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OZET

Amac:Hiicreler aras1 kopriiler somatik hiicrelerde hiicre boliinmesinin sitokinez evresinde
olusan gecici yapilardir. Farede farklilasan germ hiicreleri arasinda TEX14 proteininin
varlig1 ile kalic1 yapilara doniisen hiicreler arasi kopriilerin, diploid disi germ hiicrelerindeki
rolii belirsizligini korumaktadir. Calismamizda, germ hiicrelerinde hiicreler arasi koprii
icermeyen TexI4 mutant (Tex147") fareler kullanilarak, hiicreler aras1 kopriilerin mayozun
senkronizasyonu ve germ hiicre havuzunun kurulmasindaki rolii ii¢ boyutlu (3D) analiz

yontemi kullanilarak arastirilmisgtir.

Yontem:Wholemount immiinofloresan yontemi ile Tex/4"* ve TexI4” ovaryumlarda
germ hiicreleri mayoz ve apoptoz belirtecleri ile igsaretlendi. Imaris programi ve MATLAB
komut dizisi ile ovaryumlarin 3D haritas1 olusturuldu. Ayrica apoptozun grup/kiime
analizi gergeklestirildi. Tex/4™* ve Tex14” ovaryumlarda kimyasal stres olusturulduktan
sonra hiicreler aras1 kopriilerin varliginda ve yoklugunda hiicre eliminasyonu

degerlendirildi.

Bulgular:Ovaryumda mayozun ilk olarak radyal bir dalga halinde basladigi, anterior-
posterior (AP) mayotik dalganin ise E13.5’tan itibaren etkili oldugu izlendi. Tex/4”
ovaryumlarda, radyal mayotik dalganin olmadigi, sadece AP dalganin korundugu ve Tex/4
 germ hiicrelerinin TexI4"*e kiyasla mayoza daha erken basladigi dikkat gekti. Germ
hiicre eliminasyonunun gergeklestigi donemde Tex/4”- ovaryumlarda germ hiicre sayisinin
azaldig1, apoptozun arttigi ve TexI/4"/"den farkli olarak, Tex/4” germ hiicrelerinin
ovaryumda rastgele elimine edildigi izlendi. Stres indiiklendiginde ise germ hiicre kaybinin

oransal olarak TexI4""de Tex14"'e gore artmis oldugu tespit edildi.

Sonug¢:Calismamizda, ovaryumda hiicreler arasi kopriilerin radyal mayotik dalganin
diizenlenmesinde ve apoptoz diizeyinin belirlenmesindeki rolleri literatiirde ilk defa
ortaya konulmustur. Fetal germ hiicre gelisiminin aragtirilmasi, ovaryan rezervin
kurulmasinda etkili olan mekanizmalar1 anlamamizi saglayarak, infertilite, subfertilite ve

oositlerde siklikla izlenen andploidi ile ilgili bilinmeyenlere 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hiicreler aras1 koprii, TEX14, fetal germ hiicresi, mayoz, apoptoz.



ABSTRACT

Objective: Intercellular bridges (ICBs) are transient structures which form during
cytokinesis step of somatic cell division. They transform into permanent structures with
the presence of TEX14 protein in differentiating mice germ cells. The role of ICBs in
mammalian female germ cell development is still unclear. In our study, we analyzed the
role of ICBs in the synchronization of meiosis and establishment of germ cell pool by
using 3D analyzing method and Tex/4 mutant (7ex/4”") mice, which lack ICBs in germ

cells.

Method: Wholemount immunofluorescent staining was performed, Tex/4"" and TexI4
’germ cells were labelled with meiosis and apoptosis markers. 3D maps of ovaries were
created by using Imaris software and MATLAB. Clustering analysis of germ cells was
also applied. Germ cell elimination was analyzed in the absence or presence of ICBs in

Tex14"" and TexI14” ovaries which were subjected to chemical stress.

Results: Meiosis first started as a radial meiotic wave and anterior-posterior (AP) meiotic
wave was effective in the ovaries earliest at E13.5. The radial wave was absent and pre-
mature meiotic entry was observed in Tex/4”". Germ cell numbers were decreased and
germ cell death were increased in Tex/4” compared to TexI4"" when germ cell
elimination occurred through apoptosis. Unlike Tex/4"*, TexI4” germ cells were
eliminated randomly. When ovaries were subjected to chemical stress, further increase of

apoptosis following chemical stress was modest in Tex/4” compared to TexI4™* ovaries.

Conclusion:In our study, the roles of ICBs in the regulation of radial meiotic wave and
in calibrating the threshold of apoptosis in germ cells in the developing ovary were
revealed for the first time. Studying germ cell development in great detail will allow us to
gain deeper understanding in mechanisms which play a role during the establishment of
ovarian reserve and will enlighten infertility, subfertility and aneuploidy defects in

females.

Key words: Intercellular bridges, TEX14, fetal germ cell, meiosis, apoptosis
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Sekil 5.1.  Disi germ hiicrelerinde hiicreler arasi kopriilerin varliginda ve 73
yoklugunda mayoz dalgasinin nasil kontrol edilebilecegini

gosteren model
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1. GIRIS

Memelilerde erken embriyogenez siiresince somatik hiicre soyundan ayrilan bir grup
hiicre gamet Onciilii olan primordial germ hiicreleri (Primordial germ cells ‘PGCs’)’ni
olusturur. Primordial germ hiicrelerinin farklilasmasi o kadar erken gerceklesir ki, gebelik
belirlendiginde s6z konusu embriyodan sonraki jenerasyonu olusturacak germ hiicre
onciilleri ¢oktan secilmis ve somatik hiicre soyundan ayrilmistir (Laird, 2013). Primordial
germ hiicrelerinin gerek fetal gerekse puberteden sonra yetiskin donemde gelisimlerinin
koordineli bir sekilde gergeklesmesi ile genomik mirasg¢ilar olan oosit ya da sperm
meydana gelir. Bu nedenle germ hiicre gelisiminin tiim yonleri ile gelisimin erken
donemlerinden itibaren arastirilmasi ve aydinlatilmasi, temel tireme biyolojisi basta olmak
iizere klinikte belirsizligini koruyan birgok soru i¢in cevap olusturabilecek

potansiyeldedir.

Geg¢mis yillarda yapilan ¢aligmalar tiremenin ilk basamag1 olan mayoz boliinmenin disi
germ hiicrelerinde embriyonik donemde basladigini gostermektedir. Disi iireme
sisteminde sahip olunabilecek maksimum germ hiicre popiilasyonu fetal ve perinatal
donemde mayoz boliinme basta olmak iizere gerceklesen gelisimsel olaylar ile belirlenir.
Ovaryumda fetal donemden sonra germ hiicre havuzunu destekleyebilecek ve fonksiyonel
oositi olusturabilecek kok hiicre kaynaginin olup olmadigi giiniimiizde hala tartisma
konusudur. Ayrica, disi ireme sisteminde devamli olarak germ hiicre kaybinin oldugu da
giiniimiizde histolojik yontemler kullanilarak ortaya konulmustur. Bu anlamda, erken
donem germ hiicre gelisiminin koordineli bir sekilde gerceklesmesi disilerde reprodiiktif

kaderi belirlemektedir.

Gelisimin erken dénemlerinden itibaren germ hiicre gelisimi incelendiginde bircok tiirde
(C. elegans, Drosophila, fare, insan) farklilasmakta olan germ hiicrelerinin kist yapisi
icerisinde gelistigi dikkat cekmektedir. Her iki cinsiyette de germ hiicre stratejisi olarak
tanimlanan kist yapilar1 germ hiicrelerinin arasinda kalic1 hiicreler arasi sitoplazmik
kopriilerin kurulmasi ile olusur (Lu ve ark., 2017). Hiicreler arasi kopriiler, somatik
hiicrelerde hiicre boliinmesi sirasinda iki yavru hiicre arasinda olusan gecici yapilar

olmasina ragmen, germ hiicrelerinde TEX14 (Testis expressed 14) proteininin varligi ile

1



kalic1 yapilara dontiserek farklilasan germ hiicrelerinin kist yapist igerisine gelismesini

saglar.

Disi ve erkek germ hiicre gelisiminin farkli donemlerde (gametogenez ve/veya gelisim
stiresince) izlenebilen hiicreler aras1 kopriilerin fonksiyonu ve gorevi literatiirde en etkin
model olarak ¢alisilan Drosophila’da agik bir sekilde ortaya konulmustur. Drosophila’da
disi germ hiicreleri tek bir kurucu (Oncii) hiicrenin sitoplazmik boliinmelerini
tamamlamadan art arda 4 hiicre boliinmesi gecgirmesi ile klonal olarak gelisir. 16 hiicreden
olusan kist yapisinda 15 destek hiicresi hiicre sitoplazmik materyallerini kist i¢inde
bulunan tek bir (gelisimin ilerleyen donemlerinde oositi olusturacak) hiicreye transfer
eder. Boylece destek hiicreleri baz1 organel ve mRNA’larin germ hiicreleri arasindaki bu

spesifik baglantilarindan oosite gegmesini saglayarak oosit gelisimini destekler.

Germ hiicrelerine 6zgii bu sitoplazmik kopriilerin memeli germ hiicrelerinde de varligini
stirdiirmesi evrimsel olarak benzer yap1 ve gorevler iistelenebilecekleri ihtimalini akillara
getirse de, Drosophila ve memeli germ hiicre gelisiminin bir¢ok noktada birbirlerinden
farklilik gosterdigi bilinmektedir. Ttim bu bilgiler g6z 6nilinde bulunduruldugunda, mayoz
boliinmenin bagladigi ve disi germ hiicre havuzunun kuruldugu dénem olan fetal germ
hiicre gelisiminde hiicreler aras1 kdprii yapilarin gérevleri hala belirsizligini korumaktadir.
Bu nedenle ¢alismamizda; ‘Fetal germ hiicrelerinde hiicreler arasi kopriilerle saglanan
iletisim, ovaryumda mayotik dalganin yayilmasina olanak saglar ve apoptoz diizeyini

degistirir’ hipotezini kurduk.

Hipotezimiz dogrultusunda ¢alismamizda knock out teknolojisi ile Tex/4 geni ¢ikartilmus,
germ hiicreleri arasinda hiicreler arasi kopriiler bulunmayan mutant fare (Tex/47") soylari
kullanilarak, fare fetal disi germ hiicre gelisiminde, germ hiicreleri arasinda goriilen
sitoplazmik kopriilerin rollerinin literatiirde daha o6nce kullanilmamis 3 boyutlu (3

dimensional ‘3D’) analiz yontemi kullanilarak arastirilmasini amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

Tiim eseyli lireyen canlilar somatik ve germ (lireme) hiicreleri olmak iizere iki hiicre tipi
tarafindan olusur. Somatik hiicreler organizmay1 canli tutmak i¢in metabolik islevler
iistlenir. Bu hiicreler sinirli yasam siiresine sahip ‘mortal’ (8liimlii) hiicrelerdir. Diger
hiicre tipi olan germ hiicreleri ise tiiriin devamliligi i¢in ¢cok 6nemli olan genetik materyali
bir sonraki nesile aktarmak ile sorumludur (Sekil 2.1). Genetik materyalin aktarilmasi ile
nesiller arasi baglant1 sagladig1 i¢cin germ hiicreleri yasam dongiisiinde 6zel bir yere
sahiptir ve fertilizasyon oldugu durumlarda ‘immortal’ Oliimsiliz hiicreler olarak da

tanimlanir (Kunwar ve Lehmann, 2003).
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Sekil 2.1. Fertilizasyondan sonra somatik ve germ hiicrelerinin geligimlerini gdsteren sematik ¢izim.
(Aona ve ark.)’dan modifiye edilmistir.

Gamet Onciilleri olan primordial germ hiicreleri gelisimleri boyunca mayoz bdliinme de
dahil olmak iizere bir ¢ok onemli gelisimsel siiregten gegerek olgun oosit ya da spermi
olusturur (Magnusdottir ve Surani, 2014). Disi germ hiicre siklusunun son {iriinii olan
oositler sperm tarafindan dollendikleri takdirde embriyoya gelisebilen, diger bir ifade ile
gelisimsel totipotensinin tekrar kazanilmasini saglayan tek hiicre tipidir (Mardanpour ve
ark., 2008).

Bu 6nemli goreve sahip disi germ hiicrelerin biiyiik bir kismi1 gelisimini tamamlayamadan

farkli mekanizmalar ile elimine edilir. Yetiskin ovaryumda fonksiyonel disi germ hiicresi



olusturabilecek kok hiicre kaynaginin da bulunmadigr géz 6niinde bulunduruldugunda,
primordial germ hiicrelerin farklilagarak ovaryan rezervin kuruldugu embriyonik/fetal ve
neonatal (yenidogan) donemde disi germ hiicre gelisiminin anlasilmasi biiyiik 6nem

tagimaktadir.

2.1. Primordial Germ Hiicre Gelisimi

Memelilerde germ hiicrelerinin somatik hiicre soyundan aymrimi ilk olarak
embriyogenezin gastrulasyon evresinde gergeklesir (Chen ve ark., 2013). Gamet onciilleri
olan primordial germ hiicreleri bu siirecte epiblasttan koken alir. Primordial germ hiicre
onciilleri ise ilk defa fare embriyonik gelisimin 6.25 giiniinde (E6.25) ekstra-embriyonik
ektodermden salimnan BMP4 (Bone Morphogenic Protein 4)’e cevaben germ hiicresine
spesifik birtakim genleri ifade etmeye baglayarak proksimal epiblasttan farklanir
(Gunesdogan ve ark., 2014; Irie ve ark., 2014). E7.25 giine gelindiginde allantoisin
baslangi¢ yerine yakin vitellus kesesi duvarinda yaklagik 40 tane kurucu (founder)

primordial germ hiicresi bulunmaktadir (Ginsburg ve ark., 1990; Lawson ve Hage, 1994).

Primordial germ hiicreleri gelisimin ilerleyen giinlerinde arka bagirsagin dorsal mezenteri
boyunca ameboid hareketlerle gonad taslaklari olan ‘genital kabarti’ya dogru go¢ eder
(migrasyon). Genital kabartinin gelisimi, prolifere olan sdlom epiteli ve altindaki
mezensim hiicrelerinin mezonefrozun ventromedial yiiziinde yogun ve yalanci ¢ok katl
bir tabaka olusturmasi ile baslar. Es zamanli olarak, bazal membran parcalanmasi
(fragmentasyon) meydana gelir. Epitel hiicrelerinin olusturdugu epitelyal kordonlar
(gonadal kordonlar)’in i¢ kisimlara dogru go¢ etmesi ile kalin ve ¢ok tabakali bir yap1
olusur (Karl ve Capel, 1998). Belirtilen morfolojik degisiklikler ilk dnce anteriorde baglar
ve kademeli olarak posteriore dogru yayilarak genital kabartilar olusur (Hu ve ark., 2013).
Gogleri sirasinda prolifere olan primordial germ hiicreleri E8.5 giinde yaklasik 100 adet
hiicreden olusur ve bu déonemde sahip olduklar1 uzun hiicresel uzantilar (yaklasik 40 um)
sayesinde yaygin bir iletisim ag1 olusturur. Gogleri sonucunda E10.5 giinde genital
kabartiya ulasan primordial germ hiicreleri hiicre boliinmelerine devam eder ve E11.5

giinde yaklagik 3000 hiicreden olusur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Fare embriyonik gelisimi siiresince ger¢eklesen primordial germ hiicre 6zellesmesi ve gogiin
(migrasyon) sematik ¢izimi. A: E5.5-E12.5 giinler arasinda primordial germ hiicre gelisimini, B: E9.5 giinde
belirtilen kesit alanmin biyiitiilmiis halini gdstermektedir. Al: allantois, AVE: anterior viseral endoderm
DE: distal endoderm, DVE: distal viseral endoderm, EM: embriyonik mesoderm, Epi: epiblast, EXE: ekstra-
embriyonik ektoderm, ExM: ekstra-embriyonik mesoderm, PGCs: primordial germ hiicreleri, SM: somit,
VE: viseral endoderm. (Saitou ve ark., 2012)’den modifiye edilmistir.

Fare germ hiicre gelisimin E11.5 gilinline kadar olan dénem bipotansiyel donem olarak
tanimlanmaktadir. Diger bir ifade ile; embriyonun kromozomal cinsiyeti fertilizasyondan
itibaren belli olmasina ragmen, erkek ve disi germ hiicrelerinin cinsiyet spesifik gelisimi
E11.5 giinden itibaren genital kabartidaki somatik hiicreler tarafindan kontrol edilen
sinyaller aracilig1 ile ger¢eklesmektedir (Bullejos ve Koopman, 2004). XY embriyolarda,
Y kromozomunda bulunan cinsiyet belirleyici bolge (Sex Determining Region Y ‘Sry’)
ve Sry geninin alt hedefi olan Sry-box 9 (Sox9) geni varlifinda bipotensiyel gonad testis
yoniinde farklanmaktadir (Koopman, 1992; Sinclair ve ark., 1990). Y kromozomu ve
dolayli olarak Sry geninin olmadigi XX embriyolara ise Wnt4 (Wingless-type MMTV
integration site family member 4), Fst (Follistatin) ve Fox/2 (Forkhead box L2) genleri
varliginda disi yoniinde farklanma meydana gelerek bipotansiyel gonad ovaryum

olusturmak iizere gelisir (Sarraj ve Drummond, 2012). Bu sekilde genital kabartiya ulagan



primordial germ hiicreleri, E11.5’tan itibaren disi ya da erkek gametogenezi
dogrultusunda olgun germ hiicreleri olan oosit ya da spermi olusturmak tizere farklilasir

(Chen ve ark., 2013; Gomperts ve ark., 1994; Tam ve Snow, 1981).

2.2. Fetal Donem Disi Germ Hiicre Gelisimi
Genital kabartiya ulasan XX seks kromozomuna sahip primordial germ hiicrelerinin fetal

ovaryumda gelisimleri siiresince 3 temel olay gergeklesir.

(7) E10.5 ve E13.5 giinler arasinda mitotik bdliinmeler geciren primordial germ hiicreleri
sayilarini arttirir ve oogonium olarak adlandirilir. Bu donemde meydana gelen mitoz
boliinmelerin sitokinez evresinde, yavru hiicreler arasinda bulunan hiicreler arasi kopriiler
yikilmaz ve kalic1 yapilara doniisiir. Mitoz boliinme ile sayilarini arttiran ve hiicreler arasi
kopriiler ile birbirleri ile baglant1 kuran germ hiicreleri embriyonik ovaryumda her biri
ortalama 30 germ hiicresi igeren ‘germ hiicre kist’lerini olusturur (Grive ve Freiman,

2015) (Sekil 2.3).

(if) Mitoz boliinmelerin ardindan germ hiicre kist yapisinda bulunan germ hiicreleri
(oogonia) E13.5 giinde mayoz boliinmeye girer ve mayozun baglamasiyla oosit olarak
adlandirilir (Pepling, 2012). Embriyonik ovaryumda germ hiicreleri mayoz boélinmeye
basladiktan sonra gelisimin ilerleyen evrelerinde bir daha germ hiicre proliferasyonu
gerceklesmez. Mayoz I’in profazinda, leptoten, zigoten, pakiten evrelerini tamamlayan
germ hiicrelerinde (oosit) diploten evresine gelindiginde, yaklagik E17.5-E18.5 giinde,
homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda parg¢a degisiminin
(crossing-over) tamamlanmasindan sonra mayotik duraklama (arrest) gergeklesir

(Hartshorne ve ark., 2009) (Sekil 2.3).

(iii) Gelisimin ilerleyen donemlerinde, (E17.5’tan baslayarak) gelismekte olan ovaryumda
germ hiicre kistlerinin yikimi gerceklesir ve es zamanli olarak perinatal donemde oosit
sayisinda dramatik bir azalma meydana gelir (Pepling ve Spradling, 2001). Hayatta kalan
ve gelisimine devam eden oositler, ¢evresini saran somatik hiicreler (pre-graniiloza
hiicreleri) ile farede primordial folikiil havuzunu olusturur. Bu dénemde programli hiicre
olimii mekanizmalar1 ile oositlerin biiylik bir kismi ortadan kaldirilirken ortalama

oositlerin %20’si hayatta kalir. Baglangicta bir germ hiicre kistini olusturan 30 germ
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hiicresinden kist bagina ortalama 6.4 germ hiicresi gelisimine devam eder ve post-natal 5.
giinde (PNS5) primordial folikiil formasyonunu tamamlanir. Bdylece ovaryumda iireme
hayat1 boyunca sahip olunabilecek maksimum oosit sayis1 belirlenerek ovaryan rezerv
kurulmus olur (Grive ve Freiman, 2015; Lei ve Spradling, 2013; Pepling ve Spradling,
1998; Pepling ve ark., 2007) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Farede erken donem disi germ hiicre gelisiminin sematik ¢izimi.

Gelisimin erken donemlerden itibaren fetal ovaryumda belirtilen mekanizmalar ile disi
germ hiicre gelisiminin koordineli bir sekilde gergeklesmesi, gerek fetal donemde germ
hiicre havuzunun kurulmasi, gerekse klinikte kaliteli olgun oosit eldesi i¢in oldukga
kritiktir. Klinikte olgun oositlerde oosit kalitesinin degerlendirilmesi i¢in bazi kriterler
belirlenmis olmasina ragmen, fetal donemde oosit secim mekanizmasi ile ilgili literatiirde
kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Giiniimiizde fetal donemde meydana gelen gelisimsel
olaylarin koordineli bir sekilde gerceklesmesinin oosit kalitesi tizerinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Hartshorne ve ark., 2009).

2.2.1. Germ Hiicreleri Arasindaki Hiicreler Aras1 Kopriiler
Hiicreler aras1 kopriiler fizyolojik siirecte tlim somatik hiicrelerde, hiicre boliinmesinin

son evresi olan sitokinez asamasinda ortaya ¢ikan gegici yapilardir (Greenbaum ve ark.,



2007). Bir¢ok basamaktan olusan sitokinezin ilk basamaginda, aktin/miyozin bagimli
kasilma halkasi, ekvatoryal diizlemde kasilarak, plazma membraninda invajinasyonun
nerede gerceklesecegini belirler. Daha sonra invajinasyon bolgesinde boliinme ¢izgisi
belirir ve bu ¢izgi, dar bir hiicreler aras1 koprii ya da diger ad1 ile orta cisimcik (midbody)
olusturuncaya kadar hiicrenin periferinden merkeze dogru ilerler. Olusan bu orta cisimcik,
hiicre boliinmesinin dnceki basamaklarindan geriye kalan mikrotiibiilleri icerir ve iki
yavru hiicreyi birbirine baglar. Sitokinezin son basamaginda, orta cisimcigin ortadan
kaldirilmast ile hiicre boliinmesi tamamlanir ve olusan yavru hiicreler birbirinden ayrilir

(Low ve ark., 2003) (Sekil 2.4A).
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Sekil 2.4. Somatik ve germ hiicre sitokinezinin sematik ¢izimi. A:Somatik hiicrelerde mitoz bdliinme
sonucunda olusan yavru hiicreleri birbirlerine baglayan hiicreler arasi kopriiler sitoplazma bdliinmesinin son
basamaginda ortadan kaldirilir. B:Gelismekte olan germ hiicrelerinde ise sitokinez evresinde hiicreler arasi
kopriiler yikilmaz, kalict yapilara donistir.

Somatik hiicre sitokinezinde gorev alan molekiiller hakkinda giiniimiizde ayrintili bilgiye

sahip olmamiza ragmen, germ hiicrelerinde meydana gelen sitokinez ve hiicreler arasi

kopriiler hakkindaki bilgilerimiz kisitlidir (Greenbaum ve ark., 2006). Farklilasmakta olan



germ hiicrelerinde somatik hiicrelerde izlenen orta cisimcik yapisal ve molekiiler
degisiklikler gegirerek, kalict yapilar olan hiicreler arasi kopriilere doniisiir. Germ
hiicrelerinde aslinda sitokinezin tamamlanmamasi sonucu olusan bu yapilar, gelismekte
olan germ hiicreleri arasinda genis (0.3-5 pm), sitoplazmik kopriiler kurulmasini saglar,
boylece germ hiicre kist yapist olusur (Fawcett ve ark., 1959; Iwamori ve ark., 2010;
Mishima ve ark., 2002) (Sekil 2.4B). Birbirine bagli germ hiicrelerinin olusturdugu kistler
ilk olarak 19. yiizyilda Sertoli (1877) ve von Ebner (1878) tarafindan tanimlanmistir
(Greenbaum ve ark., 2011). Disi ve erkek gametogenezi sirasinda germ hiicreleri arasinda
izlenen bu hiicreler arasi sitoplazmik kopriiler, farkl tiirlerde (Drosophila’dan fare ve
insana) evrimsel siiregte korunmustur (Greenbaum ve ark., 2011). Bu konu hakkinda
literatiirde Drosophila ile yapilan c¢aligmalar, germ hiicrelerindeki hiicreler arasi

kopriilerin yap1 ve fonksiyonlari ile ilgili temel bilgiler sunmaktadir.

Drosophila’da disi germ hiicreleri tek bir kurucu (founder) hiicreden klonal olarak gelisir.
Kurucu hiicre, sitokinezini tamamlamadan arka arkaya 4 hiicre boliinmesi gegirerek 16
hiicreden olusan kist yapisini olusturur. Kistte bulunan hiicreler birbirleri ile ¢aplar1 0.5pum
ile 10pum arasinda degisen sitoplazmik kopriiler ile baglidir ve bu kopriiler Drosophila’da
cember kanal olarak adlandirilir. Gelisimin ilerleyen basamaklarinda kistin i¢inden tek bir
hiicre, oosit olusturmak iizere farklanirken, diger 15 hiicre ise destek hiicrelerini (nurse
cell) olusturur. Kistteki 15 destek hiicre baz1 organeller (mitokondri, Golgi, endoplazmik
retikulum, sentrozom) ve spesifik mRNA’larini1 gember kanal vasitasi ile oosite aktararak

oositi destekler (de Cuevas ve ark., 1997) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Drosophila disi germ hiicrelerinde germ hiicre kistinin olusumu (Lu ve ark., 2017).

Drosophila’da fonksiyonlar1 kapsamli bir sekilde agiklanan, kisti olusturan sitoplazmik
kopriiler, evrimsel olarak korunarak fare ve insan germ hiicrelerinde varliginm
stirdirmektedir. Tiirler arasinda evrimsel olarak korunmalar1 hiicreler aras1 kopriilerin
benzer yap1 ve gorevler iistelenecekleri ihtimalini akillara getirse de bu iki tiirde disi germ
hiicre gelisimi bir¢ok acidan farklilik gosterir. Bunlardan ilki Drosophila’dan farkli olarak
memeli disi germ hiicrelerinin daha fazla ve degisken sayida boliinmeler gecirerek kist
yapisini olusturmasidir (Pepling ve Spradling, 1998). Ayrica Drosophila’nin aksine farede
germ hiicre kist yapilarini olusturan germ hiicrelerinin sadece %33’1i gelisimin ilerleyen
basamaklarina ilerleyerek primordial folikiil yapisint olustururken, geri kalan hiicreler
elimine edilir (Pepling ve Spradling, 2001). Bu farklar g6z onilinde bulunduruldugunda,
giiniimiizde memeli fetal ovaryumlarda gelismekte olan diploid germ hiicreleri arasinda

izlenen hiicreler aras1 kprii yapilarinin gorevleri belirsizligini korumaktadir.

Memeli germ hiicre gelisiminde kalic1 yapilar olarak izlenen hiicreler arasi kopriilerin
molekiiler yapilarim1 agiklamak icin yapilan ¢alismalarla, bu koprii yapilarmin genel
sitokinez komponentlerini icermekle birlikte, TEX14 (Testis-expressed protein 14) adi
verilen germ hiicrelerine 6zel ilave proteinler de igerdigi belirlenmistir (Greenbaum ve

ark., 2006). Genetik olarak ‘knock out’ teknolojisi ile 7ex/4 genin ¢ikartilmasi sonucunda
10



olusturulan fare soylarinda (7ex/4”") farklilagsmakta olan germ hiicreleri arasinda hiicreler
aras1 kopriilerin fetal ve yetiskin donemde olusmadig belirtilmistir (Greenbaum ve ark.,
2009; Greenbaum ve ark., 2006). TEX14 her iki cinsiyette de germ hiicrelerinde kalici
olan hiicreler arasi1 kopriilerin siirdiirilebilmesi igin gerekli inaktif bir kinazdir
(Greenbaum ve ark., 2011). TEX14, somatik hiicrelerde de sitokinez esnasinda gorev alan
CEP55 (Centrosomal protein 55 kDa) ile etkilesime girerek, germ hiicrelerinde kalict
hiicreler aras1 kdpriilerin olusumuna katilir. Fizyolojik stirecte, CEP55 somatik hiicrelerde
sitokinez esnasinda orta cisimcikte lokalize olarak alt hedefindeki ALIX (ALG-2
interacting protein X) ve TSG101 (Component of endosomal sorting complex required for
transport-1) ile GPPX3Y (Glycine (G)-proline (P)-proline (P)-X-X-Xtyrosine(Y))
motifleri araciligi ile baglanir (Sekil 2.6). Bu baglantinin saglanmasi, somatik hiicrelerde
sitokinezin tamamlanmasini, hiicreler arasi kopriilerin ortadan kalkmasini ve olusan iki
yavru hiicrenin birbirinden ayrilmasini saglar. Farklilasan germ hiicrelerinde bulunan
TEX14 proteini ise, icerdigi GPPX3Y motifi sayesinde CEP5S ile etkileserek, CEP55’in
ALIX ve TSG101 ile etkilesime girmesini bloklar. ALIX ve TSG101 proteinlerinin
CEPS5S5 ile baglanti kuramamasi nedeniyle sitoplazmik kopriiler ortadan kaldirilamaz,
sitokinezin tamamlanmasi engellenir ve sonug olarak disi ve erkek germ hiicreleri arasinda

kalict hiicreler arasi1 kopriiler kurulur (Iwamori ve ark., 2010).
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Sekil 2.6. Fare germ hiicrelerinde hiicreler aras1 kopriiler ve TEX14 proteininin iligkisini gosteren ¢izim
(Greenbaum ve ark., 2011).

Tex14” farelerin olusturuldugu ve sdz konusu mutant farelerin hiicreler arasi koprii
yapilarini igermediginin rapor edildigi ilk ¢alismada, Tex/4” erkek farelerin normal
ciftlesme davranisi gdstermesine ve testosteron seviyelerine sahip olmasina ragmen steril
oldugu belirtilmistir. Yapilan histolojik analizlerin sonucunda, Tex/4” yetiskin testislerin
Tex14" (heterozigot) ya da yabanil tip testislerden daha kii¢iik oldugu, seminifer
tiibiillerde daha az sayida ge¢ mayotik (pakiten ve diploten spermatosit) germ hiicresi
icerdigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda yetigkin testiste bulunan germ hiicrelerinde artan
vakuolizasyon dikkat c¢ekmistir. Spermatogenezde izlenen bu bozulmanin nedenini
belirlemek i¢in gelisimin erken donemlerinde testis incelendiginde, PN21 giin testislerde
siddetli dejenerasyon, spermatosit sayisinda azalma ve Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon
izlenmistir. Tex14"" testislerin seminifer epitelinde yuvarlak spermatidlerin yaygin olarak
izlenmesine ragmen, TexI4” testislerde spermatid gozlenmemis, agirlikli olarak

preleptoten-leptoten spermatositler ile az sayida zigoten spermatosit oldugu gosterilmistir.
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Sonug olarak, testiste TEX14 proteini ve farklilasan germ hiicreleri arasinda koprii
yapilarinin olmadig1 durumda, erken donem spermatogenezde mayoz bdliinmenin
tamamlanamadigr ve apoptoz diizeyinin arttigr bildirilmistir. Gelisimin ilerleyen
donemlerde ise belirtilen fenotipin daha siddetli oldugu ve sterilite ile sonuclandig1 rapor

edilmistir (Greenbaum ve ark., 2006).

Literatiirde takip eden yillarda ayni grup tarafindan yapilan bagka galigma ile, Tex/4” disi
germ hiicreleri arasinda da hiicreler arasi kdprii yapilarinin bulunmadigi ve Tex14”
neonatal ovaryumlarda yabanil tipe kiyasla daha az sayida oositin bulundugu
belirtilmistir. S6z konusu c¢alismada, Tex/4” ve yabanil tip embriyolarda E11.5 (germ
hiicreleri gogilinli tamamlayip, genital kabartiya yerlestiginde) ve E18.5 (germ hiicre
kistlerinin yikimindan hemen 6nce)’ta germ hiicre sayisinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamustir. Ilging olarak, disi farelerin fertil oldugu ancak her bir dogumda elde edilen
yavru sayisinin Tex/4™- ve yabanil tip ovaryumlara kiyasla daha az oldugu ortaya
konulmustur (Greenbaum ve ark., 2009). TexI4” disi germ hiicrelerinde hiicreler arasi
sitoplazmik kopriilerin yoklugunda gériilen sub-fertilitenin germ hiicre gelisimi siiresince
hangi mekanizmalarin aksamasi nedeni ile ortaya ¢iktig1 ise giiniimiizde belirsizligini

korumaktadir.

2.2.2. Fetal Ovaryumda Mayoz Boliinme ve Mayozun Senkronizasyonu

Fetal ovaryumda bulunan germ hiicrelerinin mayoz bdliinmeye baslamasinda, Retinoik
Asit’in (RA) kritik bir faktor oldugu bilinmektedir. RA, embriyonun Anterior-Posterior
(AP) ekseni boyunca embriyoyu olusturacak yapilarin yerlerinin tanimlanmasinda 6nemli
rol oynar. Urogenital sistem gelisimi siirecince RA agirlikli olarak ovaryumda degil,
ovaryuma komsu olan mezonefroz tarafindan iiretilir. Mezonefrik kanal ve tiibiillerden
iiretilen RA kiiciik bir molekiil oldugu icin diflizyon ile ovaryumdaki hiicreler lizerinde
etki gosterebilir. Genellikle parakrin etki gosteren RA’in depolanmasi ve retinol (ROL)
oksidasyonu bir hiicre tipinde gerceklesirken, ikinci hiicre tipi RA’in etkisini gosterecegi

hedef (germ) hiicresidir.

ROL’lin RA’e doniistiiriilmesi i¢in oncelikle alkol dehidrojenazlar (ADH) araciligi ile
ROL’den retinaldehid (RETALDH) iiretilir. Ardindan, aldehid dehidrojenaz (ALDH,
ozellikle ALDH1A2 ve ALDHIA3) enzimi ile RETALDH’den RA firetilir. Fetal
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ovaryuma komsu olan mezonefrozda iiretilen RA, ovaryumun anterior’iinden (mezonefrik
tiibiillere komsu ovaryum bdlgesi) posterior’iine (AP) dogru dalga seklinde yayilir ve
hedef germ hiicrelerinin niikleusunda Retinoik Asit Reseptér (RAR)’l ve Retinoid X
Reseptor (RXR)’iine baglanir. Olusan RA:RAR/RXR kompleksi RA yanit elementine
(Retinoic Acid Response Element-RARE) baglanarak disi germ hiicrelerinde pre-mayotik
DNA replikasyonundan sorumlu ve mayotik profazin I (MPI)’in erken evrelerinde gérev
alan Stra8 (Stimulated by retinoic acid gene 8)’in ifade edilmesini saglar (Bowles ve
Koopman, 2007; Bullejos ve Koopman, 2004; Duester, 2008; Menke ve ark., 2003).
Boylece RA disi fetal germ hiicrelerinde mayozun anterior’den posterior’e (AP) dogru

dalga halinde yayilmasin1 saglar (Sekil 2.7).

E11.5 E12.5 E13.5

Mezonefrik
tiibiiller™\
Ant
g\ ,{l %\ ?Sth a fSycpj’
Mezonefroz» ®
menme—— ——- .
YOct3/4
A 4
Post
Mezonefrik —— -
kanal

Mayoz béliinmede olmayan

germ hiicresi . Mayotik germ hiicresi . RA

Sekil 2.7. Embriyonik ovaryumda anterior’den posterior’e mayotik dalganin yayilmasini gosteren sematik
¢izim. (Bowles ve Koopman, 2007)’den modifiye edilmistir.
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RA ve fetal ovaryumda mayoz boliinmelerin baglatilmasi arasindaki iliski literatiirde
yapilan c¢aligmalar ile ayrintili bir sekilde tanimlanmasina ragmen, Kumar ve ark.
(2011)’nin yaptiklar1 calisma fetal ovaryumda mayozun baslatilmasi ve RA iliskisi
hakkinda farkli mekanizmalarin olabilecegini akillara getirmistir. S6z konusu ¢aligmada,
mezonefrozda gerceklesen RA sentezinden sorumlu olan ALDH1A2 ve/veya ALDH1A3
enzimlerini {iretmeyen mutant fareler olusturulmus (4ldhla2”- ve Aldhla3”) ve soz
konusu modelde embriyolarda mezonefrozda RA sentezininin olmadig: teyid edilmistir.
Aldhla2”- ve Aldhla3” embriyolarda mezonefrozdan ovaryuma dogru RA gradiyenti
olmamasina ragmen, mutant farelerde ovaryumdaki germ hiicrelerinin mayoz boliinmeye
girdigi gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda mezonefrozda ALDHIA2 ve ALDH1A3
enzimleri tarafindan iretilmeyen, fakat ovaryuma difiiz olan simdiye kadar
tanimlanmamuis farkli aday molekiil ya da molekiillerin mayozun senkronizasyonunda rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Kumar ve ark., 2011). Son yillarda Bowles ve ark. (2016)
tarafindan yapilan bir calismada ise ALDH1A2 ve ALDH1A3’den farkli olarak, RA
sentezinde gorev alan yeni bir enzim, ALDHIAI, tanimlanmigs ve bu enzimin
mezonefrozda degil, ovaryumda iiretildigi gosterilmistir. ALDH1A1’in ALDH1A2 ve
ALDHI1A3 yoklugunda RA iiretiminden sorumlu oldugu belirtilmistir (Bowles ve ark.,
2016). Tim bu caligmalar goz 6niinde bulunduruldugunda s6z konusu RA ve mayoz
boliinmenin disi germ hiicrelerinde baslatilmasi arasindaki iligki literatiirde uzun yillardir
kabul gdérmesine ragmen, RA’in mayoz bdoliinmenin senkronizasyonunun tek
diizenleyicisi olup olmadig1 hakkinda yapilan ¢aligmalar ise devam etmektedir (Bowles

ve Koopman, 2007).

2.2.3. Disi Fetal Germ Hiicrelerinde Mayotik Profaz I’in Evreleri ve Mayotik
Duraklama

Disi germ hiicreleri genital kabartiya ulastiktan kisa siire sonra baglayan mayoz
boliinmenin leptoten evresinde dncelikle homolog kromozomlar arasinda sinaptonemal
kompleksin lateral elementleri olan SYCP3 (Synaptonemal Complex Protein 3) ve
SYCP2 (Synaptonemal Complex Protein 2) lokalize olur (Cohen ve Holloway, 2010). Bu
evrede (yaklasik E14.0) germ hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklari olusur (Cohen ve ark.,
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2006; Elkouby ve Mullins, 2017; Keeney ve ark., 1999). Leptoten evresinin ardindan
zigoten evresinde sinaptonemal kompleksin merkezi (central) elementi SYCP1
(Synaptonemal Complex Protein 1) homolog kromozomlar arasinda lokalize olmaya
baslar ve pakiten evresinde SYCP1 kesintisiz bir sekilde homolog kromozomlar arasinda
bulunur. E15 ve E16 giinlerden baglayarak zigoten ve pakiten evresinde DNA ¢ift zincir
kiriklarina sahip homolog kromozomlarda sinaps meydana gelir. Diploten evresinde,
merkezi element SYCP1’in yikimi baslar, kardes olmayan kromatidler arasinda parca
degisimi (crossing-over) olur. Yaklagik E18.5 giinde parca degisimi sonlandiktan sonra
desinaps meydana gelir ve mayoz I’in diploteninde mayotik duraklama (arrest) gergeklesir

(Cohen ve Holloway, 2010; Cohen ve ark., 2006) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Farede Profaz I boyunca sinaptonemal kompleks olusumu ve kromozom yapisini gosteren sematik
¢izim. ME: merkezi element, LE:lateral element (Morelli ve Cohen, 2005).

Germ hiicrelerinde mayozun AP dalga halinde baglamasi (leptoten evresine giris)’in
ardindan, mayoz bdliinmenin ilerlemesi (zigoten, pakiten ve diploten evrelerinin
gerceklemesi)’nin AP’e dogru yayilan dalga seklinde olup olmadigi bilinmemektedir.
DNA cift zincir kiriklarinin leptoten evresinde olustugu ve DNA ¢ift zincir kiriklarinin

hiicreleri DNA hasar1 basta olmak iizere ¢evresel hasara daha duyarl yaptig1 géz 6niinde
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bulunduruldugunda (Marangos ve Carroll, 2012), leptoten evresine Once giren germ
hiicrelerinin diploten evresine de dnce ulagmast ve mayotik duraklamaya 6nce girmesi
oldukca Onemlidir. Ayrica disi germ hiicrelerinde diploten evresinde meydana gelen
mayotik duraklamanin da ovulasyondan once hormonal artis ile ortadan kalktigi ve
fertilizasyona kadar diger bir duraklamanin meydana geldigi diisliniildiigiinde disi germ
hiicrelerinde mayoz bdliinme farede aylar ve insanda ise yillar sonra tamamlanir
(Whitaker, 1996). Mayoz boliinmenin uzun ve karmasik bir siire¢ olmasi disi germ

hiicrelerini hata yapmaya acik hale getirmektedir (Jones ve Lane, 2013).

Literatiirde yapilan bir ¢alisma ile kontrol fare fetal ovaryumunda, germ hiicrelerinin
yaklasik %17’si E18.5°de DNA ¢ift sarmal kiriklar1 ve eslesmemis mayotik kromatine
sahipken, %8’inde de tamamlanmamis homolog kromozom sinapst belirlenmistir. Ayrica
E18.5 giinde germ hiicrelerinin yaklasik %18’inde eslesmeyen kromatinlerde mayotik
suskunluk belirlenmistir. Germ hiicrelerinde dogru zamanda olugmasi gereken bu
kromozom kiriklar1 mayotik rekombinasyon ve sonrasinda gerceklesen homolog
kromozomlarin ayrilmasi igin gereklidir. Diger yandan DNA hasarinin en zararl formu
olarak bilinen DNA c¢ift sarmal kiriklarinin (Ciccia ve Elledge, 2010), gelisim boyunca
olmamasi gereken donemde hala varligini korumasi (6rnegin E18.5) fetal germ hiicre
gelisiminde anormal kromozom yapilart ve defektif oositlerin olusmasina neden

olabilmektedir (Voelkel-Meiman ve ark., 2015).

2.2.4. Disi Fetal Germ Hiicrelerinde Apoptoz

Ovaryumda programli hiicre 6liimii aracilig1 ile germ hiicre eliminasyonu oogenezin tiim
evrelerinde gerceklesmektedir. Programli hiicre 6liimii ile ovaryumda meydana gelen
dramatik germ hiicre kaybmin nedeni ve muhtemel mekanizmasi giliniimiizde hala
belirsizligini korumaktadir. Post-natal ovaryumda oosit eliminasyonu folikiiler atrezi
seklinde ovulasyon siklusunda goriilmekle birlikte, germ hiicrelerinin kontrollii olarak
apoptoz ile ortadan kaldirilmasinin fetal donemde agirlikli olarak gerceklestigi

belirtilmistir (Aitken ve ark., 2011).

Fetal donemde germ hiicre apoptozu temel olarak iki dalga halinde gerceklesir. ilk
dalganin germ hiicrelerinin mayoz boliinmeye basladigi E13.5-E15.5’de etkili oldugu
bilinmektedir. Bu donemde, apoptoz o&zellikle MPI’in pakiten evresindeki germ
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hiicrelerinde gerceklesir. Ikinci dalga ise yaklasik E17.5 ya da E18.5 giinde baslayarak
dogumun gergeklestigi gilinler arasinda, yani kist yapilarinin yikildigi dénemde izlenir
(Coucouvanis ve ark., 1993; Ratts ve ark., 1995). Kist yapilarinin yikildigr dénemde
gerceklesen oosit Oliimiinii yoneten mekanizmalar detayli olarak aydinlatilmamasina
ragmen, apoptoz aracili programli hiicre Oliimiiniin bu silirecte rolii olabilecegi

diisiinilmektedir.

Gelisim boyunca germ hiicre kaybinin muhtemel nedenini agiklamak i¢in literatiirde ti¢
farkli hipotez bulunmaktadir. Ik hipotez, kisith trofik faktdrler nedeni ile germ
hiicrelerinin apoptoz ile ortadan kaldirildig1 yoniindedir. Birgok hiicre tipinde oldugu gibi
germ hiicrelerinin gelisimi ve hayatta kalimi da biiyiime faktorlerine baglidir. Germ hiicre
gelisiminde trofik faktorlerin (LIF; Leukemia inhibitory factor, KIT; tyrosine kinase type
III receptor ve SCF; Stem cell factor) kisitli temini oositlerin apoptoz ile ortadan kaldirilip
kaldirilmayacagini belirleyebilir (De Felici ve Dolci, 1991; Huang ve ark., 1990; Zsebo
ve ark., 1990). Bir diger hipotez, apoptoz ile genetik ya da mayotik eslesme hatalarina
sahip germ hiicrelerinin elenerek oosit kalitesinin garanti edildigi bir se¢im
mekanizmasinin oldugudur (Tilly, 2001). Boylece oosit kaynakli genetik hatalarin diger
nesillere aktarilmasi engellenir. Son olarak, literatiirdeki {igiincii hipotezde dlen germ
hiicrelerinin hayatta kalacak oosite besin ve enerji saglayarak destek (nurse) hiicreler gibi
islev gordiigiinii ve ardindan ortadan kaldirildigini savunmaktadir (Pepling ve Spradling,
2001). Son yillarda Lei L. ve ark (2016) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile germ hiicre
kistini olusturan bazi hiicrelerin organel ve sitoplazmalarinin bir kismim kist i¢indeki
belirli oositlere aktardig1 gosterilmistir (Lei ve Spradling, 2016). S6z konusu hipotezlerin
hicbiri tek bagina etkili bir sekilde oosit kaybini agiklayamamaktadir. Bu hipotezlerin
birlikte kombinasyonlarinin ovaryumda gozlenen dramatik germ hiicre kaybinda rol

oynamasi muhtemeldir (Sun ve ark., 2017).

Ovaryumda BCL2 ailesine ait bir¢ok tliyenin fetal ve neonatal germ hiicrelerinin sag
kaliminin diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir. Apoptozu diizenleyen B-hiicresi
lenfoma/losemi-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2 ‘BLC2’) ailesi iiyeleri pro-apoptotik
(BAX, BAK ve BAD) ve anti-apoptotik (BCL2, BCLX ve MCL1) olmak iizere iki grupta
incelenir (Kim ve Tilly, 2004). Bcl2 mutant (Bcl2”) yetiskin ovaryumlarda yabanil tip
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ovaryumlardan daha az sayida oosit bulunmasi1 BCL2 nin oosit hayatta kalimi i¢in 6nemli
oldugunu isaret etse dahi, s6z konusu mutant ovaryumlarda oosit kaybinin ne zaman
oldugu bilinmemektedir. Anti-apoptotik faktér olan BCL2’nin germ hiicrelerinde
normalden fazla ifade edilmesi (overekspresyon) transgenik PN8 ovaryumda yabanil tipe
kiyasla normalden daha ¢ok germ hiicresi bulunmasina neden olmakla birlikte, PN60’da
transgenik ovaryum ve yabanmil tip ovaryumda benzer sayida oosit bulundugu
gosterilmistir. Bu sonuglar goz ontinde bulunduruldugunda, BCL2’nin germ hiicrelerinde
normalden fazla ifadesi dogumda primordial folikiil sayisinda artisa neden olmus fakat bu
oositler post-natal hayatta korunamamistir. S6z konusu bulgular ovaryumda programli
hiicre 6liimii ile germ hiicre eliminasyonunun diisiiniildiigiinden daha kompleks oldugunu
gostermektedir. Bir baska ¢alismada, pro-apoptotik faktor olan BAX (Bcl-2-like protein
4)’lin bulunmadig1 mutant neonatal ovaryumlarda yabanil tipe oranla daha fazla oositin
bulundugu, ayrica germ hiicrelerinin hala kist yapisi igerisinde bulundugu ortaya
konulmustur. Bu bilgiler apoptoz ve kist yikilmasinin arasinda iligki olduguna isaret
etmektedir. Kist yikilmasi ve primordial folikiil formasyonunun uyum i¢inde gerceklestigi
goz oniinde bulunduruldugunda, fetal ovaryumda meydana gelen apoptozun primordial

folikiil havuzunun olusumunu etkilemesi kaginilmazdir.

2.2.5. Fetal Ovaryumda Germ Hiicre Kistlerinin Yikilmasi ve Primordial Folikiil
Olusumu

Fare ovaryumlarinda perinatal donemde meydana gelen ikinci apoptotik dalga ile germ
hiicre kist yikimi ve primordial folikiil olusumunun ovaryum gelisiminde dar bir zaman
cergevesinde benzer donemlerde meydana gelmesi s6z konusu siireclerin iligkili oldugu
ve gelisimsel olarak diizenlendigini ihtimalini akillara getirmektedir (Pepling, 2006). Kist
yikimi boyunca, kisti olusturan bazi hiicreler programli hiicre oliimii ile ortadan
kaldirilirken, germ hiicrelerinin yalnizca iicte biri gelisimine devam ederek primordial
folikiilleri olusturur. Literatiirde bu konu hakkinda belirtilen bir modele gére ovaryumda
bulunan biiytik bir germ hiicre kistinde bir hiicrenin 6lmesi ile daha az sayida germ hiicresi
iceren iki ayr1 kist olusur. Kistte meydana gelen bu kiigiilme birkag tane bagimsiz oosit
kalana kadar devam eder, pre-graniiloza hiicrelerinin oositlerin etrafin1 sarmasi ile

primordial folikiiller olusur. Diger bir model ise kisti olusturan bazi germ hiicrelerinin
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ileride oositi olusturacak germ hiicresini gelisimsel siirecte destekleyerek kist yikiminda

apoptoz ile ortadan kaldirildigidir (Lei ve Spradling, 2016; Pepling, 2012).

S6z konusu kist yikim1 ve primordial folikiillerin olusmasi fetal/neonatal ovaryumda
bolgesel olarak farklilik gosterir. Kist yikilmasi ve primordial folikiil formasyonu
ovaryumun medullar kisminda yaklasik E17.5 giinde (dogumdan 6nce) baglarken, kortikal
bolgede kist yikimi dogumdan sonra gerceklesir (Pepling ve ark., 2010). Literatiirde
bugiine kadar yapilan calismalar ile ovaryumda kist yikimi ve primordial folikiil
formasyonun g¢esitli transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklar1 ile siki bir sekilde

diizenlendigi gosterilmistir (Grive ve Freiman, 2015).

2.2.6. Germ Hiicre Kistlerinin Yikimi ve Primordial Folikiil Olusumunda Rol
Oynayan Transkripsiyon Faktorleri

Literatiirde kist yikim siirecinde rol oynayan bazi transkripsiyon faktorleri mutant fare
caligmalar1 ile tamimlanmistir.  Temel sarmal-ilmik-sarmal (helix-loop-helix)
transkripsiyon faktorlerinden FIGLA (Factor in the Germline Alpha) icermeyen Figla
mutant (Figla”) disi farelerde germ hiicre gelisimi embriyogenezin ilk donemlerinde
normal olmasina ragmen, Figla”~ neonatal ovaryumda primordial folikiillerin olusmadigi
ve Figla™ disi yetiskin farelerin steril oldugu rapor edilmistir (Soyal ve ark., 2000). insan
da ise FIGLA min kayb1 permatiir ovaryan yetmezlik ile iliskilidir (Tosh ve ark., 2015;
Zhao ve ark., 2008). Ovaryum gelisiminde etkili olan bir diger transkripsiyon faktorii olan
NOBOX (Newborn Ovary Homeobox)’u icermeyen ovaryumlarda da kist yikimi
stirecinde oosit ve somatik hiicreler arasindaki anormal sinyallesme nedeni ile somatik
hiicrelerin germ hiicre kistine invaze edemedigi gosterilmistir. Bu nedenle, Nobox™
ovaryumlarda primordial folikiillerden ziyade sinsisyal folikiilllerin oldugu rapor
edilmigtir  (Lechowska ve ark., 2011). S6z konusu caligmalar gen ekspresyonun
diizenlenmesinin bir¢ok gelisimsel siiregte oldugu gibi kist yikim1 ve primordial folikiil

formasyonu i¢in de kritik oldugunu isaret etmektedir.

2.2.7. Germ Hiicre Kistlerinin Yikimi ve Primordial Folikiil Olusumunda Rol
Oynayan Sinyal Yolaklar:

Transkripsiyon faktorlerine benzer olarak, sinyal yolaklarinin karsilikli etkilesimi kist
yikimi ve primordial folikiil olusumu i¢in oldukca 6nemlidir. Gelisim sirasinda 6nemli rol
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oynayan sinyal yolaklarindan Notch sinyal yolaginin ovaryumda germ hiicre kist yikimi
ve primordial folikiil formasyonunda gorev aldig1 son yillarda yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir. Fetal ve neonatal ovaryumlarin gamma sekretaz inhibitorleri ile kiiltiire
edilmesi primordial folikiil formasyonunu dramatik sekilde azaltarak, MPI’in gecikmeli
olarak ilerlemesine neden olur (Chen ve ark., 2014; Feng ve ark., 2014). Bununla birlikte,
ovaryumda Notch sinyal yolaginin inhibe edilmesi Figla ve Nobox gibi ovaryum gelisimi
icin kritik transkripsiyon faktorlerinin azalmasima neden olarak, sinyal yolaklar1 ve
transkripsiyonal diizenlenmenin karsilikli olarak gergeklestigini de isaret etmektedir
(Chen ve ark., 2014). Germ hiicre gelisiminde kritik role sahip KIT sinyalinin fare
primordial folikiil formasyonunda da diizenleyici rolii oldugu Jones ve Pepling (2013)’in
yaptig1 ¢alisma ile gosterilmistir. KIT ligand (SCF) oosit membraninda yiiksek diizeyde
ifade edilmektedir. Ovaryum kiiltiiriinde KIT in peptid inhibisyonu primordial folikiil
formasyonunda azalamaya neden olurken, KIT ligand’in kiiltiir ortamina eklenmesi

primordial folikiil formasyonunu pozitif yonde etkilemektedir (Jones ve Pepling, 2013).

Disi lireme sistemi fonksiyonel anlamda olgun germ hiicresi olusturabilecek kapasitede
kok hiicre kaynagindan yoksundur. Bu nedenle oositlerin arasindaki hiicreler arasi
kopriilerin yikimi ve kistin dagilmasindan sonra hayatta kalan ve primordial folikiilleri
olusturan oositler disi iireme hayatinda sahip olunan tiim ovaryan rezervi temsil
etmektedir. Bu nedenle gelisimin en erken donemlerinden itibaren disi germ hiicre
gelisiminin koordinasyonu ve kaliteli gelisiminde etkili olan mekanizmalarin agiklanmasi

disi tireme sistemi i¢in oldukea kritiktir.

2.3. Hipotez ve Amag¢

Fare primordial germ hiicreleri fetal ovaryuma ulastiktan hemen sonra olusmaya baglayan
ve primordial folikiil havuzunun olusumundan o6nce ortadan kaldirilan germ hiicre
kistindeki hiicreler arasi sitoplazmik kopriilerin, disi diploid fetal germ hiicre

gelisimindeki rolii hakkinda literatiirde kesin bir bilgi bulunmamaktadir.

Disi fetal germ hiicre gelisiminde hiicreler arasi kopriilerin roliiniin aydinlatilmasi i¢in;
‘Fetal germ hiicrelerinde hiicreler arasi kopriilerle saglanan iletisim, ovaryumda mayotik

dalganin yayilmasina olanak saglar ve apoptoz diizeyini degistirir’ hipotezini kurduk.
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Hipotezimiz dogrultusunda amacimiz; fare fetal disi germ hiicre gelisiminde, germ
hiicreleri arasinda goriilen sitoplazmik kopriilerin, mayozun senkronizasyonu ve oosit
gelisimini nasil etkiledigi sorusuna cevap aramaktir. Calismamizda, fetal ovaryumda
diploid germ hiicreleri arasi izlenen bu hiicreler arasi kopriilerin fonksiyonlarini
aciklayabilmek i¢in; yabanil tip ve knock out teknolojisi ile 7ex/4 geni ¢ikartilmis (germ
hiicreleri arasinda hiicreler arasi kopriiler bulunmayan) mutant fare soylar1 kullanilarak

fetal ovaryumda disi germ hiicre gelisimi farkli agilardan degerlendirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tex14 Mutant Hayvan Modeli

Germ hiicreleri arasinda hiicreler aras1 koprii icermeyen, literatiirde daha 6nce Greenbaum
ve ark. tarafindan etkinligi kamitlanmig Tex/4” fare modeli kullanildi (Greenbaum ve ark.,
2006) . TexI4” erkek fareler steril oldugu igin Tex/4" erkek ve TexI4"- disi fareler
ciftlestirilerek (heterozigot ¢aprazlama) Tex14 fare kolonisi olusturuldu. Tex14 fare
kolonisinde germ hiicrelerine 6zgiil, kalic1 olarak gelistirilmis yesil floresan protein
(enhanced Green Fluorescent Protein-eGFP) ifade eden fare soylarin olusturulmasi igin
Tex14"" erkek fareler Oct4-APE-eGFP (Oct4-GFP) homozigot transgenik disi fareler ile
ciftlestirildi. Elde edilen soylar Oct4-GFP*; TexI4"- fareler elde edilene kadar
ciftlestirilerek germ hiicrelerine 6zgiil, kalict olarak eGFP ifade eden fare soylari
olusturuldu. Tez projesinde deney hayvanlarinin kullanimi ile ilgili izin California
Universitesi San Francisco (UCSF), Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullamm Kurumu
(Institutional Animal Care and Use Committee-IACUC)’den alindi (protokol no:
AN169770-01D).

3.2. Genotipleme I¢in Yetiskin Fare ve Embriyolardan DNA izolasyonu

Tex14 fare kolonisinin devamliligini saglamak amaci ile liretimde kullanilacak yetiskin
farelerin kulak kepgesinden klips yardimi ile yaklasik 2 mm capinda deri 6rnekleri
aliarak 0.2 ml’lik PCR tiiplerine (#3412A, Molecular Bio Products) aktarildi. Deneye
dahil edilecek embriyo ve yavrularin ise kuyruklarindan yaklasik 0.2 cm doku pargalari
0.2 mI’lik PCR tiiplerine (#490004-430, VWR) aktarilarak asagida belirtilen soliisyonlar
ile DNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.3. DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Malzemeler
= 10N NaOH: 400 g NaOH (#BP359-500, Fisher Scientific) 800 ml distile suda

¢oziilerek hazirlandi.

= (0.5SM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid): 93.05 g EDTA (#161-0729,

BioRad) 200 ml distile su igerisinde manyetik karistirict yardimi ile ¢oziildii.
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Soliisyona NaOH eklenerek pH=8.0 olacak sekilde ayarlandi. Hacim 500 ml oluncaya
kadar distile su eklendi.

= Alkalin lizis soliisyonu: 125 pl 10N NaOH ve 20 pl 0.5M EDTA 50 ml’lik Falcon

tiipliniin icerisinde karistirildi. Total hacim 50 ml oluncaya kadar distile su eklendi.

= Néotralizasyon Tampon Soliisyonu: 325 mg Tris-HCI (#BP153-1, Fisher Scientific)
50 ml distile suyun igerisinde ¢oziildii.

Deri ya da kuyruk 6rnegi iceren her PCR tiiptine 75 pl Alkalin lizis soliisyonu eklenerek

95°C’de &rnekler 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda érnekler +4°C’ye kadar

sogutuldu ve 75 pl Noétralizasyon Tampon Soliisyonu eklendi, vorteksleme yapilarak

ornegin homojen sekilde PCR tiipii igerisinde dagilmasi saglandi. Elde edilen DNA

ornekleri +4°C’de muhafaza edildi.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Metodu ile Genotipleme

Heterozigot ¢aprazlama sonucu elde edilen fareler yabanil tip (1/4 ihtimalle), heterozigot
(1/2 ihtimalle) ve mutant (1/4 ihtimalle) olabilecegi icin, izole edilen DNA ornekleri
kullanilarak Tex/4 genine spesifik genotipleme yapildi. Tex/4 yabanil tip ve mutant gen
bolgesine spesifik primer dizileri (Tablo 3.1) kullanilarak PCR reaksiyonu Tablo 3.2°de
belirtildigi sekilde hazirlandu.

Tablo 3.1. Genotipleme igin kullanilan yabanil tip (Tex/4"") ve mutant (Tex/4”") primer dizileri.
Tex14"* 1leri (Forward) | 5'-GAC GGT ACT CCT GCTCTT GG-3'

Tex14%* Geri (Reverse) | 5-GAC AGC CAG GGG TTA CAG AG-3'
Tex14” lleri (Forward) | 5'-GTA CCT TCT GAG GCG GAA AG-3'
Tex147- Geri (Reverse) | 5-GGG TGG TTC AGA GCC ATC TA-3'
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Tablo 3.2. Yabanil tip (Tex/4"") ve mutant (Tex14”") Tex14 geni i¢in PCR reaksiyonu.

10X TopTaq Tamponu (#200205, Qiagen) 1.5 ul
2mM dNTPs (#201901, Qiagen) 0.3 ul
10uM Ileri Primer Mix (5uM Yabanil tip ve 5SuM Mutant) 0.5 ul
10uM Geri Primer Mix (5pM Yabanil tip ve SuM Mutant) 0.5 ul
TopTaq DNA Polimeraz enzimi (#200205, Qiagen, 5 units/pl) 0.1l
Distile su 11.1 ul
Genomik DNA Il

Toplam 15ul

Her bir PCR reaksiyonunda daha dnce Tex/4"", Tex14"" ve Tex14” oldugu genotipleme
ile kanitlanmig DNA Ornekleri pozitif kontrol olarak, DNA 06rnegi yerine sadece distile
suyun eklendigi reaksiyon tiipleri ise negatif kontrol olarak kullanildi. Eppendorf
Mastercycler ep gradient S 1s1 dongiileyici (Thermal cycler) cihazinda polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) Tablo 3.3’te belirtildigi gibi kuruldu.

Tablo 3.3. Yabanil tip (Tex4"*) ve mutant (Tex47") Tex14 geni igin PCR reaksiyonu 1s1 ve dongii sayilari.

Derece Siire Dongii
95°C 2 dakika X1
94°C 20 saniye

62.5°C 20 saniye X35
72°C 1 dakika
72°C 3 dakika X1

Germ hiicrelerine 06zglil Oct4 promotert kontrolii altinda GFP transgeni iceren
ovaryumlarin belirlenmesi icin eGFP genotiplemesi yapildi. Bu amacla, eGFP’ ye spesifik
olarak tasarlanmig primer dizisi kullanilarak (Tablo 3.4) polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) kuruldu (Tablo 3.5).
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Tablo 3.4. Genotipleme i¢in kullanilan eGFP primer dizileri.

eGFP lleri (Forward) | 5-GCA CGA CTT CTT CAA GTC CGC CAT GCC-3'
eGFP Geri (Reverse) | 5'-GCG GAT CTT GAA GTT CAC CTT GAT GCC-3'
Tablo 3.5. eGFP transgeni i¢in PCR reaksiyonu.

10X TopTaq Tamponu (#200205, Qiagen) 2 ul
2mM dNTPs (#201901, Qiagen) 2 ul
10uM Primer Mix (5uM lleri ve SpM Geri) 1wl
TopTaq DNA Polimeraz enzimi (#200205, Qiagen, 5 units/ul) 0.1l
Distile su 13.9 ul
Genomik DNA 1l
Toplam 20 pl

Her bir PCR reaksiyonunda daha 6nce GFP* ve GFP- oldugu genotipleme ile kanitlanmig
DNA o6rnekleri pozitif kontrol olarak, DNA 6rnegi yerine sadece distile suyun eklendigi
reaksiyon tiipleri ise negatif kontrol olarak kullanildi. Eppendorf Mastercycler ep gradient

S 1s1 dongiileyici cihazinda PCR Tablo 3.6’da belirtildigi gibi kuruldu.

Tablo 3.6. eGFP transgeni i¢in PCR reaksiyonu 1s1 ve dongii sayilari.

Derece Siire Dongii
93°C 1 dakika X1
93°C 20 saniye

X30
68°C 3 dakika
72°C 10 dakika X1

E11.5°de diseke edilen embriyolarda disi ve erkek gonadlar morfolojik olarak ayirt
edilemedigi i¢in E11.5’¢ ait orneklerde ayrica XY genotiplemesi yapildi. Bu amagla
spesifik olarak tasarlanmis primer dizisi kullanilarak (Tabloe 3.7) PCR kuruldu (Tablo
3.8).
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Tablo 3.7. Genotipleme i¢in kullanilan XY primer dizileri.
XY lleri (Forward) 5'-TGA AGC TTT TGG CTT TGA G-3'

XY Geri (Reverse) 5'-CCG CTG CCA AAT TCT TTG G-3'

Tablo 3.8. XY i¢cin PCR reaksiyonu.

10X TopTaq Tamponu (#200205, Qiagen) 2 ul
2mM dNTPs (#201901, Qiagen) 2 ul
10uM Primer Mix (5uM lleri ve SpM Geri) 1wl
TopTaq DNA Polimeraz enzimi (#200205, Qiagen, 5 units/pl) 0.1l
Distile su 14.4 ul
Genomik DNA 0.5 ul
Toplam 20 pl

Her bir PCR reaksiyonunda daha 6nce disi ya da erkek oldugu genotipleme ile kanitlanmis
DNA ornekleri pozitif kontrol olarak, DNA 6rnegi yerine sadece distile suyun eklendigi
reaksiyon tiipleri ise negatif kontrol olarak kullanildi. Eppendorf Mastercycler ep gradient

S 1s1 dongiileyici cihazinda PCR Tablo 3.9’da belirtildigi gibi kuruldu.

Tablo 3.9. XY i¢in PCR reaksiyonu 1s1 ve dongii sayilar.

Derece Siire Dongii
94°C 2 dakika X1
94°C 15 saniye
57°C 30 saniye X35
72°C 30 saniye
72°C 5 dakika X1

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi
Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jelde elektroforez yontemi ile yiiriitillerek deneyde

kullanilan yetiskin, yavru ve embriyolarin genotipleri belirlendi.
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullanilan Malzemeler

0.5M EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid): 93.05 g EDTA (#161-0729,
BioRad) 200 ml distile su igerisinde manyetik karistirict yardimi ile ¢oziildii.
Soliisyona NaOH eklenerek pH=8.0 olacak sekilde ayarlandi. Hacim 500 ml oluncaya

kadar distile su eklendi.

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu: 108 g Tris (#1.08387.2500, Merck)
ve 55 g Borik asit (#BP168-1, Fisher Scientific) 800 ml distile su igerisinde manyetik
karistirict yardimi ile ¢oziildii. 40 ml 0.5mM EDTA eklendi ve distile su ile hacim 1

litreye tamamlandi.

%2 Agaroz Jel: 2.4 g agaroz (#A9539-250G, Sigma) 120 ml 1 XTBE Tamponu (Tris-
Borik asit-EDTA) ile karigtirildi. Mikrodalga firinda kaynatilan agaroz ve TBE
karigimi seffaf hal aldiginda 5 pl etidyum bromid (#E3050, Teknova) eklendi. Sivi
halde olan agaroz ve TBE karisimi elektroforez tankina dokiildiikten sonra
kuyucuklar1 olusturmak icin tank igerisine taraklar yerlestirildi. Oda 1sisinda jel

polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarildi.

Orange G Yiikleme Boyasi (Loading Dye): 1 g Ficoll (#F-4375, Sigma) 10 ml distile
su igerisine eklendi. Ficoll ¢oziiliinceye kadar soliisyon 37°C su banyosunda bekletildi
ve araliklarla vortekslendi. Soliisyon homojen hale gelince Orange G (#07252-25G,
Sigma) soliisyon igerisine eklendi. Filtreden gegirilen soliisyon +4°C’de muhafaza

edildi.

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlere 2 pl Orange G yiikleme boyasi eklendi, tiipiin

icindeki PCR {iriinleri ve yiikleme boyasi homojen hale gelinceye kadar pipetleme yapildi.

Her bir tiipten 10 pl 6rnek %2°lik agaroz jelin kuyucuklarina yiiklendi. 130V, 500mA’de

elektroforez yontemi ile yiiriitiildii. Jelin UV 15181 altinda goriintiilenmesi ile Tex/4™",

Tex14™, Texl4”, Oct4-GFP*;TexI4""*, Oct4-GFP";TexI4", Oct4-GFP";Tex14"

yetiskin, embriyonik ve yavru soylar belirlendi.
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3.7. Embriyonik ve Post-natal Ovaryumlarin izolasyonu ve Deneylerde Kullaniimasi
TexI4™- disi ve Texl4" erkek fareler 12 saatlik periyodlarla aydinlik/karanlik
sikluslarinda muhafaza edildi, ¢iftlesme sabahinda vajinal plagin goriildiigii giin E0.5
olarak belirlendi. Embriyonik gelisimin farklt donemlerde (E11.5, E12.5, E13.0, E13.5,
E15.5, E16.5, E18.5) ovaryumlar izole edildi. Bu amagla, CO, inhalasyonundan sonra
Tex14"- gebe fareler servikal dislokasyon ile Oldiiriildii. Post-natal (PN) yavru
diseksiyonlar1 i¢in yavrularin dogdugu giin PNO olarak belirlendi, PN2 ve PN5 giin

yavrular CO; inhalasyonundan sonra dekapitasyon ile dldiiriildi.

3.8. Ovaryumlarin izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar:
= Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (Phosphate Buffered Saline-PBS): PBS tableti
(#1900, Takara) 100 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. Soliisyon otoklavlandiktan sonra

oda 1s1sinda muhafaza edildi.

* %0.4 Bovin serum albumin (BSA): 200 mg BSA (#0332-100G, Amresco) 50 ml
distile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyon filtreden gegirildikten sonra +4°C’de muhafaza

edildi.

Total ovaryumlar diseksiyon mikroskobu altinda, PBS igerisinde %0.4 BSA iceren
sollisyonda embriyodan izole edildi, etrafindaki ser6z zarlardan olusan keseden (bursa)
ayrildi. Es zamanli olarak embriyo/yavrulardan kuyruk ornekleri alinarak yukarida

belirtildigi gibi Tex/4 geni ve GFP transgenine 6zgii genotiplemeler yapildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Projede heterozigot caprazlama sonucu elde edilen embriyo/post-natal érneklerin izolasyonu ve
genotipleme basamaklarini gosteren ¢izim.

Elde edilen ovaryumlar her grupta en az 4 ovaryum olacak sekilde proje kapsaminda

belirtilen analizlerde kullanilmak {izere ayrildi (Sekil 3.2).

Tex14* vs Tex14"

D Elektron D

mikroskobik
analiz

Germ hiicre havuzu .
Toksik stres sonucu

Mayoz Dalgasi MPI evreleri Vs
Tex4"  TexI4" TexI4"  TexI4* Apoptoz Apoptoz
e
-Germ Hiicre Belirtegleri, -SYCP3, SYCP1 ve -GFP, STELLA, NOBOX ve -Toksik strese cevaben gelisen
STRA8 ve SYCP3 ile CREST belirtegleri ile cPARP belirtegleri ile apoptoz yanitinin
degerlendirme degerlendirme degerlendirme NOBOX ve cPARP ile
(E12.5-E165) - (®185) (E11.5, 18.5, PN2 ve PN5) degerlendirilmesi (E18.5)
-3D Gorintiilime ve Analiz  -Oosit yayma ve Analiz 3D Gériintiiliime ve Analiz 3D Gériintiiliime ve Analiz

Sekil 3.2. Proje kapsaminda analiz edilen farkli deneysel parametleri gosteren sematik ¢izim.
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3.9. Gecirimli Elektron Mikroskobu Analizi

Tex14” embriyolarin farklanmakta olan disi germ hiicrelerinde hiicreler arasi kdpriilerin

olmadigm teyit etmek amaci ile E13.5 TexI4"* ve TexI4” ovaryumlarm ince

(ultrastriiktiir) yapisi gegirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope;

TEM) ile incelendi.

3.10. Elektron Mikroskobu Analizi’nde Kullanilan Malzemeler:

0.2 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT): 13,6 g Kalium Dihidrojen Fosfat
(#1.04873.1000, Merck) 500 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii (A soliisyonu). 14,2 g
Disodyum Hidrojen Fosfat (#7558-79-3, A.D.R.) 500 ml bisdistile su igerisinde
¢oziildi (B soliisyonu). 1L’lik balon jojede A ve B soliisyonlar1 karigtirildi, pH 7,3
olacak sekilde ayarlandi.

0.1 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT): 0,2 M SFT stok soliisyonu 1:1 oraninda

bidistile su ile dilie edilerek hazirlandi.

%4’liik Gluteraldehit: %25°lik stok Gluteraldehit (#1640, Electron Microscopy
Sciences)’den 16 ml alinip, 84 ml 0,1 M SFT eklenerek hazirlandi.

Ozmiyum Tetroksit (OsO4): (#0004/1, 10X100 mg, TAAB)

Uranil Asetat:1 g Uranil Asetat (#2216688, Merck), 100 ml %75’lik etil alkol

igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
Propilen Oksit: (#P021, TAAB)

Araldit Ana Karisim: 91 ml Araldit CY 212 (#E006, TAAB) 84 ml DDSA
(Dodecenyl Succinic Anhydride, #D025, TAAB) ile karigtirilarak hazirlandi.

1. Araldit: 50 ml Araldit Ana Karigim1 1 ml BDMA (Benzyldimethylamine, #11400,
EMS) ile karistirilarak hazirlandi.

%71’lik Toluidin Mavisi: 1 g Toluidin Mavisi (#5281607, Merck) ve 1 g Boraks
(#749K4449803, Merck) karistirilarak hazirlandi.
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= Ultramikrotom: UCT125 Leica Ultramicrotome.

E13.5 Tex14"* ve Tex14” ovaryumlar %4’liik Gluteraldehit ile +4°C’de, 2 saat fikse
edildi, ardindan 0.1 M SFT ile 3 defa 10’ar dakika yikanarak fazla fiksatif uzaklagtirild1.
%1’lik OsOs ile 2 saat oda 1sisinda rotatorda fikse edilen 6rnekler 0.1 M SFT ile 3 defa
10’ar dakika yikandiktan sonra +4°C’de sirasi ile %30, %50 ve %70’lik alkolde 3 defa
10’ar dakika bekletildi. %1°lik Uranil asetat ile +4°C’de 1 saat inkiibe edilen 6rnekler
%80, %90 ve %100’liik alkol ile +4°C’de 3 defa 10’ar dakika inkiibe edilerek
dehidratasyon basamagi gergeklestirildi. Propilen Oksit ile +4°C’de 2 defa 10’ar dakika
inkiibe edildikten sonra Araldit-Propilen Oksit karistminda (1:1) oda 1sisinda 8§ saat,
ardindan Araldit icerisinde gece boyu rotatorda inkiibe edildi. Son olarak ornekler
kapsiiller igerisine Araldit ile gomiildii, 60°C’de 48 saat polimerize olmasi saglanan
orneklerden ultramikrotomda 300nm kalinliginda kalin kesitler alindi. Toluidin mavisi ile
boyanan kesitler 151k mikroskobu ile incelenerek ince kesitlerin alinacag: alan belirlendi.
70 nm kalinligindaki ince kesitler alindiktan sonra kontrastlama yapilarak Zeiss Leo-906E

gecirimli elektron mikroskopta degerlendirildi.

3.11. Yabaml Tip ve TexI4”" Disi Gebe Farelerde Toksik Stres Olusturulmasi

Fetal ovaryumda kimyasal stres olusturmak i¢in alkilleyici ajan olan busulfan kullanildi.
Busulfan proliferatif hiicrelerin DNA’s1 iizerinde ¢apraz baglar olusturarak proliferasyonu
durdurmakla birlikte kromozomal anormallikte artisa ve hiicre o6liimiine neden olur.
Heterozigot ¢aprazlama sonrasinda vajinal plagin goriildigi giin 6glen E0.5 olarak
degerlendirildi ve E11.5 giinde gebe farelere intraperitonal olarak 50 pl Smg /ml busulfan
(#B2635-10G, Sigma) 1:1 oraninda hazirlanmis dimetil siilfoksit (DMSO) (#472301-
500ml, Sigma) ve aygicek cekirdegi yagi (#S5007-250ML, Sigma) igerisinde ¢oziilerek
enjekte edildi. Boylece fetal ovaryumda kismi olarak germ hiicre kaybinin indiiklenmesi
saglandi. Busulfan enjeksiyonunun yani sira, busulfan’in igerisinde ¢6ziildiigli ¢oziiciiniin
olasi etkilerini degerlendirmek i¢in 50 pul DMSO/ayc¢icek cekirdegi yagi (1:1) karigimi
E11.5 giinde gebe farelere intraperitonal olarak enjekte edildi. Tex/4"~ gebe fareler E18.5
ginde CO; inhalasyonundan sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Embriyolardan ovaryumlar izole edildi. Genotipleme sonrasinda Tex/4"" ve Tex14”

ovaryumlar wholemount immunofloresan yontemi kullanilarak analiz edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tex14"" gebe farelere yapilan Busulfan/tastyici grup enjeksiyonlari ve zaman tablosunu gosteren
¢izim.

3.12. Embriyonik ve Post-natal Ovaryumlarda Wholemount iImmiinofloresan

Wholemount immiinofloresan yontemi ile ovaryumlarin total yapisi hedef antikorlar

kullanilarak kesit alinmaksizin es zamanli ve etkin bir sekilde incelendi.

3.13. Wholemount iImmiinofloresan Deneyinde Kullanilan Malzemeler:

%4 liik paraformaldehit soliisyonu (PFA): 4 g paraformaldehit (#416780010,
Acros Organics) 80 ml PBS igerisine eklenerek karisim 60°C’de manyetik karistiricida
karistirildi. Araliklarla IM NaOH eklenerek, yaklasik 15 dakika manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra PFA’nin tamamen ¢oziilmesi saglandi. HCl ile pH=7.2-7.4
olacak sekilde ayarlandi, filtreden gegirilen soliisyon -80°C’de muhafaza edildi.

%0.2 Bovin serum albumin (BSA): 100 mg BSA (#0332-100G, Amresco) 50 ml
distile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyon filtreden gegirildikten sonra +4°C’de muhafaza

edildi.

%0.1 Triton X-100 iceren PBS: 29.970 pl distile suya 30 pl Triton X-100 (#X100-
500ml, Millipore Sigma) eklenerek hazirlandi.

%2 BSA, %0,1 Triton X-100 iceren PBS: 1 g BSA 50ml %0.1 Triton X-100 igeren
PBS igerisinde ¢oziildii. Soliisyon filtreden gegirildikten sonra +4°C’de muhafaza
edildi.
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" %0.2 BSA, %0,1 Triton X-100 iceren PBS: 100 mg BSA 50 ml %0.1 Triton X-100
iceren PBS igerisinde ¢oziildii. Soliisyon filtreden gegirildikten sonra +4°C’de

muhafaza edildi.

= %3’liik H,O; Soliisyonu: 900 ul Methanol (#A412-4, Fisher Chemical)’e 100 ul
%30’luk H202 (#H1009-100ml, Sigma) eklenerek hazirlandi.

= Benzil alkol/Benzil benzonat (BAAB) Soliisyonu: Benzil alkol (#402834-100ml,
Sigma-Aldrich) ve Benzil benzonat (#B9550-500ml, Sigma-Aldrich) 2:1 oraninda

karigtirildi. Soliisyon oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Gelisimin farkli evrelerindeki embriyonik/post-natal ovaryumlar %4’liikk paraformaldehit
soliisyonu ile +4°C’de, 2 saat fikse edildi, ardindan %0.2 BSA igeren yikama soliisyonu
ille 3 defa 10’ar dakika yikanarak fazla fiksatif uzaklastirildi. Wholemount
immiinofloresan protokolii kapsaminda tiim inkiibasyonlar rotator iizerinde
gerceklestirildi. %2 BSA ve %0,1 Triton X-100 igeren soliisyon ile oda 1sisinda 3 saat
bloklanan ovaryumlar ardindan iki gece boyunca +4°C’de primer antikor (Tablo 3.10) ile
inkiibe edildi. %0.1 Triton X-100 igeren PBS ile 4 defa 15’er dakika oda 1sisinda yikanan
ornekler, primer antikorlara uygun floresan isaretli sekonder antikor (Tablo 3.11) ile
+4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. %0.2 BSA ve %0.1 Triton X-100 igeren PBS
soliisyonu ile 3 defa 30’ar dakika oda 1sisinda yikanan Ornekler, 10’ar dakika artan
metanol serilerden (%25, %50, %75) gegirildikten sonra iki kez %100 metanol ile 10’ar
dakika inkiibe edierek dehidrasyon basamagi gergeklestirildi. Gece boyunca +4°C’de, %3
H>0, soliisyonu ile inkiibe edilen 6rnekler lamel iizerine sabitlenen 10 mm ¢apinda-10
mm yiiksekliginde silindirler (Ace Glass, 3865-10) ile olusturulmus havuzcuklara transfer
edildi. Fazla metonuliin uzaklastirilmasindan sonra 300 pl Benzil alkol/Benzil benzonat
(2:1) ornekleri igeren havuzcuklara eklendi. Gece boyu +4°C’de seffaflastirma
basamaginin ardindan 6rnekler Leica TCS SP8 inverted konfokal mikroskop kullanilarak

her bir Z-stack aralig1 1 um olacak sekilde 10X objektif ile goriintiilendi.
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Tablo 3.10. Wholemount immiinofloresan deneyinde kullanilan primer antikorlar.

Protein Katalog no, Firma Belirtec Diliisyon
GFP #1020, Aves Germ hiicre belirteci 1:200
TRA98 #ab82527, Abcam Germ hiicre belirteci 1:200
Pre-mayotik DNA
STRAS #ab49602, Abcam 1:200
replikasyonu belirteci
Mayozda sinaptonemal
SYCP3 #ab97672, Abcam 1:200
kompleks belirteci
Testis farklanmasinda
FGF9 #ABN41, Millipore mayoz inhibisyonun 1:200
belirteci
#NB100-1277, Novus
FOXL2 Somatik hiicre belirteci 1:200
Biologicals
RNA baglanma proteini
DAZL #ab34139, Abcam 1:200
belirteci
RNA baglanma proteini
FMRP #ab191411, Abcam 1:200
belirteci
cPARP #558710, BD Pharmingen Apoptoz belirteci 1:50
Erken donem germ hiicre
STELLA #ab19878, Abcam 1:200
(E13.5’e kadar) belirteci
. o Geg¢ donem germ hiicre
NOBOX Gift from A. Rajkovic o 1:400
(E15.5°den sonra) belirteci
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Tablo 3.11. Wholemount immiinofloresan deneyinde kullanilan sekonder antikorlar.

Florofor Katalog no, Firma Diliisyon
o # 703-545-155, Jackson
Alexa Fluor 488 donkey anti-chicken
Immuno Research 1:200
IgY (IgG) (H+L) )
Laboratories
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse
# R37114, Invitrogen 1:200
IgG (H+L)
Alexa Fluor 555 donkey anti-rabbit
#A31572, Invitrogen 1:200
IgG (H+L)
Alexa Fluor 488 donkey anti-rat IgG
#A21208, Invitrogen 1:200
(H+L)
Alexa Fluor 647 donkey anti-mouse
#A31571, Invitrogen 1:200
IgG (H+L)
Alexa Fluor 555 donkey anti-goat IgG
#A21432, Invitrogen 1:200
(H+L)

3.14. 3D Ovaryum Analizi

Floresan belirteclerle igsaretlenmis biitiin halindeki ovaryumlarin konfokal mikroskop ile
goriintiilenmesi sonucunda elde edilen LIF (Leica Image File) dosyalar1 ImarisX64.8.3.0
programina aktarildi. Ovaryumun oryantasyonu Anterior-Posterior (AP) komsulugundaki
mezonefroz yardimi ile belirlendi. Daha sonra mezonefroz Imaris’in yiizey (surface)
modiili kullanilarak maskelendi ve analizin sonraki basamaklarinda mezonefrozdan
ayrilmis halde sadece ovaryum kullanildi. Yiizey modiilii kullanilarak ovaryumun sinirlari
¢izildi, ovaryumun tamamini temsil eden bir yiizey olusturuldu ve ovaryum anterior ve
posterior koordinatlar1 kaydedildi. Programin nokta (spot) modiilii kullanilarak
immiinofloresan olarak igaretlenmis her bir germ hiicresini temsilen noktalar (spots)
olusturuldu. Her bir nokta floresan isaretlenmis bir germ hiicresinin koordinatlarina temsil

ettigi i¢in bu sayede ovaryumun 3D haritas1 olusturuldu.

Imaris programu ile elde edilen ovaryumun yiizey koordinatlar1 ve her bir germ hiicresinin
spesifik koordinati Imaris programi igerisine entegre olmus MATLAB programi ile

degerlendirildi.
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Embriyonik ovaryum dogrusal bir morfolojiye sahip olmadig1 i¢in kutupsal taslak (polar
plot) iizerine yerlestirilen ovaryumun anterior-posterior koordinatlari ve kutupsal taslagin
merkez noktasi kullanilarak ovaryumun egrilik yarigap: hesaplandi ve tiim noktalarin
koordinatlar1 egrilik yarigap: kadar kaydirildi. Koordinatlar polar koordinatlar halinde
analiz edildi. Ozetle, her bir germ hiicresinin ovaryumun anterior ve posterior’iine
uzakliginin analiz edilebilmesi i¢in ovaryum anteriorden posteriore 7 esit pargaya boliindii
ve her parcadaki germ hiicre sayisi belirlendi. Benzer sekilde germ hiicrelerinin
ovaryumun merkez ve periferine uzakligmin belirlenebilmesi ig¢in ovaryum perifer-
merkez-perifer dogrultusunda 7 pargaya boliindii ve her pargadaki germ hiicre sayisi
belirlendi. Elde edilen veriler Microsoft® Office 2016 Excel (Microsoft; Redmond,
Washington)’e aktarilarak germ hiicrelerinin Anterior-Posterior Dagilim ve Perifer-

Merkez Dagilimi grafikleri olusturuldu (Sekil 3.4).

Mezonefroz Anterior (A)
Ovaryum _— _— - S - S
Yiizey oluturma Mezonefrozun Noktalarin (spots) Noktalarin
'Imaris' maskelenmesi olusturulmast koordinatlar1
'Imaris’ 'Imaris' 'Imaris'
Posterior (P)
:] Farkh belirtecler
ile isaretlenmis
germ hiicreleri
(A)’\ +
0 derece
P)
Z 2000
S
& 1500 e
21000 | . “w «—— 2.Perifer-Merkez Dagilim < |
g 500 |/ Ng
3 o
3 5
Perifer-Merkez Dagilimi

Sekil 3.4. Wholemount immiinofloresan yontemi ile farkli belirteglerle igaretlenmis ovaryumlarin 3D
analizi.

3.15. Germ Hiicre Apoptozunun Grup/Kiime Analizi
Tex14"* ve TexI4” E18.5 ovaryumlarda germ hiicre apoptozunun grup/kiimeler halinde

gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek icin literatiirde daha once Hansson ve ark
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(2013) tarafindan yayinlanmis olan RipleyGUI yazilimi kullanildi (Hansson ve ark.,
2013). RipleyGUI MATLAB tabanli bir program olup hiicrelerin 3D dagilim modellerini
ortaya ¢ikarmak icin kullanilmaktadir. Program 3D koordinatlar1 bilinen bir hiicrenin
merkezinden baglayarak en yakin komgsulugundaki hiicrenin merkezine kadar olan
uzaklig1 belirleyerek, hiicrelerin birbirleri ile yakin lokalizasyonlariin rastlantisallik ya

da grup/kiime olusturma egilimi nedeni ile olup olmadigin1 belirlemektedir.

Embriyonik ovaryumda apoptozun grup/kiime analizi i¢in Oncelikle Imaris programi
vasitasi ile TexI14"* ve TexI4” ovaryumda sirasi ile tiim germ hiicrelerin ve sadece
apoptotik germ hiicrelerinin koordinatlar1 ayr1 ayr1 kaydedildi. Germ hiicre koordinatlari
programa yiiklenerek Tex/4"* ve TexI4” ovaryumda total germ hiicre dagiliminin
grup/kiimelenme agisindan benzer olup olmadigi test edildi. Tex/4™* ve TexI4”
ovaryumda germ hiicrelerinin grup/kiimelenme agisindan benzer dagilim gdsterdigi
belirlendikten sonra sadece Tex/4"* total germ hiicre dagilimi grup/kiime analizinde
grup/kiimelenme gostermeyen dagilimi temsilen kullanmildi. Son olarak, Tex/4"" ve
Tex14” ovaryumda apoptotik germ (cPARP?) hiicrelerinin koordinatlar1 programa
yiiklenerek mutant ve yabanil tip ovaryumlarda germ hiicre apoptozunun grup/kiimelenme

gosterip gostermedigi belirlendi.

3.16. Embriyonik Ovaryumlarda Oosit Yayma
Tex14"* ve Tex14” ovaryumlarda mayotik profaz I’in ayrintili bir sekilde incelenebilmesi

icin E18.5 germ hiicrelerinde niikleer yayma preparatlar1 hazirlandi.

3.17. Oosit Yayma Preparatlarimin Hazirlanmasi I¢in Kullanilan Malzemeler:
= (.15M NaCl: 438 mg NaCl (#1.06404.1000; Merck) 50 ml distile suyun icerisinde

¢oziilerek hazirlandi.
= 10mg/ml DNAse I: 10 mg DNAse I 1 ml 0.15M NaCl igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

=  QOvaryum Disasosiyasyon Tamponu: 25 mg Kollajenaz (#C0130, Sigma) 9.8 ml
DMEM medyumu (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Thermo Fisher Scientific)
icerisinde ¢Oziildi. Ardindan 100 pl %2.5 Tripsin (#15090046, Thermo Fisher
Scientific) ve 100 ul DNAse I (10 mg/ml, #DN25-10 mg, Sigma) eklendi.
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1M Tris pH=8.2: 6.07 g Tris (#1.08387.2500, Merck) 50 ml distile su igerisinde
¢oziildi. pH=8.2’ye ayarlandu.

IM Siikroz: 17.115 g Siikroz (#S1888-500G, Sigma) 50 ml distile su igerisinde

¢oziilerek hazirlandi.

1M DTT (Dithiothreitol): 154.25 mg DTT (#R0861, Thermo Scientific) 1 ml distile

su igerisinde ¢oziildii.

100mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride): 174.19 mg PMSF (#36978,
Thermo Fisher Scientific) 10 ml isopropanol (#A451-4, Thermo Fisher Scientific)

igerisinde ¢oziildii.

Hipotonik Tampon: 300 pul 1M Tris pH=8.2, 500 pl 1M siikroz, 500 ul 0.5M EDTA
15 mI’lik Ependorf tiipline aktarildi, 8 ml’ye kadar distile eklendi ve 50 mg sodyum
sitrat (#0754, Mollinckrodt AR) homojen hale gelinceye kadar vortekslendi.
pH=8.2"ye ayarlandiktan sonar soliisyon filtre edildi. Son olarak 5 ul 1M DTT ve 50
pl 100mM PMSF soliisyona eklendi, distile su ile total hacim 10 ml’ye tamamland1

ve soliisyon 2 saat igerisinde kullanildi.
0.1M Borik asit: 61.83 g Borik asit 10 ml distile su icerisinde ¢oziildii.

100mM Siikroz: 1 ml 1M siikroz, 750 pl Borik asit ve 7 ml distile su 15 ml’lik
Ependorf tiipiine eklendi. pH=8.2"ye ayarlandiktan sonra soliisyon filtre edildi. Total

hacim 10 ml oluncaya kadar distile su eklendi.

Fiksatif Soliisyonu: 3 ml %16’lik PFA (#15710S, Electron Microscopy Sciences),
3.5 ml 0.1M Borik asit ve 40 ml distile su 50 mI’lik Ependorf tiipline eklendi.
pH=9.2"ye ayarlandiktan sonra soliisyon filtre edildi. 72 pl Triton X-100 ve 144 ml
IM DTT eklendikten sonra, hacim 48 ml oluncaya kadar distile su ilave edildi.

%0.4’liik Photoflo: 96 ml distile suya 4 ml Photoflo (#146 4510, Kodak Professional)

eklenerek hazirlandi.
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Tex14"" ve Tex147E18.5 ovaryumlar 200 pl ovaryum disasosiyasyon tamponu igerisinde
37°C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda her 10 dakikada bir
pipetlenerek ovaryumun disasosiyasyonu saglandi. 30 dakika sonunda 200 pl FBS
(#10437036, Thermo Fisher Scientific) eklenerek tripsin reaksiyonu durduruldu. 400 pl
hipotonik soliisyon eklenen ovaryumlar oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra
1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 80 pl
100mM siikroz ile yeniden siispanse edildi. Superfrost lamlar tizerine hidrofobik kalem
ile ¢izilmis alana 10 pl fiksatif soliisyonu ve 20 pl hiicre siispansiyonu pipetlendikten
sonra lamlar oda 1s1sinda kurumaya birakildi. %0.4’liik Photoflo soliisyonu ile 2 defa 2’ser
dakika inkiibe edilen yayma preparatlari tamamen kuruduktan sonra oosit yayma

orneklerinde immiinofloresan boyama protokolii uygulandi.

3.18. Oosit Yayma Preparatlarinda immiinofloresan Boyama
Tex14™* ve Tex14” E18.5 ovaryumlardan hazirlanan oosit yayma preparatlarinda MPI
evrelerinin analiz edilebilmesi i¢in sinaptonemal kompleks proteinlerine 6zgiil belirtegler

kullanilarak immiinofloresan boyama teknigi uygulandi.

3.19. Oosit Yayma Preparatlarinda Immiinofloresan Boyama I¢in Kullanilan

Malzemeler:

*  %0.1 Triton X-100 iceren PBS: 29.970 ul distile suya 30 pl Triton X-100 (#X100-
500ml, Millipore Sigma) eklenerek hazirlandi.

= %5 BSA iceren PBS: 0.5 g BSA 10 ml PBS igerisinde ¢oziildii. Soliisyon filtreden

gegirildikten sonra +4°C’de muhafaza edildi.

Yayma preparatlart %0.1 Triton X-100 igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edildikten sonra PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandi. %5’lik BSA ile 1 saat
bloklanan yayma preparatlari primer antikorlar (Tablo 3.12) ile gece boyu +4°C’de inkiibe
edildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama basamaginin ardindan primer antikorlara uygun
floresan igaretli sekonder antikor (Tablo 3.13) ile +4°C’de gece boyunca inkiibe edilen

preparatlar PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandiktan sonra kapatma medyumu (#H-1000,
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Vector Laboratories) ile kapatildi. Leica TCS SP5 konfokal mikroskop ile 63X objektif

ile gortintiilendi.

Tablo 3.12. Oosit yayma immiinofloresan deneyinde kullanilan primer antikorlar.

Protein Katalog no, Firma Belirtec Diliisyon
Mayozda sinaptonemal
SYCP3 #ab97672, Abcam o 1:200
kompleks belirteci

Mayotik Profaz I, Pakiten
SYCP1 #ab15090, Abcam 1:200

evresi belirteci

#15-234-0001,
CREST ' Sentromer belirteci 1:50
Antibodies Incorporated

Tablo 3.13. Oosit yayma immiinofloresan deneyinde kullanilan sekonder antikorlar.

Florofor Katalog no, Firma Diliisyon
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse
#ab97672, Abcam 1:200
IgG (H+L)
Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit
#A31572, Invitrogen 1:200
IgG (H+L)

# 709-605-149, Jackson
Alexa Fluor 488 donkey anti-human

IgG (H+L)

Immuno Research 1:200

Laboratories

3.20. istatiksel Analizler

Elde edilen veriler Microsoft ® Office 2016 Excel’e aktarildiktan sonra Tex/4"" ve
TexI4”~ ovaryumlarda 3D mayoz ve apoptozun istatistiksel analizi Excel’in T.Test
(Student’s t-Test) fonksiyonu kullanilarak gergeklestirildi. Tex/4"" ve TexI4” total ve
apoptotik germ hiicre sayilarinin istatistiksel analizi Prism 6.0 programinda karsilastirmali
(t-test ya da ANOVA) testler kullanilarak yapildi. Germ hiicrelerinin grup/kiimelenme
analizi RipleyGUI programi i¢ine entegre edilmis istatistik modiilii ile gergeklestirildi.

p=<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tex14, GFP ve XY (cinsiyet) Genotiplemelerinin Degerlendirilmesi

Spesifik primerler kullanilarak yapilan genotiplemelerden elde edilen {iriinler
goriintillenerek Tex14"*, Tex14"", Tex14”-, GFP* ve GFP-yetiskin fare, embriyo ve post-
natal yavrular belirlendi. E11.5 glin embriyolarda morfolojik olarak cinsiyet ayrimi
yapilamadig1 i¢in, cinsiyetin belirlenmesi icin ekstra genotipleme yapilarak disi

embriyolar deneye dahil edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. %2’lik agaroz jelde yiiriitiilen drnek Tex14™", Tex14*", Tex14”-, GFP*, GFP-, XX ve XY PCR
iirlinlerinin analizi.

4.2. Tex14 Kolonisinde Embriyo Rezorpsiyonunun Degerlendirilmesi
Tex14 heterozigot caprazlama ile elde edilen Tex/4"- gebe farelerin diseksiyonu

sonrasinda izole edilen embriyo sayilar1 (Tablo 4.1) degerlendirildi. Tex14 kolonisinde
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rezorpsiyon orani (Rezorpsiyon/Normal implante olan embriyo orani)’nin %28.8 oldugu

belirlendi.

Tablo 4.1. Projede Tex14" gebe farelerden izole edilen embriyo sayilari ve genotipleri.
] g

Total Normal implante
Embriyo | Rezorpsiyon olan embriyo Tex14"* | Tex14"" | Tex14™
Sayis1 sayisi
1074 240 834 191 450 193

Literatiirde belirtilene gore artmis rezorpsiyon oraninin spesifik bir genotipte meydana
gelen sub-letalite nedeni ile olup olmadigini belirlemek i¢in embriyo genotip (Tex!4*",
TexI4™ ya da TexI4”)’lerinin yiizde degerleri belirlendi (Sekil 4.2). Heterozigot
caprazlama sonucunda Tex14 kolonisinde Mendel kalitimina (bagimsiz ayrigim prensibi)
kiyasla mutant ve yabanil tip embriyolarin %2 azaldig1 ve heterozigot embriyolarin da %4

artt1g1 belirlendi.

Il Mendel
BBl Texl4

Heterozigot
%54

Heterozigot
%50

Sekil 4.2. Tex14 kolonisinde embriyo genotiplerini Mendel kalitimu ile karsilastirmali olarak gdsteren
grafik.
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4.3. Tex14™* ve Tex14”- Embriyonik Ovaryumlarin Elektron Mikroskobik Analizi

Greeanbaum ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalar ile Tex/4” gonadlarda (yetiskin ve
neonatal) germ hiicreleri arasinda hiicreler arasi kopriilerin olmadig1 daha 6nce ortaya
konulmug olmasina ragmen (Greenbaum ve ark., 2009; Greenbaum ve ark., 2006),
embriyonik donemde Tex/4” ovaryumlarda sdz konusu hiicreler arast koprii yapilarinin
var olup olmadigr daha once dogrulanmamistir. Bu nedenle c¢aligmamizin basinda,
gecirimli elektron mikroskop yontemi kullanilarak Tex14"* ve Tex14” E13.5 embriyonik
ovaryumlarda hiicreler aras1 koprii yapilan analiz edildi. E13.5 Tex/4"* embriyonik
ovaryumlarda, hiicreler arasi kopriilerin germ hiicreleri arasinda var oldugu teyit edildi
(Sekil 4.3 A, B). E13.5 TexI4” ovaryumlarda ise germ hiicreleri birbirileri ile yakin
sekilde konumlansa dahi hiicreler arasi koprii yapilarina rastlanmadi (Sekil 4.3 C).
Boylece Tex14” ovaryumlarin embriyonik dénemden itibaren hiicreler aras1 kopriilerden

yoksun oldugu ortaya konuldu.

Tex14™* Tex14”
R Py

E13._5 ovaryum

Sekil 4.3. E13.5 Tex14"* ve Tex14” ovaryumlardan elde edilen elektron mikrograflar. A, B: Tex/4"*
ovaryumlarda hiicreler aras1 kopriilerin iist ve alt sinirlari elektron yogun alanlar (*) olarak gozlenmektedir.
C: Tex14” ovaryumlarda germ hiicreleri birbirlerine yakin sekilde konumlansa dahi hiicreler aras1 koprii
yapilar1 bulunmamaktadir. Inset: yiiksek biiyiitme, GH: germ hiicresi, oklar hiicreler arast kopriileri,
yildizlar ise elektron yogun alanlar gostermektedir.

4.4.TexI4"* ve TexI4” Embriyonik Ovaryumlarda Mayoz Dalgasinin
Degerlendirilmesi

Tex14"" gebe fareler vajinal plak tarihleri esas alinarak sirasi ile E12.5, E13.0, E13.5,
E15.5 ve E16.5 glinlerde diseke edildi. Tex14 fare kolonisi karma soylardan olustugu ve
ozellikle karma soylardan gelen embriyolarda farkli genotipler arasinda gelisimsel hiz
farklilig1 olabilecegi i¢in vajinal plak tarihine ek olarak, embriyolarin evrelendirilmesi i¢in

on ayaklarinin morfolojisi fotograflanarak ayrica degerlendirildi (Kaufman, 1992).
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Evrelendirme asamasindan sonra, germ hiicrelerinin ovaryumun genelinde homojen
sekilde lokalize olup olmadigi TRA98 (Germ Cell Specific Antigen) ya da Oct4-GFP
transgeni tasiyan soylarda GFP antikoru ile teyit edildi. Mayoz dalgasinin belirlenmesi
icin ise pre-mayotik DNA replikasyonundan sorumlu olan STRAS8 ve mayoz boliinmede
homolog kromozomlar arasinda olusan sinaptonemal kompleksin lateral elementi olan
SYCP3’iin lokalizasyonu ile analiz edildi. STRA8 mayozun erken belirteci olarak,

SYCP3 ise aktif olarak mayoz boliinmede olan hiicreleri incelemek amaci ile kullanildi.

E12.5 giin ovaryumlarda TRA98 antikoru ile isaretlenen germ hiicrelerinin Tex/4™* ve
Tex14” ovaryumda homojen dagilim gosterdigi teyit edildi (Sekil 4.4 A ve B). Pre-
mayotik DNA replikasyonunun belirteci olan STRAS pozitif (STRA8") germ hiicrelerinin
ovaryumda E12.5’den itibaren bulundugu, fakat STRAS ifade eden bu germ hiicrelerinin
ovaryumdaki dagilimlarinin anterior-posterior (AP) ya da perifer-merkez (PM) agisindan
farklilik gostermedigi belirlendi (Sekil 4.4 C ve D) (Tablo 4.2). Aktif olarak mayoz
boliinmedeki hiicreleri belirten SYCP3" germ hiicrelerinin ise E12.5°ta bazi ovaryumlarda
bulunmadigi, bazi ovaryumlarda ise bir ya da iki tane SYCP3* germ hiicresinin bulundugu
gorildii (Sekil 4.4 E, F, iii ve iv). S6z konusu bir ya da iki SYCP3" germ hiicresi 3D analiz
i¢in yeterli olmadig i¢in, E12.5 ovaryumlarda SYCP3" hiicrelerin lokalizasyonu igin 3D

analiz gergeklestirilmedi.
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Sekil 4.4. E12.5 Tex14"" ve Tex14” ovaryumlarda mayotik dalganm 3D incelenmesi. A, B: Tex/4"" ve
Tex14” ovaryumlarda TRA9S ile isaretlenen germ hiicrelerinin homojen sekilde dagildigi izlenmektedir. C,
D: Mayoz boliinmeden 6nce gercekesen pre-mayotik DNA replikasyonunun belirteci olan STRAS8* germ
hiicrelerinin ovaryumdaki dagilimlarinda AP ya da PM agisindan herhangi bir fark bulunmamaktadir. E, F:
Bazi germ hiicrelerinin en erken E12.5°de aktif olarak sinaptonemal kompleksin olustugu izlenmektedir. i
ve ii: TexI14"™* ve Tex14” embriyolarin 6n ayaklarimn morfolojisi her iki embriyonunda gelisimsel olarak
ayni evrede oldugunu gostermektedir. iii ve iv: yiiksek biiyiitmede SYCP3" iki germ hiicresinin sinirlari sart
kesikli oklarla belirtilmistir. TRA98 ve STRA8 immiinofloresan boyanma goriintiilerinin sag tarafinda o
antikora ait Anterior-Posterior Dagilim (listte) ve Perifer-Merkez Dagilimi (altta) grafikleri bulunmaktadir.
Grafiklerde mavi renk TexI4"* (WT) ovaryumlari, siyah renk Tex/4” (TexI14) ovaryumlari temsil
etmektedir. Grafiklerde kesikli ¢izgiler her bir embriyodan alinan ovaryum 6rnegini (n), devamli-kalin ¢izgi
ise soz konusu ovaryumlarin ortalama degerlerini belirtmektedir.
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Tablo 4.2. E12.5 Tex14"* ve Tex14” ovaryumlarn istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14
TRA98 STRAS TRA98 STRAS
1 0.279 0.949 0.481 0.798
2 0.141 0.610 0.426 0.947
3 0.257 0.748 0.176 0.963
4 0.411 0.502 0.234 0.669
5 0.492 0.891 0.467 0.878
6 0.503 0.368 0.435 0.572
7 0.569 0.535 0.580 0.110

Mayoz dalgas1 12 saat sonra, E13.0 gilinde, degerlendirildiginde her iki grupta da germ
hiicrelerinin ovaryumun genelinde homojen sekilde yayildig: goriildii (Sekil 4.5 A ve B).
STRAS8" ve SYCP3" germ hiicre sayilarinin her iki grupta da E12.5’e gore arttig1 fakat bu
artisin Tex/4” ovaryumlarda TexI4"" e nazaran daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.5
C-F). STRAS8" germ hiicrelerinin ¢ok belirgin olmamakla birlikte ovaryumun
anterior’iinde posterior’iiriine gore daha fazla bulundugu dikkat ¢ekti. STRA8" germ
hiicrelerinin ovaryumun perifer-merkez’ine gore lokalizasyonlar: degerlendirildiginde ise
herhangi bir farka rastlanmadi (Sekil 4.5 C ve D). Bu evrede en ¢ok dikkat ¢ceken bulgu
Tex14* ovaryumlarda, SYCP3" germ hiicrelerinin ovaryumun tepe anterior noktasinda
degil, daha ¢ok ovaryumun merkezinde fakat yine de ovaryumun iist ’2’lik kisminda
agirlikli olarak konumlanmasi oldu (Sekil 4.5 E ve iii). Bununla birlikte SYCP3" germ
hiicrelerinin E13.0 Tex/4"* ovaryumda kiimeler halinde bulundugu fakat bu kiimelerin
ardisik bir sekilde ovaryumda lokalize olmadigi belirlendi (Sekil 4.5 E). Ayni donemde
Tex14” ovaryumlarda ise SYCP3"* germ hiicrelerinin sayisinin Tex/4"*’¢ kiyasla daha
fazla oldugu yani daha fazla germ hiicresinin aktif olarak mayoz béliinmede oldugu ve
Tex14"* ovaryumlarda izlenen merkezi lokalizasyon paterninin Tex/4”- ovaryumlarda
bulunmadig1 belirlendi (Sekil 4.5 F ve iv) (Tablo 4.3). Bunun yam siwra Tex/4”
ovaryumlarda SYCP3" germ hiicrelerinin daha agirlikli olarak anterior’de konumlandigi
yani literatiirde yabanil tip ovaryumlarda belirtilen AP mayotik dalgaya daha yakin bir
pattern gosterdigi belirlendi (Sekil 4.5 F).
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Sekil 4.5. E13.0 Tex/4"" ve Tex14” ovaryumlardan mayotik dalganm 3D incelenmesi. A, B: Tex/4"* ve
Tex14” ovaryumlarda GFP ile isaretlenen germ hiicrelerinin homojen sekilde dagildig: izlenmektedir. C,
D: STRAS8"' germ hiicrelerinin E12.5’a nazaran ovaryumun anterior’iinde konumlandigi, perifer-merkez
dagiliminda ise bir fark goriilmedigi belirlendi. E: SYCP3* germ hiicrelerinin Tex/4"* ovaryumda agirlikh
olarak ovaryumun anterior-merkez kisminda konumlandigi izlenmekedir. F: Tex/4” ovaryumda ise
SYCP3" hiicrelerinin sayisi fazla olmakla birlikte sadece anterior-posterior dagilim korunmaktadir. i ve ii:
Tex14"* ve Tex14” embriyolarin 6n ayaklarinin morfolojisi her iki embriyonunda gelisimsel olarak ayni
evrede oldugunu gdstermektedir. iii ve iv: sirasi ile Tex/4** ve Tex14” ovaryumlarda E ve F’de belirtilen
diizlemlerden elde edilen enine kesiti gostermektedir. Her bir antikorun immiinofloresan boyanma
goriintiistiniin sag tarafinda o antikora ait Anterior-Posterior Dagilim (iistte) ve Perifer-Merkez Dagilimi
(altta) grafikleri bulunmaktadir. Grafiklerde mavi renk TexI4"" ovaryumlar, siyah renk TexI4”
ovaryumlar temsil etmektedir. Grafiklerde kesikli ¢izgiler her bir embriyodan alinan ovaryum 6rnegini (n),
devamli-kalmn ¢izgi ise s6z konusu ovaryumlarin ortalama degerlerini belirtmektedir.
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Tablo 4.3. E13.0 Tex14"" ve Tex14” ovaryumlarm istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14

GFP STRAS SYCP3 GFP STRAS SYCP3

1 0.764 0.857 0.707 0.104 0.002 0.001
2 0.443 0.037 0.009 0.197 0.010 0.004
3 0.785 0.348 0.035 0.987 0.050 0.012
4 0.681 0.014 0.133 0.972 0.101 0.044
5 0.942 0.357 0.054 0.953 0.107 0.084
6 0.935 0.034 0.052 0.512 0.141 0.232
7 0.737 0.252 0.820 0.168 0.241 0.368

E13.5 TexI4"* ve TexI4” ovaryumlar degerlendirildiginde, germ hiicreleri homojen
konumlanmakla birlikte (Sekil 4.6 A ve B), bu evrede her iki grupta da germ hiicrelerinin
neredeyse tamaminin STRAS ifade ettigi belirlendi (Sekil 4.6 C ve D). Ayn1 donemde,
her iki grupta da SYCP3" germ hiicrelerinin ovaryumda sayica arttig1 (Sekil 4.6 E ve F),
Tex14* ovaryumda hala agirlikli olarak ovaryumun merkezinde konumlandigi, E13.0’e
kiyasla bu merkez paterninin ovaryumun periferine dogru yayilmaya basladig (radyal
mayotik dalga) goriildii (Sekil 4.6 E ve iii). Ayrica anterior-posterior dagilim
incelendiginde SYCP3" germ hiicrelerinin ovaryumun anterior’iinde posterior’iine gore
daha fazla bulundugu belirledi. E13.5 TexI4” ovaryumlarda ise merkez-perifer
ekspresyon farkinin (radyal mayotik dalga) bulunmadigi fakat SYCP3* germ hiicrelerinin
hala ovaryumda AP dalga olusturacak sekilde konumlandigi goriildii (Sekil 4.6 F ve iv).
E13.0 ovaryumlarda izlenen paterne benzer olarak mutant ovaryumda kontrol ovaryuma
gore daha ¢cok germ hiicresini aktif olarak mayoz boliinmede oldugu SYCP3 ekspresyonu

ile ortaya konuldu (Sekil 4.6 F) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. E13.5 Tex14"" ve Tex14”~ ovaryumlarda mayotik dalganm 3D incelenmesi. A, B: Tex/4"" ve
Tex14” ovaryumlarda GFP ile isaretlenen germ hiicrelerinin homojen sekilde dagildig: izlenmektedir. C,
D: STRA®’in her iki grupta da neredeyse tiim germ hiicrelerinin ifade edildigi goriilmektedir. E:
Tex14"*ovaryumlarda anterior-merkez mayoz dalgasinin posterior-perifere dogru ilerledigi izlendi. F:
Tex14”- ovaryumlarda ise radyal mayoz dalgasimn bulunmadifi, germ hiicrelerinin mayoza anterior-
posterior ydniide girdigi ve mayozun Tex]4"*ovaryumlardan daha ileride oldugu belirlendi. i ve ii: Tex14"*
ve Tex14” embriyolarin 6n ayaklarmin morfolojisi her iki embriyonunda gelisimsel olarak ayni evrede
oldugunu gostermektedir. iii ve iv: swras1 ile Tex/4"* ve TexI4” ovaryumlarda E ve F’de belirtilen
diizlemlerden elde edilen enine kesiti gostermektedir. Her bir antikorun immiinofloresan boyanma
goriintiistiniin sag tarafinda o antikora ait Anterior-Posterior Dagilim (iistte) ve Perifer-Merkez Dagilimi
(altta) grafikleri bulunmaktadir. Grafiklerde mavi renk TexI4"" ovaryumlar, siyah renk TexI4”
ovaryumlar temsil etmektedir. Grafiklerde kesikli ¢izgiler her bir embriyodan alinan ovaryum 6rnegini (n),
devamli-kalm ¢izgi ise s6z konusu ovaryumlarin ortalama degerlerini belirtmektedir.

51



Tablo 4.4. E13.5 Tex14"" ve Tex14”" ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14
GFP STRAS SYCP3 GFP STRAS SYCP3
1 0.788 0.629 0.491 0.016 0.063 0.136
2 0.854 0.845 0.502 0.461 0.224 0.090
3 0.949 0.922 0.151 0.690 0.543 0.159
4 0.682 0.804 0.294 0.969 0.830 0.175
5 0.522 0.323 0.115 0.810 0.763 0.344
6 0.467 0.352 0.026 0.721 0.225 0.445
7 0.794 0.887 0.071 0.914 0.187 0.411

4.5. Embriyonik Ovaryumda Radyal Mayotik Dalgamin Olusmasim1 Kontrol
Edebilecek Olas1 Faktorlerin Arastirilmasi

Tex14"" embriyolarda ovaryumun periferindeki germ hiicrelerinin merkezdekilere oranla
daha sonra mayoz boliinmeye girmesine ve hiicreler arasi koprii igermeyen Tex14”
ovaryumlarda bu dalganin goriilmemesine neden olan olasi faktorlerin aydinlatilmasi igin,
Tex14*" ovaryumlarda mayozun koordine edilmesinden sorumlu olabilecek aday
molekiiller analiz edildi. Bu amagla oncelikle, literatiirde daha dnce embriyonik donem
testiste mayozun baglatilmasini inhibe ettigi belirtilen FGF9 (Fibroblast Growth Factor 9)
(Bowles ve ark., 2010)’un ekspresyonu degerlendirildi ve E12.5 ovaryumlarda FGF9 ve
ekspresyonunun yok denecek kadar az oldugu goriildii (Sekil 4.7 B).

Ovaryumda bulunan perifer-merkez mayoz paterninin bu bolgelerde bulunan somatik
hiicrelerin farkliligindan kaynaklanabilecegi ihtimali ile, ovaryumlar somatik hiicre
belirteci olan FOXL2 ile analiz edildi. E12.5 Tex/4"" ovaryumlarda FOXL2 proteininin
oncelikli olarak mezonefroza komsu olan ve merkez somatik hiicrelerde Once ifade
edildigi, mezonefroza uzak olan, ovaryumun perifer kisminda bulunan somatik
hiicrelerinin ise gelisimin ilerleyen donemlerinde FOXL2 ifade ettigi belirlendi (Sekil 4.7
O).
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Sekil 4.7. E12.5 Tex 14" ovaryumda FGF9 ve FOXL2 protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesi. A: GFP
ile isaretlenmis germ hiicrelerini, B: FGF9 ekspresyonunu, C: FOXL?2 ile isaretlenmis somatik hiicreleri ve
D: tiim belirteclerin bir arada ekspresyonlarini gostermektedir.

Somatik hiicrelerden farkli olarak, germ hiicrelerinde intrinsik olarak bulunan faktorlerin
radyal mayotik dalganin olusumunda roliiniin olup olmadigini arastirmak i¢in E13.5
Tex14* ovaryumlarda germ hiicrelerine spesifik RNA baglanma proteinlerinin dagilimi
da analiz edildi. Bu amagla, gelisim siiresince embriyonik ovaryumda gelisiminde rolii
olan FMRP (Fragile X Mental Retardation) ve DAZL (Deleted in Azoospermia-Like)
proteinlerinin ovaryumda dagilimi incelendiginde her iki proteinin de ovaryumdaki
lokalizasyonunda herhangi bir fark gozlenmedi (Sekil 4.8 B ve E). Boylece embriyonik
ovaryumda radyal mayotik dalganin olusmasinda; somatik hiicrelerden salinan mayotik
inhibitor proteinin (FGF9), somatik hiicre farklanmasinin (FOXL2) ya da RNA baglanma
proteinlerinin (FMRP ve DAZL) major roliiniin olmadig: belirlendi.
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Sekil 4.8. E13.5 Tex/4"* ovaryumlarda FMRP ve DAZL mRNA baglanma proteinlerinin ekspresyonunun
degerlendirilmesi. A ve D: GFP ile isaretlenmis germ hiicrelerini, B: FMRP ekspresyonunu, E: DAZL
ekspresyonunu, C ve F: tiim belirteglerin bir arada ekspresyonlarini gostermektedir.

Mayotik dalganin analizi i¢in secilen son evrelerde, E15.5 ve E16.5, her iki grupta da
STRAS ekspresyonun anterior’den posterior’e dalga seklinde germ hiicrelerinden kalktigi
belirlendi (Sekil 4.9 C, D, I ve I). E15.5’tan itibaren neredeyse biitiin germ hiicrelerinin
arttk SYCP3 ekspre ettigi ve germ hiicre lokalizasyonu herhangi bir egilim (sapma)
gostermedigi icin SYCP3 ekspresyonunun da ovaryumda homojen sekilde yayildigi
belirlendi (Sekil 4.9 E, F, J ve K) (Tablo 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.9. E15.5 ve E16.5 Tex14"* ve Tex14” ovaryumlarda mayotik dalganin 3D incelenmesi. A ve B:
E15.5 TexI4"* ve TexI14” ovaryumlarda TRA9S8 ifade eden germ hiicrelerini, C ve D: STRA8" germ
hiicrelerini, E ve F: SYCP3" germ hiicrelerini gostermektedir. G ve H: E16.5 Tex14"" ve Texl4”
ovaryumlarda GFP ifade eden germ hiicrelerini, I ve I: STRA8" germ hiicrelerini, J ve K: SYCP3* germ
hiicrelerini gostermektedir. Her iki donemde, her iki grupta da STRAS ekspresyonun azaldigi ve neredeyse
tiim germ hiicrelerinin SYCP3 ifade etmeye basladig1 izlendi. i, ii, iii ve iv: TexI4"* ve TexI4” 6n

ayaklarinin morfolojisi embriyolarin gelisimsel olarak ayni evrede oldugunu gdstermektedir. Her

bir

antikorun immiinofloresan boyanma goriintiisiiniin sag tarafinda o antikora ait Anterior-Posterior Dagilim
(listte) ve Perifer-Merkez Dagilimi (altta) grafikleri bulunmaktadir. Grafiklerde mavi renk Tex/4"*

ovaryumlar1, siyah renk Tex/4” ovaryumlarn temsil etmektedir. Grafiklerde kesikli ¢izgiler her

bir

embriyodan alman ovaryum ornegini (n), devamli-kalin ¢izgi ise so6z konusu ovaryumlarin ortalama

degerlerini belirtmektedir.
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Tablo 4.5. E15.5 Tex14"" ve Tex14”" ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14

TRA98 STRAS SYCP3 TRA98 STRAS SYCP3
1 0.610 0.095 0.477 0.921 0.088 0.905
2 0.188 0.210 0.115 0.970 0.105 0.542
3 0.283 0.198 0.201 0.910 0.097 0.521
4 0.414 0.121 0.329 0.585 0.129 0.296
5 0.608 0.076 0.307 0.271 0.184 0.108
6 0.885 0.173 0.484 0.052 0.206 0.064
7 0.700 0.331 0.730 0.029 0.429 0.082

Tablo 4.6. E16.5 Tex14"" ve Tex14”" ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14

GFP STRAS SYCP3 GFP STRAS SYCP3

1 0.813 0.134 0.900 0.471 0.981 0.839
2 0.719 0.170 0.863 0.911 0.906 0.915
3 0.643 0.033 0.708 0.781 0.642 0.874
4 0.734 0.282 0.786 0.969 0.618 0.657
5 0.474 0.781 0.697 0.915 0.856 0.714
6 0.828 0.763 0.905 0.776 0.395 0.621
7 0.668 0.911 0.882 0.761 0.569 0.729

4.6. Mayotik Profaz I (MPI)’in TexI4"”* ve TexI4- Embriyonik Ovaryumlarda
Degerlendirilmesi

E15.5 ve E16.5 giinden itibaren Tex/4"" ve TexI4” ovaryumlarda sinaptonemal
kompleksin tiim germ hiicrelerinde olustugu SYCP3 ekspresyonu ve 3D analiz ile
belirlendikten sonra, bu germ hiicrelerinde mayotik profaz I (MPI)’in evreleri analiz
edildi. Bunun i¢in SYCP3, SYCP1 ve CREST belirtegleri ile immiinofloresan boyama
teknigi ile boyanmis E18.5 TexI4"* ve TexI4”’ germ hiicre yayma preparatlari
degerlendirildi. E18.5 germ hiicrelerinden hazirlanan yayma preparatlarinda Tex/4”
ovaryumlarda Tex/4"" ‘e kiyasla daha az sayida leptoten, daha ¢ok sayida zigoten ve
pakiten evresindeki germ hiicrelerinin bulunmasi, mutant ovaryumda MPI’1n daha erken

ilerledigini isaret etmektedir. MPI’1n son evresi olan diploten evresinde germ hiicreleri
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A

incelendiginde Tex/4""’e oranla TexI4” ovaryumlarda daha az sayida germ hiicresinin

diploten evresinde oldugu izlenmistir (Sekil 4.10).

>

Leptoten

Pakiten

Zigoten Diploten

SYCP1 CREST HOECHST

60
50
40
30
20
10

% MPI evreleri

Leptoten Zigoten Diploten
s WT 13.11 29.61 43.69 13.59

n KO 7.56 36.43 51.55 4.47

Sekil 4.10. E18.5 Tex14"* ve Tex14” ovaryumlardan hazirlanan germ hiicre yayma preparatlarinda MPI'1n
evrelerinin analizi. A: Leptoten, zigoten, pakiten ve diploten evrelerinde germ hiicrelerini, B: Analiz
sonucunda MPI evrelerinin Tex/4"" ve Tex14”- ovaryumda yiizdelerini gosteren grafik. WT: Tex/4"*, KO:
Tex147.

4.7. E18.5 TexI4”* ve TexI4” Embriyonik Ovaryumlarda Apoptozun
Degerlendirilmesi
Tex14” ovaryumlarda germ hiicrelerinin mayoz béliinmeye Tex/4** ovaryumlara kiyasla

- germ hiicre

erken baglamasi ve MPI’in son evresi olan diploten’de azalan Tex/4
sayilarinin apoptoz ile olasi bir iligkisi olup olmadigini belirlemek igin E18.5 Tex/4"" ve
Tex14” ovaryumlarda apoptozun 3D analizi cPARP apoptoz belirteci kullanilarak
gerceklestirildi. Bu donemde germ hiicre havuzu NOBOX antikoru kullanilarak analiz

edildi.

TexI4”~ ovaryumlarda total germ hiicre popiilasyonun dramatik sekilde azaldigi

(p=0.0038), bununla birlikte, apoptozun da TexI4"* ovaryumlara oranla arttig1 belirlendi
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(p=0.0001) (Sekil 4.11 A-F). Konumsal olarak TexI4"* ovaryumlarm anterior’iinde
posterior’iine oranla daha ¢ok cPARP* germ hiicresinin oldugu dikkat ¢ekti. Perifer-
merkez cPARP™ hiicrelerin dagilimi agisindan Tex/4** ovaryumlarda herhangi bir fark
gozlenmedi. TexI/4” ovaryumlarda ise anterior-posterior cPARP* germ hiicre dagilimi
agisindan bir farklilik gdzlenmezken, perifer-merkez dagilimi agisindan Tex/4%/*

ovaryumlarin tam tersi bir dagilim goriildii (Sekil 4.11 F) (Tablo 4.7).

A WT|B Texl4|

E18.5 Ovaryumda
NOBOX* Germ
Hiicre Sayis1
E18.5 Ovaryumda
% cPARP+

- =WT

o —@— WT Mean
== Textd
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Sekil 4.11. E18.5 Tex14"* ve Tex14”- ovaryumlarda apoptozun 3D incelenmesi. A ve B: E18.5 Tex/4"" ve
Tex14- ovaryumlarda NOBOX ifade eden germ hiicrelerini, C ve D: cPARP" germ hiicrelerini
gostermektedir. E ve F: TexI4"* ve Tex14”" ovaryumlarda NOBOX ve cPARP’1n bir arada ekspresyonunu
gostermektedir. cPARP immiinofloresan boyanma goriintiisiiniin sag tarafinda cPARP antikoruna ait
Anterior-Posterior Dagilim (iistte) ve Perifer-Merkez Dagilimi (altta) grafikleri bulunmaktadir. NOBOX ve
cPARP’1n bir arada gosterildigi E ve F’nin yamindaki grafikler cPARP* germ hiicrelerin ovaryumda
dagiliminin genel germ hiicre belirteci olan NOBOX' germ hiicre dagilimina oranlanmus halini (cPARP%)
gostermektedir. Grafiklerde mavi renk Tex/4"* ovaryumlari, siyah renk Tex/4” ovaryumlari temsil
etmektedir. Grafiklerde kesikli ¢izgiler her bir embriyodan alinan ovaryum 6rnegini (n), devamli-kalin ¢izgi
ise soz konusu ovaryumlarin ortalama degerlerini belirtmektedir. **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Tablo 4.7. E18.5 Tex14"" ve Tex14”" ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14
cPARP cPARP% cPARP cPARP%
1 0.679 0.183 0.214 0.033
2 0.099 0.004 0.267 0.009
3 0.306 0.006 0.014 0.0003
4 0.308 0.001 0.488 0.069
5 0.280 0.009 0.778 0.035
6 0.077 0.037 0.180 0.0002
7 0.528 0.076 0.036 0.013

E18.5 ovaryumlarda germ hiicre eliminasyonunun grup/kiimeler halinde gergeklesip
gerceklesmedigini  belirlemek icin germ hiicrelerinin  koordinatlar1  kullanilarak
kiimelenme (clustering) analizi gerceklestirildi (Sekil 4.12). Tex/4"" ovaryumlarda tiim
germ hiicrelerinin koordinatlar1 normal dagilim olarak kullanilarak (Sekil 4.12 C ve D)
oncelikle Tex/4""cPARP* germ hiicrelerinin koordinatlar kiimelenme agisindan analiz
edildi. Tex/4"*ovaryumda cPARP* germ hiicrelerinin grup/kiimeler halinde bulundugu
tespit edildi (Sekil 4.12 A ve D) (p=0.01). Germ hiicreleri arasinda hiicreler arasi1 koprii
bulundurmayan ovaryumlarda ise cPARP ifadesinin germ hiicre gruplan ile iligkili
olmadigi, cPARP* germ hiicrelerinin neredeyse yabanil tip total germ hiicre dagilimina

yakin (neredeyse daha az) bir dagilim gosterdigi belirlendi (Sekil 4.12 B ve D) (p=0.88).
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Sekil 4.12. E18.5 TexI4"* ve TexI4” ovaryumlarda germ hiicre eliminasyonun kiimelenme analizi. A:
Tex14"* ovaryumda cPARP* germ hiicrelerinin dagilimmi, B: Tex/4” ovaryumlarda cPARP" germ
hiicrelerinin dagihmini, C: Tex/4"" ovaryumda tiim germ hiicrelerinin dagilimini gostermektedir. Her bir
kirmiz1 nokta ovaryumda bulunan germ hiicrelerini temsil etmektedir. D: Her ii¢ dagilim arasindaki iliskiyi
belirten grafikte ince ¢izgiler analiz edilen her bir ovaryumu (n), kalin ¢izgiler ise istatistiksel analiz
sonucunda her bir grup i¢in ortalama veriyi isaret etmektedir.

4.8. E11.5 TexI4”* ve TexI4” Embriyonik Ovaryumlarda Apoptozun
Degerlendirilmesi
Tex14” ovaryumlarda E18.5 giinde izlenen azalan germ hiicre popiilasyonu ve artan

- germ hiicrelerindeki bozulan mayoz dalgasiin haricinde, gelisimin

apoptozun Tex4
erken donemlerinde germ hiicrelerinin genital kabartiya goc¢iindeki basarisizlik nedeni ile
olup olmadigim1 arastirmak icin E11.5 giinde aort-gonad-mezonefroz (Aorta-Gonad-
Mesonephros ‘AGM’)’de total germ hiicre popiilasyonu ve apoptoz degerlendirildi. S6z
konusu donemde total germ hiicre popiilasyonunu isaretlemek icin GFP ve STELLA
belirtegleri kullanildi. Tex/4” genital kabartida, Tex/4"" e kiyasla azalan germ hiicre
sayist belirlendi (Sekil 4.13 A-D) (p=0.0230). Apoptoz analiz edildiginde ise her iki grup
arasinda cPARP* germ hiicre sayilarmin benzer oldugu izlendi (Sekil 4.13 E-F)
(p=0.1746). TexI14"" embriyolarda genital kabartiya gé¢ etmekte olan daha fazla germ

hiicresi oldugu dikkat ¢ekti. Tex/4”~ embriyolarda ise gelismekte olan genital kabartilar
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arasinda daha az germ hiicresinin hala go¢ etmekte oldugu goriildii (Sekil 4.13 A-D, G ve
H). Yapilan analizler sonucunda iki grup arasinda istatistiksel farka rastlaniimadi
(p=0.1019). Bu bulgular dogrultusunda, Tex/4” genital kabartida belirlenen az sayida
germ hiicresinin germ hiicre 6liimiinden ziyade, germ hiicre goéciindeki gecikmeden

kaynaklanabilecegi belirlendi.
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Sekil 4.13. E11.5 TexI4"* ve Texi4” AGM’de germ hiicre popiilasyonunun ve hiicre o6liimiiniin
incelenmesi. A ve B: E11.5 Tex14"" ve Tex14”- ovaryumlarda GFP ifade eden germ hiicrelerini, C ve D:
STELLA"* germ hiicrelerini, E ve F: cPARP* germ hiicrelerini, G ve H: Tex/4"* ve Tex14- AGM’de tiim
belirteglerin bir arada ekspresyonunu gostermektedir. Sart kesikli ok ile karsilikli bulunan genital
kabartilarn siir1 belirtilmistir. G: Tex/4"* AGM’de H: Tex14”- AGM’e kiyasla daha fazla germ hiicresinin
migrasyon halinde oldugu kesikli oklar ile sinirlandirilmis alanda goriilmektedir. ns: p>0.05, *: p<0.05.

4.9. PN2 ve PN5 Tex14"* ve TexI4”- Ovaryumlarda Apoptozun Degerlendirilmesi

Hiicreler aras1 koprii igeremeyen E18.5 Tex/4”7- ovaryumlarda izlenen artmis germ hiicre
Oliimiiniin gelisimin ilerleyen donemlerinde primordial folikiil havuzunun kurulmasi
lizerindeki olas1 etkilerini arastirmak i¢in PN2 ve PN5 Tex/4"" ve TexI4” ovaryumlarda
germ hiicre popiilasyonu ve cPARP" hiicrelerin 3D analizi gergeklestirildi. PN2 Tex14”
ovaryumlarda Tex/4"*’e oranla germ hiicre sayisinin azaldidi (p=0.04) ve bununla
birlikte apoptozun da dramatik bir sekilde arttig1 goriildi (Sekil 4.14 A-F) (p=0.0005).
Her iki grupta da cPARP" germ hiicrelerinin ovaryumdaki lokalizasyonlarmin benzer

oldugu goriildii (Tablo 4.8).
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Sekil 4.14. PN2 Tex/4"" ve TexI4” ovaryumlarda apoptozun 3D incelenmesi. A ve B: PN2 Tex/4"" ve
Tex14”- ovaryumlarda NOBOX ifade eden germ hiicrelerini, C ve D: cPARP" germ hiicrelerini
gostermektedir. E ve F: TexI4"* ve Tex14” ovaryumlarda NOBOX ve cPARP’1n bir arada ekspresyonunu
gostermektedir. NOBOX ve cPARP immiinofloresan boyanma gorintiilerinin sag tarafinda belirtilen
antikorlara ait Anterior-Posterior Dagilim (iistte) ve Perifer-Merkez Dagilimi (altta) grafikleri
bulunmaktadir. NOBOX ve cPARP’1n bir arada gosterildigi E ve F’nin yanindaki grafikler cPARP" germ
hiicrelerin ovaryumda dagiliminin genel germ hiicre belirteci olan NOBOX" germ hiicre dagilimina
oranlanmis halini (cPARP%)gostermektedir. Grafiklerde mavi renk Tex/4"* ovaryumlari, siyah renk
Tex14”- ovaryumlari temsil etmektedir. Grafiklerde kesikli gizgiler her bir embriyodan alian ovaryum
ornegini (n), devamli-kalin ¢izgi ise s6z konusu ovaryumlarmn ortalama degerlerini belirtmektedir. *:
p=<0.05, ***: p<0.001.
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Tablo 4.8. PN2 TexI4"" ve Tex14” ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.
ryu

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs TexI4 WT vs TexI4
NOBOX | cPARP | cPARP% | NOBOX | cPARP | cPARP%
1 0.007 0.901 0.007 0.178 0.232 0.000
2 0.078 0.151 0.001 0.013 0.448 0.011
3 0.137 0.295 0.011 0.072 0.150 0.003
4 0.155 0.234 0.003 0.126 0.189 0.002
5 0.198 0.227 0.001 0.137 0.087 0.002
6 0.214 0.099 0.005 0.151 0.249 0.002
7 0.104 0.060 0.001 0.261 0.501 0.081

PN5 ovaryumlar incelendiginde ise PN2’ye benzer olarak Tex/4” ovaryumlarda germ

hiicre sayisinin azaldigi (p<0.0001), germ hiicre apoptozunun da arttig1 goriildi (Sekil

4.15 A-D) (p=0.0106) (Tablo 4.9). TexI4"* ovaryumdaki cPARP* germ hiicrelerinin

anterior-posterior ya da perifer-merkez dagilimi agisindan bir farklilik gézlenmezken,

Tex14” ovaryumlarin posterior’iinde daha fazla cPARP" germ hiicresinin bulundugu

dikkat ¢ekti (Sekil 4.15 E-F).
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Sekil 4.15. PN5 Tex/4"" ve TexI4” ovaryumlarda apoptozun 3D incelenmesi. A ve B: PN5 Tex/4"" ve
Tex14- ovaryumlarda NOBOX ifade eden germ hiicrelerini, C ve D: cPARP" germ hiicrelerini
gostermektedir. E ve F: TexI4"* ve Tex14”" ovaryumlarda NOBOX ve cPARP’1n bir arada ekspresyonunu
gostermektedir. NOBOX ve cPARP immiinofloresan boyanma gorintiilerinin sag tarafinda belirtilen
antikorlara ait Anterior-Posterior Dagilim (iistte) ve Perifer-Merkez Dagilimi (altta) grafikleri
bulunmaktadir. NOBOX ve cPARP’1n bir arada gosterildigi E ve F’nin yanindaki grafikler cPARP" germ
hiicrelerin ovaryumda dagiliminin genel germ hiicre belirteci olan NOBOX" germ hiicre dagilimina
oranlanmis halini (cPARP%)gostermektedir. Grafiklerde mavi renk Tex/4"" ovaryumlar, siyah renk Tex /4
/- ovaryumlari temsil etmektedir. Grafiklerde kesikli gizgiler her bir embriyodan alinan ovaryum 6rnegini
(n), devamli-kalin ¢izgi ise s6z konusu ovaryumlarm ortalama degerlerini belirtmektedir. *: p<0.05, ****;

p<0.0001.
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Tablo 4.9. PN5 TexI4"" ve Tex14” ovaryumlarin istatistiksel analizleri sonucunda elde edilen p degerleri.

Anterior-Posterior Dagilim Perifer-Merkez Dagilimi
WT vs Tex14 WT vs Tex14
NOBOX | cPARP | cPARP% | NOBOX | cPARP | cPARP%

1 0.001 0.069 0.0003 0.002 0.706 0.047
2 0.0000004 | 0.002 0.0001 0.0001 0.203 0.070
3 0.00001 0.191 0.017 0.000001 | 0.136 0.002
4 0.001 0.989 0.076 0.00001 0.340 0.010
5 0.001 0.589 0.027 0.0001 0.026 0.002
6 0.000003 | 0.232 0.059 0.001 0.079 0.016
7 0.008 0.168 0.043 0.016 0.279 0.026

4.10. Toksik Stres Olusturulan TexI4"* ve TexI4”- Ovaryumlarda Germ Hiicre
Hayatta Kalimi ve Apoptozun Degerlendirilmesi

Germ hiicrelerinin total eliminasyonuna neden olmayacak dozda kimyasal ajan enjekte
edilerek toksik stres olusturulan E18.5 ovaryumlarda germ hiicre sayisi ve apoptoz
oranlar1 ovaryumda hiicreler aras1 kopriilerin varliginda ve yoklugunda degerlendirildi.
Tex14"* E18.5 ovaryumlarda Busulfan enjeksiyonu ile toksik stres olusturulduktan sonra
germ hiicrelerinin %13.84’linlin hayatta kaldig1, ayn1 doz Busulfan’a maruz kalmis Tex/4
embriyolarin ovaryumunda ise germ hiicre hayatta kaliminin daha fazla, %30.78, oldugu
belirlendi. Busulfan enjeksiyonu sonrasinda germ sayisinda goriilen azalmanin, germ
hiicreleri arasinda koprii igeren Tex14"* ovaryumlarda daha dramatik oldugu dikkat ¢ekti
(Sekil 4.16 G ve I). Busulfan’in ¢ozgeni olan DMSO/Yag enjekte edilmis Tex/4"" ve
Tex14” ovaryumlarla (Sekil 4.16 A-D), hi¢ enjeksiyonun gergeklestirilmedigi Tex/4"*
ve Tex14” ovaryumlarda (Sekil 4.11 A-B) germ hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel bir

fark bulunmadi (p>0.05).

E18.5 ovaryumlarda toksik stres sonrasinda Tex/4"* ve TexI4” arasinda apoptoz
degerlendirildiginde ise her iki grupta da Busulfan enjeksiyonu sonrasinda cPARP* germ
hiicre yiizdesinin arttig1, fakat belirlenen artigin Tex/4™* ovaryumlarda Tex/4” e kiyasla
daha fazla oldugu goriildii (Sekil 4.16 H ve J). DMSO/Yag enjekte edilmis Tex/4"* ve
Tex14” ovaryumlarda (Sekil 4.16 B ve E), hic enjeksiyonun gerceklestirilmedigi Tex14"*
ve TexI4” ovaryumlara (Sekil 4.11 C-D) kiyasla cPARP" agisindan istatistiksel bir fark
bulunmadi (p>0.05).

65



DMSO:Yas Busulfan
WT D 7ex74 |G WT[i

I WT Kontrol I WT Kontrol
#7 WT DMSO:Yag #7 WT DMSO:Yag
#2* WT Busulfan “2* WT Busulfan
W 7wy W 7oy
W Zex/4/DMSO:Yag B Zex74DMSO:Yag

‘S 6000 % Texl4Busulfan 20 7 Tecl/Busulfan

3 Fedededk —*

E 5000 e . s

T 4000 i3

E T

3 3000 % =

& 2000 < E

) <8 S

2 1000 o

=)

< 0 0

Tex14+/+ Tex14-/- Tex14+/+ Tex14-/-

Kontrol 4009.75 1990.80 Kontrol 4.02 9.25

DMSO:Yag 3696.75 1606.75 DMSO:Yag 5.05 9.51

Busulfan 555.17 612.83 Busulfan 10.09 14.32

Sekil 4.16. Toksik stres olusturulmus E18.5 Tex/4"" ve TexI4”~ ovaryumlarda germ hiicre hayatta kalimi
ve apoptozun degerlendirilmesi. A ve D: DMSO/Yag enjekte edilmis Tex/4"* ve Texl14”’ ovaryumlarda
NOBOX ifade eden germ hiicrelerini, B ve E: DMSO/Yag enjekte edilmis Tex/4"* ve TexI4”
ovaryumlarda cPARP" germ hiicrelerini, G ve I: Busulfan enjekte edilmis Tex/4"* ve Tex14”- ovaryumlarda
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NOBOX ifade eden germ hiicrelerini, H ve J: Busulfan enjekte edilmis Tex/4"" ve Tex14”~ ovaryumlarda
cPARP" germ hiicrelerini, C, F, I ve K: Belirtilen gruplarda NOBOX ve cPARP’1n bir arada ekspresyonunu
gostermektedir. Kontrol: enjeksiyonun gergeklestirilmedigi, DMSO/Yag: 50 ul tastyict enjekte edilmis ve
Busulfan: 50 pl 5Smg/ml enjekte edilmis ovaryumlar: belirtmektedir. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001,
*dHE: p<0.0001.

Toksik stres uygulamasi sonrasinda E18.5 Tex/4"* ve Tex14” ovaryumlarda germ hiicre
oliimiiniin kiimeler halinde gerceklesip gerceklesmedigi de analiz edildi. E18.5 Tex/4""*
ovaryumda tiim germ hiicrelerinin koordinatlari normal dagilim olarak kullanildiginda
E18.5 Tex14"" ve Tex14” ovaryumlarda cPARP" germ hiicrelerinin de normal dagilim
gosterdigi belirlendi (p>0.05). Sonu¢ olarak, her iki grupta da hiicre Oliimiiniin

grup/kiimeler halinde gergeklesmedigi goriildii (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Busulfan enjekte edilmis E18.5 Tex/4"" ve TexI4” ovaryumlarda germ hiicre eliminasyonun
kiimelenme analizi. A: Tex/4"" ovaryumda cPARP" germ hiicrelerinin dagilimini, B: Tex /47 ovaryumlarda
cPARP" germ hiicrelerinin dagilimimi, C: Tex/4"" ovaryumda tiim germ hiicrelerinin dagilimim
gostermektedir. Her bir kirmizi nokta ovaryumda bulunan germ hiicrelerini temsil etmektedir. D: Her iig¢
dagilim arasindaki iliskiyi belirten grafikte ince ¢izgiler analiz edilen her bir ovaryumu (n), kalin ¢izgiler
ise istatistiksel analiz sonucunda her bir grup i¢in ortalama veriyi isaret etmektedir.
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5.TARTISMA

Embriyonik donemden, menapoza kadar ovaryum gelisimi zamansal ve konumsal olarak
farklilik gosteren bircok gelisimsel siirece ev sahipligi yapar. Ovaryum gelisimi siliresince
izlenen bu heterojen mekanizmalarin gelisiminin ilk giinlerinden itibaren kapsamli bir
sekilde aydinlatilmasi, fonksiyonel reprodiiktif yasam omrii i¢in olduk¢a Onemlidir.
Reprodiiktif yagam omrii disilerde ovaryumdaki germ hiicre rezervi ile dogru orantilidir.
Bu rezerv embriyonik ve neonatal donemde ovaryumda germ hiicre gelisimi iizerinde
etkili olan mekanizmalarin senkron halinde ger¢eklesmesi ile belirlenir. Folikiil rezervinin
belirlendigi bu kritik donemde etkili olan molekiiler ve genetik etkenleri aydinlatmak

iizere yapilan aragtirmalarin son yillarda literatiirde arttig1 dikkat ¢ekmektedir.

Disi iireme sisteminin devamliligr icin olduk¢a 6nemli olan germ hiicre havuzunun
kapasitesini belirlemek icin literatiirde kullanilan tek bir belirte¢ (6rnegin serum
belirtegleri) ne yazik ki bulunmamaktadir. Giiniimiizde deney hayvanlar1 kullanilarak
yapilan c¢alismalarda yaygin olarak kullanilan yontem histolojik drnekleme yontemidir.
Bu yontem tiim ovaryumdan art arda belirli kalinlikta kesitler alindiktan sonra, aritmetik
olarak her 5 ya da 10 kesitte bir kesitin analiz edilmesi ve sadece niikleusu kesit
diizleminde goriilen germ hiicrelerinin sayillmas: temeline dayanir (Tilly, 2003).
Literatiirde yaygin olarak kullanilan bu teknik, 6rnekleme yontemi kullanilarak elde
edilen verilerin farkli laboratuvarlar tarafindan tutarlilik géstermemesi, yapilan analizlerin
tekrarlanabilirligi ve elde edilen sonuglarin birgok teknik (6rnegin kesit kalinligi, analiz
edilen kesit sayis1 gibi) degiskene bagli olmasi nedeni ile hala tartisma konusudur
(Canning ve ark., 2003; Hirshfield ve Midgley, 1978; Tilly, 2003). Teknik basamaklarin
optimizasyonu saglansa dahi s6z konusu teknik ovaryumun iki boyutlu incelenmesine

olanak saglamaktadir.

Literatiirde iki boyutlu histolojik kesitlerin dijital olarak 3D yeniden diizenlendigi
caligmalar olmasina ragmen, soz konusu c¢aligmalarda dokular ilk olarak yine histolojik
ornekleme yontemi ile hazirlanir. Elde edilen kesitlerden bilgisayar ortaminda 3D
goriintiiler elde edilir (de Bakker ve ark., 2016). 3D yapinin olusturulmasi i¢in kullanilan

kesitler farkli histolojik takip basamaklarina maruz kaldig: icin dijital olarak olusturulan
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3D yapilarin fizyolojik olarak ovaryumu ne kadar yansittigi hala belirsizligini

korumaktadir.

Konfokal mikroskopi ve bilgisayar programciliginin gelismesi ile farkli organ ve
sistemlerin kesit alinmaksizin, 3D olarak analiz edilmesi biyolojik sistemlerde simdiye
kadar sakli kalmig bilgilerin ortaya ¢ikmasina olanak saglar. Giiniimiizde farkli gelisim
donemlerinde ovaryumlarda bulunan germ hiicre havuzunu farkli bilgisayar yazilimlari
kullanilarak, 3D kantitatif olarak analiz eden ¢aligmalar olmasina ragmen, séz konusu
caligmalarda kullanilan belirtecler kisithdir (Cordeiro ve ark., 2015; Faire ve ark., 2015).
Germ hiicre havuzunun kurulmasinda rol oynayan mekanizmalar (mayoz, apoptoz ve kist
yikimi ile primordial folikiil formasyonu)’in aydinlatilabilmesi i¢in birgok farkli belirtecin
ayni anda kullanilmasina olanak saglayacak ortak bir protokol ve gii¢lii analiz sistemine

ihtiya¢ vardir.

Calismamizda farkli belirteglerin ayni anda kullanilasina olanak saglayan wholemount
immiinofloresan boyama protokolii uygulanarak isaretledigimiz germ hiicrelerinde
literatiirde daha 6nce kullanilmamis 3D analiz yontemi gerceklestirdik. Imaris programi
ve ona entegre edilen MATLAB komut dizisi kullanarak gelistirdigimiz 3D analiz
yontemi simdiye kadar histolojik metodlarla belirlenememis en erken mayotik germ
(STRA8" ve SYCP3") hiicrelerinin fare embriyonik ovaryumlarda E12.5-E13.0’ten
itibaren bulundugunu goéstermemize olanak saglayarak, mayoz boliinmenin disi germ
hiicrelerinde daha erken basladigmi ortaya koymustur. Onceki ¢aligmalarda belirtilen
(E13.5) ‘dan daha erken donemde embriyonik ovaryumlarda mayotik germ hiicrelerinin
varligini tespit etmemiz, gelistirdigimiz 3D analiz metodunun ne kadar hassas ve tutarl

oldugunun gostergesidir.

Fare embriyonik ovaryumlarinda mayoz boéliinmenin germ hiicrelerinde zamansal ve
konumsal olarak farklilik gdstererek anterior’den posterior’e yayilan bir dalga modeli ile
senkron bir sekilde basladigi literatiirde ilk kez Page ve ark (2003) tarafindan
gosterilmistir. Bu ¢alismada, wholemount in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak RNA
diizeyinde Stra8’nin ilk olarak E12.5’ta XX gonadlarin anterior kisminda ifade edildigi
belirlenmigtir. Buna paralel olarak pluripotensi belirteci olan Oct4‘lin de germ
hiicrelerinde Stra8 ifadesi bagladiginda ovaryumun anterior’iinden posterior’iine dogru
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durduruldugu ortaya konulmustur. Embriyonik gelisimin ilerleyen donemlerinde Stra8
ifadesinin ovaryumun posterior’iine dogru dalga seklinde yayildigi ve E15.5 ve E16.5’ta
anterior kisiminda bulunan germ hiicrelerinin ilk olarak Stra8 ifadesini durdugu
gosterilmistir (Menke ve ark., 2003). Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar ile mayotik
makine (meiotic machinery)’nin anterior’de bulunan germ hiicrelerinde, posterior’de
bulunan germ hiicrelerinden daha 6nce aktive edildigi protein diizeyinde STRA8’e 6zgii
antikor kullanilarak ta gosterilmistir (Cordeiro ve ark., 2015). S6z konusu g¢aligmada
embriyonik ovaryumlardan histolojik ornekleme yontemi ile hazirlanmis kesitlerde,
STRAS protein ekspresyonunun ilk defa E13.5’ta (RNA ifadesinden 1 giin sonra)
ovaryumun anterior’iinde tespit edilebildigi vurgulanmistir. Calismamizda literatiirde
belirtilenden farkli olarak, STRAS8’i ifade eden germ hiicrelerinin ilk olarak E12.5
ovaryumda varligim1 gostermekle birlikte, bu hiicrelerin E12.5’ta agirlikli olarak
ovaryumun anterior’inde lokalize olmadigini, ovaryumun genelinde yayilmis olarak
bulundugunu gosterdik. Bu bulgular E12.5’ta ovaryumun anterior’iinde agrilikli olarak
bulunan Stra8‘t RNA diizeyinde ifade eden germ hiicrelerinde transkripsiyonel
diizenlenmenin translasyonal diizenlemeden farkli oldugunu gostermektedir. Yani RNA
diizeyinde Stra8 iceren germ hiicrelerinin STRAS proteini anterior’den posterior’e dogru
yayilan bir dalga seklinde ifade etmedigini ortaya koymaktadir. RA gradiyentinden farkli
olarak, STRAS proteinini ifade eden ilk germ hiicre toplulugunun ovaryumun geneline
yayillmis olmasi, E12.5°ta pre-mayotik DNA replikasyonun germ hiicrelerinde RA
gradiyentinden bagimsiz olarak, intrinsik bir mekanizma ile baslatildigini isaret edilebilir.
Embriyonik ovaryumda intrinsik mekanizmalar sayesinde germ hiicrelerinde mayotik
makinenin baglatilabilecegi literatiirde daha once farkli aragtirmacilar tarafindan ortaya
atilmistir (McLaren, 2003; McLaren ve Southee, 1997; Ohkubo ve ark., 1996) (Donovan
ve ark., 1986). Bununla birlikte, ¢alismamizda yarim giin sonra (E13.0’de) ovaryumlarda
izlenen, literatiirde belirtilene kiyasla zayif anterior-posterior dalga modeli intrinsik
mekanizmalar ile pre-mayotik DNA replikasyonu baslatildiktan sonra RA gradiyentinin

bu siireci indiikleyebilecegi ihtimalini akillara getirmektedir.

Bullejos ve Koopman (2004)’1n wholemount in situ hibridizasyon yontemi kullanarak
yaptig1 calisma ile pluripotensi belirteglerinin ovaryumda dncelikle anterior’de bulunan

germ hiicrelerinde ifadelerinin durduruldugu ve es zamanl olarak anterior’de bulunan
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germ hiicrelerinin ilk olarak mayoz belirteglerini (6rnegin Sycp3) ifade ettigi gosterilmistir
(Bullejos ve Koopman, 2004). Bu c¢alismada, Sycp3’iin germ hiicrelerinde ilk olarak
E13.5’ta ovaryumun anterior kisminda bulunan birka¢ germ hiicresi tarafindan ifade
edildigi gosterilmistir. Calismamizda SYCP3 ifade eden germ hiicrelerinin agirlikli olarak
ovaryumun anterior u¢ kisminda degil, E13.0’ta ovaryumun 6zellikle merkezinde ve
gruplar halinde bulundugunu gosterdik. E13.5’te ise germ hiicrelerindeki SYCP3
ifadesinin ovaryumun anterior’iinde baskin olmakla birlikte, perifere dogru yayilan radyal
bir dalga halinde oldugunu belirledik. S6z konusu radyal mayotik dalga literatiirde daha
once belirtilen, insan fetal ovaryumlarinda izlenen modele olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Insan fetal germ hiicrelerinde mayotik dalga faredeki AP dalgadan farkli
olarak ovaryumun merkez kismina yakin bolgede baslar ve ovaryumun periferine dogru
ilerler (Anderson ve ark.,, 2007; Frydman ve ark., 2017; Heeren ve ark., 2016).
Bulgularimiz fare ovaryumunda da radyal dalganin var oldugunu gostererek, fare ve insan
ovaryumlarinda mayozun baslangic modelinin olduk¢a benzer oldugunu ortaya
koymugtur. Fare embriyonik ovaryumlarinda radyal dalganin simdiye kadar klasik
histolojik yontemler kullanilarak belirlenememis olmasi, sadece iki boyutun
degerlendirildigi histolojik kesitlerle analizin gergek fizyolojik siireci ne kadar

ornekleyebildiginin bir gdostergesidir.

Mayoz dalgasini analiz etmek i¢in kullanilan STRA8 ve SYCP3’ilin mayotik makinenin
baslatildigi donemde anterior-posterior ve perifer-merkez dagilim modelleri agisindan
birbirinden farkli olmasi c¢aligmamizda elde ettigimiz dikkat ¢eken bulgulardan bir
digeridir. Literatirde STRAS8’in mayoz boliinme oOncesinde gergeklesen DNA
replikasyonunda gorev aldigi bilinmektedir (Baltus ve ark., 2006). S6z konusu ¢alismada
STRA8 mutant E15.5 germ hiicrelerinde sinaptonemal kompleks olusumunda da
aksakliklar rapor edilse dahi, ayn1 grup tarafindan sonraki yillarda yapilan bir ¢alismada
RA’nin aktive ettigi, fakat STRA8’den bagimsiz yolaklarin mitoz-mayoz gecisi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir (Koubova ve ark., 2014). Sonug olarak literatiirde her giin
yenilen bilgiler ile STRA8’nin aslinda pre-mayotik DNA replikasyonundan sorumlu
oldugu ve bu basamaktaki tek efektdr molekiil olmadig1 da gosterilmistir. Ayrica STRAS
ifade eden, DNA miktarin1 arttiran her germ hiicresinin kesin olarak aktif mayoz

boliinmeye (MPI’de sinaptonemal kompleks olusumu) baslayip baglamadigi konusunda
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literatiirde kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda sinaptonemal
komplekste lokalize olan SYCP3 proteini mayoz bdliinmenin aktif belirteci olarak
kullanilmigtir. Literatiirde daha dnce belirlenememis radyal mayoz dalgasinin gercekligi,
sadece SYCP3’e 6zgii bir model olup olmadigi, benzer donemde germ hiicrelerinde ifade
edilen farkl belirtecler kullanilarak da test edilmistir. SYCP3’e benzer donemde mayotik
germ hiicrelerinde ifade edilen fakli bir belirte¢ olan YH>AX (Gamma Histone H2A.X) nin
de ekspresyonunun embriyonik ovaryumda merkezde bulunan germ hiicrelerinde
oncelikle baglamasi, elde edilen bulgularin radyal mayoz dalgasinin SYCP3’e 06zel
olmadigini, ayni1 evreyi temsil eden farkli belirtegler kullanildiginda da benzer sonug

alindigini gostererek elde ettigimiz bulgularin 6zgiilliglini arttirmigtir.

Neden ovaryumun merkezindeki germ hiicrelerinin mayoz belirteclerini ilk olarak ifade
ettigi, germ hiicre farklanmasinin periferdeki germ hiicrelerinden daha 6nce oldugu hala
belirsizligini korumaktadir. Onceki yillarda yapilan calismalar fare ve insan
ovaryumlarinda primordial folikiil formasyonunun medullaya yakin korteks bolgesinde
ilk olarak bagladigini gosterse de Cordeiro ve ark. (2015) son yillarda yaptigi calisma bu
bilgileri bir adim 6ne tagimistir (Cordeiro ve ark., 2015). Bu ¢alismada, farede primordial
folikiil formasyonunun ovaryumun 6zellikle anterior’iine yakin medulla bolgesinde ilk
olarak basladig1 rapor edilmistir. Literatiirde mayoz bdliinmeye ilk baslayan germ
hiicrelerin folikiil olusumunu da oncelikli olarak tamamlayip tamamlamadiklarini
kanitlayacak bir ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat bugiin sahip oldugumuz bilgiler
1s18inda, primordial folikiil formasyonu ile mayoza ilk giren germ hiicrelerinin
lokalizasyonunun bu denli benzer olmasi ovaryum gelisiminin erken gelisim
donemlerinden itibaren siki bir diizen igerisinde gerceklestigini gosterebilir. Daha da
dikkat cekici olarak literatiirde gonad gelisimi siiresince XY gonadlarda cinsiyet
belirleyici faktorlerin basinda gelen SRY’nin ilk olarak gonadin merkezinde ifade
edilmesi (Bullejos ve Koopman, 2001) evrimsel olarak iki cinsiyette de gonad gelisiminin

merkezde basladigini ihtimalini akillara getirmektedir.

Germ hiicreleri arasinda koprii igermeyen Tex/4” ovaryumlarda E13.0 ve E13.5’ta sadece
RA gradiyentinin olusturdugu AP dalganin bulundugunu, radyal dalganin izlenmedigini

belirledik. Elde ettigimiz bulgular embriyonik ovaryumlarda radyal mayotik dalganin
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olusmasini kontrol eden olas1 faktorlerin hiicreler arasi kopriiler tarafindan kisti igeren
hiicreler arasinda aktarildigini isaret etmektedir. Yabanil tip embriyonik ovaryumda
merkezde bulunan germ hiicreleri mayoz bdliinmeye baslarken, periferdeki germ
hiicrelerinde, hiicreler aras1 kopriiler ile iletilen (durdurucu) faktorler bu hiicrelerin mayoz
boliinmeye girmesini geciktirerek radyal mayoz dalgasinin olugmasini saglayabilir (Sekil
5.1). Elde ettigimiz veriler RA’nin mayozun baglatilmasinda ve diizenlenmesinde tek araci
faktor olmadigini, hiicreler arasi kopriiler ile saglanan iletisimin germ hiicrelerinde

mayozun diizenlenmesi i¢in kritik oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir.

Tex14 WT Tex14 KO
A A A
_— _—
%-3}
P P P P
Tex14 WT Tex14 KO
A
DUR
Slnyall ‘ Mayotik germ hiicresi
Aktarilamiyor?
EE  Hiicreler arasi képrii
Kist olugturmus
P mayotik germ hiicresi
Hiicreler arasi
kopriilerle aktarilan
dur sinyali

Sekil 5.1. Disi germ hiicrelerinde hiicreler arasi kopriilerin varliginda ve yoklugunda mayoz dalgasinin nasil
kontrol edilebilecegini gosteren model. S6z konusu modelde yabanil tip ovaryumun periferindeki germ
hiicreleri mayoz boliinmeye merkezdekilerden daha sonra bagladigi i¢in bu hiicrelerde durdurucu sinyaller
hiicreler arasi kopriiler ile germ hiicreleri arasinda paylasiliyor olabilir. Mutant ovaryumlarda hiicreler arasi
kopriiler olmadigr icin, bu sinyaller aktarilamiyor ve mayoza giris sadece RA’nin etkisi ile AP dalga
seklinde gergeklesiyor.
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Literatiirde son yillarda yapilan bir ¢alisma ile FGF9’un insan fetal ovaryumda varligi
gosterilerek STRAS ifadesini baskiladigi rapor edilmistir (Frydman ve ark., 2017). Radyal
mayotik dalganin diizenlenmesinde ovaryumun periferinde artmig FGF9’un roliiniin olup
olmadigini belirlemek i¢in yaptigimiz analizlerde, embriyonik fare ovaryumlarinda FGF9
ekspresyonunun olmadigin1 ve bu nedenle diizenleyici faktér olama ihtimalinin diisiik
oldugunu belirledik. Ardindan, embriyonik ovaryumda bulunan somatik hiicrelerde
goriilen (soy) farkliliginin germ hiicre gelisimini sinyaller araciligi ile etkileyip, radyal
mayotik dalganin olusabilecegini diisiinerek embriyonik ovaryumda somatik hiicre
belirteci olan FOXL2 ifadesini degerlendirdik. Rastetter ve ark. (2014) embriyonik fare
ovaryumunda ti¢ farkli, FOXL2*, LGR5" ve NR2F2", somatik hiicre tipi oldugunu
belirtmistir (Rastetter ve ark., 2014). LGRS ifade eden germ hiicrelerinde FOXL2
ifadesinin olmamast LGRS ve FOXL2’in farkhi tipteki somatik hiicrelerde ekspre
oldugunu gostermektedir. Aym calismada Lgr5” embriyonik ovaryumlarda ki germ
hiicrelerinin mayoz bdliinmeye yabanil tip ovaryumlardan daha gec girdigi gosterilmistir.
Bu noktadan hareketle, FOXL2" hiicrelerin en erken mayoza giren germ hiicreleri ile
ovaryumda lokalizasyon agisindan benzerlik gosterip gostermediklerini aragtirdik.
FOXL2’in ovaryumun mezonefroza komsu olan bolgesindeki somatik hiicrelerde ilk
olarak ifade edilmeye baslamasi ve mezonefroza zit perifer bolgesinde FOXL2 ifadesinin
en son olarak gergeklesmesi FOXL2" hiicrelerin en erken mayotik germ hiicreleri ile

iligkisinin oldukga diisiik oldugunu belirtmektedir.

Embriyonik donemden itibaren somatik hiicrelerden iiretilen faktorlerin germ hiicre
gelisimi lizerinde etkili olabilme ihtimali oldukga yiiksek olsa dahi, hiicreler aras1 koprii
icermeyen ovaryumlarda radyal mayotik dalganin olmayisi somatik hiicrelerdeki
farkliliktan kaynaklanamayabilir. Tex/4” ovaryumlarda germ hiicreleri arasinda koprii
olmamasina ragmen, bu germ hiicreleri hala somatik hiicreler ile komsuluklarini
korumaktadir. Bu nedenle germ hiicrelerinde intrinsik bulunan ve hiicreler arasi kopriiler
ile iletilen sinyal/molekiillerin radyal mayotik dalganin olugsmasinda rol oynamasinin daha
muhtemel oldugunu diisiindiik. Buradan yola ¢ikarak, embriyonik donemde germ

hiicrelerinde bulunan intrinsik molekiilleri arastirmay1 hedefledik.
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Daha once literatiirde yapilan ¢aligmalar ile mayoz boliinmeye baglamakta olan disi germ
hiicrelerinin transkripsiyonel olarak sessiz oldugu bilinmektedir. Bu dénemde germ hiicre
homeostazi ve gelisimi daha Once transkribe edilmis mRNA’larin RNA-baglanma
proteinlerinin kontrolii altinda translasyonuna baghdir (Clarke, 2012; Radford ve ark.,
2008; Seydoux ve Braun, 2006). RNA-baglanma proteinlerinin oogenez boyunca yaygin
olarak ifade edildigi ve germ hiicre gelisiminin her evresinde post-transkripsiyonel kontrol
icin gerekli oldugu acik¢a ortaya konulmustur (Ruggiu ve ark., 1997; Tay ve Richter,
2001; VanGompel ve Xu, 2010). RNA-baglanma proteinlerinden olan FMRP ve DAZL’in
insan fetal germ hiicrelerinde farklanma ve kendini yenileme (self-renewal)’yi
dengeledigi son yillarda literatiire kazandirilan ¢arpici bulgulardandir. Bununla birlikte,
Fmrl” farelerde erken folikiiler aktivasyon oldugu rapor edilmistir (Ascano ve ark.,
2012). FMRP graniillerinin fetal insan ovaryumunda bulunan germ hiicrelerinde mayoza
giristen hemen Once izlenmesi mitoz-mayoz gecisinde sessiz hale gelmesi gereken
mRNA’lar1 baskiladigim1 diisiindiirmektedir (Rosario ve ark., 2017; Rosario ve ark.,
2016). FMRP ile benzer sekilde DAZL proteinin de insan fetal ovaryumlarinda germ
hiicrelerinde mayoza giristen hemen dnce dramatik olarak artmasi pre-mayotik ve mayotik
germ hiicre gecisinde roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir (Anderson ve ark., 2007;
He ve ark., 2013). Literatiirdeki bu bilgiler 1s18inda mitoz-mayoz gecisinin oldugu
donemde FMRP ve DAZL protein ekspresyonlar1 3D olarak degerlendirdigimizde her iki
proteinin de fare embriyonik ovaryumlarinda bulunan germ hiicrelerinde ifadesinin
konumsal olarak farklilik gostermedigini izledik. Calismamizda radyal mayotik dalganin
diizenlenmesi i¢in hiicreler arasi kopriiler ile paylagilan, literatiirde daha onceki
caligmalardan elde edilen sonuglara gore aday olabilecegini diisiindiigiimiiz
sinyal/molekiillerin  higbirinin radyal mayotik dalganin olusumundan sorumlu
olamayacagini belirledik. S6z konusu mayotik modelin olusmasinda etkili olan hedef
molekiillerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in yaptigimiz literatiir taramasi yeterli olmadigt i¢in
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan hiicre sekanslama (sequencing)’nin bu konu detayl

bilgiler verebilecegi diislincesindeyiz.

Tex14” germ hiicrelerinde izlenen pre-matiir mayozun MPI’in diploten evresine kadar
etkili olmasi, fakat diploten evresine gelindiginde Tex/4” ovaryumlarda TexI4"*’e

oranla daha az sayida germ hiicresinin bulunmasi, pre-matiir mayozun gelisimin ilerleyen
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donemlerinde germ hiicre eliminasyonuna neden olabilecegi ihtimalini akillara
getirmistir. Calismamizda diploten evresindeki germ hiicrelerinin &zellikle elimine
edildigini net olarak gostermesek de bu donemde (E18.5) TexI4” ovaryumlarda
TexI4"*’e oranla artan hiicre eliminasyonu dikkat g¢ekicidir. Literatiirde Tex14”
ovaryumlar kullanilarak yapilan ¢alismada E18.5 Tex/4"* ve Tex14” ovaryumlarda total
germ hiicre sayilarinin benzer oldugu belirtilmistir (Greenbaum ve ark., 2009). Soz
konusu ¢aligmada histolojik kesit alma yontemi ile germ hiicre sayim1 gergeklestirildigi
igin TexI4” ovaryumlarda azalan germ hiicre sayisi teknik kisitlamalar nedeni ile
belirlenememis olabilir. Calismamizda total ovaryum kesit alinmaksizin biitiinii ile analiz
edildigi i¢in, elde ettigimiz verilerin teknik kisitlama igermeksizin Tex/4”~ ovaryumlarda
azalan germ hiicre popiilasyonunu sadece E18.5’ta degil, PN2 ve PN5’de dahil olmak

izere daha etkin bir sekilde ortaya koydugunu diistinmekteyiz.

Gelistirdigimiz 3D analiz yontemi ile germ hiicre oliimiiniin 7ex/4™*de ovaryumun
anterior’iinde posterior’e kiyasla daha fazla gergeklesmesi fakat Tex/4” ovaryumlarda
ovaryumun geneline yayilmasi germ hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde hiicreler arasi
kopriilerin roliiniin oldugunu gdsterebilir. Bu noktadan hareketle, E18.5 TexI4"*
ovaryumda germ hiicre Sliimiiniin grup/kiimler halinde meydana gelirken, Tex/4”
ovaryumlarda rastgele gerceklesmesi hiicreler arasi kopriilerin embriyonik donemde germ

hiicre eliminasyonunda da roliiniin oldugu ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Hiicreler arasi koprii yapilariin olast bir stres altinda germ hiicre eliminasyonunu nasil
etkiledigi sorusuna cevap bulmak i¢in Busulfan enjekte edip, kimyasal stres
olusturdugumuzda, hayatta kalim oraninin Tex/4"* ovaryumlarda Tex14” ‘e kiyasla daha
diisiik oldugunu gosterdik. Elde ettigimiz bulgular sasirtic1 olsa dahi literatiirde Lu ve
Yamashita (2017) tarafindan yapilan ¢aligma ile baz1 noktalarda benzer oldugunu gordiik.
S6z konusu calismada, Drosophila’da testislerindeki germ hiicre baglantilarinin germ
hiicrelerini DNA hasarina daha duyarli hale getirdigi rapor edilmistir. Germ hiicre
oliimiinii indiikleyici sinyallerin kisti olusturan germ hiicrelerinde paylasilabilecegi ve bu
durumda kistteki tlim hiicrelerin 6limi ile sonuglanabilecegi ihtimali iizerinde
durulmustur (Lu ve Yamashita, 2017). Calismamizda E18.5 TexI4” ovaryumlarda total

germ hiicre Sliimiiniin Tex/4"* ovaryumlara kiyasla fazla olmasi fare embriyonik
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ovaryumlarinda hiicreler arasi kopriilerin hiicre 6liimiinii indiikleyici sinyaller paylasarak
tiim kistin 6liimiine neden olmadigini agik¢a gostermektedir. Bununla birlikte, kimyasal
stres olusturuldugu durumda E18.5 TexI4” ovaryumlarda hayatta kalim oranin Tex/4**
ovaryumlara kiyasla fazla olmasi germ hiicre popiilasyonun heterojen oldugunu
gosterebilir. S6z konusu durum embriyonik ovaryumda farkli dayaniklilk ya da
gelisimsel potansiyele (yiiksek, orta, diisiik) sahip germ hiicrelerinin oldugunu ve hiicreler
aras1 kopriiler ile orta derece gelisimsel potansiyele sahip germ hiicrelerine destek
molekiillerin aktarillarak hayatta kalimlarinin saglandigini diisiindiirebilir.  Lei ve
Spradling (2016)’da yaptig1 ¢alisma ile embriyonik ovaryumda bulunan bazi germ
hiicrelerinin sitoplazmik igerik ve organellerini kist icindeki bazi spesifik germ
hiicrelerine aktarildigr gosterilmistir. Yine ayn1 calismada, sitoplazma ve belirli
organellerini aktaran bu germ hiicrelerinin daha sonra apoptoz ile ortadan kaldirildigi
gosterilmistir (Lei ve Spradling, 2016). Bu noktadan hareketle, hiicreler arasi koprii
bulunmayan germ hiicrelerinde gelisim siiresince hayatta kalan germ hiicrelerinin
gelisimsel potensiyeli yiiksek germ hiicreleri oldugu, orta ve diisiik gelisimsel potensiyele
sahip germ hiicrelerinin ortadan kaldirildig1 diisiiniilebilir. Kimyasal stresin uygulandigi
Tex14"" ovaryumlarda ise, germ hiicreleri arasinda olusan hiicreler aras1 kopriilerin say1si
dolayl1 olarak azaldigi i¢in, hayatta kalim oraninin hi¢ enjeksiyon yapilmayan ovaryumlar
ile arasinda oransal olarak daha biiyiik fark olmas1 beklenebilir. Elde ettigimiz bu veriler,
embriyonik ovaryumda bulunan hiicreler arasi kopriilerin germ hiicre hayatta kalimini

etkiledigini isaret etmektedir.

Calisgmamiz, ovaryumun 3D haritalanmasin1 saglayarak, disi erken germ hiicre
gelisiminde hiicreler arasi kdpriilerin; ovaryumda radyal mayotik dalganin diizenlenmesi
ve apoptoz diizeyinin belirlenmesindeki rollerini gosteren literatiirdeki ilk ¢aligmadir.
Erken donem germ hiicre gelisiminin kapsamli olarak aydinlatilmasi, infertilite,
subfertilite, germ hiicre tiimorleri, oositlerde sik¢a izlenen andploidi ve diger dogum

defektleri ile ilgili bilinmeyenlere 151k tutacak potansiyeldedir.
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SONUC VE ONERILER

Bu tezde, farklilagsan disi germ hiicrelerinde izlenen hiicreler aras1 koprii yapilarinin,
ovaryumda germ hiicre rezervi kurulmadan 6nce meydana gelen gelisimsel siireglerdeki
rolleri 3D analiz sistemi kullanilarak arastirilmis ve asagida belirtilen sonuglar elde

edilmistir.

1. Ovaryumun daha hizli ve etkin bir sekilde analiz edilmesini saglayan, literatiirde

ilk defa gelistirilen bir metodoloji ile 3D analiz sistemi gelistirilmistir.

2. So6z konusu 3D analiz sistemi ile fare embriyonik ovaryumlarinda bulunan germ
hiicrelerinde mayoz bdliinmelerinin literatiirde belirtilenden daha 6nce basladigt

gosterilmistir.

3. Fare embriyonik ovaryumlarinda ilk olarak mayoz bdliinmeye giren germ
hiicrelerinin ovaryumun merkezinde bulundugunu ve mayozun AP dalga
olusumundan 6nce radyal bir dalga seklinde yayildigin1 gosteren literatiirdeki ilk

caligmadir.

4. Hiicreler arasi1 koprii icermeyen germ hiicrelerinde mayozun yabanil tip
ovaryumlardan daha Once, pre-matiir olarak, baslatildigt ve radyal mayotik
dalganin olusmadigi, sadece RA’in olusturdugu AP dalganin bulundugu ortaya

konulmustur.

5. Radyal mayotik dalganin olugsmasinda etkili olabilecek ve hiicreler arasi kopriiler
ile aktarilan sinyallerin literatiirde daha 6nce mayozu inhibe ettigi belirtilen FGF9
ya da germ hiicrelerinde mitoz-mayoz gecisini diizenleyen RNA baglanma

proteinlerden FMRP ve DAZL nin olmadig1 tespit edilmistir.

6. Embriyonik ovaryumda E18.5°ta gerceklesen germ hiicre eliminasyonunun
ovaryumun anterior’iinde posterior’iinden daha fazla meydana geldigi fakat
hiicreler aras1 koprii icermeyen ovaryumlarda germ hiicre 6liimiiniin bu sekilde bir

lokalizasyon farkliligi gostermedigi belirlenmistir. Bu noktadan hareketle,
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hiicreler arasi1 koprii yapilarinin germ hiicrelerinde apoptozu koordine ettigi ortaya

konulmustur.

7. E18.5 embriyonik ovaryumda germ hiicre Oliimiin hiicreler arasi1 kopriilerin
varliginda gruplar ya da kiimeler halinde meydana geldigi, hiicreler aras1 koprii

icermeyen germ hiicrelerinde ise rastgele oldugu gdsterilmistir.

8. Primordial folikiil formasyonundan 6nce germ hiicreleri arasinda bulunan kdpriiler
postnatal ovaryumda ortadan kaldirilmasina ragmen, embriyonik ddnemdeki
etkilerinin ovaryan rezervin kuruldugu dénemde bile (PN2 ve PN5) germ hiicre

havuzunda azalmaya neden oldugu ortaya konulmustur.

9. Hiicreler arasi kopriiler araciligi ile germ hiicreleri arasinda germ hiicre 6liimiinii
indiikleyici sinyallerin aktarilmadigi fakat hiicreler arasi kopriilerin varliginin

germ hiicrelerini kimyasal strese daha duyarl hale getirdigi gosterilmistir.

Sonug olarak ¢alismamiz, fetal donem diploid disi germ hiicrelerindeki hiicreler arasi
kopriilerin rollerini kapsamli bir sekilde analiz ederek, bu konudaki literatiir eksikligine

yeni bir fikir ve kavramsal ¢erceve getirmistir.

79



KAYNAKLAR

Aitken, R J, Findlay, J K, Hutt, K J, Kerr, J B. Apoptosis in the germ line. Reproduction
2011 141:139-150.

Anderson, R A, Fulton, N, Cowan, G, Coutts, S, Saunders, P T. Conserved and divergent
patterns of expression of DAZL, VASA and OCT4 in the germ cells of the human fetal
ovary and testis. BMC Dev Biol 2007 7:136.

Aona, Y, Asashima, M, Ishiura, S, Ide, T, Irimura, T, Kodama, T, Komazaki, S, Sasagawa,
N, Shibasaki, Y, Shimada, M, Fukuda, H, Masaki, H, Yanagimoto, S, Yonemoto, S,
Watanabe, Y, Germ Cells, in: Tokyo C T U o (Ed.), Introduction to Life Scince.

Ascano, M, Jr., Mukherjee, N, Bandaru, P, Miller, J B, Nusbaum, J D, Corcoran, D L,
Langlois, C, Munschauer, M, Dewell, S, Hafner, M, Williams, Z, Ohler, U, Tuschl, T.
FMRP targets distinct mRNA sequence elements to regulate protein expression. Nature

2012 492:382-386.

Baltus, A E, Menke, D B, Hu, Y C, Goodheart, M L, Carpenter, A E, de Rooij, D G, Page,
D C. In germ cells of mouse embryonic ovaries, the decision to enter meiosis precedes

premeiotic DNA replication. Nat Genet 2006 38:1430-1434.

Bowles, J, Feng, C W, Miles, K, Ineson, J, Spiller, C, Koopman, P. ALDH1A1 provides
a source of meiosis-inducing retinoic acid in mouse fetal ovaries. Nat Commun 2016

7:10845.

Bowles, J, Feng, C W, Spiller, C, Davidson, T L, Jackson, A, Koopman, P. FGF9

suppresses meiosis and promotes male germ cell fate in mice. Dev Cell 2010 19:440-449.

Bowles, J, Koopman, P. Retinoic acid, meiosis and germ cell fate in mammals.

Development 2007 134:3401-3411.

80



Bullejos, M, Koopman, P. Spatially dynamic expression of Sry in mouse genital ridges.

Dev Dyn 2001 221:201-205.

Bullejos, M, Koopman, P. Germ cells enter meiosis in a rostro-caudal wave during

development of the mouse ovary. Mol Reprod Dev 2004 68:422-428.

Canning, J, Takai, Y, Tilly, J L. Evidence for genetic modifiers of ovarian follicular
endowment and development from studies of five inbred mouse strains. Endocrinology

2003 144:9-12.

Chen, C L, Fu, X F, Wang, L Q, Wang, J J, Ma, H G, Cheng, S F, Hou, Z M, Ma, J] M,
Quan, G B, Shen, W, Li, L. Primordial follicle assembly was regulated by Notch signaling
pathway in the mice. Mol Biol Rep 2014 41:1891-1899.

Chen, L, Faire, M, Kissner, M D, Laird, D J. Primordial germ cells and gastrointestinal
stromal tumors respond distinctly to a cKit overactivating allele. Hum Mol Genet 2013

22:313-327.

Ciccia, A, Elledge, S J. The DNA damage response: making it safe to play with knives.
Molecular cell 2010 40:179-204.

Clarke, H J. Post-transcriptional control of gene expression during mouse oogenesis.

Results Probl Cell Differ 2012 55:1-21.

Cohen, P E, Holloway, J K. Predicting gene networks in human oocyte meiosis. Biol

Reprod 2010 82:469-472.

Cohen, P E, Pollack, S E, Pollard, J W. Genetic analysis of chromosome pairing,
recombination, and cell cycle control during first meiotic prophase in mammals.

Endocrine reviews 2006 27:398-426.

Cordeiro, M H, Kim, S Y, Ebbert, K, Duncan, F E, Ramalho-Santos, J, Woodruff, T K.
Geography of follicle formation in the embryonic mouse ovary impacts activation pattern

during the first wave of folliculogenesis. Biol Reprod 2015 93:88.

81



Coucouvanis, E C, Sherwood, S W, Carswell-Crumpton, C, Spack, E G, Jones, P P.
Evidence that the mechanism of prenatal germ cell death in the mouse is apoptosis. Exp

Cell Res 1993 209:238-247.

de Bakker, B S, de Jong, K H, Hagoort, J, de Bree, K, Besselink, C T, de Kanter, F E,
Veldhuis, T, Bais, B, Schildmeijer, R, Ruijter, J M, Oostra, R J, Christoffels, V M,
Moorman, A F. An interactive three-dimensional digital atlas and quantitative database of

human development. Science 2016 354.

de Cuevas, M, Lilly, M A, Spradling, A C. Germline cyst formation in Drosophila. Annu
Rev Genet 1997 31:405-428.

De Felici, M, Dolci, S. Leukemia inhibitory factor sustains the survival of mouse

primordial germ cells cultured on TM4 feeder layers. Dev Biol 1991 147:281-284.

Donovan, P J, Stott, D, Cairns, L A, Heasman, J, Wylie, C C. Migratory and postmigratory
mouse primordial germ cells behave differently in culture. Cell 1986 44:831-838.

Duester, G. Retinoic acid synthesis and signaling during early organogenesis. Cell 2008

134:921-931.

Elkouby, Y M, Mullins, M C. Coordination of cellular differentiation, polarity, mitosis
and meiosis - New findings from early vertebrate oogenesis. Dev Biol 2017 430:275-287.

Faire, M, Skillern, A, Arora, R, Nguyen, D H, Wang, J, Chamberlain, C, German, M S,
Fung, J C, Laird, D J. Follicle dynamics and global organization in the intact mouse ovary.

Dev Biol 2015 403:69-79.

Fawcett, D W, Ito, S, Slautterback, D. The occurrence of intercellular bridges in groups

of cells exhibiting synchronous differentiation. J Biophys Biochem Cytol 1959 5:453-460.

Feng, Y M, Liang, G J, Pan, B, Qin, X S, Zhang, X F, Chen, C L, Li, L, Cheng, S F, De
Felici, M, Shen, W. Notch pathway regulates female germ cell meiosis progression and

early oogenesis events in fetal mouse. Cell Cycle 2014 13:782-791.

82



Frydman, N, Poulain, M, Arkoun, B, Duquenne, C, Tourpin, S, Messiaen, S, Habert, R,
Rouiller-Fabre, V, Benachi, A, Livera, G. Human foetal ovary shares meiotic preventing

factors with the developing testis. Hum Reprod 2017 32:631-642.

Ginsburg, M, Snow, M H, McLaren, A. Primordial germ cells in the mouse embryo during

gastrulation. Development 1990 110:521-528.

Gomperts, M, Garcia-Castro, M, Wylie, C, Heasman, J. Interactions between primordial
germ cells play a role in their migration in mouse embryos. Development 1994 120:135-

141.

Greenbaum, M P, Iwamori, N, Agno, J E, Matzuk, M M. Mouse TEX14 is required for
embryonic germ cell intercellular bridges but not female fertility. Biology of reproduction

2009 80:449-457.

Greenbaum, M P, Iwamori, T, Buchold, G M, Matzuk, M M. Germ cell intercellular
bridges. Cold Spring Harb Perspect Biol 2011 3:a005850.

Greenbaum, M P, Ma, L, Matzuk, M M. Conversion of midbodies into germ cell
intercellular bridges. Dev Biol 2007 305:389-396.

Greenbaum, M P, Yan, W, Wu, M H, Lin, Y N, Agno, J E, Sharma, M, Braun, R E,
Rajkovic, A, Matzuk, M M. TEX14 is essential for intercellular bridges and fertility in

male mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of

America 2006 103:4982-4987.

Grive, K J, Freiman, R N. The developmental origins of the mammalian ovarian reserve.

Development 2015 142:2554-2563.

Gunesdogan, U, Magnusdottir, E, Surani, M A. Primordial germ cell specification: a
context-dependent cellular differentiation event [corrected]. Philos Trans R Soc Lond B

Biol Sci 2014 369.

Hansson, K, Jafari-Mamaghani, M, Krieger, P. RipleyGUI: software for analyzing spatial
patterns in 3D cell distributions. Front Neuroinform 2013 7:5.

83



Hartshorne, G M, Lyrakou, S, Hamoda, H, Oloto, E, Ghafari, F. Oogenesis and cell death
in human prenatal ovaries: what are the criteria for oocyte selection? Mol Hum Reprod

2009 15:805-819.

He, J, Stewart, K, Kinnell, H L, Anderson, R A, Childs, A J. A developmental stage-
specific switch from DAZL to BOLL occurs during fetal oogenesis in humans, but not

mice. PLoS One 2013 8:73996.

Heeren, A M, He, N, de Souza, A F, Goercharn-Ramlal, A, van Iperen, L, Roost, M S,
Gomes Fernandes, M M, van der Westerlaken, L. A, Chuva de Sousa Lopes, S M. On the
development of extragonadal and gonadal human germ cells. Biol Open 2016 5:185-194.

Hirshfield, A N, Midgley, A R, Jr. Morphometric analysis of follicular development in
the rat. Biol Reprod 1978 19:597-605.

Hu, Y C, Okumura, L M, Page, D C. Gata4 is required for formation of the genital ridge
in mice. PLoS Genet 2013 9:¢1003629.

Huang, E, Nocka, K, Beier, D R, Chu, T Y, Buck, J, Lahm, H W, Wellner, D, Leder, P,
Besmer, P. The hematopoietic growth factor KL is encoded by the Sl locus and is the
ligand of the c-kit receptor, the gene product of the W locus. Cell 1990 63:225-233.

Irie, N, Tang, W W, Azim Surani, M. Germ cell specification and pluripotency in

mammals: a perspective from early embryogenesis. Reprod Med Biol 2014 13:203-215.

Iwamori, T, Iwamori, N, Ma, L, Edson, M A, Greenbaum, M P, Matzuk, M M. TEX14
interacts with CEP55 to block cell abscission. Mol Cell Biol 2010 30:2280-2292.

Jones, K T, Lane, S I. Molecular causes of aneuploidy in mammalian eggs. Development

2013 140:3719-3730.

Jones, R L, Pepling, M E. KIT signaling regulates primordial follicle formation in the
neonatal mouse ovary. Dev Biol 2013 382:186-197.

&4



Karl, J, Capel, B. Sertoli cells of the mouse testis originate from the coelomic epithelium.

Dev Biol 1998 203:323-333.
Kaufman, M H, 1992. The Atlas of Mouse Development. Academic Press.

Keeney, S, Baudat, F, Angeles, M, Zhou, Z H, Copeland, N G, Jenkins, N A, Manova, K,
Jasin, M. A mouse homolog of the Saccharomyces cerevisiae meiotic recombination DNA

transesterase Spol1p. Genomics 1999 61:170-182.

Kim, M R, Tilly, J L. Current concepts in Bcl-2 family member regulation of female germ

cell development and survival. Biochim Biophys Acta 2004 1644:205-210.
Koopman, P. Mammalian sex-determining genes. Curr Opin Biotechnol 1992 3:603-606.

Koubova, J, Hu, Y C, Bhattacharyya, T, Soh, Y Q, Gill, M E, Goodheart, M L, Hogarth,
C A, Griswold, M D, Page, D C. Retinoic acid activates two pathways required for meiosis

in mice. PLoS Genet 2014 10:¢1004541.

Kumar, S, Chatzi, C, Brade, T, Cunningham, T J, Zhao, X, Duester, G. Sex-specific timing
of meiotic initiation is regulated by Cyp26bl independent of retinoic acid signalling. Nat

Commun 2011 2:151.

Kunwar, P S, Lehmann, R. Developmental biology: Germ-cell attraction. Nature 2003

421:226-227.
Laird, D J. Humans put their eggs in more than one basket. Nat Cell Biol 2013 15:13-15.

Lawson, K A, Hage, W J. Clonal analysis of the origin of primordial germ cells in the

mouse. Ciba Found Symp 1994 182:68-84; discussion 84-91.

Lechowska, A, Bilinski, S, Choi, Y, Shin, Y, Kloc, M, Rajkovic, A. Premature ovarian
failure in nobox-deficient mice is caused by defects in somatic cell invasion and germ cell

cyst breakdown. J Assist Reprod Genet 2011 28:583-5809.

Lei, L, Spradling, A C. Mouse primordial germ cells produce cysts that partially fragment
prior to meiosis. Development 2013 140:2075-2081.

85



Lei, L, Spradling, A C. Mouse oocytes differentiate through organelle enrichment from

sister cyst germ cells. Science 2016 352:95-99.

Low, S H, Li, X, Miura, M, Kudo, N, Quinones, B, Weimbs, T. Syntaxin 2 and endobrevin
are required for the terminal step of cytokinesis in mammalian cells. Dev Cell 2003 4:753-

759.

Lu, K, Jensen, L, Lei, L, Yamashita, Y M. Stay Connected: A Germ Cell Strategy. Trends
Genet 2017 33:971-978.

Lu, K L, Yamashita, Y M. Germ cell connectivity enhances cell death in response to DNA

damage in the Drosophila testis. Elife 2017 6.

Magnusdottir, E, Surani, M A. How to make a primordial germ cell. Development 2014

141:245-252.

Marangos, P, Carroll, J. Oocytes progress beyond prophase in the presence of DNA
damage. Current biology : CB 2012 22:989-994.

Mardanpour, P, Guan, K, Nolte, J, Lee, ] H, Hasenfuss, G, Engel, W, Nayernia, K. Potency

of germ cells and its relevance for regenerative medicine. J Anat 2008 213:26-29.
McLaren, A. Primordial germ cells in the mouse. Dev Biol 2003 262:1-15.

McLaren, A, Southee, D. Entry of mouse embryonic germ cells into meiosis. Dev Biol

1997 187:107-113.

Menke, D B, Koubova, J, Page, D C. Sexual differentiation of germ cells in XX mouse

gonads occurs in an anterior-to-posterior wave. Dev Biol 2003 262:303-312.

Mishima, M, Kaitna, S, Glotzer, M. Central spindle assembly and cytokinesis require a
kinesin-like protein/RhoGAP complex with microtubule bundling activity. Dev Cell 2002
2:41-54.

Morelli, M A, Cohen, P E. Not all germ cells are created equal: aspects of sexual

dimorphism in mammalian meiosis. Reproduction 2005 130:761-781.

86



Ohkubo, Y, Shirayoshi, Y, Nakatsuji, N. Autonomous regulation of proliferation and
growth arrest in mouse primordial germ cells studied by mixed and clonal cultures. Exp

Cell Res 1996 222:291-297.

Pepling, M E. From primordial germ cell to primordial follicle: mammalian female germ

cell development. Genesis 2006 44:622-632.

Pepling, M E. Follicular assembly: mechanisms of action. Reproduction 2012 143:139-
149.

Pepling, M E, Spradling, A C. Female mouse germ cells form synchronously dividing

cysts. Development 1998 125:3323-3328.

Pepling, M E, Spradling, A C. Mouse ovarian germ cell cysts undergo programmed
breakdown to form primordial follicles. Dev Biol 2001 234:339-351.

Pepling, M E, Sundman, E A, Patterson, N L, Gephardt, G W, Medico, L, Jr., Wilson, K
I. Differences in oocyte development and estradiol sensitivity among mouse strains.

Reproduction 2010 139:349-357.

Pepling, M E, Wilhelm, J E, O'Hara, A L, Gephardt, G W, Spradling, A C. Mouse oocytes
within germ cell cysts and primordial follicles contain a Balbiani body. Proceedings of the

National Academy of Sciences of the United States of America 2007 104:187-192.

Radford, H E, Meijer, H A, de Moor, C H. Translational control by cytoplasmic
polyadenylation in Xenopus oocytes. Biochim Biophys Acta 2008 1779:217-229.

Rastetter, R H, Bernard, P, Palmer, J S, Chassot, A A, Chen, H, Western, P S, Ramsay, R
G, Chaboissier, M C, Wilhelm, D. Marker genes identify three somatic cell types in the
fetal mouse ovary. Dev Biol 2014 394:242-252.

Ratts, V S, Flaws, J A, Kolp, R, Sorenson, C M, Tilly, J L. Ablation of bcl-2 gene
expression decreases the numbers of oocytes and primordial follicles established in the

post-natal female mouse gonad. Endocrinology 1995 136:3665-3668.

87



Rosario, R, Childs, A J, Anderson, R A. RNA-binding proteins in human oogenesis:
Balancing differentiation and self-renewal in the female fetal germline. Stem Cell Res

2017 21:193-201.

Rosario, R, Filis, P, Tessyman, V, Kinnell, H, Childs, A J, Gray, N K, Anderson, R A.
FMRP Associates with Cytoplasmic Granules at the Onset of Meiosis in the Human
Oocyte. PLoS One 2016 11:e0163987.

Ruggiu, M, Speed, R, Taggart, M, McKay, S J, Kilanowski, F, Saunders, P, Dorin, J,
Cooke, H J. The mouse Dazla gene encodes a cytoplasmic protein essential for

gametogenesis. Nature 1997 389:73-77.

Saitou, M, Kagiwada, S, Kurimoto, K. Epigenetic reprogramming in mouse pre-

implantation development and primordial germ cells. Development 2012 139:15-31.

Sarraj, M A, Drummond, A E. Mammalian foetal ovarian development: consequences for

health and disease. Reproduction 2012 143:151-163.

Seydoux, G, Braun, R E. Pathway to totipotency: lessons from germ cells. Cell 2006
127:891-904.

Sinclair, A H, Berta, P, Palmer, M S, Hawkins, J R, Griffiths, B L, Smith, M J, Foster, J
W, Frischauf, A M, Lovell-Badge, R, Goodfellow, P N. A gene from the human sex-

determining region encodes a protein with homology to a conserved DNA-binding motif.

Nature 1990 346:240-244.

Soyal, S M, Amleh, A, Dean, J. FIGalpha, a germ cell-specific transcription factor
required for ovarian follicle formation. Development 2000 127:4645-4654.

Sun, Y C, Sun, X F, Dyce, P W, Shen, W, Chen, H. The role of germ cell loss during
primordial follicle assembly: a review of current advances. Int J Biol Sci 2017 13:449-

457.

Tam, P P, Snow, M H. Proliferation and migration of primordial germ cells during

compensatory growth in mouse embryos. J Embryol Exp Morphol 1981 64:133-147.

88



Tay, J, Richter, J D. Germ cell differentiation and synaptonemal complex formation are

disrupted in CPEB knockout mice. Dev Cell 2001 1:201-213.

Tilly, J L. Commuting the death sentence: how oocytes strive to survive. Nat Rev Mol

Cell Biol 2001 2:838-848.

Tilly, J L. Ovarian follicle counts--not as simple as 1, 2, 3. Reprod Biol Endocrinol 2003
I:11.

Tosh, D, Rani, H S, Murty, U S, Deenadayal, A, Grover, P. Mutational analysis of the
FIGLA gene in women with idiopathic premature ovarian failure. Menopause 2015

22:520-526.

VanGompel, M J, Xu, E Y. A novel requirement in mammalian spermatid differentiation

for the DAZ-family protein Boule. Hum Mol Genet 2010 19:2360-2369.

Voelkel-Meiman, K, Johnston, C, Thappeta, Y, Subramanian, V V, Hochwagen, A,
MacQueen, A J. Separable Crossover-Promoting and Crossover-Constraining Aspects of

Zipl Activity during Budding Yeast Meiosis. PLoS genetics 2015 11:¢1005335.
Whitaker, M. Control of meiotic arrest. Rev Reprod 1996 1:127-135.

Zhao, H, Chen, Z J, Qin, Y, Shi, Y, Wang, S, Choi, Y, Simpson, J L, Rajkovic, A.
Transcription factor FIGLA is mutated in patients with premature ovarian failure. Am J

Hum Genet 2008 82:1342-1348.

Zsebo, K M, Williams, D A, Geissler, E N, Broudy, V C, Martin, F H, Atkins, H L, Hsu,
R Y, Birkett, N C, Okino, K H, Murdock, D C, et al. Stem cell factor is encoded at the Sl
locus of the mouse and is the ligand for the c-kit tyrosine kinase receptor. Cell 1990

63:213-224.

&9



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Gl Bikem Uyrugu T.C.
Soyadi SOYGUR Tel no 05365406262
Dogum tarihi | 04.01.1988 e-posta bikemsoygur@gmail.com
Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yili
Lise Antalya Lisesi 2004
Lisans Eskisehir Osmangazi Universitesi 2009
Yiiksek Lisans | Akdeniz Universitesi 2010
Doktora Akdeniz Universitesi 2018
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (yil-y1l)
Arastirma Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii 2012-2018
Gorevlisi
Yabanci Sinav tiirii Puam
Dilleri
Ingilizce IELTS 7.0
Proje Deneyimi
Proje Ad1 Destekleyen kurum Siire (Yil-Yil)
Boris geninin | TUBITAK 1001 Projesi, 2010-2013
spermatogenez ve fetal | Proje no:110S383
gelisimdeki rolii.
Normal ve Diyabetik Insan | Akdeniz Universitesi 2011-2013
Plasentalarinda Syncytin | Bilimsel Arastirma Projesi
Proteininin Daglim ve | (BAP), Proje No:
Muhtemel Gorevleri 2011.02.0122.009
Boris gen ekspresyonu ile | TUBITAK 3001 Projesi, 2013-2015
serebral vaskiiler | Proje n0:213S109
anomaliler
Insan Endojen Retrovirus, | Centre for Stem Cell 2013

Syncytin 1 (HERW),’in
insan  Pre-implantasyon
Embriyolari, Embriyonik
Kok Hiicreleri ve In Vitro
Farkalnma Ile Elde Edilen
Trofoblast Hiicrelerinde
Ekspresyonu

Biology, The University of
Sheftield, UK

90



Eritrosit Sperm Ayirma | Akdeniz Universitesi 2013-2016
Medyumu, TESEparate™ | Bilimsel Arastirma Projesi
uygulamasinin (BAP), Proje No:
kriyoprezervasyon 2013.01.0103.011
isleminden once ve sonra
spermin morfogenetik
ozellikleri iizerine etkisinin
arastirilmasi
Fetal Germ Hiicre | Akdeniz Universitesi 2016-2019
Gelisiminde Hiicreler | Bilimsel Arastirma Projesi
Arasi Kopriilerin Rolii (BAP), Proje No: TDK-
2016-1429

Burslar-Odiiller:
1. Bikem Soygiir, Ripla Arora, Adam Fries, Necdet Demir, Diana J Laird. Sozlii Bildiri

Birincilik Odiilii, 14. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 10-13 Mayis 2018,
Antalya.

2. Ziyaretgi Doktora Ogrencisi Bursu, UCSF Program for Breakthrough Biomedical
Research, Temmuz 2017.

3. 2214-A TUBITAK-BIDEB Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Bursu, Subat 2016.

4. Sati G, Soygur B, Sahin P, Celik-Ozenci C, Demir R. Y.W. Loke Geng Aragtirmact
Seyahat Odiilii, IFPA (International Federation of Placenta Associations) EPG
Toplantisi, Paris, Fransa, Eyliil 2014.

5. Avrupa Komisyonu Egitim ve Staj (European Comission Education & Training)
hareketliligi, ERASMUS (European Community Action Scheme for the Mobility of
University Students) bursu, Subat 2013.

Yaynlar ve Bildiriler:

Yayinlar:

1- Soygur B, Soner C, Celik-Ozenci C, Sati L. Effect of erythrocyte-sperm separation
medim on nuclear, acrosomal and membrane maturity parameters in human sperm. J
Assist Reprod Genet. 2017 Nov 18. doi:10.1007/s10815-017-1085-1.

2- Soygur B and Sati L. The Role of Syncytins in Human Reproduction and
Reproductive  Organ  Cancers. Reproduction, 2016  Nov;152(5):R167-78.
doi:10.1530/REP-16-0031.

91



Soygur B and Moore H. Expression of Syncytin 1 (HERV-W), in the pre-implantation
human blastocyst, embryonic stem cells and trophoblast cells derived in vitro. Human
Reproduction, 2016 Jul;31(7):1455-61. doi:10.1093/humrep/dew097.

Soygur B, Sati L, Demir R. Altered Expressions of Human Endogenous Retroviruses
Syncytin-1, Syncytin-2 and Their Receptors in Human Normal and Gestational
Diabetic Placenta. Histol and Histopathol. 2016 Feb 15:11735.

Sati L, Soygur B, Celik-Ozenci, C. Expression of mTOR and downstream target
components in normal and gestational diabetic human term placenta. Reprod Sci. 2016
Mar;23(3):324-32. doi: 10.1177/1933719115602765.

Bikem Soygur, Ciler Celik-Ozenci. A step closer to producing germ cells outside the
body. (Article in Turkish) Stem Cell Bulletin, 2015; 7. 1-2.

Bildiriler:

1-

Leyla Sati, Bikem Soygiir, Gizem Gamze Tas, Hakan Er, Piraye Yargicoglu Akkiraz.
Akut ve kronik donem 900 MHz elektromanyetik radyasyon uygulamasinin rat testisi
izerindeki etkisi. /4. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 10-13 Mayis 2018,
Antalya, Tiirkiye.

Bikem Soygur, Ripla Arora, Adam Fries, Necdet Demir, Diana J Laird. Disi
Embriyonik Germ Hiicre Gelisiminde Hiicreler Arast Kopriilerin Rolii. /4. Ulusal
Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 10-13 Mayis 2018, Antalya, Tiirkiye.

Leyla Sati, Gizem Gamze Tas, Bikem Soygur. Endogenous retroviral protein syncytin
2 receptor, MFSD2, is present in human sperm. ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Reproductive Endocrinology) Campus, Current approaches in
genetics and reproductio). 26-28 Nisan 2018, Sofya/Bulgaristan.

Leyla Sati, Nilay Kuscu, Gizem Gamze Tas, Bikem Soygur, Ciler Celik-Ozenci.
Comparison of the expression and localization of FoxO3 in normal term and
gestational diabetic placentas. /3th Multinational Congress on Microscopy, 24-29
September 2017, Rovinj, Croatia.

Bikem Soygur, Ripla Arora, Adam Fries, Necdet Demir, Diana J Laird. 3D Mapping

of Meiosis in the Fetal Mammalian Ovary. 2017 Center for Reproductive Sciences

92



(CRS) Retreat, University of California San Francisco (UCSF), 12 May 2017, San
Francisco, CA, USA.
6

Ripla Arora, Joao Pedro Sousa Martins, Bikem Soygur, Marco Conti, Diana J Laird.
Uncoupling of transcription and translation in sex differentiating germ cells. 2077
Center for Reproductive Sciences (CRS) Retreat, University of California San
Francisco (UCSF), 12 May 2017, San Francisco, CA, USA.

7

Leyla Sati, Gizem Gamze Tas, Bikem Soygur, Ozlem Babacan. Expression of
endogenous retroviral protein Syncytin 2 in spermatozoa from normozoospermic and
oligozoospermic men. II. International Expermed Congress, Expert Meeting on

Personalized Reproductive Medicine.27-30 April 2017, Kyrenia, Cyprus.

8- Leyla Sati, Bikem Soygur, Ciler Celik-Ozenci. Expression and localization of FoxO4
in normal term and gestational diabetic placentas. 24. EBCOG (European Congress
of Obstetrics and Gynecology) Meeting. 19-21 May 2016, Turin, Italy.

9

B. Soygur, N. Demir, L. Sati. The Presence of Endogenous Retroviral Protein,
Syncytin 2, in Human Sperm. 22" National (Electron) Microscopy Congress, 2-4
September 2015, Istanbul, Turkey.

10-L. Sati, B. Soygur, C. Zeiss and J. McGrath. Expression of vascular markers in
tetracycline-induced Ctcfl transgenic mice. 22"¢ National (Electron) Microscopy
Congress, 2-4 September 2015, Istanbul, Turkey.

11-Bikem Soygur, Leyla Sati, Ramazan Demir. Altered Expressions of Human
Endogenous Retroviruses Syncytin 1 and Syncytin 2 and Their Receptors in Human
Normal and Gestational Diabetic Placenta. International Federation of Placenta
Associations (IFPA) EPG Congress, 9-12 September 2014, Paris, France.

12-Leyla Sati, Bikem Soygur, Pinar Sahin, Ciler Celik-Ozenci, Ramazan Demir.
Expression of mTOR and Downstream Target Components in Normal and Gestational
Diabetic Human Term Placenta. International Federation of Placenta Associations
(IFPA) EPG Congress, 9-12 September 2014, Paris, France.

13- Bikem Soygur, Sayra Dilmac, Gamze Tanriover, Nuray Erin, Necdet Demir, Leyla

Sati. Meme Kanseri Metastazinda BORIS Ekspresyonu. X/I. National Histology and

Embryology Congress 27-30 May 2014, Ankara University/Ankara (P200).

93



14- Leyla Sati, Bikem Soygur, Ibrahim Bassorgun, Ethem Goksu, Ramazan Demir, James
McGrath. The Relationship Between BORIS Expression and Arteriovenous
Malformation. XII. National Histology and Embryology Congress, 27-30 May 2014,
Ankara, Turkey.

15- Bikem Soygur and Harry Moore. Expression of the Human Endogenous Retrovirus,
Syncytin 1 (HERV-W) in Human Pre-Implantation Embryos, Embryonic Stem Cells
and Following Differentiation to Trophoblast In Vitro. Future Investigators of
Regenerative Medicine (FIRM) Symposium, 30" September-3" October 2013,
Girona, Spain.

16- Bahadir Murat Demirel, Bikem Soygiir, Giiler Leyla Sati, Arzu Hizay, Gamze
Tanridver, Umut Ozsoy, Saffet Oztiirk, Levent Sarikcioglu, Necdet Demir, Nurettin
Oguz. Siyatik Sinirin Yar1 Kesi Modelinde VEGF ekspresyonunun degerlendirilmesi.
15. Ulusal Anatomi Kongresi, 5-8 Eylul 2-1013, Samsun, Turkey.

17-L. Sati, C. Zeiss, B. Soygur, 1. Bassorgun, E. Goksu, R. Demir, and J. McGrath.
Expression of boris, a testis-cancer gene, related to vascular malformations and
hemorrhage in mice and humans. 29" Annual Meeting of the European Society of
Human Reproduction and Embryology (ESHRE), 7-10 July 2013, London, United
Kingdom.

18- Soygur B, Sati L, Demir R. Evaluation of ultrastructural differences and Syncytin 1
and Syncytin 2 expressions between Normal and Gestational Diabetic Placenta. XX1.
National Congress of Turkish Society for Electron Microscopy, 28-31 May, 2013,
Mersin, Turkey.

19-Soygur B, Sati L, Demir R. Existence of Syncytin 1 and Syncytin 2 proteins in the
Normal and Diabetic Human Term Placenta. XI. National Congress of Turkish
Histology and Embryology Association, 16-19 May, 2012, Denizli, Turkey.

20-Sati L, Soygur B, Demir R. The Expression of Surfactant A (SP-A) protein in normal
and pathological Human Term Placenta. XX. National Congress of Turkish Society for
Electron Microscopy, 25-28 October, 2011, Kemer, Antalya, Turkey.

21-Soygur B, Sati L, Demir R. The distribution of Surfactant D (SP-D) protein in normal

and pathological Human Term Placenta. 2nd International Congress of Turkish

94



Society of Clinical Embryology Meeting, 23-25 September, 2011, Dalaman, Mugla,
Turkey.

95



