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OZET

OVARYUM DOKUSUNDA KOK HUCRE VARLI GININ ARA STIRILMASI

GOk, Duygu
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anaioii Dall
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gulgin ABBAN

Mayis 2011, 70 sayfa

Bu tezde kok hticre belirteclerinden Nanog, Oct 8/Kjt ve SSEA-1 ifadesinin
yenidazan, pubertal, ergin ve yla ovaryum dokusundaki vagl, yerlgimi ve
dagihmi incelendi.

Calsmada yenidgan (n=6), pubertal donem (n=6), ergin donem (n=®)ya&li
donem (n=6) Balb/c tipi gi fare kullanildi. Nanog, Oct 3/4, c-Kit ve SSEAkibk
hiicre belirtecleri immunohistokimyasal ve reversanskriptaz polimeraz zincir
reaksiyon yontemleriyle incelendi ve resimlendi.

Yenidazan, pubertal ve ergin donem ovaryumunda Nanog, 3D&t c-Kit ve
SSEA-1 oositlerde pozitifti. Bununla birlikte ergovaryum dokularinda reaksiyon
daha kuvvetli idi. Ayrica ergin ovaryumunda sekande tersiyer foliktl granuloza
hiicreleri Nanog, Oct 3/4, c-Kit ve SSEA-1 icin gd#i Yash gruplarda oositler ve
granuloza htcreleri tim belirtecler icin negatift¥enidgzan gruplarinda ovaryum
yuzey epiteli Nanog ve Oct 3/4 icin pozitifken SSEAve c-Kit icin negatifti.
Pubertal donemde ovaryum yuzey epiteli dort belirggnde negatifti. Ergin dénem
ovaryum yuzey epiteli ise yalnizca SSEA-1 icin ridggadiger belirtecler icin
pozitifti. Yash gruplarda ise ovaryum ylzey epiteli tim belileecicin pozitif ve
negatif gosteren hiicrelerden glu

Ovaryum kanseri yuksek mortalite oranina sahip olisik faktorlere bglidir.
En son yapilan c¢aimalar da embriyonik kdk htcrelerinin kanser kok relerine
doniserek hastaia neden oldgu hipotezi yaygin olarak kabul edilmektedir.

Polikistik Over Sendromu (PCOS) nedeni bilinmeyadakrin bir hastaliktir. Bu
hastalikta folikuller gelememekte ovulasyan olmamaktadir. Hastalarda priiord
ve primer folikiller olmasina kgain sekonder ve tersiyer folikuller yoktur. PCOS'ta
ortaya atilan olasi neden anormal oosit Uretimiédinormal oosit Uretiminin ovaryan
embriyonik kok htcreleriyle ilgili olabilegg bildiriimektedir.

Ovaryum dokusunda pluripotent ve embriyonik kok retbelirteclerini ifade
eden hucrelerin sievinin argtiriimasi preovaryan yetmezlik, polikistik over
sendromu ve kanser gibi Ureme sistemi hastalikiamedenlerinin ankmasinda
ve tedavisinde oldukca 6nemli bir yere sahip olacak

Anahtar Kelimeler: Ovaryum, Kok hicreler



ABSTRACT

ANALYSIS OF STEM CELL PRESENCE IN OVARIAN TISSUE

GOk, Duygu
M.Sc. Thesis in Histology and Embriyology Departmen
Supervisor: Prof. Dr. Gulgin ABBAN

May 2011, 70 pages

In our study, we investigated the expression padtexf embryonic stem cell
markers including Nanog, Oct 3/4, c-kit and SSEAdm the newborn to aging
period in ovary tissue.

Immunohistochemistry and Reverse TranscriptaserRaigse Chain Reaction
were used to examine the expressionNainog, Oct 3/4, c-Kit and SSEA-1 in
newborn period (n=6), pubertal period (n=6), agqudtiod (n=6) and aging period
(n=6) in ovary tissues.

All markers were poorly positive in newborn oocytaad negative in granulosa
cells. Oocytes in newborn, pubertal and adult perere positive for nanog, Oct
3/4, c-Kit and SSEA-1. However, the expressiorihgise markers in adult period
was increased. In addition positive reaction fondii Oct 3/4, c-Kit and SSEA-1
was seen in granulosa cells in seconder and teffodicles in adult ovary. Ovarian
surface epithelium was negative for these markerpubertal ovary. However in
adult ovarian surface epithelium was negative fSE&-1. In aging ovary, while
oocytes and granulosa cells were negative ovaugace epitelium was positive.

Ovary cancer has high mortality rate and also dépem various factors. The
most recent studies suggested that embryonic st#sncause disease by returning to
cancer stem cell.

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocriserdier and has an unkown
cause. Follicles do not develop in these patientsthere is no ovulation. Although
there are primordial and primer follicles, there ap seconder and primer follicles in
this group of patients. It is believed that thesmafor polycystic ovary syndrome is
abnormal oocyte production. The number of oocytaesery low in preovarian failure
and patients have early menapause. These restdtsadi investigators to work on
ovarian stem cell.

It is suggested that investigations on ovary stelis @and its function and effects
on fertility will be helpful to understand mechamis and to improve treatments for
polycystic ovary syndrome, preovarian failure arsdse such as cancer.

Key Words: Ovary, Stem cells
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1. GIRIS

Tarih boyunca insargunun en buyuk hedeflerinden biri hastaliklara care
bulmak ve insan émriini uzatmak oktur. MO. 1534 yilina ait oldtu distnilen
bir papirtiste ¢gtli bitkilerden elde edilen iksirlerin ila¢ olarakullanildigina dair
bilgiler bulunmaktadir. Eski Misir anit ve hiyerafjterinde ise insanlarin hastalikh
organlarinin  dgistiriimesini gdsteren sekiller vardir. MO. 170010 yillarda
Babil'lilerin bicak kullanarak ameliyat yaptiklaandair bilgiler bulunmaktadir.
Organ nakillerinin o zamanlar gercekte yapilip japdgl bilinmese de,
insan@lunun hastaliklari yenme ve glanmanin 0Onine gec¢cme cabalarn ilk
zamanlardan gunimuize dek sugtii (Senel 2002).

Insan genom projesi ile birlikte g@min sirlarinin gizli oldgu genlerinsifresi,
bugilin icin % 99.99 oraninda ¢6zllgtiir. GUnimuzde insan genomu, yani kalitim
sifresi hakkinda bilgilerimiz arttik¢a, genetik alada 6nemli gefimeler olmaktadir.
Bu gelsmeler daha c¢ok, kok hiicre tedavisi, gen tedavigingplantasyon gengii
insan genom projesi, biyoteknoloji ve klonlama kianunda ygunlasmaktadir.

Gunumize kadar, genetiifredeki bozukluklara b#i hastaliklarin tedavisinde
¢ssitli ilaclar kullanilmasina rgmen, bozuksifre yapisi dgistiriimedigi icin, bu
hastaliklara kalici ¢6zim bulunamatm Dolayisi ile ginimuzde bozuk genin
tamiri veya normal genle dstiriime cabalarina bdanmstir. Ayrica son yillarda
genetik sifrenin aydinlatilmasi ve hicre davrgarinin daha iyi ankalmasi ile
insanin kok hdcreleri kullanilarak beyin, deri, kkpkalp kasi gibi cgtli dokular
uretiimeye bganmstir (Aydin 2003).

Kok hicreler, embriyonik donemdenstayarak fotal ve dgum sonrasi yamda
doku ve organlarin galineleri ile idamelerinde ¢ok 6nemli rol oynarlar. Ko
hicrelerinin - kendini  yenileme, farklgma ve canli kaldikgca yamlarini
surdurebilme  ozellikleri, organizmada ska higcbir hicrede bulunmayan
Ozelliklerdir. Kok hucreler, aldiklari sinyale gofarkh htcre tipine doénigbilme
potansiyeline ve kendisini yenileyebilme glicuneig#ier ayrica vicutta meydana
gelen dgisikliklere, 6lim ve hasar durumuna gore bu hicrékengi hicre tirine
ihtiyag var ise o hicreye dograektedirler. Laboratuvarsartlarinda bu sin
basarilabilmesi icin etkili genlerin ve kontrol mekamalarinin iyi bilinmesi

gereklidir.



Son 20 yil icerisinde kok hicrelerin biyolojik, ne@liler, biyokimyasal ve
immunolojik 6zelliklerindeki hizh  gejmeler, ayni zamanda translasyonal
argtirmalara da yansigtir. Tip 1 diyabet, multiple skleroz (MS) ve romatartrit
gibi giderek artan siklikla gortlen tum otoimminstadklar, halen kesin nedeni
bilinmeyen olimcul bir hastalik olan amyotrophikelal skleroz (ALS), cgtli
nedenlere h#i olarak ortaya cikan kesin tedavisi icin canlr bericiden nakil
gerektiren kalp-karager ve bobrek gibi organlarin yetmezlikleri, genetdbani
olmayan sairhk-koérlik gibi hastaliklar, ¢gtli seviyelerdeki omirilik hasari sonucu
ortaya cikan felcler, denge bozukluklarl ile kaesmkte serebrospinal ataksiler,
Alzheimer ve Parkinson gibi nodrodejeneratif haktaf, muskuler distrofi gibi
noromuskdiler dejeneratif hastaliklar, diyabetglibalarak veya bgka nedenlerle
(sigara gibi) periferik damarlarda ortaya cikannadwzluklardan kaynaklanan ve
amputasyona kadar giden ayaklarda gyileyen yaralarla karakterize Ulserler,
tedavisi gu¢ olan vyaniklar, iygeeyen kiriklar, kikirdak dejenerasyonlari,
osteoartritler, beldeki omurlar arasindaki diskejenerasyonuna Bl ve tedavisi
mdmkuin olmayan belgailari, Greme htcresi (erkek vesiiuretiiememesi sonucu
ortaya cikan kisirlik, gamiz erkeinde sik rastlanan empotans (cinsel yetersizlik) ve
kadinlarda ¢ok sik rastlanan idrar kacirma (idndontinansi) gibi bu tir ve benzeri
hastaliklarin kesin tedavisini @amak amaciyla agarmacilar, hasar goren hicre-
doku veya organlarin biyolojillevlerini yerine koymak (rejeneratif tip) ya da tam
etmek (reparatif tip) ile mimkin olabilggei disinmektedirler.

Kok hicre argtirmalari konusunda bugiine kadar sun nokta gelecek icin
blylk umut vadetmektedir. Organ veya doku transp®mmnunun tek tedavi
secengi oldugu hastaliklarda uygun verici teminindeki zorluk ded sansini
engelleyen en 6nemli etmendir. Kok hiicresananalar istenildgi dogrultuda gelirse
hasta kgilere nakil uygulamasinda yeni bir hiicre kagnalusturabilecektir (Kansu
2005). Kok hicre uzerine slren gramalar, insan hastaliklarinin bi@aun

tedavisinde yeni ufuklar acilag@a olan buyuk inanci surdirmektedir.



2. KURAMSAL BILGILER VE L ITERATUR TARAMASI

2.1. GAMETOGENEZ: Germ Hducrelerinin Erkek ve Disi Gametlere

Donusmesi

2.1.1. Primordial Germ Hucreleri

Gametler (sperm ve oosit); geinin ikinci haftasinda epiblastin icinde g&n ve
daha sonra da yolk kesesine go¢ eden primogdiain hicrelerinden (PGC) koken
alirlar. Primordial germ hicreleri dordinci haftaddibaren, bu sefer yolk
kesesinden, gelinekte olan gonadlara g yer dgistirmeye balar ve hedeflerine
besinci haftada ulgrlar. Go¢ sirasinda Bayan mitotik boélinmelerle sayica
kalabaliklgan htcreler bu durumu gonada gilktan sonra da devam ettirirler.
Fertilizasyona hazirlik amaciyla germ hicreleri gygenez slrecine girerler
(Sadler 2005).

Gametogenezis, 0zejlmis ireme hicreleri olan gametlerin gl ve gekme
surecidir. Bu olgunlgma sirecine erkekte spermatogenesiz, kadinda igenenis
denir. Sperm ve ovum vicut htcrelerinin yarisi kaghaploid sayida) kromozom
tasirlar. Gametogenezis sirasinda 6zel bir hiicre mddn olan mayoz bélinme ile
kromozom sayisi yariya giér, bunun yani sira hicrengekli de deisir. Sentromerin
(kromozomun sikmis bdlgesi) bulunmasi yapinin kromozom dldau gosterir.
Kromozomlar, DNA replikasyonundan ©once hicre doéidgus S fazinda tek
kromatidli kromozom halindeyken DNA replikasyonundaonra cift kromatidli
kromozom haline gelirler. Kadin ve erkekte gametletusum sekli farkli olmasina

ragmen mayoz bolinme de olaylarin gim sirasi aynidir.

2.2. GENITAL SISTEMIN GELISiMi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekandesiti dolleyen sperm
turine b@ll olarak fertilizasyonda belirlenir. Gonadlarin kek ve dsili ge
farklanmalari, yani gonadal cinsiyet 7. haftadarole XX, XY cins kromozom
kompleksine bghdir. Bu nedenle bdangic doénemi, genital gefnenin
farklanmamg evresi olarak tanimlaniSéftalioglu 2003).



2.2.1. Gonadlarin Gelsimi

Gonadlar (testisler ve overler) t¢ kaynaktéken alirlar;
» Posterior karin duvarini géyen sélom epiteli (mezodermal epitel)
» Solom epiteli altindaki mezegim

* Primordial germ hicreleri (ilkel cinsiyet hiicrederi

Gonad gelimesi, ilk kez gelimenin 5. haftasinda, mezonefrozun medialindg, sa
ve solda, sOlom epitelinin galmasi ve altindaki mezgmin yogunlasmasiyla
olusan, uzunlguna iki adet gonadal ya da genital kabart'yla (@¢midge) dikkati
ceker. Gelimenin 4. haftasinda blyuk yuvarlak ilkel cinsiyéicteleri, allantois
kesesine yakin vitellis kesesi (yolk kesesi) endadelicreleri arasinda gortulmeye
baslarlar. Embriyonun kivrilmasi sirasinda, vitellissksinin dorsal kismi embriyon
icine alinir. Bu katilma olaylanirken ilkel cins dréleri, son bgrsasin dorsal
mezenteri yoluyla 6. haftada ameboid hareketledead kabartilarina go¢ ederler
(Seftalioglu 2003).

2.2.2. Farklanmams Gonadlar

Ilkel cins hiicrelerinin goclerinden az 6nce ya dalgd sirasinda gonad
kabartisinin sélom epiteli tekrar gdir ve altindaki mezgmme yayilarak dizensiz
primitif seks kordonlarini oktururlar. Hem erkek hem gdi embriyonlarda bu
kordonlar, yuzey epiteli ile devam ederler. 7. adftn dnce, her iki cinsin gonadlari
birbirine benzer ve farklanmaggonad’lar olarak adlandirilirlagéftalioglu 2003).
Farklanmamy gonad dyta yer alan bir korteks ve icte yer alan bir mealdin
olusmaktadir. Ber embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise,
farklanmamg gonad’in korteksi overe differensiye olur, medsillgeriler. Embriyo
XY seks kromozom kompleksini icermekteyse, medtéktise farklanir, korteks bir
takim kalintilari dyinda gerileyerek dejenere olur (Moore 2002).

2.2.3. Cinsiyetin Belirlenmesi

Kromozomal ve genetik cinsiyet fertilizasyon ile&zsenir, X kromozomuna sahip

ovum'un X veya Y kromozomu gg/an bir sperm ile déllenmesine dbalir.



Gelismekte olan gonadlar XX ve XY kromozom kompleksimdip olurlar. Erkek
fenotipinin gelsimi icin bir Y kromozomu gereklidir, fakat bu krormomun yalnizca
kisa kolu seks tayini i¢cin son derece kritiktir.stie belirleyici faktér (TDF) igin
gerekli olan SRY geninin, Y kromozomunun cinsiyetitbeyici bélgesinde yerkgigi
saptanmytir (Berta vd. 1990, DiGeorge 1992).sDfenotipinin gelsmesi icin iki X
kromozomuna gerek vardir. X kromozomunda yer alarséri genin ve bdlgenin,
seksin belirlenmesinde 6zel rolleri bulunmaktadir.

Y kromozomu, farklanmangigonadin medullasi tzerinde testis belirleyici yki
sahiptir. 'Y kromozomu tarafindan dizenlenen, te$t@irleyici faktor (TDF)
testikiler farkhlamaylr sglamaktadir. Bu faktérin etkisi altinda, primer seks
kordonlari seminifer tubullere farklgalar. Y kromozomunun yokiu over
gelisimiyle sonugclanirken seks kromozom kompleksinim figrtilizasyonla sglanir,
bu da farklanmangi gonadin hangi yonde ggdcesini belirlemektedir (Mittwoch
1992).

Mevcut gonadin tipi, daha sonras djenitallerde ve genital duktuslarda g@lo
seksuel farklilgmay! belirlemektedir. Fotal testisler tarafindartilien testosteron
erkekligi belirlemektedir. Dgide primer sekslel farkligma hormonlara ki
degildir; overlerin yoklygunda bile, diiligin olusmasi hormonal bir etkinin s6z

konusu olmadiini gostermektedir (Carr vd. 1970).

2.2.4. Ovaryumlarin Gelsmesi

Disi embriyolarinda gonadal gegin daha yava olaylanir. X kromozomlari
ovaryum gekmesi icin genler tarken, ovarian organogenez’de otozomal bir genin
de rol oynadii ortaya cikmgtir (DiGeorge 1992, Quingley vd. 1994). Ovaryumlar
10. haftaya kadar histolojik olarak ayirt edilengezIPrimitif seks kordonlar gli
embriyonlarda, erkek embriyonlarinki kadar belirgilggsildirler ancak gonadin
medullasina kadar uzanirlar ve rudimenter bir ya@pn rete ovari'yi olgtururlar.
Normalde rete ovariler ve primitif cinsiyet kordanl dejenere olurlar ve daha sonra
kaybolurlar.

Erken fotal donemde kortikal kordonlar denilen incinsiyet kordonlari,
gelismekte olan gonadin yizey solom epitelindegldyamrak altindaki mezgime
dogru gelsmeye balarlar. Solom epitelinin  ggalmasiyla kortikal kordonlar

kalinlsgirken, ilkel cinsiyet hiicreleri kordonlar icine karlar. Yaklgik 16. haftada



bu kordonlar, primordial folikil denilen ayri hicgguplarina bélandrler. Her bir
grup, ortada, ilkel cinsiyet hiicrelerinden kékem@loogonium ve onun cevresinde
kortikal kordon s6lom epiteli kaynakh tek siralfiolil hiicrelerinden meydana gelir.
Fotal donemde, milyonlarca oogonium aktif mitozlaisarken dgum oOncesinde

oogoniumlarin bir kismi dejenere olur, bir kismi lbdaytyerek primer oosit’leri

yaparlar.

Gelismekte olan bir ovaryumun histolojik tanisi, 10.-h&ftalarda kalin tunica
albugineanin olmamasi ve mayoz evresine girmek#n ainsiyet huicrelerinin
varhgiyla konur (Persaud 1992).

Postnatal (dgum sonrasi) donemde oogonium meydana gelmez. Héaadar
dogumdan 6nce pek ga dejenere olsa da, glamdan sonra iki milyon civarinda
primer oosit kalmaktadir. Qmmdan sonra overin yuzey epiteli dinleve tek
tabakall hale gecen hicreler, over hilumunda, @erimezoteli ile devamlilik
kazanirlar. Overin ylzey epiteli eskiden ‘germippltel’ olarak isimlendirilmgtir ki
bu ad yanktir, cunkisimdi germ hucrelerinin, primordial germ hicrelemokdken
aldiklar kesin olarak bilinmektedir. Ovaryum fédlilleri olusurken ylizey epiteliyle
olan balantilarini kaybederler. Tunica albuginea denilexei fibroz bir kapstil,
ylzey epiteliyle ovaryum korteksi arasinda geliMezonefroz gerilerken, ovaryum
ondan ayrilir ve mezovaryum denilen kendi mezeyleervicut duvarina asilir
(Seftalioglu 2003).

2.3. Ovaryumlar

Ovaryumlar; pelvis bgugunun yan duvarina dayali,gsee solda olmak tzere iki
adettir. Bicim ve buyuklukleri bir bademe benzewva@umlarin birbiri ile ilgkili iki
islevi vardir. Dsi cins hucrelerini Uretirler (oogenezis) ve sterdidrmonlari
(6strojen ve progesteron) salgilarlar (steroidogex)e Ovaryumlardan salgilanan
steroidler, cins hicrelerinin ggip olgunlgmasini, sekonder cins organlari ve meme
bezlerinin gekme ve blyumesini kontrol ederken gepeli kontrolinden de
sorumludurlar.

Histolojik kesitlerde, ovaryumlar, icte medullagtes korteksten okur. Medulla,
zengin kan ve lenf damarlar ve sinirleri icerervggé ba dokusu yapisindadir.
Korteks, periferde medullay! sarar ve hucrelerdemgm siki bg dokusuna gomuli

ovaryum folikullerini icerir. Medulla ile korteksrasinda belirgin bir sinir yoktur.



Hilusta korteks sona erer ve mesovaryum medulldelam eder. Korteks stromasi,
ig bicimli fibroblast benzeri hicreleri ve retikulgf agini icerir. Medulla stromasi
ise fibroblastlardan, elastik liflerden ve diz kagrelerinden olgmustur. Ovaryum
stromasina dalmis interstisyel hicreler bulunur. Atretik folikullerifazla oldgu
donemde bu hicrelerin sayisi faziallken, menstruasyonun ¢tadigi puberte de
sayllar azalmaktadir. Erginde bu hicreler, ovarywimomasina az saylida
dagilmiglardir. Ovaryum hilusunda ve mesovaryuma yakin gérbluyuk epiteloid
hicre gruplari (hilus hiicreleri veya sempatikotkapius bezi olarak adlandirilirlar)
go6zlenir, bunlar kan damarlari ve miyelinsiz sitetleri ile siki iliskidedirler. Bu
hicreler, leyding hiicrelerine daha ¢ok benzerlény®lerinde kolesterol esterlerini,
lipokrom pigmentlerini ve reinke kristallerine be&yen kristalleri igerirler. Aktif
olarak i¢ salgli bezinin tum histokimyasal ve sijgldzelliklerine sahip olan bu
hicreler, gebelik ve menopoz dénemlerinde fazladsalyrlar.

Ovaryumlar, dstan tek katli kibik ya da yassi epitelle 6rtulidBu epitele
germinal epitel denir. Epital altinda ovaryum ké&sgieyogunlasarak siki bg dokusu
yapisinda tunika albugineay:i gturur (Seftalioglu 2003).

2.3.1. Oogenezis

Oogonia denilen primitif germ hdcrelerinin olgun sdtere dongmesiyle
gerceklgen olaylar dizisine oogenezis denir. Hucrelerdeli digunlgma sureci
dogumdan 6nce btar, cinsel olgunliga (puberte: ergenlik) eflidiginde tamamlanir
(Moore 2002). Oogenezisi gom 6ncesi ve dgum sonrasi olgungma olarak ikiye

ayirmak mamkanddr.

2.3.1.1. Dgum Oncesi Olgunlgma (Prenatal Maturasyon)

Erken fotal yaamda primitif cins hicreleri, genetik olaralgidjonadlara gelince
oogoniumlara farklanirlar. Bir dizi mitoz bolinmegrerek ¢galirlar, Gglncu ayin
sonunda tek kath epitel ile sarilirlar. Oogoniumabiytk bir kismi mitozla
boluntrken bir kismi da blytyerek primer oositlelustururlar. Primer oositlerin
hemen DNA’lar replike olur ve birinci mayoz boluemin profaz safhasina girerler.
Sonraki aylarda, oogoniumlar mitoz bolinmeyle sayactmaya devam ederler ve

gelismenin beinci ayinda, ovaryumda geéin dsi germ hicrelerinin (gamet) sayisi



7.000.000’dur. Bu donemde hem primer oositlerde hEmoogoniumlarda atrezi
(gerileme) gozlenir. Sekizinci ayda oogoniumlarienten hepsi dejenere olur,
saglam kalan primer oositlerin timu birinci mayoz bafdeye girerler ve tek katli
epitel ile sarilarak primordial folikulleri meydarmygtirirler.

2.3.1.2. Dgum Sonrasi Olgunlama (Postnatal Maturasyon)

Doguma yakin tim primer oositler, birinci mayoz boliemm profaz safhasini
bitirirler, metafaz’a gireceklerine dikoten (ishiat) safhasina gecerler. Primer
oositler, bu safhada uzun stre kalirlar. Birinci yom bolinmeyi pubertede
ovulasyondan az once bitirirler. Primordial folilaideki foliktl htcreleri, oosit
olgunlamasini baskilayici (OMI) bir madde salgilayarakn@i oositlerin birinci
mayoz bolinmeyi puberteden o6nce bitirmesini engelRrimer oositlerdeki bu
birinci mayoz bélinme gecikmesi 40 ya da daha Weglara kadar surebilir. Boyle
durumlarda, mayoz bolinme hatalarina, yani angeilgaartan kromozom ciflerinin
ayrilmamasina rastlanir.

Dogumda, primer oositlerin tim sayisi 700.000-2.000.0@rasindadir.
Dogumdan sonra artlk primer oosit meydana gelmez. Klokudodneminde,
oositlerin ¢@u atretik olur. Puberteye gelirginde bir genc¢ kizin ovaryumunda
toplam 40.000 adet (primordial folikil icinde olmdizere) primer oosit bulunur
(Seftalioglu 1991).

2.3.2. Kadin Ureme Siklusu (Genital Siklus)

Puberteden B#ayarak, dreme yami boyunca kadinlar devamli olarak aylik
Ureme sikluslarina girer. Bu siklus; hipotalamumgofiz bezi, ovaryumlar, uterus,
uterin tupler, vajina ve meme bezlerini icerir. Bylik sikluslar treme sistemini
gebelge hazirlar. Pubertenin gdamasi ile hipotalamustaki nérosekretuar hicreler,
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) sentezlebwdormonu hipofiz bezinin 6n
lobuna hipofizyel portal sistem yardimiyla iletiGnRH, hipofizde uretilen ve

ovaryumlar Gzerinde etkili iki hormonun salinmasugarir.

o Folikdl stimule eden hormon (FESHpvaryum folikilinin gegimini ve

foliktl hiicrelerinden Gstrojen salinimini uyarir.



* Luteinizan hormon (LH):ovulasyonu (sekonder oositin atilmasi) tetikler,

folikil htcreleri ve korpus luteumu uyararak pragesn Uretimine neden

olur.

Kisacasl bu gonadotropinler, her 28 guinde bir tékman folikullerin gekip
olgunlgmasi, ovulasyon ve korpus luteum ghasini icine alan ovaryum siklusunu
ve ovaryum siklusu ile sezamanda gercelden uterus, uterus tdpleri, vajina ve
meme bezlerinde bir dizi @sikliklere neden olan menstruasyon ya da

endometriyum siklusu’nu hazirlarlar.

2.3.3. Ovaryum Siklusu

Ovaryal siklus U¢ evreden glur; folikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre.
Her siklusta, FSH etkisi ile 5-15 adet primordialikil gelisip buyur. Ancak
bunlardan bir tanesi, 6zellikle LH etkisiyle olgdalikil olur, bu olgun folikdl
ovaryum yuzeyi ile birlikte yirtihir ve icindeki @it disari atilir.

Geriye kalan 4-14 adet antral folikil farkll gmhe safhalarinda yayayava
gerilerler, dejenere olurlar ve hicbir zaman olggmazlar. Bu dejenere folikillere
atretik foliktl denir. Boylece, kadinin pubertedbslayip, menopoza kadar olan
cinsel hayati boyunca ancak 400 adet olgun folkiillir ve oosit atilir (ovulasyon).
Gen¢ bir kadinin ovaryumlarinda 400.000 adet prihadr ve primer folikdl
bulunmaktadir §eftalioglu 1991). Hangi primer folikil grubunun biyime faai
girecesi, 5-15 adet blyuk antral-vezikiler folikilden hésigin dominant olaga ve
ovulasyona gidecni belirleyen faktorler kesin olarak bilinmemekiedson verilere
gore, foliktlleri dizenleyen protein diye adlanidm bir protein, siklusun kanda
folikil grubu icinden birinin baskin gelmesine vegatlerinin gerilemesini
sgzlamakla goérevli oldgu ileri stiriimektedir. Bu proteinin, baskin foliki#irafindan
salgilandgina ve gonadotropik stimulasyonuna gkar digerlerinin  yanitini
baskiladgina inaniimaktadir. Folikil dizenleyen protein, kasfolikili iceren
ovaryumun vendz kaninda belirlesmolmasina kain, diger ovaryumdan cgikan

venodz kanda saptanmagtmn (Fawcett 1994).
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2.3.4. Folikullerin Gelismesi

Folikul geligsimi, folikiiler evrede primordiyal folikillerin fallanmasi ile bglar.
Farklanma gercekjeneden once, primordial folikillerdeki primer oositl30 pm
blyukluktedirler. Bir ya da birden fazla cekirddkgceren vezikiler cekirdekleri
merkezden uzakta yer alir. Sitoplazmalarin da &jsmis bir golgi kompleksi, fazla
sayida mitokondriler ve kiguk vezikiller bulunmakta Primordial foliktl, en ¢ok
bulunan ve en kiiguk (25 pm ¢apinda) olan, inceédmal lamina Gzerine oturmtek
katl yassi folikiler ya da graniloza hicreleriatardan cevrilmy foliktldir. Bu
folikiller ovaryumda hemen tunika albuginea altingerlesiktirler (Seftalioglu
1991). Primordial folikuller fotal ovaryumda gglkten sonra bir dinlenme evresine
girer ve bu evrede bekler. Bekleme evresinden cfkdkillere primer folikuller
denir ve bunlar iki tiptir (Abraham L. 2006). Primeositler buyirken ¢evrelerindeki
tek katl folikl epiteli mitoz ile ¢galarak tek katl kubik, tek katli prizmatik ya da
cok kath foliktl epitelini, granuloza hucrelerimlusturmaya bgarlar Seftalioglu
1991).

a) Tek tabakal primer folikillerBunlarin etrafinda tek sirali kibik folikiler

hicreler bulunur.

b) Cok tabakali primer folikiller:Cok kath ve c@alan kubik htcrelerle

cevrilidir. Folikler hicreler, kendilerini ovarywm stromasindan ayiran bir

bazal lamina tarafindan desteklenirler.

Primer folikil evresinde, pimer oosit organellerder lipit damlalarindan
zenginlgerek zona pellusida denilen glikoprotein (ZP1, ZRZR3) bir kilif
sentezlemeye kkr. Zona pellusida, folikiler hicreleri oosittegirar. Folikuler
hicrelerin ince sitoplazmik uzantilari zona peliasi deler ve oositin
mikrovilluslariyla temas eder, bu temas noktalaantuklubaglanti adini verdiimiz
geck noktalari bulunur.

Sonraki evre, surekli boltinen folikal hicreleri kalinlasan zona pellusida ile
karakterize sekonder foliktldr. Folikilli cevrelaygromal hicreler sikjarak, teka
(kilif) denilen hicresel bir kapstl ghuracaksekilde dizenlenirler. Teka daha sonra
iki tabakaya farklilanarak kan damarlari ve hiuodde zengin teka internayi (ic
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kilif), siki bgz dokusu yapisinda teka eksternayss (kllif) olusturur (Abraham L.
2006).

Teka interna hicreleri, onceleri fibroblast benzeiicrelerdir. Daha sonraki
gelisim basamaklarinda hormon stimulasyonu ile hormopobtdelar ve steroid
hormon salgilayan endokrin hicrelerinin ince ydpisaelliklerini kazanirlar
(Seftalioglu 2003). Bir androjen prekirsoru olan androsteymui salgilarlar.
Androstenediyon, testosteron uretimi icgin folikulidnelerine tainir daha sonra
testosteron, aromataz tarafindan 6stradiyole gevfblikiler hiicreler, 6strojenlerin
dogrudan Uretimi icin gerekli olan enzimlere sahigzittBr. Bu nedenle, folikuler
hicreler folikilogenez sirasinda steroid prekuesor Uretemezler (Abraham L.
2006).

Teka eksterna hiicreleri ise hormon stimulasyonuldégsmezler ve fibroblasta
benzer 6zelliklerini korurlar Seftalioglu 2003).

Primer folikilin bir yarisindaki granuloza hicrelelaha hizli bir ¢galma
gOstererek, primer folikilin oval biekil almasina ve oositin eksentrik bir dgiru
gostermesine neden olur. Primer folikil 0.2 mm Wdyge ulgtiginda granuloza
hicre tabakasinda dizensiz, ici sivi dolu kicuklubtar (Call-Exner cisimleri)
meydana gelir (Kuehnel 2002). Hyaluronik asittemgie olan bu siviya, folikil
sivisi denir. Bu sivinin miktari, foliktlin buylgdr kicik beluklarin birlesip
blyuk ve at nalgeklini almasiyla artar. At nali bicimindeki bu ghaga antrum ya da
folikdl boslugu denir. Antrumun olgmasiyla gekien bu folikil sekonder, antral ya
da vezikuler foliktl adini alir. Bu donemde prinmsit, son buydklgl olan 125-
150 um’ye ulair, bundan sonra artik oosit bliylyemez. Ancak tlik kendisi 10
ya da daha fazla mm’ye glacaya kadar buyimeye devam eder.

Sekonder folikl bayurken antrum geler, granuloza hiicre tabakasinin sirasinda
farkliliklar olusur. Primer oositin bganti noktasinda kalin, ger yerlerde ince ve
esit bir siralanma dizeni meydana gelir. Primer Qamiu saransinsal dizenlenmi
granuloza hucreleriyle birlikte antrumagto bir tumsek olgtururlar. Bu tumsge
kumulus ooforus (yumurta timggdenir.

Sekonder folikiller, genital siklusun 14. gunindeksimum buydkliklerine
ulasirken, iclerinde artan folikl sivisi nedeniyle Bilkybir basing gosterip ovaryum
yluzeyinde bir kabarinti oftururlar. Bu folikillere olgun, graaf folikili yaad
preovulatuvar folikil denir. Ovulasyondan hemene&narimer oosit folikll icinde

eksentrik bir konum alir. Zona pellusidaya sikicapymis ve korona radiyata
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denilen tek sirah folikiler hicrelerle cevrilidi@Igun folikul gagidaki 6zelliklerle

karakterizedir:

1)
2)
3)

4)

5)

6)

En buyuk foliktlddr (15-20 mm capinda),

Folikuler sivi iceren buyuk bir antruma sahiptir,

Korona radiyatayl yapan tek sirali folikiler hiergd cevreledii zona

pellusida bulunur,

Oosit ve ona h#i olan korona radiyata, kumulus ooforustan ayrdosit-

zona pellusida-korona radiyata kompleksi folikivisi icinde serbest
olarak yuzer,

Ovulasyondan birka¢ saat dnce I. mayoz tamaml&unun sonucunda,
sekonder oosit ve birinci kutup cismi elw. Birinci kutup cismi,

perivitellin aralik denilen ve zona pellusida ilestt arasindaki arga

atilir,

Foliktler hucreler, sahip olduklari FSH reseptédrier yani sira, LH

reseptorleri de kazanirlar. Bu olay korpus luteungglismesi igin

kritiktir.

2.3.5. Ovulasyon

Puberte ile birlikte dizenli olarak gercejda genital siklusun ortalarinda (14.

gun), FSH ve LHIn etkisi altinda, olgun folikil agsindeki oosit ovaryumdan

atilmaktadir (Hardy vd. 2000). Bgamada olgun folikillerden birinin foliktl sivisi

ani bir sekilde artarak foliktl duvarinin bir yerinde, ovargun ylzeyine dgru bir

cikinti olwturur. Kisa stirede bu ¢ikintinin Gzerinde, ovataenarsiz bir nokta olan

stigma belirir. Stigma, LH'in yikselmesiyle balgeklindesiser ve yirtilir.

Gonadotropin (LH/FSH) akin, preovulatuvar foliktllerin ovulasyonunu uyaran
fizyolojik bir tetikleyicidir (Espey vd. 2000). Ovasyon genellikle LH ar§indan 12-

24 saat sonra olur (Moore 2002). LH yukselmesi éksgk dlizeye varginda,

primer oosit birinci mayoz bodlinmesini ya ovulasgian az 6énce ya da ovulasyon

sirasinda bitirir. Kt bayukltikte olmayan, her biri 23 ¢ift kromozongitan ve 2n

DNA miktarina sahip iki cins htcresi meydana gdfiitinci hiicre oldukga buytk,

sitoplazmadan zengin sekonder oosit'tir. Sekondesitp hemen ikinci mayoz

bolinmeye girer ancak bolinmesini sperm tarafirdtdienirken bitirir. Ikinci hiicre

¢cok kuguk, sitoplazmadan yoksun, herhangi $d@vi olmayan birinci polacisimdir.
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Sekonder oosit oltuktan kisa siire sonra hiicre zari ile zona pebuardsinda yer
alir.

Stigma, LH'in yuksekliyle beraber balorgeklinde siser ve yirtilir. Sekonder
oosit, bir miktar granuloza hucreleri ve folikiivsiyla birlikte yirtilan bdlgeden
periton bgluguna atilirken, uterus tiplerinin fimbriya yapiléarafindan tipler icine
alinir. Olgun bir graaf foliktlinin yirtilmasi ilegerdigi sekonder oositin uterus
tuplerine alinmasi olayina ovulasyon denir. Oosainmasi folikul i¢i basincin
artmasi ve olasilikla teka eksternadaki diuz kaslprostaglandin uyarimina ga
olarak kasilmasinin bir sonucudur (Moore 2002).ikebl duvarinin enzimlerle
sindirimi ovulasyona neden olan ana mekanizmalataési olarak gorilmektedir
(Oehninger vd. 1993).

Ovulasyon, puberteden menapoza kadar olan done2Bdgiinde bir tekrar eden
periyodik bir olaydir ve iki menstruasyon arasindag& ginlik zamanin yakje
ortalarina rastlamaktadir. Genellikle her sikludi®, ovulasyonla bir adet sekonder
oosit atilir. Ancak, ayni zamanda birka¢ ovulasgangerceklgebilir. Bu da ikizlik
ya da coklu gebele neden olur. Genellikle iki ovaryum da d&atnlt olarak

ovulasyon gosterir§eftalioglu 1991).
2.3.6. Korpus Luteumun Gelsmesi

Ovulasyondan kisa sure sonra ovaryum folikiltniteka folikilinin duvarlari
blzGur ve katlanir. LH etkisiyle korpus luteum (sarsini) olarak bilinen glandiler
Ozellikle progesteron, endometriyal bezlerin salgapmasina ve blastosistin
implantasyonu icin endometriyumun hazirlanmasirgenelur.

Eger oosit fertilize olursa; korpus luteum ggayerek ‘gebelik korpus
luteumu’'nu olgturur ve hormon dretimini arttirir. Gebelik olurs&oryonun
sinsityotrofoblastlari tarafindan salgilanan indaryonik gonadotropin hormonu
(hCG) korpus luteumun bozulmasini engeller. Sinsitfoblast LH bakimindan
zengindir. Gebelik korpus luteumu hamiggh ilk 20 haftasi boyuncalevsel olarak
aktiftir. Daha sonra plasenta gelggli devami icin gerekli olan &strojen ve
progesteronu salgilar.

Eger oosit fertilize olmazsa; ovulasyondan 10-12 gidmra korpus luteumda
gerileme ve dejenerasyon gozlenir. Bu haldeki kedpteuma ‘menstruasyon korpus
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luteumu’ denir. Korpus luteum, bunu takiben ovaryimerinde ‘korpus albikans

2.4. Kok Hucreler

2.4.1. Kok Hucrenin Tanimi ve Kok Hucre Tipleri

Organizmay! olgturan htcreler ggalma, boélinme ve buylime 6zellikleri
bakimindan birbirlerinden bazi farkhliklar gostexkeedirler. leri farklanma
gOsteren eritrositlerin ve sinir hicrelerinin batdedikleri kabul edilir ve bu hiicreler
post mitotik hiicreler olarak tanimlanir. Bazi hlerdse uzun sire sessiz kalirlar
fakat uygun sinyallerle bolinmek tzere tetiklenelell (Kierszenbaum 2006).

Canli vicudunda, uzun sure boélunebilen, kendiniilggan ve ayni zamanda
vicudun ihtiyacina gore farkli hiicre tiplerine flddsabilme yetengine sahip olan,
bu 6zelliklerini ise kendilerine 6zgu sinyaller vasiyla gercekligiren hticreler ‘kok
hicreler olarak bilinmektedir (Odorico vd. 200Barkhlasmamg kok hucrelerin,
diger hucrelerden farkli olarak {angictaki hicrenin karakteristik 6zelliklerini
taslyan en az bir benzer hiicre gllurabilme yeteng (self-renewal); tek bir hiicreden
birden fazla hiicre serisine farkk&bilme yeteng (multi-lineage differentiation) ve
bir dokunun glevsel olarak yeniden yapilandiriimasi 6zelliklgardir (Weissman
2000).

Kok hucreler, genlerin kontroli altinda aldiklamysallere gore birgok dokuya
kaynaklik edebilmelerine gmen, 0Ozellemis bir hicrenin glevini yerine
getiremezler. Laboratuar ortaminda bu hicreler uzzeman dilimlerinde
cogaltilabilirler. Okarma ve arkadkari tarafindan, kok hicre serilerinin 300-400
dongu boyunca ¢alabildikleri gosterilmgtir (Okarma vd. 1999). Bu sinirsiz
bolinme yetenekleri telomeraz enzim aktivitesi somaa olgmaktadir. Bu enzim,
dogrusal kromozomlarin ucunda bulunan, tekrarlananAGGG’ DNA dizileridir
ve telomerlerin kisalmasini oOnlemektedir. Telomerlee kadar uzun olursa,
hicrelerin bélinme kapasitesi de o kadar fazla. @durhicrede telomeraz ne kadar
aktifse telomer uzunfiu da o kadar korunabiliyor demektir. Kok hicreled#ecok
aktif telomeraz enzim aktivitesi ve bunaghauzun telomer zinciri vardir. Bu
nedenle, kok hicreler cok uzun sinirsiz bolinmeengdileri ile kendilerini

kopyalarlar.insan germ, timér (Aragona vd. 2000), embriyonikffidan vd. 2005)
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ve ergkin kok hicre (Tam vd. 2007) serilerinde yukselome¢raz enzim aktivitesi
bulunmutur.

Ondokuzuncu ytzyilldan bu yana geh gdsteren klonlama teknolojisindeki
ilerlemeler devam ederken kok hucreler hakkindakisipalar da aynisekilde
gelisim gostermgtir. Yapilan calgmalar sonucunda, bir dokudan elde edilen kok
hdcrelerin, uygun ortamsartlarinda, uygun uyarilarla farkh doku hicrelerin
donisebilme yetenekleri gosterilgtir. Bu kavram plastisitétransdiferansiyasyon)
olarak tanimlanmtir (Vescovi vd. 2002).

Kok hicreler, totipotent, pluripotent ve multipotesimak tGizere 3 grup altinda
tanimlanmaktadirlar (Weissman 2002). Sperm ve ovurfartilizasyon sonucu
birlesmesi ile olgan zigot, vicuttaki tim htcrelere d@ebilecek potansiyele sahip
ilk embriyonik hicredir. Bu hiicreye hgeyi yapabilen anlaminda ‘totipotent hicre’
denir.

Bu terim, erken embriyonik dénemdeki embriyonungbniine kadar olan tim
blastomerleri icin gecerlidir. Totipotent embriy&rkok hiicreler tam veslev géren
bir canhyi olyturabilecek tim hucre tiplerine farklgibildikleri gibi plasenta ve
amniyon kesesi gibi embriyon stidokulara da farklilgma yetengine sahiptirler
(Tablo-1). Totipotent hicreler gginin ileri evrelerinde pluripotent hicrelere
donisebilmektedirler (Chapman vd. 1999).

Pluripotent kok hucreler, fertilizasyondan sonrge-pnplantasyonun 5. gintinde
olusan blastosist@amasindaki embriyoda bulunan hiicrelerdir (TabloBlastosist;
embriyon dsi tabakalari olgturacak trofoblastik htcreler, blastosél ve i¢ Ilcr
kitlesi olmak tzere 3 yapidan ghaustur. Embriyonik kok hicrelere kaynaklik eden
i¢ hicre kitlesinden elde edilen hiicreler ‘plurguat kok hiicreler’ olup gerekli ortam
sgzlandiginda yaklaik 200 hiicre tiriine dogébilecek potansiyele sahiptirler ancak
bu kok hticreler, sadece embriyoya ait bitliin hlereakular olgturacak olan ana
iskeleti meydana getirdiklerinden ve embriyon sidi tabakalara
farklilasamadiklarindan dolayslev goren bir organizmayi adturamazlar (Thomson
1998).

Bunun dsginda; gastrula samasindaki embriyoda bulunan her ¢ embriyonik
germ yaprgina (ektoderm, mezoderm ve endoderm) farklanmasipeti sahip
epiblastlar ile her bir germ yagna olusturan ve her biri farkli somatik hicrelere
farklilasabilen ektoderm, mezoderm ve endoderm hucreleri ‘glaripotent
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embriyonik kok hucreler’ olarak isimlendirilirlerT@blo-1). Gekmekte olan bir
organizmada embriyonik kék hicrelerden s6z etmeRkiiin degildir.

‘Multipotent kdk hucreler’, embriyonik geimin ileri evresine (fétal, prenatal,
posnatal, infertil ve ¢ocukluk donemleri) ait hlereolup, 6zellgmis hticre tiplerine
farklilasabilirler (6r. hematopoetik kok hicre) ve wktn (dokuya 6zgl) kok
hicrelere dongebilirler. Multipotent hicreler daumla birlikte kordon kaninda ve
eriskin vicudunda 0Ozellikle kemik @i ve yas dokusunda bulunurlar.

Basta kemik iligi olmak Uzere vicudumuzungii organlarinda ve bu organlarin
belirli doku bdlgelerinde lokalize olan gerektide kendini ¢@altip, farklanabilen,
kararl haldeki kok hicrelere ‘Yagkin Kok Hucreler denir (Tablo-1). Yefkin kok
hicreler, doku ya da organa 6zel doku butUggitiin devamini gayan kok
hicrelerdir (Can 2009). Multipotent bir kdok hicréaro yetskin kok htcreleri,
EKH’ler ve embriyonik germ hucreleriyle kalastinldiginda daha diiik
pluripotensiye yani daha az sayida hicre turinidaiama kapasitesine sahiptirler
(Chapman vd. 1999). Bu 6zelliklerinden dolayr pnakii (6nct veya progenitor)
hicre olarak isimlendirilebilirler. Yegkin kok hucreler retina, akger, kalp kasi,
iskelet kasi, barsaklar, bobrek, dalak, kemik dli kan ve deri gibi dokularin
olusumuna katkida bulunabilmektedirler (Grove vd. 2004yrica sahip olduklari
asimetrik hiicre bélinme potansiyeliyle hemen hemensiz birsekilde kendilerini
yenileme kabiliyetine de sahiptirler (Schwab vd02pD

Yetiskin kék hicrelerinden bulun@u dokuya gore birden fazla tlrde hicreye
farklilasabilen hticrelere ‘Multipotent Yekin Kok Hucreler, tek bir dokuda
yerlesik sadece bir hiicre tipine farklgabilen hicrelere ‘UnipotenYetiskin Kok
Hucreler' denir. Ornek olarak kas dokusundaki ukidareleri verilebilir (Tablo-1).
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Tablo-1. Kdkenlerine, farklanma etkinliklerine veya farklanma yonlerine gore

kok htcre tirleri.

- o . Farklanma o
Isim Hucre tipi (yerlesim) o Farklanma yon
etkinli gi
_ _ Embriyon ve embriyon g1
EKH* Morula asmasindaki hiicreler Totipotent
tabakalar

Blastokist amasindaki i¢ _ Embriyon govdesi (tim
EKH o , Pluripotent i ,

hiicre kitlesi hiicreleri somatik ve germ htcreleri)

Gastrula gamasindaki epiblast _ Ektoderm, mezoderm ve
EKH _ Pluripotent )

hicreleri endoderm hcreleri

Ektoderm, mezoderm, _ ]
EKH _ Pluripotent Tum somatik hicreler
endoderm hucreleri

Hucrenin bulundgu

y , _ dokuya gore bir veya daha
Ozgiin doku hiicreleri Multipotent

YKH** fazla tirde hicre (6r:
Hematopoetik kok hiicre)
_ _ _ _ Bir hicre tipi (6r: Kas
Bir dokudaki yerlgik hticreler Unipotent ,
YKH dokusundaki uydu hicreler)

EKH*: Embriyon kok hicreler; YKH** : Yetkin kok hicreleri; Bu tablo Can A
(2008)’ den alinngtir.

Yetiskin kok hicreler Uzerindeki en kapsamli gaalar immun sistem ve kan
yapimini sglayan ‘hematopoetik kok htcreler’ Gzerinde gercgidémi stir (Masson
vd. 2004). Hematopoetik progenitor hiicre kaynalarak kemik ilgi, periferal kan
ve gobek kordonu kullaniimaktadir (Cuneo vd. 20@&mik iligi, hematopoetik ve
mezegimal kok hicrelerine diferensiye olma potansiyelisghip olan stromal
hicrelerin yapimini da ustlenmektedir (Masson \i04). Mezegimal kok htcreler
veya kemik ilgi stromal hicreleri olarak bilinen fibroblast koldormlari ilk olarak
1974 yilinda tanimlanmglardir. Bunu takiben 1999 yilinda bu hicrelergaima
faktorleri kullanilarak in vitro kilttrlerde saffarip Uretilerek osteoblast, kondrosit
ve adipositler elde ediltir (Vats vd. 2005). Yapilan ¢camalarda mezesmal kok
hicrelerin kemik, kas ve giér dokularin onarimi icin mutlaka gerekli offlutespit
edilmistir (Chapman vd. 1999).
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Insanda gedimin ikinci haftasinin bgnda epiblast tabakasindan koken alan ve
ilk kez dérdunci haftanin kada vitellus kesesi duvarinda gozlenen kék hiceele
ise ‘Primordiyal Germ Hucreleri’ denir. Bu hiicreledinda ovositlerin dncisi olan
ovogonyumlari; erkekte spermatozoonlarin Oncusin olpermatogonyumlari
olustururlar (Can 2009). ‘Embriyonik Germ Hducreleri’ eisprimordiyal germ
hicrelerinden koken alan pluripotent kdk hicreler8i9 haftalik fetusun gonadal
kivrim ve mezenter bolgesindeki primordiyal germciglerinin kulttri ile elde
edilirler. ilk olarak farede gézlenen bu hiicreler insanlarday@sterilmitir. Germ
hicrelerinin diabet, Grolojik ve norolojik sorurndar tibbi tedavide kullanilmasi igin
calismalar yapilmaktadir (Kerr vd. 2006).

Spontan olarak sonlangnya da ebeveynlerin izniyle yasal ve sistemli dtara
sonlandiriilmg gebeliklerdeki fetislerden elde edilebilen,gglmma ve farklanma
yeteneklerine sahip, sinirli sayidaki hicreleretiBeKok Hicreleri’ denir. Bu
gruptaki kok hicrelere ornek olarak; amniyon sndaski kok hicreler, plasenta
kaynakli kok hicreler ve gobek kordonu stromasinkiy kok hicreler verilebilir
(Can 2009).

Son yillarda kok hicre ag@mrmalarinda giir niteliginde olabilecek bir gejme
yasanmstir. 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka adlistaraacilar tarafindan
embriyonik kok htcrelere benzeyen pluripotent kdkcre oOzellgi kazandiriimg
‘Yeniden ProgramlanmiSomatik Hicre’ anlamina gelen uyarignpluripotent kok
hicreleri kgfedilmistir. Yeniden programlanma, belirli genlerin ifadeden sorumlu
transkripsiyon faktorlerinin somatik hicreye aktaasi prensibine dayanmaktadir
(Jaenisch 2009).

2.4.2. Kok Hucre Arastirmalarinin Tarihgesi

Transplantasyon diincesi tarih boyunca mitolojide yer alan ve heri bir
xenotransplantasyon orgie olan sfenkslerin, deniz kizlarinin ve kantaromar
ornegzinde hayata gecntir. Mitolojide atesi tanrilardan calarak insaga hediye
etmesi Uzerine Zeus tarafindan cezalandirilan Pieue’'un hikayesi de buna bir
ornektir. Zeus tarafindan Olimposglada bir kayaya kBdanarak karagerinin her
gun bir kartal tarafindan yenmesgeklinde bir cezaya carptirilan Prometheus’un
karacgeri, her gun kendisini yenilemektedir. Bu, kaggei hiicresinin rejenerasyon

yetengi ve dolayisi ile kok hiicre kavramini ortaya koylarhikayedir.
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Bugunun kok hucre tedavisi Gzerine dinyada belkilkdgalismalari yapan, insan
Omriand uzatmanin yolunun, glam sonrasi atillan plasentalarda, kordon hicrelerind
oldugunu soyleyen astirmaci Prof. Dr. Sureyya Tahsin Aygun’dir. 1950GQ%
yillarda kendisi hayvanlarda fetal greftler ve kuamd kani greftleri ile cgtli
hastaliklarin tedavisinde atamalar yapmy ve bu argtirmalarini almanca tip
dergilerinde yayinlangtir (Sahin 2005, Saydam 2005, Omay 2005).

e 1878 yilinda ilk kez, memeli yumurtalarini vicutsidda fertilize etme
girisimleri balatildi (Trounson vd. 2000).

e 1959da in vitro fertilizasyonla ABD’de ilk hayvaftawsan) eldesi bgarildi
(Trounson vd. 2000).

 1960'da farelerde teratokarsinomlarin embriyonikrnge hiicrelerinden
kaynaklandgl gosterildi (Friedrich vd. 1983, Kleinsmith vd.@4).

* 1968'de Edwards ve Bavister in vitro olarak ilk kersan yumurtasini
fertilize ettiler (Trounson vd. 2000).

* 1970'li yillarda kualturde kok htcreler embriyonilelggmeyi gostermek icin
cogaltildi.

« 1975de erken memeli gelminin incelenmesinde teratoma ve
teratokarsinomlar model sistem olarak kullaniimbagganmstir (Martin vd.
1975).

« 1978de ilk in vitro fertilizasyon bel3¢ Louise Browningiltere’de dgdu
(Trounson vd. 2000).

e 1981'de, implantasyonun son evresindeki fare ernokaiynin pluripotent
hicreler igerdii tespit edilmg ancak bu htcrelerin in vitro ortamda kultire
etme girgimleri basarisizlikla sonuclanmgtir. Embriyo gelsimi icin, hicre
hatlarinin kullaniimasi ¢aimalarindaki in vitro sistemler, in vivo kollarda
olusturulan teratokarsinomlardan ganabilmektedir. Bu teratokarsinom
hicre hatlarinin pluripotent embriyonik kok htcride (EKH) pek c¢ok
morfolojik, biyokimyasal ve immunolojik 6zelliklenpaylgtigr fakat kultlre
edilme girgsimlerinde transformasyona ve Kkaryotipik gdekliklere
ugradginin belirlendgi bildiriimektedir (Downing vd. 2004).

» 1981'de, teratokarsinom hicre hatlari konusundaniledi deneyimler

neticesinde, implantasyonun son evresindeki embigyon ektopik bdlgelere
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transferinin pluripotent kok hicreleri iceren teratara neden oldiu ortaya
konulmutur (Downing vd. 2004).

1981'de Evans, Kaufman ve Martin laboratuarda @& kare embriyonik kék
hicresini  blastosistlerin ‘i¢ hicre grubu’ndan elégiler ve kultirde
¢cogaltmayi baardilar (Martin 1981, Evans vd. 1981)

1989'da Pera ve arkaglari, her 3 germ tabakasindan insan embriyonal
karsinom hucre dizilerini elde ettiler (Pera vd82%

1994°de in vitro fertilizasyon icin gondllilerce nden orneklerden insan
blastosistleri elde edildi ve kilttrde 2 pasdjlaadi (Bongsa vd. 1994).
1995-96’'da hayvanlarda ilk kez in vitro embriyonigdk hicre sglandi
(Thomson vd. 1996, Trounson vd. 2000).

1998'de  Wisconsin-Madison Universitesinden James onfdan ve
arkadalari, infertilite tedavisi géren ciftlerden normialsan blastosistlerinin
ic hicre grubundan insan embriyonik kok hicreletliknikez elde ettiler ve
kultirde cgaltmay! baardilar (Thomson vd. 1998). Ayni zamanda, Johns
Hopkins Universitesinden John Gearhart, fetal gahddkulardaki izole bir
grup hicreden insan embriyonik germ hicrelerineeddti ve bu hicreleri
‘primordial germ hicreleri’ olarak adlandirdi. Bldreler yumurta ve spermi
olusturmak tzere gorevliydi.

2000'de insan embriyonik kok hucresinin pluripoteotdusu anlgildi.
Sonraki yillarda daha farkli yontemlerle insan eiygsundan pluripotent kok
hicre elde edilmesi karildi. Artik bu hiicrelerin gercekten de kalp, paas
ve sinir sistemi gibi doku ve organlarin yerini l@lacesi kanitlanmstir.
Transplantasyon amacli pankreatik ada hicreleripadon salgilayan
ndronlar, kalp kasi hicreleri gibi insan dokulaapgnaya yonelik yontemler
gelistiriimektedir.

2001'de insan EKH dizilerinin gengtidegistirildi (Eiges vd. 2001)

2006'da bir grup Japon atamaci tarafindan, yeniden programlagmi
anlamina gelen, uyarilmipluripotent kok htcreleri Uretildi (Takahashi vd.
2007).



21

2.4.3. Kok Hucrelerin Genel Ozellikleri

2.4.3.1. Farklanma (Plastisite)

Farklanma; sitokinlerin, buyime ve farklanma faldtinin, hiicre da matriks
proteinlerinin ve hucrelerarasi ilgitnlerin birlikte etki etmesiyle meydana gelen,
¢cok hucreli organizmalari ofturan hicrelerin olgungana ve uzmankana surecinde
gecirdikleri deisiklikleri ifade etmek icgin kullanilan bir terimdir.Farklanma
asamasina giren bir hicre, bir yandan boélinmeyi dunden dger yandan
cevresinden gelen sinyallere yanit vermeye hazrrl&unu da enzim gamli ylzey
ve hucre ici reseptdrler ile aktivasyon yolaklaaktive ederek yapar (Can 2009).

Bir hicrenin ileri farklanmasi, o hicrenin ggdma surecinin bit§i noktadan
baslar. Hiicre, oncelikle yeterli saylya géaak c@almayla ilgili hiicre ylzeyi ve
hicre ici yolaklarini kapatir sonra hicrenin farkteayla ilgili mekanizmalari
devreye girer. Bu, hicre boélinme dongistunden ka@ga gecici olarak ¢ikilmasi
yani & fazina girg demektir. EBer farklanmayi uyaran ve surdiren etkenler ortadan
kalkarsa, hicreler tekrar hiicre bolinme dongusGaéagina) girer (Can 2009).

Laboratuvar ortaminda kok hicrelerin istenilen kldirine farklanmasi
(yonlendirilmis farklanma) belli kimyasal ve fiziksel kollarin yerine getirilip,
dogrudan hiicrenin genetik programininsgiriimesiyle baarilir. Ornein; yetiskin
bir kok hicresinin ya hicresine farklanmasi icin kiltir ortamina beldiztrda
¢ssitli kimyasallar (deksametazon, indometazin, izdbmetilksantin) ile instlin gibi
dogal hormonlar ilave edilir. Okturulan bu kiltirde; y&a hicresine 06zgu
proteinlerin sentezi, ¥a hicresi fenotipinin kazaniimasi, noétral glarin ve
trigliseridlerin depolangm buyik ya& damlaciklarinin ortaya cikmasi beklenir.
Kullanilan bu maddelerin, in vivo ortamda kok hiere yag hicresine
donsUmunu uyarip uyarmagh bilinmemektedir ancak in vitro ortamda birkag
haftada bu yolla elde edilen antcreleri in vivo kagliklariyla kiyaslanabilecek
duzeydedir (Can 2009).

Embriyon kok htcrelerinde farklanmanin kontrol eddsi dger kok hicre
turlerine gore oldukca zordur. Bunun icin in vimtamlarda c¢galtilan embriyonik
kok hucrelerin kendifiinden farklanmasini engelleyen, IL-6 ailesi Uyedseimi
engelleyici faktor (LIF) kullanilir (Can 2009).
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Farklanmakta olan bir hiicredeki protein sentezilgai i slevlerin timunde ileri
derecede bir agigorultr. Bu ary, hiicreye hem yapisal hem dgevsel anlamda
O0zgunluk kazandirir. Bunun en tipik ogmei, embriyonik kok hicrelerle yakin
oncu hucrelerin kiyaslanmasi gurur. Embriyonik kdk hicreler, her ¢ germ
tabakasina (ektoderm, mezoderm ve endoderm) aiteipleri sentezleme
potansiyeline sahipken, 6nciu kdk hicreler bu Ggkaldlan sadece birisine ait
proteinleri sentezleyebilirler. Bu da farklanma wadla sona yaksddiginin bir
kanitidir (Can 2009).

Kok hdcrelerini dger hlcrelerden ayiran en 6nemli 6zellik, farklanma
kapasitelerinin yiksek olmasidir. Bu 0Ozellikleriyesinde organizmanin hicresel
yapim ve onarim olaylarinda eksilen hicreleri yemik tzere gegibir olanak
sunarlar. Tablo 2, kok hucrelerin farklanma potgelgerini  Ornekleriyle
Ozetlemektedir. Kok hicre cgnalarinin ilerlemesiyle agarmacilar, ardarklanma
(transdiferansiyasyon) terimini bir yonde farklagniicrenin bir bgka hicreye
dogru farklanmasi olarak tanimlagrardir (Can 2009).

Tablo-2. Kok hicrelerin farklanma yetkinli gi (plastisite). Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki Ulusal Saglik Enstitisu, totipotent kavramini “sinirsiz
kapasite”, pluripotent kavramini da “birgcok dokuya koken verebilme” olarak
tanimlamistir (2000)

Kisaltilmis bigimi Anlami Ornek
Toti Batdn Embriyon
Multi Birgok Hematopoetik
Pluri Cok Hematopoetik
Oligo Az GIS kok hucreleri
Quadri Dort GS kok hucreleri
Tri Uc Brons epiteli
Bi Iki Safra kanal
Uni Bir/tek Prostat

Bu tablo Can (2009)’dan alingtir.
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2.4.3.2. Kendini Yenileme, Bolinme Bigimleri ve Kékducre Nisi

Kok hucrelerin kendini yenileme o6zgj hicrenin kendi kopyasini alacak
sekilde cg@almasi ve gereldinde organ ya da dokuya 06zgl Oncu htcrelere
farklilasabilmesidir. Embriyonun gelim sirecinde, kdk htcreler ile farklanmakta
olan hucreler arasindaki denge oldukca dnemlidivkgiibu denge yegkin insan
hicrelerinin ve dokularinin uzun sureli korunmasi eanariminda etkendir (Can
2009).

Kok hicreleri 6nct hicrelerden ayiran en énemliliderden biri de asimetrik
hicre bolinmesi (invariyant veyagigmez) dir. Kok hicreler bolinmeler esnasinda
bir yandan progenitor (6nci) hiicreye dgedek hicreyi Uretirken bir yandan da
kendi yedgini olusturur. Bu bolinme tipi, kok hicre havuzunursa@ boyu sabit
kalmasini sglarken hem hicre ici hem de hicreidetkenlerin birlikte ¢ok siki
kontrol edilmesini gerektirir. Hulcre igindeki asitrik boélinme sayesinde bazi
organellerin, protein gruplarinin ve RNA’'nin yavhiicrelerden sadece birisine
aktarilmasi sglanir. Yapilan bazi deneylerde DNA'nin da asimeti&rak dgildig
gosterilmitir. Asimetrik boélinme sirasinda orijinal DNA, yavthicrelerden kok
hicre 6zellgini koruyacak olan hiicreye giderken kararlanma rgege progenitor
hicreye dongecek olan dier hiicre de yeni DNA sentezi meydana gelir. Buesist
sayesinde, kok hucrelerdeki sabit genom (immortdMAD korunurken yeni
sentezlenen DNA da, mutasyon gibi zararli etkilarderunmig olacaktir. DNA’nIn
bozulmadan kalmasi demek o kok hicredeki gen ifagtese islevinin korunmasi
demektir.

Kok hucrelerin hiicre ¢ asimetrisini, hticrenin gindaki mikrogevre (hicre gi
matriks bilgenleri, bazal membran, miyofibroblast destek higerekonsu hiicreler
ve salgl proteinleri) okiurur. Bu mikrogevre ‘i olarak adlandirihr. Orngn;
Drosophila ovaryumunda, kok hicrelerinin bolinmeezk ng tarafindan belirlenir
ve mitoz mekgi nise dik aciyla konumlanir. Boyleceseiyakin olan hticre kok hicre
Ozelligini korurken dger hicre niten uzaklatigl icin kok hicre 6zelfiini kaybeder
ve farklanma gdosterir. Bu durum boliinme eksenimgntarafindan kontrol edildini
gosterir (Can 2009).

Asimetrik hiucre bolinmesi her ne kadar kok hicreukanu sabit tutabilmek
icin gerceklgse de, embriyonun geiim stirecinde ve doku onariminda gerekli olan

yeni hiicre ihtiyaci simetrik hiicre boliinmesi (dilegiti) ile sglanir. Orngin; akut
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harabiyet durumlarinda bu bélinme ile kék hicrelegenitor hiicrelere dogérek
kisa zamanda doku yenilenmesglsair. Ancak kdk hiicre havuzu kiculgalur, bu
durumda kok hicreler simetrik olarak bélinmeysldrtar ve kok hicre havuzunu
gensletirler (Can 2009).

Kok hicrelerin ng ortamindan uzak$analari, bu htcrelerin kendini yenileme
Ozelliklerinin ortadan kaybolmasina neden olur. Kiicre ngine érnek olarak kemik
iligi k6k hicre ngi verilebilir. Bu nis, hematopoetik kdk hicreleri, kemik matriksi
sentezleyen osteoblastlari, endotel hicreleringiibvie faktorlerini, kollajen ve ¢ok
saylda hicrelerarasi matriks kéeini icerir. Sekil 1'de ‘kdk hicre nii” kavramina
ornek olarak kemik ifii hematopoetik kok hicre gij derideki epitelial kék hiicre
nisi ve ince barsaktaki intestinal kok hucrginiematize edilerek anlatilgtir. Kok
hicre nginde mikrogevrenin fiziksel belirleyici olarak ralmasi kok hiucrelerin hem
pozitif hem de negatif yonde etkilenmelerine neddor. Gelsme, yaglanma,
yaralanma ve hastalik durumlarinda hblgesinde yer alan hicre ici ve hicre di
yapilarin dgisime usramasi, kdk hicreleri olumlu veya olumsuz yondéetkbilir.
Kok hucrelerin  kendini yenileme mekanizmasinin hasdir denge icinde
ayarlanmasi, dokuda yenilenmesi gereken hicrelatiya cikgini, farklanmakta
olan yeni hucrelerin olimasini ve kok hiicre havuzunun sabit tutulmasireldigir
(Can 2008).
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Sekil 1. Ucg farkli kok hiicre nisi gorulmektedir:

(@) Kemik iligindeki

hematopoetik kok hicre gni(HSCs) gorulmektedir. HSCsgni 6ncelikle trabekuler
kemigin ylzeyinde yerlgm gdosterir. Bu bdlgede yer alag gekilli N-cadherin-

pozitif osteoblastik hucreler

(SNO)

ile sessiz alkaradlandirilan HSC'ler,

hematopoetik kok hiicre gmin anahtar kompenentleridir. N-cadherin f«eatenin
kok hucreler ile i hicreleri arasindaki bdlgede ygpe molekulleri olarak rol
oynarlar. Nste yer alan farkli tip vesekildeki stromal hicreler kdk hicre
aktivasyonunu, proliferasyonunu ve diferansiyasyamili mikrocevresel sinyaller
salgilayarak duzenlerler. Olgughais kan hucreleri ise kan damarlarinin igerisine
sizip, goc ederek yeni kan hicrelerine farkahalirler (Li 2005, Xie 2005).(b)
Derideki epidermal kok hucreler, §abezinin altinda sa¢ folikilinin timsek

bdlgesinde yerkgnislerdir.

Epitelial

kok hucreler multipotenttirler veékarde

hicrelere farkhlairlar. Bu hiicrelerden yukari epidermise gé¢ ederierhangi bir
yara tamirinde epidermal hicreleri Uretmek icirdepmal progenitor (6nci) hicreler
olarak goérev yaparken,sasl dermal papillaya (DP) g6¢ edenler sag-matriks
progenitorlerine donierek sacin yenilenmesini @arlar. (c) ince barsaktaki kok
hicreler (ISC), kriptlerin tabaninda paneth hicrele lzerinde vyerlgktirler.
Barsaktaki yenilenme, barsak kok hicreleriylglaar ve dort farkl tipte epitelial
soy olwturulur: emici enterositler, musin salgilayan goblaicreleri, paneth
hicreleri ve enteroendokrin htcreler (Winton 200B)itelial hicrelere kogu
mezerimal hicreler (MC), posnatal barsak yenilenmesiumaa epitelial hicre
proliferasyonunda, diferansiyasyonda ve apoptozistkt olarak rol alirlar (He vd.

2004).
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2.4.3.3. Kokluluk (Stemness)

Kok hucrelerini dger hicrelerden ayirt eden, hicresel ve molekileeyieki
Ozelliklerine ‘kokltluk’ denir. Bu 6zellikleri, 6zign gen ifadeleri veya translasyon
sonras! bir dizi dg@simler olup Qekil 2'de 6zetlennstir) bunlar sayesinde kok
hicreler farklanmadan 6zgin vyapilarini veglevlerini  korumaktadirlar. Kok
hicrelerin hangi tipte oldwnu belirlemek icin giinimuzde artik kok hiicrelergio
oldugu bilinen bir takim belirtecler kullanilir. Hucrele ylzeyinde yer alan bu
belirtecler, sinyal yolaklari tzerinde ve hicred&igapsma molekulleri olarak
gorev yaparlar ve kisaca “CD” (Farklanma kimet&€lusters of Differentiation)
basligi altinda toplanirlar. Orrign, hematopoetik kok hiicreler icin CD33 ve CD45
belirtecleri kabul gorurken, mezgmal kok htcreler icin CD29, CD79, CD105 gibi
belirtecler kullaniimaktadir.

(ayrintih  liste  http://www.sciencegateway.org/resmes/prow/ adli  internet
sitesinden edinilebilir). Embriyonik kdk hiicrelein en yaygin kullanilan belirtecler

Tablo 3'te kisaca listelensgtir.

rCell cycle, 72, (8%)
DINA repair, 9, (1%)

Chromatin regulators, 16,
(2%)

Transcription factors and
DMA binding proteins, G4,
(7%)

RNA binding and processing,
42, (5%)

Translation, 11, (1%)
Protein synthesis, 14, (2%)

ESTs and unknown function,
264, (28%)

Protein folding, 19, (2%)
Transporters, 38, (4%)
Protein transport, 9, (1%)
Secreted factors, 28, (3%)

Cell Surface Receptors, 33,
(4%)

Intracellular corponents, 88,

(10%)

ECM and cell adhesion, 11,
(1%)

Cell death, 11, (1%)

Uhiguitin pathway and protein
processing, 27, (3%)

Surface antigens, 14, (2%
Metabalism, 130, (14%)
Cytoskeletal-related, 27, (3%

Sekil 2. insan embriyonik kok hiicrelerinde yapilan DNA mikimil analizlerine
gore 918 gen bdlgesinirglevierine gore dalimi (%). Sato ve ark. (2003)'den
alinmstir.
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Tablo-3. Blastosistin i¢ hilcre kitlesinden elde etin embriyonik kok
hdcrelerinin yaygin kullanilan belirtecleri

Pozitif Belirtecler Negatif Belirtecler

Alkalen Fosfataz Trofoektoderm Belirteci: BEX

SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-

81, CDY. E-cadherin Noroektoderm Belirteci: Sox-1

TERT (telomeraz revers transkriptaz) e S SClpisils i Eliek

HNF33, PDX-1
Stabil Karyotip, Mezoderm Belirtecleri: Brachury,
Oluklu baslantilar (gap junctions) MSX-1

Bu tablo Can (2009) dan alingtir.

2.5. Kok Hucre Kaynaklari

Kok hucreler esas olarak iki farkli kaynaktan e@blirler. Embriyonik gekim
surecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hkatesinden elde edilen embriyonik
kok hucreler ve embriyonik olmayan kaynaklardareeddilen kdk hicreler (dokuya
O0zgun=erkin kok hucreler, fetliis kok hucreleri, gbbek kordove plasenta kok

hicreleri, kadavradan elde edilen kdk hticreler).
2.5.1. Embriyonik K6k Hucreler

Embriyonik koék hicreler; daha uterus duvarina imfga olmamg erken
donemdeki (insanda 5-6 gunlik implantasyon onclkestsist donemi) blastosistin
i¢ hicre kitlesinden okan, in vitro olarak sonsugkilde Greme potansiyeline sahip,
normal ve dengeli bir karyotipte olan pluripoteritchelerdir.insan embriyonik kok
hicreleri yaygin olarak, in vitro fertilizasyon tiklerinde, in vitro sartlarda
dollenmk yumurtalardan elde edilen ihtiyag fazlasi olargilenis ve verici onayi ile
aratirma yapmak tzere pglanms bulunan embriyolardan temin edilmektedir. Bu
hicreler, in vivo ve in vitro ortamlarda U¢ gerrba&asindan kdken alan farkl hicre
tiplerine farklilgabilmektedirler (Shufaro vd. 2004). Tablo 4’'de empbnik germ

tabakalarindan farkhfarak olgan dokular gosterilngiir.
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Tablo-4. Embriyonik germ tabakalarindan farklila sarak olusan dokular.

Embriyonik Germ tabakas: Farkilagmig doku

Endoderm Timus
Tiroid, paratiroidler
Larinx, trakea, akcider
Mesane, vagina, uretra
Gastrointestinal (GI) organlar
(karacier, pankreas)
Gl traktusun ig yiizi
Solunum yaolu ig yizi

Mezoderm Kemik ilifii (kan)
Siirrenal korteks
Lenfatik doku
Iskelet, diiz ve kalb kasi
Konnektif dokular
(kemik ve kikurda kdahil)
Urogenital sistem
Kalb ve kan damarlan
{vaskiler sistem)

Ektoderm deri
Naral doku (noroektoderm)
Siirrenal medullas!
Hipofiz
Bas ve yiiziin konnektif dokusu
Gaozler, kulaklar

Bu tablo Sargin (2010)’dan alingtir.

Uygun kaltor ortami sdandg taktirde bu hicreler farkhgamadan cgaldiklari
gibi, ortamin dgistiriimesi ile de bu hicrelerin farklijaas) sglanabilir.
Embriyonun ilk hicresel farkhimasi, morulayr olgturan htcrelerin blastosist
hicrelerine farkhlgmasidir. Morulanin g1 tarafinda bulunan hicreler, sivi
transportunu gdayan ve blastosolin ajmasinda rol oynayan trofoblast epitel
hicrelerine farkhlanirlarken icte bulunan morulécteleri blastosistin i¢ hicre
kitlesini olustururlar. i¢c hiicre kitlesini olsturan hticreler pluripotent kok hiicreler
olup, embriyoyu olgturacak olan tim dokularin esas kagwar (Gardner vd. 1997).

Fare embriyosunda yariklanma donemi ile birliktgldgan farklilgma sureci ic
hiicre kitlesi ve trofoblast hiicrelerinin gfoasi ile devam eder. Yakl& 32-hicreli
oldugunda ise (embriyonik giin olarak 3.5 guine uyar)icra kitlesinin farklilamasi
baglar. Bu doénemde DNA metilasyonunun gercekiesiyle, somatik htcre

farklilasmasi ve gastrulasyon sireci devam eder. ¥dklad gunluk fare
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embriyosunda blastosdl tarafinda bulunan i¢c hicridesk hicreleri primitif
endoderme (PrEN), ic kisimda bulunan 20 kadar nlange pluripotent hiicre ise
primitif ektoderme farklilanir. Hiicrelerin prolifasyonu 6 gunlik embriyoda ghar.
5.5 gune kadar epiblast hiicreleri totipotent ol&akrlar ve i¢ hiicre kitlesi hiicreleri
gibi alkalen fosfataz, E-kadherin, SSEA-1 ve Odt Bozitiftir (Gardner vd. 1997).

Bu donemdeki embriyoda, trofoblast hiicrelerindéyade i¢c hicre kitlesini
olusturan hiicrelerde bircok faktor salgilanir. Qtime embriyonik gelimin erken
donemlerinde organizasyondan sorumlu integrin lhetaepiblast hcrelerini
apoptozisden koruyan taube nuss (tbn) veya Smadai 2rgen farklilanmayi énleyici
faktorler salgilanir (Sue O’'Shea 2004).

2.5.2. Embriyonik Kok Hucreleri Dger Hucrelerden Ayiran Morfolojik,
Genetik veImmiinolojik Ozellikleri

1. Embriyonik kok hucrelerin, der vicut hucrelerine kiyasla son derece
yuksek bir cekirdek/sitoplazma hacim orani mevautse her hicrede
belirgin prondkleus yapisi icerirler. Bu hicreldestek hiicreleri Gzerindeki
kultdrleri sirasinda ti¢c boyutlu koloni glururlar (Zaehres vd. 2005).

2. EKH'ler, preimplantasyon evrensindeki embriyodagheetdilirler.

3. EKH'ler, farkhlasmadan surekli bolinebilme fa bir ifadeyle “kendini
yenileme” 6zellgine sahiptir. Bu durum, kdk hicrenin kendisini tatayan
genlerin aktif olarak kopyalanabilgi asamay1 saret eder. Egkin kok
hicrelerden farkli olarak embriyonel kdk hucrelek gdaha hizh ¢galma
gucundedir (Elgin 2005).

4. EKH’in telomerleri olduk¢a uzundur. Yani yiksek smlerde telomeraz
ekspresyonuna sahiptirler, bundan dolay! ¢cok uzme s@alabilmektedirler.
Laboratuvar ortaminda bu hicreler iki yildan uzuiresyaatilabilmistir
(Attar 2003).

5. Kiltrde c@altilan EKH’ler, baisikhgr  baskilanmy  farelere
nakledildiklerinde, her ¢ sey tabakasini iceren bir timor dokusu olan
teratomlari olgturabilmektedirler. Bu 0zellik, EKH’lerin pluripotesi
Ozelligini ifade etmektedir (Elcin 2005).

6. Gunumuizde kok hicrelerin farklgi@masinin kontroll Gzerinde durulmaktadir.
Bu amacla kiltir ortamina g#i blyume faktorleri, sitokinler ve kimyasallar

eklenmi, farkh destek hucreleri kullanilgi ve gen aktarimi ile



30

farkhlasmanin gercekkenesi yoniinde camalar yapilmgtir. Uretilen kok
hicrelerin  dondurulmasi, c¢ozilmesi ve tekrar Kkiibim yapilmasi,
sonrasinda bozulmadan kalmasi dnegmiaktadir (Attar 2003).

7. Ozel markerleri yuksek diizeylerde eksprese ettildésterilmitir, bunlar
gelisim evresine 06zglu hicre yuzey antijenleri (SSEA-3SES8-4),
proteoglikanlar (TRA-1-60, TRA-1-81), coklu farldsinayi (pluripotens)
belirleyen transkripsiyon faktorleri ile gkilendirilmis fare embriyonik kok
hicrelerinde bulunan transkripsiyon faktorleri (@¢tSox-2, Tert, Utfl, Rex-
1 vb.), alkalen fosfataz reaksiyonunun v@rlytksek telomeraz aktivitesi ve
normal karyotip yapisinin korunmwolmasi embriyonik kék hiicre soylarinda
aranan 0zelliklerdir (Zaehres vd. 2005, Trounsod630

2.5.3. Embriyonik Kok Hucre Belirleyicileri

Embriyonik kok hicreler, hiicre ylizey belirtecldarak Oct-4, SSEA-1, TRA-1-
60, TRA-1-81 eksprese ederler (Ayrintih bilgi Ted’den edinilebilir). Insan
embriyonik kok hucreleri, fare embriyonik fibrobtashicreleri ve ‘Leukemia
Inhibitory Factor’-LIF varlginda bu 6zelliklerini  korumaktadirlar. EKH’lerin
farklilasmadan kendini yenileyebilmesi igin bircok faktorisengede olmasi
gerekmektedir. EKH farklikanasinin yonlendiriimesi amaciyla, kultir ortamina
cesitli buyume faktorleri ve sitokinler eklenerek, kéir destek hucreleri kullanarak
gen aktarimi ile ilgili cakmalar yapilmaktadir (Trounson 2006, Yao vd. 2006).
Blayume faktorlerinin etkisi bu hicreler tzerindendems, blyume faktorleriyle
induksiyon yapildiinda ti¢c embriyonik germ tabakasindan koken alafakli doku
elde edilm§ ve 24 tur hicrede 6zgun belirteclerin v@rlizlenmsitir. Blyume
faktorleri, etkilerine gbre mezodermal hicreler&kiianmayi indikte eden faktorler
(aktivin-A, TGH-1), ektodermal ve mezodermal indiksiyon yapan Ofddat
(retinoik asit, EGF, BMP-4, bFGF) ve tum germ taddakna (NGF, HGF)
induksiyon sglayan faktorler olmak Uzere ¢ gruba ayrgim (Schuldiner vd.
2009).

Embriyonik kék hicrelerin fonksiyonel veya fenokigizelliklerine bakildginda
insanda ve farede yuksek alkalen fosfataz aktivitgksek telomeraz aktivitesi ve
yuksek niklear-sitoplazmik oran gortulmektedir (WebR001). Alkalen fosfataz
aktivitesi insanda TRA-2-49 ve TRA-2-54 antikorida saptanirken, kemirgenlerde
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enzime bgli reaksiyonla goruntilenmektedir (Draper vd. 2008jiksek telomeraz
aktivitesi hticre dizilerinin immortalitesiyle gkilidir. Pluripotent hicrelerin her
zaman yuksek telomeraz aktivitesi gost@rdie bilinmektedir (Thomson vd. 1998,
Donovan vd. 2001, Wobus 2001). Sox-2, Oct-4 ve Mapluripotent kdk hlcre
fenotipinin devamliginin s&lanmasinda dnemli transkripsiyon faktorleridir (Rlad
vd. 2005). EKH’lerin tedavide kullaniminda en onenfaktor, farklilgsmanin
istenilen yonde kontrol edilmesidir ancak etik sdam nedeniyle EKH kullanimi
yasaklanmtir.

Stage Spesifik Embriyonik Antijen (SSEA)’in; SSBHA-SSEA-3 ve SSEA-4
formlarinin insan ve farede embriyonik kdk hicreéefarkll gelsimsel donemlerde
ve farkh paternlerde ekspresyonu gostegtmi(Verfaillie vd. 2002). Pluripotent
insan embriyonik kok hicrelerinde Oct-4 ekspresy@anak olarak SSEA-4, TRA-1-
60, GCTM-2, TRA-1-81 ve SSEA-3 ekspresyonu bilinteelk (Thomson vd. 1998,
Reubinoff vd. 2000, Donovan vd. 2001). Fare emimilyokdok hicrelerinin
tanimlanmasinda kullanilan SSEA-1, insan embriyddk hiicrelerinde ekspresyon
gostermemektedir (Thomson vd. 1998, Reubinoff v@0® Kaufman vd. 2001).
Bundan bgka CD90, CD133 ve CD117 (c-kit) ekspresyonu danreabriyonik kok
hicrelerinde tanimlangtir (Verfaillie vd. 2002). Oct-4'Un fare embriyonikdk
hicrelerinde sinirl ekspresyon paterni gostermesi fonksiyonel 6nemi, bu
molekllt pluripotent hiicreler icin gucli bgaretleyici yapmaktadir (Niwa vd. 2000,
Xu vd. 2001).
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Tablo-5. insan Embriyonik Kok Hicrelerinin  Koklilik Markerlar mnin

Karakterizasyonu

Parametreler Tanim velslevleri

Oct-4 (Oct 3/4)

D

Sadece pluripotent huicrelerde ekpresg
edilen POU domainine sahip
transkripsiyon faktoradiar. Embriyonik
hicrelerin farklilamasini inhibe eder.

Nanog

Bir homeodomain proteindir. Insan
embriyonik kok hicrelerinin
pluripotensisi icin gereklidir.

Rex-1

Asidik  cinko-parmak  transkripsiyon
faktoridir. Insan  embriyonik  kok
hicrelerindeki Oct-4’Un Ozel
duzenleyicisidir.

Gen
Ekspresyonu;
RT-PCR Sox-2
seviyesinde

Transkripsiyon faktoradir.  Insan
embriyonik kok hicrelerinin
yenilenmesinde hem de farkglaanin
inhibisyonunda gorev alir.

GCTM-2

Insan embriyonik kok hiicrelerinin
yuzeyindeki epitoptur.

FGF-4

Fibroblast buyime faktori-4 embriyonik
ic hucre kitlesinde eksprese edilir. Oct-
4’Un transkripsiyonel dlzenleyicisi ve
Sox-2 icin hedef gendir.

c-kit (CD117)

Reseptor bir tirozin kinazdir. Aralarinda
hematopoezin, melanogenez ve
fertilitenin de oldgu gelsimsel sureg icin
gereklidir.

SSEA-3, SSEA-4
Gen

Ekspresyonu;

Stage spesifik embriyonik antijen; bir
glikolipit proteinidir. Insan embriyonik
kok hucrelerinde eksprese edilimsan

embriyonik kok hicresi farklikgmaya

basladigi donemde ifadesi goralur.

Immiinohisto

kimya teknigi

ile TRA-1-60, TRA-1-
81

Embriyonik kanser hicreleri, embriyonik
germ hdcreleri ve insan embriyonik kok
hicrelerinin ylzeyinde eksprese edilen
yuksek molekiler @rhikh glikoprotein
antijenleridir.

Alkalen Fosfataz

Farklilssmamg insan embriyonik kok
hiicrelerinde yuksek seviyelerdedir.

Protein

Fonksiyonu
y Telomeraz

Insan embriyonik kok hiicrelerinin
sinirsiz birsekilde kendini yenileyebilme
kapasitesinden sorumlu olglu

disinulmektedir ve telomeraz etkigii

yuksek sevilerdedir.

Bu tablo Yael vd. (2007)’den alingtr.
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Hipotez ve Calsmanin Amaci

1921 yiindan 2000l yillara kadar erkeklerde speiiretiminin hayat boyu
devam ettiine, kadinlarda ise oosit Uretiminin@ondan 6nce bitgine inaniliyordu.
Hubner ve arkad#arinin (2003), ilk olarak embriyonik kok hicreldwllanarak in
vitro ortamda oosit elde etmesiyle bu inardesismeye bgladi. Devam eden
calismalarda in vitro olarak elde edilen oositler kullarak ilk preimplantasyon
oncesi embriyo elde edilgtir. Johnson ve arkaglar (2004), posnatal oogenezisin
oldugunu kanitlamak icin kemik ginden ve (2005) periferik kandan elde ettikleri
kok hucreleri busulfanla oositleri tamamen yok o$nowaryumlara transplante egmi
ve ovaryumlarda oogenezisin tekrarslbdigini gostermglerdir. Daha sonraki
yillarda deri epitelinden ve pankreas adacik hécmden elde edilen kok
hiicrelerden de oosit Uretilgtir. In vitro olarak elde edilen bu oositlerin tamaminin
kaynal, ovaryum dyi dokulardan elde edilen kék hicrelerdir.

Polikistik over sendromu (PCOS) nedeni bilinmeyedakrin bir hastaliktir. Bu
hastalarda folikiller gelememekte, ovulasyon olmamaktadir. Bu hastalarda
primordial ve primer folikiller olmasina kan sekonder ve tersiyer folikuller yoktur.
PCOS'ta ortaya atilan olasi neden anormal oosiiniiidir. Anormal oosit Uretiminin
ovaryan embriyonik kok hticreleriyle ilgili olabileg bildiriimektedir. Preovarian
yetmezlikte de oosit sayisinin olduk¢a az olmashasalarin erken ye® menopoza
girmeleri bu konuda ¢alan argtirmacilari ovaryum kok hucrelerine yonlendigtii
Ovaryan kok hicrelerinin ag@arilmasi, ovaryum sievinin ve fertilitenin daha iyi
anlgllmasina ve buyuk oranda PCOS, preovarian yetmexék kanser gibi
hastaliklarin nedenlerinin ve gelecekteki yeni tedgaklasimlarinin olgmasina
buylk katki sglayacaktir.

2008 yilinda ise oosit epitelinde embriyonik kdkctel belirteclerini eksprese
eden hucrelerin vaginin bulunmasi ¢calmalarin ygunlugunu ovaryum epiteline
yonlendirmgtir.  Ovaryum epitel hicreleri arasindaki bu htareleislevinin
argtirlimasi, uUreme sistemi hastaliklarinin  nedenierit®zellikle de ovaryum
kanserlerinin patofizyolojisinin anjdmasinda ve tedavisinde olduk¢ca 6nemli bir
yere sahip olacaktir. Ovaryum kanseri yiksek mibetalranina sahip olup geik
faktorlere bglhdir. En son yapilan ¢gmalarda embriyonik kok hticrelerinin kanser
kok hucrelerine donggrek hastafja neden oldgu hipotezi yaygin olarak kabul

edilmektedir.
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Bu tez de pluripotent ve embriyonik kdk hicre letterinden Nanog, Oct 3/4,
c-Kit ve SSEA-1 ifadelerinin yenid@n, pubertal, ergin ve ya ovaryum
dokusundaki varfi, yerlesimi ve dailimi immunohistokimyasal olarak ve reverse
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu tekni kullanilarak incelenmesi

amaclanmytir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvanlar ve BakimSartlari

Calismamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlaasthkma Birimi’nden
alinan 24adet dgi Balb/c turu fareler kullaniingtir. Tim denekler icin Onerilen
optimum cevresel kuwllar ayni merkez tarafindan @anms ve fareler,
Isiklandirmasi (12 saat aydinhk/karanlik siklusund¥,:00-19:00 saatleri arasi
aydinlik), havalandiriimasi (%60-70 nem) ve odai 1620-24°C) kontrol edilen bir
odaya ciftlgtiriimeleri igin yerlestirilmi stir. Denekler, gunlik igme suyu ve %21
ham protein iceren pelet yemlerle (purina) beslgiimi

3.2. Deneysel Uygulama

Bu calsmada; yenidgan, pubertal, ergin ve ya fareler kullanildi. Fareler 4
gruba aynildi; birinci grup yenig@an (d@gum sonrasi 2 gunlik) deneklerden, ikinci
grup puberte donemindeki deneklerden (38 gunlikagdk6 haftalik), t¢lnci grup
fertii hale gelmg ergin deneklerden (12 haftalik), dérdinci grup il
deneklerden (18 aylik) odtu.

Dogumlarindan itibaren 2 gunluk (Yenigan donem), 6 haftalik (Pubertal
donem), 12 haftalik (Ergin-fertii donem) ve 18 &ylasli (olasilikla menopoza
girmis) hayvanlardan, anestezi altinda ovaryum doku denelalindi. Alinan
ovaryumlar tespit icin, %10’luk formaldehit solusymda bekletildi. Dokular bir
gece tespit edildikten sonra rutigitkk mikroskopi takibine alindilar. Hazirlanan
parafin bloklardan, Leica RM-2125 rotary mikrotdkallanilarak 5 p kalininda
kesitler alindi. Kesitlere, Nanog, Oct 3/4, c-Ki¢ 6SEA-1 ifadelerini belirlemek
amaciyla immunohistokimyasal boyamalemi yapildi. Kesitler daha sonra,

Olympus BX51 marka stk mikroskobu ve Olympus DP72 dijital kamera ile
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resimlendi. Reverse transkriptaz polimeraz zin@aksiyonu icgin taze ovaryum

dokulari kullanildi.

3.3. Reaktif Hazirlanmasi

Fiksatif Solisyonu Hazirlama: % 37’lik formaldehitden 10 ml, distile sudan 90 ml

alinarak % 10’luk fiksatif solisyonu hazirlarytm.
3.4. Uygulanan Teknikler
3.4.1. Doku Takip Yontemi:
a. Alinan dokular formaldehitde 1 gece bekletildi.
b. Akarsuda 30 dakika yikandi.
C. %70'lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
d. %80'lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e. %90'lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
f. %2100hk etil alkolde 1 saat bekletildi.
g. Ksilende 1 saat bekletildi.
h. Ksilende 1 saat bekletildi.
i. Parafinde 1 saat bekletildi.
j. Parafinde 1 saat bekletildi.
k. Dokulara parafinle ggmme ve etiketlenmgemi yapildi.

3.4.2. immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan ovaryum blokidan, mikrotom cihaziyla 5 y’
luk kesitler alinip, kesitler benmariye birakildrdindan uygulanan protokol sirasi
asagidaki gibidir: (Reaktifler igininvitrogen Histostain-Plus kit kullanilgtir.)

a. Kesitler, benmariden lamlara alinip largitaa sepetine yerérildi.
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. Lam taima sepeti etiivde 6'de 1 saat bekletildi.
. Ksilende, deparafinizasyoslémi icin 1 saat bekletildi.

. Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50'lik etil allserilerinde Zer dakika
bekletildi.

. Alkolden cikan preparatlar akarsuda yikanarak 1KkdaPBS’'de birakildi.

Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarafretlendi.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’'ltdO,:Metanol (1:9)
karisimi ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi

. PBS ile yikanan kesitler, Uzerlerine ilave edilerusn bloklama solisyonu ile
10 dakika oda sicakinda bekletildi. {nvitrogen, Camarillo, CA 93012,
A.B.D.)

. Kesitler Gzerine uygun primer antikorlar ilave eddk 1 gece over night
yapildi. Bu cakmada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar
dilisyonlarsu sekildedir: Oct 3/4 (1:50-1:500), SSEA-1 (1:50-1:508anog
(1:100-1:500), c-kit (1:50-1:500). Butun primer i&otlar PBS ile dilie
edilmistir.

Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikdd reaksiyon veren,
biotinlenmi afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika amele

edilmistir.

Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, bi@nmhs-sekonder antikorlara
kolayca bglanabilen horseradish peroksidaz konjugati stregiavHRP-
SA) 10 dakika kadar muamele editim.

. Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromdjeyasi DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edilgtir.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi i¢iesitlere hematoksilen

(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapigtm.



37

m. Kesitler akarsu da yikangve sirasiyla %50, %70, %96, %100’ltk etil alkol
serilerinde 2er dakika bekletilmitir.

n. Dokularin tzeri entellan ile kapatilgtir.

Boyanmanin dgerlendirilmesinde gagidaki skala kullanildi.

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanit): zayif boyanma, (/+/-):

cok zayif boyanma, (-): boyanma yok, (/): o yapgstlanmanstir.

3.4.3. Taze Dokudan RNAizolasyonu

Taze dondurulmu dokulardan RNAizolasyonu Trizol (Sigma) kullanilarak,
uretici firmanin 6nerdii protokol cercevesinde yapilgir. Protokol gamalari kisaca
ozetlenmgtir. Ilgili 6rnek dokularin her biri, 500 pl Trizol (Sigah icinde bir bistiiri
yardimi ile kiiciik kiiciik parcalara ayrilarak pangaia ve 5 dk oda isisinda (28)
bekletilmistir. Sonrasinda 1,5 ml tiplere alinan 6rneklere 0O@loroform eklenip
15 sn vorteks yardimi ile katirilip 15 dk oda i1sisinda (Z%) bekletilip +4°C
15.000 rpm’de (12.000 g) 15 santrifij yapgtm Santrifij sonrasinda tiplerde 3
ayri fazin olgumu goézlemlenmgi ve en Ustteki fazda bulunan total RNA bir
mikropipet yardimi ile ayri bir tip icerisine aligtar. Bunu takiben her bir tipe 250
ul 2-propanol eklenerek -AT'de gece boyu (12-18 saat) bekletititi Ertesi giin,
ornekler -20°C'den cikarilarak +4°C 15.000 rpm’de 15  santrifij edilitir.
Santrifij sklemi sonrasinda RNA, tipin dibinde beyaz bir ped&isturmus ve
RNA’nin tzerindeki sivi pipetle ¢ekilip atildiktaonra RNA pelleti 500 pl % 70’lik
soguk etanolle yikanip, tekrar +%¥C 15.000 rpm’de 10" santrifilj edilgtir. RNA
pelletinin Uzerindeki supernatan kismi mikropipetrdimi ile uzaklgtiriimis ve
tuplerin &z1 acik birsekilde (kalan etanoliin uzaklaasi icin) 5-15 dk beklenstir.
Son gamada pelletin Uzerine 25 plgak RNaz'dan arindiriingi su (RNaz free
water) ilave edilmi ve Ornekler RNA kalitesi ve miktarlarn belirlent@k sonra
hemen kullanilmy veya daha sonra kullanilmak tizere %20de saklanmtir.
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3.4.4. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (R-PCR) Analizi

RNA izolasyonu vyapilan Orneklere ait total RNA fike ve nicelik
konsantrasyonu ‘Nanodrop D1000’ spektrofotometteazi ile Olculmigtir. Ayrica
elde edilen RNA'nin kalitesi agaroz jel elektrofoirge etidyum bromir boyamasi ile
test edilmgtir. Her bir reverse transkripsiyon reaksiyonu idinmikrogram RNA
ornesi kullaniimistir. Oct 3/4 (521 bg), Nanog (431 bg), c-kit (404) ve GAPDH
(98 bg) amplikonlar OneStep RT-PCR kit (Cat# 210)2Qiagen) kullanilarak, tek
asamall semikantitatif RT-PCR reaksiyonu ilegatillip, EtBr ile boyannmy % 2’lik
agaroz ile hazirlanmijelde gorintilenngtir. OneStep RT-PCR kit icin kullanilan
protokol kisacgu sekilde 6zetlenebilir:

A. PCR toplam 50 ul'lik hacimde gercekieilmi stir:

1- 10 pl 5x Qiagen OneStep RT-PCR tampon c¢ozeltisi5(aM MgCh
icermektedir),

2- 2 ul dNTP kagimi, her dNTP’den 10 mM icermektedir

3- 10 pl 5x Q-soliisyonu,

4- 3 ul., Primer analiz edilecek gen icin spesifikraladizayn edilmi 10 uM
konsantrasyondaki ileri ve geri primerlerin heridanden (Bu cakmada
kullanilan primerler Tablo-6'da ¢zetlengtit. Primerlerin senteziontek AS
tarafindan gercekgérilmistir.)

5- 2 ul Qiagen OneStep RT-PCR enzim kan,

6- 21 pl RNase-free distile 4@, toplam 50 pl volum igerisinde, buz Uzerinde
ornek RNA ile kamgtiriimistir.

B. Elde edilen kasim ile sagida basamaklari siralanan RT-PCR reakiyonu
gerceklatirilmi stir.

1- 50 C, 30 dakika, 1 dongu (reverse transkripsiyon),

2- 95 C, 15 dakika, 1 dongii (PCR aktivasyon basaina

3- 94 C, 1 dakika (denatuirasyon). 54 ©ct 3/4, GAPDH ve Nanog i¢in) ve 58
C”de (c-kit icin), 1 dakika (primerlerin 6rnek cDNya tutulumu). 72 € 1
dakika (sentez ve wuzama); bu U¢ basamak sirasi 38e dongude
tekrarlanmgtir.

4- 72 C, 10 dakika, 1 dongl (son sentez ve uzama),
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5- Reaksiyonlar +4 €de sonlandiriimglardir ve -20 €de saklanmglardir.

C. PCR urunleri etidyum bromr ile hazirlang®o 2’'lik agaroz jele yuklenerek
elektroforez ile gozlemlentir.

D. Elde edilen gen spesifik amplikonlar GelQuant V&r.eDNR Bio-Imaging

Systems, Jerusalem, Israel) bilgisayar programiakuarak dansitometrik
olarak analiz edilnstir.

Tablo-6. Gen ekspresyonlarinin analizindelanilan RT-PCR Primerleri

. Annualing
Primer Dizisi Uriin
Gen . Temperature Referans
Sense(F)/Antisense(R) (bp)
(c°)
Fare
Embriyon kok hiicrelerine 6zgii genler
F: GAGCACGAGTGGAAAGCAAC Mansergh
Oct 3/4 R: CGCCGGTTACAGAACCATAC 521 62 etal., 2009
F:-TTACAAGGGTCTGCTACTGAGATG Mansergh
Nanog 431 62 etal., 2009
R: GCAATGGATGCTGGGATACT
Jin Lim et
F:CTGGTGGTTCAGAGTTCCATAGAC e
c-Kit 401 58 al.,
R:TCAACGACCTTCCCGAAGGCACA
Ev sahibi gen
) Mansergh
F: ACCACAGTCCATGCCATCAC
432 62 et al., 2009

GAPDH R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA

F = ileri primer; R = Geri primer.
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4. BULGULAR

4.1. RT-PCR Bulgulari

Nanog, Oct 3/4, c-kit mRNA’larinin fare ovaryum dskinda ekspresyon
profilleri RT-PCR ile incelenmtir. Semikantitatif RT-PCR reaksiyonunda,
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genddsi “kontrol gen ifadesi
(housekeeping gene expression)” olarak kullargthmi

Ekspresyon sonuglari gerlendirildiginde nanog geninin RNA ekspresyon
duzeyleri yenidgan (3 gunluk) ile 38 gunlik puberte doneminde betizeAncak
bu genin, 2 aylik fertil ile 1 yani doldurmyg yash dokusundaki ekspresyon
dizeyinin, yenidgan ve 38 gunlik puberte donemindeki dokulara gdtaga
gOzlemlenmgtir. Bu bulguya go6re, fare ovaryum dokusundaki mano
ekspresyonunun geiinsel stirecte giderek aytgosterdgi distintlmektedir. Oct 3/4
RNA ekspresyon sonuglari gerlendirildiginde, yenid@an ile ygh dokusunda Oct
3/4 geni ekspresyonunungdr puberte ve fertil donemdeki dokulardan cok daha
dizeyde oldgu gb6zlemlenmgtir. c-kit RNA  ekspresyon  sonuglari
deserlendirildiginde, gruplar arasinda benzer ekspresyongoldjdzlemlenmitir. Bu
bulguya gore c-kit geninin ekspresyonunun yegatmlan ygli doneme kadarki

gelisimsel stirecte korungu ditnilmektedir.

5
F i
:Ef (ol IE -
GAFDH
NANOG
OCT
C-Kat

Sekil 3. Fare ovaryum dokusunda RT-PCR gen ekspresyoprofilleri
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4.2. Ovaryum Dokusunda Nanodfadesi

Yenidazan (2. gun) ovaryum Yyiizey epitelinde nanog ifadasivetli olarak
izlendi. Folikullerde epitel hicreleri negatif addr izlenirken oositlerin bazilarinda
negatif bazilarinda ise kuvvetli pozitif reaksiyommasi dikkat c¢ekiciydi. Ovaryum
stromasinda ise kan damarlari kuvvetli reaksiyostayirken stromal htcrelerde
reaksiyon zayif pozitifti (Resim 1)

38 gunlik puberte dénemi ovaryum dokusunda isédggan grubundan farkl
olarak ovaryum yuzey epiteli negatif ifade gosteRlimer ve sekonder foliktllerin
folikil graniloza htcrelerinde boyanma izlenmezkensiyer foliktllerin granuloza
hicrelerinde yer yer pozitif yer yer negatif boyanwardir. Primer ve sekonder
foliktllerdeki oositler zayif pozitif, tersiyer fidildeki oosit kuvvetli pozitifti.
Ovaryum stromasi yeniggan grubundan farkli olarak gan pozitifti (Resim 1).

12 haftalik ergin (fertil) farelerin ovaryum yuzepitelindeki ifade yenidgan
grubunda oldgu gibi kuvvetli pozitifti. Primordial folikillerdenegatif reaksiyon
gozlenirken primer folikillerde yer yer negatif yger pozitif reaksiyon vardir.
Sekonder ve tersiyer folikillerde folikil epitel dré ifadesi puberte dénemine gore
artis gostermgtir. Ayni sekilde sekonder ve tersiyer folikullerin oositletende ary
izlenmektedir. Primordial folikillerin oositlerinddade gdzlenmemesine gmen
primer folikillerin oositlerinde zayif pozitif ifad vardir. Korpus luteum hicre
cekirdekleri negatif ifade gosterirken hicre siggphalarinda pozitif reaksiyon
gorulmektedir (Resim 1).

18 aylik yali farelerin ovaryum ytzey epitelinde pozitif ve negatif reaksiy
gosteren hucreler vardi. Bu grupta folikll sayiéregeli olarak azalmikorpus
luteum sayisi ise artmplarak izlendi. Luteal hiicreler negatif reaksiygisterirken
stromal hiicrelerde ve atretik foliktllerde gozlermeaksiyondaki ariilgi ¢ekiciydi

(Resim 1). (Nanog belirtecinin sonuclari tablo e kisaca 6zetlensgtir.)
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Fare ovaryum dokusunda nanog ifadesi

001X uehopuaA

\ j

00vX uibig

Resim 1

giliminda primer folikul;

Nanog ifadesinin fare ovaryum dokusundaki yente ve d

; (0), ovaryum yizey

(Y;Rprimer oosit;

tersiyer folikdl;

sekonder folikul; (SF),

(PF)

(OYE) ve korpus luteum; (KL) yapilari gdmiektedir.

epiteli;
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4.3. Ovaryum Dokusunda SSEA-Ifadesi

Yenidggan (2. gun) ovaryum dokusunda, ovaryum yuzey epivdkil epitel
hicreleri negatifti. Primer oositler de zayif pdin kuvvetli pozitife dgisen
reaksiyon goruldid. Ovaryum stromasinin da zayif itforeaksiyon gosterdi
izlenmistir (Resim 2).

38. gunluk puberte donemi ovaryum dokusunda, ovarwiizey epitelindeki
reaksiyon negatifti. Primordial ve primer folikidie epitel hicrelerindeki ve
oositlerindeki ifade zayifken, sekonder ve tersigdikillerin grantiloza hiicrelerinde
negatif ve pozitif reaksiyon birlikte gozlendi. Gitesrde de negatiften kuvvetli
pozitife deiisen derecelerde reaksiyonlar izlendi. Ovaryum stsanda yer yer
pozitif boyanma gozlendi (Resim 2).

12 haftalik ergin (fertil) farelerin ovaryum yuzepiteli negatif ifade gosterdi.
Primordial ve primer folikullerin epitel hicreleda negatif ifade gozlenirken,
sekonder ve tersiyer folikullerin grantloza hicrelgenel olarak negatif olmakla
birlikte cok az hiicrede pozitif boyanma dikkati gebiger gruplarda oldgu gibi
oositlerin bazisi negatif, bazisi pozitif reaksiygirsterdi. Teka eksterna bu grupta da
negatif olarak go6zlendi. Korpus luteumda boyanmaa oderecedeydi ve
sitoplazmikti. Ovaryum stromasi ¢ok zayif pozitikkkan damarlari kuvvetli pozitifti
(Resim 2).

18 aylik yali farelerin ovaryum dokusundaozitif ve negatif reaksiyon gosteren
yuzey epitel hiucrelerine rastlandi. Bu grupta falikayisi goreceli olarak azakni
korpus luteum sayisi ise argrolarak izlendi. Luteal hicreler negatifken, stroma
hicreler ile atretik foliktller pozitifti (Resim 2JSSEA-1 belirtecinin sonuclari tablo
9 ve 10'da kisaca 0zetlengtir.)



Fare ovaryum dokusunda SSEA-1 ifadesi

Ergin X100 Puberte X100 Yenidogan X100

Yasli X200

Resim 2

SSEA-1 ifadesinin fare ovaryum dokusundaki yenhe ve dailiminda primordial
folikul; (Prd F), primer folikil; (PF), sekonder liwil;, (SF), tersiyer folikil; (TF),

primer oosit; (0), ovaryum yuzey epiteli; (OYE) kerpus luteum; (KL) yapilari
gorulmektedir.

44
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4.4. Ovaryum Dokusunda Oct 3/4fadesi

Yenidasan (2. gun) ovaryum yuzey epitelinde Oct 3/4 ifadeszitif olarak
izlendi. Primordial ve primer folikullerin oositlekuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi
ancak folikul epitel hicreleri negatifti (Resim 3).

38. gunluk puberte dénemi ovaryum yuzey epiteli G¥dticin negatifti. Primer
ve sekonder folikillerin epitel hicrelerinde nefjatiade izlenirken tersiyer
foliktllerin graniloza hicrelerinde negatif ve pdzieaksiyon gosteren hicreler ic
iceydi. Primer folikilin oositinde negatif ifade ziénirken, sekonder ve tersiyer
foliktllerin oositlerinde kuvvetliden zayif poziéf kadar dgisen ifade gozlendi
(Resim 3).

12 haftalik ergin (fertil) farelerimovaryum ytzey epitelinde zayif pozitif ve
kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren hicrelere rastl. Primordial ve gelén
foliktllerin grantloza hucrelerinde negatif ifadearken primer ve sekonder
foliktllerin grantlloza hicrelerinde pozitif ifadendir. Primer oositteki boyanmanin
siddeti folikal buytdikce artmaktadir. Korpus lutedmacreleri de pozitif reaksiyon
gostermektedir ve boyanma genel olarak sitoplaan{iResim 3).

18 aylik yah farelerin ovaryum yiizey epitelinde negatif ve pozitif boyanma
gosteren hicreler i¢ iceydBu grupta da ger gruplarda oldgu gibi folikil sayisi
goreceli olarak azalmgy korpus luteum sayisi artgnolarak izlendi. Luteal hicreler
negatif, stromal hiicreler ve atretik foliktller pifa (Resim 3). (Oct 3/4 belirtecinin

sonugclari tablo 11 ve 12'de kisaca 0zetlegtim)



Puberte X400 Yenidogan X400

Ergin X200

Ergin X400
Ergin X1000

Yasli X100
' ‘Y‘asli X400

Resim 3

Oct 3/4 ifadesinin fare ovaryum dokusundaki ygne ve dailiminda primordial
folikul; (Prd F; oklar), primer folikul; (PF), sekaer folikul; (SF), tersiyer folikul;

(TF), primer oosit; (0), ovaryum Yyiizey epiteli; (BY ve korpus luteum; (KL)
yapilari goérilmektedir.
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4.5. Ovaryum Dokusunda c-kitifadesi

Yenidagan (2. gun)varyum ylzey epitelinde c-kit ifadesi pozitif @érizlendi.
Foliktl epitel hicreleri negatif olarak izlenirkeoositlerin bazisinda negatif
bazisinda kuvvetli pozitif ifade izlendi. Ovaryumnsnasindaki ifade ise zayif pozitif
olarak gozlendi (Resim 4).

38. gunluk puberte donemindeki grup da ovaryum yuepitelinde kuvvetli
pozitif boyanma gosterdi. Primordial, primer ve ced#ter folikillerin hem epitel
hicrelerinde hem de oositlerinde pozitif reaksiyiniltrken, tersiyer folikullerin
[umene yakin olan granitloza hicrelerindeki boyanmaddeti orta derecede
pozitifken, lumenden bazale gl inildikce boyanmanin derecesi giderek agtne
bu tabakalardaki hucreler kuvvetli pozitif bir reakon gostermstir. Tersiyer
folikUllerdeki sekonder oositler de kuvvetli potitboyanmgtir. Korpus luteum
hicrelerinde ve ovaryum stromasindaki reaksiyopagatiftir (Resim 4).

12 haftalik ergin (fertil) farelerin ovaryum yizepiteli bu grupta da pozitif
boyanma gosterdi. Primordial folikillerin grantlokécreleri orta derecede pozitif
ve kuvvetli pozitif boyanma g0sterirken folikillari primer oositlerindeki
reaksiyonlar negatiftir. Tek tabakall primer folildideki graniloza hicrelerinde orta
derecede pozitif boyanma varken, cok katl tabakaghip primer folikillerin
graniloza hucrelerindeki boyanma kuvvetli pozitiferimer folikillerin hem zona
pellusidalari hem primer oositleri hem de oositigkleri kuvvetli pozitif ifade
gostermgtir. Korpus luteumun bazi hicre c¢ekirdekleri boyazken bazi hicre
cekirdeklerinde kuvvetli pozitif reaksiyon izlengtit (Resim 4).

18 aylik yaglh grupta genel gérinum ger gruplarla ayni idi. c-kit’in ifadesi, @dimi

ve yerlgimi de Nanog, Oct 3/4 ve SSEA-1'in sonuclarina leedz Bu grupta da
stromal hicreler ile atretik folikiillerde kuvvetioyanma, luteal hicrelerde negatif
boyanma izlenmtir (Resim 4). (c-Kit belirtecinin sonuclari tabl® ve 14'de kisaca

Ozetlenmgtir.)



Fare ovaryum dokusunda c-Kit ifadesi

Yenidogan X100
Yenidogan X200

Puberte X400

Puberte X100

Ergin X400

Ergin X200

Yasli X100

Resim 4

c-Kit ifadesinin fare ovaryum dokusundaki yenei ve dailiminda primordial
folikul; (Prd F; oklar), primer folikul; (PF), sekaer folikul; (SF), tersiyer folikul;

(TF), primer oosit; (0), ovaryum yuzey epiteli; (Ytek ok) ve korpus luteum;
(KL) yapilar goralmektedir.
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Tablo-7. Nanog Ekspresyonu Dglimi ve Yerlesimi
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QOosit Granuloza Hucreleri Teka Hucreleri
Nanog
YD PB E YD PB E Y YD PB E
Primordial
+ + ++ - - - - / / /
Folikul
Primer +/ ++ ++
. - - - - / / /
Folikal ++ + +
Sekonder ++ ++ ++ ++
; / / - - / ++
Folikal + + +/- +
Tersiyer ++ ++ ++ ++ ++
. / / +/- / /
Folikal + + +/- + +
Korpus
P / / ++
Luteum

Tablo-8. Ovaryum yiizey epiteli ve stromal hiicreleré Nanog ekspresyonu

) Pubertal )

Nanog Yenidgan ) Ergin Donem Yaslilik
Ddnem

Stromal

- +++ ++ +++
Hucreler
Ovaryum

+++ - +++ +++/-

Yuzey Epiteli




Tablo-9. SSEA-1 Ekspresyonu Dalimi ve Yerlesimi
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QOosit Granuloza Hucreleri Teka Hucreleri
SSEA-1
YD PB E YD PB E Y YD PB E
Primordial
) + - - - - - - / /
Folikdl
Primer -
. [+ -[+ - - - - - / -
Folikul
+
Sekonder +/ ++
) / +/- +/- / - / -
Folikl ++ +/-
+/
Tersiyer ++
/ ++ / ++ +/- - / -
Folikul [+
+
Korpus
++ ++ - / /
Luteum

Tablo-10. Ovaryum ylzey epiteli ve stromal hiicreleste SSEA-1 ekspresyonu

) Pubertal ]
SSEA-1 Yenidgan ) Ergin Donem Yaslilik
Donem
Stromal
- + -[++ +++
Hucreler
Ovaryum
- - - -[+++

Yuzey Epiteli




Tablo-11. Oct 3/4 Ekspresyonu Dgilimi ve Yerlesimi
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QOosit Granuloza Hucreleri Teka Hucreleri
Oct 3/4
YD PB E Y YD PB E Y YD PB E
Primordial
] +/- - -+ / - - - -
Folikul
Primer ++ -
+/- + +/- - [+ - / - -
Folikul /-
+
Sekonder )
/ +/- ++ / / + 1+ + / - -
Folikul
+
++ - -
Tersiyer +/
: / [+ A / [+ I+ / = =
Folikul ++
++ ++ +
Korpus
P / / - / - / - -
Luteum

Tablo-12. Ovaryum ylzey epiteli ve stromal hiicreleste Oct 3/4 ekspresyonu

) Pubertal ]

Oct 3/4 Yenidgan Ergin Donem Yaslilik
Donem

Stromal

- +/++ + +++
Hucreler
Ovaryum

+++ - +/+++ -[+++

Yuzey Epiteli




Tablo-13. c-kit Ekspresyonu D&ilimi ve Yerlesimi
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i Oosit Granuloza Hucreleri Teka Hucreleri
c-kit
YD PB E YD PB E Y YD PB E
Primordial
+/- + ++ - - - / - / /
Folikdl
Primer +/ ++ ++ / /
Folikul ++ + +
Sekonder ++ ++ ++ ++
) / / - / / ++
Folikdl + + +/- +
Tersiyer ++ ++ ++ ++ ++
. / / +/- / /
Folikul + + +/- + +
Korpus
/ / ++ - / /
Luteum

Tablo-14. Ovaryum yuzey epiteli ve stromal hiicreleste c-kit ekspresyonu

) ) Pubertal )
c-kit Yenidogan ) Ergin Donem Yaslilik
Donem
Stromal
- +++ +++ ++/-

Hucreler
Ovaryum

+++ +++ +++ +++/-
Yuzey Epiteli
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5. TARTISMA

Ovaryum dokusunda belli sayida oosit @du ve bunlarin sayisinin
arttirlmasinin miimkiin olmagli tireme biyolojisinin en temel dogmasidik olarak
1870’lerde temeli atilan bu doktrin (Waldeyer v@&70) 1950’lerde daha da kabul
gormistir (Zuckerman 1951).

Ancak son yillarda dgum sonrasi donemde oogenezisin olabgetegosteren
calismalar bu dogmanin kesiginin sorgulanmasina neden olgtwr (Johnson vd.
2004, Lee vd. 2007). Aslinda glam sonrasi oogenezisin olabilgcékri ilk olarak
Allen (1923) ve Simkins (1932) tarafindan ortaydnagtir. 2004 ve 2005 yilinda
Tilly ve arkadalari kemik iligi ve periferik kan kok hucrelerini, kemoterapi ile
sterilize edilm§ ovaryumlara transplante eg@r (Johnson vd. 2004, Johnson vd.
2005) ve yeniden oogenezisin olabilgiogé gostererek bu fikri canlandirgiardir.

Bu calgmalarin yanisira kok hicrelerden germ hicresi elgggmalarida bu
sure icerisinde bilim dinyasindaki yerini hizla afim. Bu konuda ilk olarak 2003
yilinda Hiubner ve arkadiar yesil florasan protein tgyan transgenik fare
embriyonik kok htcrelerini kullanarak in vitro oéde oosit elde etngierdir. 2004
yilinda Geijsen ve arkaglari embriyonik kok htcrelerden spermatogonyum elde
etmiglerdir. 2006 yilinda Lacham-Kaplam ve Novak embnikokok hicrelerden
oosit elde etmier ancak Novak, elde ettikleri oositlerin mayoz lumine
gecirmedgini ve fertilizasyon kapasitelerinin olmagini belirtmitir. Dyce ve
arkadalari 2006 yilinda fotal domuzlarin deri kok hicreie kullanarak VASA ve
DAZL ifade eden granuloza hucreleri elde eferdir. Bu htcreleri 30-40 gin
boyunca kdltture ettiklerinde folikllerin geligini gormiglerdir. Ayrica bu
hicrelerin FSH reseptorine sahip ve FSH’a duyaltiugunu bildirmglerdir.
Ghadami 2008 yilinda folikil stimule edici hormoaeseptdri (FSHR) olmayan
farelere kemik ilgi transfer etttinde hem follikil sayisinda hem de Ostrojen
duzeyinde ar§l gozlemgtir. Lue ve arkadgari ise kemik ilgi kokenli k6k hicreleri
fare testislerine naklettiklerinde FSHR ekspreseenedsertoli hicreleri elde
etmilerdir (Lue vd. 2007). 2004 ve 2005 yillarinda Bugky ve arkadgdari
ovaryum yuzey epitelindeki germ hucrelerinin kaninalgla ovaryum icine
gecebilecgini ve yeni olgan folikullerin bunlar olabileggni sdylemslerdir.

Ancak 2006 yilinda Eggan yapti parabiotik fare modelinde bu folikillerin

yanlis isaretlenmg imman hicreler oldgunu savunmgtur.
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Yukarida belirtildgi gibi pek cok arstirmada somatik kok hicrelerinden ya da
embriyonik kok htcrelerinden oosit elde edgtini Bukovsky'nin ovaryum ylzey
epitelinden germ hicrelerini elde @itii bildirmesi bu konuda yeni ag@rma
sahalarinin ortaya ¢ikmasina neden ghonu

Ovaryum yuzey epitelinin ovaryum fizyolojisindeke vovaryum kanserlerindeki
roli buyudktir. Ovaryum kanserlerinin % 85-90’'ni tepiyal kokenlidir ve 6ldurici
olan bu kanserler ovaryum ylzey epitelindgaynaklanir (Jemal vd. 2002).
Ovaryum vyiizey epiteli cok az farklgian, d&isime az @rayan pek cok epitel
dokudan farkli olarak hem epiteliyal hem de memeal belirtecleri ifade eder
(Auersperg vd. 2001). Ovaryum yuzey epiteli ovutagia yirtilir daha sonra da
kendini yenileyebilir. Son yillarda pek cok gahada olgun ovaryum ylzey
epitelinde varlg gosterilen kok hicreler tagtimaktadir (Auersperg vd. 2001, Zhang
vd. 2008). Parte ve arkagari, kultlre ettikleri ylizey epitel hiicrelerindékkhiicre
belirteclerinden Oct 3/4'Un ve SSEA-4’Un ifade gidau gosterngierdir. Virant-
Klun ovaryum yuzey epitelinin embriyonik kok hudieelligi gosterdgini ve Sox-2,
Oct4 ve Nanog ifade egini ileri sirmdtar (Virant-Klun 2010, Skutella 2010).
Virant-Klun ve arkadglari dgzal olarak foliktl bulunmayan menapozal donemdeki
ve prematlr ovaryan yetmedliolan hastalardan ovaryum ylzey epiteli izole ¢tmi
ve bu hicrelerden oosit elde eglardir. Zhang ve arkadkr 2008 yilinda
ovaryumda foliktl dyindaki yapilardan da, germ belirteclerinden Oct, 3V&/H,
SCF-R (c-kit) ve SSEA-1'i eksprese eden hucrelanirmlamglardir (Zhang vd.
2008).

Transkripsiyonel faktorlerden Oct 3/4 ve nanog gudranskripsiyonel
faktorlerdendir. Pluripotent ve embriyonik kdk hél@rde bulunurlar. Bu genlerin
dogum sonrasinda Ureme hicrelerinde vgtigesomatik hiicrelerde bulunmasi bazi
arastiricilara gore yalanci gen (pseudogen) ifadegia@l&le alinmgtir (Lengner vd.
2007, 2008). Adewumi ve arkagdari ise bu genlerin primerlerini kullanarak
yaptiklari ¢calgmada, primerlerin amplifiye oldwnu pseudogenlerin ise amplifiye
olamayacgini gostermglerdir. Bununla birlikte Oct 3/4 ve nanog gibi giicl
transkripsiyonel faktorlerin somatik hiicrelerdeffevi tam olarak acgiklanamastir.

Biz literatlre bu konu ile ilgili daha fazla katkidulunabilmek icin éncelikle
yenidgzan donemden y& donemine kadar tim ovaryum dokusunda nanog3@ict
c- kit ve SSEA-1'in vark, yerleimi ve dailimini incelemeyi amagladik.
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Nanog 2003 yilinda kéedilen kok hiicre belirteclerinden biridimplantasyon
oncesi embriyolar, embriyonik kok htcreler, embrijo germ hucreleri ve
embriyonik kanser hicreleri nanog ifade ederlex2See Oct 3/4, nanog ifadesinin
duzenlenmesinde rol oynayan transkripsiyon faktiilleve bu ¢ transkriptik faktor
kok hucrelerin farklanmadan galmasinda koordineli olarak cahlar (Boyer vd.
2005, Yongmiao Pan vd. 201MMitsui vd. 2003, Wang vd. 2003, Hart vd. 2004,
Hatano vd. 2005, Shinpei vd. 2005 tarafindan imrhistokimyasal ve RT-PCR
teknikleri kullanilarak yapilan agarmalarda, doéllenmeryioositlerin nanog icin
negatif oldgu belirtilmistir. Yine 2005 yilindaki Shinpei Yamaguchia ve atégar
8 haftalik ovaryum dokusunda yaptiklari gadalarda tum folikillerde nanog
ifadesini negatif bulmglardir.

Bu calgmalarin aksine biz yenigan doneminde, pubertal donemde ve ergin
dénemde oositlerde nanog ifadesini pozitif buld&lica puberte ve ergin ovaryum
dokusundaki tersiyer folikilin granuloza hicreldan ve ovaryum stromal
hicrelerinde nanog ifadesi pozitifti. ¥aovaryum dokusunda isgalnizca stromal
hlcreler ve ovaryum yuzey epitelindeki bazi hierptezitif ifade gosternsti.

C-kit oosit-granuloza etkilgminde rol oynayan tip Il reseptér tirozin kinazdi
C-kit oositlerde ifade olmaktadir. Robinson ve aidgtari insanlarda mitozun
olaylandgl oogonyumlarda c-kit mRNA'’sinI ve proteinini gastestir (Robinson
vd. 2001). Yoshida ve arkadari (Yoshida vd. 1997) ise primordial folikilden
primer folikil gelstikten sonra c-kit ifadesinin bloke olgunu bildirmglerdir.
Driancourt ve arkad#ari mRNA c-kit saliniminin fétal donemde 8-14 ggnde
oldugunu ayni zamanda g@om sonrasi donemde oositlerde, primordial folikialée
ve gelgen folikullerin yuksek oranda c-kit icegdni bildirmislerdir (Driancourt vd.
2000).Insan primordial germ hiicreleri 7. haftada ve 18.2il. haftalar arasinda c-
kit'i ifade ederler. Stoop ve arkagar! intrauterin hayat boyunca c- kit ifadesinin
oldugunu bildirmglerdir (Stoop vd. 2005Kang ve arkadgari primordial ve primer
folikul oositlerinin 2. ve 7. guinlerde c- kit ifadsgtigini, granuloza hicrelerinin ise bu
ifadeyi 21. giinde gosteggni bildirmislerdir (Jae Seongang vd. 2003).

Bizim sonuclarimizda bu bulgularn destekler yondebliz de yenidgan
doéneminde primordial ve primer folikill oositlerinaekit ifadesini pozitif bulduk.
Bununla birlikte ne yenidgan doéneminde ne pubertal donemde ne de ergin
donemdeki deneklerde primordial ve primer folikiithe granuloza hucrelerinde
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pozitif boyanmaya rastlamadik. Pozitif reaksiyoredece sekonder ve tersiyer
foliktllerin granuloza hiicrelerinde rastladik.

Oct4 (Oct 3/4, Oct3) en d6nemiranskripsiyon faktéri olup embriyonik kok
hicrelerde, primordial germ hucrelerinde ve gerncrélégrinde bulunur. Buna ek
olarak germ hucre timoérlerinde de varlbildirilmi stir. Oct4 embriyonik hiicrelerin
farklilasmasini inhibe eder. Oct4’in saliniminin azalmasi birlikte farklilggma
basglar. Ayrica Oct4 salinimi ile birlikte erken embwiyk donemde Sox2, Fgf4,
Rex1, hCG ve Utfl gibi bircok genin de ekspresyamuisalinimi bglamis olur.
Farklilssmanin balamasi ile birlikte Oct4 sentezide azalir (Hansid. 2000,
Koestenbauer vd. 2006). Oct 3/4’Un, 17. ile 24tdiafdaki germ hicrelerinde ifade
oldugu, daha sonraki donemlerde ifadesinin azalBildiriimistir (Goto vd. 1999).
Dogumdan sonra hicbir germ hicresinde ifade olgadildirilmistir (Goto vd.
1999, Looijenga vd. 2003, Rajpert-De Meyts vd. 2004

Bizim calsmamizda yenidgan ovaryumlarinda oositlerde, pubertal donem
ovaryumlarindaki bazi antral folikillerin antrumakyn granuloza hiicrelerinde ve
oositlerinde, ergin donem fare ovaryumundasgelive tersiyer folikil oositlerinde,
granuloza hicrelerinde ve yizey epitelindegliyavaryumunda ise yalnizca yuzey
epitelinde ve stromal hicrelerde Oct 3/4 ifadesrle@mistir.

Hem fare hem de insan embriyonik kbkcrelerinde tanimlanan SSEA (Stage-
Specific Embriyonic Antigen) antijenin bilinen Ugrfnu vardir; SSEA-1, SSEA-3 ve
SSEA-4.SSEA-1 ayni zamanda bir karbonhidrat antijeniditeg (Lewix X), CD15
veya 3-FAL olarakta isimlendirilmitir. Insan embriyonik kok hiicresi pluripotent
Ozellik gosterdii donemdeSSEA-3 ve SSEA-4 pozitif iken, farklgaaya baladigi
donemde SSEA-1 antijenini dsalgilamaya bgar. SSEA-1 antijeninin vagi
trofoblast farklilamasinin bir gostergesidiinsan blastokistinde SSEA-3 ve SSEA-4
pozitiftir, trofoblast hicreleri ise zayif olarakSEA-1 salgilanmasi gosterir. Pre-
implantasyon donemindeki fare embriyosu sadece SSpditiftir.

Fakat farklilama ile birlikte SSEA-1 antijen pozitifli kaybolur. Fare i¢ hicre
kitlesi SSEA-1 pozitif iken, fertilize olmamposit ve erken yariklanma dénemindeki
fare embriyosu SSEA-3 ve SSEA-4 pozitiftir. Fakasan embriyosuna zit olarak
blastokist gamasinda SSEA-3 ve SSEA-4 negatiftir. Morula domeleki fare
embriyosunda SSEA-1 antijeni blastomerler arasindiicre-hiicre adezyonunda
gorev almaktadir. SSEA-3 ve SSEA-4 antijenlerinatieri ise hala targmalidir
(Henderson vd. 2002). SSEA-3 ve SSEA-4 antikorlareritrositlerde pozitif olmasi
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bu antijenlerin immun cevapta veya erkensidiie rol oynayabileceklerini

disundurtmektedir (Tippett vd. 2009). Bristol ve arkgldri ergin ovaryum

dokusunda SSEA-1 ifadesini kan damarlarinda, telaedherinde, korpus luteumda
belirtmiglerdir (Bristol-Gould vd. 2006).

Bizim calsmamizda; yenidgan ovaryum dokusundaki oositlerde zayif ve orta
derecede, pubertal dénem ovaryum dokusundagisitesafhalardaki folikillerin
oositlerinde kuvvetli pozitif, negatif ve orta deesle SSEA-1 ekspresyonu
izlenmistir. Ayni boyanma 0zellikleri ergin donem ovaryurokdsunda da kendini
gostermgtir. Yasli ovaryum dokusunda ise sadece stromal hicrelgitiftio. ilging

olarak, tim gruplarda ytizey epiteli negatif rea&sigosternitir.
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6. SONUCLAR

Oct 3/4, c-Kit, Nanog ve SSEA-1'in yenigan donem, pubertal donem ve ergin
donem folikdl oositlerinde, sekonder ve tersiyeikidlerin granuloza hicrelerinde
ifade edildgini immunohistokimyasal ve RT-PCR tekniklerini kalarak gosterdik.

Kullandigimiz dort antikorun ergin donem ovaryum dokusunggerdgruplara
gore daha kuvvetli reaksiyon gosteidi belirledik. Ozellikle sekonder ve tersiyer
foliktllerin granuloza hucreleri ve oositleri SSHA-dsinda kuvvetli boyanma
gostermgtir. Ayni zamanda atretik folikillerde de boyanmaepiftir. Sekonder ve
tersiyer folikillerin granuloza hicreleri ile odsiindeki boyanmanin ynlugu,
bize bu molekdllerin dominant folikil seciminde, rm@l foliklilogenezisde etkili
olabilecgini disUndtrmigtar.

Ayrica sekonder ve tersiyer folikullerin granulobécrelerinde hem cekirdek
boyanmasi hem de sitoplazmik boyanma izletimiBu tarzda boyanmsekli farkli
calismalarda da gozlenmive bu molekillerin ¢ekirdek DNA’sinin yani sira
sitoplazmada mitokondrial DNA'siyla da ghkili olabilecezi ifade edilmitir.
Ozellikle Nanog, Oct 3/4 ve c-kit ifade eden gramal hiicrelerinin normal
folikilogenezisde rol alabilege gibi, onkojen kok hicrelerine dogrine
potansiyellerinin olabilege izlenimi verdi. Bu bulgular normal ve patolojik germ
hicre gekim ile foliktl gelisimindeki ileri argtirmalar icin referans olabilir.

Calismamizda ysli gruplarda stromal ve yizey epitel hiicrelegioda pozitif
reaksiyon izlenmengiir. Bu dort molekilinde yuzey epitelinde pozitihasi hem
ovaryum kanserlerinin arjdgmasinda hem de ¢@aom sonrasi oogenezis
calismalarinin guclenmesinde etkili olacaktir.

Bununla birlikte SSEA-1'in yalnizca yl donem ovaryum ylzey epitelinde
pozitif olmasi, c-Kit'in yenidgan ve pubertal donemde negatif olup ergin wgilya
dénemi ovaryum yizey epitelinde pozitif olmasi, @6t ve Nanog’un ise yalnizca
pubertal donemde yuzey epitelinde negatif olupedidonemlerde pozitif olmasi

aciklanamanstir.
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