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Ozet

Amag: Ovaryum dokusu eksplant kultiri olusturarak dokulardan gé¢
eden stromal hucreleti izole etmeyi, ¢ogaltmay1 ve karakterize etmeyi
hedefledik.

Gereg ve Yontem: 2 adet 4 haftalik (prepubertal) disi Wistar Albino
tipi sicanlarin ovaryum dokularindan eksplant kiltirler olusturuldu.
Daha sonra prolifere olan overyan stromal htcrelere 2. pasajda (P2)
flow sitometri analizi yapilarak CD29, CD54, CD90 (mezenkimal kék
hiicre yizey antijeni) ve CD45 (hematopoetik koék hiicre yizey
antijeni) ifadelerine bakild1.

Bulgular: Kiltir ortamindaki hiicrelerin proliferasyon yetenekleri ve
mortfolojik 6zellikleri seri pasajlar yapilarak incelendi. Stromal htcreler
2. ginde dokulardan gb¢ ederek kiiltir kaplarina yapistilar ve ¢ogalip 7.
ginde konflue (%70-80) oldular. Kiltir ortamindaki overyan stromal
hiicrelerin morfolojileri, faz kontrast mikroskobu ile incelendiginde ig
seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olarak goraldu.
Stromal hiicre ¢ogalan kiiltiir kaplarinda mikroskop altinda yapilan
sayimda sirastyla 2x106 ve 1.5x106 hiicrenin tredigi gozlemlendi. Izole
edilen overyan stromal hiictelerin flow sitometri analizlerinde CD54,
CD90 ve CD45 yuzey antijenlerini eksprese ettikleri, CD29 yuzey
antijenlerini ise eksprese etmedikleri belirlendi.

Sonug: Yapilan analizde kiltiir ortaminda izole edip, urettigimiz
overyan stromal hiicrelerin hem hematopoetik hem de mezenkimal kok
hiicre belirteclerinden bazilarini eksprese ettiklerini belirledik.

Anahtar Kelimeler: Hicre kultir

stromal hucreler.

teknikleri; kriyoprezervasyon;

Girig

Ovaryum, germinal epitel olarak adlandirilan tek
katli  yasst epitelden, kiibik epitele kadar
degiskenlik gosteren modifiye pelvik mezotel ile
cevrelenmistir  (1).  Ovaryum  korteks  ve
medulla’dan  olusmaktadir. Ovaryum folikilleri
korteksin stromasinda yerlesmistir. Ovaryumun
yapisal birimi olan follikiiller, oositlere mikrogevre
olustururlar. Oositin ~ ¢evresindeki folikul
hicrelerinin =~ dig  ylizeyi bazal lamina ile
sinirlandirilmistir ve cevresinde stromal hicreler

Abstract

Introduction: In this study, it was aimed to isolate, reproduce
and characterize stromal cells migrating from tissues by creating
ovarian tissue explant culture.

Materials and Methods: Explant cultures were formed from
ovarian tissues of 4 week old (prepubertal) two female Wistar
Albino type rats. Then, the expression of CD29, CD54, CD90
(mesenchymal stem cell surface antigen) and CD45
(hematopoietic stem cell surface antigen) was investigated by
performing flow cytometry analysis on proliferating ovarian
stromal cells in the 2nd passage (P2).

Results: The proliferation abilities and morphological
characteristics of the cells in the culture medium were examined
by serial passaging. Stromal cells migrated from the tissues and
adhered to the culture dishes within the second day. They were
confluent (79-80%) on the 7th day. The morphology of the
ovarian stromal cells in the culture medium was observed as
spindle-shaped and fibroblast-like cell aggregates when
examined by phase contrast microscopy. When the proliferating
stromal cells were counted under the microscope in culture
dishes, 2x106 and 1.5x10° cells were observed to grow,
respectively. In flow cytometry analysis of isolated ovarian
stromal cells, it was determined that they expressed CD54,
CD90 and CD45 surface antigens, but did not express CD29
surface antigens.

Conclusion: In the analysis, we determined that the ovatrian
stromal cells we isolated and produced in the culture medium
expressed hematopoietic and some mesenchymal stem cell
markers.

Keywords: Cell culture techniques; cryopreservation; stromal
cells.

bulunur. Stromal hiicrelerin dagilim: da sikluslara
bagli  degisiklerden  (foliktllerin  gelismesi,
ovulasyon ve korpus luteum) olduk¢a ¢ok
etkilenir. Ozellikle graaf folikiilden oositin
atilmasindan sonra meydana gelen korpus luteum
¢ok biiyiik hacimlere ulasir ve hem hiicrelerin hem
de gelisen folikillerin yerlerini degistirir (2,3).
Ovaryumda en c¢ok bulunan folikil c¢esidi
primordiyal foliktldiir (1). Primordiyal folikiller
tek siralt yassi foliktl hiicreleriyle ¢evrili bir primer
oosit igerir. Daha sonra gelisen primer
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folikiillerdeki graniiloza hiicreleri proliferasyona
ugrayinca  stromal hicreler folikilin  teka
tabakasini olusturur (4). Teka tabakasi da teka
interna ve eksterna olarak iki kisma ayrilir. Teka
interna epiteloid karekterde salgi hicrelerinden
olusur ve damarlanma y6ninden zengindir.
Igeriginde fibroblastlar, kollajen lifler vardir.
Mural graniiloza hiicrelerine komsu teka interna
tabakasinda androjen prekirsoru olan
androstenedion, testosteron, dihidrotestosteron
sentezlenir. Androstenediyon grantiloza
hicrelerine tasinir ve aromataz (CYP19A1)
tarafindan  Sstrodiyole  (E2) ¢evrilir.  Mural
grantiloza hiicreleri &strojenlerin  Uretimi  igin
gerekli  enzimlere  sahip  degildir.  Graaf
folikiilllerindeki ~ graniloza  hicreleri ~ FSH
reseptorleri yaninda LH reseptorleri de kazanirlar
bu korpus luteumun lutenizasyonu icin
gereklidir.  Teka  eksterna  tabakasinda  ise
myofibroblastlar, tip I ve tip III kollajen lifler
bulunur. En biyik c¢apa sahip ve olgunlasmis
folikiiller graaf folikiillerdir. Oosit, graaf follikil
icerisinde etrafi kumulus granulosa hicreleriyle
cevrili olarak bulunur. Mural graniloza htcreleri
ise bitin folikil boyunca uzanmaktadir (1,5,06).
Ovulasyon, graaf folikilinden sekonder oositin
atilmast strecidir. Stromal hicrelerin morfolojisi
korteks ve medullada farklidir. Fibroblastlara
benzeyen stromal hitcrelerin, mezenkimal hiicre
toplulugundan  kaynaklandigina  inanilmaktadir.
Kortekste, stromal hiicreler yiizeye paralel olarak
dizenlenir ve yuvarlak bir yapidadir. Medullada ise
hiicreler rastgele bir organizasyon sergiler ve uzun
bir yapiya sahiptir (7). Ovaryum iizerinde simdiye
kadar yapilan calismalarin cogunda yapisal birimler
olan foliktllere ve oositlere odaklanilmistir. Bizim
bu calismadaki amacimiz overyan stromal
hiicreleri izole etmek, karekterizasyonunu yapmak
ve Ozelliklerini incelemektir. Overyan stromal
hiicrelerle ilgili 6zelliklerin daha ayrintili olarak
bilinmesi over dokusunun dondurulmast ve
¢Ozilmesi sirecinde, fertilitenin korunmasina
yonelik  olarak  kriyoprezervasyon tekniklerin
gelistirilmesine neden olabilir.

ve

Gereg ve Yontem

Calismamiz ~ Pamukkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan 10.02.2022  tarih
E.165378 sayili karari ile onaylandi. 2 adet 4
haftalik disi Wistar Albino tipi sican Pamukkale

Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve
Arastirma  Merkezinden temin edildi.  Disi
sicanlarin  ovaryumlari anestezi altinda  steril

kosullarda eksize edildi. Alinan dokular, steril bir
kabin icerisinde fosfat buffer saline (PBS) ile
birlikte ytkanarak tzerlerindeki pihtt
kalintilarindan ~ tamamen  temizlendi.  Steril

soliisyon (penisilin/streptomisinli DMEM) i¢inde
hiicre kiltiird laboratuvarina transfer edilen
dokular, laminar flow kabininde PBS ile birkac kez
daha yikanarak etrafindaki kandan arindinldi
Daha sonra ovaryum dokusunun c¢evresindeki
adipoz doku uzaklastirildi ve doku kiigiik pargalara
ayrilarak 100 mm’lik petri kaplarina yerlestirildi.
Dokular %5 C02 igeren 37 °C sicakliga sahip
inkiibatére kaldirildi. 24. saatte kontaminasyon ve
hiicre kontrolleri yapilds. Komplet besiyeri
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM

(Capricorn Scientific, Germany), %10 Fetal
Bovine Serum FBS  (Capricorn  Scientific,
Germany), %0.5 Penisilin-Streptomisin  (Pan

Biotech, Germany) icermektedir. Kultar kaplarina
yapisan hiicreler tripsin enzimi %0.25 (Hyclone,
USA) ile kaldirilds ve iginde komplet besiyeri olan
yeni kiltiir kaplarina ekimleri yapildi. Kdaltir
kaplarinin iki giinde bir medyumlart degistirildi ve
optimal kiltir sartlari  olusturuldu. Cogalan
hiicreler  canliliklarinin  degerlendirilmesi  igin
tripan blue ile boyand: ve hiicre sayilart Neubauer
Improved sayim kamarasiyla tespit edildi. Tim bu
asamalar invert mikroskop (CKX41 Olympus,

Japan)  kullanilarak  gézlendi. Devam eden
pasajlarda  ¢ogalan  hiicreler  arastirmalarda
kullanilmak  tizere  kriyoprezervasyon  islemi
yapilarak  kriotipler icinde -80°C’de  derin

dondurucuya kaldirildi. Dondurma vasati olarak
Dimetilstlfoksit (DMSO) ve DMEM karisimi
kullanildi.

Istatiksel Analiz:

Bu calismada elde edilen

sonuclar bir 6n veri caligmasinin sonuclart olarak
degerlendirilmis olup, istatiksel anlamli sonug elde
edebilmek icin denek sayisinin bu ¢alismadakinden
cok artirilmasi gerektigi istatiksel glc analizi ile
tespit edilmistir.

stromal
dokusundan (PO) migrasyonu.

Resim 1. 2. giinde hiicrelerin - ovaryum

Van Tip Derg Cilt:29, Say1:4, Ekim/2022

422



Resim 2. Overyan stromal hiicrelerin (PO) morfolojik gérintimleri.

BEDE 202 12 30 1D 44 40 OVEN ) Bowe -~ 0 2031 13 30 v 4 40 OVEM Ve
A Ungated) 1 l:‘rln‘. A2
A:31.88% ﬁ
T | T ] .
O o Uﬂ'.i: % 1
)] wv
0 0 s
i3 _ el e
FSC-H AF647 CD45
% HHWI-‘J—H&J—&H—‘HWH& =‘ xxmt-az-m;::s-du-mul.u
1] !
{E1:0.00% E2: 0.08% o [Frzai% F2: 79.00%|
> 1
N =2 £
O | 2 3 ﬁ '
. b= o
- . et :
o1 o | Q0 g
o i -
o E310.47%  |E4: 80.74% <L | Fu172em F4: 1.55%
< - A - T RS- aiae
PE CD54 PE CD54

C‘ EEM 2030 12 n{‘i‘}l“ 40 OVEM 1\ b °~ DEIE H3 13 Hll:g! A3 OVEN ® e
C1: 0.03% CZ: 0.00% o DiTeen Dz 1.11%]
g o
N -
S O Ll |
P I~ 1_‘_! B -
.. s
6 | Kt U 3 3
B o] A
o R (i |
Jlexomaon|  ceosen L _pxessw|  paotew)
- l i W e w |il\‘ -:- R
FITC RT1D FITC RT1D
- FEME 2004-12-39 135540 OVER 1lea
e (1L ]
o ;51’:’ B0.42% | B2: 0.35%
o
D . | i
O |,
[
= 3 \‘-.
o &
D - ] ',‘1"
o=
L le31oa3%|  Bao.oow

" PE/Cy7 CD29

Resim 3. Overyan stromal hicrelerle (P2) yapilan flow sitometri analizinde CD54, CD90, CD45 vyuzey
antijenlerinin eksprese oldugu ve CD29 ylzey antijeninin ise eksprese olmadigt gésterilmistir.

Bulgular

Overyan stromal hiicreler ve ovaryum ylzey epiteli
sican ovaryum dokusundan herhangi bir enzimatik
yontem kullanilmadan explant kiltir teknigiyle
izole edildi. Stromal hiicreler 2. giinde dokulardan
gb¢ ederek kultir kaplarina yapistilar (Resim-1) ve
cogalip 7. ginde konflue (%70-80) oldular. Kiltar
ortamindaki stromal hiicrelerin morfolojileri, faz
kontrast mikroskobu ile incelendiginde ig seklinde
ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olarak
gbruldi  (Resim-2). Hiucreler, konfluent hale

geldikten sonra pasajlanarak cogaltildi. Es zamanlt
olarak bazi plate’lerde sadece ovaryum ylizey
epiteli ¢ogalirken, bazi plate’lerde bu hiicrelerle
birlikte stromal hiicrelerin de ¢ogaldigr gérildu.
Bazi plate’lerde ise sadece stromal hicrelerin
prolifere oldugu izlendi. Stromal hicre ¢ogalan
kiltir kaplarinda mikroskop altinda  yapilan
sayimda strastyla 2x106 ve 1.5x10° hiicrenin tGredigi
gbzlemlendi. Overyan stromal hicre ¢ogalan
kaplarda besiyerleri iki giinde degistirilirken
ovaryum ylzey epiteli ¢cogalan plate’lerde ¢ok hizlt
proliferasyon oldugu gézlemlendiginden dolay:
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besiyerleri her giin degistirildi. Stromal hiicrelerle
yapilan flow sitometri analizinde CD54, CD90,
CD45 yiizey antijenlerinin eksprese oldugu fakat
CD29 vylzey antijeninin ise eksprese olmadigi
gorulmistir (Resim-3).

Tartigma

Ovaryum temel olarak parankim ve stroma olmak
tzere iki bilesimden olusur. Folikiller parankimi
olustururken, stroma folikiilleri destekleyici bélim
olarak gérev yapar. Ovaryum stromasinda immiin

hiicreler,  endotelyal  hiicreler,  perivaskiler
hicreler, kan ve lenf damarlari, ekstraselliler
matriks icerigi, tunika albuginea, rete ovarii,

overyan vyuzey epitel hucreleri, hilar hicreler,
mevcudiyeti tartigmalt olan overyan koék hiicreler,
ovaryumun  tanimlanmamis  stromal  htcre
toplulugu olarak; fibroblast benzeri hicreler, ig
seklinde hiicreler ve interstisyel hiicreler bulunur.
Stromal  hiicreler tek bir homojen hiicre
toplulugunu olusturmaz (2,8). Over yuzey epiteli
kiltirlerde izole edildigi zaman morfolojik
goriinimlerinin cobblestone tarzinda (Arnavut
kaldirimi1) oldugu gérilmistir (9,10). In vitro
kiltirlerde, ovaryum ylzeyi epitel hiicrelerin
epitelyal-mezenkimal gecise ugradigt ve zamanla
sitokeratin ifadelerini kaybettigi gosterilmistir (11).
Teka hiicrelerinin  kékeninin  kortikal — veya
meduller stromal hiicreler olup olmadigt uzun
siredir devam eden bir arastirma konusu
olmustur. Yapilan caligmalarda kortikal stromal
hiicrelerin, graniiloza hiicrelerinin varliginda aktif
olarak teka hicrelerine dénistigh gorulmustir.
Oositten kaynaklanan blytime farklilasma faktorii
(GDF-9) ise teka hiicrelerinin farklilagmasini
saglar. Erken folikil gelisimi agsamasinda teka
hiicrelerinden  kaynaklanan  ¢6zunir  biylime
faktorleri, graniloza hiicrelerinin proliferasyonuna
neden olurken aynt zamanda bu hicrelerin
apoptozunu baskilar. Over korteksinden izole
edilen stromal hicrelerin oranlarinin %95.4 = 3.4,
mezenkimal hiicre (vimentin), % 6.6+ 1.8
endotelyal hiicre (von- Willebrand faktér) oldugu,
medulladan izole edilen hicrelerin ise oranlarinin
%92.3 £ 6.6%, mezenkimal hicre, %10.8 £ 2.5
ise endotelyal hiicre oldugu gésterilmistir (12-17).
Yapilan calismalarda ovaryum  biyopsilerinde
dokunun korteks béliminden overyan stromal
hicreler kultir ortaminda izole edilmistir. Daha
sonra endotelyal htcre (CD34 eksprese eden)
iceren stromal hiicreler ve endotelyal hiicreleri
icermeyen stromal hucreler olarak iki gruba
ayrilmistir.  Arastirmactlar bu iki grup hicreyi
fibrin  pthtilart  icinde  farelere  transplante
(ksenotransplantasyon) ederek greftlerin
durumlarini  degerlendirmislerdir.  Greftlerde

endotelyal hiicreleri iceren overyan stromal
hicrelerin, endotelyal hiicreleri icermeyen overyan
stromal hiicrelere gore kanlanmalarinin = ve
canliliklarinin =~ daha iyi  durumda oldugunu
gbstermislerdir (18). Fabbri ve ark. kadin over
dokularinin korteks bélimiinden stromal hiicreleri
izole ederek in vitro kultirlerini yapmislardir.
Yaptiklar1  immunofloresan ve RT- PCR
analizleriyle bu hiicrelerin mezenkimal hiicre
belirteci olan vimentini eksprese ettiklerini, epitel
hiicre belirteci olan sitokokeratin-8 (CK-8) ise
eksprese etmediklerini géstermislerdir. Daha sonra
hiicrelere doksorubisin sisplatini
uyguladiklarinda  bu  kemoterap6tik  ilaglarin
stromal  hiicrelerdeki  ¢ogalmayr  apoptozis
mekanizmast ile durdurdugunu gbstermislerdir
(19). Lopes ve ark. insan ve sican over doku
kaltirtd olusturarak kemoterapotik ajanlar olan
sisplatin ve doksorubisinin farkli dozlarini tekli
veya kombine olarak uygulamiglardir.
Kemoterapotik  ajanlarin saglikli  folikdllerin
sayistni  digtirdigini stromal hiicrelerde
apoptozisi artirarak  proliferasyonu azalttigini
gostermiglerdir (20). Bagka bir c¢alismada kadin
hastalarin ovaryum dokularinin korteks
bolimiinden overyan hiicreler izole edilmis ve
karekterizasyonu yapilmistir. Hicrelerin %84’niin
vimentini (mezenkimal hticre belirteci) eksprese
ettigini %3’nin CD31°1 (endotelyal hiicre belirteci)
eksprese ettigini , %1’ninde inhibin o’y1 (grantloza

ve

ve

hiicre belirteci) eksprese ettigini ve buyik
cogunlugun stromal hiicre oldugunu
gbstermiglerdir (21). Jabara ve ark. menapoz

sonrasi kadinlardan alinan over stromal hiicrelerin
izolasyonunu yaparak kiltiire etmisler ve homojen
morfolojide olan bu htcrelerin vimentini gl¢lii bir
eksprese ettiklerini, sitokeratin 18’1 ise zayif bir
sekilde eksprese ettigini bildirmislerdir (22). Chen
ve ark. maymunlarin ovaryumlarinin  korteks
bolimiinden tekal kék hiicre (TSC) izolasyonunu
yaparak kultlire etmislerdir. Teka hiicreleri teka
kék hicrelerinden farklilasir ve folikiilogenezde
onemli rol oynarlar. Teka kok hiicrelerinin ig

seklindeki fibroblastlara benzedigini; kendini
yenileme (self-renawal) ve farklilasma
Ozelliklerinin ~ oldugunu  gbstermiglerdir.  Bu

hicrelerin mezenkimal hiicre belirtegleri olarak
NESTIN, VIMENTIN, (PDGFRa) ve CD271°1

eksprese ettigini fakat CD90, CD73, CD105
belirteclerini ise eksprese etmediklerini
bildirmislerdir. ~Prematir overyan yetmezlik

modelinde yaptiklar1 otolog transplantasyonla bu
hiicrelerin ovaryumdaki fonksiyonlart dizelttigini
gostermiglerdir (23). Cui ve ark. prepubertal (3 ve
4 haftalik) sicanlarin  ovaryumlarinin  korteks
boliminden overyan stromal hiicreleri izole
etmislerdir. Immunofloresan teknikle hiicrelerin
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vimentini (mezenkimal belirteg) eksprese ettigini,
sitokeratin 8 (epitelyal belirte¢) ve faktor 8’1 ise
(endotelyal belirtec) eksprese etmedigini
gostermislerdir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ise
stromal hiucrelerin folikillerdeki teka interna
hiicrelerine ve teka eksternadaki myofibroblastlara
farklilastiklart  bildirilmistir (5). Soares ve ark.
menapoz 6ncesi kadinlarin (34-49 yas) overlerinin
korteks ve medullar bolgelerinden  stromal
hiicreler izole ettiler. Daha sonra iki grup
olusturarak (korteks ve medulladan izole edilmis
stromal htcreler) ve (korteks ve medulladan izole
edilmis; yavas dondurma teknigiyle dondurulmus
stromal hiicreler) ¢6zme sonrast bu hicreleri
enkapsiile bir sekilde fibrin pihtilar i¢inde farelere
transplante (ksenotransplantasyon) ettiler.
Greftlerde mezenkimal hicre belirteci olarak
vimentin, endotelyal hiicre belirteci olarak CD34,
proliferasyon belirteci olarak Ki-67 kullanilmistir.
Greftlerdeki kanlanmanin ve canliligin
dondurulma islemi yapilmayan meduller stromal
hiicrelerle yapilan transplantasyonlarda daha fazla
oldugu gostermislerdir. Meduller bélgede kortekse
gbre daha fazla sayida endotelyal hiicre oldugu
icin, greftlerin kanlanmasinin daha iyi oldugunu
bildirdiler (24). Besik¢ioglu ve ark. fetal ovaryum
dokularindan overyan stromal koék hicreleri
(OSSCs) eksplant kiltir yo6ntemiyle izole
etmislerdir. Daha sonra si¢anlarda bir kemoterapik
ajan  olan siklofosfamidle prematur overyan
yetmezlik modeli olusturmuslardir.  Ovaryum
dokularindan izolasyonunu yaptiklar1 OSSCs’nin

flow sitometri analizinde CD 90 ve CD49
belirteclerini eksprese ettiklerini fakat CD45 ve
CD 11b/c belirteclerini eksprese etmedigini

gbstermislerdir. Ayrica bu hiicrelerin yag, kemik ve
kikirdak  hicrelerine  farklilastigint  bildirdiler.
Kemik iliginden elde ettikleri mezenkimal kok
hicreleri (BMMSCs) ve overyan stromal koék
hiicreleri prematir overyan yetmezlik
olusturduklari sicanlara vermisler; overyan stromal

kék hucrelerin  folikiillerin  tekrar yapilanmas:
asamasinda  kemik iliginden elde ettikleri
mezenkimal koék hicrelere gore daha etkili

olduklarini bulmuslardir (25). Ying ve ark. over
folikillerinden (3-5 mm) elde ettikleri folikdl
stvisindan ekstraselliler vezikil (EV) izole ettiler.
Daha sonra sigir dokularinin  korteks
tabakasindan stromal hiicreleri izole edip kiiltiire
ettiler. Farkli dozlarda uyguladiklar: (0, 10, 30, 100
pg/ml) ekstraselliiler veziktllerin kortikal stromal
hiicrelerin ~ proliferasyonunu salgiladiklar1
androstenedion, progesteron hormonlarini
artirdigini bildirdiler. EV'lerin 100 pg/ml dozunun
ovaryum stromal hiicreleri iizerinde en fazla etkiye
sahip  olduklarint  gdsterdiler  (26).  Bir¢cok
calismada, dokusunun yavasg teknikle

over

ve

over

dondurulmasinin dokulardaki foliktlleri
korumasina ragmen stromal hiicrelere zarar verdigi
bildirilmistir. Ovaryum dokusu icin gelistirilecek
kriyoprezervasyon stratejileri doku
bilesenlerinin korunmasini amaclamalidir.  Fabri
ve ark. 15 kadin hastanin ovaryum dokularin
kiciik  parcalara  boélerek  hizli  dondurma
(vitrifikasyon) yontemiyle dondurmustur.
Vitrikasyon ve ¢ézdirme sonrasinda yapilan 1sik
mikroskobisinde graniiloza ve stromal hiicrelerin
iyi  bir sekilde korundugunu ama oositin
nikleusunun dizensizlesmis ve kromatinin hafifce
kalinlasmis oldugunu gostermislerdir. Elektron
mikroskobisiyle (TEM) vyapilan c¢alismalarda ise
oositlerin niikleuslarinin hafif dizensiz bir sekile
ve ince dagilmis kromatine sahip olduklarini
bildirmislerdir. ~ Yaptiklart TUNEL teknigiyle
ovaryumdaki stromal hicrelerde, apoptozisin
olusmadigini  goéstermislerdir (27). Gen¢ kadin
hastalar  i¢in over kortikal dokularinin
dondurularak saklanmast ve sonrasinda
transplantasyonu su an i¢in fertilitenin korunmasi
icin tek yol olarak sunulmaktadir. Bu ydntem ise
tim hastalar icin uygun bir secenek degildir.
Alternatif olarak elde edilen folikillere kombine
olarak 7n witro buyime (IVG) ile birlikte 7z vitro
olgunlasma  (IVM) tekniklerinin  uygulanarak
primordiyal folikilden graaf folikiile kadar folikil
kultirlerinde gelisimlerinin sirdirilmesi ve matir
oosit elde edilmesi yoéninde calismalar devam
etmektedir (28). Liu ve ark. farelerin ovaryum
dokularindan preantral folikilleri izole etmislerdir.
In vitro kiltir ortaminda farelere rekombinant
gonadotropinler uygulayarak graaf folikiller elde
etmisler ve bu folikillerin  %90'nin  hayatta
kaldigini gbzlemlemislerdir. Folikillerin
%53,5'inin MII oositleri urettigini ve elde edilen
MII oositlerinin  %50'sinin déllenerek blastosist
asamasina ulagtigini bildirmislerdir (29).

Calisgma  Sinirlandirmalari:  Stereomikroskop
altinda ovaryum dokusu ¢evresindeki adipoz
dokudan ve yiizey epitelinden dikkatli bir sekilde
eksize edilerek ayrilmistir. Buna ragmen farkli
hiicre kontaminasyonlari goérilen petri kaplari
deneye alinmamis sadece overyan stromal
hiicrelerin  prolifere oldugu hiicre kiltiirleriyle
calisilmaya devam edilmistir.

tum

Sonug

Calismamizda overyan stromal hitcreler izole
edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Overyan
stromal hiticrelerin hem hematopoetik hem de
mezenkimal kék hicre belirteclerinden bazilarin
eksprese ettikleri belirlenmistir.

Etik Onam: Bu calisma Pamukkale Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik  Kurulu tarafindan
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Cikar Catigmasi: Yazarlar bu calisma icin

herhangi bir c¢ikar c¢atismast olmadigini beyan
ederler.

Finansal Beyan: Bu calisma icin herhangi bir
finansal destek alinmamistir.

Yazar Katkilari: Makalenin  ana  fikrinin
belirlenmesi, literatlir taranmasi, makalenin yazimi1
ve materyallerin secimi MSU, EO, NC, HSC, MS,
GY ve GAM tarafindan yapildi.

Tesekkiir: Yardimlarindan dolayt Pamukkale
Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve
Arastirma Merkezinde gorevli olan Ogr. Gorevlisi
Mehmet Basegmez, Ogr. Gérevlisi Barboros Sahin
ve Vet. Hekim Abdullah Coguplugil’e tesekkir
ederiz. Ayrica yapilan flow sitometri analizindeki
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Sirketi temsilcisi Irem FEltutan’a siikranlarimizi
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