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OZET

Doktora Tezi
Erigkin Fare Ovaryumunda Olast Germline ve Pluripotent K6k Hiicrelerin Arastirilmasi
Yashar Esmaeilian
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisti
Damisman: Prof. Dr. Esra Erdemli

Ureme biyolojisinin klasik bilgilerine gére dogum sonrasi (post-natal) disi memelilerin
ovaryumunda oosit sayisi sinirhidir ve eger oositler herhangi bir hastalik veya hasar nedeniyle
kaybedilirse tekrar yenilenme olanagi yoktur. Ancak son 10 yilda eriskin memeli ovaryumunda
yeni oosit ve folikiil olusumu ile ilgili ¢ikan arastirma sonuglari, bu bakis agisin1 tamamen
degistirmektedir. Buradan yola ¢ikarak tasarlanan tezde amag, erigkin fare (8 haftalik BALB/c)
ovaryumunda olasi germline ve pluripotent kok hiicrelerin varligini tespit etmek ve yeniden oosit
olusmasi olasiligini aragtirmaktir.

Bu c¢alismada, immiinofloresan boyama sonucu ovaryum doku kesitlerinde farkli folikiil
asamalarindaki oosit hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda pluripotent (Oct-4, Nanog ve Sox2)
ve germline kok hiicre belirtecleri (DAZL ve DDX4/VASA) pozitif olarak tespit edilmistir.
Ovaryum hucre kiltirinden elde edilen hicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda da yukarida
belirtilen pluripotent ve germline kik hiicre proteinlerinin ifadesi gézlenmistir.

Ovaryum hiicre kiiltiiriinde oosite farklilastirma sonucu morfolojik olarak oosite benzer hiicrelerin
olustugu ve bu hiicrelerden bazilarinda partenogenezin meydana geldigi gézlenmis,bunun yani sira
folikiile benzer yapilarin olustugu da tespit edilmistir.

gRT-PCR analiz sonucu, Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL genlerinin ifadesi hem ovaryum
dokusu hem de farklilagtirma 6ncesi hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerde tespit edilmistir.
Ancak hicre kiltiriinde ovaryum dokusuna gore Oct-4, Sox2, DDX4 ve DAZL genlerinin ifadesi
kayda deger ol¢iide (p<0.05) diiserken Nanog geninin ifadesi yiikselmistir. Farklilastirma sonucu,
oosite farklilasan hiicrelerde oosite 6zgln genlerin ifade edildigi ve partenogenezin meydana
geldigi hiicrelerde ise pluripotent kok hiicrelere 6zgiin genlerin ifade edildigi RT-PCR analiz
yoOntemi ile gdsterilmistir.

Immunoblotlama analizi sonucu Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL proteinlerinin ifadesi hem
ovaryum dokusu hem de farklilastirma o6ncesi hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerde tespit
edilmistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada eriskin fare ovaryumunda pluripotent ve germline kok hiicre 6zelligine
sahip hiicrelerin varh@: tespit edilmis, /n vitro kosullarda bu hiicrelerden oosit ve folikiil benzeri
hiicrelerin olustugu ve bazi oosit hiicrelerinde partenogenezin meydana geldigi gézlenmistir.

2015, 103 sayfa
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ABSTRACT
PhD Thesis

Investigation of Putative Germline and Pluripotent Stem Cells in Adult Mouse Ovary
Yashar Esmaeilian
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Esra Erdemli

According to the classical knowledge of biology, in the ovary of female mammals there are a
limited number of oocytes and there is no possibility of renewal if the oocytes are lost due to
disease or injury. However, in the last 10 years, the results of studies about renewal and formation
of oocytes and follicles in the adult mammalian ovary are lead to changing of this view completely.

The aim of this thesis is demonstration of presence of putative germline and pluripotent stem cells
and investigates the possibility of neo-oogenesis in the adult mouse (8 week-old BALB/c) ovary.

Immunoflorescence staining of ovarian tissue sections revealed the presence of pluripotent stem
cell (Oct-4, Nanog and Sox2) and germline stem cell (DAZL and DDX4/VASA) markers in the
cytoplasm and nucleus of oocytes in different follicular stages. Presence of these proteins was also
observed in the nucleus and cytoplasm of the cells that harvested from ovarian cell culture by
immunoflorescence staining.

In the ovary cell culture, oocyte differentiation process led to formation of morphologically oocyte-
like cells and in some of these cells parthenogenesis was occurred. As a result of differentiation
process formation of follicle-like structures was also observed.

In the ovarian tissue and non-differentiated cells that harvested from cell culture, expression of the
Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 and DAZL genes was demonstrated by gRT-PCR method.
Nevertheless, in the harvested cells comparing ovarian tissue, despite the increased expression of
Nanog, expression of Oct-4, Sox2, DAZL and DDX4 was decreased significantly (p<0.05). In the
cells that differentiated into oocyte, expression of oocyte specific genes and in the parthenogenesis
occurred cells, expression of pluripotent specific genes was demonstrated by RT-PCR method.

As a result of western blot analysis, expression of Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 and DAZL proteins
was observed in the ovarian tissue and non-differentiated cells that harvested from cell culture.

Based on our study outputs, presence of pluripotent and germline stem cells in the adult mouse
ovary was demonstrated. Under in vitro circumstances, differentiation potential of these cells into
oocyte-like cells, follicle-like structures and in some cases parthenogenesis-like phenomena was
observed.

2015, 103 pages

Keywords: Oocyte, Oogenesis, Ovary, Pluripotent stem cell, Germline stem cell
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1. GIRIS

Ureme biyolojisinin klasik bilgilerine gore dogum sonras1 (post-natal) disi memelilerin
ovaryumunda oosit sinirli sayida bulunmaktadir ve eger oositler hastalik veya hasar
nedeniyle kaybedilirse tekrar yenilenme olanagi yoktur (1, 2). Buna karsin yeni ¢alismalar
bu bakis agisini degistirmeye baslamis, eriskin memeli ovaryumunda olas1 germline kok
hiicrelerinin varligi, oosite farklilagtirilmasi ve buna mikrogevrenin etkisi ile ilgili pek ¢ok
caligma yapilmustir. Eriskin fare ovaryumundan elde edilen germline kok hiicrelerin in
vitro kosullarda oosite doniistiigi ve in vivo ortamda fertilize yetenegi olan yumurta

hiicreleri olusturdugu gozlenmistir (3-7).

Butlin oogonyumlarin (disi germline kOk hucreleri) embriyonal ddnemde oosite
farklilagtigi ve dogum sonrasi ovaryumda bu hiicrelerin bulunmadigi genel olarak birgok
bilim insan1 tarafindan kabul edilmektedir ancak, eriskin memeli ovaryumunda yeniden
oogenezin (neo-oogenesis) olabilecegi ile ilgili tartismalar da yaklasik 150 yildir devam
etmektedir. Eriskin memeliler ve kuslarda yeniden oosit olusma olanaginin bulunmadigi ve
oositlerin embriyonal dénemde ovaryum yiizey epitelinden (germinal epitel) kaynaklandigi
ilk olarak 1870 yilinda Waldeyer-Hartz tarafindan iddia edilmis (8), ancak 1917’de,
Kingery, fetal donemde oositlerin dejenere oldugunu buna karsin, eriskin ovaryumunda
yeni oositlerin germinal epitelden tekrar olustugunu bildirmistir (9). Allen 1937 ‘de
oositlerin mitoz boliinme sonucu germinal epitelden kaynaklandigmni bildirerek bu hipotezi
desteklemistir. (10). Diger taraftan, 1921’de, dogum sonrasi primer oosit sayismnda

yiikselme olanaginin olmadigi da ortaya konulmustur (11).

Eriskin memeli ovaryumunda yeni oositlerin olusumu ile ilgili bu tartigmalar siirerken,
Zuckerman tarafindan iireme biyolojisi konusunda yeni bir doktrin ortaya atilmistir. Buna
gore, eriskin memelilerde oositler sadece fetal dénemde ve belirli sayida olusur; bunlar
folikiilleri olusturmak tizere somatik hiicreler tarafindan g¢evrilir (1, 12). Biitlin tartismalara
ragmen (13-15), 1951°de Zuckerman’in memeli ovaryumunda oositlerin sayis1 kisithdir ve
yasam boyunca primer oositlerin sayisinda hi¢bir artis olamaz iddias1 yeniden oosit olugsma
olanagi ile ilgili tartigmalara son noktayr koymustur (1). Bu teoriye paralel olarak, fare
ovaryumunda oosit olusumu sadece dogum dncesi gerceklesir ve oositler mayoz oncesi S
fazinda duraklayip uzun yillar bekler (16), oosit sayisi apoptoza ugrayarak giderek diiser
(17-21). insanlarda ise oosit havuzunun tiikenmesi 50 yasa kadar siiriip menopoza neden
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olur (22). Sonug olarak s6zii edilen aragtirmalara gore; disi memeliler kisitli, yenilenme

olasilig1 olmayan ve mayoz I’de duraklamis germ hiicreler ile dogarlar (1, 23-27) .

Gunimizde de kabul goren, eriskin memeli ovaryumunda yeniden oosit olusmasi
olanagmin bulunmamasi ile ilgili goriisler devam ederken (28) son 10 yil i¢erisinde yapilan
aragtirmalar (3, 29-31) bu bakis agismi tartismaya acarak memeli {ireme biyolojisinin
yeniden g0zden gecirilmesi geregini ortaya koymustur. Buradan yola g¢ikarak,
calismamizda, erigkin fare ovaryumunda germline ve pluripotent kok hicrelerin varligi ve

bu hiicrelerden yeniden oosit olusma olasili§inin arastirilmasi planlanmastir.
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2. KURUMSAL TEMELLER

2.1. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun yiizey kismu, epitel hucreleri (germinal epitel) ile kaplidir ve altinda diizensiz
stki bag dokusu yapisinda tunika albugina bulunmaktadir. Tunika albuginanin altinda
foliktllerin bol oldugu kortikal bolge yer alir. Kortikal bdlgenin stromal bag dokusu
foliktller ve fibroblastlar1 igerir. Ovaryumun i¢ kismi ise mediiller bolge olarak adlandirilir

ve gevsek bag dokusu ile damarlardan olusur (Sekil 2.1.1.).
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Sekil 2.1.1. Ovaryum dokusu

2.2. Folikul Gelisimi

Folikaller, bir oositin bir ya da daha fazla folikil hiicreleri katlariyla gevrilmesi sonucu
olugur. Fetal déonemde primordiyal folikuller, primer oositlerin tek katli yassi folikiil
hicreleri ile ¢evrilmesi sonucu meydana gelir. Primordiyal folikiller kortikal bélgenin en
dis kisminda yer alir. Bu folikiillerde bulunan oositler mayozun profaz 1 diploten
asamasinda bekler (32).
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Ergenlik doneminin baslamasi ile bazi primordiyal folikiiller biiylime asamasina girer.
Folikiillerin biliylimesinde hipofizden salgilanan folikiil uyarict hormon (FSH) gereklidir.
Folikillerin biiyiimesi sonucunda oositin ¢apt maksimuma ulagir, niikleus biiyiir,
mitokondoriyonlarin sayist artar, endoplazma retikulumu genisler ve Golgi kompleksleri
hiicre membranina dogru go¢ eder. Folikil hicreleri 6nce kibik sonra prizmatik sonra da

cok katli olarak degisiklige gider ve primer folikiil olusur (Sekil 2.2.1.).
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Gonadlara gog
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folikdl Graniiloza hiicreleri
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(Zigot) \ Disi ve erkek proniikleuslar

Sekil 2.2.1. Folikiillerin gelisme asamalar1

Primer folikiillerin i¢inde bulunan oositler zona pellusida ad1 verilen glikoprotein kilifi ile
cevrilidir. Zona pellusida, oositi graniiloza hiicrelerinden ayirir ve oositin sperm ile

birlesmesi agamasinda kritik role sahiptir. Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi sonucu ¢ok
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katli primer folikiiller olusur. Cok katli primer folikiillerin ¢evresinde bulunan stroma
hicreleri birkag katli, teka folikiilliinii olusturur.. Bu tabaka daha sonra teka intera ve teka
ekstera olarak iki tabakaya farklilagir. Teka intera tarafindan sentezlenen androstenedion,
graniiloza hiicrelerine gecerek buradaki aromataz enzimiyle Ostrojene doniisiir. Bu
Ostrojen tekrar teka internaya gecerek buradaki kilcal damarlar araciligiyla kana verilir.
Teka ekstera, teka interayi ¢evreleyen ¢ogunlukla stromal hiicreler, daha biiyiik damarlar

ve kas hiicrelerinden olusur (33).

Bu sirada folikiiller biiylirken graniiloza hiicreleri boyut ve say1 olarak c¢ogalir, Folikiil
hiicreleri arasinda sivi toplanmaya baslar ve bosluklar olusur. Zamanla bu bosluklar
birleserek antrum adi verilen daha biiylik boslugu olusturur. Bu asamadaki folikullere
antral folikil (sekonder folikiil) adi verilir. Antrum olustuktan ve gittikce biiylidiikten
sonra oositi ¢evreleyen bir sira folikiil hiicresine korona radyata hiicreleri, bu bolgedeki
graniloza hiicrelerine kumulus graniiloza hiicreleri, oositin antruma dogru yaptig1 tepecige
de kumulus ooforus (oosit tepecigi) denir. Bu graniiloza hiicreleri ovulasyon sirasinda
ovaryumu terk eden oositle birlikte tuba uterinaya atilir. Biiylik bir antrum bosluguna
sahip, kumulus ooforus ve korona radiyata iceren foliktllere graaf folikil (tersiyer folikul)
ad1 verilir. Bu en biiyiik folikiil olarak graaf folikiilii ovaryumun kortikal bdlgesinin dis
kisminda (ovaryum epitelinin hemen altinda) yer alir. (33). Cizelge 2.2.1.’de insan ve fare

ovaryumu, oosit ve folikiil boyutlar1 karsilastirilmistir (34, 35).

Cizelge 2.2.1. Insan ve farede oosit, folikiil ve ovaryum boyutlarinin karsilastiriimasi

Insan Fare
Primordiyal Oosit 20-30 pm 10-15 pm
Primer Oosit 40-50 pm 20-30 um
Sekonder Oosit 60-90 um 50-60 um
Antral Oosit 90-110 pm 60-70 um
Graaf Oosit 100-120 pm 70-90 um
Primordiyal Folikil 25-45 pm 10-15 pm
Primer Folikdl 60-80 pm 20-50 pm
Sekonder Folikdl 100-300 pm 100-200 pm
Antral Folikdl 200-900 pm 100-300pum
Graaf Folikul 15-20 mm 0.4-0.5 mm
Ovaryum 25-65 mm® 1.5-3mm®
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2.3. Oogenez

Insan primordiyal germ hiicreleri fertilizasyondan 24 giin sonra vitelliis Kkesesinin
endodermal hiicreleri arasinda gorulir. Bu hiicreler epiblast kaynakli ekstraembriyonik
mezodermden koken alir. Embriyonun 4. haftasinda primordiyal germ hiicreleri (germline
kok hiicreler) vitelliis kesesinin allantoise yakin bolgesindeki endodermal hiicreler
arasindan gonad kabartisina dogru go¢ eder (Sekil 2.3.1.). Vitellis kesesini terk ederken
sayist yaklagik 100 olan bu hiicreler gonad kabartismma vardiginda mitoz boliinmeler
sonucu sayist 1000-4000’¢ ulasir. Gonadlarda bu hicreler mitoz bdlinme sonucu

oogonyumlara (disi germline kok hiicreleri) doniisdr.

Primordiyal germ hiicreleri

On barsak Son barsak

Allantois

Primordiyal
germ hiicreleri
Gonad
kabartis

Kloaka Mezonefroz

Vitellls kesesi

A B

Sekil 2.3.1. (A) Yaklasik 3 haftalik insan embriyosunda primordiyal germ hucreleri vitellis kesesi

duvarinda allantois kesesi yakininda bulunur (B) Primordiyal germ hiicrelerin gonad kabartisina

dogru gocii (36)

Hizli béliinmeler sonucu embriyonun yaklasik ikinci aymda 600 bin ve besinci ayinda ise 7
milyon civar1 oogonyum olusur. Baslangigta sayis1 ayni olan disi ve erkek primordiyal
germ hicreleri, DAZL proteini etkisiyle mayoz boliinmeye hazir duruma geger. Bu
asamada erkek ve disi gonadlarindaki farkli mikrogevre, primordiyal germ hicrelerinin
kaderini belirler. Disi gonadinda bulunan retinoik asit, STRA8 proteini (mayoz Oncesi
DNA replikasyonu icin gereklidir) ile birlikte primordiyal germ hiicrelerin mayoza girisini
tetikler (36, 37)
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Ucgiincii aydan itibaren oogonyumlar mayozun profaz I evresine girip diploten asamasinda
duraklayip ergenlik donemine kadar bu evrede bekler. Olusan bu hiicrelere primer oosit ad1
verilir ve graniiloza hiicreleri tarafindan cevrilip primordiyal folikiilleri olustururlar.
Yedinci ayda oogonyumlarm ¢ogu primer oositlere doniisrmiistiir fakat, primer oositlerin
cogu atreziye ugrayarak dejenere olurlar ve ergenlik doneminde yaklagik 300 bin oosit
kalir (34, 38, 39). Atrezi kadmin iireme ¢ag1 boyunca devam eder ve 40 yaslarinda yaklagik
8 bin oosit kalir. Ortalama her 28 giin de bir tek bir oosit atildigindan ve kadmin 30-40
yillik dogurganlik c¢agi yaklasik boyunca, sadece 450 adet oosit atilmis olur ve kalan

oositler atreziye ugrayarak ortadan kaldirilirlar.

Dogum sonrasi ve erigkinlik donemine kadar profaz I’de duraklayan oosit, birinci mayoz
boliinmesini ovulasyondan hemen Once tamamlar. Birinci mayozun tamamlanmasiyla
sekonder oosit ve birinci kutup cisimcigi olusur. Kutup cisimcigi ¢ekirdek ile az miktarda
sitoplazma igeren kiglk bir hiicredir. Sekonder oosit hemen mayoz II asamasina gegip
metafaz Il asamasmda tekrar duraklar. Ovulasyonda, zona pellusidayla g¢evrili oosit ve
birinci kutup cisimcigi, korna radiyatast ve bir miktar folikiil sivisiyla birlikte tuba
uterinaya atilir. Fertilizasyon gerceklesirse sekonder oosit haploid duruma ulagsmak i¢in
ikinci mayozu tamamlar ve ikinci kutup cisimeigi olusur (Sekil 2.2.1. ve 2.3.2.). Ilk 24 saat

icerisinde fertilizasyon ger¢eklesmezse oosit bozulur ve ortadan kaldirilir.
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Sekil 2.3.2. Oogenez ve folikiil gelisimi

Kutup cisimcikleri oositin mayozun hangi asamasinda oldugunu gosterir. Mayoz |

asamasinda olan ve ¢ekirdek zarmin ¢oziilmedigi, germinal vezikil (GV) evresindeki

oositler olgun olmayan (immatiir) oositler olarak siniflandirilir. Mayoz II asamasinda olan

oositler birinci kutup cisimcigine sahiptir ve fertilizasyona hazir olgun (matiir) oosit olarak

smiflandirilir. GV ve kutup cisimcigine sahip olmayan oosit, mayoz | asamasinda

oldugundan, GV oositlerden daha olgun olarak kabul edilir (Sekil 2.3.3.).

Sekil 2.3.3. Oosit matiirasyon agamalar1 (A) GV oosit (B) MI oosit (C) MII oosit
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2.4. Kok Hicre

Kok hicre, ¢ok uzun sure bolinmeye devam ederek kendini yenileyebilen ve germ
hiicreleri de dahil olmak iizere viicudun somatik hiicrelerine farklilagabilen hiicredir.
Hiicresel diizeyde, bir kok hiicre, hem kendisiyle 6zdes bir hiicre, hem de daha sonra

farklilasacak bir yavru hiicre liretme yetenegine sahip hiicre olarak tanimlanir (40).

Kok hucreler kendini yenileme ozelliklerini saglamak igin iki tip hiicre bdlinmesi
gecirirler. Simetrik bolinmede, kok hiicre 6zeligini tasiyan o6zdes iki yavru hiicre,
asimetrik boliinmede ise, bir kok hiicre ve bir oncii hiicre (progenitor hiicre) olustururlar
(Sekil 2.4.1.). Oncii hiicre daha kisith kendini yenileme &zelligine sahiptir ve birkag

boliinmeye ugrayarak farklilagsmig olgun hiicreye doniisiir (41).

1: Kok hiicrenin simetrik bolinmesi
2: Kok hicrenin asimetrik bolinmesi
3: Progenitor hiicrelerin bolinmesi

4. Farklilagma

A: Kok hicre

B: Progenitor hiicre
C: Farklilagmig hicre

Sekil 2.4.1. Kok hiicrelerin simetrik ve asimetrik boélinmesi

Kok hiicreler farklilasma potansiyeli bakimindan 3 gruba ayrilir: 1) Totipotent kok
hicreler: Ekstraembriyonik hucreler dahil olmak Gzere vicuttaki tim hicrelere
dontigebilecek potansiyele sahip olan embriyonal kok hiicrelerdir. Bu hiicreler sperm ve
yumurta hiicresinin birlesmesinden olusur ve insan embriyosunun yaklasik tigtincti giiniine
kadar elde edilebilir. Totipotent kok hiicreler eksiksiz ve yasayabilir bir canli olusturma
kapasitesine sahiptir (42). 2) Pluripotent kok hicreler: Bu hiicreler blastosistin i¢ hicre
Kitlesinden elde edilirler ve iic embriyonik tabakadan koken alan, yaklasik 250 hiicre tipine

kaynaklik edebilmektedirler. Pluripotent hiicreler ekstraembriyonik dokular1 olusturma
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yetenegine sahip olmadiklar1 i¢in miikemmel bir canli yaratamazlar. Fetiis gonadindan
kaynaklanan embriyonik germ hiicreler ve farklilagmamis embriyonel karsinom hiicreleri
de bu grupta yer almaktadir (42). 3) Multipotent kok hiicreler: Birgok farkli hiicre tipini
olusturabilirler. Bu grupta, eriskin ve fetal kok hiicreler bulunmaktadir. Pluripotent eriskin
kok hiicreler ¢ok ender bulunur ve sayis1 ¢ok azdir 6rnegin, gbbek kordonu mezangim
dokusunda bu 6zellige sahip hiicreler bulunmaktadir. Kok hiicrelerin kendi kaynaklandigi
germ tabakasi veya baska germ tabakalari hiicrelerine farklilasmalar1 plastisite olarak
adlandirilmaktadir (43). Ornegin, kan kok hiicreleri (mezoderm kaynakli) iskelet kas
hiicrelerine (mezoderm kaynakli) veya noron hicrelerine (ektoderm kaynakli)
dontigebilirler (Sekil 2.4.2.).

Karaciger

Beyin
y Merkezi sinir sistemi
; ,)a ~ kok hiicreleri
S~ \Q\\&.{
~ > — iskelet kas!
e A Kemik iligi

)’/ Kan
- N " hiicreleri
‘”(‘“’

Kan damari

. Kemik iligi
stroma hiicresi

Epitel hicresi

2
! J
- /'
Kalp kasi ® Noron
5
Glial hticre

Sekil 2.4.2. Kemik iliginde bulunan kok hiicrelerin plastisite 6zelligi
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2.4.1. Germline kok hucresi

Germ hiicresi, eseyli lireyen bir organizmanin gamet olusturmasina olanak veren hiicredir.
Cogu hayvanda, germ hiicreleri arka barsagin dorsal mezanteri boyunca gonad taslaklarina
goc ederler ve gonadal kabarti iginde ya 00sit ya da sperm olarak geliserek hiicre
farklilagmas1 ardindan mitoz ve mayoz olmak iizere iki tiir hiicre boliinmesi gegirirler.
Insanda, embriyonun yaklasik birinci aymnda primordial germ hiicreleri vitelliis kesesinin
allantoise yakin bolgesinden primordiyal gonad kabartisina go¢ eder (Sekil 2.3.1.) ve
orada mitoz boliinmelerle sayilarini arttirarak oogonyumlara (disi germline kok hiicreleri)

farklilasir (36, 44).

2.5. Arastirmada Kullamlan Belirtecler

2.5.1. Pluripotent kok hticre belirtecleri

2.5.1.1. Oct-4

Oct-4 proteini embriyonik kok hcrelerin pluripotansiyel yetenegini korumada ana rol
oynar ve bu nedenle, bu hiicrelerin teshisinde en 6nemli belirtectir. Bu faktoriin ifade
seviyesi c¢ok kritiktir, eksik veya fazla ifade olmasi embriyonik kok hicrelerin
farklilasmasmi etkiler. Fare embriyosunda Oct-4 geninin eksik ifadelenmesi i¢ hcre
kitlesinin olusmamasina, bu hiicrelerin pluripotansiyel kapasitelerinin kaybina ve sonug
olarak trofoektoderme doniismelerine neden olur. Oct-4 geni farenin oositinden de ifade
edilir ve zigotun ilk yariklanmasinda kaybolup tekrar embriyonun dort hiicreli asamasinda

goriiliir. Bu gen gastrulasyon sonrasi farklilasmis hiicrelerde bulunmaz (45).

2.5.1.2. Nanog

Nanog geninin mRNA'st insan ve farenin pluripotent hiicrelerinde bulunur ama
olgunlagmis hiicrelerde yoktur. Nanog aslinda hiicrenin farklilasmasina neden olan

genlerin ifadesini susturan bir transkripsiyon susturucusu olarak onerilmistir (46, 47). Bu
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genin ifade olmamasi, embriyonik kok hicrelerin pluripotansiyel 6zelliklerinin kaybini ve
bu hiicrelerin ekstraembriyonik hiicrelere doniismelerini indiikler. Nanog geni insan ve
farenin embriyonik kok hucrelerinde, embriyonik germ hiicrelerinde, olgunlagsmamis
teratomlarda ve merkezi sinir sisteminde ifade olur. Son zamanlarda, bu gen, testikiler
karsinoma ve germ hiicre tiimdrlerinin teshisinde kullanilmaktadir (47). Primordiyal germ
hlcrelerinin goclnun tamamlanabilmesi i¢in Nanog geni gerekmektedir ve eger bu

hlcrelerde Nanog ifadesi yoksa genital kabartiya varmalarinda da sorun yasanir (48).

2.5.1.3. Sox2

Sox2 bir intronsuz gen olarak embriyonik hiicrelerin gelismesi ve kaderlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar (49). Sox2 geni embriyonik kok hcrelerinin
pluripotansiyel ozelliginin korunmasi i¢in vazgecilmez bir gendir (50). Adachi ve
arkadaslarina gore (2010) trofoektodermal ve kismen endodermal farklilagsmay1
engelleyerek embriyonik kok hticrelerin pluripotansiyel 6zelliginin siirdiiriilmesinde Sox2

gen ifadesi gereklidir (51).

2.5.1.4. Oct-4, Nanog ve Sox2 genlerinin trankripsiyonel dizenleyici rolleri

Oct-4, Nanog ve Sox2 genleri bir transkripsiyonel diizenleyici hiyerarsisinin merkezinde
yer alarak kok hiicrelerin kimligini belirlemektedir (46, 47, 52). Oct-4, Sox2 ve Nanog
genleri, kendilerini ve sinyal yolaginin anahtar bilesenlerini kodlayan genleri aktive ederek
ve gelisim siirecinin genlerini susturarak kok hiicrelerin pluripotansiyel ve kendini
yenileme Ozelligini saglamaktadir (52). Sox2 proteini Oct3/4 ile in vitro kosullarda
karsilikli etkilesim yaratarak Oct-Sox arttiricisini aktive etmektedir ve bunun sonucunda
Oct3/4, Nanog ve kendisinin ifadesini diizenlemektedir (50). insan ve fare embriyonik kok
hucrelerinde kromatin immiinopresipitasyon yontemi kullanilarak Oct-4 ve Sox2

proteinlerinin Nanog promotoriine baglandig1 gosterilmistir (53).

Nanog geninin ifade seviyesi embriyonik kok hicrelerde dalgali seyreder. Gegici olarak
Nanog miktar1 diigiik olan hiicreler farklilagsmaya egilim gostermektedir fakat bu hiicreler
farklilagmamaktadir. Baz1 sonuglar Nanog geninden yoksun embriyonik kok hiicrelerin

kendilerini yenileme potansiyelinin korunmasi ve farklilagsmalarini gostermektedir Nanog'/'
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embriyonik kok hiicreler klonojenik 6zellik ve farklasmamis morfolojilerini koruyarak

farklilagmama belirteglerini ifade edip pluripotent olmaya devam ederler (48).

Insan embriyonik kok hiicrelerinde Nanog geninin diisiik ifadesi, Oct-4 geninin diisiik
ifadesine neden olurken Sox2 geninin ifadesinde etkisi bulunmamaktadir (54). insan ve
fare embriyonik kok hicrelerinde Nanog geninin yuksek ifadesi bu hucrelerin
farklilagmasma neden olmazken, besleyici hiicre tabakasi ve LIF’in (I6semi baskilayici
faktor) yoklugunda bu hiicrelerin farklilasmaksizin kendilerini yenileme kapasitelerini
yukseltmektedir (46, 47, 55). Fare embriyonik kok hiicrelerinde Nanog geninin ifadesinin
susturulmasi bu hiicrelerin ilkel endoderm hiicrelerine farklilagmalaria neden olmaktadir
(46, 47). Insan embriyonik kok hiicrelerinde Nanog geninin bastirilmasi bu hiicrelerin hem

endoderm hem de ektoderm hiicrelerine farklilasmalarini saglamaktadir (54, 56).

Morula hiicreleri ve onlarin 6ncii hiicrelerinin ¢ekirdeginde hem Oct-4 hem de Sox2
genleri ifade olurken Nanog geninin negatif olmasi, Oct-4 ve Sox2 genlerinin uygun
hiicresel yerlesiminin yani sira baska molekiiler sinyallerinde Nanog geninin ifadesi i¢in
gerekli oldugunu disiindiirmektedir (53). Bazi1 arastrmalar Oct-4 ve Sox2 genlerinin
Nanog geninin ifade olmasi i¢in gerekli oldugunu ve ayrica Oct-4 proteini yokken Sox2
proteininin Nanog promotorine etkili bir sekilde baglanamadigini géstermektedir (53, 57).
Her ne kadar Nanog ve Oct-4 proteinleri embriyonik kok hicrelerinin  kendisini
yenilemekte birbirinden farkl islevler gosterse de Oct-4 proteini yokken Nanog proteini
fonksiyon gosterememektedir, bu yizden bu iki proteinin birbirine bagl ve paralel olarak
islev yapabildikleri diistiniilmektedir (46, 58).

Embriyonik kok hiicrelerde, Oct-4 konsantrasyonu eger sabit ifade miktarinin altindaysa
Nanog promotoriini aktive eder, sabit ifade miktarinda veya daha yiiksekse o zaman
Nanog geni ifadesinde engelleyici etkisi olur (Sekil 2.5.1.4.1.). Bu mekanizma kok
hiicrelerin pluripotansiyel 06zelliginin Oct-4 miktarmma bagli olarak diizenlendigini
goOstermektedir (45). Oct-4 geni diisiik ifade olursa Sox2 ve Nanog genlerinin de diisiik
ifadesine neden olur (56, 59). Embriyonik kok hiicrelerinin pluripotansiyel 6zelliginin
korunmast igin Oct-4 geninin ifade miktari ¢ok kritiktir. Ornegin bu gen fazla ifade olursa
embriyonik kok hiicrelerin endoderm veya mezoderm hiicre hattina (45, 60) diisiik ifade

olursa trofoektodermal hiicrelere farklilasmasini tetikler (45, 56, 59, 61).
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Yiiksek Oct4
Diisiik Oct4 ~
Oct4 ) > | Nanog

Sekil 2.5.1.4.1. Oct-4 ve Nanog genlerinin birbirinin Uzerindeki diizenleyici etkileri

Embriyonik kok hiicrelerde RNAi (RNA interference) ile Sox2 geninin susturulmasi
sonucu bu hicreler trofoektoderm dahil olmak tzere goklu hiicre hattina farklilasmaktadir
(62). Embriyonik kok hiicrelerde Sox2 proteininin kiigiik artisi (iki kat veya daha az) gesitli
farklilasmis  hiicre tiplerindeki (endoderm hari¢, noroektoderm, mezoderm ve
trofoektoderm) belirtecleri sergilemektedir (63). Insan embriyonik kok hiicrelerde Sox2
proteininin  diisiik ifadesi trofoektodermal ve kismen endodermal farklilasmay1
tetiklemektedir (51). Sox2 geninin yiksek ifadesi hem kendisi hem de Sox2-Oct3/4
kompleksinin hedef genlerinin (Oct3/4, Nanog, Fgf-4 ve Utfl) disiik ifadelerine neden
olup ayn1 zamanda CDX2 proteininin esliginde trofoektodermal farklilagsmay tetikler (51,
63). Ozet olarak Sox2 geninin diisiik veya fazla ifade edilmesi insan embriyonik kok
hilicrelerinin trofoblast hiicre hattina farklilasmasini saglar. Sonug olarak embriyonik kok
hicrelerin kendilerini yenileme 6zelliklerinin korunmasi i¢in hem Sox2 hem de Oct-4
genlerinin ifadesi bir ince ¢izgi Ustinde olmalidir. Embriyonik kok hicrelerde Sox2
geninin ifadesi hem kendisi ve hem Oct-4 geni tarafindan, Oct-4 geninin ifadesi ise hem

kendisi hem de Sox2 geni tarafindan diizenlenmektedir (64).

2.5.2. Germline kok hticre belirtecleri

2.5.2.1. DDX4

DDX4 (DEAD box polypeptide 4) veya MVH (Mouse Vasa Homologue) geni sadece
omurgali ve omurgasiz tiirlerin germ hiicrelerinde ifade olur ve bir adenosine triphosphate-
dependent RNA helicase olarak DEAD ailesi proteinlerinin bir Gyesidir. DDX4 geni, ilk
olarak sirke sineginde ve daha sonra omurgali ve omurgasizlarda, germ hiicrelerinin
gelisimi igin gerekli olan bir gen olarak tanimlandi. Disi ve erkeklerde, DDX4 proteini

primordiyal germ hiicrelerinin embriyonik gonadlarda yerlesmesinden itibaren germ
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hicrelerinin gametogenezi stresince ifade olur. DDX4 geni primordiyal germ hticrelerinin
totipotensi 6zelligini korumak i¢in bu hiicrelerin somatik yonde farklilagmalarimi tetikleyen
genlerin ifadesini susturur (65-70). Insanin fetal ve eriskinlik doneminde, DDX4
proteininin sadece ovaryum ve testiste ifade oldugu iddia edilmistir. DDX4 bir sitoplazmik
protein olarak primordiyal germ hicrelerinde, oositte ve spermatositlerde yliksek miktarda

ifade olur ve somatik hiicrelerde bu proteine rastlanmamustir (71).

25.2.2. DAZL

DAZL (deleted in azoospermia-like), RNA’ya baglanan protein olarak Y kromozomu
uzerinde bulunan DAZL geni tarafindan kodlanir. Bu gen, DAZ genleri ailesinin bir Uyesi
olarak memeliler dahil gesitli canlilarin germ hiicrelerinde ifade olur ve bu hicrelerin
gelisimi, gametogenez ve mayoz bdlunmesi igin gereklidir. DAZL geninin baskilanmasi
disi ve erkek cinsinin germ hiicrelerinin kaybma neden olur (72-75). DAZL proteini
pluripotent kok hiicrelerin  sitoplazmasinda, fetal germ hiicrelerin ¢ekirdek ve
sitoplazmasinda, ve oosit sitoplazmasinda yer alir. Germ hiicrelerin farklilagsma evresinde

Nanog geninin ifadesi DAZL geni tarafinda baskilanir (76).

2.5.3. Oosite 6zgun belirtecler

2.5.3.1. ZP2 ve ZP3

Zona pelluisida (ZP) glikoprotein yapida amorf bir yap1 olarak yumurta hiicresini ¢evreler.
Ozellikle ZP3 proteini (zona pellucida sperm-binding protein, zona pellucida glycoprotein)
bir sperm reseptorii olarak spermin yumurtaya baglanmasi ve fertilizasyon baslangicinda

baslica rol oynamaktadir (77, 78).

2.5.3.2. NOBOX

NOBOX proteini (newborn ovary homebox protein veya homebox protein NOBOX)

memelilerin oositinde NOBOX geni tarafindan ifade edilmekte, folikogenez ve oosite

28



Ozgin genlerin dizenlenmesi icin gerekmektedir (79, 80). NOBOX geninde mutasyon

prematiir ovaryum bozuklugu ile sonuglanir (81).

2.6. Dogum Sonrasi Ovaryumda Yeniden Oosit ve Folikiil Olusmasi Olasihg ile ilgili

Siirdiiriilen Tartismalar

Son yillarda, dogum sonrasi, yeniden oosit olusma olanaginin olamamasina karsin,
ovaryum kok hiicresi, yeniden oogenez kavrami ve oosit rezervinin olas1 yenilenebilmesi
iddialar1 ortaya konularak Greme biyolojisinde yeni tartismalara yol ag¢ilmustir.
Aragtirmalarda, fare embriyonik kok hicre kualturinde ex vivo oogenez (82), eriskin
prosimiyen primatlar (83) ve farelerde (3) mitotik olarak aktif germ hiicrelerin varligi rapor
edilmistir. Erigkin insan ovaryumunun tunika albugina bolgesinde yiizey epiteli ve yeni
folikiillere farklilasan mezenkimal hiicrelerin varligir gosterilmistir (84, 85). Bu calisma
sonuclar1 erigkin memeli ovaryumlarinda yeniden oogenez ve folikiil olusmasi olasilig

Uzerine tartismalar1 yogunlastirmustir (86-90).

2004 yilinda, Johnson ve meslektaslarinin, dogum sonrasi fare ovaryumunda, germline kok
hlcrelerinin varlig1 ve ¢ogalmasi ile ilgili yaptiklari tespit, dogum sonrasi oogenez ile ilgili
son yillardaki yapilan tartigmalarin doniim noktasi haline gelmistir (3). Fare modeli Uzerine
yapilan bagka bir aragtirmada, dogum sonras1 ovaryumunda 7 ve 100’{incii giinler arasinda
primordiyal folikiillerin sayisinda kayda deger disiikliik izlenmemis ve sonug olarak,
eriskin fare ovaryumunda, olasi germ hiicrelerin uygun kosullarda kendiliginden yeni
oositlere doniistiigii tahmin edilmistir (91). Bu arastrmalara karsm, eriskin insan
ovaryumunda (23-58 yas arasi), erken mayoza veya oogeneze 6zgiin mRNA’larmn (SPO11,
PRDMY, SCP1 ve TERT) tespit edilemedigi ve proliferatif germ hiicre markerlerinin
(SCP3, Oct4/3 ve c-KIT) ¢ok diisiik ifadesi, dogum sonrasi ovaryumlarda yeniden
oogenezin miimkiin olmadigin1 géstermek lzere 6ne siiriilmistiir (2). Ayrica, istatistiksel
analizler ve matematiksel modellemeler sonucu, disi memelilerde dogum oncesi kisith
sayida oosit tiretildigi ve dogum sonrast bu Uretimin devam etmedigi iddia edilmistir (92-
94). Bu arastrmalara paralel olarak, eriskin sigan ovaryumu yiizey epitelinde,
VASA/DDX4 genini ifade eden germ hicreler ve mayoza 6zgin belirtecler, mRNA
(SCP1, SCP3 ve SPO11) ve protein (DMC1, STRA8 ve SCP3) seviyesinde tespit
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edilememistir (95, 96). Diger bir arastrmada, dogum sonrasi insan ovaryumunda
immunofloresan boyama sonucu germline kok hiicre markerleri (SSEA4, Oct-4, Nanog ve
MAGE-A4) ve morfolojik olarak oogonia hiicreleri gozlenememistir (97). Baska
raporlarda da, eriskin fare ovaryumunda gama radyasyonu ve kimyasal (doksorubisin)
kullanilarak primer folikiil ve oositler yok edilmis, daha sonra bu ovaryumlarda germline
kok hiicrelerin varligi, yeni oosit ve folikiil olusumu tespit edilememistir (98, 99). Son
olarak, eriskin fare ve maymun ovaryumunda proliferatif germline kok hiicrelere ait
genlerin (Sox2, LIN28, VASA, DAZL) bulunmadigi rapor edilmistir. Fakat beklenmedik
bir sekilde bu ovaryumlarda somatik kok hiicre 6zelligi tasiyan hiicrelerin varligi tespit

edilmistir (100).

2.7. Dogum Sonras1 Ovaryumda Yeni Qosit ve Folikiil Olusumu

2004 yilinda, dogum sonrasi fare ovaryumunda yeniden oosit ve folikiil olusumu ile ilgili
iddia Johnson ve meslektaglar1 tarafindan Nature dergisinde yaymlandi. Buna gore, geng
ve erigkin fare ovaryumlarinda oosit atrezisi ve ortadan kalkmasma bagli olarak folikiil
havuzunun yenilenmesi i¢in mitotik olarak aktif germ hiicrelerine gerek olugu bir hipotez
olarak ortaya konulmustur. Yapilan arastirmada, prepubertal disi fareler, busulfana -
mitotik aktif germ hicrelerini atreziyi uyarmadan ortadan kaldirir — maruz birakilarak
primordiyal folikullerin kaynagi yok edilmistir. Busulfana maruz birakilan ovaryumlarda
daha sonra mayoza giris markeri olan SCP3’iin ifadesi tespit edilmistir. Bu sonug,
proliferatif germ hiicrelerinin dogum sonrasi ovaryumlarda bulunmalarinin yani sira bu
hiicrelerin folikiil kaynaginin yenilenmesi i¢in de gerekli oldugunu desteklemistir. Diger
taraftan, ovaryumunun yarisi alinmig GFP (yesil floresan proteini) ifade eden transgen
fareye normal farenin ovaryumundan doku pargalar1 nakledilmis. 3-4 hafta sonra normal
farenin ovaryum pargalarinin GFP-pozitif farenin ovaryumuna gectigi ve orada normal
fareden gecen somatik graniiloza hicrelerinin, GFP-pozitif farenin oosit hicrelerini
cevreleyerek folikiil olusturdugu gézlenmistir. Ayrica, GFP-pozitif oositleri gevreleyen
graniilloza hucrelerinin GFP-negatif oldugu tespit edilip buda transgenik germ hiicrelerinin
daha 6nce nakledilmis dokuya gegctiklerinin ve oradaki normal somatik hiicrelerle yeni

folikiil olusturduklarinin isareti olarak kabul edilmistir. Bu arastirma, dogum sonrasi
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memeli ovaryumunda proliferatif germ hiicrelerinin yeni oosit ve folikiil olusturmalar1 ile

ilgili kayda deger veriler sunmustur (3).

Eriskin memeli ovaryumunda yeniden oogenezi destekleyen arastirmalarin devaminda,
germ hucre belirtegleri (Oct3/4, VASA, SCF-R, ve SSEA1) ve mayoza 0zgin belirtegler
(AMC1 ve SCP3) eriskin fare ovaryumunda tespit edilmistir (101). Pacchiarotti ve
meslektaglari, Oct-4 promotori kontroli altinda GFP ifade eden transgenik fareler
kullanarak dogum sonrasi fare ovaryumlarinda germline kok hiicreleri izole ve karakterize
etmisler, bu ovaryumlarda, dagilim ve boyuta bagh olarak iki grup GFP/Oct-4-pozitif
hiicre tespit etmislerdir. Bunlar; ovaryumum yizey epitelinde bulunan kuigik hucreler (10-
15 um) ve folikiil hiicreleri ile ¢evrelenmis biiyiik oosit benzeri hiicrelerdir (50-60 pum).
Ovaryum germline kok hucreleri, 1 y1l siirecince yapilan pasajlamalar sonucu kok hiicre
Ozelligini, telomeraz enzimi aktivitesini ve normal karyotipini korumustur. Bu siire¢ i¢inde
germline kok hucreleri her ic germ tabakasindan hiicrelere kaynaklik edebilen embriyoid
cisimcikleri olusturmuslardir (102). Baska bir arastirmada, eriskin fare ovaryumu stromal
hicrelerinden embriyoid cisimcik ve teratom olusturma o6zelligi olan pluripotent kok
hiicreler elde edilmistir. Bu ovaryumlarda immunofloresan boyama ve RT-PCR analiz
sonucu pluripotent kdk hiicre belirtecleri (Oct-4 ve Nanog) protein ve mRNA bazinda
tespit edilmistir (103). Song ve grubu, yeni dogmus domuz ovaryumunda Oct3/4, Sox2 ve
Nanog genlerini ifade eden ovaryum kok hiicreleri tespit etmisler, bu hticrelerin in vitro
kosullarda oosit benzeri hiicrelere farklilastigi ve bu hiicrelerin oosite 6zgiin genleri
(VASA, DAZL ve ZPC) ifade ettigini bildirmislerdir (104). Arastirmalarin devaminda,
yeni dogmus ve eriskin fare ovaryumunda embriyonik kok hiicre markeri (Oct-4, Kif4, c-
Myc, Nanog, Sox2, SSEAL, SSEA2, AP (alkalin fosfataz), CD49f, CD133), germline kok
hiicre markeri (VASA) ifade eden ve kompakt yuvarlak koloni olusturma 6zelligine sahip
germline kok hiicreler tespit edilmistir. Bu hicrelerin in vitro kosullarda domuz folikil
stvist etkisiyle oosite benzer hiicrelere farklilastigi ve her li¢ germ tabakasina ait markerleri
ifade eden embriyoid cisimcigi olusturma potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir
(105). Cok ses getiren baska bir arastirmada, ¢ok az sayida mitotik olarak aktif oogonyium
kok hicreleri, DDX4 belirteci kullanilarak FACS (fluorescence-activated cell sorting)
yontemiyle erigkin fare ve insan ovaryumunun korteks bolgesinden izole edilebilmistir.
FACS yontemiyle izole edilen oogonyum kok hicreleri, aylarca fare embriyonik fibroblast
besleyici (MEF) hiicreleri iizerinde kiiltiir edilmis ve morfoloji, gen ifadesi (DDX4, KIT,
NOBOX, LHX8, GDF9, ZP1, ZP2, ZP3) ve haploid durumu bakimindan oosit benzeri
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hiicrelere kendiliginden déniismiistiir. Insan ovaryumu korteks biyopsilerine oogonyum
kok hiicrelerinin enjekte edilmesi ve daha sonra bu biyopsilerin bagisiklik sistemi
baskilanmis disi fareye nakil edilmesi sonucu oosit igeren folikiiller olugsmustur. Ayrica,
kiltiir edilmis oogonyum kok hicrelerinin kendi germline gen ifade profillerini (Blimp1,
Stella, Fragilis, DDX4 ve DAZL) korumalarinin yani sira pluripotent kok hiicre (Oct-4,
Nanog ve Sox2) ve mayoza spesifik (STRA8) genlerini de ifade etme 6zelligini kazandigi
gosterilmistir (7). 2012 yilinda yayinlanan arastirmamizda, eriskinlik 6ncesi (2 haftalik) ve
erigkin (8 haftalik) fare ovaryumunda pluripotent kok hiicre belirtecleri (Oct-4, Sox2,
Nanog), mMRNA ve protein seviyesinde tespit edilmistir (106). Lu ve grubu, eriskin insan
ovaryumundan MACS (magnetic-activated cell sorting) yontemi kullanarak Fragilis,
MVH, PRDM1 ve TERT pozitif germline kdk hicreler izole ettiklerini rapor etmisler,
sonra insan kordon bagi mezenkimal kok hiicrelerini besleyici katman olarak kullanarak bu
germline kok hiicreleri ¢ogaltip oosit ve folikiile farklilastirmislardir (107). Eriskin insan
ovaryumudaki yiizey epitel hicrelerinin kilttre edilmesi sonucu Oct-4, Nanog ve DDX4
markerlerini ifade eden germline kok hucreler gozlenmistir. Bu hiicrelerin daha sonra
kendiliginden DAZL, Stella, ZPC, SCP ve GDF9 markerlerini ifade eden oositlere
doniistiigli edilmis, Baz1 oositlerin ZP olusturdugu ve az sayida partogenezle blastosist
benzeri yapilarin da olustugu gozlenmistir. Yapilan hicre kiiltiiriiniin devaminda {i¢ germ
tabakas1 hiicresine doniisebilen koloniler olusmustur (108). Son zamanlarda yapilan bir
arastirmada, dogum sonrasi fare ovaryumu germline kok hiicrelerinin ¢ogalmasi, gelisimi

ve yaslanmasi ile ilgili hippo sinyal yolaginin kritik rolii oldugu tespit edilmistir (109).

Giliniimiizde yapilan arastrmalar sonucu, dogum sonrasi ovaryumlarda, germline kok
hiicrelerin yani sira pluripotent/multipotent potansiyeli olan somatik kok hicrelerin de
varhigi iddia edilmis, 2007°de yapilan bir arastirmada, in vitro ve in vivo kosullarda
farklilagma ve kendini yenileme potansiyeli olan teka kok hiicrelerinin dogum sonrasi fare
ovaryumunda izole edilmistir. Fibroblast morfolojisine sahip bu hiicrelerin uygun hormon
ve buyime faktorlerinin etkisiyle androstendion salgilayan hiicrelere farklilagtigi
gozlenmistir (110). Baska bir arastirmada, eriskin domuz ovaryumu folikiillerinin teka
tabakasinda izole edilen multipotent teka kok hiicreleri, in vitro kosullarda basariyla
osteosit, adiposit ve oosit benzeri hiicrelere farklilagtirilmigtir. Teka kok hiicrelerinin,
mezenkimal/stromal kék hiicre (CD29, CD44 ve CD90) ve pluripotent kok hiicre (AP ve
Sox2) belirteglerini ifade ettigi gozlenmistir. Bu hiicrelerden farklilasan oosit benzeri

hicrelerin ise, pluripotent kok hicre (Oct-4, Nanog, Sox2), oosite 6zgun (ZPC, SCP3,
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Stella, DAZL, VASA, GDF9B ve C-MOS) ve folikiilogenez (FSH-reseptoru) belirteglerini
ifade ettikleri rapor edilmistir (111). Diger yandan, infertil insan ovaryumundan
multipotent 6zelligi olan graniiloza hiicreleri izole edilmis, bu hiicrelerin uzun stre kiltir
edilmesi sonucu, mezenkimal kok hucre (CD29, CD44, CD90, CD105, CD117 ve CD166)
ve pluripotent kok hiicre (Oct-4) belirteglerini ifade ettigi ve ndron, kondrosit ve osteoblast
hiicrelere farklilastigi gézlenmistir. Graniiloza kok hiicreleri bagisiklik sistemi baskilanmig
farelere enjekte edildikten sonra bu hiicrelerin yasamma devam ettigi ve mezenkimal
hicrelere farklilastig tespit edilmistir (112). Son olarak, Stimpfel ve grubu, erigkin insan
ovaryumu korteks bdlgesinden, pluripotent kok hiicre (Oct-4, Sox2, Nanog, Stella, SSEA4,
AP ve LIN28), germline kok hicre (DDX4) ve multipotent kok hiicre (MCAM/CD146,
Thy-1/CD90 ve STRO-1) markerlerini ifade eden hiicreler izole etmislerdir. Bu grup
ayrica, in vitro kosullarda her ti¢ germ tabakasi hicresine farklilasabilen (néron benzeri
(ektoderm), adiposit ve osteoblast (mezoderm) ve pankreas benzeri (endoderm) hiicreler),
yuksek plastisitesi olan, kigiuk yuvarlak (4 um) SSEA4-pozitif kok hiicreler izole
etmiglerdir (113).

2.8. Ovaryum Yuzey Epitelinden Kaynaklanan Kok Hucreler

Geng ve erigkin fare ovaryumunun histolojik analizi sonucu, ovaryum yiizey epitelinde
fetal fare ovaryumundaki germ hiicrelere benzerlik gosteren, blylk oval hiicreler tespit
edilmistir (114, 115). Ayrica, ovaryumun korteks bdlgesi, germ hicrelerin, primitif
graniiloza hucrelerinin ve bunlardan olusan primordiyal folikiillerin kaynagi olarak
diistiniilmistiir (85). 2005 yilinda, eriskin insan ovaryumu yizey epiteli hiicre kiltirinde,
yeniden oosit ve graniiloza hiicrelerinin olusma olanagi iizerine bir deney tasarlanmus,
ovaryum yiizey epitel hiicrelerinin strojenik uyarici igermeyen besiyer ortaminda kultre
edilmesi sonucu bu hiicrelerin graniiloza, néron, epitel ve mezenkimal benzeri hiicrelere
farklilastigi gézlenmistir. Bu hicreler 6strojenik uyarici igeren medyumda kiiltiire
edildiklerinde oosit benzeri hicrelere farklilagtiklar1 tespit edilip olusan oosit benzeri
hucrelerde GV ve kutup cisimcigi gézlenmistir (116). Zou ve meslektaslari, yeni dogmus
fare ovaryumu yiizey epitelinde MVH-pozitif hiicrelerin (germline kdk hiicreler) varligini
rapor etmis; yeni dogmus fareden izole edilen germline kok hiicreler 15 ay surecince ve
erigkin fareden izole edilen germline kok hiicreler ise 6 ay siirecince kiiltiir edilmis ve bu

stire¢ icinde htcreler normal karyotip ve telomeraz enzimi aktivitesini korumusglardir. Daha
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sonra bu hiicreler GFP proteini ile transfekte edilip folikiil bakimindan steril (busulfan ile
muamele edilmis) olan fare ovaryumuna nakledilmislerdir. GFP-pozitif germline kok
hicrelerin nakledildikleri ovaryumda oogenez asamasina girdikleri ve yesil floresan
proteini ifade eden transgen yavrularmn dogdugu tespit edilmistir (6). Baska bir
aragtirmada, erigkin fare ovaryumu yizey epitelinde yuksek miktarda STRA8 ve DAZL
genini ifade eden az sayida mayoz oncesi germline kok hiicrelerin varligi tespit edilmistir.
Bu hiicreler transgen fareye aktarildiktan sonra Oct4-GFP, c¢-KIT, MVH ve SSEA1 pozitif
oositlere doniistiikleri gozlenmistir (117). One ¢ikan diger bir arastirmada, folikiil
olusturma yetenegi olmayan eriskin insan ovaryumu ylizey epitelinden kendiliginden
oosite farklilasan ve in vitro kosullarda partenogeneze ugrayarak implantasyon oncesi
blastosist benzeri hiicrelere doniisme kapasitesi olan olas1 germline kok hiicreler izole
edilmistir (5, 118). Ovaryum ylzey epitelineden elde edilen kok hiicrelerin hem kiiltur
oncesi hem de kailtiir stirecince pluripotent kok hiicre markerlerini (Oct-4, Sox2, Nanog,
SSEA4, KLF4 ve MYQC) ifade ettikleri gozlenmistir. Ayrica, adenokarsinoma hastalarmin
ovaryum yiizey epitelinden SSEA4, Sox2, VASA ve ZP2 genlerini ifade eden primitif
oosit benzeri yuvarlak (10-15 um) hiicreler izole edilmistir (119). Bu grubun baska
aragtirmasinda, erigkin insan ovaryumu yiizey epitelinden FACS ve MACS yontemiyle
SSEA4-pozitif hiicreler izole edilmistir (120, 121). Bu hiicrelerin ayrica primordiyal germ
hicresi (PRDM1, PRDM14 ve DPPARJ) ve pluripotent kdk hiicresi (Oct-4A, Sox2, SSEA4,
SALL4, CDHI ve LEFTY1) belirteglerini ifade ettikleri gézlenmistir. Bu hicrelerin
folikiil sivis1 etkisiyle in vitro kosullarda ZP3, SCP3 ve c-KIT faktorlerini ifade eden oosit
benzeri hiicrelere farklilastigi tespit edilmistir (120, 122). Parte ve grubu tarafindan, erigskin
tavsan, koyun, maymun ve menopoz insan ovaryumu Yyuzey epitelinde pluripotent kok
hicre belirtecleri (Oct-4, Oct-4A, Nanog, Sox2, TERT ve Stat-3) genlerini ifade eden ¢ok
kiigiik embriyonik benzeri kok hiicrelerin (VSELSs) varligi rapor edilmistir. Bu hiicrelerin 3
hafta icerisinde, c-KIT, DAZL, VASA ve ZP4 genlerini ifade eden oosit benzeri hiicrelere
dontistiigii gozlenmistir (123). FSH nin kok hiicreler Uzerindeki etkiyisinin arastiriimasi
sonucu, bu hormonun germline ve cok kuiclk pluripotent kok hicrelerin oosite
farklilagsmalarinda uyarici rolii oldugu tespit edilmistir. Eriskin insan ovaryumu yuzey
epitelinde de goriildiigii gibi, FSH nin ¢ok kucuk pluripotent kok htcrelerinin (Oct-4A ve
Nanog genlerinin yiksek regiilasyonu sonucu) ve germline kdk hiicrelerinin (Oct-4 geni ve
PCNA proteininin yilksek ifadesi sonucu) cogalmasini ve bu hicrelerin oosit ve
primordiyal folikullere doniismelerini (Oct-4, MVH, Stella ve Fragilis genlerinin yliksek

regulasyonu sonucu) uyardigi tespit edilmistir (124-126). Bagka bir arastirmada, insan ve
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koyun ovaryumu yizey epitelinde c¢ok kucik embriyonik benzeri kok hicrelerin,
primordiyal germ hicrelerin ve progenitor olarak adlandirdiklari germ kok hiicrelerin
varlig1 gosterilmistir. Cok kiiciik embriyonik benzeri kok hiicrelerin ¢ekirdeginde Oct-4,
SSEA4, CD133 proteinleri, progenitor germ hiicrelerin sitoplazmasinda Oct-4 proteini ve
primordiyal germ hicrelerinde Fragilis, Stella ve VASA proteinlei ifade edilmistir. Daha
sonra, in vitro kosullarda bu hiicreler kendiliginden, Balbiani cisimcigi ve mitokodriyal
bulutu olan, DAZL, GDF-9 ve SCP3 belirteclerini ifade eden biylk oosit benzeri
hiicrelere doniismiislerdir. Bunlarin yani sira, ovaryum yuzey epitelinde MACS yontemi
kullanarak SSEA4-pozitif hiicreler izole edilmis, bu hiicrelerde ayrica Oct-4, Nanog,
SSEA4, CD133, Stella proteinleri ve Oct-4A, total Oct-4 mRNA’lar1 tespit edilmistir
(127). 2015 yilinda yapilan arastirmada, eriskin fare ovaryumu yiizey epitelinden Oct-4,
Nanog, SSEA1 ve SCAI1 proteinlerini ¢ekirdeginde ifade eden c¢ok kiiciik embriyonik
benzeri kok hucreler ve Oct-4, SSEA1 proteinini sitoplazmasinda ifade eden ve biraz daha
biiyiikk olan progenitor germ kok hiicreler izole edilmistir. Bu hicrelerin, FSH etkisiyle,
MVH ve GDF-9 pozitif oosit benzeri hiicrelere doniistiigii tespit edilmistir (128). Cizelge

2.8.1.”de olas1 dogum sonrasi oogenezde lizerine yapilan arastirmalar 6zetlenmistir.

Cizelge 2.8.1. Dogum sonrasi oogenezi destekleyen ve reddeden arastirmalar

Dogum sonrasi oogenezi destekleyen arastirmalar

Referanslar One ¢ikan bashklar

Geng ve erigkin fare ovaryumunda aktif germline kok hiicre bulunmus
Johnson vd., 2004 (3)  Normal ovaryum dokusunun GFP-pozitif transgenik fareye nakli sonucu kimerik

folikiiller olusmus

Bukovsky wvd., 2005 Eriskin insan ovaryumu yizey epitelinden kaynaklanan hiicreler oosit, graniiloza

(116) ve noéron hiicrelerine farkhilagmis

Eriskin ovaryumda bulunan olasi germ hiicreleri uygun kosullarda kendiliginden
Kerr vd., 2006 (91)
oosite dontisebilir

Lee vd., 2007 (129) Eriskin fare ovaryumunda CABLES]1 geni oositlerin yenilenmesinde etkilidir

Zhang vd., 2008 (101) Eriskin fare ovaryumunda bazi hiicreler germ ve mayoz belirteclerini ifade etmis

Szotek vd., 2008 Eriskin transgenik fare ovaryumu yiizey epitelinde bazi hiicreler kok

(130) hiicre/progenitor hiicre karakterini gostermis
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Cizelge 2.8.1. (Devam)

Virant-Klun vd.,
2008, 2009 ve 2013
(5, 118, 122, 131)

In vitro kosullarda, olasi germ hiicreler oosit benzeri hiicrelere doniisiir ve
bazilar1 pratenogeneze ugrayarak implantasyom oncesi blastosistler olusturmus
Folikiil olusturma kapasitesi olmayan erigkin insan ovaryumu yiizey epitelinden

pluripotent kék hiicre markerleri ifade eden hiicreler izole edilmis
Eriskin insan ovaryumu yiizey epitelinden MACS ve FACS ydntemleri
kullanilarak SSEA4-pozitif hiicreler izole edilmis

Zou vd., 2009 (6)

Yeni dogmus ve erigkin fare ovaryumundan proliferatif MVH-pozitif germline
kok hiicreler izole edilmis

Germline kok hiicrelerin, busulfan ile steril olmus fare ovaryumuna nakli sonucu
kimerik folikiiller olusmus ve daha sonra oositlerin fertilize edilmesi sonucu

yasayan yavrular dogmus

Niikuara vd., 2009
117)

Erigkin fare ovaryumu yiizey epitelinden yiiksek miktarda STRAS8 ve DAZL
genlerini ifade eden az sayida mayoz 6ncesi germ hiicreler izole edilmis
Germline kok hucrelerin transgenik farelere nakli sonucu GFP-pozitif oositler

olusmus

Pacchiarotti vd., 2010
(102)

Dogum sonrasi fare ovaryumlarinda dagilim ve boyutlarina baglh olarak iki grup
GFP/Oct-4-pozitif hiicre tespit edilmis; ovaryumum yiizey epitelinde bulunan
kiguk hticreler (10-15 pum) ve folikiil hiicreleri ile ¢evrelenmis biiyiik oosit
benzeri hiicreler (50-60 pm)

Germline kok hiicreler, her li¢ germ tabakadan hiicrelere kaynaklik edebilen

embriyoid cisimcikleri olugsmus

Gong vd., 2010 (103)

Eriskin fare ovaryumu stromal hiicrelerinden izole edilen pluriptent kdk hucreler

embriyoid cisimcikler ve teratoma olusturmus

Parte vd., 2011 ve
2013 (123, 125)

Erigkin tavsan, koyun, maymun ve menopoz insan ovaryumu yizey epitelinde
pluripotent kok hiicre belirteclerini ifade eden ve in vitro kosullarda oosit
benzeri hiicrelere farklilasan ¢ok kiigiik embriyonik benzeri kok hiicreler izole
edilmis

Ovaryum vyizey epitelinde bulunan kok hiicreler FSH ve fibroblast biylime
faktori (FGF) etkisiyle primordiyal folikiillerin gelisimini baslatir

Dondurularak muhafiza edilmis ovaryum korteks bolgesi kendiliginden oosit

benzeri hiicrelere doniisen kok hiicrelerin kaynagi sayilir

White vd., 2012 (7)

Eriskin fare ve insan ovaryumu korteks bolgesinden izole edilen mitotik olarak
aktif oogonyium kdok hiicreleri mayoz béliinmesine ugrayarak oosit olugturmus
Insan ovaryumu korteks biyopsilerine oogoniyum kok hiicrelerinin enjekte

edilmesi ve daha sonra bu biyopsilerin bagigiklik sistemi baskilanmis disi

fareye nakil edilmesi sonucu oosit igeren folikiiller olusmus

Esmaeilian vd., 2012
(106)

Dogum sonrasi ve erigkin fare ovaryumunda Oct-4, Nanog ve Sox2 belirteglerini

mRNA ve protein diizeyinde ifade eden hiicreler tespit edilmis
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Cizelge 2.8.1. (Devam)

Erigin insan ovaryumu yiizey epitelinde de goriildiigi gibi, FSH, cok kigik
Bahrtiya vd., 2012 yumu yuzey ep g g g ¢ ¢

(124) embriyonik benzeri kok hiicrelerin ve germline kok hiicrelerin ¢ogalmasini ve

bu hiicrelerin oosit ve primordiyal folikiillere doniismesini tetiklemis

FSH, ovaryum kok hcrelerinin kendini yenilemesi ve oosite farklilasmasimi
Patel vd., 2013 (126)
uyarir

Eriskin insan ovaryumu korteks bolgesinden, pluripotent kok hiicre, germline kok
Stimpfel wvd., 2013  hicre ve multipotent kok hiicre markerlerini ifade eden hiicreler izole edilmis
(113) In vitro kosullarda her ii¢ germ tabakasi hiicrelerine farklilasabilen ve yiiksek

plastisitesi olan, yuvarlak SSEA4-pozitif kok hiicreler izole edilmis

Erigkin insan ve koyun ovaryum yiizey epitelinden SSEA4-pozitif hicreler izole
Parte vd., 2014 (127) y“ yum yiizey ep p
edilmis

] Erigkin fare ovaryumu yiizey epitelinden FSH etkisiyle oosit benzeri hiicrelere
Sriraman vd., 2015

(128) dontisen cok kiigiik embriyonik benzeri kok hiicreler ve biraz daha biiyiik olan

progenitor germ kok hiicreler izole edilmis

Eriskin insan ovaryumunda MACS yontemi kullanarak, oosit ve folikile
Lu vd., 2015 (107) ) ) o
farklilasan germline kok hiicreler izole edilmis

] Erigkin insan ovaryumudaki epitel hiicrelerin kiltlr edilmesi sonucu oosite
Lai vd., 2015 (108) ) i )
doniisebilen germline kok hiicreler gozlenmis

] Dogum sonrasi fare ovaryumu germline kdk hiicrelerinin ¢ogalmasi, gelisimi ve
Li vd., 2015 (109) o ] -
yaglanmasi ile ilgili hippo sinyal yolagmin kritik rolii oldugu diisiiniilmiis

Dogum sonrasi oogenezi reddeden arastirmalar

Referanslar One ¢ikan bashklar

] Istatistiksel analizler ve matematiksel modellemeler sonucu, disi memelilerde
Bristol-Gould vd., ) ) o o
dogum oncesi kisith sayida oosit iretildigi ve dogum sonrasi bu iretimin

2006 (92) T
devam etmedigi iddia edilmis
Eriskin insan ovaryumunda, erken mayoza veya oogeneze 0zgiin mRNA’larin
Liu vd., 2007 (2) tespit edilememesi ve proliferatif germ hiicre markerlerinin ¢ok diisiik ifadesi

dogum sonrasi ovaryumlarda yeniden oogenezin miimkiin olmadigin1 gostermis

Zhang vd., 2010 ve Eriskin sigan ovaryumu yiizey epitelinde, DDX4 genini ifade eden germ hiicreler
2012 (95, 96) ve mayoza 6zgiin belirtecler, mRNA ve protein seviyesinde tespit edilememis

Dogum sonrasi insan ovaryumunda immiin boyama sonucu germline kok hiicre
Byskov vd., 2011 (97) ) .
markerleri ve morfoloji olarak oogonyum hiicreleri gézlenememis

Radyasyon ve kimyasal kullanilarak steril edilmis eriskin fare ovaryumunda
Kerr vd., 2012 (98)
tekrar germline kok hiicre, yeni oosit ve folikiil olusumu tespit edilememis

Erigkin fare ve maymun ovaryumunda proliferatif germline kok hiicre ve germ
Yuan vd., 2013 (100)
hiicrelerin yenilenmesi ile ilgili bir kanit bulunamamis

. Eriskin fare ovaryumunda aktif germline kok hiicre ve in vitro kosullarda yeni
Lei vd., 2013 (99) )
oosit olusmamis
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2.9. Germline Kok Hucrelerinin Olas1 Gonad Disi1 Kaynagi

Johnson ve meslektaslari, kimyasal kullanarak oositleri ortadan kaldwrmig fare
ovaryumlarinda, kemik iligi naklinin yeni oositlerin olusumunda etkili oldugunu O6ne
stirmiistiir (132). Bu aragtirmacilar, gen ifade analizi ve kemoterapi ile steril olmus
ovaryumlarda kemik iligi nakli yontemlerini kullanarak, kemik iliginde bulunan germline
kok hiicrelerin erigkin fare ovaryumunda yeni oositlerin olugsmasini destekledigini iddia
etmisler, ayrica, disi farelerde periferik kanin germline kok hiicrelerin diger bir kaynagi
oldugunu iddia etmislerdir. Periferik kandan toplanan GFP-pozitif germline kok htcrelerin,
kemoterapi ile steril edilmis fare ovaryumlarma transfizyonu sonucu, GFP-pozitif
oositlerin olustugu gosterilmistir. Bu arastirmalarin sonucunda, kemik iliginde olas1 germ
hlcrelerin (progenitor hicreler) kan dolasimma verildigi ve daha sonra bu hicrelerin
ovaryuma go¢ ettigi distnilmustir (133). Perifirik kan dolasimindaki hicrelerin
ovaryuma gecisi ve yeni oosit olusumundaki etkiyi arastirmak icin, Eggan ve grubu disi
erigkin farelerde parabiyoz (cerrahi yoluyla iki canlida kan dolasimi sisteminin birbirine
baglanmasi) yontemini kullandilar. Kan dolasimindaki hiicrelerin ovaryuma gegis
potansiyeline sahip olmasi ve sadece ovulasyon asamasinda etkili olmasina ragmen, bu
hiicrelerin yeni nis ortaminda kendi hematopoetik karakterlerini koruduklar1 ve yeni oosit
olusumunda etkili olmadiklar1 tespit edilmistir (134). Baska bir arastirmada, kan
dolagimindaki olas1 germ Oncii hiicrelerin ovayumda yerlesip yeni folikiiller olusturma
olanagini arastirmak i¢in GFP-negatif ovaryumlar GFP-pozitif transgen aliciya nakledilmis
sonu¢ olarak, eriskin ovaryumlarda gonad dis1 germ oOncl hicrelerinin yeni oosit
olusumunu desteklemesi ile ilgili bir kanit bulunamamistir (135). Cikan bu sonuglara
karsin, sitotoksik kemoterapi ile steril edilmis eriskin fare ovaryumlarinda kemik iligi nakli
sonucu yeni folikiillerin olustugu gézlenmistir. Bu arastirmada, kemik iliginde bulunan
germline kok hiicrelerin kemik iligi nakli yapilan farede yeniden oogenezi tetikleyerek
yeni oosit olusumuna neden oldugu iddia edilmistir (136). Bukovsky ve grubu, ovaryum
ylzey epiteline sahip olan ve olmayan eriskin sigan ovaryumlarinda, kemik iliginden
kaynaklanan htcrelerin (monosit ve T hucreleri) olast germ hiicrelerin olusumuna katkida
bulunduklarini iddia etmisler, ovaryum yiizey epiteli olmayan farelerde, meduller bolgede
bulunan kok hiicrelerin yeni primordiyal folikiillerin olusumunda rolii oldugunu iddia
etmiglerdir (137-140). Ayrica, vaskiiler perisitler ve kemik iliginden kaynaklanan
monositlerin folikiil olusumu, gelisimi ve ovaulasyon dncesi matiirasyonda rolleri oldugu
diistinilmistiir (4, 85, 141). Yapilan arastrmalarin devaminda, yasli farelerde kemik
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iliginden kaynaklanan hiicrelerin ovaryuma gegisi sonucu iireme kapasitesinin uzun sire
devam ettigi gézlenmistir. Kemik iliginden kaynaklanan hiicrelerin, alici fare ovaryum
nisinde yerleserek buradaki germline hiicrelerinin olgun oosite doniisiimiinde etkili oldugu
distinilmistir (142). Sonug olarak, kok hiicre kapasitesini destekleyen somatik hicre
nisinin zamanla bozulmas1 sonucu yasa bagl iireme yetmezligi meydana gelebilir. Ilging
olarak, geng ve erigkin fare kanindaki rejeneratif sinyallerin yasl fare ovaryumunda folikl
gelisimini etkiledigi iddia edilmistir. Erkek fare kanindaki STRA8 faktorii —ovaryumda,
germ hiicrelere dzgiin mayoz genlerin ifadesini tetikler (143)— oogenezi arttirmak yoluyla
ovaryum folikul rezervini 6nemli 6lgiide cogaltir (144). Kemik iliginden kaynaklanan
dogum sonrasi olas1 germline kok hiicreler ile ilgili yapilan arastirmada, kemik iligi kok
hiicreleri damar yoluyla follitropin reseptorii baskilanmig (FORKO) farelere enjekte
edildikten sonra ovaryuma gegtikleri gozlenmistir. Bu hicreler FORKO farelerin
ovaryumunda, FSH reseptori geninin ifadesini, FSH reseptorl sentezini, 6strojen hormonu
sentezini ve folikilogenezi tetikler (145). Diger bir arastirmada, toksik kimyasal ile
muamele edilmis fare ovaryumunda, kemik iligi naklinin yeni oosit olusmasina neden
oldugu ile ilgili kanit bulunamamustir. Ancak, kemik iligi hiicrelerinin ovaryuma gegisi,
farelerin liremesinde iyilestirici rolii oldugu diistintilmistiir (146). Cizelge 2.9.1.’de dogum
sonrasi oogenezde gonad dis1 germline kok hicrelerin etkisi izerine yapilan arastirmalar

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.9.1. Dogum sonrasi oogenezde, olast gonad dis1 germline kok hiicrelerinin etkisini

arastiran ¢alismalar

Kemik iliginden kaynaklanan olasi germline kok hiicrelerin dogum sonrasi oogenez ile ilgili rolini

destekleyen arastirmalar

Referanslar One ¢ikan bashklar

Johnson vd., 2005 Eriskin farede, kemik iligi ve periferik kanda bulunan olasi germline kok hiicre

(132) onculeri yeniden oogenezi destekleyebilir

Kemik iliginde bulunan olasi germline kok hiicreler, kemik iligi nakli sonucu
Lee vd., 2007 (136) ) o
yeniden oogenezi tetikler

Bukovsky vd., 2007, Ovaryum yiizey epiteline sahip olan ve olmayan erigkin sigan ovaryumlarinda,
2009, 2011 ve 2012 kemik iliginden kaynaklanan hiicrelerin olasi germ hiicrelerin olusumuna
(137-140) katkida bulunur

Selesniemi vd., 2009 Yash farelerde, kemik iliginden kaynaklanan hiicreler ovaryuma gecerek dreme

(142) kapasitesi uzun siire devam ettirir
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Cizelge 2.9.1. (Devam)

) FORKO farelere enjekte edilen kemik iligi kok hiicreleri ovaryuma gegerek FSH
Ghadami vd., 2012

(145) reseptéri geninin ifadesini, FSH reseptori sentezini, &strojen hormonu

sentezini ve folikllogenezi tetikler

Kemik iliginden kaynaklanan olasi germline kok hiicrelerin dogum sonrasi oogenez ile ilgili roliinii

reddeden arastirmalar

Referanslar One ¢ikan bashklar

Eggan vd., 2006 Kan dolasimindaki hiicreler ovaryuma geger ve yeni nis ortaminda kendi

(134) hematopoetik karakterini koruyup yeni oosit olusumunda etkisi bulunmaz

Begum vd., 2008 Eriskin ovaryumlarda gonad dist germ 6ncii hiicrelerinin yeni oosit olusumunda

(135) destekleyici roll yoktur

Santiquet vd., 2012 Toksik kimyasal ile muamele edilmis fare ovaryumunda, kemik iligi naklinin yeni

(146) oosit olusumunda etkisi bulunmaz
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3. GEREKCE VE AMAC

Yaklasik 10 yildir eriskin memeli ovaryumunda yeni oositlerin olusumu ve ovaryum
somatik kok hiicreleri ile ilgili ¢ikan arastirma sonuglari tartisma konusu olmustur (89,
147, 148). Bu tartigmalar g6z Oniine alindiginda dogum sonrast memeli ovaryumundaki
pluripotent ve germline kok hiicrelerin varligini tespit edip bu huicreleri farklilastirabilmek

disi iireme biyolojisi a¢isinda biiyilk 6nem tagimaktadir.

Daha o6nceki Yiiksek Lisans Tezi calismamizda, BALB/c tiirii iki haftalik (erigskinlik
oncesi) ve sekiz haftalik (erigkin) farelerin ovaryumunda olas1 kok hiicreleri tespit etmek
icin Oct-4, Nanog ve Sox-2 belirtecleri (pluripotent kok hicre belirtecleri)
immunohistokimyasal boyama ve Real Time-PCR yontemleri ile incelenerek 6nemli
bulgular elde edilmistir. Iki farkli yastaki drneklerin ovaryum dokusunda Oct-4, Nanog ve
Sox-2 genlerinin mRNA seviyeleri incelenmis ve Oct-4 ve Nanog genlerinin ifade seviyesi
2 ve 8 haftalik yas gruplari arasinda anlamli olarak degisirken, Sox-2 geninin ifade
diizeyinde degisiklik gozlenmemistir. Immiinohistokimyasal boyama ydnteminin
sonuglarma gore ise iki farkli yas grubuna ait ovaryumlarin farkli bolgelerinde ve farkhi

dizeyde Oct-4, Sox-2 proteinlerinin varhigi tespit edilmistir (106).

Daha Onceki ¢alismalarimizin devaminda yeni arastrmamizda amacimiz, eriskin fare
ovaryumundaki germline ve pluripotent kdk hucreleri tespit edip daha sonra yeni oosit ve
foliktl hucrelerine farklilastirarak kok hiicresi olduklarmi kesin olarak gostermek ve

farklilasan bu hiicrelerin protein ve mRNA bazinda analiz etmektir.

Bu tez sirasinda olusacak deneyim sayesinde:

e Germline ve pluripotent kok hiicre hatti iiretmek icin on bilgi ve temel
olusturulacaktir: Arastirma sonunda elde edilen bilgiler 1518inda eriskin memeli
ovaryumunda germline ve pluripotent kok hiicrelerin varligi, hangi gen veya
proteinleri kullanarak bu hiicrelerin izole edilebilecegi, izolasyonun ne zaman ve
hangi pasajda yapilmasi gerektigi ve oosite farklilagsmasinda 6nemli olan faktorler
tanimlanacaktir.

e Ovaryumla ilgili infertilitenin otolog tedavisi icin temel olusturulacaktir:

Eriskin ovaryumunda germline kok hiicre varligt ve bu hiicrelerin oosite
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farklilagtirilmas1 gelecekte ovaryum infertilitesinin otolog tedavisi i¢cin Onemli

veriler sunacaktir.
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4, MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Tiim deney asamalar1 i¢in 40 adet BALB/c tiirii 8 haftalik disi fare (Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuari)* kullanildi.

4.1.1. Histolojik takip

[EEN

. Bouin soliisyonu:
e 300 ml Suda doyurulmus Pikrik asit (Merck)
e 100 ml Formalin %40 (Merck)
e 20 ml Glasiyal asetik asit (Sigma, 27225)
2. Dehidratasyon alkollar1
e %50 Alkol
e %70 Alkol + 3 damla doymus LiCO3 (Sigma, 62470) ¢ozeltisi
e %380 Alkol
e %095 Alkol
e %100 Alkol
. Ksilen (Sigma, 16446)
. Parafin
. Hematoksilin boyas1 (Sigma, H9627)
. Eozin boyasi (Sigma, E6003)
. Etilv (Shellab, 1545-2E)
. Mikrotom (Leica, RM2125)
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. Sicak su banyosu (Shandon)

10. Entellan (Merck, 107961)

11. Lam (Citoglass)

12. Lamel (Citoglass)

13. Tsik mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

1 Bu tez ¢aligmas1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 18/01/2012 tarihli ve
2012-1-3 sayili izniyle ger¢eklestirilmistir (Ek-1: Etik Kurul Kararr)
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4.1.2. Ovaryum dokusunda immunofloresan isaretleme

4.1.2.1. Fiksasyon

. Paraformaldehit (Sigma, 158127)
. Stikroz (Sigma, P8920)

. PBS (Sigma, P4417)

. Poli-L-Lizin (Sigma, P8920)

. Kriyomatriks (Shandon, 6769006)
. Lam (Citoglass)
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. Kriyomikrotom (Shandon, Cryotome SME)

4.1.2.2. immunofloresan isaretlenmesi

1. PAP-Pen (Sigma, Z377821)
2. Yikama ¢ozeltisi:
e PBS (Sigma, P4417)
e 9%0.2 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0.2:100)
3. Gegirgenlik c¢ozeltisi
e 9%0.5 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100)
4. Bloklama cozeltisi (BSA-PBST)
e 1:1PBS (Sigma, P4417)
e %1 BSA (Sigma, A2153)
e 900.25 Triton X-100 (Sigma, X100)
e %2 Goat Serum (Sigma, G9023)
5. Primer antikorlar:
e Poliklonal anti-Oct-4 tavsan IgG (abcam, ab137427), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100
seyreltme
e Poliklonal anti-Sox2 tavsan IgG (abcam, ab97959), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100
seyreltme
e Poliklonal anti-Nanog tavsan IgG (abcam, ab80892), PBS (Sigma, P4417) 1:100

seyreltme
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e Poliklonal anti-DDX4/VASA tavsan IgG (abcam, ab13840), PBS (Sigma, P4417)
0.5:100 seyreltme
e Poliklonal anti-DAZL tavsan IgG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100
seyreltme
6. Sekonder antikor: Alexa Fluor® 488 keci anti-tavsan IgG (Invitrogen, A11034), PBS
(Sigma, P4417) 0.5:100 seyreltme

4.1.2.3. Goruntileme

1. Kapatma medyumu: ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen,
P36931)

2. Lam (Citoglass)

3. Lamel (Citoglass)

4. Floresan mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

4.1.3. Hicre kalturd

. Laminar akim kabini (Holten Laminair, Model 1.2)
. Inkiibatér (Sanyo, MCO-20AIC)

. Isttma plakali invert mikroskop (Olympus, 1X71)

. Stereomikroskop (Nikon, SMZ745T)

. Calkalamali su banyosu (Memmert, WB22)

. pH metre (Jenco, 6173)

. 25 ve 75 cm?” flask (Sarstedt)

. 6 ve 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)

. Jelatin (Sigma, G1890)

© 0O N o o B~ w N

4.1.3.1. Farkhlastirma 6ncesi medyumu

1. DMEM Ham’s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham)
(Sigma, D8437)
2. FBS (Hyclone, SH30071.03H]I)
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3. Penisilin-Streptomisin-Amfotrisin B (Lonza, 17-745E-20)

4.1.3.2. Oosite farkhlastirma medyumu

1. DMEM/F12 (Sigma, D8437)

2. FBS (Hyclone, SH30071.03H]I)

3. Penisilin-Streptomisin-Amfotrisin B (Lonza, 17-745E-20)
4. FSH (Sigma, F4021)

5. B-Estradiol (Sigma, E2758)

6. Glutamin (Sigma, G7513)

7. Sodyum pirivat (Sigma, P5220)

4.1.4. Hucrelerde imminofloresan isaretleme

4.1.4.1. Hicre pasajlama

1. PBS (Lonza, 17-516F)

2. Tripsin EDTA (Hyclone, SV30037.01)

3. DMEM Ham’s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham)
(Sigma, D8437)

4. Santrifuj (Hettich)

5. Jelatin (Sigma, G1890)

6. Saf su (Lonza, BE51200)

7. 12 mm gapli yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences, 72195-12)

8. 24 kuyucuklu plate (Corning)

4.1.4.2. Fiksasyon

1. D-PBS (Sigma, D8662)
2. PFA (Sigma, 158127)
3. PBS (Sigma, P4417)
4. %2 NaN3 (Azid) (Sigma, S2002)
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4.1.4.3. immiinofloresan isaretleme

1. Yikama ¢ozeltisi:

PBS (Sigma, P4417)
%0.1 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0.1:100)

2. Gegirgenlik ¢ozeltisi

%0.3 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0.3:100)

3. Bloklama ¢ozeltisi (BSA-PBST)

1:1 PBS (Sigma, P4417)

%1 BSA (Bovine serum Albumin) (Sigma, A2153)
9%0.25 Triton X-100 (Sigma, X100)

%2 Goat Serum (Sigma, G9023)

4. Primer antikorlar;

Poliklonal anti-Oct-4 tavsan IgG (abcam, ab137427), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100
seyreltme

Poliklonal anti-Sox2 tavsan IgG (abcam, ab97959), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100
seyreltme

Poliklonal anti-Nanog tavsan IgG (abcam, ab80892), PBS (Sigma, P4417) 1:100
seyreltme

Poliklonal anti-DDX4/VASA tavsan IgG (abcam, ab13840), PBS (Sigma, P4417)
0.5:100 seyreltme

Poliklonal anti-DAZL tavsan IgG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0.5:100

seyreltme

5. Sekonder antikor: Alexa Fluor® 488 keci anti-tavsan IgG (Invitrogen, A11034), PBS
(Sigma, P4417) 0.5:100 seyreltme
6. Inkiibator (Shellab, 2123)

4.1.4.4. Goruntuleme

1. Kapatma medyumu: ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen,
P36931)

2. Lam (Citoglass)

3. Floresan mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)
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4.1.5. Hiicrelerin HE yontemiyle boyanmasi

1. Fiksasyon
e D-PBS (Sigma, D8662)
e %4 PFA (Sigma, 158127)
e PBS (Sigma, D8662)
e %2 NaN3 (Sigma, S2002)
2. Boyama
e %2100 alkol
e 9096 alkol
e %75 alkol
e Hematoksilin boyas1 (Sigma, H9627)
e PBS (Sigma, P4417)
e FEozin boyasi (Sigma, E6003)
e Entellan (Merck, 107961)
e Lam (Citoglass)
e Lamel (Citoglass)
e Isik mikroskop (Carl Zeiss, Axioskop 451485)

4.1.6. Gen ifade analizi

4.1.6.1. RNA izolasyonu

. Doku o6giitiicii (1 ml Tissue Grinders, Tenbroeck, Wheaton, 357421)

. TRIzol (Invitrogen, 15596-026)

. Kloroform (Sigma, C2432)

. Sogutmali santriftij (Thermo IEC, Microlite RF)

. Isopropanol (Sigma, 19516)

. Glikojen (Roche, 10901393001)

. Steril su (Lonza, BE51200) ile %70 olarak seyreltilmis saf etanol (Sigma, 32221)
. % 0.1 DEPC (Sigma, D5758)

. 1.5 ml RNase/DNase free falkon ttpleri (Axygen, MCT-150-C)

© 0O N o o B~ w N -

48



4.1.6.2. RNA’larin kalite kontrolii

1. Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
2. Agaroz (Sigma, A9539)
3. Stok (5x) TBE (Trizma Base EDTA) tamponu
e 54 grtrizma base (Sigma, T1503)
e 27.5gr borik asit (Sigma, B6768)
e 0.5MEDTA 20 ml (Sigma, E5134)
e 1 Litre cift distile su (Millipore, ZMQS5V001)
. Etidyum bromir
. Jel yiikleme boyasi (Biolab, B7021)
. DNA ladder 100 bp (Biolab, N3231)
. Elektroforez gii¢ kaynagi (ATTO, myPower 300, AE8130)
. Elektroforez tank1 (Thermo, Minicell Primo Horizontal Gel System, EC320)
. Gorlntlleme (Gene Genius Bioimaging System, SYDR2-1352)
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4.1.6.3. cDNA sentezi

1. 1 pg total RNA

2. Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, 4897030001)
3. Steril su (Lonza, BE51200)

4. Thermal Gradient Cycler (Bio-Rad, ALS1296)

5. 0.2 ml PCR tupleri (Sarstedt, 72.737.002)

41.6.4. RT-PCR

1. cDNA

2. Primer (Integrated DNA Technologies)

3. Taqg DNA Polymerase, dNTPack (Roche, 4728874)
4. Thermal Gradient Cycler (Bio-Rad, ALS1296)

5. 0.2 ml PCR tupleri (Sarstedt, 72.737.002)

49



4.1.6.5. gRT-PCR (Kantitatif Real Time-PCR)

1. cDNA

2. Primer (Integrated DNA Technologies)

3. LightCycler® 480 SYBR Green | Master 2x (Roche, 4707516001)
4. LightCycler® 480 Multiwell plate 384 (Roche, 4729749)

5. Sogutmali santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R, 392934)
6. Real Time-PCR cihaz1 (LightCycler® 480/384, Roche, isvigre)

4.1.7. immiinoblotlama (Western Blot)

4.1.7.1. Protein izolasyonu

1. Doku 6giitiicii (1 ml Tissue Grinders, Tenbroeck, Wheaton, 357421)
2. Complete Lysis-M (Roche, 04719956001)

3. Ultrasonik cihazi (Sonics & Materials, Vibra Cell, V 130)

4. Sogutmali santriftij (Thermo, MicroCL 17R)

4.1.7.2. Protein miktar tayini (Bradford Assey)

1. Bradford boyas1 (BioRad, 500-0205)

2. BSA (Sigma, A2153)

3. Orbital ¢alkalayic1 (FinePCR, SH30)

4. Spektrofotometri cihazi (BioRad, SmartSpec 3000)

4.1.7.3. SDS poliakriamid jel elektroforezi

1. Stok (10x) TBS (Tris-Buffered Saline) tamponu (PH 7.6)
e 24.23 grtrizma base (Sigma, T1503)
e 80.06 gr NaCl (Amresco, 0241)
e 1 Litre cift distile su (Millipore, ZMQS5V001)

2. TBS-T (1x)
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e 100 ml TBS (10x)
e 2ml (% 0.2) Tween-20 (Sigma, P9416)
e 900 ml cift distile su (Millipore, ZMQS5V001)
3. Huicre ve doku orneklerinden izole edilen total protein
4. Yikleme tamponu
e Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x) (Invitrogen, LC2676)
e DTT (Dithiothreitol) 1M
5. Protein ladder 10-230 KD (BioLabs, P7711)
6. Kuru blok 1sitict (Major Science, MD-02N)
7. Sogutmali santrifiij (Thermo, MicroCL 17R)
8. Yurutme tamponu
e 50 ml Novex® Tris-Glycine SDS Running Buffer (10x) (Invitrogen, LC2675)
e 450 ml gift distile su (Millipore, ZMQS5V001)
9. SDS poliakriamid elektroforez jeli (Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Protein Gels, 1.0
mm, 10 well, Invitrogen, EC6025BOX)
10. Elektroforez tanki (XCell SureLock  Mini-Cell Electrophoresis System)
11. Elektroforez gii¢ kaynagi (ATTO, myPower 300, AE8130)

4.1.7.4. Protein transferi

1. iBlot® Transfer Stack, PVDF, regular size (Invitrogen, 1B401001)
e iBlot® Anode Stack
e iBlot®Filter Paper
e iBlot® Cathode Stack
e iBlot® Disposable Sponge
2. iBlot Dry Blotting System (Invitrogen)

4.1.7.5. Membrandaki proteinlerin immanolojik olarak tespiti

1. Bloklama ¢ozeltisi (BSA-TBS-T)
e 5gr(%5) BAS (Sigma, A2153)
e 100 ml TBS-T
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2. Orbital ¢alkalayici (FinePCR, SH30)
3. Primer antikorlar
e Poliklonal anti-Oct-4 tavsan IgG (abcam, ab137427), BSA-TBS-T, 1:500 seyreltme
e Poliklonal anti-Sox2 tavsan IgG (abcam, ab97959), BSA-TBS-T, 3 pg/mi
e Poliklonal anti-Nanog tavsan IgG (abcam, ab80892), BSA-TBS-T, 1:250 seyreltme
e Poliklonal anti-DDX4/VASA tavsan IgG (abcam, ab13840), BSA-TBS-T, 2 pg/ml
e Poliklonal anti-DAZL tavsan IgG (abcam, ab34139), BSA-TBS-T, 2 pug/ml
4. TBS-T
5. Sekonder antikor: Kegi anti-tavsan 1gG-HRP konjuge (BioRad, 1706515), BSA-TBS-T,
1:10000 seyreltme
6. ECL veya Enhanced Chemiluminescence (LumiGLO® Reagent and Peroxide 20X,
CellSignaling, 7003)
7. Referans kontrol: Anti-beta aktin-HRP konjuge (abcam, ab49900), BSA-TBS-T,
1:50000 seyreltme
8. Goriintiileme cihazi (Kodak Image Station, 4000MM)
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4.2. YOntem

Calismada kullanilan yontemler toplu olarak Sekil 4.2.1.”de 6zetlenmistir.
Histolojik
Inceleme

Molekiler
Analiz

8 Haftalik

BALB/c
Fare Morfoloji

Ovaryumu

Farkhlagtirma
Oncesi (P,-P,)

Morfoloji
Farkllastirma <
Sonrasi (P,)

Sekil 4.2.1. Caligsmada kullanilan yontemler
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4.2.1. Farelerden ovaryum alma islemi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvan Laboratuarinda servikal dislokasyon

(boyun kirma) yontemi ile farelere 6tenazi uygulanarak ovaryumlari ¢ikarildi.

4.2.2. Dokularn histolojik incelenmesi

4.2.2.1. Histolojik takip

1. Dokularin tespit edilmesi: Ovaryumlar fareden alindiktan sonra 24 saat Bouin
soliisyonunda tespit edildi.
2. Dehidratasyon
a) 30 dk. %50 alkol
b) 1 saat %70 alkol + 3 damla doymus lityum karbonat ¢ozeltisi
c) 1 saat %80 alkol
d) 24 saat %95 alkol
e) 1 saat %100 alkol
3. Seffaflandirma: Ksilen, 15 dk.
4. Infiltrasyon (Emdirme)
a) Ksilen + parafin: 30 dk. 60°C
b) Parafin: 2 saat, 60°C

5. Gémme: Ovaryumlar parafine gémuldu

4.2.2.2. Dokularin Hematoksilin Eozin (HE) yontemiyle boyanmasi

1. Mikrotomla parafin bloklarina gémiilii ovaryum dokusundan 3 pm kalinliginda kesitler
alind1 ve lam iizerine aktarild1.
2. Doku kesitlerinin HE yontemi ile boyanmasi

a) Lamlar 1 saat 60°C’de bekletildi.

b) Ksilen, 2 saat

c) %2100 alkol

d) %096 alkol
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%75 alkol

Su

Hematoksilin, 2dk.
Su

Eozin, 2dk.

Su

%96 alkol

%100 alkol

Ksilen, 20dk.

Kesitlerin Gzeri entellan ve lamel ile kapatilip goriintiilendi.

4.2.3. Ovaryum dokusunun immiinofloresan isaretlenmesi

1. Fiksasyon

a)
b)

c)

Ovaryum dokular1 24 saat %4 PFA’da fikse edildi.
1.2 M siikorz solusyonunda 4°C’de 6 saat bekletildi.
PBS ile yikand1.

2. Dokulardan kesit alinma ve antikor ile isaretlenmesi.

a)

b)

Dokular kriyomatriks icine gomuldi ve metal yilzey (zerinde -30°C’de
donduruldu.

Kriyomikrotomun ¢alisma sicaklig1 -20°C’ye ayarlandi ve poli-L-lizin kapli lamlar
Uzerine 7um kalinliginda doku kesitleri alind1.

Kesitler 20 dk. oda 1s1sinda bekletildi.

Kesitler 10 dakika PBS’de bekletildi ve kriyomatriks uzaklastirild.

10 dk. oda 1sisinda bekletildi.

Kesitlerin cevresi PAP-Pen ile isaretlendi.

Kesitler 20 dk. %0.5 PBST c¢ozeltisinde bekletildi.

Kesitler BSA-PBST ¢ozeltisinde 30 dk. bekletildi.

Kesitler 1.5 saat 37°C’de veya 4°C’de 24 saat primer antikor ile nemli ortamda
inkuibe edildi.

Kesitler %0.2 PBST ile 3 x 5 dk. yikandh.

Kesitler oda 1sisinda 1 saat sekonder antikor ile nemli ortamda inktibe edildi.
Kesitler %0.2 PBST ile 3 x 5 dk. yikand1.
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m) Kesitlerin tzerine 7 pl kapatma medyumu damlatilip lamel ile kapatildiktan sonra

tirnak cilasi ile sabitlenip 24 saat sonra goriintii alind.

4.2.4. Ovaryum hicre kultara

4.2.4.1. Farkhlastirma oncesi hticre kulttru

1. Ovaryum farelerden alindiktan sonra PBS i¢ine alind1 ve stereomikroskop altinda gevre
dokulardan arindirildi.

2. Ovaryumlar bistiri ile pargalandi.

3. Doku pargalart DMEM/F12, %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin-amfotrisin B igceren
kiiltiir ortamina alinip 37°C, %5 CO,’de kultire edildi.

4. Kiiltiir ortanmu her 2 giinde bir degistirildi.

5. Maternal oositler kiiltiir kabina yapismayarak yiizen hiicreler halinde, medyumun

degistirilmesi ve pasajlama sonucu tamamen kiiltiir ortamindan uzaklastirildi.

4.2.4.2. Hiicre kaldirma (pasajlama)

1. Kiiltiir ortamu aspire edildi ve hiicreler PBS ile yikand:.

2. Hucrelerin tzerine tripsin-EDTA eklendi ve 3 dk. 37°C’de inkdbe edildi.

3. Tripsin-EDTA FBS i¢eren medyumla inhibe edildi ve hiicreler kalktiktan sonra falkona
alinip 500 g’de 5 dk. santrifuj edildi.

4. Supernatan (iist faz) aspire edildi ve olusan hiicre peleti (¢okelti) lizerine kiiltlir ortami
eklenip peletin iyice ¢cézlilmesine kadar pipetaj edildi.

5. Hucreler kiiltiir ortamiyla birlikte yeni petri veya flasklara aktarilarak tekrar 37°C ve %5
CO2’de kiiltiire edildi.

4.2.4.3. Oosite farkhlastirma

P; asamasindaki hiicreler 3 hafta siiresince 00site farklilastirma ortamina tabi tutuldu.
Ovaryumdaki olast germline kok hiicreleri oosit hiicresine farklilagtrmak icin kiiltiir

ortamma (DMEM/F12), %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin-amfotrisin B, 0.05 1U/ml
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FSH, 50 ng/ml B-estradiol, 0.23 mM sodyum pirGivat ve 2 mM glutamin ilave edildi.
Kultr ortami 2 giinde bir degistirildi.

4.2.5. Hiicrelerin immiinofloresan isaretlenmesi

4.2.5.1. Hucrelerin yuvarlak lameller iizerine alinmasi

1. 24 kuyucuklu petri kaplarina yuvarlak lameller yerlestirildi.

2. Lameller PBS ile yikanip %0.5 jelatin ile kapland.

3. Hucreler kaldirildi (yontem 4.2.4.2.) ve her kuyucuga 0.5 ml medyumla birlikte ilave
edilip 37°C ve %5 CO2’de 5-10 gun kultir edildikten sonra tespit edildi.

4.2.5.2. Hicrelerin tespit edilmesi

1. Kiiltiir ortamu aspire edilip hiicreler D-PBS ile yikand:.
2. Her kuyucuga 0.5 ml %4 PFA eklenip 30 dk. oda 1sisinda bekletildi.
3. Hiicreler PBS ile yikandi ve her kuyucuga 1 ml %0.02 PBS-Azid eklenip boyama

asamasina kadar 4°C’de sakland.

4.2.5.3. Hucrelerin antikorla isaretlenmesi

1. Yuvarlak lamel kuyucuktan alinip PBS ile yikandi.

2. Hucreler 20 dk. %0.3 PBST cozeltisinde bekletildi.

3. Hucreler BSA-PBST ¢ozeltisinde 30 dk. bekletildi.

4. Lameller 20 pl primer antikorla nemli ortamda 37°C’de 1.5 saat inkibe edildi. Kontrol
grubu olarak primer antikor yerine PBS kullanildi.

5. Lameller %0.1 PBST ile yikand1 ve 20 pl sekonder antikorla nemli ve karanlik ortamda
37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

6. Lameller %0.1 PBST ile yikand1 ve lama damlatilan 7 pl kapatama medyumu Uzerine

kapatildiktan sonra tirnak cilasi ile sabitlenip 24 saat sonra goriintii alindh.
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4.2.6. Hiicrelerin HE yontemiyle boyanmasi

1. Hucrelerin tespit edilmesi
a) Kiiltiir ortanmu aspire edilip hucreler D-PBS ile yikandi.
b) Her kuyucuga 0.5 ml %4 PFA eklenip 30 dk. oda 1sisinda bekletildi.
c) Hucreler PBS ile yikandi ve her kuyucuga 1 ml %0.02 PBS-Azid eklenip boyama
asamasina kadar 4°C’de saklandi.
2. Hiicrelerin boyanmasi
Hucrelerin boyama islemi kuyucuk iginde yapildi ve her asamada alttaki ¢ozeltilerden 0.5
ml kullanild.
a) PBS, 2x10 sn.
b) %100 alkol, 10 sn.
c) %96 alkol, 10 sn.
d) %75 alkol, 10 sn.
e) PBS, 20 sn.
f) Hematoksilin, 30 sn.
g) PBS, 3x5 sn.
h) Eozin, 1 dk.
i) PBS, 3x5 sn.
j) Entellan ile kapatma

K) Gorlntileme

4.2.7. Gen ifade analizi

Gen ifade analizi i¢in RT-PCR ve qRT-PCR yontemleri kullanilmigtir. RT-PCR analiz
yontemi, hiicre kiiltiirinde farklilastirma sonucu olusan oosit ve blastosist benzeri
hiicrelerde 3 biyolojik tekrar kullanilarak gergeklestirildi. gRT-PCR yontemi ise, ovaryum
dokusu ve farklilagtrma Oncesi hicre kultirinde (P1) olast germline ve pluripotent kok
hicrelerdeki belirli genlerin ifadesini analiz etmek i¢in kullanildi. gRT-PCR analiz
yontemi her iki grupta (ovaryum dokusu ve hiicre kultiir) 6 biyolojik tekrar ve 3 teknik

tekrarla gerceklestirildi.
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Ovaryum dokusu farelerden alindiktan sonra soguk PBS i¢ine alindi ve stereomikroskop
altinda ¢evre dokulardan arindirildi. Her farenin iki ovaryumu falkon tiipe alinarak {izerine
1 ml TRIzol eklendi ve siv1 azot i¢inde hizli sekilde dondurularak analiz asamasina kadar -
80°C’de saklandi. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicreler ise 1 ml TRIzol ile kaldirilip
falkon tiiptine alindilar ve sivi azot iginde hizli sekilde dondurularak analiz agamasina

kadar -80°C’de sakland.

4.2.7.1. RNA izolasyonu

1. 1 ml TRIzol’de, ovaryum dokusu doku 6giitiicii ile pargalanip birkag kere enjektdrden
gecirilerek homojenize edildi ve hicre kulttrinden elde edilen hucreler ise pipetaj ve
enjektor kullanarak homojenize edildi. Hiicreler ve dokular TRIzol i¢cinde homojenize
edildikten sonra oda 1s1sinda 5 dk. bekletildi.

2. TRIzol iizerine 200 pul soguk kloroform eklenip ¢alkalandi ve 5 dk. oda isisinda
bekletildi.

3. 12000 g’de 20 dk. 4°C’de santrifiij edildi.

4. Santriftij sonrasi en st fazda olusan RNA (seffaf tabaka) 1 ml pipet ile toplanip yeni
tiipe (1.5 ml falkon tiip) aktarild1.

5. Toplanan RNA tabakasi tizerine 500 pl izopropanol ve 2 ul glikojen eklenip ¢alkalandi
ve 10 dk. oda 1sisinda bekletildi.

6. 12000 g’de 15 dk. 4°C’de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasi supernatan dikkatli bir sekilde dokuldu. Cokelti Gzerine 1 ml %0.1
DEPC iceren %70 etanol eklenip vorteks yapildi.

8. RNA’nin degrede olmasini dnlemek i¢in diisiik hizda (7500 g) 10 dk. 4°C’de santrifiij
edildi.

9. Santrifiij sonras1 %70 etanol dokiildii ve tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak RNA
cokeltisi biraz kurutuldu.

10. Cokelti miktarma bagli olarak 20-50 ul RNaz icermeyen su (%0.1 DEPC’li su) eklendi.
11. Izole edilen total RNA kantitatif olarak (ng/ul) Nanodrop cihazi ile dlgiildii.

12. RNA’lar -80°C’de sakland:.
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4.2.7.2. RNA’lann Kkalite kontrolii

Izole edilen RNA’lar kalite acisindan (28s, 18s ve 5s bantlar1) degerlendirilmek iizere

%1.2 agaroz jel elektroforezinde, 90 V’ta 30 dk. ylrataldu.

4.2.7.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi. Kalip olarak 1

pg RNA kullanildi ve 50 pmol/ul Anchored-oligo[dT]:s primerinden 1 pl alinarak gift

distile su ile 13 ul’ye tamamlanarak 65°C’de 10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi

tipler hizli bir sekilde buz flizerine alinarak, ayri1 bir tiipte hazirlanan 7 ul revers

transkripsiyon karigimi tiiplere eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlandi (Cizelge

4.2.7.3.1).

Cizelge 4.2.7.3.1. cDNA reaksiyonu

Madde Miktar Konsantrasyon
cDNA sentezi (1 reaksiyon igin)
Kalip-primer karigimi 13l
Revers transkripsiyon karisim
Trankriptor revers transkriptaz tamponu (5x) 4l 1 x 8 mM MgCl,
Koruyucu RNaz inhibitorii (40U/ul) 0.5l 20U
dNTP karisimu (her biri i¢in 10 mM) 2ul 1 mM (her biri)
Revers transkriptaz 0.5 ul 10U
Son hacim 20 pl

cDNA sentezi asagidaki kosullarda PCR cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon

sonucunda 20 pl cDNA sentezlendi. cDNA 06rnekleri daha verimli kullanilmasi amaciyla
100 pl’ye sulandirildi (20 ul cDNA + 80 pl ¢ift distile su= 100 pl) ve -20°C’de saklandi.

e 55°C’de 30 dk.
e 85°C’de 5 dk.
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4.2.7.4. RT-PCR

Elde edilen cDNA’lardan, Tag DNA Polymerase dNTPack kitinin protokolint (Cizelge
4.2.7.4.1.) takip ederek RT-PCR yapildi. RT-PCR’da kullanilan primerlerin dizileri ve

iriin boyutlar1 Cizelge 4.2.7.4.2°de verilmistir

Cizelge 4.2.7.4.1. RT-PCR reaksiyonu

Madde Miktar Konsantrasyon
PCR suyu 4.6 ul
PCR reaksiyon tamponu (10x) 1 1 x 1.5mM MgCl,
Primer (10 pmol/pl) 2 ul 2 UM
cDNA 2ul 20 ng
dNTP 0.2l 200 UM (her dNTP)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.2u 500 U/reaksiyon
Toplam 10 pl

Cizelge 4.2.7.4.2. RT-PCR’da kullanilan primer ¢iftleri

Gen ismi [mus musculus] . o Urin
Primer dizisi o]
NCBI Ref Seq b¢
NOBOX oogenesis homeobox (Nobox) F: GAATCATGGTGTGGTTTCAG 20 146
NM_130869.3 R: AGGCATAGGGTCTAGGAG 18
Zona pellucida glycoprotein 2 (ZP2) F: TCCTACAAACATACCCAGACC 21 292
NM_011775.6 R: GTTCATATTCACAGCCATCCA 21
Zona pellucida glycoprotein 3 (ZP3) F: CACCTTCCTACTCCACGAC 19 208
NM_011776.1 F: CACCTTCCTACTCCACGAC 21
POU domain, class 5, transcription factor 1 F: AGAAGGATGTGGTTCGAGTATGGT 24 204
(Pou5f1, Oct-4), NM_013633.3 R: AAGGGACTGAGTAGAGTGTGGTG 23
SRY (sex determining region Y)-box 2 F: AGTGGTACGTTAGGCGCTTC 20 206
(Sox2), NM_011443.3 R: CCCAGCAAGAACCCTTTCCT 20
F: TGAGCTATAAGCAGGTTAAGAC 22
Nanog homeobox (Nanog), NM_028016.3 139
R: CAATGGATGCTGGGATACTC 20

Revers transkripsiyon Cizelge 4.2.7.4.3’teki kosullarda PCR cihazi kullanilarak

gerceklestirildi. Olusan RT-PCR Urunleri degerlendirilmek Uzere %2 agaroz jel
elektroforezinde, 90 V’ta 30 dk. yuratuldd.
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Cizelge 4.2.7.4.3. RT-PCR programlar1

NOBOX, ZP3

Oct-4, Nanog, Sox2, ZP2

11k denatiirasyon

94°C’de 2 dk.

94°C’de 2 dk.

Denatirasyon
Amplifikasyon
35 doéngu

94°C’de 30 sn.
58°C’de 30 sn.
72°C’de 45 sn.

94°C’de 30 sn.
60°C’de 30 sn.
72°C’de 45 sn.

Son uzama

72°C’de 5 dk.

72°C’de 5 dk.

4.2.7.5. gRT-PCR (Kantitatif Real Time-PCR)

Ovaryum dokusu ve hicre kltiriinden elde edilen hicrelerde SYBR green teknigi
kullanilarak, qRT-PCR yontemi ile gen ifade analizi yapildi. Deneysel hatalar1 ve farklari
azaltmaktir amactyla deneylerde tiim cDNA ornekleri ve standart 6rnekler ayn sartlarda ve
ayni grup igerisinde 3’er kez calisilarak bu ii¢ Ol¢cliimiin ortalamasi analizlerde kullanildi.
Normalizasyon amaciyla, se¢ilen zaman noktalarinda ifade olan housekeeping gen (HPRT)
miktari, doku ve hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerde ifade diizeyleri karsilastirilarak
incelendi. Kullanilan primer ¢iftleri Cizelge 4.2.7.5.1’de verilmistir. 20 ul gRT-PCR
reaksiyonu LightCycler 480® cihazinda Cizelge 4.2.7.5.2°deki kosullarda ve Cizelge
4.2.7.5.3’deki programla kuruldu.

Cizelge 4.2.7.5.1. gRT-PCR’da kullanilan primer giftleri

Gen ismi [mus musculus] Primer dizisi b Uriin
NCBI Ref Seq ¢ b¢
POU domain, class 5, transcription factor 1 F: AGAAGGATGTGGTTCGAGTATGGT 24 204
(Pousfl, Oct-4), NM_013633.3 R: AAGGGACTGAGTAGAGTGTGGTG 23
SRY (sex determining region Y)-box 2 F: AGTGGTACGTTAGGCGCTTC 20 206
(Sox2), NM_011443.3 R: CCCAGCAAGAACCCTTTCCT 20

F: TGAGCTATAAGCAGGTTAAGAC 22
Nanog homeobox (Nanog), NM_028016.3 R CAATGOATGCTGGGATACTC 50 139
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide F: AGGCAGAAATACTCAAACCTCAC 23 203
4 (DDX4), NM_010029.2 R: AGACTCGCCAATATCTCTGCT 21
Deleted in azoospermia-like (DAZL), F: TATAACTACCAGATGCCACC 20 229
NM_010021.5 R: CAGGGTTAAACAGACAAGAG 20
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl F: AAAGGACCTCTCGAAGTG 18 121
transferase (HPRT), NM_013556.2 R: CAAACGTGATTCAAATCCC 19
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Cizelge 4.2.7.5.2. qRT-PCR kosullar1

SYBR Green karigimi (2x) 10l
Forward ve revers primer karigimi (10 pmol/pl) 2ul
cDNA 5ul
PCR suyu 3ul
Toplam 20 pl
Cizelge 4.2.7.5.3. qRT-PCR programi
DDX4 Sox2, DAZL Oct-4, Nanog
Denatlirasyon 95°C’de 5 dk. 95°C’de 5 dk. 95°C’de 5 dk.

Amplifikasyon

45 doéngu

95°C’de 10 sn.
58°C’de 20 sn.
72°C’de 10 sn.

95°C’de 10 sn.
60°C’de 20 sn.
72°C’de 10 sn.

95°C’de 10 sn.
63°C’de 20 sn.
72°C’de 10 sn.

Bu caligma siiresince yapilan tiim deneyler, dlclimler, incelemeler ve degerlendirmelerde,
gRT-PCR sonuglar1 Roche LighteCycler 480° v1.5.0.39 yazilimu ile kantite edilmis. Oct-4,
Nanog, Sox2, DDX4 ve DAZL genlerinin verileri HPRT geniyle normalize edilip 244
formiiliinden ¢ikan verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism v6.0 yazilimi kullanilarak

gerceklestirildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.2.8. immiinoblotlama (Western Blot)

Ovaryum dokusu farelerden alindiktan sonra soguk PBS i¢ine alindi ve sterecomikroskop
altinda gevre dokulardan arindirildi. Her farenin iki ovaryumu falkon tiipe alinarak sivi
azot i¢inde hizli sekilde dondurularak analiz asamasma kadar -80°C’de sakland.
Farklilagtirma oncesi (P1) hiicre kiiltiirinden elde edilen hiicreler ise 1 ml soguk PBS ile
kaldirarak falkon tiipline alinip 13000 g’de 3 dk. 4°C’de santrifiij edildiler. Santrifii]
sonrasi PBS hiicre c¢okeltisi {izerinden alinarak hiicreler sivi azot iginde hizli sekilde
dondurulup analiz asamasma kadar -80°C’de saklandi. immiinoblotlama analizi her iki

grupta (ovaryum dokusu ve hiicre kilturd) 3 biyolojik tekrarla gergeklestirildi.
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4.2.8.1. Protein izolasyonu

1. Roche Lysis M kullanarak ovaryum dokusu, doku o6giitiicii ile parcalandi ve hiicre
kalturinden elde edilen hiicreler ise pipetaj ve enjektor kullanarak homojenize edildi.

2. Doku ve hiicreleri daha iyi pargalamak amaciyla sonikasiyon yontemi kullanildi ve 5 dk.
oda 1s1sinda bekletildi.

3. Roche Lysis M igerisinde homojenize olan doku be hiicreler 14000 g’de 10 dk. 4°C’de
santrifij edildi.

4. Santrifiij sonrasi supernatan dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarilarak -80°C’de

saklandi.

4.2.8.2. Protein miktar tayini (Bradford Assey)

1. BSA stok soliisyonu 1 mg/ml olarak hazirlandi.

2. Referans olarak BSA stok soliisyonundan Cizelge 4.2.8.2.1.’de gosterildigi gibi farkli
konsantrasyonlar hazirland.

3. Protein i¢eren doku ve hiicre lizatlarinin supernatanlarindan 5 pl tlplere konuldu ve
uzerine 95 pl ddH,O eklendi.

4. Tim BSA referanslar1 ve 6rneklerin tizerine 900 pl Bradford boyasi (1x) eklendi ve 5
dk. oda 1sisinda bekletildi.

5. Spektrofotometri cihazinda, ornekler ve referanslarin protein miktar1 ODsgs nm’de

slcaldu.

Cizelge 4.2.8.2.1. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA referanslari

BSA konsantrasyonu (ug/ml) Stok BSA’dan eklenen miktar (ul) Eklenen su miktari (ul)

0.5 0.5 99.5
1 1 99
2.5 2.5 97.5
5 5 95
10 10 90
20 20 80
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4.2.8.3. SDS poliakriamid jel elektroforezi

1. Jele yukleme asamasinda her 6rnek igin 40 pg/pl protein kullanilmugtir.

2. Ornek yiikleme tamponunu ve proteinler her 6rnek igin esit olarak 0.5 ml falkon tiiplere
dagitilip 85 °C’de 2 dk. denatiirasyon yapildi. Belirte¢ de (protein ladder) ornekler ile
birlikte 85 °C’de 3 dk. denatiire edildi.

3. Denatiirasyon sonrasi drnekler ve belirte¢ buz Ustiine aktarildi ve 6rnekler 14000 g’de 2
dk. 4°C’de santrifij edildi.

4. Santrifiij sonrasi belirte¢ ve ornekler jele yiiklenip 120 V’ta 90 dk. yiritilerek

proteinlerin ayrigtirilmasi saglandi.

4.2.8.4. Protein transferi

Protein transferi kuru transfer sistemi olan iBlot Dry Blotting System cihazi kullanilarak
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi.

1. iBlot cihaz1 agilip anot boliim alta gelecek sekilde cihazin hazinesine yerlestirilip hava
kabarcigi olusumu engellendi.

2. Yiriitiilen jel anot boliimiin {istiine yerlestirilip lizerine otoklavdanmis ¢ift distile suda
islatilan iBlot filtre kagidi konuldu. Daha sonra cihazla gelen silindir kullanilarak
olusabilen hava kabarciklar1 giderildi.

3. Filtre kagidinin tizerine katot boliimii yerlestirilerek tekrar silindir ile hava kabarciklari
giderildi.

4. Son asamada cihaz kapaginin i¢ kismina ilgili singer takilarak cihaz program 3’te 7 dk.

calistirildi. 7 dk. sonra proteinlerin jelden membrana gegisleri saglandi.

4.2.8.5. Membrandaki proteinlerin immdanolojik olarak tespiti

1. Proteinler membrana aktarildiktan sonra 1.5 saat bloklama soliisyonunda (BSA-TBS-T)
calkalanarak inkibe edildi.

2. Bloklama sonrasi membran Uzerine primer antikor eklendi ve gece boyu 4°C’de
calkalanarak inkibe edildi.

3. Membran TBS-T ile 4 x 5 dk. yikand.
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4. Membran tizerine sekonder antikor eklendi ve 1.5 saat oda 1sisinda c¢alkalanarak inkiibe
edildi.

5. Membran TBS-T ile 4 x 5 dk. yikandi.

6. Membran iizerine ECL soliisyonu eklenip 1 dk. sonra Kodak cihazi ile goriintii alind1.

7. Goriintii alindiktan sonra membran TBS-T ile 3 x 10 dk. yikandu.

8. Daha sonra membran 1 saat bloklama soliisyonunda galkalanarak inkibe edildi.

9. Membran iizerine HRP konjiige aktin primeri eklendi ve 1 saat oda 1sisinda ¢alkalanarak
inklbe edildi.

10. Membran TBS-T ile 4 x 5 dk. yikand.

11. Membran iizerine ECL soliisyonu eklenip 1 dk. sonra Kodak cihaz ile goriintii alindi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Ovaryum Dokusunun Histolojik Incelenmesi

Ovaryumlar HE yontemleriyle boyandiktan sonra morfolojik olarak incelendi. Ovaryum
yuzey epitel hicreleri, korteks bolgesindeki primordiyal, primer ve sekonder folikillerin
normal oldugu izlendi (Sekil 5.1.1.).

Sekil 5.1.1. Fare ovaryum dokusunda farkli asamalarindaki folikiiller. Kirmiz ok: Primordiyal
folikiil, Yesil ok: Primer folikiil, Sar1 ok: Cok katli primer ve sekonder folikil, Siyah ok: Graaf
folikul
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5.2. Ovaryum Dokusunda Pluripotent Kok Hiicrelerin Immiinfloresan Isaretlenmesi

Ovaryum dokusunda immiinfloresan boyama sonucu Oct-4, Sox2 ve Nanog proteinlerinin
sadece oositte ifade oldugu tespit edildi. Bu proteinlerin oosit sitoplazmasi ve
cekirdegindeki ifade profili ve farkli gelisme asamasindaki folikiillerde ifade dagilimi
Cizelge 5.2.1 ve Sekil 5.2.1.,5.2.2. ve 5.2.3.”de gosterilmistir.

Cizelge 5.2.1. Ovaryum dokusunda Oct-4, Sox2 ve Nanog proteinlerinin ifade profili. C: ¢cekirdek,
S: sitoplazma, F: folikil, H: hiicre. ++ yiiksek ifade, + ifade edilmis, - ifade yok

ifade Oosit Oosit  Primordiyal Primer  Sekonder  Graaf  Granllloza Stromal Epitel

Profili C. S. F. F. F. F. H. H. H.
Oct-4 + ++ + + + + - - -
Sox2 + ++ + + + + - - -
Nanog + ++ ++ + + + - - -

Sekil 5.2.1. Ovaryum dokusunda Oct-4 proteinin ifadesi
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Sekil 5.2.2. Ovaryum dokusunda Sox2 proteinin ifadesi

Sekil 5.2.3. Ovaryum dokusunda Nanog proteinin ifadesi

5.3. Ovaryum Dokusunda Germline Kok Hiicrelerin Immiinfloresan isaretlenmesi

Ovaryum dokusunda imminfloresan boyama sonucu DDX4 ve DAZL proteinlerinin

sadece oositte ifade edildigi tespit edildi. Bu proteinlerin 00Sit sitoplazmasi ve
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cekirdegindeki ifade profili ve farkli gelisme asamasindaki folikiillerde ifade dagilimi
Cizelge 5.3.1 ve Sekil 5.3.1. ve 5.3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 5.3.1. Ovaryum dokusunda DDX4 ve DAZL proteinlerinin ifade profili. C: cekirdek, S:
sitoplazma, F: folikul, H: hiicre. ++ yiiksek ifade, + ifade edilmis, +/- zayif ifade, - ifade yok

ifade Oosit Oosit  Primordiyal Primer  Sekonder Graaf Granllloza  Stromal Epitel

Profili C. S. F. F. F. F. H. H. H.
DDX4 +/- + ++ + +/- +/- - - -
DAZL - + + - - - - - -

Sekil 5.3.1. Ovaryum dokusunda DDX4 proteinin ifadesi
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Sekil 5.3.2. Ovaryum dokusunda DAZL proteinin ifadesi

5.4. Ovaryum Hucre Kultaru

5.4.1. Oosite farkhlastirma oncesi hiicre kiiltiirii

Ovaryumun hiicre kaltirinin P, ve P, asamasinda 5-50 pm ¢apinda, olas1 germline ve
pluripotent kok hicreler gozlendi (Sekil 5.4.1.1.). Bu yuvarlak hiicrelerden bazilarinin 5-10
um c¢apinda olduklar1 tespit edildi. Bu hticreler, literatlir (123, 128) esas alinarak ¢ok kiigiik
embriyonik benzeri kok hiicreler olarak degerlendirildi. Olas1 germline ve pluripotent kok
hiicrelerin fibroblast hiicrelerinin iizerinde yerlestikleri goriildii ve bu da fare embriyonik
kok hiicrelerinin gosterdigi bir 6zellikti. Bu hiicrelerin fare embriyonik kok hiicreleri gibi
fibroblast hiicrelerinden besleyici (feeder) olarak yararlandiklar1 diistintildii. Hucre
kaltirinun P, asamasinda 200-500 pm ¢apinda embryoid cisimciklerin olusumu tespit
edildi (Sekil 5.4.1.2.). Bu asamada morfolojik olarak mezenkimal benzeri kok hicreler
gOzlendi (Sekil 5.4.1.3.). Hiicre kiiltiiriinlin Py asamasinda epitel hiicreleri koloniler
seklinde tespit edildi (Sekil 5.4.1.4.).
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Sekil 5.4.1.1. Hiicre kiiltiiriinde olas1 germline ve pluripotent kok hiicreler (yuvarlak
hicreler). Cok kictik embriyonik benzeri kdk hiicreler okla isaretlenmistir

Sekil 5.4.1.2. Embriyoid cisimcigin olugsma asamasi (A ve B), olgun embriyoid cisimcikleri (C)
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Sekil 5.4.1.4. Epitel hucreleri

5.4.2. Farkhlastirma sonucu 00site benzer hiicrelerin olusmasi

P3; asamasindaki hiicrelerin 00sit yoniinde farklilagtiriimasi sonucu yaklasik ti¢iincii haftada
70-100 um capinda oosit benzeri hiicrelerin olusumu goézlendi. Bu hicreler ilk asamada
klltir kabinin tabanma yapigsmisken kisa siire sonra yuzen hicreler halinde gézlendi. Oosit
hucrelerinin bazilarinda germinal vezikul (GV) ve zona pellusida (ZP) tespit edildi (Sekil
54.21.).
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Sekil 5.4.2.1. Farklilagtirma sonucu olusan oositler (oklar), GV (ok basi), zona pellusida (yildiz)

5.4.3. Farkhlastirma sonucu folikil benzeri yapilarin olusumu

P3; asamasindaki hiicrelerin oosit yoniinde farklilagtiriimasi sonucu yaklasik ti¢tincti haftada
folikll benzeri yapilarin olusumu tespit edildi. Bu yapilar aynen oosit hucreleri gibi ilk
asamada kiiltiir kabmin tabanina yapigsmisken kisa siire sonra yilizen yapilar halinde

g6zlendi (Sekil 5.4.3.1.).

Sekil 5.4.3.1. Farklilastirma sonucu folikiil benzeri yapilarin olusumu
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5.4.4. Farkhlastirma sonucu partenogenezin meydana gelmesi

Ps; asamasindaki hiicrelerin oosit yoniinde farklilagtirilmasi sonucu yaklasik dordiincii
haftada az sayida oosit hiicresinde partenogenezin meydana geldigi tespit edildi. Bu
hiicrelerden bazilarinda ¢ekirdek bolinmesi (Sekil 5.4.4.1.) ve bazilarinda ise
implantasyon 6ncesi blastosistler gibi ZP kilifindan ayrilma (hatching) gozlendi (Sekil
544.2).

~

100 pm

Sekil 5.4.4.2. Blastosist benzeri hiicrelerin ZP kiliflarindan ayrilmasi

5.5. Olas1 Germline ve Pluripotent Kok Hiicrelerin Iimmiinofloresan Isaretlenmesi

Ovaryum hicre kiltirintin  P1-P, asamasinda, pluripotent ve germline kok hicre
belirteclerinin (Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL) 5-20 um c¢apinda yuvarlak
hicrelerde pozitif olarak ifade edildigi tespit edildi (Sekil 5.5.1.). Bu hcrelerde
¢ekirdeklerin daha parlak oldugu ve ¢ekirdek/sitoplazma oraninin yiiksek oldugu gézlendi
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(Sekil 5.5.1.). Hucre kaltarinin P, asamasinda olusan embriyoid cisimciklerde Oct-4,

Sox2 ve Nanog proteinlerinin ifade edildigi gosterildi (Sekil 5.5.2.).

Sekil 5.5.1. Farklilastirma 6ncesi hiicre kiiltiiriinde pluripotent ve germline kok hiicre proteinlerini

ifade eden hicreler
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Sekil 5.5.2. Hiicre kiiltiirtinde olusan embriyoid cisimciklerin immiinofloresan boyanmasi

5.6. Hiicrelerin HE Yontemiyle Boyanmasi

P1-P;, asamasindaki hiicrelerin HE boyama ve immiinofloresan boyama sonuglarina paralel
olarak olas1 germline ve pluripotent kok hiicrelerde ¢ekirdeklerin daha koyu boyandigi ve
cekirdek/sitoplazma oraninin daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 5.6.1.). Pi-P
asamasindaki hiicrelerin HE boyamasinda koyu ve cekik ¢ekirdege sahip fibrosit benzeri
hiicrelerin olas1 mezenkimal kok hiicreler oldugu tahmin edildi (Sekil 5.6.2.). HE boyamasi

sonucu epitel hucreleri kaldirim tas1 seklinde gézlendi (Sekil 5.6.3.).



Sekil 5.6.1. Farklilastirma oncesi hiicrelerin HE boyanmasi. Olasi germline ve pluripotent kok
hucrelerde gekirdekler daha koyu boyanmis ve ¢ekirdek/sitoplazma oramini daha ylksektir (oklar),

embriyoid cisimciginin olugsma asamasi (ok basi)

Sekil 5.6.2. Farklilastirma oncesi hiicrelerin HE boyanmasi. Koyu ve ¢ekik c¢ekirdege sahip fibrosit

benzeri hucreler (oklar)
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Sekil 5.6.3. Epitel hiicreleri

5.7. Oosite Farklilasan Huicrelerde RT-PCR Analizi

Oosite farklilagsan hiicrelerde RT-PCR analiz sonucu bu hiicrelerde ZP2, ZP3 ve NOBOX
genlerinin ifade edildigi tespit edildi (Sekil 5.7.1.).

Sekil 5.7.1. Farklilastirma sonucu olusan oosite benzer hiicrelerde ZP2, ZP3 ve NOBOX genlerinin
ifadesi. Belirte¢ 100 bg
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5.8. Partenogenezin Meydana Geldigi Hiicrelerde RT-PCR Analizi

Partenogenezin meydana geldigi hiicrelerde RT-PCR analiz sonucu bu hiicrelerde Oct-4,

Sox2 ve Nanog genlerinin ifade edildigi tespit edildi (Sekil 5.8.1.).

Sekil 5.8.1. Farklilastirma sonucu olusan blastosist benzeri hiicrelerde Oct-4, Sox2 ve Nanog

genlerinin ifadesi. Belirte¢ 100 bg

5.9. Ovaryum Dokusu ve Hicre Kilttrinden Elde Edilen Hicrelerde gqRT-PCR

Analizi

gRT-PCR analiz sonucu, Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL genlerinin ifadesi hem
ovaryum dokusu hem de farklilastrma Oncesi (P;) hucre kiltirinden elde edilen
hiicrelerde tespit edildi. istatistiksel analiz sonuglarina gore, hiicre kiltirinde ovaryum
dokusuna karsin Oct-4, Sox2, DDX4 ve DAZL genlerinin ifadesi kayda deger olgiide
(p<0.05) diiserken Nanog geninin ifadesi yukseldi (Sekil 5.9.1.).
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Sekil 5.9.1. Pluripotent ve germline kok hiicre mRNA’larmin ovaryum dokusu ve farklilagtirma

oncesi hiicrelerdeki ifade seviyesi
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5.10. Ovaryum Dokusu ve Hucre Kulturinden Elde Edilen Hucrelerde

immiinoblotlama Analizi

Immiinoblotlama analiz sonucu pluripotent kék hiicrelere (Oct-4, Sox2 ve Nanog) ve
germline kok hiicrelere (DDX4 ve DAZL) 6zgun proteinler hem ovaryum dokusu hem de
farklilagtirma oncesi (P31) hlcre kultiriinden elde edilen hiicrelerde tespit edildi (Sekil
5.10.1.). Bu proteinlerin ifade seviyesi aynt zamanda qRT-PCR analiz sonucu ¢ikan

mRNA’larin ifade seviyesi ile tamamen uyum gostermektedir.

Doku Hucre
Octs @D wa o s S 36K

Sox2 MR vesmes Sy Sl s e 43 KD
DDX4 | (i WL o

Sekil 5.10.1. Pluripotent ve germline kok hiicre proteinlerinin ovaryum dokusu ve farklilagtirma

oncesi hiicrelerdeki ifadesi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kok hicre biyolojisi (zerine yapilan birgok arastirmaya gore; eriskinlik doneminde
viicudun farkli yerlerinde bulunan kok hiicreler genellikle multipotent veya bazen
pluripotent, kendini yenileyen ve iyilestirici (regenerative) dzelliklere sahiptirler. Memeli
ovaryumu kok hiicre biyolojisi alaninda ise, dogum sonrast olasi oogenez ve folikiil
olusumu ile ilgili son zamanlarda tartismalar giderek biiyiimiistiir. Ureme biyolojisinin
temel doktrini olarak, do§um sonras1 oogenezin alt sinif omurgalilarda meydana geldigi ve
memelilerde miimkiin olmadig1 halen kabul edilmektedir. Ancak, son yillarda yapilan
arastrma sonuclari, dogum sonrast memeli ovaryumlarinda germline kok hiicrelerin

bulundugunu ve bu hiicrelerden yeni oosit ve folikulleri olusturdugunu 6ne siirmektedir.

6.1. Ovaryum Dokusu ve Farklilashrma Oncesi Hiicre Kiiltiiriinde Pluripotent ve

Germline Kok Hiicrelerin Protein ve mRNA Bazinda Degerlendirilmesi

Daha Once yapilan bazi arastirmalarda dogum sonrasi ovaryumunda pluripotent ve
germline kok hiicre 6zelligi tasiyan hiicrelerin tespit edildigi (3, 6, 7, 113) fakat buna
ragmen birka¢ arastirmada da dogum sonrasi ovaryumlarda bu oOzellikleri tasiyan
hiicrelerin  bulunmadigi o6ne siirlilmiistir. Bu c¢alismada ovaryum dokusunda,
immunofloresan boyama sonucu Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL proteinleri sadece
oositlerin sitoplazmas: ya da ¢ekirdeginde gozlendi (Sekil 5.2.1., 5.2.2., 5.2.3., 5.3.1. ve
5.3.2.). Hiicre kiiltiiriinde oositlerin tamamen uzaklastirilmasina ragmen bu proteinler, bazi
hiicrelerin (olas1 germline ve pluripotent kok hiicreler) ¢ekirdek veya sitoplazmasinda

isaretlendi (Sekil 5.5.1.).

Oct-4, Sox2 ve Nanog proteinleri transkripsyon faktorleri olduklarindan fonksiyon
yapabilmeleri i¢cin ¢ekirdekte olmalar1 gerekmektedir, oysa arastirmamizda ve daha 6nce
yapilan bazi ¢aligmalarda da bu proteinler, erigkin ovaryum hiicrelerinin sitoplazmasinda
gozlenmistir (105, 127, 149, 150). Bu proteinlerin hiicre sitoplazmasinda bulundugu
siregte bu hiicrelerin pluripotent kok hiicre olmalar1 sorgulanabilir (150). Fakat
transkripsiyon faktorleri hiicresel uyarilara bagli olarak kisa amino asit sekanslari
araciligiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya (Nuclear Export Sequence or NES) veya ters yonde

(Nuclear Localization Sequence or NLS) gecis yapmaktadirlar (151).
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Ovaryum dokusu ve farklilagtirma dncesi hiicre kiiltiirinden elde edilen hiicrelerin gRT-
PCR analizi sonucu bu htcrelerde pluripotent ve germline kok hiicreye 6zgiin mRNA’lar
tespit edildi. Doku 0Orneklerinde Oct-4, Sox2, DDX4 ve DAZL genlerinin ifadesi hicre
kalturune gore daha yiksekken Nanog geni hucre kiltirinde daha ylksek ifade olmaktadir
(Sekil 5.9.1. ve 5.9.2.). Immiinofloresan boyama sonucu dokuda Oct-4, Sox2, Nanog,
DDX4 ve DAZL belirteglerinin sadece oositlerde pozitif oldugu gézlendi, dolayisiyla
hiicre kiiltiirlinden oositlerin uzaklastirilmas: sonucu Nanog geni hari¢ diger genlerde
dokuya gore biiyiik ifade diisiisii meydana geldi. Hiicre kiiltiiriinde in vitro kosullar altinda
hiicre nisinin etkilendigi ve bilinmeyen faktorlerden dolayr Nanog geninin yiiksek

miktarda ifade edildigi diisiiniildii.

Immiinoblotlama analiz sonucu Oct-4, Sox2, Nanog, DDX4 ve DAZL proteinleri hem
doku hem de hicre kulttrinde tespit edildi. Bu proteinlerin ifade seviyesi ayni zamanda
gRT-PCR analiz sonucu ¢ikan mRNA’larin ifade seviyesi ile tamamen uyum
gostermekteydi (Sekil 5.10.1.).

6.2. Ovaryum Hiicre Kiiltiiriinde Farkhlastirma Sonucu Olusan Hiicrelerin mRNA

Bazinda Degerlendirilmesi

Daha 6nce yapilan bazi arastirmalarda olasi germline kok hiicrelerin gelisimi sonucu oosit
benzeri hiicrelerin olustugu iddia edilmistir (116, 125). Calismamizda da bunu destekler
sekilde oosite farklilastirma sonucu olusan oosit benzeri hiicrelerde, oosite 6zgiin (ZP2,
7ZP3 ve NOBOX) mRNA’lar tespit edildi (Sekil 5.7.1.). Dogum sonras1 ovaryum hiicre
kiltiriinde blastosist benzeri hiicrelerin olustugu rapor edilen bazi arastirmalara (5, 108)
uygun olarak partenogenezin meydana geldigi hiicrelerde RT-PCR analizi sonucu bu
hucrelerde Oct-4, Sox2 ve Nanog genlerinin ifade edildigi tespit edildi (Sekil 5.8.1.).

6.3. Ovaryum Hiicre Kiiltiiriindeki Hiicrelerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Farklilagtirma oncesi ovaryum hiicre kiiltiiriinde olas1 germline ve pluripotent kok hiicreler
gbzlendi (Sekil 5.4.1.1.). Bu yuvarlak hiicrelerden bazilarinin 5-10 pm capinda ¢ok kiigiik

embriyonik benzer kok hiicreler olarak tanimlanan hiicreler oldugu diistiniildi (123, 128).
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Olas1 germline ve pluripotent kok hiicreler olarak diigiindiigiimiiz hiicrelerimiz embriyonik
kok hiicrelere benzer bir sekilde fibroblast hiicrelerinin {izerinde yerlesti ve bu hiicrelerden
besleyici (feeder) olarak yararlandilar (40). Oosite farklilastirma sonucu oosit benzeri
hiicreler (Sekil 5.4.2.1.), folikiil hiicreleri (Sekil 5.4.3.1.) ve blastosist benzeri yapilar
(Sekil 5.4.4.1., 5.4.4.2.) olusturdular.

6.4. Sonug

Kok hiicre belirteglerinin hem doku hem de kultirde gézlenmesi, bu hiicrelerin kék hiicre
potansiyeline sahip olduklarini ancak doku ve hiicre kiiltiirtinde bu belirte¢lerin farkl: ifade
profili gostermeleri, agiklanmaya calisildiginda— kullanilan belirtegler dokuda sadece
oositte ifade olurken hiicre kiiltiiriinde oosit disi, olast germline ve pluripotent kok
hiicrelerde de ifade gdstermistir — hiicrelerin nis etkisi ve epigenetik modifikasyonlarma
bagli olarak in vivo ve in vitro kosullarda farkli davranis gosterdikleri diistiniildii. Buna
ilaveten dogum sonrasi oogenezin olabilecegi hipotezini destekleyen biitiin arastirmalara
ragmen normal fizyolojik sartlarda bu mekanizmanin meydana gelmedigini bilmekteyiz.
Ancak, yapilan arastirmalar ve bizim de arastrrmamizin sonuglarina gore, dogum sonrasi
memeli ovaryumunda germline ve pluripotent kok hiicrelerin varhigi ile ilgili 6nemli
kanitlar vardir. Bizim agimizdan, laboratuar sonuglar1 ile normal fizyolojik sartlardaki
dogum sonrasi oogenez olasihiginda bulunan ¢eliski, aslinda in vitro ve in vivo kosullarin
ne kadar farkli oldugunu ve bu durumun da hiicre nisinin, bilinmeyen farkli faktorler ve
epigenetik mekanizmalardan etkilendigini gostermektedir. Sonug olarak, normal fizyolojik
sartlarda dogum sonrasi1 oogenez miimkiin olmasa da ovaryumlar bu potansiyele sahiptir ve

baz1 modifikasyonlar sonucu yeni oosit ve folikiil olusturma kapasiteleri bulunmaktadir.

Dogum sonrasi olast oogenezde, kromatinin yeniden modellenmesi, histon
modifikasyonlar, DNA metilasyonu ve kodlayic1 olmayan transkriptler, olarak
adlandirilan epigenetik mekanizmalarinin belirleyici rolleri oldugunu diistinmekteyiz.
Epigenetik mekanizmasi ile oogenez iligkisi lizerine yapilan arastrma sonuglarma gore,
histon asetilasyonu, mayozun baslangici ve devami dahil olmak {izere germ hiicre
gelisiminin transkripsiyonel regiilasyonu asamasinda rol almaktadir. Mayoz Oncesi germ
hucrelerde, STRA8 promotdriinun, histon deasetilasyonu sonucu baskilandigi ve mayoz

boliinmesine neden oldugu tespit edilmistir (152, 153). Ayrica, eriskin fare ovaryumunda
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STRAS8 geninin bulundugu ve fizyolojik olarak regiile edildigi gosterilmistir. STRAS
geninin aktif hale gelmesinin, I/Il. smif histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii olan
trikostatin-A (TSA) enzimi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (152). Eriskin fare
ovaryumunda, oosit yenilenmesinde kritik role sahip olan CABLES1 geni, sikline bagiml
kinazlar (CDK) ile etkilesime gecerek hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan
proteini kodlar (129). Yapilan baska arastirmalara gore, LIN28A geni primordiyal germ
hiicreleri havuzunun yenilenmesi ve ¢ogalmasinda (154) ve FOXO3 geni folikil
havuzunun yenilenmesinde (155) kritik role sahiptir. Erigskinlik doneminde FOXO3

geninin yiiksek ifadesinin ovaryumdaki tireme kapasitesini ytlikselttigi 6ne siirtilmiistiir.

Yukarida sozii edildigi gibi, normal fizyolojik sartlarda dogum sonrast memeli
ovaryumunda yeni oosit ve folikiil olusmasi olasihigmin diisiik oldugu ancak bu
ovaryumlarim germline ve pluripotent kok hiicrelere sahip olduklar1 ve uygun
modifikasyonlar sonucu yeni oosit ve folikiil olusturma olasiliklarinin ytiksek olduguna
inanmaktayiz. Buradan yola ¢ikarak, dogum sonrasi yeni oosit ve folikiil olugsma olasiligini
ve bu siirecte hangi faktorlerin etkili oldugunu arastirmak i¢in oogenez ve folikiilogenez ile
ilgili genetik faktorler, nis etkisi ve epigenetik mekanizmalarin, aydinlatilmasina daha ¢ok

ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz.
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