
Acta Europaea Fertilitatis. 1989;20:189-194.

24-Gougeon A, Ecochard R, Thalabard J. Age-related Chagnes of the Population of Human
Ovarian Follicles: Increase in the Disappearance Rate of Non-Growing and Early-
Growing Folliclesin Aging Women. Biology of Reproduction. 1994;50:653-663.

25-Gougeon A. Dynamics for Human Growth: Morphologic, Dynamic and Functional
Aspects. In: Leung P, Adashi E, eds. The Ovary. 2 ed. San Diego:Elsevier Academic
Press, 2004:25-43.

26-Fritz M, Speroff L. The Endocrinology of the Menstrual Cycle: the Interaction of
Folliculogenesis and Neuroendocrine Mechanisms. Fertility and Sterility.1982;38(5):509-

529.

27-Chabbert-Buffet N, Bouchard P. The Neuroendocrine Regulation of the Human Ovarian
Cycle. Chronobiology International. 2001;18(6):893-919.

28-Roy S. Regulation of Ovarian Follicular Development: A Review of Microscopic Studies.

Microscopy Research and Technique. 1997;27:83-96.

46



29-Oktay K, Briggs D, Gosden R. Onogeny of Follicle-Stimulating Hormone Receptor Gene
Expression in Isolated Human Ovarian Follicles. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 1997;5(7):967-978.

30-Hodgen G. Biological Basis of Follicular Growth. Human
Reproduction.1989;4(Supplement):37-46.

31-Gougeon A. Dynamics of Follicular Growth in the Human: a Model fromPreliminary
Results. Human Reproduction. 1986;1(2):81-87.

32-Vanderhyden B. Molecular basis of ovarian development and function. Frontiers in
Bioscience. 2002;7:2006-2022.

33-Bassett D. The Changes in the Vascular Pattern of the Ovary of the Albino Rat during the
Estrous Cycle. American Journal of Anatomy. 1943;73:252-292.

34-Channing C, Kammerman S. Characteristics of Gonadotropin Receptors of Porcine
Granulosa Cells During Follicle Maturation. Endocrinology. 1973;92:531-540.

35-Gougeon A. Dynamics of Follicular Growth in the Human: a Model from Preliminary
Results. Human Reproduction. 1986;1(2):81-87.

36-Monniaus D, Huet C, Besnard N, et al. Follicular Growth and Ovarian Dynamicsin
Mammals. Journal of Reproduction and Fertility. 1997;51(Supplement):2-23.

37-Hillier S. Current Concepts of the Roles of follicle stimulating hormone and luteinizing

hormone in folliculogenesis. Human Reproduction. 1994;9:188-191.
38-McNatty K, Hillier S, van den Boogaard A, Trimbo-Kemper T, Reichert L, Van Hall E.

Follicular development during the luteal phase of the human menstrua Cycle. Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism. 1983;56(1):1022-1031.

a7



39-Bagrwald A, Adams G, Pierson R. Characterization of ovarian follicular wave dynamicsin
women. Biology of Reproduction. 2003;69:1023-1031.

40-van Santbrink E, Hop W, van Dessel T, de Jong F, Fauser B. Decremental follicle
stimulating hormone and dominant follicle development during the normal menstrual
cycle. Fertility and Sterility. 1995;64(1):37-43.

41-Cecconi, S. & R. Colonna: Influence of granulosa cells and of different somatic cell types
on mammalian oocyte development in vitro. Zygote.1996;4:305-307.

42-Heller, D.T. & R.M. Schultz: Ribonucleoside metabolism by mouse oocytes. metabolic
cooperativity between the fully grown oocyte and cumulus cells. J Exp Zool.
1980;214:355-364.

43-Kumar, N.M.: Molecular biology of the interactions between connexins. Novartis Found
Symp. 1999;219:6-16.

44-Junegja, S.C., Barr K.J, Enders G.C & Kidder G.M. Defects in the germ line and gonads of
mice lacking connexin43. Biol Reprod. 1999;60:1263-1270.

45-Orr-Urtreger A, Avivi A, Zimmer Y, Givol D, Yarden Y& Lonai P. Developmental
expression of c-kit, a proto-oncogene encoded by the W locus. Development.
1990;109:911-923.

46-Horie K, Takakura K, Taii S, Narimoto K, Noda Y, Nishikawa S, Nakayama H, Fujita J&
Mori T. The expression of c-kit protein during oogenesis and early embryonic

development. Biol Reprod. 1991;45:547-552.

47-McGrath SA, Esquela AF& Lee SJ. Oocytespecific expression of growth/differentiation
factor-9. Mol Endocrinol.1995;9:131-136.

48



48-Dube JL, Wang P, Elvin J Lyons KM, Celeste AJ & Matzuk MM. The bone
morphogenetic protein 15 gene is X-linked and expressed in oocytes. Mol
Endocrinol.1998;12:1809-1817.

49-Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis. a basic biological phenomenon with wide-
ranging implications in tissue kinetics. British Journal of Cancer. 1972;26: 239-257.

50-Wyllie AH. Apoptosis: an overview. British Medical Bulletin. 1997;53:451-465.
51-Wyllie AH, Morris RG, Smith AL, Dunlop D. Chromatin clevage in apoptosis. association
with condensed chromatin morphology and dependence on macromolecular synthesis.

Journal of Pathology. 1984;142:67-77.

52-Kim M, Tilly JL. Current concepts in Bcl-2 family member regulation of female germ cell
development and survival. Biochimica et Biophysica Acta . 2004; 1644: 205— 210.

53-Yang J, Liu X, Bhalla K, Kim C ve ark. Prevention of apoptosis by Bcl-2: release of
cytocrom ¢ from mitocondria blocked. Science 1997;275:1129-32.

54-Du C, Fang M, Li Y, Li L ve ark. Smac, a mitochondrial protein that promotes cytcrome c-
dependent caspase activation by eliminating AP inhibition. Cell 2000;102:33-42.

55-Verhagen AM, Ekert PG, Pkusch M, Silke J ve ark. Identification of DIABLO, a
mammalian protein that promotes apoptosis by binding to and antagonizing AP proteins.

Cell 2000;102:43-53.

56-Alnemri ES, Livingston DJ, Nicholson DW, Salvesen G ve ark. Human ICE/CED-3
protease nomenclature. Cell 1996;171.

57-Enari M, Sakahira H, Yokoyoma H, Okawa K ve ark. A caspase activated DNase that
degrades DNA during apoptosis, and its inhibitors ICAD. Nature 1998;391:43-50.

49



58-Liu X, Zou H, Slaughter C, Wang X. DFF, a heterodimeric protein that functions
downstream of caspase 3 to trigger DNA fragmentation during apoptosis. Cell
1997;89:175-84.

59-Kothakota S, Azuma T, Reinhard C, Klippel A ve ark. Caspase-3-generated fragmennt of
gelsolin: effector of morphological change in apoptosis. Science 1997;278:294-98.

60-Deveraux QL, Reed JC. IAP family proteins-suppresors of apoptosis. Genes Dev
1999;13:239-52.

61-Tabarowski Z, Szoltys M, Bik M, Stomczynska M. Atresia of large ovarian follicles  of
the rat. Folia Histochem Cytobiol. 2005;43(1):43-50.

62-Deveraux QL, Takahashi R, Salvesen GS, Reed JC. X-linked IAP is a direct inhibitor of
cell-death proteases. Nature 1997;388:300-04.

63-Vaskivua TE, Tapanainen JS. Apoptosis in the human ovary. Reproductive BioMedicine
Online. 2002;6(1):24-35.

64-Kirschstein R. Stem Cells: Scientific Progress and Future Research Directions.NIH
report.2001;1-43.)

65-Reubinoff B.E, Pera M.F, Fong C.Y, Trounson A, and Bongso A. Embryonic stem cell
lines from human Dblastocystss somatic differentiation in  vitro.  Nat.
Biotechnol.2000;18:399-404.

66-Thomson J A and Marshall V.S. (). Primate embryonic stem cells. Curr. Top.Dev. Biol.
1998;38:133-165.

67-Brazelton T.R, Ross F.M., Keshet G.I., and Blau H.M. From marrow to brain: expression
of neuronal phenotypes in adult mice. Science. 2000;290:1775-1779.

50



68-Bianco P, Riminucci M, Gronthos S, and Robey P.G. Bone marrow stromal stem cells:
nature, biology and potential applications. Stem Cells. 2001;19:180-192.

69-Junying Y, Thomson J.A. Regenerative Medicine 2006. NIH report 2006:1-35.

70-Lawson, K.A., and Hage, W.J. Clonal analysis of the origin of primordial germ cells in
the mouse. Ciba Found. Symp. 1994;182:68-84.

71-Morrison S.J, Uchida N, and Weissman |.L. The biology of hematopoietic stem cells.
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 1995;11:35-71.

72-Rich I.N. Primordial germ cells are capable of producing cells of the hematopoietic system
in vitro. Blood. 1995;86:463-472.

73-Herzog E.L, Chai L, and Krause D.S. Plasticity of marrow derived stem cells. Blood.
2003;102:3483-3493.

74-Heike T, and Nakahata T. Stem cell plagticity in the hematopoietic system. Int. J. Hematol.
2004;79:7-14.

75-Tilly JL. Ovarian follicle counts- not as simple as 1,2,3. Reproductive Biology and
Endocrinology. 2003;1:11-13.

76-Hussein MR. Apoptosis in the ovary: molecular mechanisms. Human Reproduction
Update. 2005;11(2):162-178.

77-Byskov AG, Faddy MJ, Lemmen JG & Andersen CY. Eggs forever? Differentiation
2005;73:438-446.

78-Greenfeld C & Flaws JA. Renewed debate over postnatal oogenesis in the mammalian
ovary. BioEssays. 2004;26: 829-832.

51



79-Gosden RG Germline stem cells in the postnatal ovary: is the ovary more like a testis?
Human Reproduction Update. 2004;10:193-195.

80-Borum K. Oogenesis in the mouse. A study of the origin of the mature ova.Exp Cell Res.
1967; 45:39-47.

81-Hubner K, Fuhrmann G, Christenson LK, et a. Derivation of oocytes from mouse
embryonic stem cells. Science. 2003; 300:1251-1256.

82-Levitas E, Furman B, Shoham-Vardi I, Lunenfeld E, Potashnik G. Treatment outcome in
women with a single ovary versus patients with two ovaries undergoing in vitro
fertilization and embryo transfer (IVF/ET). Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol.
2000;88(2):197-200.

83-Scholer, H.R, Hatzopoulos, A.K, Balling, R, Suzuki, N, and Gruss,P. A family of octamer-
specific proteins present during mouse embryogenesis. evidence for germline-specific
expression of an Oct factor. EMBO J. 1989;8:2543-2550.

84-Saitou, M, Barton, S.C, and Surani, M.A. A molecular programme for the specification of
germ cell fate in mice. Nature. 2002;418:293-300.

85-Lipschutz A. Dynamics of ovarian hypertrophy under experimental conditions. Br J Exp
Biol 1925;2:331.

86-Biggers D, Finn CA, McLaren A. Long-term reproductive per- formance of female mice:
effect of removing one ovary. J Reprod unexpected significantly high pregnancy rate

among single Fertil 1962;3:303.

87-Findlay JK, Cumming IA. The effect of unilateral ovariectomy on plasma gonadotropin
levels, estrus and ovulation rate in sheep. Biol Reprod 1977; 17:178-183. 425

52



88-Peppler RD, Greenwald GS. Influence of unilateral ovariectomy on follicular
development in cycling rats. Am J Anat 1970; 127:9-14.

89-Bast JD, Greenwald GS. Acute and chronic €levations in serum levels of FSH after
unilateral ovariectomy in the cyclic hamster. Endocrinology 1977; 100:955-966.

90-D'Agostino J, Woodruff TK, Mayo KE, Schwartz NB. Unilateral ovariectomy increases
inhibin messenger ribonucleic acid levels in newly recruited follicles. Endocrinology
1989; 124:310-317.

91-Vinoles C, Meikle A, Forsberg M, Rubianes E. The effect of subluteal levels of exogenous
progesterone on follicular dynamics and endocrine patterns during early luteal phase of
the ewe. Theriogenology 1999; 51:1351-1361.

92-Gibson WR, Ingram BW, Lee VW. Can reduced consumption of gonadotrophins account
for ovarian compensation in unilaterally ovariectomized, immature mice injected with
gonadotrophins? J Reprod Fertil 1979; 57:209-218.

93-Gerendai |, Marchetti B, Maugeri S, Roxas MA, Scapagnini U. Prevention of
compensatory ovarian hypertrophy by local treatment of the ovary with 6-OHDA.
Neuroendocrinology 1978; 27:272-278.

94-Kerr J B, Duckett R, Myers M, Britt K L, Mladenovska T, Findlay J K. Quantification of
follicles in postnatal mouse ovary. Reproduction. 2006; 132: 95-109.

95-Hirshfield AN and Midgley AR J Morphometric analysis of follicular development in the
rat. Biol Reprod 1978;19:597-605.

53



