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OZET

SICAN OVARYUMLARINDA FARKLI UREME DONEMLERINDEKiI KOK HUCRE VARLIGININ
ARASTIRILMASI VE FARKLILIKLARININ BELIRLENMESI

Giintimiizde, kadinlarda infertilite giderek artan ve diinya ¢apinda milyonlarca kadini etkileyen
bir saglik sorunu haline gelmistir. Memeli ovaryumlari son derece dinamik organlar olmalarina
ragmen eriskin yasamda yeni oosit liretmemeleri kadin infertilitesi tedavisinde basari sansini
diistirmektedir. Memeli ovaryumlarinin bu rejeneratif potansiyeli son yillarda tartismali bir alan
olmus, ovaryumlarda germline kok hiicre (GKH) ve oogonial kék hiicre (OKH) varligindan s6z
edilmeye baslanmistir. Ovaryum dokusundaki OKH’leri arastirmak preovaryan yetmezlik,
premature menopoz, polikistik over sendromu ve kanserden kurtulan kadinlarda dogurganligi
surdiirmek ve geri kazandirmak icin mevcut oositlerle calismak yerine yeni oosit liretme
olasiliklari iizerine yapilan ¢calismalara zemin hazirlayacaktir. Bu tezin amaci erigkin 6ncesi (2-3
hafta), eriskin (6-8 hafta) ve yash sicanlarda (25-30 hafta) memeli ovaryumundaki kok hiicre
varligim arastirmak, farkli iireme dénemlerindeki yerlesimi ve dagiliminmi incelemektir. OCT4
(Octamer-binding transcription factor 4) ve SOX2 (SRY-box transcription factor 2) embriyonik
kok hiicre belirtegleri (EKB) kullanilarak kok hiicre oldugu diistiniilen hiicrelerin flow sitometri
ile belirlenmesi, gruplar arasindaki sayisal farkliliklarin ortaya konmasi ayrica bu hiicrelerin
yerlesim ve dagilimlarinin immiinfloresan isaretleme ile gdsterilmesi amac¢lanmistir. Calismada
her grup icin 6 adet Wistar cinsi albino disi sican kullanilmistir. Siganlarin iki overi de
cikarilmis, overlerden biri flow sitometri icin digeri ise immiinfloresan isaretleme icgin
kullanilmistir. Deneyler sonucunda, flow sitometri analizlerine gore gruplar arasinda SOX2 (+)
hiicrelerin yilizdelerine ait medyanlar arasinda anlamli farklihik gézlenmistir. (p<0,05). Buna
gore; Eriskin dncesi siganlarin SOX2 (+) hiicrelerinin (medyan degeri: % 9,25) eriskin sicanlarin
SOX2 (+) hiicrelerinden diisiik oldugu gortlmiistiir (medyan degeri: % 65,10) (p<0,0001). OCT4
(+) hiicrelerin yilizdelerine ait ortalamalar arasinda anlamh farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
SOX2 ve OCT4 ifade eden hiicrelerin yerlesimini incelemek i¢in yaptigimiz immiinfloresan
isaretleme sonucunda pozitif hiicrelerin hem stromal hem de folikiiler hiicrelerde lokalize
oldugu gozlenmistir. Buna gore; SOX2 (+) hiicrelerin tiim gruplarda ¢ogunlukla stromada olmak
tizere folikiillerde de lokalize oldugu ancak yash sicanlarda folikiillerde c¢ok azaldig
gorilmistiir. OCT4 (+) hiicrelerin ise tiim gruplarda hem stromada hem folikiilerde lokalize
oldugu ancak yash sicanlarda folikiillere oranla daha ¢ok stromada lokalize oldugu gézlenmistir.
Pozitiflik gosteren hiicrelerin reaksiyon kuvvetleri zayiftan kuvvetliye dogru degisim
gostermistir. Buna gore; SOX2 proteini agisindan kuvvetli pozitif (+++) olan hiicreler tim
gruplar arasinda eriskinlerde daha fazla oldugu gorilmistiir (Mean degeri:12) (p=0,043). 0OCT4
proteini acicindan zayif pozitif (+) olan hiicreler en yiiksek yaslilarda (Mean degeri: 39)
(p=0,004), kuvvetli pozitif (+++) hiicrelerin ise yine en yiiksek eriskinlerde oldugu gériilmiistiir
(Mean degeri:8) (p=0,014). Bu veriler bize memeli ovaryumlarinda EKB ifade eden hiicrelerin
oldugunu ve bu hiicrelerin farkli treme donemlerinde oranlarinin degisebilecegini
gostermektedir. EKB ifade eden bu hiicrelerin gergekten kok hiicre olup olmadig
farklilasabilme kapasitelerini gosteren deneylerle kanitlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Ovaryum kok hiicresi, OCT4, SOX2, Flow Sitometri, Immiinfloresan

Isaretleme

Damisman: Prof. Dr. Nurcan ARAS, Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim

Dali, Mersin.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF STEM CELL PRESENCE IN DiFFERENT REPRODUCTIVE PERIODS
RAT'S OVARY AND DETERMINATION OF DIFFERENCES.

Recently, infertility in women has become a health problem that is increasingly increasing and
affecting millions of women worldwide. Although mammary ovaries are highly dynamic organs,
they do not produce new oocytes in adulthood, thus reducing the chances of success in the
treatment of female infertility. This regenerative potential of mammalian ovaries has been a
controversial field in recent years and the presence of germline stem cells (GSC) and oogonial
stem cells (OCS) in ovaries. Investigating OCSs in ovarian tissue will provide the basis for
studies on the possibility of producing new oocytes instead of working with existing oocytes to
maintain and restore fertility in preovarian insufficiency, premature menopause, polycystic
ovary syndrome and cancer survivors. The aim of this thesis is to investigate the presence of
stem cells in mammalian ovarium in pre-adult (2-3 weeks), adult (6-8 weeks) and elderly rats
(25-30 weeks), and to investigate the location and distribution of different reproductive
periods. For this purpose, using 0CT4 and SOX2 embryonic stem cell markers, flow cytometry to
determine the stem cells that are thought to be stem cells, revealing numerical differences
between groups, and it is aimed to demonstrate the location and distribution of these cells by
immunofluorescence marking. In this study, 6 Wistar albino female rats were used for each
group. both ovaries of the rats were removed, one of which was used for flow cytometry and the
other for immunofluorescence marking. As a result of the experiments, according to the flow
cytometry analysis, significant differences were observed between the groups for the
percentages of SOX2 (+) cells (p<0.05). According to this; Percentage of pre-adult rats SOX2 (+)
cells (median value: 9.25%) was significantly lower than the percentages of SOX2 (+) cells in
adult rats (median value: 65.10%) (p<0.0001). No significant difference was observed between
the mean percentages of OCT4 (+) cells (p> 0.05). As a result of our immunofluorescence
labeling to investigate the localization of SOX2 and OCT4 expressing cells, it was observed that
positive cells were localized in both stromal and follicular cells. According to this; SOX2 (+) cells
were found to be localized in follicles, mostly stroma in all groups, but follicles decreased in
elderly rats too. OCT4 (+) cells were found to be localized in both stroma and follicular in all
groups but in older rats it was more localized than follicles. Cells showing positivity, reaction
forces varied from weak to strong. According to this; Cells with strong positive (+++) in terms of
SOX2 protein were found to be higher in adults among all groups (Mean value: 12) (p=0.043).
Cells with weak positive (+) in terms of OCT4 protein were found to be highest in the elderly
(Mean value: 39) (p=0.004), while strong positive (+++) cells were also found in the highest
adults (Mean value: 8) (p=0.014). These data show us that cells expressing embryonic stem cell
marker in mammalian ovariums and the rates of these cells may vary at different reproductive
periods. Whether these embryonic stem cell marker-expressing cells are indeed stem cells
should be demonstrated by their ability to differentiate.

Keywords: Ovarian stem cell, 0CT4, SOX2, Flow Cytometry, Immunofluorescence Marking

Advisor: Prof. Nurcan ARAS, Mersin University, Medical Faculty, Medical Biology Department,
Mersin.
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1.GiRiS

Kiiresel bir saglik sorunu haline gelen kadin infertilitesinin artmasinda ileri evlilik yasi,
bazi psikiyatrik ila¢larin kullanimi, sigara, alkol tiiketiminin artmasi, obezite, is hayatiyla ilgili
kaygi, stress gibi sartlarda etkili olmustur. Bu sebeplerden dolay1 ¢ocuk sahibi olamayan ya da
ileri yaslarda ¢ocuk sahibi olmak isteyen kadinlarin 6niindeki en énemli sorun yeterli ve uygun
oosit hiicrelerinin bulunmamasidir. Memeli ovaryumlar1 son derece dinamik organlar
olmalarina ragmen eriskin yasamda yeni oosit liretmede yetersizdir. Ovaryumlardaki
folikiillerin gelismesi, yenilenmesi anlamina gelen oogenez ergenlikle baslayan ve menopozla
sonlandig1 varsayilan bir siire¢ olmakla birlikte bazi yonleriyle halen tartismali bir konudur.
Cogu memeli tiirtinde oosit sayisinin fetal ve neonatal donemde sabit oldugu, postnatal ve
yetiskin yasamda kendilerini yenilemedikleri ireme biyolojisinin temel bir dogmasidir. [1,2,3].
Bu teori, folikiil ve oosit sayimlarinin, menopoza kadar yavas yavas azaldigini, folikiil sayisinin,
rahim ici yasamin 20. haftasinda (yaklasik 7 milyon) maksimum seviyeye ulastigini; Dogumda 1-
2 milyona, ergenlikte 30000-40000'e ulastigini ve menopozda 1000'den az oldugunu, yaklasik
400 folikiiliin Graffin asamasina ulastigini ve oositi serbest biraktigini ileri siirmektedir [4]. Bu
diistince, 2004 yilinda ilk defa Johnson ve meslektaslar tarafindan tartisilmaya baslanmistir.
Daha sonra baska calismalarda da folikiiler atrezi ve ovulasyon yoluyla oosit kaybi oraninin,
oosit diisiisiiniin net oranindan ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalardan yola
cikilarak, insan ve fare ovaryumlarinda, germline kok hiicre ve oogonial kok hiicre varligindan
s0z edilmeye baslanmistir [5,6].

Kok hiicreler uzun stireli kendini yenileme ve farklilasma arasinda se¢im yapabilme
yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Bu se¢imi i¢ sinyaller ve dis g¢evrenin etkisinde kalarak
yaparlar. Kok hicreler bircok yetiskin memeli dokusunda tespit edilebilir ve epitel, kan,
germline gibi bazi dokularda hiicresel yaslanma ve yaralanma gibi durumlarda kaybedilen
hiicrelerin yerini doldurmada katki saglarlar. Koék hiicreler totipotent, pluripotent ve
multipotent olmak {izere 3 ana grup altinda tanimlanmaktadirlar. Totipotent embriyonik kok
hiicreler bir canliy1 olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farklilasabildikleri gibi embriyo disi
dokulara da farklilasma yetenegine sahiptirler. Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden ig
hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler pluripotent kok hiicreler olup gerekli ortam saglandiginda
yaklasik 200 hiicre tiiriine doéniisebilecek potansiyele sahiptirler. Multipotent kok hiicreler,
embriyonik gelisimin ileri evresine (fotal, prenatal, postnatal, infertil ve ¢ocukluk dénemleri) ait
hiicreler olup, 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilirler (6r. hematopoetik kok hiicre) ve
yetiskin (dokuya 6zgii) kék hiicrelere doniisebilirler. Multipotent hiicreler dogumla birlikte
kordon kaninda ve erigkin viicudunda ézellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar. insanda
gelisimin ikinci haftasinin basinda epiblast tabakasindan koken alan ve ilk kez doérdiincii

haftanin basinda vitellus kesesi duvarinda goézlenen kok hiicrelere ise ‘Primordiyal Germ

1
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Hiicreleri’ denir. Bu hiicreler kadinda oositlerin 6nclisii olan oogonyumlari, erkekte ise
spermatozoonlarin 6nciisii olan spermatogonyumlari olustururlar. ‘Embriyonik Germ Hiicreleri’
ise primordiyal germ hiicrelerinden koken alan pluripotent kék hiicrelerdir [2,7,8,9].

Kadinda ovaryum kok hiicreleri (OKH) olarak kabul edilen bu hiicreler OKH nisindeki
bagisiklik sistemi kokenli hiicrelerin ve hormonlarin etkisiyle ikincil germ hiicreleri olan
oogonyumlarin kokenidir. Fetiisteki OKH’ler hem oogonyumlarin hem de graniiloza hiicrelerinin
kaynag1 olarak islev goriir. Yetiskin kemirgen ve insan yumurtaliklarindan oogonial kok
hiicrelerin izolasyonu bildirilmistir. Ovaryumlarda bulunan bu germline kék hiicre ve oogonial
kok hiicrelerin kiiltiire edildiklerinde hem germ hem kok hiicre belirtegleri sergiledikleri
goriilmiistiir. Bu hiicreler yumurtaliklara yeniden birakildiklarinda kemirgenlerde saglikli
yavrular iiretebilen folikiillere doniismiis olduklar1 gbzlenmistir. Spermatogonyumlarda bir kok
hiicre, iki yavru hiicre olacak sekilde boliiniir ve daha sonra bu gecici ¢ogalan hiicreler nis ile
iliskiye girerek kok hiicre haline doniisiir ve kok hiicre havuzu genisler. Ancak bu hiicrelerin
ovaryum icindeki potansiyel ve fizyolojik roli ile ilgili veri yoktur, 6zellikle primordial folikiil
havuzuna katkida bulunup bulunmadiklarina dair hi¢bir kanit yoktur. Bu hiicrelerden oosit
farklilasmasi icin gereken isaretler de anlasilamamistir [1,2,10].

Ovaryum dokusunda EKB ifade eden hiicreleri arastirmak normal insan germ hiicre
farklilasmasini, ovaryum somatik hiicrelerini, hiicre disi etkilesimlerini ve over dokusunda
gelisen kanserleri anlamada yardimci olacaktir. Bunun yani sira OKH'leri arastirmak basta
infertilite olmak lizere preovaryan yetmezlik, premature menopoz, polikistik over sendromu gibi
dogurganhig etkileyen durumlarda, kemoterapi almis kadinlarda dogurganlig1 siirdiirmek icin

yeni oosit liretme olasiliklar lizerine yapilan calismalara zemin hazirlayacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Ureme Biyolojisine Genel Bakis

Tipik bir kadin pelvisi, uterusun iki tarafinda olmak tizere iki over tasir. Her over, utero-
over bagindan servikse ve ovaryum damarlarinm tasiyan infundibulopelvik ligaman tarafindan
pelvik yan duvara tutturulmustur [11]. Kadinlarda iiremeden, overlerin lirettigi olgun ve iireme
yetenegi olan oositler sorumludur. Ayrica overler, seks hormonlari olan 0Ostrojen ve
progesteronun iiretimi ile ekzokrin, oositin tretimi ile de endokrin fonksiyon gosteren karma
organlardir [12]. Ayn1 zamanda da folikiilogenez ve oogenezin sinyal yolaklarina katilan sitokin
biiytime faktori ve hormonlarin seciminden de sorumludurlar [13].

Ovaryum medulla ve korteks olmak tizere iki ana kisimdan olusur. Medulla ovaryumun i¢
kisminda yer alan gevsek bir bag doku icinde damarlarin ve sinirlerin bulundugu kisimdir.
Korteks ise medullanin ¢evresindeki, folikiillerin olustugu boliimdiir. Ovaryumun ytizeyi kiibik-
yassl bir epitel tabakasiyla sarilidir. Bu kisma germinal epitel ad1 verilir. Bu tabakada sadece
yenidogan déneminde mitoz goriiliir. Eriskin ovaryumundaki ylizey epiteli goreceli olarak
embriyodaki yapisini korur [2].

Disiler, bir 6miir boyu olgunlasmamis oosit rezervi ile dogarlar; Her over bir milyon ila
iki milyon oosit icerir. Oosit sayisi tipik bir kadin 6mrt i¢cinde azalirken, yaklasik 300-500 oosit
olgunlasir ve tuba iiterina da ilerler; overden komsu fallop tiibiine olgun oosit birakma siireci
boyunca oositin uterusa tasinmasi saglanir. Overler fallop tiiplerine dogrudan bagh degildir ve
her fallop tiipli overlerden bir oosit alabilir [11]. Overlerin fonksiyonel birimleri, folikiiller, oosit
ve graniiloza hiicrelerinden olusur. Ergenlik siireci boyunca folikiiller biiyiir ve primordial
folikiillere, birincil folikiillere, ikincil folikiillere, pre-antral folikiillere, antral folikiillere ve son
olarak da Graffin folikiillerine dontsiir. Antral asamada, ¢ok sayida folikiil atretik hale gelir ve
bunlardan sadece birkaci biiyiir ve perioviillatuvar evrelere ulasir. Tim bu slreg
gonadotropinlerin ve biiylime faktorlerinin etkisi altindadir. Bu asamalardan sonra folikiillerden
biri oositini serbest birakir. Buna ovulasyon denir [14]. Ovulasyondan sonra folikiiliin
bozulmasiyla korpus luteum (KL) olusur. Folikiil olusumu esnasinda oositler biiyiirken onlara
eslik eden graniiloza hiicreleri de ¢ogalir, farklilasir ve birincil mayotik bolinmenin
tamamlanmasi oositin fertilizasyon icin tubalardan gecisi esnasinda olur. Oositlerin ana kaynagi

ise primordial germ hiicreleridir [12].

2.2. insan Germ Hiicre Gelisimi

Fuss ve Felix 4 haftalik embriyoda insan primordial germ hiicreleri olarak benzersiz
morfolojiye sahip bir hiicre grubu tanimladiklarinda, insan germ hiicresi soyunun gelisimi
lizerine yapilan arastirmalar bir asirdan 6ncesine dayanmaktaydi. Daha sonra Pulitzer ve Wishi,

onemli sayida embriyo analiz ederek, hPGC (insan primordial germ hiicrelerinin)’lerin vitelliis
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kesesi (yolk sac) endoderminden arka bagirsak (hindgut) endoderm ve dorsal mezenter
(bagirsak askisi) yoluyla genital sirtta birlestiklerini ve mitozla ¢ogalmaya devem ettiklerini
bulmuslardir. 9 hafta sonra, kadin PGC (primordial germ hiicreleri)'leri mayoz bolinmenin I.
fazinda diploten asamasinda tutuklanir. Diger yandan, erkek PGC'ler ergenlikten sonra mayoz

boliinmesi igin mitotik bir tutuklama gecirirler [15].

Onbagirsak

Arkabagirsak

Genital sirt

Sekil 2.1. insan germ hiicre gelisimi intrauterin 3. haftanin sonunda yolk kesesi duvarinin

allantoise dogru olan kisminda gorilir [16].
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Sekil 2.2. Memelilerde erken embriyo doneminde ovaryum gelisiminde ilkel cinsiyet hiicreleri
gorevlidir [2].

PGC'ler yeni bir organizma liretme yetenegine sahip sperm ve oositlerin onciileridir.
PGC'ler, erken memeli postimplantasyon gelisiminde ortaya ¢ikar ve sonraki nesillere genetik ve
epigenetik bilgilerin aktarilmasi i¢in benzersiz sekilde programlanmislardir. Primordial germ
hiicreleri, gametlerin habercisi olan son derece uzmanlasmis hiicrelerdir, mayozlasmay takiben,
fertilizasyon lizerine yeni bir organizma iireten haploid sperm ve oosit olarak gelisirler [16].
Insan germ hiicre gelisimin anlasilmas igin gametogenez ve folikiilogenez kavramlari iyi

anlasiimalidir.

2.3. Gametogenez

Cok hiicreli organizmalarda, somatik ve germ hiicreleri olmak iizere iki temel hiicre tipi
vardir. Diploid germ hiicreleri, mayotik hiicre béliinmelerine ugrarlar ve haploid gamet (sperm
ve oosit) Uretirler. Gametogenez (gamet formasyonu), o6zellesmis generatif hiicrelerin,
gametlerin (oositler veya spermlerin) olusumu ve gelismesi siirecidir. Bu siire¢, gametlerin
kromozomlarini ve sitoplazmasini iceren seks hiticrelerini déllenme i¢in hazirlar. Gametogenez
sirasinda, kromozom sayis1 yariya indirilir ve hiicrelerin sekli degistirilir. Gametogenez
embriyolardaki PGC’lerin olusumuyla baslar, erkeklerde ve kadinlarda farkh sekilde ilerler.
Gamet maturasyonu erkeklerde spermatogenez kadinlarda oogenez olarak adlandirilir.
Gametogenezisin tamamlanmas insanlarda on yildan fazla siirer. insan gametogenezi ve
embriyogenez arastirmasi, insani gelisim, lireme, evrim ve hastaliklarin anlasilmasi icin 6nemli
olmustur. Bununla birlikte, bu tiir calismalar insan embriyonik ve fetal dokularin kullanim ile

ilgili kisitlamalar sebebiyle teknik ve etik acidan yapilmasi zor olmustur [17,18].
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2.3.1. Disi Gamet Olusumu; Oogenez

Oogenez sirasinda disi gametleri olusur. Oogenez siireci, primordial germ hiicrelerinden
oogonia gelisimi ile birlikte fetal yumurtaliklarda baslar. Ovumlar folikiiler vezikiiller icinde
muhafaza edilir. Gelisimin bu asamasinda oosit cekirdegi, germinal vezikiil (GV) olarak
adlandirilir. GV oositleri, primordial folikiiller icinde lokalize edilir. Fetal donem sonunda tiim
primer oositler olusur ve gelisimini diktiyat asamasinda durdururlar. Primer oositler ergenlige
kadar yillarca korunur [19,20]. Primordial germ hiicreleri oogoniaya farklilasirlar, mayoz baslar
ve birincil oositler haline gelirler. Primer oositlerin hiicre déngiisii I. mayozun profazinda
(diploten evresinde) duraklar. daha sonra uzun bir siire orta-mayozda kalir. Yumurtlamadan
once oositler bir bliylime fazina maruz kalir ve boyutlar1 6nemli 6lciide artar. Daha sonra
hormonal bir isaretle oosit maturasyonunu tetiklenir, bu da mayozun yeniden baslatilmasini, ilk
mayoz béliinmesinin tamamlanmasini ve sonug olarak diploid kromozom sayisindaki azalmay1
saglar. Hiicre dongiisii tekrar durur; omurgalilarda bu duraklama, ikinci mayoz béliinmesinin
metafaz asamasinda gerceklesir. Sperm, oositi déllediginde oositin maturasyonu tamamlanmis
olur ve ilk embriyonik hiicre déngiisii baslar [20].

Genel olarak, ovaryumlarin dogumdan once, “yasla birlikte azalan ve menopozla
tiikenmekte olan” sabit sayidaki biiylimeyen bir folikiil havuzu icerdigi kabul edilmektedir [19].
Primer spermatositlerin siirekli iiretilmesinin aksine, dogumdan sonra primer oosit olusmaz
[18]. Wallace ve Kelsey, insan ovaryumlarinda yetismeyen (biiytimeyen) folikiil popiilasyonunun
yasa bagl bir modelini kurmuslardir. Bu ¢alisma dogumdan menopoza kadar 8 farkh kantitatif
histolojik deneye dayanmaktadir. Bu ¢alismayla kadinlarda, dogumdan sonraki 7 haftadan
menopoza kadar (51 yas) blyiime gostermeyen folikiil populasyonunu tahmin etmislerdir.
Kadinlarin % 95’ inde 30 yasina kadar dogum sonrasi biiylimeyen folikiil sayisinin % 12’ sinin
kaldig1 40 yasina geldiklerinde ise bu oranin % 3’e indigini tahmin etmislerdir [19]. Sayilabilir
terimlerle, dogumda ovaryumlarda yaklasik 1.000.000 veya daha fazla folikiil diizenli olarak
mevcuttur, 30 yasinda genellikle 10.000 ila 100.000 folikiil arasinda, 40 yasinda 1000 ila 10.000
folikiilden, menopozda folikiillerin sayis1 1000’den daha azina inmistir. Ilgin¢ bir sekilde, cogu
kadinin ovaryumlarinda biyiiyen folikiil alim oraninin dogumdan yaklasik 14 yasina kadar

arttig1 ve daha sonra menopoza dogru yogun bir sekilde azaldigi bulunmustur [19].
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Sekil 2.3. Oogenezin sekilsel gosterimi. Oogonialar dogumdan o6nce primer oositlere

ayrildiklarindan bu sekilde gésterilmemektedir [18].

2.3.2. Ovaryan Siklus

Ovaryan siklus, folikiillerin gelisimi, yumurtlama ve korpus luteumun formasyonunu
icerir. Folikiil uyarict hormon (FSH) ve Liiteinlestirici hormon (LH) ovaryumlarda déngiisel
degisikliklere sebep olur. FSH, bircok primordiyal folikiiliin 5 ila 12 ana folikil halinde
biiylimesini tesvik eder. Bununla birlikte, sadece bir primer folikiil genellikle olgun bir folikiil

icine gelisir ve yumurtalik yiizeyinden koparak oositini ¢ikarir (Sekil 2.4.) [21].
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Sekil 2.4. Ovulasyonun sekilsel gosterimi.

2.4. Folikiilogenez

Ovaryumun temel fonksiyonel birimleri folikiillerdir. Bir follikiiliin yapisi, oosit ile onu
cevreleyen graniiloza ve teka hiicrelerinden olusmaktadir. Normal folikiil olusumu esnasinda,
her bir follikiill icindeki oositin bliylimesi ve olgunlasmasi; graniiloza ve teka hiicrelerinin
¢ogalmalar1 ve biiylimeleri koordineli bir sekilde gerceklesir. Bu koordinasyon oviile olan
oositin fertilizasyona ve sonraki embriyonik gelisime hazir oldugunu gésterir. Immatiir oositin
mayoz boliinmesini tamamlamasi, biiylime ve gelismesi icin grantiloza hiicrelerine; graniiloza
hiicrelerinin de proliferasyon, differensiyasyon ve fonksiyon gérmeleri i¢in oosite ihtiyaclari
vardir. Bu cift yonli etkilesim, gelisim siiresince devam etmektedir. Ovariyan follikiillerin
gelisimini diizenleyen kompleks hiicre-hiicre etkilesimleri, endokrin, otokrin, parakrin

regiilatorler ve oluklu baglanti tipi hiicrelerarasi baglantilar ile olmaktadir. Sonucta memeli
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follikiillerinin gelisimini dilizenleyen asil faktér oosit olarak tamimlanmistir [22,23].

Sekil 2.5. Oosit ve graniilosa hiicreleri arasindaki konneksin baglantilarinin gésterimi; Cx37,
oosit ve granulosa hiicreleri arasindaki sinyal transferini saglar. Olgun folikiillerde, folikiiler
antrumun akiskanina asilan oosit, yogun kiitle grantlosa hiicreleri, kiimiiliis ooforu ile
cevrelenir. Kiimilatin en icteki katmanindaki hiicreler, oosit ile hem ara gecisler hem de bosluk
kavsaklar1 olusturan zona pellucida (ZP) yoluyla prosesleri uzatir. Graniiloza hiicreleri
L.profazda arrestte ugramis, kromatini paketlenmis, genetik makinesi durdurulmus primordiyal
yumurta hiicrelerini, konneksin adi1 verilen diigme benzeri yapilarla hem beslemekte, hem de

protein sentezi yapabilsinler diye yumurta hiicrelerine maternal RNA saglamaktadir [22].

Yetiskin ovaryumlarinda folikiilogenez, biiyiime evresine girmek icin dinlenme halinde
bekleyen folikiillerin, folikiil havuzunu terk etmesiyle baslar. Erken biiyliyen folikiil, hiicresel
proliferasyon ve farklilasma dahil olmak iizere bir gelisim siirecinden geger. Primatlarda, sadece
bir folikiil her dongiide preovulatuvar asamaya ulasir; Cogu folikiil bu olgunlasma semasini
tamamlayamaz, atrezi olarak adlandirilan bu siirecte é6liir. Insan ovaryumlarinda, fetal yasamin
dordiincii ayinda folikiiller olusmaya baslar. Bu yeni olusmus folikiillerin bir kismi hemen
¢ogalmaya baslasa da, bircogu ya dejenere olana kadar ya da bazi sinyaller onlari biiyiime
evresine girmeye zorlayana kadar dinlenme asamasinda (RF: Resting Follicul )kalir. Bu folikiiller
RF stogunu olusturur. insanlarda ii¢ tip RF tammlanmistir. Bunlar primordiyal, ara ve kiigiik
primer RF’lerdir. RF stogu esas olarak, hem insanlarda hem de maymunlarda sag ve sol

overlerde benzer sayilarda goriilen primordial ve araci folikiillerden olusur [24].
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Intrauterin folikiilogenez sirasinda biiyiiyen ve mayotik olgunlagsmaya giden primordial
germ hiicreleri 1. mayozun profaz asamasinda diktiyoten safhasinda bekler. Bekleyen her
diktiyat oosit pregraniiloza hiicrelerinden olusmus tek katli yassi hiicre tabakasi ile cevrilidirler
ve daha sonra bazal lamina ile cevrilip primordiyal folikiilleri olustururlar. Postnatal donemde
primordiyal folikiiller 3 haftalik biiylime fazina girer ve etraflarini saran tek katli yassi epital
goriniimdeki graniiloza hiicreleri de kiibik bir sekil alarak farklilasir ve primer folikiilii
olusturur. Oositin biiyiimesi ile graniiloza hiicreleri ¢ogalir ve ¢ok kath grantiloza hiicreleri
tarafindan cevrelenmis preantral folikiiller olusur. Puberteden sonra gonadotropinler ve FSH'1n
etkisi ile folikiillerin biiylime hiz1 artar ve graniiloza hiicreleri arasinda bosluklarin sekillendigi,
antral folikiiller olusmaya baslar. Antral folikiiller igerisindeki oositler olgunlasmak icin yeterli
ozellige sahiplerdir ancak kendilerini cevreleyen graniiloza hiicreleri ile etkilesimlerinden dolay1
gelismeleri durmus olarak kalirlar. LH'nin artmasiyla birlikte oositler gelisimlerini birinci
mayozlarinin bitmesiyle tamamlar, ilk polar cisimcigi atip, metafaz II de duraklamis hale
gelirler. Biiylime icin ortaya ¢ikan folikiillerle oviilasyonla sonuclanan folikiillerin sayis1 ayni
degildir. Clinkii bu folikiillerin ¢ogu atreziye ugrar. Primatlarda, genelde sadece bir folikiil her
dongiide preovulatuar asamaya ulasir; Oositin folikiil igerisindeki 6liimii i¢ sinyaller sebebiyle ya
da, folikiiler hiicrelerin 6liimii neticesinde olabilir [12,24].

Folikiilogenezin ilk evreleri gonadotropinlerden bagimsizdir, hiicreye 6zgii ve hiicre dis1
faktorleri icerir. Hala molekiiler diizeyde anlasilamamasina ragmen, basarih folikil olusumu ve
folikiil bliylimesinin baslatilmasi, hem germ hem de somatik hiicrelerin saglikli etkilesimi ile
olmaktadir. Bu 6nemli siireclerin aydinlatilmasinda fare modelleri oldukca yarar saglamaktadir.
Spesifik gen triinlerinden yoksun fare dizilerinin fenotiplerini arastirarak, folikiillogenezin ilk
evrelerini diizenleyen genetik hiyerarsiler acikliga kavusturulmaktadir. Bu arastirmalar, memeli
dogurganhiginin diizenlenmesine iligkin bilgi saglayacaktir [25].

Ozetleyecek olursak, folikiilogenez ve oogenez gap junction tipi baglantilar1 kullanarak
fertilizasyon ve embriyonik gelisimi saglayacak yetenege sahip olgun oositi olusturmay1 saglar.
Ayn1 zamanda oosit olusumu cevresindeki graniiloza hiicreleri tarafindan da diizenlenir.
Graniiloza hiicrelerinin sinyalleri mayotik duraklamay: diizenler, oosit biiyiimesini arttirir ve

mayoz ile oosit gelisiminin devamini kolaylastirir [12].

10
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Sekil 2.6. insan ovaryumlarinda folikiil bilyiimesi. Proliferatif primordial germ hiicreleri
(PGC'ler) germ hiicre yuvalarini olusturmak icin gelismekte olan ovaryuma go¢ eder. Mayoza
girip ¢ogalirlar ve primordial folikilleri olusturular. Reprotiiktif yasam boyunca folikiiller
dinlenme halinden c¢ikarak salinirlar. Blyiiyen folikiillerin ¢ogu atreziye ugrar ve ergenlik
doneminde her adet dogiisiinde bir oositin salinmasiyla sonuglanir oviilator folikiiliin kalani

korpus liiteumu (KL) olusturur [26].

2.4.1. Postnatal Folikiilogenezis

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar postnatal yeni primer folikiillerin, overlerin tunika
albugineasinda (TA) bulunan CK+ mezenkimal progenitor hiicrelerden primitif graniiloza ve
germ hiicre olusumunun, ya farkhlasarak ya da kendiliginden olabilecegini gostermistir. Ureme
periyodu boyunca yeni primer folikiillerin meydana gelmesi, folikiiler havuzdaki belirgin
atreziyi kompanse edip en kaliteli oositin se¢imine katkida bulunabilir bu da 18 ile 38 yas arasi
kadinlardaki primer folikiil sayisinin goreceli olarak sabit kalmasim agiklar. Ureme cagindaki
kadinlarda primer folikiil havuzu duraganliktan uzak ancak farklilasan ve gerileyen yapilarla
dinamik bir topluluktur. Boylece folikiiler dongiiniin, kalan folikiillerde spontan veya cevresel
faktorlerle meydana gelen genetik degisiklikleri elemine ettigi diisiiniilmektedir [12]. Yarim
yluzylldan fazla bir siiredir, cogu memeli tiriinde oositlerin dogum sonrasi veya yetiskin
yasaminda Kkendilerini yenileyemedigi ve oositlerin sayisinin zaten fetal veya neonatal

ovaryumlarda sabitlendigi kabul edilmektedir. Ancak bu varsayim son onbes yilda tartismali

11
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hale gelmistir. Son zamanlarda, 6ncelikle iki arastirma grubundan yapilan ¢alismalar, antikor
bazli manyetik aktive hiicre siralama (MACS) veya floresan aktive hiicre siralama (FACS)
yontemleri kullanilarak fonksiyonel kadin germ kok hiicre hatlarinin (FGSCs) ve oogonial kok
hiicrelerin (OKH’ler) var oldugunu yetiskin fare ve insan ovaryumlarinda ortaya koymuslardir.
Zou ve arkadaslari [27], postnatal fare ovaryumlarindan izole edilen FGSC'lerin in vitro kiiltiir
sirasinda mitotik olarak aktif oldugunu ve fertilizasyondan hemen hemen 24 saat kadar sonra
FGSC'lerin ¢ogalmaya basladigini bildirmislerdir. Dahasi, bu FGSC'lerin 68 pasajda stabil oldugu
ve kemoterapi ilaglan ile sterilize edilmis disi farelerin ovaryumlarina nakledildigi zaman
oositlere farklilasabilmeleri ve fonksiyonel folikiilleri yeniden iiretebildikleri bildirilmistir [3].
Yetiskin insan ovaryumlarindan saflastirilan OKH'ler, in vitro kiiltiir sirasinda fare FGSC'lerine
benzer proliferatif 6zellikler sergilemistir. Bu yetiskin insan over kortikal dokusundan analinan
OKH o6rnekleri, immun yetmezligi olan disi fareye enjekte edildiginde, transplantasyondan bir
hafta sonra rejenere primer folikiiller gériilmeye baslanmistir. Bununla birlikte, bu folikiillerin
ne kadar gelisebilecegine iliskin olarak hicbir bilgi saglanmamistir. Rejenere edilen oositlerin
mayozal olarak yetkin ve fonksiyonel olup olmadigi net degildir [3,12,27].

Fare ve insan ovaryumlarindan elde edilen OKH’lerin (fGSC'ler olarak da bilinir) yakin
zamandaki tespiti ve izolasyonu, iireme biyolojisi, kok hiicre biyolojisi ve klinik lireme tibbi
alanlarinda hem cosku hem de tartismalara yol agmistir. Her ne kadar memelilerde postnatal
oogenezis ve folikiil yenilenmesi kavramini destekleyen ¢cok sayida zorlayici kanit mevcut olsa
da, bu yeni bulgular sahada 10 yildan fazla siiredir dogmatik diisiinceyle ¢elismektedir. Bugiine
kadar, dogumla iliskili oositlerin “sabit oosit rezervinin” yasa bagl olarak tiikenmesi
popiilerligini korumaktadir. Ancak son zamanlardaki ¢alismalardan sonra, bir¢ok laboratuardan
gelen sonuglar, simdi memelilerin ovaryumlarinin tireme doneminde yeni oositler ve folikiiller
olusturdugunu giicli bir sekilde desteklemektedir [6]. OKH biyolojisi alani aslinda dogumdan
once oogenezin durup durmadiginm test etmek icin degil, farelerde oosit sayma deneylerinde
sanseseri ortaya cikmistir [6]. Folikiil atrezisi yoluyla oosit kaybinin goériilme siklig1, seri ovaryan
kesitlerdeki dejeneratif oositler ile dogrudan degerlendirilerek, yavrulardan yetiskin hayvanlara
gectikce disi farelerde yumurtalik oosit rezervlerindeki net diisiisii astigi goriilmistiir. Bu
nedenle mantiksal olarak, dogum sonrasi yasamdaki bu sasirtici derecede ytiksek oosit kaybinin,
yumurtalik fonksiyonu icin yeni oosit iceren folikiillerin rutin olarak eklenmesiyle kismen
dengelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Daha sonra matematiksel modeller kullanilarak
fare yumurtaliklarininin en azindan lreme hayatinda ~ 77 yeni folikiilii yeniden tirettikleri
hesaplanmistir. Bu, oojenezden sorumlu olan oosit progenitor hiicrelerinin ya ¢ok nadir ya da

proliferasyonun yavas oldugunu gostermektedir [6].
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2.4.2. Postnatal Oogenezis

Postnatal oogenez kavrami ilk olarak 1923 yilinda Allen [28]. tarafindan farede ve
ardindan 1932 yilinda Simkins [29]. tarafindan insanda ortaya atilmistir. Daha sonralar1 2004
yilinda Tilly ve ekibi periferik kan ve kemik iliginde varsayimsal germ hiicreleri oldugu ve bu
hiicrelerden yeniden oositlerin meydana geldigini gostererek postnatal oogenez fikrini yeniden
canlandirmiglardir [5]. Fare overlerini kemoterapi ile sterilize etmisler ve hem saglikli hem de
atretik folikiilleri sayarak folikil sayisinda hizli bir artis oldugunu ve 2. ayin sonunda kontrol ile
kemoterapi almis overlerde folikiil sayilarinin hemen hemen aym kaldigini bulmuslardir.
Tamamen sterilize edilmis farelere kemik iligi nakli uyguladiklarinda oositlerin yeniden
olustugunu gozlemislerdir. Bunun yani sira yesil floresan protein (GFP) ekprese eden transjenik
fareden kemoterapi ile overleri sterilize edilmis normal fareye periferik kok hiicre nakli
yapildiginda bu hayvanlarin overlerinde GFP-Pozitif primordial folikillerden oositler
olustugunu gozlemlemislerdir [5,30].

Bu sonuglar bilim diinyasinda ¢ok biiytik bir yanki bulmakla kalmamis ayni zamanda
tartismalara sebep olmus ve ii¢ yeni goriisiin dogmasina zemin hazirlamistir.
1. gorts; Over yiizey epitelinde mevcut germ hiicrelerinin perferik kana gecerek kemik iligi
orneklerinde gozlenen germ hiicre belirteglerinin pozitif cikmasina neden oldugu [31,32].
2. goris; Cogalmakta olan oositlerin aslinda yanlis tanimlanmis immun hiicreler oldugu [33].
3. goriis ise; Atretik primordial folikiil sayiminda hata yapildig1 veya kemoterapiden sonra nasil
2 giinde folikiil yenilenmesi oldugu [32] ve insan overinde aktif mayoz bulgusuna rastlanmadigi
yoniinde gelismistir [34].

Bununla birlikte, artan sayida calisma, yetiskin insan ve diger memeli tiirlerinin
ovaryumlarinda farkli koék hiicre popiilasyonlarinin bulundugunu goéstermistir. Bu kok hiicre
popiilasyonlarinin de novo oogenezisi ve yetiskin insan ovaryumlarinin yenilenme kapasitesini

temsil edebilecegi diisiiniilmektedir.
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a Esdeger oosit derinligi (ek germ hiicre mitozu yok)

—]

Dogum ’

» 075 e135 e155 o185 |

b Artan oosit derinligi ( Devam eden germ hiicre mitozu)

Sekil 2.7. Devam eden postnatal oogenez OKH mitozu ile yasla birlikte artan oosit derinligini
aciklar. (a) farelerde disi germ hiicre (oogoni:pembe) genislemesi yaklasik 7. giinde baslar ve 5
giinliik periyod sonunda sona erer (oosit:mavi) yasla artan oosit derinligini agiklamaz. (b)
OKH'lerin proliferasyonunun devam etmesi (kirmizi) ve dogum sonrasi yasamda oositlere

(mavi) sonradan farklilasmalari kadinlarda yasla artan oosit derinligini agiklar [35].
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2.5. Kok Hiicreler

Kok hiicre yasamin kokenidir. Rudolph Virchow'un belirttigi gibi, “Tim hiicreler
hiicrelerden gelir.” En basarili kék hiicre, germinal kék hiicrelerin kaynasmasindan olusan
dollenmis oosittir. Dollenmis oosit totipotenttir; Ondan gelismekte olan embriyonun tim
dokularini olusturur. Embriyonun gelisimi sirasinda, yasam dongiisiiniin devam etmesine izin
vermek icin yetiskinde devam eden germinal koék hiicreler olusur. Eriskinlerde doku, kok
hiicreler ve olgun hiicre tipinin uzmanlasmis fonksiyonuna farklilasma stirecini baslatan, bir

hiicreyi olusturmak lizere boliinen 6zel kok hiicrelerin cogalmasiyla yenilenir [36].

Tatipatent emxivonik kok hicre
Pluripatent embritonik kok hicreler indiklenmis pluripatent
kok hucreler
Endoderm Mezoderm Ektoderm
£ @ ~
Mulrinotent kok hocreler

o000 000 =

COESO

Pamkreas Kas Kan hucrelen Deri Noron

Sekil 2.8. Kok hiicre tipleri [37]

Kok hiicreler, bir organizmayi olusturan bir¢ok farkli hiicre tiiriine doéntsebilirler.
Boylece kok hiicreler, karakteristik sekillere veya sinir hiicreleri, kalp, deri gibi 6zel islevlere
sahip olan olgun hiicrelere doniisebilir. Uzun siire b6liinme veya kendini kopyalama yeteneginde
olurlar; Bu ¢ogaltma organizmanin 6mrii boyunca devam edebilir [38]. Kok hiicreler uzamis
kendini yenileme ve farklilasma arasinda se¢cim yapma yetenegine sahip hiicrelerdir. Bu kader

tercihi bliyiik 6lclide, i¢sel sinyaller ve dis mikrogevre tarafindan diizenlenir. Bu hiicreler bircok
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yetiskin memeli dokusunda tanimlanabilir. Epitel, kan ve germ hatt1 gibi bazi dokularda, normal
hiicresel yaslanma veya yaralanma ile kaybedilen hiicrelerin yenilenmesine katkida bulunurlar.
Kok hiicreler, normal olarak ¢ok sinirli hiicresel rejenerasyon veya devir islemine maruz kalan
beyin ve pankreas gibi diger yetiskin organlarda da mevcut olabilir. Eriskin dokulardaki kok
hiicreler, baslangigta diisiiniilenden daha fazla “plastisite”ye sahip olsalar da, tipik olarak sadece
siirh sayida hiicre tipi olustururlar. Eriskin dokularin aksine erken memeli embriyosunun kok

hiicreleri, herhangi bir hiicre tipi olusturma potansiyeline sahiptir [7].

2.5.1. Kok Hiicrelerin Temel Ozellikleri
Hiicreleri kok hiicre olarak tanimlaya bilmek icin bazi temel 6zelliklere sahip olmalari

gerekmektedir. Bu 6zellikler;

1. Pluripotensi (Kokliiliik)

2. Kendini Yenileme

3. Asimetrik Boliinme

4. Diferensiyasyon (Farklilasma).
Pluripotensi: Kokliilik 6zelligi, kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran en dénemli 6zelliklerden
biridir. Erken embriyo gelisiminde (insanda doéllenmeden sonraki 5-6. giinlerde) blastokisti
olusturan hiicreler pluripotent 6zellikleri nedeni ile embriyoyu olusturabilecek tiim hiicrelere
doniisebilme yetenegine sahiptirler. Pluripotensi 6zelligi embriyo biiyiidiikce azalmaktadir.
Kendini yenileme: hiicrenin kendini yenilemesi eskiyen organellerini tamir etmesi anlamina degil
icinde bulundugu kék hiicre populasyonunun yenilenmesi anlamina gelmektedir. Yani her
boliindiigiinde kok hiicre en az bir yedegini yerine koymaktadir.
Asimetrik Béliinme: Farklilasma yetenegine sahip bir kok hiicre boliindiigiinde hiicrelerden birisi
kok hiicrenin yedegi gibi kalirken diger hiicre farkli bir hiicre tipine doniismek i¢in 6zellesmeye
baslamaktadir.
Diferensiyasyon: Boliinen kok hiicrelerden birisi eksikligi tamamlamak icin kok hiicre havuzuna
donerken, Ozellesmek tzere boliinen hiicre uygun kosullar altinda farklilasmaya giderek
doniisecegi hiicreye farkhlasmis olmaktadir. Orn; Bagirsak yiizeyinde emilim yapan hiicreler

sonuna kadar farklilasmis hiicrelerdir [2].

2.5.2. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olmak iizere farklilasma
potansiyellerine gore gruplandirilirlar (Sekil 2.8.) [39,40].
Totipotent kék hiicreler; Dollenmeyi takiben gecen 4. giine kadar olan asamadaki her bir

blastokist hiicresi plasenta gibi ekstraembriyonik dokulara da farklilasarak tiim embriyonik
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dokulardaki 06zellesmis hiicrelerle birlikte tam bir organizmayr olusturabilirler. Bu
blastomerlerin her biri totipotent kok hiicredir [41,42].

Pluripotent kok hiicreler; Dollenmeyi takiben gecen 5-6 gilinde blastokist iki ayr1 hiicre grubuna
farklilagir. Bir kisim hiicre trofoektodermi olusturup plasenta gibi embriyo disi dokulara
doniismek lizere farklilasir. Diger hiicre grubu ise i¢ hiicre kitlesi olarak adlandirilan embriyoyu
olusturacak kisimlara farklilasir. Embriyonik tabakalar olan endoderm, mezoderm, ektodermi
temsil eden hiicre tiplerine farklilasabilme 0Ozelligine sahip bu hiicreler pluripotent kok
hiicrelerdir.

Multipotent kék hiicreler; sinirli sayida hiicre tipine farklilasabilme potansiyeline sahiptirler
genelde kendileriyle ayni embriyonik tabakadaki hiicrelere dontisebilirler [39].

Unipotent kék hiicreler ise tek bir farklilasmis hiicre tipini olusturabilirler [42,43]. Oncii hiicreler

olarakta bilinirler.

2.5.3. Embriyonik K6k Hiicreler

Embriyonik kék hiicreler (EKH), blastokistin i¢ hiicre kitlesinden (IHK) koken alan
hiicrelerdir. Kendi kendilerini yenileyebilen hiicrelerdir. Ayn1 zamanda, embriyonik tabakalara
(endoderm, mezoderm ve ectoderm) da farklilasabilen pluripotent 6zellikte hiicrelerdir. EKH'ler
ilk olarak 1981 yilinda fare IHK’sinden, daha sonra da 1998 yilinda insan blastosistlerinden elde
edilmistir. EKH’lerin pluripotentlik 6zelligi transkripsiyon faktorleri tarafindan saglanmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri ihtiyaca gore; uygun hiicrede, uygun zamanda ve uygun miktarda gen
ifadesinin dlizenlenmesinde gorev almaktadirlar bu transkripsiyon faktorleri hiicre
farklilasmasinda da gorevlidirler. Insan EKH'leri pluripotent ve farklilasmamis hiicrelerin

belirtecleri olan genleri eksprese ederler [42, 44].

2.5.4. Embriyonik Kok Hiicre Kaynaklari
Embriyonik Kok hiicreler ii¢ farkli kaynaktan elde edilmektedir.

[.  Tip bebek merkezlerinde in vitro fertilizasyon sonrasi kullanilmayan embriyolardan
elde edilen kok hiicreler: Bu hiicrelere gercek embriyonik kok hiicre veya fertil
embriyonik kok hiicre denir.

[I.  Somatik niikleer transfer yontemiyle elde edilen kok hiicreler: Bu yontemle oosit hiicre
niikleusu ince bir igne yardimi ile cikartilip, yerine somatik bir hiicre niikleusu nakledilir.
Yeniden programlanan oosit aktive edilip ¢ogalmaya birakilir. Bu yontemle elde edilen
hiicre niikleer transfer embriyonik kok hiicre olarak adlandirilir.

[II. Dollenmemis oositten parthenogenez ile elde edilen embriyonik kék hiicreler: Bu

hiicrelere parthenogenetik embriyonik kok hiicre denir [45].
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2.5.6. Embriyonik Kok Hiicre Belirtecleri

Embriyonik kok hiicreler metabolik olarak yiliksek alkalen fosfataz ve telomeraz
aktivitesi gosterirlerken fenotipik olarak yogun sitoplazma icerirler. insanda Alkalen fosfataz
aktivitesi TRA-2-49 ve TRA-2-54 antikorlariyla belirlenirken, kemirgenlerde enzime bagh
reaksiyonla goriintiilenir. Embriyonik koék hiicreler yiiksek alkalen fosfataz aktivitesine sahip
olduklari i¢in indiiklenmis pluripotent kok hiicreler bu enzimin aktivitesi ile belirlenirler. Ancak
bir hiicre toplulugunun EKH olup olmadigim1 belirlemede bazi yiizey belirtegleri ve
transkripsiyon faktorleri kullanilir [45].
Hiicre Yiizey Belirtecleri: Hiicre yiizey antijenleri hiicrelerin tanimlanmasinda olduk¢ca 6nemlidir.
Erken embriyonik gelisim siiresince seviye spesifik antijenler (SSA) gelisime bagh olarak
diizenlenirler. Bu sebepten ylizey belirtecleri, hem fare hem de insan EKH'lerin farklilasmasinin
gosterilmesinde siklikla kullanilan belirteclerdir. Padokaliksin adli glikoprotein yapidaki hiicre
ylzey antijenleri TRA-1-60 ve TRA-1-81 insan pluripotent kok hiicreleri ve embriyonal kars-
inoma hiicrelerinin yiizeyinde bulunurlar EKH’lerin tanimlanmasi ve izolasyonunda siklikla
kullanilan antijenlerdir [46,47,48].
Transkripsiyon Faktérleri: Yeniden programlamadan ve pluripotensiden sorumlu transkripsiyon
faktorleri OCT4, SOX2, NANOG, KLF4, C-MYC ve LIN 28 proteinleridir bunlardan OCT4, NANOG
ve SOX2 fare EKH’lerinin pluripotentliginin saglanmasinda 6énemli rol oynar. Bu transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu farklilasmamis EKH’lerde oldukc¢a fazladir (15). Bu genlerin
susturulmast sonucu pluripotensi ortadan kalkmakta ve erken embriyonik o6lim

gerceklesmektedir [44].

2.5.7.0ktomer Baglayic1 Transkripsiyon Faktorii 4 (OCT4:0ctamer-Binding Transcription
Factor 4)

Bu transkripsiyon faktori, OCT4, OCT3, OCT3/4, POU5f1, OTF3 veya NF-A3 olarak cesitli
sekillerde adlandirilir. OCT4, toti/pluripotensi'deki rolii nedeniyle memeli erken embriyonik
gelisiminin kontroliinde kritik bir faktor olarak kabul edilir. Bu sebepten EKH tanimlanmasinda
en ¢ok kullanilan belirteglerden biridir. OCT4, tiim pluripotent hiicrelerde eksprese edilen POU
domaini (Pit-1, Oct-1, Oct-2, ve Unc-86) (Sekil 2.9.) iceren transkripsiyon faktoridiir ve
pluripotensinin korunmasinda ana rolii oynar. Fare preimplantasyonu sirasinda, déllenmemis
oositlerde ve sonraki bolinme asamasinda kalinti maternal OCT4 ifadesi gozlenmistir.
Embriyonik OCT4 ekspresyonu 4-8-hiicre asamasinda baslatilir ve tim blastomerlerin her
cekirdeginde bol miktarda eksprese edilir. Blastoskistin iHK’inde farkhlasma devam ettikge ve
ekstraembriyonik dokular olustuk¢a ekspresyonu azalir. Genin susturulmasi fare

embriyolarinda gelisimin durmasina ve yanhzca trofektodermin gelismesine neden olmakla
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birlikte asir1 ekspresyonu endoderm ve mezoderm farklilasmasi ile sonuglanir (Sekil 2.10). 0CT4
ekspresyonu primordial germ hiicrelerini baskilar. Eriskinlerde OCT4 ekspresyonu yanlizca
germ hiicrelerinde goriiliir. Bu hiicreler disinda eriskin dokulardaki ekspresyonu tiimorogenezle

iliskilendirilmistir [50].

POU domain

N

/
Baglayiaa

\
N; 9
~ %r__J

POU Spesifik domain POUHomedomain

Sekil 2.9. POU domaini yapist. POU spesifik domainin dort a-heliksi (silindir) vardir, bunlarin
ikisi bazik amino asitlerin bir bélgesini (+++) icerir. POU homeodomain'in ii¢ a helisi vardur. Iki
domain, aile iiyeleri arasinda 14 ila 25 amino asit arasinda degisen bir baglayici bolge ile ayrilir.

[51].

Artan Oct4 dizeyi
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Trofoektoderm Embriyon digi
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Sekil 2.10. OCT4’iin EKH’ler iizerine olan etkilerinin gosterimi [2].

2.5.8. SRY iliskili Homebox Transkripsiyon Faktorii 2 (SOX2: SRY-box transcription factor
2)
Transkripsiyon faktérii SOX2, memeli embriyogenezindeki kritik rolleriyle

taninmaktadir. Pluripotensi ile iliskili transkripsiyon faktorii SOX2, memeli embriyogenezinde
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ve daha sonra ki yasamda esastir. SOX2'nin her iki alelinin de ortadan kaldirilmasinin, farelerde
embriyonun dlmesine sebep oldugu goriilmiistiir. SOX2 null embriyolar blastosist asamasina
ulasir, ancak implantasyondan sonra hayatta kalmaz. Bundan kisa bir siire sonra, fare
embriyonik kok hiicrelerinde SOX2'nin ekspresyonunun azalmasinin kendi kendini yenilenmeyi
bozdugu ve farklilasmaya neden oldugu gosterilmistir [52].

SOX2 ekspresyonu ilk olarak oositte goriiliir daha sonra 2 hiicreli embriyoda morula evresine
kadar artarak devam eder IHK de ve trofektodermde de eksprese oldugu bilinmektedir.
SOX2'nin farelerdeki eksikligi hiicrelerin % 95’inin insandaki eksikligi ise hiicrelerin % 98’inin
trofoektoderm (+) hiicrelere donlismesine yol actigi bilinmektedir. Ayrica SO0X2, OCT4
ekspresyonunuda diizenleyip Nanog da dahil olmak iizere bir¢cok genin ekspresyonunu

etkilemektedirler [43,44].

Trofoektoderm EKH Hipoblast
Epiblast

Sekil 2.11. Pluripotensi ve kendini yenilemede etkili EKB’lerinin hiicrenin kaderi tizerindeki

etkileri. Ucu sivri oklar indiiklemeyi ucu kiit oklar ise baskilamay1 géstermektedir [2].

2.5.9. Ovaryum Kok Hiicreleri

Disi embriyodaki ilkel cinsiyet hiicreleri, gelismekte olan ovaryuma ulasir ve ovaryumu
cevreleyen solom epitelinde ¢ogalir. Cogalan bu hiicreler ovaryum kok hiicreleri (OKH) olarak
kabul edilir ve OKH nisindeki bagisiklik sisteminde yer alacak hiicreler ve hormonlarin etkisiyle
ikincil germ hiicreleri oogonyumlarin kékenini olustururlar. OKH'ler hem oogonyumlarin hemde
granuloza hiicrelerinin olusmasinda gorevli olmakla birlikte bu olusumlarin gerceklesmesi icin
tek basina yeterli degillerdir. Ovaryumun ylizeyini saran germinal epitel kiibik-yass1 bir hiicre

tabakasidir ve fetiiste OKH’lerinin bulundugu yiizey epitelidir. Gilinlimiizdeki c¢alisma
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sonuglarina gore OKH'ler yetiskin ovaryumlarin yani sira menopoz sonrasi ovaryumlarda da
bulunur ve in vitro kosullarda yeni oositlere farklilasabilirler [2,53].

Bu bilgileri 6zetleyecek olursak; fetus doneminde hem germ hem de graniloza
hiicrelerinin kokeni OKH'lerdir. OKH’lerin bu doniisiimii asimetrik hiicre boliinmesiyle baslar
hormonlarin ve immiin sistem kaynakli hiicrelerden alinan sinyallerin dogrultusunda
gerceklesir. Oogonyumlar mayoz boliinmeye girdikten sonra OKH’ler mezenkim benzeri
hiicrelere dontiserek kalicilasir. [k menstrual dongii ve bunu izleyen iireme dénemi boyunca bu
hiicrelerden bazilar1 yeniden OKH’lere doniiserek ilksel graniilaza hiicrelerini olusturur.
Kiimelenen graniiloza hiicreleri arasindan damarlara gecen OKH'ler kortekse ulasip dolasimdaki

graniiloz hiicreleriyle birlikte primordial folikiilleri olustururlar. (Sekil 2.12) [2,53].

Mezenkimal
hicreler

Sekil 2.12. Dogumdan itibaren yeni folikiil olusma mekanizmasi. (A) Dogumdan sonra OYE’deki
OKH’leri mezenkimal hiicrelere doniisiir. (B) menars donemi ile birlikte bu hiicreler germ
hiicreleri ve granuloza hiicrelerini olusturmak tizere tekrar OKH’lerine dontisiir. (C) Bu hiicreler
germ ve graniiloza hiicrelerini olusturmak tlzere ovaryum korteksindeki damarlara giris
yaparlar. (D) damar ici derin kortekse yerlesen graniiloza hiicreleri damar ici ceplere yerlesir.
(E) ceplere yerlesen hiicreler dolasimdaki germ hiicrelerini kendine ¢ekerek bir nis olusturur.

Sonrasinda primer folikiil olusturup derin korteks stromasi i¢cinde yerlerini alirlar [2].

2.6. Ovaryum Yiizey Epiteli

Overler, intraembriyonik hiicrelerden tiireyen ve kuboidal diisiik psddostratize siitunlu
mezodermal olarak tiiremis ovaryan yiizey epitelinin (OYE) beyazimsi bir tabakasi ile ¢evrilidir.
Biitiinltigi, basit desmozomlar, tamamlanmamis siki baglantilar, birka¢ integrin ve kaderinler
tarafindan korunur. Son zamanlardaki arastirmalar yumurtalik kék hiicrelerinin OYE iginde
bulundugunu ve yetiskin yasaminda hem neoogenez hem de over kanserinden sorumlu
olabilecegini gdstermektedir [54]. Yapilan g¢alismalar, ovaryan yiizey epitel kok hiicrelerinin
neo-oogenez ya da over kanseri doniisimi gegirme kararinin mekanizmasinin hem i¢ hem de

dis faktorleri icerebilecegini diisiindiirmektedir [54].
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2.6.1. Ovaryum Kok Hiicre Yuvalar ( Nisi)
Erken embriyonik donemde olusan ovaryum kok hiicre nisi esas olarak graniilli
hiicrelerden meydana gelir. Damar endotel hiicreleri, immiinolojik hiicreler ve molekiiller,

ovaryum reprodiiktif kok hiicrelerini ¢cevreler ve islevlerini diizenler.

P @ SO - P
&= (==}
(5572 =
= (<= Ovaryum kok hiicreleri
&=
— \/ s P D -« Graniilosa hacreleri
/ D & \ Thicreleri
A\
) = Vaskiller endotelyal hucreler
n
o e ® onombiir

\‘/ ! . Monosit tirevi hucreler
Her seviyede folikuller

Sekil 2.13. Ovaryum kok hiicre yuvalari

A: Yumurtalik gekirdegi kok hiicreleri kendi kendine ¢cogalma

B: Yumurtalik germ kok hiicreleri graniilosa hiicrelerine farklilasir.

C: Yumurtalik germ kok hiicreleri farklilasir. Oviilasyonda yumurtalik epitel kaybini telafi
edebilen yumurtalik epitel hticreleri

D: Yumurtalik germ kok hiicreleri primordial folikiillere farklilasir.

E: Her seviyede folikiillere primaldial folikiiler gelisim [55].

Over germ kok hiicreleri, yumurtalik korteksindeki potansiyel kok hiicreden asimetrik
boliinme yoluyla tireme hiicreleri ve primitif graniiler hiicrelere ya da oositlere farklilasabilir
veya simetrik boliinme ile yeni kok hiicreler iiretebilir. Over germ koék hiicreleri, 10-15 um
arasinda bir ¢apa sahip, 151k mikroskobu altinda yuvarlak goriiniirler. Son derece nadirdir ve
pasajlandiklarinda gruplar veya kiimeler olarak gortilebilirler. Ek olarak, PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile belirlendigi tizere, MVH, OCT4, Nanog, Fragilis, Stella, C-kit, SOX2 ve reprodiiktif

hiicreler ile diger bir¢ok kok hiicre belirtecini eksprese edebilirler [55].
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2.6.2. Ovaryum Kok Hiicre Nislerinin Bilesimi ve Biyolojik Ozellikleri

Kok hiicre nisi, dokuyu cevreleyen kok hiicrelerin hayatta kaldigi mikro-ortam olup,
hematopoetik kok hiicrelerin incelenmesi sirasinda Schofield tarafindan 6nerilen bir kavramdir.
Daha sonra sindirim sistemi, sinir sistemi, sac¢ folikiilii bezleri ve cinsel bezlerde benzer nis
yapilar bulundu. Kok hiicre nisi, nis hiicreleri, hiicre dis1 matris ve sitokinlerden olusur ve
viicudun erken gelisimi ve dogumdan sonra doku onariminin histogenezinde 6nemli bir rol
oynar. Ovaryan kok hiicre yuvasi, esas olarak graniilosa hiicreleri, vaskiiler endotelyal
hiicrelerden olusan ovaryan kok hiicre nisinin vazgecilmez bilesenlerinden biridir. immiinolojik
olarak ilgili hiicreler ve molekiiller, yumurtalik reprodiiktif kok hiicrelerini ¢evreler ve
islevlerini diizenler. Bukovsky ovaryan kok hiicre yuvasinin erken embriyonik gelisim
doneminde olustugunu ve nonsite spesifik ovaryan Monosit tiirevi hiicrelerin (MDC'ler), T
hiicrelerinin ve vaskiiler endotel hiicrelerinden olustugunu goézlemlemistir. Yumurtalik kok
hiicre yuvasindaki ilgili immiinolojik hiicreler ve molekiiller, OGSC'lerin asimetrik boéliinmesine
katilir, germ hiicrelerinin iiretimine katkida bulunur ve simetrik boliinme, gog, yeni graniil
hiicrelerinin olusumu, ayrica fetal ve yetiskin primordial folikiillerin diizenlenmesine katkida
bulunur. Dominant folikiillerin olusumu ve daha sonra yumurtaliklarin normal islevlerini
strdiirmek de dahil olmak iizere, primordial folikiillerin secimini ve biiyiimesini tesvik eder

[55].

Bu tezin amaci, EKH belirteglerinden OCT4 ve SOX2 ifadelerinin eriskin dncesi, eriskin ve
yasli donem sican ovaryum dokularindaki varliginin, yerlesiminin, dagiliminin ve yasa bagimh
degisiminin belirlenmesiyle giiniimtiizde varli1 halen tam olarak kabul edilmemis olan OKH’ler

ile ilgili tartismalara katki saglamaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Gruplarin Olusturulmasi

Calismaya eriskin oncesi (2-3 hafta), eriskin (6-8 hafta) ve yasli donem (25-30 hafta)
olmak tzere ii¢ grup dahil edilmistir. Mead yontemine gore yapilan hesaplamada, her gruba
diisen hayvan sayist 5 olarak hesaplanmistir. % 20 hayvan kaybi ihtimali ile her grup icin
minimum 6 hayvan, 3 grup icin toplamda 18 adet Wistar cinsi albino disi sican ile ¢alisma
yapilmistir. Her ii¢c gruptaki deneklere aymi islemler uygulanmis her iki over c¢ikarilmis ve
cikarilan overlerden biri flow sitometri icin digeri ise immiinfloresan isaretleme icin

kullanilmistir.

3.2. Sicanlarin Sakrifiye Edilmesi ve Over Dokularinin Cikarilmasi

Sicanlar 5 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg dozda ketamin kullanilarak intraperitoneal
enjeksiyon yoluyla derin anestezi altina alinmistir. Daha sonra uygun cerrahi yontem ile batin
acillmis ve over dokular: ¢ikarilarak stereo mikroskop altinda bag doku komponentlerinden
siyrilip yaklasik 1 mm3’liik parcalara kiiciiltiilmiistiir. Sol overler flow Sitometrik analizlerde, sag
overler ise immiinfloresan isaretlemelerde kullanilmak tizere +4°C sicaklikta yeni hazirlanmis %
0,6'lik glukoz iceren HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) soliisyonu (sol overler) ve

paraformaldehit soliisyonuna (sag overler) alinmistir.

3.3. Flow Sitometri Uygulamasi

3.3.1.Kullanilan malzeme ve cihazlar

» Primer antikor Anti-OCT4 antibody ( Goat polyclonal to 0CT4, ABCAM, ab27985)

» Primer antikor Anti-SOX2 antibody ( Rabbit polyclonal to SOX2, ABCAM, ab97959)

» Sekonder antikor Donkey Anti Goat IgG H&L (Cy5 ®) preadsorbed (ABCAM, ab6566)
» Sekonder antikor Goat Anti Rabbit IgG H&L (Alexa Flour ®488) preadsorbed ABCAM,
ab150077)

Liberase™ TL Research Grade ( Roche, Kat n0:05401020001 )

DNase I, RNase-free (supplied with MnCl12) (1 U/pL)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

BSA (Bovine serum albumin) Soliisyonu; HBSS 25 ml Triton x 25 ml (% 0,1’lik
Triton-X100) BSA 37,5 mg karistirilldi. Vortekslenip 50°lik enjektor ile filtreden

YV V V VYV

gecirilmistir.
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YV V VYV V

Liberase soliisyonu; 37°C HBSS soliiyonu ve liberase 1 enzimi (200 ml (mikrolitre)
enzim+800 ml HBSS).

Naylon strainer

Flow Sitometri Cihazi (BD, FACSARIA III)

Santrifiij Cihazi

Su banyosu

3.3.2. Flow Sitometri icin Soliisyon Hazirlanmasi ve Orneklerin Analizi

Cikarilan her bir over ayri1 ayri soguk HBSS tamponu icinde, stereo mikroskop altinda
disekte edilmistir.

HBSS'nin fazlasi ¢ekilerek her bir tiipe 200 pl liberaz enzimi eklenmistir.

Dokular bu enzim icinde orbital ¢alkalayicili inkiibatérde devaml ajite edilerek 37°C
sicaklikta 90 dakika inkiibe edilmistir. Bu siirecte dokular 15 dakikada bir olmak

izere plastik transfer pipetiyle pipetaj yapilarak karistirilmistir.

Inkiibasyonun sonunda her bir 6rnege birkag dakika pipetaj islemi yapilmistir.
Inkiibasyon siiresi dolunca érnekler sogutuculu bir santrifijjde 4°C sicaklikta 200 g
devir hizinda 5 dakika ¢evrilmistir.

Ust faz1 atilarak dipteki hiicre pelletinin {izerine DNAsel iceren 1 mL soguk HBSS

konulmus ve 1000'lik mikropipet ile yumusak hareketlerle restispande edilmistir.

Ornekler 10 dk. oda sicakhiginda inkiibe edilmis ve siispansiyonlar 50 mL’lik falcon
tiip lizerine yerlestirilmis ve énceden HBSS ile 1slatilmis 70 um gozenek capina sahip
hiicre eleginden (cell strainer) gecirilmistir.

Her bir 6rnek i¢in altta kalan siv1 5 dk 200g de santrifiij edilmistir.

Pelletler tizerine 1 ml % 1’lik BSA/HBSS eklenmis ve 20 dk buz tuzerinde inkiibe
edilmigtir.

Inkiibasyon sonunda tekrar 5 dk 200g de santrifiij edilmistir.

Pelletler tlizerine 2 cc % 1’lik BSA/HBSS ve 1pul % 0,1’lik Triton-X100 eklenmistir.

Her bir antikor icin hiicreler ikiye boéliinmiis OCT4 ve SOX2 igin ayn tiiplere
alinmistir.

Primer antikorlar eklenmeden boyasiz 6rnek ayrilmistir.

Her bir 6rnek icin kalan soliisyona 5ul OCT4 ve 5pl SOX2 primer antikorlarindan
eklenmis ve boyama islemi icin 20 dk buz tlizerinde inkiibe edilmistir.

iki kere HBSS soliisyonu ile yikama yapilmstir.
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Sekonder antikorlar 1 pl donkey anti goat ve 0,5 pl goat anti rabit eklenmis ve 20 dk.
karanlikta buz iizerinde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda HBSS ile yikama yapilmis ve analize ge¢ilmistir.

Cihaza ytiklenen hiicre slispansiyonunda 6ncelikle hiicre ve debris ayrimi icin dénce
Forward Scatter Area (FSC-A) vs Side Scatter Area (SSC-A) pilotunda analiz
yapilmistir.

Kapi (gate) icine alinan hiicreler daha kesin debris eliminasyonu icin FSC-A vs FSC-W
(Forward Scatter-Width) pilotunda analiz edildikten sonra takiben SSC-A vs SSC-W
(Side Scatter-Width) pilotunda kapi icine toplanmistir.

Kapi1 alma isleminden sonra FITC (SOX2) ve APC (OCT4) kanalinda analiz yapilmis ve
SOX2 pozitif hiicreler ile 0CT4 pozitif hiicreler ayr1 ayri sayilmistir.

Ayni islemler tiim sicanlara uygulanmistir.

Sekil 3.1. Flow Sitometri Cihaz1 (BD, FACSARIA III)

3.4. immiinflorasan isaretleme Uygulamasi

3.4.1. Kullanilan malzeme ve cihazlar

» Paraformaldehit Cozeltisi

» Siikroz

» % 0,1’lik sodyum azid

» PBS (Phosphate Buffered Saline)

» SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

> % 0,1 Triton-X100

» 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)
» Adheziv kapli lam

» Konfokal Mikroskop

»Kriyostat (Leica CM1900, Avusturya, Viyana)
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Kullanilan primer ve sekonder antikorlar asagidaki gibidir.

» Goat Anti-OCT4 primer antikor: 1/100

»Rabbit Anti-SOX2 primer antikor: 1/100

» Goat Anti-Rabbit FITC konjuge sekonder antikor: 1/500
»Donkey Ant-Goat Teksas red konjuge sekonder antikor: 1/500

3.4.2. Kesit alma

Sakrifikasyon isleminden sonra ayrilip paraformaldehit ¢6zeltisi icine alinan dokular bir

gece buzdolabinda +4°C’de bekledikten sonra, 12 saat % 20 stikroz, takiben % 3 0’luk siikroz +

% 0,1’lik sodyum azid solusyonunda bekletilmislerdir. Daha sonra over dokularindan kriyostat

ile (Leica CM1900, Avusturya, Viyana) 10 pm kalinliginda kesitler adheziv kapli lamlara

alinmistir. Boyanana kadar buzdolabinda -20 °C’de saklanmistir.

3.4.3. Antikor Boyama

Her bir antikor i¢in tekli isaretleme metodu uygulanmistir. Immiinfloresan isaretleme

protokoliinde asagidaki basamaklar takip edilmistir.

>
>

Her gruba ait over dokusu kesitleri 0,1M PBS ile 3 kez 5’er dakika (3x5) yikanmistir.

PBS icinde hazirlanmis % 1'lik SDS soliisyonunda 5 dakika oda sicakliinda antijen
retrieval saglanmistir.

Kesitler 0,1M PBS ile 3 kez 5’er dakika (3x5) yikanmistur.

% 0,1 Triton-X100 ve % 1,5 normal serum iceren PBS soliisyonunda 90 dakika bloklama
yapilmistir.

Primer antikorun bloklama sollisyonu icerisinde uygun diliisyonu saglanmis (1:100) ve
+4°C’de (buzdolabinda) gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

Kesitler 0,1M PBS ile 3 kez 5’er dakika (3x5) yikanmistur.

Uygun floresan konjuge sekonder antikorun bloklama soliisyonu icerisinde optimum
diliisyonuyla oda sicakliginda en az 90 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Kesitler oda sicakliginda ve karanlik ortamda 0,1M PBS ile 3 kez 5’er dakika (3x5)
yikanmistir.

DAPI igeren kapatma medyumu ile dikkatlice lam iizerine yapistirilmis (mounting) ve
hizlica lamel ile kapatilmistir.

Lamelin sabitlenmesi icin kenarlari oje ile yapistirilmistir.

Calismamizda kantitatif ve semi-kantitatif analizler icin kullandigimiz kesitler dokunun

baslangig, orta ve son kisimlarini icerecek sekilde ve her bdlgeden liger tane olmak tizere

alinmistir. Flow sitometri analizinde pozitif ¢ikan hiicrelerin reaksiyon siddetlerinin

belirlenmesi icin pozitif hiicrelerin skorlamasi yapilmistir. OCT4 ve SOX2 faktdrlerinin semi-
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kantitatif analizi icin over korteksinden 10 farkli alandan 40X objektif ile fotograflar ¢ekilmistir.

Skorlama bu fotograflar lizerinden asagidaki tabloda belirtildigi sekilde yapilmistir:

Tablo 3.1. [sima kuvvetlerine gore skorlama degerleri.

+ Isaretlenme alanin % 25'inden az

++ | Isaretlenme alanin % 25-50'sini kapsiyor

+++ | Isaretlenme alanin % 50'sinden fazla

3.5. Istatistik Analiz Yontemi

Verilerin istatistiksel analizi STATISTICA 13.3 programi ile yapilmistir. SOX2 ve OCT4
Olclimlerine ait degerler ortalama, standart sapma, medyan, minimum, maksimum, 1.ve 3.
Ceyreklik degerleri ile 6zetlenmistir. Normal dagilim kontrolii Shapiro Wilk testi ile yapilmistir.
0OCT4 normal dagilim goéstermistir. Bu sebeple ortalamalar arasi farkliliklar parametrik olan
yontemlerden Tek yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile arastirilmistir. Gruplar arasi varyanslarin
homojenlik kontrolii Levene istatistigi ile kontrol edilmistir. Varyanslar homojen
dagilmadigindan Welch istatistigine ait p degeri kullanilmistir. OCT4 ortalamalar: i¢in hata-
¢ubuk (Error-Bar) grafigi kullanilmistir. SOX2 normal dagilima uygunluk gostermistir. Bu
sebeple medyanlar arasi farkliliklar parametrik olmayan yontemlerden Kruskall Walis testi ile
arastirilmistir. En az bir grup arasinda farklilik goézlemlenmis olup ikili karsilastirmalar Dunn-
Bonferroni testi ile yapilmistir. SOX2 medyanlar1 igin Kutu-Biyik (Box-Wisher) grafigi

kullanilmistir. Tiim karsilastirmalar igin istatistik anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Flow Sitometri Bulgular:
4.1.1. SOX2 ifade Eden Hiicrelerin Bulgular:
Kruskall Walis testine gore gruplarda SOX2 (+) hiicrelerin yiizdelerine ait medyanlar
arasinda anlaml farklilik oldugu gézlenmistir (p<0,05). Buna gore;

» Eriskin oncesi sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin yiizdelerine ait medyan (% 9,25 ) ile
eriskin sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin medyan1 (% 65,10) arasindaki farkin anlaml
oldugu gozlenmistir (p<0,0001). Eriskin sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin oraninin tiim
gruplar arasinda en yiiksek oldugu gézlenmistir.

» Eriskin o6ncesi sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin yiizdelerine ait medyan ile yash
sicanlarin medyani arasindaki farkin anlamli olmadigi gozlenmistir (p=0,155).

» Eriskin sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin medyani ile yash sicanlarin medyan arasindaki

farkin anlamli olmadig1 gézlenmistir (p=0,155).

Tablo 4.1. SOX2(+) hiicrelerin oranlarinin yas gruplarina gore dagilimu.

SO0Xx2

Ortalama Standart Medyan Min Max Q1 Q3 P
Gruplar

sapma

Erigskin 0dncesi 9,2333 2,31229 9,25 6,0 12,20 7,35 11,225
Donem 0,001
Eriskin Donem 66,4167 7,15106 65,1 58,9 79,40 61,15 70,925
Yasl Donem 19,4000 4,81622 19,95 14,0 26,30 14,15 23,075

60,00
60,00 |

40,00

SOX2

20,00

=

00

T T T
Erigkin éncesi Erigkin Yagh
Yas gruplan

Sekil 4.1. SOX2(+) hiicrelerin yas gruplarina gore degisiminin grafiksel gosterimi.
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4.1.2. 0CT4 ifade Eden Hiicrelerin Bulgular:
ANOVO testine gore gruplar arasinda OCT4 (+) hiicrelerin yilizdelerine ait oranlar

arasinda anlaml farklilik olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).

Tablo 4.2. OCT4 (+) hiicrelerin oranlarinin yas gruplarina gore dagilimi.

0CT4
Ortalama | Standart Medyan Min Max Q1 Q3 p
Gruplar
sapma

Eriskin oncesi 23,6 16,19716 15,7 10,3 51,0 12,4 39,6 0,158
Dénem
Eriskin Donem 30,0 7,46217 32,65 19,6 39,3 21,7 34,875
Yash Dénem 21,5667 5,6698 21,7 14,1 28,5 16,12 27,075

40,00 -1
- 30,007
-
U —
o
o
2 -
*

20,00

10,00

T, T I
Erigkin Oncesi Erigkin Yaglh
Yas gruplar

Sekil 4.2. OCT4(+) hiicrelerin yas gruplarina gore degisiminin grafiksel gosterimi.
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Sekil 4.3. Eriskin Oncesi sicanlarin boyasiz drneklerinin flow sitometri analiz sonuclar1 (Q3

kadraninda gosterilmektedir).

Specimen_002-2-FITC

B Tube: 2-FITC
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Sekil 4.4. Eriskin oncesi sicanlarin SOX2 (+) ( FITC) hiicrelerinin flow sitometri analiz sonuglari
(Q1 kadraninda gosterilmektedir).
Specimen_002-1-APC

s Tube: 1-APG
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Sekil 4.5. Eriskin oncesi sicanlarin OCT4 (+) ( APC) hiicrelerinin flow sitometri analiz sonuglari

(Q4 kadraninda gosterilmektedir).
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Sekil 4.6. Eriskin sicanlarin boyasiz érneklerinin flow sitometri analiz sonuclar1 (Q3 kadraninda

gosterilmektedir).
210318-1 SOX2
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[UN 1} 10 10 10
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Sekil 4.7. Eriskin siganlarin SOX2 (+) hiicrelerin flow sitometri analiz sonuglari (Q1 kadraninda

gosterilmektedir).
210318-2 OCT
| Tube: 20CT
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- W 4 Events 10,0000 #1000
=3 -~ a1 425 42 4:
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Sekil 4.8. Eriskin sicanlarin OCT4 (+) hiicrelerin flow sitometri analiz sonuglar1 (Q4 kadraninda

gosterilmektedir).
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1604718 UNSTAINED] Tube: UNSTAINED
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Sekil 4.9. Yash sicanlarin boyasiz 6rneklerinin flow sitometri analiz sonuclar1 (Q3 kadraninda

gosterilmektedir).
160418-1 S0x2 Tube 1 SOx2
= Fopulation #Evams_ I?!ié‘F'arlemt_ %Total
- B i Events 10,000  #### 1000
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----- (<] a4 24 0.2 0.2
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0 1] 1] [1]
18 APC-A

Sekil 4.10. Yash siganlarin SOX2 (+) hiicrelerinin flow sitometri analiz sonuglari (Q1 kadraninda

gosterilmektedir).

160418-2 OCT
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A G R b 04 2,384 238 238
N I ., 1_ I 5919) 592 592
= *s‘m Bl 2 7,052 705 705
= T ' —
PR m;P oa 0 10°

Sekil 4.11. Yash sicanlarin OCT4 (+) hiicrelerinin flow sitometri analiz sonuclar1 (Q4 kadraninda

gosterilmektedir).
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4.2. immiinflorasan isaretleme Bulgulari

Kok hiicre oldugu diisiiniilen, SOX2 ve OCT4 ifade eden hiicrelerin yerlesim ve
dagilimlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan isaretlemenin sonuclari asagida verilmistir.
1. Grup Eriskin Oncesi Dénem

SOX2 (+) ve OCT4 (+) hiicrelerin hem stromada hem de folikiiler graniiloza hiicrelerinde lokalize

oldugu goriilmiistiir. Ancak SOX2 (+) hiicrelerin stromada daha fazla oldugu gortlmistiir (sekil

4.10).

Sekil 4.12. Eriskin oncesi sigan ovaryumlarinda SOX2 (yesil) ve OCT4 (kirmizi) eksprese eden
hiicrelerin yerlesiminin gosterimi.
2. Grup Eriskin Dénem

S0X2 (+) ve OCT4 (+) hiicrelerin hem stromada hem de folikiiler graniiloza hiicrelerinde
eksprese oldugu goriilmiistiir. Ancak SOX2 (+) hiicrelerin stromaya oranla folikiillerde daha ¢ok

lokalize oldugu gorilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.13. Eriskin sican ovaryumlarinda SOX2 (yesil) ve OCT4 (kirmizi) eksprese eden
hiicrelerin yerlesiminin gosterimi.
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3. Grup Yash Donem
S0X2 (+) ve OCT4 (+) hiicrelerin folikiillerden ziyade daha ¢ok stromada yer aldigi, SOX2

(+) hiicrelerin ise folikiillerde olduk¢a azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.12).

Sekil 4.14. Yash sican ovaryumlarinda SOX2 (yesil) ve OCT4(kirmizi) eksprese eden hiicrelerin

yerlesiminin gésterimi.

4.2.1. Skorlama Sonuglar1
4.2.1.1. Reaksiyon Kuvvetine Gore SOX2(+) Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Reaksiyon kuvvetine gore + ve ++ 1s1ma verenler tiim gruplar arasinda anlaml farklilik
gostermemistir (p>0,05). Sekil 4.13’de + 1s1ma veren hiicrelerin yogunlugu gosterilmistir. Grafik
incelendiginde + 1s1ma verenlerin en fazla yashh donemde, en az ise eriskin siganlarda oldugu
gosterilmistir. Yasla birlikte SOX2 ifadesinin siddeti azalmistir. Sekil 4.14’de ++ 1s1ma veren
hiicrelerin yogunlugu gosterilmistir. Grafikte ++ 151ma verenlerin en fazla erigskin donemde
oldugu yash doneme gidildikce azaldig1 gosterilmistir.

Kuvvetli 1s1ma verenler (+++) yas gruplar1 arasinda anlamh farklilik gostermistir
(p<0,05). Buna gore; Eriskin oncesi siganlar ile eriskin sicanlar (p=0,024) ve yash si¢canlar ile
(p=0,039) eriskin sicanlarin reaksiyon kuvvetleri arasindaki farkin anlamli oldugu goériilmiistiir.
Eriskin siganlarin (+++) 1sima veren hiicrelerinin oraninin her iki gruptaki sicanlardan daha
ylksek oldugu goriilmiistiir. Ancak erigkin oncesi sicanlar ile yash sicanlar arasindaki farkin
anlaml olmadigr goriilmustiir (p=0,849). Sekil 4.15’de +++ 151ma veren hiicrelerin yogunlugu
gosterilmistir. Grafik incelendiginde en siddetli 1s1ma veren hiicrelerin eriskin 6ncesi donemde

toplandig1 gosterilmistir.
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Tablo 4. 3. SOX2 (+) hiicrelerin 1s1ma kuvvetlerine gore dagilimi

+ Yas gruplar Mean Med Std. Q1 Q3 p
(n=6) Sap.
S0X2 Erigkin Oncesi 32,83 33 594 26,75 37,5 0,06
Eriskin 22,33 26 7,89 13,75 28,25
Yash 34,83 36,5 7,3 27,25 40,75
++
SOX2 Eriskin Oncesi 12,66 11 7,08 7,00 20 0,347
Erigkin 15,66 15 5,42 10,75 19,75
Yash 10,16 9,5 6,04 4,75 14,75
+++
SOX2 Eriskin_oncesi 4,5 4,5 4,46 7,5 0,043
Eriskin 12 10 5,05 9,50 14,5
Yash 5 4,5 4,47 1,50 7,75
50,00
40,00
(3]
S 30,004
wn
20,007
10,00
T T T
Erigkin COncesi Erigkin Yagh
(14)

Sekil 4.15. SOX2 (+) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi
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Sekil 4.16. SOX2 (++) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi
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Sekil 4.17. SOX2 (+++) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi
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4.2.1.2. Reaksiyon Kuvvetine Géore OCT4(+) Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Reaksiyon kuvvetine gore + zayif 1isima verenler; Yas gruplar arasinda anlamh farklilik
gostermistir (p<0,05). Buna gore; Sadece eriskin sicanlar ve yash sicanlar arasindaki farkin
anlamli oldugu gorilmistiir (p=0,004). Yash sicanlarda (+) 1sama veren hiicrelerin sayisinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Eriskin sicanlar ile eriskin éncesi sicanlar (p=0,210) ve eriskin
oncesi sicanlar ile yash sicanlar (p=0,479) arasindaki farkin ise anlamli olmadig1 gériilmiistiir.
Sekil 4.16’daki grafikte + 151ma veren hiicrelerin en fazla yash donemde en az eriskin donemde
oldugu gosterilmigtir.

++ 151ma veren hiicreler yas gruplar arasinda anlamh farklilik gostermistir (p<0,05).
Buna gore; Sadece eriskin sicanlar ve yash siganlar arasindaki farkin anlamh oldugu
gorilmustiir (p=0,044). Eriskin sicanlarda (++) 1s1ma veren hiicrelerin oraninin daha ytiksek
oldugu goriilmistir. Eriskin siganlar ile eriskin oncesi sicanlar (p=0,125) ve eriskin dncesi
sicanlar ile yash sicanlar arasindaki farkin anlamli olmadigr goriilmiistir (p=1,00). Sekil
4.17’deki grafikte ++ 1s1ma veren hiicrelerin en fazla eriskin donemde oldugu eriskin 6ncesi ve

yasli donem arasinda ¢ok farklilik olmadigi gosterilmistir.

+++ kuvvetli 1s51ma veren hiicreler yas gruplar1 arasinda anlaml farklhilik géstermistir
(p<0,05). Buna gore; Eriskin sicanlar ile yash sicanlar (p=0,037) ve eriskin dncesi sicanlar ile
yasli siganlar arasindaki farkin anlamli oldugu gériilmiistiir (p=0,031). Eriskin 6ncesi ve eriskin
sicanlarin (+++) 1si1ma veren hiicrelerinin oraninin yash sicanlardan daha yliksek oldugu
gorilmistiir. Ancak eriskin sicanlar ile eriskin dncesi sicanlar arasindaki farkin anlamli olmadigi
gorilmistir (p=1,00). Sekil 4.18’deki grafikte +++ 1s1ma veren hiicrelerin en fazla eriskin
dénemde bulundugu yashh dénemde ise ¢ok azaldif1 gosterilmistir. Eriskinlikten yashliga

gectikce OCT4 ifadesinin siddetinin azaldig1 gorilmiistiir.

Tablo 4.4. OCT4 (+) hiicrelerin 1s1ma kuvvetlerine gore dagilimi.

+ Yas gruplari Mean Median Std. Q1 Q3 p
(n=6) Sap
0CT4 Eriskin Oncesi 33 33 5,76 27,5 37,5 0,005
Erigkin 24,5 24,5 5,82 19,75 30,25
Yash 38,83 39 4,99 34,25 43,5
++
0OCT4 Eriskin Oncesi 10,66 9 5,20 6,75 14,75 0,032
Erigkin 17,5 18 2,94 15,75 20,0
Yash 10 9,5 4,60 5,75 14,5
+++
0OCT4 Erigkin Oncesi 6,33 6 3,50 3,5 9,0 0,014
Erigkin 8 5,5 6,95 2,0 16,25
Yash 1,16 1 1,16 2,25
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Sekil 4.18. OCT4 (+) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi
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Sekil 4.19. OCT4 (++) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi
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Sekil 4.20. OCT4 (+++) Isima Veren Hiicrelerin Grafiksel Gosterimi

4.3. Tartisma

Ureme biyolojisi alani, yaklasik on bes yil énce Johnson [5] ve arkadaslarimin Nature
dergisinde yayinladiklari, yetiskin farelerin yumurtaliklarinda proliferatif GSC'lerin varligim
ortaya koyan bir ¢alisma ile Zuckerman [4] tarafindan 1951 yilinda kurulan ve uzun siiredir
devam eden dogmaya meydan okuyarak koklii bir degisiklie ugramaya basladi. Zuckerman’a
gore, memeli ovaryumlar1 yenilenebilir kok hiicrelere sahip degillerdir, bunun yerine postnatal
yasam boyunca azalarak sonlanan bir oosit rezervi icermektedirler. Yani folikiil sayisi, rahim ici
yasamin 20. haftasinda (yaklasik 7 milyon) maksimum seviyeye ulasir; Dogumda 1-2 milyona,
ergenlikte ve lreme caginda 30.000-40.000'e ulasir, menopozda 1000'den azdir [4]. Over
germline kok hiicrelerin varligl, memeli olmayan tiirlerin yetiskin disileri ve tiirlerin
¢ogunlugunun yetiskin erkekleri icin tam olarak kabul edilmis olmasina ragmen, yetiskin disi
memelilerde varligl hala bir tartigma konusudur [4,5,56]. Oyleki Johnson 2004’te yayinladiklar
calismayr 1 yil sonra belirsiz ilan etti ve 2005’te yayinladiklar1 yeni bir makale ile memeli
oositlerinin kemik iligindeki varsayilan germ hiicrelerinden kaynaklandigini ve periferik kanla
ovaryumlara dagildigin1 bildirdi. Calismalarinda kemoterapi ile sterilize edilen ve ataksi
telanjiektazi mutasyonlu farelerde kemik iligi transplantasyonu sonucu oosit tiretiminin yeniden
oldugunu, donoér kaynakl oositlerin varligini géstermislerdir [57].

Bu tartismalarin 1siginda sigan ovaryumlar ile yaptigimiz ¢alismada, flow sitometri

analizleri sonucu hem SOX2 hemde OCT4 EKB’lerini ifade eden bir hiicre populasyonu oldugu ve
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bu hiicrelerin farkli iireme dénemlerindeki siganlarda degiskenlik gosterdigi gézlenmistir. SOX2
(+) htcrelerin gruplar arasindaki degiskenliginin anlamli (p=0,001) oldugu ancak OCT4 (+)
hiicrelerin degiskenliginin anlamli olmadig1 gorilmistiir (p=0,158). Buna gore; Eriskin dncesi
sicanlarin SOX2 (+) hiicrelerinin (medyan degeri: % 9,25) eriskin siganlarin SOX2 (+)
hiicrelerinden anlamli derecede diisiik oldugu goriilmistiir (medyan degeri: % 65,10)
(p<0,0001). Ug grup karsilagtinldiginda en yiiksek SOX2 (+) hiicre oraninin, eriskin dénem
sicanlarda oldugu goriilmiistiir. OCT4 (+) hiicrelerin yiizdelerinin gruplar arasinda anlamh
olarak degismedigi fakat en yiliksek oranin yine eriskin donem siganlarda oldugu goriilmiistiir.
OKH'lerinin insan, koyun, marmoset maymunlari, tavsan ve fare ovaryumlarinda sitoplazmik
OCT4't eksprese ettigi bildirilmektedir [58].

Silvestris ve ark. [59]. farkli antikorlar kullanarak uterin fibroma, ovaryum Kisti veya
diger iyi huylu patolojiler sebebiyle histerektomi gecismis 32 kadin hastanin ovaryum korteks
dokusundan aldiklar1 érneklerle ¢alismislardir. Hastalarin 19'u menopozal (yas ort. 56) 13l ise
heniiz menopoza girmemis (yas ort. 45) olan kadinlardan secilmisti. Menopozda olmayan
kadinlarin Fragilis ve SSEA-4 (seviye spesifik embriyonik antijen-4) pozitif hiicrelerinin % 65'e
varan degerleri oldugunu menopozda olan kadinlarda sayinin diismesine ragmen ortalama %
<48'lerde oldugu ve rezervin cogunlugunun korundugunu belirtmislerdir. Bu c¢alismanin
sonuglari, calismamizdaki eriskin donem si¢canlarin SOX2 (+) hiicrelerinin oranina (65,10 ) yakin
olmasi dikkat cekicidir.

Bukovsky [32] ve ekibi 2005 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda, oositlerin ve
graniilosa hiicrelerinin yetiskin insan ovaryumlarindan elde edilen kiiltiirlerden
farklilasabileceklerini gostermislerdir. Over yiizey epitelinden elde ettikleri hiicreleri fenol
kirmizisi (PhR) gibi 6strojenik uyaricilarin olduklari ortamlarda 5-6 giin boyunca biiyiitmiis PhR
varliginda kiltirdi yapilan hiicrelerin dogrudan oosit fenotipinin biyiik (180 mikron)
hiicrelerine farklilastiklarini PhR'siz ortamda kiiltiirii yapilan hiticrelerin OYE hiicrelerinin ise
graniilosa fenotipinin kiiciik (15 mikron) hiicrelerine, epitel, néral ve mezenkimal tip hiicrelere
farklilastiklarini belirtmislerdir. Bu hiicreler ikincil oosit 6zellikleri olan germinal vezikiil yikima,
polar govde ve zona pellucida proteinlerinin yiizey ifadesini sergilemislerdir.

Virant Klunt [60] ve ark’nin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada dogal olarak oosit ve
folikiil tliretmeyen Kkadinlarda varsayilan OKH'leri izole etiklerini 06ne siirmiislerdir.
Calismalarinda 20 postmenopozal ve 5 preovaryan yetmezligi olan kadin kullanmislardir. OYE
kazima ile elde ettikleri materyalden, kabarcik benzeri bir yapiya sahip ¢api1 2 ila 4 mm arasinda
olan kii¢iik yuvarlak hiicreler izole etmislerdir. Bu hiicrelerin SSEA-4, 0CT4, NANOG, SOX2 VE C-
KIT transkripsiyon farktorleri gibi erken embriyonik gelisim belirteclerini ifade ettiklerini
belirlemislerdir. Ayrica bu hiicrelerin belirgin C-KIT immiinohistokimyasal boyama

gosterdiklerini belirtmislerdir. Bukovsky ve ekibinin ¢alismasi, postmenopozal ve preovaryan

41



Irem BEKALP YILMAZ, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi,2020

yetmezligi olan kadin ovaryum dokusunda OCT4 ve SOX2 ifade eden hiicrelerin varligini
gostermesi acisindan bizim calismamizla uyumludur. Kullandigimiz yash dénem sicanlarda bu
belirteclerin ifadesinin oldugunu géstermis bulunmaktayiz.

Bu ¢alismanin ardindan 2009 [61] yilinda dogal oositleri olmayan 21 postmenopozal
kadinda in vitro oogenezi ve muhtemel partenogenetik embriyo olusumunu takip etmek ve OYE
kazintilarindan varsayilan kok hiicreleri izole etmek icin bu hiicrelerden hiicre Kkiiltiri
olusturmuslardir. Kazinan materyalden cap1 2 ila 4 um arasinda olan kiiciik yuvarlak hiicreler
izole etmisler ve bu hiicrelerin SSEA-4 yiizey antijeni, OCT4, NANOG, SOX2 ve C-KIT
transkripsiyon faktorleri gibi erken embriyonik gelisim belirteclerini ifade ettiklerini
belirlemislerdir. Daha sonra bu hiicreleri in vitro olarak biiyiitmiis ve embriyoid viicut benzeri
yapilar olusturduklarini gézlemlemislerdir. Telomeraz aktivitesi gibi pluripotent belirteclerin in
vitro kiiltiirde azaldigini bazi hiicrelerin 5-7 giinliik kiltliirden sonra yaklasik 20 pm capa
ulastiklarini 20 giinliik kiltiirden sonra ise OCT4, C-KIT, VASA ve ZP2 transkripsiyon faktorlerini
ifade ettiklerini belirtmislerdir. Aynm1 zamanda partenogenetik blastosist benzeri yapilar
olusturduklarini ve bu yapilarin OCT4, SOX2 ve NANOG genlerini ifade ettiklerini ve X, Y, 13, 16,
18, 21 ve 22. kromozomlar i¢in normal olduklarini rapor etmislerdir.

2011 [62] yilinda yaptiklar: calismada ise kazidiklar1 dokuda SOX2 eksprese eden kiiglik
hiicreleri, az da olsa ovaryum nisi saglamak i¢in folikiil sivisi igeren ortamda kiiltiire etmislerdir.
Alkalin fosfataz iizerine pozitif boyanmis ilkel oosit benzeri hiicreler ve tipik yuvarlak sekilli
hiicre kiimeleri SOX2 ve SSEA-4 gibi pluripotensi belirteglerini ifade etmislerdir. Tek oosit
benzeri hiicreler, pluripotent kok hiicreler icin karakteristik olan OCT4, SOX2, NANOG, STELLA,
CD9, LIN28, KLF4, GDF3 ve MYC genlerini ifade etmislerdir. Bu bulgular Menopoz sonrasi
kadinlarda ve dogal olarak oosit ve folikiil iiretmeyen kadinlarin Ovaryumlarinda OYE'de nadir
goriilen kok hiicrelerin ilk bulgularndir [ 60,61,62].

Bukovsky ve Virant'in yaptiklari bu ¢alismalar postmenopozal ve preovaryan yetmezligi
olan kadin ovaryum dokusunda OCT4 ve SOX2 ifade eden hiicrelerin varhgini gostermesi
acisindan bizim c¢alismamizla uyumludur. Bizde c¢alismamizda kullandigimiz yash dénem
sicanlarda bu belirteclerin ifadesinin oldugunu gostermis bulunmaktayiz.

Bu calismalar iizerine Parte [63] ve ark. (2011)’da kazinmis OYE'de degisken biiyiikliikte
iki farkli varsayilan kok hiicre popiilasyonu (PSC) tespit ettiler. Bunlardan biri, OYE ¢evresindeki
kirmizi kan hiicrelerine gore daha kii¢iik ve 1-3 pm boyutlarinda ¢ok kiiciik embriyonik benzeri
kok hiicrelerdi ve niikleer OCT4 ile SSEA-4 ifadeleri kuvvetliydi. Oysa daha biiytik olan 4 -7 pm
boyutundaki hiicreler sitoplazmik OCT4 ve SSEA-4"ti minimal diizeyde ifade ediyorlardi Parte bu
hiicrelerin dokuya bagh progenitor kok hiicreler oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismalarla insan ve
koyun OYE'sinde OCT4, OCT4A, NANOG, SOX2, TERT ve STAT-3'in ifadelerinin oldugu tespit

edilmistir. Bu sonugclar bizimde ¢alismamizda kullandigimiz pluripotent kok hiicreler icin
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karakteristik olan OCT4 ve SOX2 belirteglerinin ifadesinin over dokusunda oldugunu
dogrulamaktadir.

Ancak Jia Li [64] ve ark. (2015) yaptiklar calisma sonuglar1 bizim sonuclarimiz ile
uyusmamaktadir. Calismalarinda 7 giinliik, 2 aylik ve 20 aylik (denek sayisi belirtilmemis)
farelerinin over kortekslerinde MVH/OCT4 ifadesini Western Blot, RT-PCR ve
Immiinohistokimya yéntemlerini kullanarak belirlemeye calismislar ve bu genlerin ifadelerinin,
fareler yenidogandan yashliga gectikce dnemli odlciide azaldigini belirtmislerdir (p<0.001).
Oysaki bizim calismamizda eriskin sicanlarin OCT4 ifadesinin, eriskin 6ncesi siganlarin OCT4
ifadesinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak yinede en diisiik oran yasl déonem sigcanlarda
goriilmiistiir. Fakat bu farklii§in sebebinin metodoloji ve kullanilan denek sayisindaki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilecegi goriisiindeyiz.

Tiim gruplar incelendiginde, SOX2 ifadesinin eriskin 6ncesi donemde en disiik, OCT4
ifadesinin ise yashh donemde en diisiik goriilmesi bize gonodotropinlerin kok hiicre havuzuna
etkisinin olabilecegini diisiindiirmustiir.

Overlerdeki OCT4 (+) hiicreler bir gonodotropin olan FSH ( folikiil uyarici hormon)
tarafindan diizenlenir [65] OCT4 diisiik seviyelerde ise pluripotentlik kaybolur. Gastrulasyon
sonrasi farklilasmis hiicrelerde bulunmaz [66]. Patel ve ark. koyun OKH’lerinin FSHR ( Folikiil
uyaricl hormon reseptorii) ifade ettigini oysa epitelyum hiicrelerinin belirgin sekilde negatif
oldugunu gostermislerdir [58,65]. K6k hiicreler, FSH tedavisine cevap olarak aktive edilir ve
ayrica mayoza ugrar. Bu sonuclar, insan ve marmoset kortikal dokusunun FSH varliginda ve
yoklugunda kiiltiirlerinin yapildigl in-vitro calismalar ile desteklenmistir [63].

Bhartiya [65] ve ekibi fare ovaryumlari ile yapmis olduklari flow sitometri analizi sonucu
iki farkli boyutta hiicre populasyonu tespit etmislerdir. Bunlardan ilki olan VSEL hiicrelerin 3-5
pum boyutunda oldugu ve niikleer OCT4'l ifade ettigi belirtilirken, OKH'lerin 8 pm'den fazla
oldugu ve sitoplazmik OCT4'i ifade ettigini gostermislerdir. VSEL hiicreler ve OKH'ler,
boyutlarinda ve OCT4 ifadelerinde birbirlerinden farklilik gosterir. VSEL'ler, niikleer OCT4 dahil
pluripotent belirtecleri ifade ederken, OKH'ler, farkli bir durumu diisiindiiren sitoplazmik
OCT4't ifade eder.

Paccihiarotti [67] ve ekibi 2010 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda 2 giinliik, 5 giinliik ve 1
yetiskin fare kullanmislardir. Yaptiklar1 analiz sonucunda overlerin ylizey epitelinde bulunan
ortalama 10-15 pm capinda ve folikiiler boéliinmenin ortasinda bulunan ortalama 50-60 pm
capinda oositleri temsil eden kiicik bir hiicre grubunun oldugunu belirlemislerdir.
Immiinohistokimyasal isaretmede ise fare overinin yiizey epitelinde GFP-OCT4 pozitif hiicreler
oldugunu dogrulamislar bu hiicrelerin ayrica germ hiicre belirtegleri VASA ve C-KIT ile
pluripotent hiicre belirteci SSEA-1 icin pozitif olduklarini belirtmislerdir. Flow sitometri analizi

sonucunda ise GFP-OCT4 pozitif hiicrelerin yilizdesinin yasla birlikte 6nemli dlciide azaldigini
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belirlemislerdir. Yenidogan farelerin overlerinde % 1-2 GFP pozitif hiicreler bulunurken,
yetiskin overde sadece % 0.05 oraninda bulundugunu belirtmislerdir. GFP-OCT4 pozitif
hiicrelerin ise % 60’1nin C-KIT negatif, % 40'mn ise C-KIT pozitif oldugunu gostermislerdir. Bu
calisma OCT4 ifadesinin pozitifligi acisindan ¢alismamizla uyumlu olsa da pozitiflik gosteren
hiicrelerin oraninin ¢ok diisiik olmasiyla farklilik gostermektedir. Bu degiskenlik flow sitometri
icin kullanilan hiicre soliisyonunun hazirlanmasi asamasindaki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Ayrica bu calismada kullanilan denek sayisi bizim sayimizin oldukca altindadir.

Imudia [68] ve ark. (2013), yabanil tip C57BL/6 fareler kullanarak yetiskin fare (8
hafta) overlerinden tiiretilmis OKH’lerini, Ddx4'lin C-terminalinin hiicre-yiizeyi ekspresyonuna
dayanan FACS ile saflastirmis ve geng yetiskin fare overlerinde, bu hiicrelerin toplam ovaryum
hiicre popiilasyonunun % 0.014 * % 0.002'sini ve ayrismadan sonra siralanan canli hiicre
fraksiyonunun yaklasik % 1.5 +% 0.2'sini olusturduklarim1 belirlemislerdir. Bu calismadaki
oranlarin bizim c¢alismamizdaki varsayilan OKH oranlarindan diisiik olmasinin sebebi ise
kullanilan EKH belirteg¢lerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Yine 2013 ‘de Stimpfel [69] ve ekibi tarafindan yas ortalamasi 50 olan 18 kadindan
alinan over korteksi biyopsileri (ovaryum disi kanser nedeniyle) ile yapilan calisma sonuclari da
overlerin pluripotent/multipotent karakterli potansiyel bir kok hiicre kaynagi oldugunu
gostermektedir. Calismada kullanilan hastalarin 5’'i ireme yasaminda (35-45 yas), 7’si
perimenopozda (47-50 yas) ve 6’st menopoz/postmenopozdaydi (52-73 yas). Hastalarin
yaslarina gore hiicre kolonilerinin sayisi, boyutlar1 ve kok hiicre 6zelliklerinde herhangi bir
farklihik go6zlememisler ancak over hiicre kiiltiriiniin kurulu oldugu fakat hiicre kolonisi
olusturmayan 73 yasindaki hastadan koék hiicre elde edememislerdir. Kiiltiirleri kurulan
hiicrelerin pluripotensi belirteclerini ifade eden hiicre/koloni varligin (alkalin fosfataz, yiizey
antijeni SSEA-4, OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, STELLA) cesitli yontemlerle dogrulamislardir.
Ayrica immiinfloresan boyama sonugclarina gére LIN28, NANOG, OCT4, SOX2, SSEA-4 ve STELLA
belirtecleri pozitif sonu¢ vermistir. Ancak hiicre kolonileri germinal-lineage baglh belirteg¢
DDX4/VASA icin negatifti. Flow sitometri analizi sonucunda ise, bir hiicre kiiltiiriinde SSEA-4-
pozitif hiicrelerin en yiiksek oranini % 3.4 diger iki hiicre kiiltiiriinde, SSEA-4-pozitif hiicrelerin
oranlarini tiim hticrelerin % 3.1'i ve % 0.8'i olarak belirlemislerdir.

SOX2 ve OCT4 ifade eden hicrelerin yerlesimini incelemek icin yaptigimiz
immiinfloresan isaretleme sonucunda pozitif hiicrelerin hem stromal hem de folikiiler
hiicrelerde lokalize oldugu gozlenmistir. Buna gore; SOX2 (+) hiicrelerin tiim gruplarda
¢ogunlukla stromada olmak iizere folikiillerde de lokalize oldugu ancak yash siganlarda
folikiillerde ¢ok azaldig1 goriilmiistiir. OCT4 (+) hiicrelerin ise tiim gruplarda hem stromada hem
folikiilerde lokalize oldugu ancak yaslh sicanlarda folikiillere oranla daha ¢ok stromada lokalize

oldugu gozlenmistir. Pozitiflik gosteren hiicrelerin reaksiyon kuvvetleri zayiftan kuvvetliye
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dogru degisim gostermistir. Buna gore; SOX2 proteini agisindan kuvvetli pozitif (+++) olan
hiicreler tiim gruplar arasinda eriskinlerde daha fazla oldugu goriilmiistiir (Mean degeri: 12)
(p=0,043). OCT4 proteini agicindan zayif pozitif (+) olan hiicreler en yiiksek yaslilarda (Mean
degeri: 39) (p=0,004), kuvvetli pozitif (+++) hiicrelerin ise yine en yliksek eriskinlerde oldugu
goriilmiistiir (Mean degeri: 8) (p=0,014). Sabit sayida folikiil kavramini zorlayan ve yetiskin fare
overlerinde kok hiicre varligin1 belirten Johnson bu hiicrelerin ovaryum yiizey epitelinde
yerlestigini belirlemistir [5]. Bizim bulgularimizda da yiizey epiteli ve cevresinde bu hiicrelerin
konumlanmasi literatiir de desteklenmektedir. Son zamanlardaki arastirmalar OKH'nin OYE
icinde bulundugunu ve yetiskin yasaminda hem neoojenez hem de ovaryum Kkanserinden
sorumlu olabilecegini gdstermektedir [54].

OCT4 ifadesi SOX2 tarafindan diizenlenir. SOX2, EKH’lerin pluripotensi 6zelliginin
korunmasi icin vazgecilmezdir. Blastokist gibi erken safthalarda germ hiicrelerinde ifade edilir.
Farelerdeki eksikligi hiicrelerin % 95’inin insandaki eksikligi ise % 98,5’inin trofoektoderm (+)
hiicrelere degismelerine yol acar. Ayrica kok hiicre havuzunun yenilenmesinde SOX2 ifadesi
mutlaka gereklidir [66].

Yash donem sicanlarda kok hiicre belirteclerinin ekspresyonunun eriskin déneme gore
daha diisiik ¢ikmasi immiin sistemle iliskilendirilebilir. Yas artisiyla birlikte immiin sistemde
diisiis olur. Kok hiicre nisi tahrip edilir neoogenezis ve folikiilogenezis azalarak sonlanir. K6k
hiicreler oosite farklisamaz ve FSH varligina ragmen menopoz gerceklesir. (deepa2015 nikura).
Bununla birlikte, son yillarda bazi c¢alismalar, yaslanma sorununun koék hiicre nisinin
yaslanmasiyla daha yakindan baglantili oldugunu godstermektedir. Yaslanan bireylerde, kok
hiicrelere ragmen, nisteki bozulma ovaryum dokusunda dengesizliklere yol acacaktir ve OKH
aktivitesine ragmen ovaryum fonksiyonu siirdiirilemeyecektir. Bu nedenle, ovaryum
fonksiyonlari, OKH varlhig ile dogrudan iliskili degildir [55,72,73,74].

Massasa [75] ve ark. yaptiklar1 calismada, genc¢ farelerin ovaryumlarina yaslanan
farelerin ovaryum dokusunu nakletmisler ve olusan primordial folikillerin GFP ekspresyonu
icin pozitif oldugunu gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, gen¢ farelerin dokularinin yash fareye
transplante edilmesiyle, genc¢ farelerin ovaryum dokusunda immatiir folikiillerin sayisinin
azaldigini gormislerdir. Folikiil sayisinda hizl diislis kavrami hizlanmis kayiptan ziyade azalmis
oosit yenilenmesinden kaynaklanmaktadir.

Nikura [71] ve ark. (2009) yash disi fareler ile yaptiklar1 ¢alismada oosit icermemelerine
ragmen premayotik belirtecler olan Stra8 (Stimulated by retinoic acid gene 8) ve Daz1 (Deleted
in azoospermia 1) ifadesinin yiliksek oranda oldugunu gostermislerdir. Yash fare ovaryumlar,
genc bir konak ortamina maruz kaldiginda oositler olusturma kapasitesini koruyan nadir bir
premayotik germ hiicresi popiilasyonuna sahiptir. Bu sonuglar, viicut ve organlarin

yaslanmasinin kok hiicrelerin yashligina bagh oldugu fikrini ortadan kaldirip ovaryumlardaki bu
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fonksiyon diisiistiniin ovaryum GSC nislerinin yaslanmasina bagl oldugunu, ancak GSC’lerin
yaslanmasina bagli olmadigini gostermektedir. OKH'lerin over fonksiyonunu yalnizca ileri yasta
slirdiirememesinin, ovaryan mikrocevrede yasa bagh degisikliklerden kaynaklanabilecegini
diistiniiyoruz.

0SC'lerin oogenezle sonuglanan bir farklilasma programini baslatma kabiliyetine ek
olarak, yetiskin over dokusuna transplantasyonun ardindan folikiillerin {retilmesi icin
graniilosa 6ncti hiicrelerini koordine etme kapasitesi, yetiskin memeli yumurtaliklarinin folikiil
yenilenmesi icin uygun oldugunu ortaya koymaktadir. Zou [27] ve ekibi, yayinladiklar1
Yenidogan yumurtaliklarindan elde edilen bir germ hatt1 kok hiicre soyundan yavrularin tiretimi
” isimli makalede immiinomagnetik izolasyon ve kiiltiirle yenidogan fare FGSC ( female germ
stem cell) hattin1 kurduklarini ve bu hiicrelerin normal karyotip ve yiiksek telomeraz aktivitesi
olan hiicreler olduklarini belirtmislerdir. Ayrica yetiskin farelerden elde ettikleri FGSC'leri izole
edip 6 aydan fazla bir siire boyunca psajladiklarini bu FGSC'leri, GFP viriisii ile enfekte ettiklerini
ve infertil farelerin ovaryumlarina naklettiklerini belirtmislerdir. Nakledilen hiicrelerin
oogenezis gecirdigini ve farelerin GFP transgenine sahip yavrular dogurduklarini
gostermislerdir.

Dunlop [76] ve ark. insan over dokusundaki OKH'lerinin varligin1 bagimsiz olarak
dogrulamak ve s1gir dokusundan izole edilip edilemeyeceklerini tespit etmek icin 2014 yilinda
bu hiicreleri FACS bazli bir teknik ile ayristirarak sigir ve insan ovaryum korteksinden izole
etmislerdir. Hiicreleri, bir germ hiicre spesifik proteini olan VASA'nin varligina gore
siralamislardir. Hiicreleri daha sonra bir besleyici katmana ihtiya¢c duyulmadan in-vitro olarak
kiltirlerini kurup germline-spesifik belirteclerin mRNA ekspresyonunu RT-PCR ile analiz
etmislerdir. Hiicreler, izleme amaciyla bir lentiviriis kullanilarak GFP ifade etmek icin
transdiiksiyona tabi tutulmustur. Sonucta mitotik olarak aktif VASA-pozitif hiicrelerin nadir bir
popiilasyonunu hem sigir hemde insan dokusundan izole ettiklerini ve birka¢ ay boyunca in
vitro olarak biiytittiiklerini belirtmislerdir. IFITM3 (Interferon induced transmembrane protein
3) , DPPA3 (Developmental pluripotency associated 3) , PRDM1(PR/SET domain 1) , POU5SF1
(OCT4) ve KIT (KIT proto-oncogene receptor) dahil olmak {izere birka¢ germline belirtecin ifade
edildigini RT-PCR ile géstermislerdir. Bu belirteglerin ifadesi, bu hiicrelerin germline (oogonial)
kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip oldugunu géstermektedir.

Ovaryumlarda kok hiicre varligini sorgulayan ve dogrulugunu gosteren bu ¢alismalarin
aksine 2012 yilinda Zhang ve ark. “ Dogum sonrasi fare yumurtaliklarinda mitotik olarak aktif
disi germline progenitorlerinin olmadigini gésteren deneysel kanitlar ” adli makaleyi yayinlamis
ve ovaryum dokusunda yeni oosit iiretiminden sorumlu progenitér hiicrelerin olmadiginm
benimsemislerdir. Disi germline hiicre soyunun gelisiminin in vivo ve in vitro izlenmesi icin bir

¢oklu floresan Rosa26™w/+;Ddx4-Cre germline raportor fare modeli kullarak canli hiicre
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goriintiileme ve de novo folikiilogenez deneyleri ile postnatal fare ovaryumlarindan DDX4 ifade
eden hiicrelerin mitoz icine girmedigini ve de novo folikiilojenez sirasinda oositlere katkida
bulunmadiklarini géstermislerdir [3].

Zhang ve ark. (2012) ‘nmin yaptig1 calismay1 destekler nitelikte bir calisma 2016 yilinda
Zarate-Garcia ve ark. tarafindan yapilmistir. OKH benzeri hiicrelerin DDX4'e karsi bir antikor
kullanilarak ovaryumlardan izole edilebilse de, ylizeye bagli bir DDX4'lin varligin1 desteklemek
icin siliko modellemede (hayvan testlerine alternatif modeller) yetersiz olduklarini bu
hiicrelerin 6liimsiiz olmadiklarini izole edildikten birkag ay sonra 6ldiiklerini ve yetiskinlerde de
novo oosit liretiminin nadir veya 6nemsiz oldugunu belirtmislerdir [77].

Xiong [78] ve ark. (2015)’lar1 Zhang ve Zarate-Garcia'nin aksine kemoterapi sonrasi (KS)
farelerden (3-7 haftallk 59 C57BL/6 disi fare) FGSC'leri izole edip saflastirdiklarimi (MACS
sonucu % 2 (1.6-2x104 fragilis; fare germ hiicre belirteci pozitif hiicre ) ve GFP isaretli
FGSC'lerini KS infertil olan farelere intraovariyan enjeksiyon yolu ile verip normal yavrular
tiretebildiklerini gostermisledir. Bu bulgular, KS farelerin, FGSC'lere sahip oldugunu, ovaryum
fonksiyonunu geri kazandigini1 géstermektedir.

Ovaryumlar, yogun hiicre cogalmasi ve buyiimesi ile olduk¢ca dinamik bir yapidir.
Gelismekte olan herhangi bir germ hiicresi, hiicre bakimi, yenilenmesi veya farklilasmasi
acisindan islevini yerine getirmek icin uygun bir niste (6rnegin, granulosa hiicreleri)
buyitilmelidir. Bu calismada aciklanan pluripotent veya multipotent o6zelliklere sahip
varsayllan kok hiicreler, béyle bir dinamik nisin olusturulmasinda iyi rol oynayabilir. Yetiskin
memeli ovaryumlarinin korteksinin gesitli kok hiicre belirtecleri ifade eden énemli bir kok hiicre
kaynag1 oldugu sonucuna varabiliriz. Kemoterapi sonrasi ¢ocuk sahibi olmak isteyen kanserli
¢ok az sayida kadin, su ana kadar dondurulmus overdokusu veya oositlerle hamile kalabilmistir
[78].

OKH oldugu varsayilan bu hiicrelerin iyi tanimlanip izole edilmesi bu agidan da olduk¢a
onemlidir. Bu hiicreler yiiksek derecede bir plastisite gosterir ve 6rnegin ovariektomili hastalar
icin ve teratoma olusma potansiyelleri diisiik oldugundan rejeneratif tipta giivenle kullanilabilir..
Ayrica Zou (2009) ve Zhang (2011) bu hiicrelerin kiltiirlenip hizli, ucuz ve verimli gen
transferinde kullanilabileceginide gostermislerdir. Eksojen FGSC’ler, aynmi susta immiin reddi
olmayan farelerden tiiretilebilse de, insan disi germline kok hiicreleri (hFGSC'ler) elde etmek
zordur ve farkl bireyler arasinda immiin reddi gergeklesebilir [27,69,79]. Bu sorunlarin asilmasi

ve OKH'lerin koruma ve tedavi amach kullanilabilmesi icin ¢cok sayida ¢alismaya ihtiyag vardir.
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5.SONUC VE ONERILER

» Yaptigimiz deneyler sonucunda SOX2 ve OCT4 EKH belirte¢lerinin memeli ovaryum

hiicrelerinde ifade edildigi flow sitometri teknigi kullanarak gosterilmistir. Ayrica bu
hiicrelerin oranlarinin eriskin o6ncesi, eriskin ve yasli donem sicanlarda farklilik
gosterdigi belirlenmistir. SOX2 (+) hiicrelerin gruplar arasindaki degiskenligi anlamh
(p=0,001) iken OCT4 (+) hiicrelerin degiskenliginin anlamli olmadigr gorilmiistiir
(p=0,158). Eriskin oncesi siganlarin SOX2 (+) hiicreleri (medyan % 9,25) ile eriskin
sicanlarin SOX2 (+) hiicreleri (medyan % 65,10) arasindaki farkin anlaml oldugu
gorilmistiir (p<0,0001). U¢ grup karsilagtirlldiginda en yiiksek SOX2 (+) hiicre oraninin,
eriskin donem sicanlarda oldugu gorilmiistir.

Bunun yani sira immiinfloresan isaretleme teknigi kullanilarak bu hiicrelerin ovaryum
dokusundaki yerlesimleri ve dagilimlari gosterilmistir. Pozitif hiicrelerin hem stromal
hem de folikiiler hiicrelerde lokalize oldugu gézlenmistir. Buna gére; SOX2 (+) hiicrelerin
tiim gruplarda ¢ogunlukla stromada olmak iizere folikiillerde de lokalize oldugu ancak
yash sicanlarda folikiillerde cok azaldigi gorilmiistiir. OCT4 (+) hiicrelerin ise tiim
gruplarda hem stromada hem folikiilerde lokalize oldugu ancak yash si¢anlarda
folikiillere oranla daha ¢ok stromada lokalize oldugu goézlenmistir. Pozitiflik gosteren
hiicrelerin reaksiyon kuvvetleri zayiftan kuvvetliye dogru degisim gdstermistir. Buna
gore; SOX2 proteini acisindan kuvvetli pozitif (+++) olan hiicreler tiim gruplar arasinda
eriskinlerde daha fazla oldugu gorilmiistiir (Mean degeri: 12) (p=0,043). OCT4 proteini
acicindan zayif pozitif (+) olan hiicreler en yiiksek yaslilarda (Mean degeri: 39)
(p=0,004), kuvvetli pozitif (+++) hiicrelerin ise yine en yiliksek eriskinlerde oldugu
gorilmustiir (Mean degeri: 8) (p=0,014).

Buldugumuz bu sonuglar bize memeli over dokusunda EKH belirteglerinin ifade
edildigini gostermektedir ancak bu hiicrelerin koék hiicre olarak tanimlanmasi icin
farklilasma kapasiteleri izlenmelidir.

Bu hiicrelerin farklilasma kapasitelerinin gosterilebilmesi icin sorting (siralama) ile izole
edilip toplanmasi, uygun kosullarda kiiltiirlerinin yapilmasi ve ¢esitli uyaranlara maruz
birakilarak doniisiimleri izlenmelidir.

OKH oldugu varsayilan hiicrelerin iyi tanimlanip izole edilmesi infertilite,
prematiirmenapoz, polikistik over sendromu gibi dogurganlig1 etkileyen durumlarda
ayrica kemoterapi almis ve kanseri atlatmis kadinlarda dogurganhigin siirdiirtilebilmesi
icin oldukca 6nem tasimaktadir.

Bu hiicreler yiliksek derecede bir plastisite gosterirler ve teratom olusturma

potansiyelleri olduk¢a diisiiktiir ve rejeneratif tipta giivenle kullanilabilirler.
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» Bunun yani sira bu hiicrelerin arastirilmasinin OYE kaynakli jinekolojik kanserlerde de
erken tani ve tedavi sansinin artmasinda fayda saglayacagi diisiiniilmektedir.

» Bu hiicrelerin elde edilmesi, tanimlanmasi ve cogaltilmas1 asamasindaki zorluklarin
asilmasi1 ayrica farklilasabilme kapasitelerinin gosterilmesi ve OKH'nin tedavi amach

kullanilabilmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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