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1. OZET

Amag: Calismamizda elde edilecek trofoblastik hiicre friinlerinin 00sit
kiltiriinde kullanilmas1 ve oosit matiirasyonuna olast etkilerinin arastirilmasi
amagclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 14,5 giinliik gebe farelerden enzimatik islem
sonucunda trofoblast kok hiicreleri elde edildi. Ardindan kiiltiir islemi i¢in profaz I,
metafaz | ve metafaz Il oositler disi farelerden elde edilerek M2 kiiltiir vasati,
trofoblast kok hiicre kiiltiir vasatt (CM) ve trofoblast kok hiicreleri (TR) ile 48 saat
kiiltiire edildikten sonra her gruptan oositler immunoflouresan boyama ile anti-APC,
anti-MAD1, anti-MAD2, anti-RAS, anti- MPF ve anti-Siklin Bl
immunoreaktivitesinin tespiti ve DNA metilasyon analizi i¢in ayrildi.

Bulgular: Trofoblast kok hiicreleri plasentadan elde edilerek sitokeratin-7 pozitif
olmasiyla karakterizasyonu yapildi. Profaz I, metafaz I ve metafaz Il asamalarinda
toplanan oositlerin M2, CM ve TR kiiltiir ortaminda Kiiltiirleri sonrasinda APC immiin
reaktivitesinin en fazla TR profaz | grubunda, MADI immiinoreaktivitesinin TR
grubunda metafaz 1I’de oldugu ve diger gruplarda daha erken dénemde pozitiflik
gosterdigi saptandi. MAD2 immunreaktivitesi ise en fazla CM grubunda, RAS
immunoreaktivitesi en az TR grubunda iken diger gruplarda beklenen sekilde idi.
Siklin B1 immiinreaktivitesi tiim gruplarda az iken MPF immiinoreaktivitesinin
ozellikle CM grubundaki tiim oositlerde ve M2 grubundaki metafaz II oositlerde
oldugu saptandi. DNA metilasyonunun en fazla M2 metafaz II oositlerde oldugu bunu
CM grubundaki metafaz II oositin takip ettigi gozlendi.

Sonuclar: Calismada ana bilim dalimizda plasentadan ilk defa trofoblast kok
hiicre eldesi protokolii gelistirilmis ve karekterizasyonu yapilmistir. Elde edilen
oositlerin kiiltiirleri sonrasinda CM kiltiir vasatinin RAS, MPF ve MAD?2

ekspresyonlarindaki artisa, APC ve siklin Bl ekspresyonundaki azalmaya sebep



olmasindan dolay: in vitro oosit maturasyonu kiiltiirii agisindan uygun olabilecegi
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Trofoblast kok hiicreleri hiicreleri, oosit, matiirasyon, RAS,
MAD1 ve MAD?2.
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2.SUMMARY

Aim: In this study we aimed to investigate the role of trophoblastic items on
oocyte maturation and oocyte arrest.

Material methods: Trophoblast stem cells isolated from 14,5 days mouse
embriyo plasentas. Prophase |, metaphase | and metaphase 11 oocytes collected from
mice and cultured in M2 culturing media, trofoblast stem cells culturing media (CM)
and with trofoblast stem cells for 48 hours. Then the oocytes were seperated into two
main groups for whole mount immunohistochemistry, that we anaylsed the immuno
reactivity of anti-APC, anti- MADL, anti-MAD2, anti-RAS, anti-MPF and anti-cyclin
B-1, and also for DNA methylation analyses.

Results: Trophoblast stem cells were cultured and characterised with cytokeratin
7. After culturing prophase I, metaphase | and metaphase Il oocytes in M2, CM, TR
medium APC immunoreavtivity was highest in TR prophase I. MAD1
immunoreactivity was only detected in TR metaphase 11 whereas the other groups was
positive at the earlier stages. Although MAD2 immunoreactivity was higher in CM
group RAS immunoreactivity was minimum in TR group and the other groups showed
the immunoreactivity as they were expected. The immunoreactivity of cyclin B1 was
weak in all groups however MPF immunoreactivity detected in all oocytes of CM and
metaphase Il of M2. While the low level of DNA methylation was detected at CM
metaphase Il oocytes, the highest ratio was observed in M2 metaphase 11 oocytes.
Discussion: The protocol of trophoblast stem cells derivation was obtained for the first
time in our department and characterised. Because of increase of RAS, MPF and
MAD?2 immunoreactivity and decrease of APC and Cyclin Bl after culturing of

oocytes in CM, this culture conditionmight support the in vitro oocyte maturation.

Keywords: Trophoblast cells, oocyte, maturation, RAS, MAD



1. GIRIS

Oosit gelisimi, embriyonik donemde primordial germ hiicrelerinden farklilanarak
mezengimal farklilasma bolgesi olan genital kabariklik ad1 verilen bolgeye go¢ ederek
farklilasma siirecine girer. Doguma kadar mitoz ve mayoz bdliinme ile primordial
germ hiicrelerinin olusumu ile puberteye kadar gelisim siirecinde duraklama dénemine
girer. Puberte ile birlikte primordial follikiillerin ileri farklilagmasi sonucunda mayoz
I tamamlanir ve ovarian siklus ile gelisen follikiillerden sekonder oosit atilimi
gergeklesir. Oositin mayoz I ve Il evrelerindeki ¢ekirdek ve sitoplazmik degisiklikleri
oosit matiirasyonu olarak tanimlanir. Kadin infertilitesinde oosite ait problemler
icerisinde sayilan oosit matiirasyon problemleri, oositin in vitro kiiltliri ile
desteklenebilir iken, diger problemler ve/veya infertilite nedeni ile kullanilan ilaglar
oosit matiirasyonunu da etkileyebilmektedir. Bu sebeplerden dolayr matiirasyon
promlemlerinde veya oosit eldesi sonrasinda matiirasyonu tamamlayamamis
oositlerde in vitro kiiltiir sistemleri gelistirilmesi 6nemlidir. Ozellikle oosit
matlirasyonunun hangi asamada aksadigi ve rol oynayan molekiiler faktorlerin
ekspresyonlarinin baslatilmasi veya azaltilmasi1 (matiirasyon icin gerekli olan sartlar

dogrultusunda) tanimlanmasi 6nemli arastirma konularindandir.



2. GENEL BIiLGILER

4.1. KADIN GENITAL ORGANLARI
Kadin genitial organlari i¢ genitial organlar (organa genitalia feminina interna) ve

dis genital organlar olmak iizere iki gruba ayrilarak incelenir.

4.1.1. Kadin i¢ Genital Organlar
Kadin i¢ genital organlari, pelvis mindr igerisine yerlesmislerdir. Bu organlar;

ovaryum, tuba uterina, uterus ve vajina olarak siralanabilir.

4.1.1.1. Ovaryum

Disi ireme hiicresi olan oositi ve disiye 6zgii dstrojen, progesteron ve inhibin gibi
seks hormonlarin1 iiretmekle goérevli olan ovaryumlar erkek iireme sistemindeki
testislerin karsiligidir. Ovaryumlar pimitif gonadin kortikal bdlgesinden gelisirler ve
farklilasmamis gonadin kortikal bolgesi, baslangigta primer seks kordonlari igerir. Bu
kordonlar, s6lom epitelinden mezengim igine uzanirlar. Yedinci giiniin ardindan,
primer hiicre kordonlarindaki hiicreler dejenere olur ve bunlarin yerini, oogonyumlarin

etrafini1 ¢cevreleyen sekonder seks kordonlari alir (Kierszenbaum, 2006).

Ovaryumlar pelvis mindr igerisinde fosso ovarica adi verilen c¢ukurda
yerlesmislerdir. Arteria iliaca externa ve arteria iliaca interna arasinda bulunan bu
cukuru asag1 ve onden ligamentum latum uteri’nin tabani, yukaridan arteria iliaca

externa ve arkadan iireter sinirlar (Sekil 1).

Ovaryumlar pembemsi gri renkli olup, puberteden once yiizeyleri diiz iken
puberteden sonra piiriizlii hale gelir. Ovaryumlar, 4 cm uzunlugunda, 2 cm
genisliginde, 1 cm kalinliginda ve yaklasik 5 gram agirhigindadir (Sekil 1) (Celik,
2013).
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tarihi 27.07.2016)

Ovaryumlar peritoneum ile distan ¢evrelenmislerdir. Hilus bdlgesinden bir periton
katlantis1 olan mezovaryum ile uterusun genis ligamentinin arkasma tutunurlar.
Hilusda mezovaryum, ovaryumun yiizeyini doseyen tek katl kiibik, yer yer tek kath
yass1 bir epitel olan germinal epitel ile devam eder. Germinal epitelin altinda tunika
albuginea olarak isimlendirilen siki bir bag dokusu tabakasi yer alir. Yiizey epiteline
‘germinal epitel’ denilmesinin nedeni embriyonik donemde ovaryum germ
hiicrelerinin kokenini olusturdugunun diisiiniilmesindendir. Giiniimiizde pek c¢ok
klasik kaynakta primodiyal germ hiicrelerinin kokeninin ekstragonadal oldugu, bu
hiicrelerin embriyonik yolk saktan go¢ ederek farklilastigi ve ovaryumun
farklilasmasin1 uyardigi belirtilmektedir. Ancak son yillarda bir grup arastiricinin
eriskin kadinlarda germinal epitelden oosit gelistirmeyi basarmasi bu tartismanin

yeniden giindeme gelmesine yol agmistir (Ross 2016). Bazi in vitro ve in vivo


https://www.google.com.tr/search?q=female+reproductive+system+internal+organs&biw=1164&bih=523&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjkv5iaiZPOAhXiKMAKHfuAD48Q_AUIBigB#imgrc=gcLJiEvKB4oFCM%3A
https://www.google.com.tr/search?q=female+reproductive+system+internal+organs&biw=1164&bih=523&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjkv5iaiZPOAhXiKMAKHfuAD48Q_AUIBigB#imgrc=gcLJiEvKB4oFCM%3A
https://www.google.com.tr/search?q=female+reproductive+system+internal+organs&biw=1164&bih=523&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjkv5iaiZPOAhXiKMAKHfuAD48Q_AUIBigB#imgrc=gcLJiEvKB4oFCM%3A

arastirmalar sonucunda fetal ve eriskin insan gonadlarindaki sekonder germ
hiicrelerinin ve primitif graniiloza hiicrelerinin germinal epitelden kaynaklandig: rapor
edilmistir (Ross 2016). Embriyonik kok hiicre 6zelligine sahip bu epitel hiicrelerinden
in vitro ortamda oosit liretilmesi, germinal epitelin erken ovaryum yetmezligine girmis
veya postmenapoz donemindeki hastalar i¢in yeni bir oosit kaynagi olabilir. Bu alanda
cok daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir. Son yillarda tunika albugineanin da
mezenkimal hiicrelerinin de primer follikiillere, primitif graniiloza hiicrelerine ve germ
hiicrelerine kaynak teskil eden bir bipotent progenitdr hiicre grubu oldugu
distiniilmektedir (Ross 2016). Bu gézlemlere ilaveten, tunika albugineada bulunan
sitokeratinden zengin mezenkimal hiicrelerin mezenkimal-epitelyal etkilesimle

germinal epitel hiicrelerine farklilastigi da gosterilmistir (Ross 2016).

Kollajen liflerden zengin Tunica albuginea’nin hemen altinda ovaryum esas
dokusu yer alir. Esas doku dista korteks ovari i¢te medulla ovari olmak tizere iki
boliime ayrilir. Korteks ovaride farkli gelisim evrelerinde olan follikiiller ve bunlarin
arasini dolduran bag dokusu bulunur. Medulla ovari ise; ovaryuma giren bag dokusu,

interstisyel hiicreler, sinirler, lenf ve kan damarlarindan olusmustur (Sekil 2).

Ovaryumda, histolojik ozellikleri birbirinden farkli olan korteks ile medulla
arasinda, keskin bir sinir bulunmaz. Cesitli gelisim asamalarinda bulunan follikiillerin
bulundugu kortekste follikiiller arasini dolduran stroma diiz kas hiicrelerini ve
retikiiller lifleri icerir. Kortekste puberteden Once sadece primordiyal follikiiller
izlenirken, puberteden sonra primer, sekonder ve tersiyer follikiillere rastlanir. Sekstiel
olgunluk déneminde follikiillerden baska, follikiillerden gelisen korpus luteum ve
atretik follikiiller de goriiliir. Puberteden 6nce korteks ovarideki follikiiller herhangi
bir gelisme gostermeyip primer follikiil olarak kalirlar. Bu follikiillerin sayis1 yaklasik
400.000 olup puberteden sonra gesitli evrelerden gegerek graaf follikiilii halini alirlar.
Graaf follikiiliiniin olgunlagmasi ile igerisinde bulunan oosit disar1 atilir (ovulasyon)
ve geriye kalan yapi1 korpus luteum adin1 alir. Korpus luteum progesteron salgilar ve
gebeligin ilk alt1 ay1 boyunca fonksiyonunu devam ettirir. Altt aydan sonra korpus
luteumun gorevini plasenta yapar. Gebeligin olmadigi durumlarda korpus luteum,
korpus albikansa doniisiir. Bir kadin dogurganlik dénemi boyunca ortalama 400 kez

ovulasyon gerceklesir (Ross, 2016, Celik, 2013 ve Kierszenbaum, 2006).



Disilerde oogenez, fetal yagsamda primordiyal germ hiicreleri olan oogonyumlarin
mitozla boliinerek ¢ogalmasi ile baslar. Embriyonik hayatin birinci ayindan sonra,
primordiyal germ hiicreleri (oogonyumlar) vitellus kesesinin allantoise yakin
duvarinda endoderm hiicreleri arasinda ortaya ¢ikarlar. Bu hiicreler genital kabarti
bolgesine gog ederken birkag¢ kez mitoz boliinme gegirirler. Oogonyumlar, olusacak
ovaryum korteksi i¢inde toplanirlar. Mitoz bdliinmeler fetal yasamin 5. ayma kadar
devam eder. Fetal hayatin 3. ayindan itibaren bazi oogonyumlar mayoz béliinmenin
profaz donemine girerler, primer oosit haline doniisiirler. Dogumda oositlerin gelisimi
1. mayoz bolinme sathasinda duraklar. Puberteye ulasildiginda normalde her
menstrual siklusta bir oosit olgunlasarak atilir. Oositlerin 1. mayoz boliinmesi
ovulasyondan hemen 6nce tamamlanir. Bu durumda primer oositler profaz sathasinda
12-50 yil kalabilirler. Olgun follikiilde 1. mayoz boliinme tamamladiginda primer
oositlerden olusan iki yavru hiicre esit miktarda kromatin alir, ancak sitoplazma
dagilimi esit gerceklesmez. Sitoplazmanin biiyilik boliimiinii alan yavru hiicre sekonder
oosit haline doniisiir. Az miktarda sitoplazma iceren diger yavru hiicreden 1. polar
cisimcik olusur. Sekonder oosit 1. mayoz boliinmesini bitirince, 2. mayoz boliinmeye
girer. Korona radiyata ile gevrili sekonder oosit ovulasyonla atildigi sirada 2. mayoz
boliinme devam etmektedir. Bu boliinme de metafaz Il safhasinda duraklar. Ikinci
mayoz bollinme ancak oosit bir spermatozoon ile dollenirse tamamlanir. Bu béliinme
sonrasinda da olgun bir ovum ve 2. polar cisimcik olugur. Polar cisimcikler dejenere
olup ortadan kalkar. Oositlerin gelisimi i¢in gerekli olan mikrogevreyi follikiiller
saglar. Menapozdan sonraki birkag yil i¢inde ovaryumlarda kalan tiim oositler ortadan

kalkar (Celik, 2013 ve Kierszenbaum, 2006).
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Sekil 2: Ovaryumun sematik ¢izimi (Ghofrani, 2014).

Ovaryumun baslica; disi gamet iiretimi, dstrojen ve progesteron salgilanmasi,
dogumdan sonra iireme organlarinin bilylimesinin diizenlenmesi ve sekonder seks

karakterlerinin gelismesi gibi baslica fonksiyonlar1 vardir (Kierszenbaum, 2006).

4.1.1.2.Tuba uterina (salpinks, fallop kanal)

Ovulasyon sonucu disar1 atilan oositin yakalanarak uterusa naklinden sorumlu
tuba uterina yaklagik 10 cm uzunlugunda, 3 mm genisligindedir. Ligamentum latum
uterinin serbest olan iist kenar1 boyunca uzanir. Ligamentum latum uterinin, tuba
uterinaya yakin olan bdliimiine mesosalpinks denir. Tuba uterina’nin uterusa acilan
kismina ostium uterinum tuba, karin bogluguna agilan kismina ostium abdominale tuba
denir. Uterusa yakin olan boliimii horizontal olarak laterale dogru gider ve arkaya ve
yukartya dogru ilerleyerek ovaryumun st ucuna gelir (Sekil 1). Ardindan ige ve

asagiya dogru donerek ovaryumun iist kenarini sarar.

Anatomik olarak tuba uterina dért boliimden olusur. infundibulum tuba uterina
abdominal ugtaki en genis kisimdir. Bu kisim huni seklinde olup uglar1 fimbria tuba

denilen sacaklar bulundurur. Bu fibrillerden bir tanesi daha uzun olup ovaryuma



tutunur. Ovulasyon sirasinda oositin tuba uterinaya gecisini infindubulum, graaf
follikiiliiniin etrafin1 sararak saglar. Ampulla tuba uterina, infundubulumdan sonra
gelen boliimdiir. Oositin dollenmesi burada ger¢eklesmekle ve uzunlugu 7 cm’dir.
Isthmus tuba uterina ampulladan sonra gelen dar boliimdiir. Tuba uterina’nin uterus

duvarinda ilerleyen pargasina pars uterina denir (Sekil 3).

Tuba uterina’nin beslenmesini arteria uterina ve arteria ovarica’dan gelen dallar

saglar. Venler ise ayn1 yoldan seyredip vena. uterina ve vena ovarica’ya dokiiliir.

Tuba uterina’nin duvari {i¢ tabakadan olusur. Dista peritondan olusan tunica
seroza ortada diiz kaslardan olusan tunica muskularis ve en ic¢te tunica mukoza
bulunur. Tek katli prizmatik silli epitel 6zelligindeki mukoza epitelinde bulunan
sillerin yonii daima uterusa dogrudur. Buradaki sillerin hareketi ile oosit uterusa taginir

(Celik O, 2013).
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Sekil 3: Tuba uterina ve kisimlar1 (https://global.britannica.com/science/fallopian-
tube, erigim tarihi: 24.07.2016)
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4.1.1.3. Uterus

Implantasyonun ve aylik mentriiasyon siklusunun gerceklestigi organ olan uterus
mesanenin arkasinda, rektumun oniinde ve pelvis minorun igerisinde yer alir.
Hamilelik déoneminde boyutunda degisiklikler meydana gelmekle beraber nullipar
(dogurmamis kadinlarda) 7,5 cm uzunlugunda, iist tarafinda 5 cm genisliginde, 3 cm

kalinliginda ve 30-40 gram agirligindadir.

Anatomik olarak uterus govde ve serviks olmak iizere iki boliime ayrilmaktadir.
Govde uterusun biiyiik tist kismidir ve posteriyor yiizii konveks bir halde iken arterior
boliimii ise neredeyse diiz haldedir. Govdenin tuba uterina baglantisinin {stiinde
genisleyen yuvarlak pargasi fundus adin1 almaktadir. Mesane ile komsuluk yapan alt-
On yiiziine facies vesicalis denir ve uterusun 2/3’likk boliimiinii olusturur. Bu yiizii
Orten periton mesane ile uterus arasinda bir ¢ikmaza neden olur. Bu ¢ikmaza
ekskavatio vesiko-uterina denir. Ince barsaklarla komsu olan bolime ise facies
intestinalis denir. Bu boliim arkada serviks uteri ve vajinanin iist boliimiiyle devam
etmekte olup alt yiize gore daha genis ve konvekstir. Bu yiizili 6rten periton tabakasida
vajina arka {ist yiiziinii orttiikkten sonra rektuma gider ve ikisi arasinda ¢ikmaza neden
olur. Bu ¢ikmaza ekskavatio rekto-uterina adi verilir. Uterusun tist dis koselerine tuba
uterinalar acilir. Fundus uterina ise bunlarin agildigi kdseleri birlestiren hattin izerinde
kalan korpus boliimiine verilen isimdir. Fundus uteri periton ile kaplanmis olup

konveks yapidadir.

Uterusun alttaki silindir bigimli boliimiine serviks adi verilir. Uterusun 1/3’lik
bolimiini olusturur ve 2 cm uzunlugundadir. Uterusun goévdesinden istmus ile
ayrilmaktadir. Vajina ile isthmus uteri arasinda yer alir. Vajinanin istiinde kalan
boliimiine portio supravajinalis, vajinanin icerisinde bulunan bdliimiine portio
vajinalis denir. Serviksin servikal kanal denen liimeni her iki ucunda dar agikliklara
sahiptir. Internal os uterin kaviteye agilir iken eksternal os vajinaya agilir. Mesaneye,
serviksin On tarafinda bulunan bag dokusundan olusmusg parametriyum ile komsuluk

yapan portio supravajinalis’tir.
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Uterus duvari ii¢ tabakadan olusmaktadir. Bunlar igten disa dogru endometriyum,
miyometriyum ve perimetriyum olarak isimlendirilir. Ayrica uterusu orten peritondan

meydana gelen tunika seroza yapisi vardir (Sekil 4).

Miyometriyum: Diiz kas liflerinden meydana gelen uterusun en kalin tabakasidir.
Bu kaslar spiral, longitudinal ve sirkiiler sekilde diizenlenmistir. Hormonal etki ile kas
tabakas1 degisiklik gostermektedir. Herbir kas lifi hamilelik doneminde hipertrofiye
ugrayarak bliyiir. Hipofizden salgilanan kaslarin kasilmasin tetiklerken plasentadan
ve korpus luteumdan salgilanan progesteron uterus kaslarmin kasilmasina engel
olmaktadir. Ostrojen hormonu ise kaslarin normal hacimlerini koruyarak islevlerini
stirdirmelerini saglarken yoklugunda atrofi meydana gelir (Ross, 2016 ve Celik,
2013).

Endometriyum: Soluk kirmizi renkli, yaklasik 5 mm kalinliginda olup, uterusun
en i¢ tabakasini olusturmaktadir. Yiizey epiteli tek katli prizmatik silyali epitel
ozelligindedir. Lamina propiryasinda uterus bezleri bulunmakla beraber oldukca
kalindir. Ovaryan siklusa bagli olarak bu bezlerin yapisi degisiklik gostermektedir.
Endometriyum iki bolimden olusur; menstrual siklus sirasinda dokiilmeyen ve
endometriyumun 1/3’liilk taban kismini olusturan endometriyum bazalis ve
endometriyumun 2/3’liikk yiizey tabakasini olusturan ve mentrual silus sirasinda

dokiilen endometriyum fonksyonalis (Ross, 2016 ve Celik, 2013).

Perimetriyum ise dis serdz tabakadir ya da uterusu kaplayan visseral periton
tabakasidir. Abdominal ve pelvik periton ile devam etmektedir. ince bir gevsek bag
dokusu ve mezoteltumdan meydana gelmektedir. Mezotelyumun altinda bir elastik
doku tabakasi belirgindir. Perimetriyum anteriyor yiizeyin bir kismini kaplarken
posteriyor yiizeyin tamamini kaplar. Bag dokusu veya adventisya anteriyor yiizeyin

kalan kismini kaplar (Ross, 2016 ve Celik, 2013).

Menstrual siklus: Kadinlarda puberteden itibaren baslayan ve menapoza kadar
devam eden, olgunluk donemlerinde uterus endometriyumlarinda meydana gelen
degisikliklerdir. Bir dongli ortalama 28 giin siirerken 3 farkli evre burada soz
konusudur. Bu dongii siiresi kadinlar arasinda degisiklik gosterebilir ve 20 giinden kisa

veya 45 giinden uzun olabilir. Ureme yetmezligi ile déngiide meydana gelen
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bozukluklar dogru orantilidir. Ovaryan follikiillerin gelisimi ile uterusun Ostrojen
tarafindan uyarilmasiyla, yenilenme olur ve menstrual kanamadan sonra kalan
dokunun proliferasyonu gerceklesir. Menstrual dongiiniin bu ilk iki haftas1 overlerde
follikiillerin gelisme donemi oldugu i¢in bu evreye follikiiler evre denir. Ayn1 zamana
denk gelecek sekilde uterusta proliferasyon séz konusu oldugu i¢in proliferatif evrede
denilmektedir. Proliferasyon evresi menstrual kanamanin 5. Giiniinden itibaren baglar
ve 15. veya 16. giine kadar devam eder. Follikiil uyarict hormon (FSH) etkisi ile uterus
mukozasi kalinlagir ve uterus bezleri biiyiir fakat salgi yapmaz. Mukozay1 besleyen
kan damarlar1 genisler. Menstrual siklusun 14. giiniinde ovulasyon meydana gelir.
Ovulasyondan sonra korpus luteumdan 6strojen ve progesteron salgisi ile sekresyon
evresi gergeklesir. Sonug olarak menstruasyon dongiisiiniin ikinci yarisina overler igin
luteal, uterus i¢in sekretuvar evre denir. Sekresyon evresi menstrual dongiiniin 15. ve
16. giinlerinde baslar ve daha sonraki dongiiye kadar devam eder. Korpus luteumdan
salinan progesteronun etkisiyle uterus bezlerinde salgilama olur ve implantasyon igin
uygun bir ortam olusturulmasi i¢in uterus mukozasi siingerimsi bir hal alir. Oositte
fertilizasyon s6z konusu ise uterusun bu durumu bir siire daha devam eder. Ancak
fertilizasyon yok ise menstruasyon baslar. Implantasyonun gerceklesmedigi
durumlarda korpus luteumda ani bir gerileme goriiliir. Bu sebeple Ostrojen ve
progesteron seviyesinde diisiis gozlenir ve bu durumun endometriyumun fonksiyonalis
tabakasinin dokiilmesiyle sonuglanir. Menstruasyon sathasi denilen bu evrede
arterioller agilip yirtilarak kanamaya sebep olurlar ve yaklasik 30-40 ml olup
endometriyumun fonksiyonalis tabakasi ile disart atilir (Ross, 2014 ve Celik, 2013).

Uterusun beslenmesini, a. uterina ve a. ovarica saglar. Venler ise ligamentum
latum uteri igerisine arterleri takip ederek girerler. Vv. Uterinae v.iliaca interna’ya

acilirlar (Ross, 2016 ve Celik, 2013).
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Sekil 4: Uterus tabakalari ( http://slideplayer.com/slide/6364127/, Erisim tarihi:
24.07.2016).

4.1.1.4. Vajina

Serviks uteri ve vestibulum vajina arasinda oblik olarak uzanan, zardan yapilmis
kadin cinsel birlesme organidir. Arkasinda rektum ve canalis analis, Oniinde mesane
ve liretra yer almaktadir. Vajina ile serviks uteri arasinda forniks vajina denilen ¢ikmaz
yer almaktadir. Vajina 6n ve arka duvarlar1 bulunmaktadir. On duvar arka duvara gére
daha kisadir. Vajinanin uzunlugu ortalama olarak 8-10 cm kadardir. Vajina
duvarlarinda uzunlamasina seyreden kabarik yapilar bulunmaktadir. On duvarda
bulunana kolumna rugarum anterior, arka duvarda bulunana kolumna rugarum
posterior ad1 verilmektedir. Bu yapilardan yanlara dogru uzanan mukoza kivrimlarina

rugae vajinalis denir (Celik, 2013).

Yapist: Vajina en dista tunika spongiosa, ortada tunika muskularis ve i¢te tunika

mukozadan olugsmaktadir.

Vajina mukozast agik kirmizi renkte olup daima 1slak ve kaygandir. Uterustan
gelen salgilar bu 1slaklig1 ve kayganligi saglamaktadir. Vajina pH’si 4-4,5 arasindadir

ve salgi bezi bulunmaz. pH dolayisi ile spermiyumlar bu ortamda uzun siire canl
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kalamazlar. Ayrica bu ortam bakterilere karsida bir koruma olusturmaktadir. Vajina
kas tabakasi oldukc¢a zayif olmakla beraber bunun disinda bulunan bag doku tabakasi

paracolpium olarak adlandirilir (Celik, 2013).

Vajinanin beslenmesini a.uterina’dan ¢ikan a. vaginalis saglar. Ayrica a.
vaginalis; a. uterina, a. vesicalis inferior ve a. rektalis media ile anastomoz yapar. Bu
anastomoz ile de vajina beslenmesine katkida bulunulur. Venleri ise uterus alt kisma,
mesane ve rektumdan gelen venler ile pleksus vajinalis ado verilen bir ag yapisi
olusturur (Celik, 2013).

4.1.2. Kadin D1s Genital Organlar

Urogenital diaphragmanin ve arcus pubicus’un asagisina yerlesmis organlardir.
Bu organlarin hepsine birden vulva denilmektedir ve mons pubis, labium majus
pudendi, labium minus pubendi, Klitoris, bulbus vestibuli, glandula vestibularis

majoris, ve glandula vestibularis minosir olarak siralanmaktadirlar (Sekil 5).

Mons pubis: Symphysis pubis 6n bolgesindeki deri altt dokusunun kalinlagmasi
ile ortaya ¢ikar. Erigkinlerde bu bolgede pubes adi verilen killar ¢ikar.

Labium major: Genitial agiklig1 distan sinirlayan ve mons pubisten perineuma
kadar uzanan deri plikasina denir. Koyu renkli olup iizerinde killar bulunmakla beraber
erkek tlizerme sistemindeki skrotuma karsilik gelir. Her iki taraftaki labium majuslarin
on uglar birleserek commissura lobiorum anterioru arka uglar1 birleserek commisura

labiorum posterioru olusturur.

Labium mindr: Kizilimtirak renkli iki kiigiik deri plakasi olan bu yap1 labium
majus pubendi’lerin arasinda bulunur. Yag bulundurmaz. Erkek iireme sisteminde

penis derisine karsilik gelmektedir.

Vestibulum Vaginea: Iki labium minus arasinda kalan araliktir. Bu bdlgeye ostium
vajina, ostium {iretra externum ve oldukga fazla sayida glandula vestibulares minores

acilir.
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Klitoris: Erektil bir yapi olmakla beraber erkek iireme sistemindeki korpus

kavernozum penise karsilik gelmektedir (Sekil 5).

Bulbus vestibuli: iki tane erektil doku kitlesidir ve 2,5 cm uzunlugunda olmakla

beraber vestibulum vajinanin iki yanina yerlesmistir.

Glandula vestibularis major (Bartholin bezi): Bulbus vestibulinin arkasinda
yerlesmis bezelye biiylikliiglinde iki tane bezdir. Labium minus pubendi ile himen

arasina bezin salgi kanali agilir.

Glandula vestibularis minor (Skene bezi): Cok sayida, kiiciik vestibulum vajinaya

acilan bezlerdir. Erkekteki prostat bezinin karsiligidir (Celik, 2013).

Mons pubis
Clitoris \ Urethra

Frenulum of clitoris —__ X S Skene's gland orifice

Vulvar vestibule Labium majus

Labium minus

Bartholin's gland

Vagina
(greater vestibular gland) —

Posterior fourchette

‘ lin's gland orifice
Posterior introitus
Anus Hymenal ring

Sekil 5: Vajina ve kisimlari (
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Vulvar+Vestibulitis&lang=4
, erisim tarihi: 24.07.2016).
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4.2.  KADIN UREME DONGUSU
4.2.1.Hormonal Kontrol

Hipofizin 6n bolgesinden salgilanan gonadotropik hormonlar olan FSH ve LH
overlerdeki degisiklikleri kontrol ederler. Oositler gonadotropik hormonlarla
uyarilmadiklarinda inaktif halde bulunurlar. Hipofiz bezinin bu hormonlar1 salgilamasi
9-12 yaslarinda artis gosterirken 11-15 yaslarinda FSH ve LH seviyesi en yiiksek
diizeye ulasir. Bu gonadotropinlerin seviyesi, pozitif ve negatif geri bildirim
mekanizmasiyla overlerden salgilanan Ostradiol, progesteron ile glikoprotein olan
inhibin A ve inhibin B ile kontrol edilir. inhibin A ve inhibin B yalnizca hipofiz
bezinde etkili iken progesteron ve 17B-0stradiol hem hipofiz hemde hipotalamus
tizerinde etki gosterirler. 17B-0stradiol esas Ostrojen hormonu olmakla beraber daha az
etkisi olan dstron da énemli miktarda iiretilir. Ostrojen follikiillerde oosit etrafinda
bulunan graniiloza hiicreleri ve korpus luteumdan salgilanir. Ovulasyonun Oncesi
artmig Ostrojen pozitif geri bildirim mekanizmasi ile kan LH diizeyinde 6-10 ve kan
FSH diizeyinde 2-3 katina kadar yiikselise sebep olur. 17B-0stradiol, GnRH salgi
sikligt ve miktarindaki artislara hipotalamusa etki ederek olur. Ostrojen ve
progesteron, gonadotropiklerin salgilanmasi iizerine sinerjik bir geri bildirim etkisini
menstrual dongiiniin sekretuvar evresinde yapar. Ostrojen negatif geri bildirim
etkisinin primer yeri hipofiz bezidir. Negatif geri bildirim etkisiyle korpus luteum

regresyonu sonucu dstrojen ve progesteron diizeyi azalir (Celik, 2013).

Hipotalamusun medyobazal bolgesinin arkuat ¢ekirdeklerinden salgilanan GnRH
kadin cinsel davraniglarini belirler. Arkuat ¢ekirdek fonksiyonlarinin limbik sistemden
gelen cesitli uzantilarla degismesiyle menstrual dongii etkilenir. Over hormonlari
hipotalamustan GnRH uyar1 frekansinin degismesi ve hipofizin kendisinden salinan
gonodotropin sekresyonu uyaran GnRH potansiyelini etkileyerek gonadotropin
salinimin1 azaltabilir. Folikiil stimiile eden hormonun saliniminin inhibe olmasi,
Ostradioliin liiteinizan hormonun salinimini arttirmasiyla olur. Diger yandan da inhibin
A ve B ‘de FSH salgilanmasini azaltir. Overlerde ovulasyondan sonra fazlaca
progesteron salinimi yapilir. Progesteron hipotalamik opioid aktivitesini arttirir ve LH
tiretimini azaltan FSH iiretimini arttiran GnRH dalga salgisin1 yavaglatir. Luteal fazin
ortasinda inhibin A piki olusurken, follikiiler fazin erken doneminde inhibin B piki

olusmaktadir. FSH biyosentezinin erken follikiiler faz diizeylerine gore baskilanmasi,
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inhibin B diizeyindeki artigin aktivin sinyalini kapatarak hipfiz gonadotropinini
etkilemesiyle olmaktadir. FSH diizeylerinde yeniden artis1 saglayan ortami, luteal

fazin sonunda inhibin A’daki artig saglamaktadir.

Gonadotropinlerin diizeylerinin en belirgin oldugu zaman menstrual siklusun tam
ortasina denk gelir ve ovulasyon donemi ile ortiisiir. LH ve FSH hormonlarinin 6n
hipofizden pulsatif olarak salgilanmasini hipotalamustan pulsatif olarak salgilanan
GnRH uyarir. GnRH salgis1 norepinefrin, f-endorfin, serotonin, dopamin tarafindan
diizenlenir. FSH ile LH follikiillerdeki G-protein ile iliskili reseptorlere baglanarak
over kokenli progesteron ve Ostrojen iiretimini arttirir. FSH, follikiiler gelisimine
katkida bulunurken LH, follikiiler fazin sonuna dogru reseptdr sayisini arttirarak
follikiiler hiicrelerde FSH’1n yerini alir. Gonadotropinlerden 6zellikle FSH’1n kandaki
seviyesinin diigmesiyle graniiloza hiicreleri 6liir ve follikiiller atreziye ugrar. LH
ovulasyonun ger¢eklesmesini saglayarak korpus luteum olusumuna katkida bulunmus
olur. Boylece Ostrojen ve progesteron iiretimi desteklenmis olur. Teka interna
hiicrelerindeki LH reseptorlerinin aktive edilmesiyle graniiloza hiicrelerinde 17f3-
stradiole aromataz enzimi ile ¢evirmek i¢in gerekli olan androstenedionun yapimini

uyarir (Sekil 6) (Celik, 2013).
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Sekil 6: Disi menstruasyon dongiisiiniin hormonal kontrolii.

https://classconnection.s3.amazonaws.com/179/flashcards/3995179/png/flashcard_do
wnload-14616F1F2AF65D0A951.png. Erigim tarihi: 10.08.2016

4.2.2. Ovaryan Dongii

Insan menstural dongiisiinde, iireme dénemindeki kadinda (puberteden menapoza
kadar) yaklasik 20 follikiill ovaryumda gelisir. Ancak ovaryumda yer alan bu
follikiillerden yalmizca biri ovule olur. Kalan follikiiller ise atreziye ugrarlar.
Follikiillerin atreziye ugrama mekanizmalar1 hala ac¢ik degildir fakat bilinen bir teoriye
gore ovulasyona ugrayan follikiil daha fazla FSH ile kars1 karsiya gelmektedir ve
bunun sonucunda FSH follikiil biiylimesini stimiile etmektedir. Dolayisiyla rakiplerine

gore ovulasyona ugrayan follikiil daha biiyiik, daha vaskiiler, daha fazla graniiloza
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hiicresine ve FSH reseptoriine sahiptir. Ayni zamanda, se¢ilmis olan follikiilde
Ostrojen salgilanmasi artar ve hipofiz bezinden FSH salgilanmasi negatif geri bildirim
ile inhibe edilir. Boylece diger follikiiller FSH’tan mahrum kalirlar ve dejenere olurlar.
Bunun yaninda GnRH’inda follikiiler atrezide gorev aldig diisiiniilse de bu heniiz
acikliga kavusmamistir (Jones E. R ve ark. 2013) Menstrual kanamanin baglamasi ile
menstrual dongiiniin birinci giinii baglamis olup bu follikiiler donem dominant bir
follikiiliin biiyliylip geliserek ovulasyona hazir hale gelene kadar devam eder. Siklusun
14. giiniinde Ostrojen kaynakli LH artisindan 36 saat sonra ovulasyon gerceklesir ve
bunun sonucunda geriye ovulatuvar follikiilde korpus luteum kalir. inhibin A,
Ostradiol, progesteron gegici bir endokrin organ olan korpus luteumda iiretilir. Luteal

doénem korpus luteum gerilemesi ile son bulur (Sekil 6) (Sadler, 2011).

4.2.3. Follikiiler Dénem

Bu siiregte inhibin B ve 17B-0stradiol yiiksek miktarlarda iiretilir bu durum LH
salgilanmasini indiikler ve follikiil gelisimi ile ovulasyon uyarilmis olur. Ayrica
yiikselen Ostradioliin hipotalamusa etki etmesi ile gonadotropik hiicrelerin GnRH’a
cevap vermesi sonucu Ostradiol seviyesi pozitif bir geri bildirim mekanizmasi ile artis
gosterir. Bu sirada GnRH reseptor sayisinin artmasiyla GnRH piki meydana gelir.
Bunun yami swra GnRH duyarliligini arttirarak pozitif geri bildirim saglayan
progesteron, GnRH salgisinin artmasini saglayarak noropeptid Y salgilanma sikligini
arttirmis olur. Follikiiler ddnem boyunca inhibin B seviyesi artis gostermekler beraber
LH’1n pik yapmasi ile kisa siireligine azalir ve ovulasyondan iki giin sonra yeni bir pik
meydana getirir. Inhibin A seviyesi ise ancak LH ve FSH’in pik yapmasi ile geg
follikiiler donemde artis gdstermekle beraber luteal fazin ortasinda maksimum diizeye

ulagsmadan hemen 6nce kisa siireligine azalir (Celik, 2013).

4.2.4. Luteal Donem

LH diizeyindeki yiikselis ovulasyona sebep olur ve korpus luteum yasamasi i¢in
gereklidir. Ovulasyon sonucunda korpus luteum gelisir ve kan dolasgimindaki ytisksek
diizeydeki progesteron LH salinimin1 baskilar ve bu negatif geri bildirim mekanizmasi
hem hipotalamusu hem de hipofizi etkilemektedir. Progesteron hipofizden GnRH
reseptOr sayisini azaltir ve hipotalamustan ise GnRH artisin1 bloke eder. Bunun

yaninda FSH ve LH’ 1 alt iinitelrine ait gen ekspresyonlari azaltir. GnRH ve LH
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dalgalarmin siklig1 progesteronun etkisi altindayken 3-4 saatte pik yapar. Ayrica
progesteron tarafindan olusturulmus negatif geri bildirim ile ikinci bir LH artisi
engellenir ve luteolizis geciktirilmis olur. Bu durumda bir plasental hormon olan insan
koryonik gonadotropin (hCG) ile uyarilmayan korpus luteum kiiciilmeye baslar.
Luteal faz boyunca inhibin B diizeyi diisiik kalir. Luteal-follikiiler ge¢is doneminde
dongii ortas1 FSH pik yaptiktan dort giin sonra inhibin B seviyesinde artig gézlemlenir.
Luteal donem boyunca graniiloza hiicrelerinden inhibin A salgilanir ve seviyesi luteal
faz boyunca progesteron ve Ostradiol ile senkronize bir sekilde azalir ve erken
follikiiler donem boyunca diisiik seviyede kalir. LH artis1, mayoz boliinmeyi yeniden
baslatir, follikiil duvarinin luteinizasyonuna ve ovulasyona neden olur (Sadler, 2011

ve Celik, 2013).

4.2.5. Oogenez Ve Dominant Follikiiliin Gelisimi

Follikiil gelisimi ve dominant follikiilin olusmasi gonadotropine bagimsiz
(preantral) ve gonadotropine bagimli (antral ve graafian) olmak iizere iki asamadan
olugsmasina ragmen fonksiyonel bakimdan asagida belirtildigi izere daha alt boliimlere

ayrilarak ovaryan déngii tamamlanmaktadir.

. Arestteki primordial follikiil

. Biiyiiyen preantral (primer ve sekonder) follikiil
. Biiyliyen antral (tertiary) follikiil

. Dominant (preovulatory, graafian) follikiil

. Preovulatuar donemdeki dominant follik{il

. Korpus luteum (gebelikte ve gebe olmayan kadin)

~N O O B W N P

. Atretik follikiil

Primordial Follikiil: Follikiiler gelisimin ilk asamasini temsil eder. Fetal donemin
3. aymndan itibaren izlenmeye baglarlar. Follikiillerin biiylik bolimiinii olusturan
primordiyal follikiiller, korteksin stromasinda hemen tunika albuginea altinda yer
alirlar. Bu follikiiller immatiir bir oosit (primer oosit) ve ¢evresinde yer alan tek sira
yasst hiicrelerden olusan kiiciik follikiillerdir. Yasst follikiil hiicreleri birbirlerine
desmozomlarla baglidir. Bu hiicrelerin altinda bazal lamina uzanir. Yaklasik 25-30

mikron c¢apindaki oositler, genis vezikiiler ¢ekirdege sahip, belirgin bir veya birden

21



cok cekirdekcik igeren yuvarlak hiicrelerdir. Organelden zengin olan bu hiicrelerde
elektron mikroskobik olarak belirgin bir Golgi kompleksi, yaygin bir endoplazmik
retikulum, bol mitokondriyon, lizozom ve annuler lameller goriilir. Golgi
kompleksinin membranlart ve vezikiillerinin, graniiler endoplazma retikulumu
keselerinin, mitokondriyon ve vezikiillerin yogunlastig1 sitoplazma bdoliimleri 151k
mikroskobik diizeyde Balbiani cisimleri olarak goriiliir. Puberteden sonra follikiillerin
ileri gelisimi oositin ve follikiiler epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve follikiilii saran

stromanin degisimi ile devam eder (Sekil 7).

Antral doneme (2 mm) fotal hayata ve yeni dogan donemine biiyiiyerek giren
pimer follikiil bu donemde gonadotropin bagimsizdir. Primordial follikiilde tek tabaka
halinde graniiloza hiicre tabakas1 bulunmakla beraber bu hiicreler oositin beslenmesini
saglamaktadir. Bunun yaninda oositin mayozun profaz I asamasinda kalmasini
saglayan oosit maturasyonu inhibe edici faktor salgilamasini da bu hiicreler
yapmaktadir. Bu faktor oositlerin olgunlagmasini baskilmaktadir. Follikiil gelisiminde
ilk basamak, oositin genislemesi sonucu ¢ap1 2-3 katina ¢ikar ve primer follikiil
meydana gelir. Burada yassi epitel mitoz boliinme gegirerek kiiboidal epitel haline

gelir ve primer follikiil olusmus olur (Celik, 2013).
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https://classconnection.s3.amazonaws.com/245/flashcards/2198245/jpg/oocyte13664
96131622.jpg, erisim tarihi: 10.08.2016

Primer follikiiller: Follikiillerin biiyiimesi primer oositin, follikiil hiicrelerinin ve
follikiilleri ¢evreleyen stromanin biiylimesi ile gerceklesir. Primordiyal follikiillerin
yassi hiicreleri geliserek, 6nce kiibik daha sonra prizmatik hiicrelere doniistirler (Sekil
8). Follikiil hiicreleri tek katli kiibik hiicreler haline geldiginde follikiile unilaminar
primer follikiil denir. Immatiir oosit biiyiirken ¢evresine glikoproteinleri ve

glikozaminoglikanlar salgilar. Periodik asit shiff (PAS) boyasi ile kuvvetli pozitif
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boyanan bu bolge zona pellusida olarak isimlendirilir. Zona pellusida, oosit yaklasik
50-80 mikron capima ulastiginda goriilmeye baslar. Oositi ¢evreleyen hiicreler
cogalarak ¢ok katli bir epitele doniisiirler. Bu epitele stratum graniilozum denir. Tek
katli prizmatik veya ¢ok katli prizmatik epitel i¢eren farkli biiyiikliiklerdeki follikiiller
de primer follikiil olarak degerlendirilir. Tek katl1 bir epitel iceren follikiil unilaminer
primer follikiil olarak isimlendirilirken; stratum grantilozum olarak da isimlendirilen
cok katlhi bir epitel igeren follikiile multilaminer primer follikiil denir. Graniiloza
hiicreleri arasinda yaygin gap junction tipi baglantilara rastlanir. Follikiilde bu
degisiklikler olurken, bag dokusunda da bazi degisiklikler yasanir. Stroma, follikiil
cevresinde teka follikiilii olarak isimlendirilen siki dokuyu olusturur. Stratum
graniilozum ile teka arasinda camsi membran olarak bilinen bir bazal membran yer
alir. Teka follikiilii daha sonra kan damarlarindan zengin teka interna adi verilen i¢
tabakayi, kollajen liflerden ve diiz kas hiicrelerinden zengin teka eksterna adi verilen
dis tabakayr olusturur. Teka internada steroid salgilayan hiicreler, fibroblastlar,
kollajen lifler ve kiiciik kan damarlari bulunur. Teka internanin endokrin hiicrelerinden
LH’la stimulasyonu takiben 0strojenlerin prekiirsorleri olan androjenler sentezlenerek
salgilanir. Androstenedione teka interna hiicrelerinden salgilandiktan sonra, graniiloza
hiicrelerinden FSH etkisi ile {iretilen bir enzim olan aromataz ile Ostrojene
donustiirtliir. Follikiili ¢evreleyen stromaya donen Ostrojen, damar yolu ile biitiin

viicuda dagilir.

Primer follikiil gelisimine devam ederken, oosit de olgunlasir. Balbiani bolgesinde
yogunlasmis olan Golgi kompleksi sitoplazmaya yayilir. Serbest ribozom,
mitokondriyon, vezikiill ve multivezikiiler cisimlerin sayilar1 artar, graniiler
endoplazma retikulumu yayginlasir. Memelilerde plazma membraninin hemen altinda
kortikal graniiller denen graniiller goriilir. Bu graniillerin proteazlardan zengin

icerikleri oosit spermiyumla karsilaginca salgilanir.

Oosit membranmin olusturdugu mikrovilluslar oosit ile graniiloza hiicreleri
arasindaki perivitellin araliga uzanir. Graniiloza hiicrelerinin ince uzantilari da oosite
dogru uzanarak mikrovilluslarinin aralarina karisir, bazilari plazma membranina

sokulur.
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Sekonder follikiil: Stratum graniilozum 8-12 hiicre katina sahip ¢ok katli prizmatik
epitele doniisiince bu hiicreler arasinda seffaf bir sivi ile dolu diizensiz bosluklar ortaya
cikmaya baslar. Bu follikiile artik sekonder follikiil (vezikiiler follikiil) denir (Sekil 8).
Bu bosluklar birbirleri ile birleserek antrum adi verilen biiyiik bir boslugu
olusturacaktir. Sekonder follikiiliin antrumu hiyaluronik asitten zengin follikiil
stvisinin igerir. Bu donemde oositin ¢ap1 250 pm ulasir. Follikiiliin gelisimi devam
ederken, follikiil i¢inde biriken sivi artip antrum genisledik¢e bir grup graniiloza
hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis olan oosit follikiiliin bir kenarina itilir. Oosit ve
cevresindeki graniiloza hiicreleri follikiil limenine dogru kumulus ooforus adi verilen
hiicre toplulugunu olustururlar. Ooositi ¢evreleyen graniiloza hiicrelerine ise korona
radiyata adi verilir. Bu gelismelere paralel olarak follikiil, tersiyer follikiil sathasina
ilerler. Korona radiyata hiicrelerinin yiizeyindeki mikrovilluslarla, oosit yiizeyindeki
mikrovilluslar arasinda gap junction tipi baglanti kompleksleri bulunur. Gap
junction’lar konneksin adi verilen i¢ zar proteinlerinden olusurlar. Alt1 adet konneksin,
hiicre zarimi kateden i¢i bos silindirik bir yapt olan konneksonu olusturur. Komsu
hiicrelerdeki konneksonlarin ucuca diizenlenimi iki hiicrenin sitosolii arasinda iletisim
icin 1,5-2 nm c¢apinda dogrudan bir kanal olusumuna neden olur. Konneksonlar kiime
olusturma egiliminde olup 0,3 mm ¢apinda yamalar olustururlar. Bu baglanti birimleri
hiicreler arasinda ¢ap1 1,2 nm kadar biiyiik olan kalsiyum ve cAMP gibi molekiillerin
bile hareketini kolaylastirir. Kalsiyum konsantrasyonu arttigi zaman konnekson
kanallar1 kapanir. Bu baglant1 birimi komsu hiicreler arasinda kimyasal ve elektriksel

uyarimdan sorumludur.

Oosit ile graniiloza hiicreleri arasinda heterolog gap junction’lart olusturan,
konneksin 37’nin kodlanmasii saglayan Gap junction alfa 4 proteininin (Gja4)
delesyonu follikiiler gelisimin preantral sathada arrestte kalmasma neden olur.
Boylece mayozun tamamlanmasi engellenmis olur. Konneksin 43 ise graniiloza

hiicreleri arasinda homolog gap junction olusumunu saglar (Sekil 8).
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Sekil 8: Oosit graniiloza hiicreleri arasinda bulunan gap junction’lar.
https://cellbiology.med.unsw.edu.au/cellbiology/index.php/2011_Group_2_Project,
erigim tarihi: 10.08.2016.

Interselliiler ortamda PAS+ boyanan Call-Exner cisimleri olarak ismlendirilen bir
materyal goriiliir. Graniiloza hiicreleri tarafindan tiretilen bu materyal hiyaluronik asit

ve proteoglikanlardan zengindir.

Tersiyer follikiil veya Graaf follikiilii: Follikiildeki biiylime devam ettik¢ce ovum
da geliserek ovulasyondan hemen once birinci olgunluk bdliinmesini bitirir. Tersiyer
follikiil veya Graaf folikiilii olarak isimlendirilen bu follikiiliin i¢indeki oosit artik
sekonder oosittir. Antrum boslugunu ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinden olusan ¢ok
katli hiicre tabakasina membrana graniiloza da denir. Bu donemde kumulus ooforus
belirgindir. Biiyiikliigli 10 mm’ye ulagan follikiil ovaryum yiizeyine dogru kabarir.
Oosit ve oositi ¢evreleyen hiicrelerin diger granuloza hiicreleriyle olan baglantilari
gevser. Boylece oosit atilmaya hazirlanir. Bu donemde teka tabakasinda da
degisiklikler yasanir. Teka interna hiicreleri sitoplazmalarinda lipid biriktirerek steroid
sntezleyen hiicre 6zelligi kazanirlar. LH ile stimiile edilen bu hiicrelerden salgilanan
andojenler daha sonra Ostrojenlere doniisiir. Andojenlerden bir kismi agraniiler
endoplazmik retikulumunda FSH etkisi ile dstrojenlere déniistiiriiliir. Ostrojenler
granuloza hiicrelerinin cogalmasini stimiile eder (Celik O, 2013;Kierszenbaum, 2006;

Sadler, 2011 ve Monniaux ve ark, 2016).

Overin gelisimi ve varligini siirdiirmesi hipofiz gonadotropinlerine bagli olmasina

ragmen, arrestteki primordial follikiillerin gelisme siirecine gecisleri gonadotropin
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bagimsiz ve diger faktorlere bagli bir sekilde olmaktadir. Hem follikiiler hiicreler hem
de oosit tarafindan salinan intraovariyan parakrin faktorler arrestte olan follikiiliin
gelisme asamasina gegisini saglar. Somatik hiicreler ile germ hiicreleri arasinda
fonksiyon goren intraovariyan parakrin faktorler; biiyiime faktorleri (insiilin benzeri -
biiyiime faktorii-1 (IGF-1), epidermal ve fibroblast biiyiime faktorleri ve interlokin 1-
B olarak siralanabilir ve hiicreler arasindaki bilgi ve madde aligverisi gap junctionlar
araciligr ile olmaktadir. Follikiillerin 2-5 mm boyutuna ulagmasi ile %50’si
apoptozdan kurtulur ve se¢ilmis biiylime donemine girer. Bir hafta ya da biraz daha
uzun siireli bilylimenin ardindan follikiillerden bir tanesi ovulasyon 6ncesi daha hizl
biiylimeye baslar. Diger follikiiller ise baskilanir ve apoptoz ile atreziye girerler.
Gelisen follikiilerden yalnizca birinin dominant hale gelmesinin mekanizmasi tam
olarak agik degildir. Ancak biiyiiyen follikiilin kendisi pozitif geri bildirimdeki
fazlaliga cevap olarak daha ¢ok dstrojen salgilar ve bdylece hipofizden salinan FSH
azaltilir ve diger follikiillerin atrezisi saglanmis olur. Apoptozdan kurtulan antral

follikiil, ovulasyondan 85 giin 6nce gerceklesir (Sadler, 2011 ve Celik. 2013).

Gonadotropinlerin diizenledigi biliylime doneminde follikiil hizla biiyiir.
Androjeni 0strojene doniistiiren aromataz enzimi dominant follikiilde FSH tarafindan
indiiklenir ve bdylece Gstrojen tiretimi arttirilir. Ayni1 zamanda follikiiler s1v1 yapimini,
hiicre proliferasyonunu ve LH reseptdr ekspresyonunu uyarir. Ovulasyon ile primer
follikiil gelisimi arasinda 10-14 giinliik zaman fark: vardir. Follikiil igerisinde serbest
kalan Gstrojen FSH reseptor sayisinin artmasina neden olur. Bdylece pozitif bir geri
bildirim olusarak graniiloza hiicreleri 6n hipfizden salinan FSH’a kars1 asir1 duyarh
hale gelir. FSH ve Ostrojen birlikte LH reseptorlerini uyarir. Boylece LH etkisine de
maruz kalan follikiil sekresyon miktarmi arttirir. On hipofizden LH salgisinin artmasi
teka hiicre olusumuna neden olmaktadir. Tiim bu sebeplerle follikiil beklenenden daha
hizli biiyiir. Ovulasyon aninda follikiil 1,5-2,0 cm capina ulasir. Oosit preantral
gelisme doneminde biiylimeye baslar ve hiicresel ve salgisal proteinler iiretir. Oosit
oncelikle ekstraselliller matriks glikoproteini olan ve zona pellusidanin yapisina
katilan ZP1, ZP2 ve ZP3 {iretimine baslar. Fertilizasyon sirasinda spermlerin tiire 6zgii
olarak oosite baglanmasini1 zona pellusida saglamaktadir. Zona pellusida araciligi ile

graniiloza hiicreleri ve oosit hiicresel islemleri gap junctionlar araciligt ile devam
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ettirirler. Ayrica oosit follikiil hiicresi farklilasmasi ve gelisimi i¢in parakrin faktorler

salgilamaktadir.

Follikiiler gelisme doneminde, oosit birinci mayoz bdliinmenin tamamlanacagi
bliyime donemine girer. Mayoz boliinmenin yeniden baslamast LH artis1 ile
gerceklesir. LH olgunlasmis follikiillerde follikiilogenez ile beraber gen
ekspresyonunu sonrandiracak etki yapar. Graniiloza hiicre proliferasyonunu kontrol
eden genlerin (IGF-1, FSH, siklin D2 ve 0Ostrojen reseptorleri gibi) (Sekil 6)
transkripsiyonu ve kodladiklar1 steroidojenik enzimler LH aracilig1 ile olan hiicre igi
cAMP artisini hizla etkisiz hale getirir. Ayrica LH luteinizasyona (protein kinaz, hiicre
dongili inhibitorii, steroidojenik akut regulatuvar protein, P450scc) ve ovulasyona
(siklooksijenaz-2 ve progesteron reseptoril) dahil olan genleri indiikler. Bu asamada,
mRNA sentezi tamamen durur ve mayozun son evresi tamamlandiginda oosit fertilize
olduktan 1-3 giin sonrasina kadar yeniden baslamaz (Celik, 2013 ve Plant ve ark.
2015).

4.2.6. Ovulasyon

LH’m maksimum diizeydeki artisi, follikiilde 6nemli degisikliklere sebep olur ve
bunun sonucunda ovulasyon gercgeklesir. Ovulasyondan once, follikiil yilizeyinde
kiictik, acik renkli, avaskiiler bolgede stigma bolgesi agiga ¢ikar. LH piki, graniiloza
ve teka hiicrelerinden sitokinlerle beraber hidrolitik enzimlerin salgilanmasini saglar.
Bu bolgede, yiizey epiteli ve teka bolgesi ince hale gelir ve membrana graniiloza bu
yiizeyde dejenere olur. Follikiiler duvardaki bu incelme ve zayiflama Gstrojen
tarafindan indiiklenmis kollajenaz enzimi tarafindan saglanir (etraftaki bag doku
hiicreleri sentez yapar). Ardindan pargalanmis bag dokusu sebebiyle bir immiin cevap

olusur ve bolgeye beyaz kan hiicrelerinin ve prostaglandinlerin go¢ii s6z konusu olur.

Ardindan oosit membrana graniilozadan ayrilir ve kumulus ooforus ile follikiiler
stv1 igerisinde serbestge yiizer hale gelir. Bunun ardindan follikiiler duvarda yer alan
stigma bolgesinden ¢ikarak serbest hale gelir. Bdylece ovulasyon meydana gelmis
olur. Follikiilin yirtilmasini siklooksijenaz-2, metallaproteinazlar ve plazminojen

aktivatoriin i¢inde yer aldig ¢esitli faktorler saglar. Oosit, kumulus hiicrelerinin dis ve
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i¢ tabakasi ile kalin ekstraselliiler glikoprotein ortii ve zona pellusida ile kaplidir (Sekil
9).

Preovulatuvar evrenin sonuna dogru kumulus hiicrelerine yapisik olan graniiloza
hiicreleri dejenere olur ve antral kavitenin iginde ylizen bir oosit- kumulus
kompleksine doniistir. LH pikine yanit olarak kumulus hiicreleri hiyaluronik asit ve
diger ekstraselliiler matriks maddelerini salgilar. Bdylece fimbrialar tarafindan
kolaylikla tutulmasim1i ve hareket ettirilmesini saglamak igin oosit-kumulus
kompleksinin genislemesi saglanmis olur. Bunun yaninda sperminde oosit-kumulus
kompleksini tarafindan bulunmasi saglanmis olur. Sperm membrana bagli bir

hiyalurinidaz enzimi salgilayarak kumulus hiicrelerini kolayca gegebilecek hale gelir.

Ayrica ovulasyon sirasinda yeni olusacak korpus luteumun beslenmesi igin
graniiloza hiicreleri vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) fibroblast temel
bliytime faktorii (bFGF) gibi anjiyogenik faktorleri salgilar.

Fluid
Granulosa celis
Theca

Cumulus

oophorous )
Zona pellucida
Oocyte

Mature follicle

Sekil 9: Oosit ve kumulus kompleksi. https://www.studyblue.com/notes/note/n/block-
1/deck/4611742, Erisim tarihi: 10.08. 2016.
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LH diizeyinin ovulasyondan 34-36 saat Once artig gostermeye baslamasi ve 9-24
saat once de maksimum diizeye ulasmasi preovulatuvar follikiilde bir dizi olaylari
baglatir. Bu donemler, teka interna ve graniiloza hiicrelerinde cAMP’yi uyarir ve
selektif protein kinaz habercilerinin aktivasyonunu saglar (sekil 7). Follikiiller yirtilma
oncesi bu haberci yolaklar gecici olarak eksprese olan spesifik genlerin
transkripsiyonuna neden olurlar. Bunlarin genleri, follikiillerin yirtilmasi ve
follikiilden korpus luteumun yeniden modellenmesine sebep olan proteazlarin kontrol
ettigi birbirini izleyen benzer hiicre haberci silsilesini baslatir ve degistirir. Bunun
yaninda, LH artis1 mayoz bdliinmeyi baglatarak mayoz II’nin metafaz evresinden sonra
birinci polar cisimcigin hiicre digina itilmesini uyarir. Mayoz boliinme tekrar arreste

ugrar ve fertilizasyon sonras1 ikinci polar cisimcigin atilmasi ile tamamlanir.

Oositin mayoz II’nin metafaz evresinde durdurulmasi c-mos protoonkogen ile
kodlanan ve oositte bulunan pp39™ proteini tarafindan saglanir. Oosit dollendiginde
pp39™* kalsiyuma bagimli bir sistein proteaz olan, kalpain tarafindan 30 dakika

icerisinde etkisiz hale getirilir.

Kadina ait menstrual dongiiniin hangi asamada oldugunun bilinmesi fertiliteyi
arttirmak bakimindan 6nemlidir. Ovulasyonun en 6nemli bulgularindan bir tanesi
termojenik etkisi oldugu bilinen progesteron ile viicut 1sisinin artmasidir. Oositler
ovulasyon olduktan 72 saat sonraya kadar yasayabilmektedirler (Jones ve ark, 2013 ve
Celik, 2013).

4.2.7. Korpus Luteumun Olusumu

LH salgilanmansinda meydana gelen artig ile follikiil yeniden diizenlenir ve
korpus luteum halini alir (Sekil 7).Korpus luteum, biiyiik miktarda graniiloza lutein,
az miktarda teka lutein, immiin, fibroblast ve endotelial hiicrelerden olusmaktadir.
Ovulasyon esnasinda az miktarda kanin antral bosluga girmesi ile korpus hemarajikum
olusur. Bu durum korpus luteumun makrofaj ve mezenkimal hiicrelerce istilasina
neden olmaktadir. Bunun sonucunda da revaskiilarizasyon olusur. Cevre dokulardaki
stromada bulunan kapiller ve fibroblastlar ¢ogalirlar ve bazal laminaya penetre olurlar.
Graniiloza-lutein hiicreleri korpus luteuma transforme olurlar. Gegici bir endokrin

organ siirekli olarak oOstradiol ve progesteron iretip, salgilamakla beraber teka
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hiicreleri kadin cinsel hormonlar yerine testesteron ve androstenedion gibi andojenleri
salgilar. Bu androjenlerin ¢ogunlugu graniiloza hiicrelerinde Ostrojene doniistiiriliir.
Bu hormonlar ovaryan dongiiniin uzunlugunu belirledigi gibi gebeligin ilk
donemlerinde de 6nemli yerleri vardir. Gebeligin ilk evrelerinde plasental hCG korpus
luteumun kiigiilmesini engelledigi gibi korpus luteumun hamilelik korpus luteumuna
donlismesini de saglar. Ayrica relaksin yapimini uyaran hCG, dogum ve laktasyon
hazirliklar1 i¢in gerekli olan biiylime ve yeniden yapilandirmayi saglayan doku
mediyatorleri (uterus, fotal membran, meme bezi ve dogum kanali) ve

metalloproteinazlariin sentezlenmesini ve salgilanmasini diizenler (Celik, 2013).

4.2.8. Luteolizis

Korpus luteumun, regresyonu veya lizisi siirecine luteolizis ad1 verilir. Bu durum
kadin iirme dongiisiiniin sonladiginin gostergesidir. Bu doénemde ilk olarak
fonksiyonel luteolizise neden olan progesteron seviyesinde azalma goriilmekle beraber
korpus luteumun kademeli olarak gerilemsi ile yapisal ve morfolojik luteinizasyon
gerceklestikten sonra kiigiik bir skar doku olan korpus albikans meydana gelir.
Ovulasyondan bir iki giin sonra dollenme islemi gergeklesmezse bu olaylar dizini
ortaya ¢ikar. Fakat dollenme gergeklesirse korpus luteum biiyiir ve gebeligin ilk 2-3
ayinda islevini yerine getirir. Plasenta tarafindan korpus luteumun islevi
devralindiginda korpus luteum yavasca kiiclilmeye baslar (Celik, 2013 ve Sadler,
1996).

4.2.9. Endometriyal Dongiiniin Kontrolii

Uterus gebelik boyunca bebegin gelismesi ve bilylimesi icin 6zellesmis bir
organdir. Bu hazirliklarin ¢ogu endometriyumda ger¢eklesmekle beraber ovaryan
dongiide salinan 6strojen ve progesteron endometriyumun biiyiimesini, degigsmesini ve
dokiilmesi olaylarini kontrol eder. Ancak bu steroid hormonlarin yani sira parakrin ve
otokrin faktorleride bu donemde etkisi vardir. Bu lokal faktdrlerin en 6nemli kaynagi
16kositlerdir (Ross, 2016). Endometruyumdaki 16kosit sayisinda ve tipinde menstrual
siklusun zaman ve yerine gore degisiklik s6z konusu olmaktadir. Implantasyon,
serviks acilmasi ve dogumda 16kositlerin gorevleri vardir. Kemokinler 16kositin lokal
olarak etkili olmasin1 saglar. Endometriyum da bir¢ok fizyolojik ve patolojik olaya

neden olan kemokinler overlerin fonksiyonlar1 (folikiiler gelisim, ovulasyon,
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steroidogenezis, atrezi ve korpus luteum) icin de Onemlidir. Endometriyum
kanlanmasi arterlerin iki tipi ile olur. Menstruasyon kanamasi sirasinda dokiilen
2/3’liik siiperfisyel tabakayir uzun ve sarmal seklinde olan spiral arterler beslerken,
dokiilme olmayan stratum bazale bdlgesi kisa ve diiz olan bazilar arterler tarafindan
beslenir. Miyometriyumda ovaryan dongiiye paralel olarak kas hiicre sayisinda ve
kasilabilme Ozelliklerinde degisiklikler meydana gelir. Menstrual siklus boyunca
endometriyuma ait ti¢ dénem tarif edilir (Sekil 10) (Ross, 2016 ve Celik. 2013).

4.2.9.1. Proliferatif donem

Bu dénem ovaryan follikiiler donem ile es zamanli olarak gerceklesir. Ostrojen
endometriyal epitel hiicrelerinde proliferasyona neden olur ve ovulasyona denk gelen
zamanda Ostradiol ve progesteron reseptdr ekspresyonundaki artisin en yiiksek
seviyeye ulastigt zaman ile karekterizedir. Endometriyumun olgunlasmasimin ilk
donemi embriyo implantasyonu i¢in hazirlik donemidir. Preovulatuvar endometriyal

cogalma, uterus mukozasinin hipertrofisi ile iligkilidir.
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© 2011 Pearson Education, Inc.
Sekil 10: Endometrial Dongu ve sathalarr.

http://droualb.faculty.mjc.edu/Course%20Materials/Physiology%20101/Chapter%?20
Notes/Fall%202007/chapter_22%20Fall%202007.htm. Erisim tarihi: 16.08.2016.

33


http://droualb.faculty.mjc.edu/Course%20Materials/Physiology%20101/Chapter%20Notes/Fall%202007/chapter_22%20Fall%202007.htm
http://droualb.faculty.mjc.edu/Course%20Materials/Physiology%20101/Chapter%20Notes/Fall%202007/chapter_22%20Fall%202007.htm

4.2.9.2. Sekretuvar donem

Endometrial epitel hiicrelerinin progesteron etkisi ile farklilasarak sekretuvar
hiicrelere doniismesi ile tanimlanan bu siire¢ overin luteal donemine denk gelmektedir
(Sekil 10). Sekretuvar donemde implantasyon penceresi olarak adlandirilan
embryonun implantasyonu i¢in kisa bir kabul donemi mevcuttur. Bu sirada IL-8 ve
MCP-1 sekresyonunda azalma meydana gelmektedir. Sekretuvar dénemin sonuna
dogru yiikselen progesteron seviyesinin baskilayici etkisinin belirtisi olarak Ostrojen
reseptoriiniin - glandular ekspresyonu belirgin olarak azalir. Luteal fazin son
zamanlarinda endometriyum 6n hipofiz gibi prolaktin iiretir, ancak endometriyal
prolaktinin fonksiyonu heniiz agik degildir. Progesteron implantasyon sirasinda lokal
inflamatuvar cevabi azaltir. Hamileligin gerceklesmesi durumunda IL-8 ve MCP-1

sentezinde azalma gozlemlenirken IFN-y, PAF ve TNF-a sentezinde artis olur.

4.2.9.3. Menstrual donem

Endometriyumun fonksiyonel tabakasinin proteolizisi ve iskemisi sonucu
endometriyumun dokiilmesi ile karekterizedir. Proteolitik enzimler postovulatuvar
periyodun ilk yarisinda membrana bagli lizozomlarda depo edilir. Menstrual
dongiinlin 24-25. giinlerinde, Ostrojen ve progesteron azalmasi ile bu lizozomlarin
membran biitiinligli bozulur ve bunun sonucunda glandular, vaskiiler endoteliyal ve
stromal hiicrelerin lizisi gerceklesir. Menstrual dongiliniin erken zamanlarinda
endometriyal damarlarin vazokonstriiksiyonu ile olusan iskemi sonucu kapillerin
yirtilmasi ile olusan iskemi sonucu kapillerin yirtilmasi ve kanama meydana gelir
(Sekil 10). Beslenmenin azalmasina bagl olarak ekstreselliiler sivinin azalmasi ve
spiral arterlerin vazokonstriksiiyonu ile endometriyum biiziisiir. Endometriyuma gelen
kanin azalmasi sebebiyle hiicreler oliir ve kanama gerceklesir. Menstrual kanama
sirasinda endometriyumda MCP-1, makrofaj influmatuvar protein 1o (MIP-1a), IL-8
ve RANTES iiretiminde artts meydana gelir. Ek olarak, sekretuvar fazin son
doneminde endometriyumdan prostaglandin F2a yapiminda da artis olur. Bu artis,
dejenere olmus endometriyumun disar1 atilmasina yardimer olmak i¢in lizozomlardan
asit hidrolaz yapimini ve miyometriyal kontraksiyonu artirir. Vazokonstriiksiyon
yavas yavas ilerlerken hasara ugramis damarlardan kan sizarak menstrual kanama

baslar ve sonugta bazal tabaka hari¢ endometriyumun tiimii uterustan dokiilerek kanla
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disar1 atilir. Menstrual kanin biiyiik bir bolimii arterial kokenliyken %25°i ven
kokenlidir. Menstrual kan, prostaglandinler, doku artiklar1 ve endometriyal dokudan
koken alan fibrinolizin igerir. Bu fibrinilozin pihtiy1 erittigi i¢in normal bir menstrual
kanda eger kanama ¢ok fazla olmazsa pihtilasma olmaz. Menstrual kanama ortalama
3-5 giin siirmekle beraber ortalama 30 ml kan kayb1 gergeklesir (Ross 2016; Delilbast,
2008 ve Celik, 2013).

4.2.10. Uterus Serviksinde Dongiisel Degisimler

Serviks uterusun devamui halindedir ancak bir¢ok bakimdan farkliliklarda
gostermektedir. Serviks mukozasi dongiisel olarak dokiilmemesine ragmen servikal
mukusta diizenli bir yenilenme s6z konusudur. Spermlerin daha uzun siire servikste
hayatta kalabilmesi ve uterusa kolaylikla ulasim i¢in dstrojen servikal mukusu daha
ince ve alkali hale getirir. Progesteron ise mukusu daha kalin, hiicrece zengin ve
yapigkan bir hale getirir. Ovulasyon sirasinda mukus ince ve elastitesi daha fazladir

(Celik, 2013).

4.2.10.1. Vajinal dongii
Vajinal epitelyum Ostrojen etkisi altinda kornifiye olmaktadir. Progesteron etkisi
ile kalin bir mukus olusur ve epitelyum prolifere olmakla beraber 16kositlerce istila

edilir.

4.3. YOLK KESESINDEN PUBERTEYE KADAR OOSIT MATURASYONU
Disi ve erkek tireme hiicresi olan gametler, ilk olarak gelisimin 4. haftasinda ayirt
edilebilir ve bu hiicrelere primordial germ hiicreleri (PGH) adi1 verilir. Bu hiicreler
vitellus kesesinin arka duvarindaki endodermden koken alirlar. Primordial germ
hiicreleri gelisimin erken donemlerinde ilkel ¢izginin (Primitive streak) yanindaki
ekstraembriyonik dokular ile bunlarin baglandigi sapta bulunurlar. Burada erken
gelisim siiresince somatik hiicrelerin biiyiik bir kismini etkileyen uyarici etkide
bulunurlar. Primordial germ hiicreleri embriyo gelisiminin 11. basamaginda (25-30
giin) yapisal hiicrelerden biiyiikliikleri ve kromatin igerikleri bakimindan ayrilirlar.
Birgok viicut hiicresi ile karsilastirildiginda 12-20 um capa kadar ulasan biiyiikliikte
oldukga iri hiicrelerdir. Karakteristik olarak zar1 oldukga iyi bir sekilde gbzlenebilen

vezikiiler bir ¢ekirdegi vardir. Bu hiicreler allantoisin hemen 6niinde vitellus kesesi
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duvarinda kaudal bolgede yerlesik durumda bulunur. Hiicreler gelisimlerinin 4.
Haftasiin sonlarina dogru ameboid hareketlerle vitellus kesesi duvarindan dorsal
mezenter aracilifiyla gonadal kabartiya go¢ ederler ve go¢ 6. haftaya kadar devam
eder (Sekil 11). Bu gog sirasinda ameboid hareketler yaninda embriyonun biiyiimesine
bagli yer degisimi sonucunda primordial germ hiicreleri dorsokranial yonde mezenter
icine gecer. Buradan ¢dlomun dorsal agisin1 gecerek genital tiiberkiile ulagir. Genital
tiiberkiiliin go¢ etmekte olan primordial germ hiicreleri sayisi iizerine genis bir alanda
etki ettigi ve gogiin yoniinii belirleyip primordial germ hiicreleri topluluguna destek
konusunda yardimct olduklarina inanilmaktadir. PGH’leri go¢ hareketlerini
tamamlay1p gonadal kabartiya ulastiklarinda embriyo disi karakterdeyse (XX) gonadal
kabartinin dis kismina; erkek karakterdeyse (XY) i¢ kismina yerlestigine dair veriler
bulunmaktadir. PGH’leri 2n kromozomlu ¢ekirdege sahip hiicreler olup mitoz
boliinmeyle c¢ogalma gosterirler ve 1. mayoz bdliinmeye girmeden Once hiicre
siklusunda S fazinda 2n kromozom sayisina karsin DNA miktar1 normalin 2 katidir.
PGH’leri gogleri siiresince mitoz boliinmelerine devam ederler. Gog ettikleri gonadal
kabartida embriyonun cinsine gore spermatogonia veya oogonia’lara farklilasirlar. Bu
hiicrelerde 2n kromozomlu hiicrelerdir. Ama DNA miktar1 yariya indirgenmistir.
Gonadal kabartiya ulastiklarinda gonadin cinsini belirlemek {izere buradaki
mezodermal dokuyu uyararak ovaryum veya testis gelisme sinyallerini olustururlar.
Bircok omurgalida germ hiicrelerinde mitoz, genital primordiuma ulastiklarinda
yenilenmek i¢in erken déonemde ayrildiklarindan sonra durmaktadir. Bununla birlikte
memelilerde duraklama goriilmez ve hiicreler mezonefrik tiiberkiile dogru gerek
giderken ve gerekse ulastiktan sonra iiremeye devam ederler. Bu gogii

tamamlayamayan hiicreler parc¢alanirlar (Sadler,2011 ve Kornbluth ve ark. 2015).
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Sekil 11: 3 haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda allantois baglantisina yakin bir
yerde primordial germ hiicrelerini gosteren sematik ¢izim.

http://www.murattosun.com/faculty/Genel%20Embriyoloji%20(2013)%20Total.pdf ,
Erisim tarihi: 10.08.2016.

4.4. PLASENTA

Maternal ve fetal dokulardan gelisen plasenta; fetusun devamliligini
saglamaktadir. Plasenta koryon frondozumdan olusan fetal ve desidua bazalisten
olusan maternal ylizlerden meydana gelmistir. Bu iki parca, maternal ve fetal
sirkiilasyonlar arasinda maddelerin fizyolojik degisiminden gorevlidir. Fetal gelisimin
cesitli sathalarinda plasenta, fetal organlar fonksiyonel hale gelene kadar bircok
onemli ve dikkat g¢ekici gorevler lstlenir. Bu gorevler gaz alis-verisi, bosaltim,
homeostazisin saglanmasi, hormon salgilanmasi, kan yapimi ve hepatik metabolik

fonksiyonlar olarak siralanabilir.

Olgun plasenta 3 cm eninde, 20 cm ¢apinda ve yaklasik 500 gr agirhigindadir.
Fetal yiiz diiz olmakla birlikte amniyotik zar ile birlesmistir. Maternal kisim ise
desidua bazalisden gelisen plasenta bolmeleri tarafindan 30-35 loba ayrilir ve bu
plasenta bolmeleri koryonik plaga dogru uzanirlar. Her lob birgok kotiledondan
meydana gelmekle beraber her bir kotiledon ana kok villus ve onun dallarindan olusur.
Plasentanin maternal yiize ait olan bdliimii desiduadan olusur. Desidua gebe uterusun
endometriyumuna verilen isimdir. Implante olmus embriyo ile iliskilerine gore
isimlendirilen 3 ayr1 desidua bolgesi bulunmaktadir. Desidua bazalis, plasentanin
maternal igerigini olusturmaktadir. Bunun yaninda desidua bazalis tarafinda bulunan

koryonik villuslar ¢ok 1iyi geliserek koryon frondozumu olustururlar. Desidua
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kapsularis ise gelisen embriyoyu ve koryon kesesini kaplayan yiizeysel bir tabakadir.
Ugiincii kistm olan desidua pariyetalis ise embriyonun olmadig1 uterus boslugunda

bulunan desidua kismidir (Sekil 12).

Plasentanin fetal boliimii koryon frondozum tarafindan olusturulur. Koryon plagi
ve sitotrofoblast hiicre katmanindan koken alan villuslar ise koryon frondozumu
meydana getirirler. Koryon villuslar1 desidua kapsularisin dis yiizeyinin atrofisi

sonucu koryon leve (diiz koryon) adin1 alan diiz koryon olusumuyla sonuglanir.

Koryon frondozum

Gobek kordonu

Desidua kapsularis

Desidua pariyetalis / D N N

Amniyon kesesi

Koryon kesesi

Uterus bosglugu

Sekil 12: Uterus ve fetal membranlar (Kierszenbaum, 2006)

Plasentanin embriyoya bakan yliziinde, merkezde gobek kordonu yer alir. Gobek
kordonu, iki umblikal arter yardimu ile fetiisten plasentaya oksijenden fakir kan akisini
saglar. Oksijen bakimindan zengin kan ise umblikal ven yardimi ile fetiise gelir.

Maternal ve fetal yapilar arasinda bulunan intervill6z alanlarda maternal dolagim

kan1 bulunur. Spiral arterlerin acik ug¢larindan gelen arteryal kan intervilloz alanlar
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boyunca akarak uterus venlerine gelir. Sitotrofoblast hiicrelerden olusan tikaglar ve

arterlerin duvarlarinda bulanan diiz kas hiicrelerinin kontraksiyonu kan akisini kontrol
eder (Sekil 13).
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Sekil 13: Plasentanin anatomisive fizyolojisi (Kerszenbau}n, 20
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Uteroplasental sirkulatuar sistem, sinsityotrofoblastin i¢inde trofoblastik
lakiinalarin olugmasi ile yaklasik 9. giinde gelismeye baglar. Maternal yiiziin
kapillerlerinden gelisen maternal sinilizoidler trofoblastik lakiinalar ile anastomoz
yaparlar. Lakiinalara agilan arteriyal ve vendz kanallarin arasindaki basing farki,
arterlerden venlere dogru akimi saglar ve bdylece primitif uteroplasental dolagim
saglanir. Sinsityotrofoblastin i¢ginde bulunan ¢ok sayida pinositik vezikiil, maternal

damarlardan embriyoya besin transferi oldugunu gostermektedir.

Sitotrofoblastin proliferasyonu, koryonik mezodermin biiylimesi ve kan

damarlarinin gelisimi sirasiyla agagidakileri olusturur.

Primer koryonik villuslar, hizla prolifire olan sitotrofoblatlardan olusurlar.
Sinsityotrofoblastin i¢indeki kanla dolu trofoblastik lakunalara hiicre kordonlar1 ya da
hiicre kiitleleri gonderirler. Primer villuslar gelisimin 11-13. Giinleri arasinda ortaya

cikar (Sekil 14).

maternal
kan

trofoblastik b
lakuinar ag ~

primer
villus

koryonik kavite

embriyonik
disk

Sekil 14: Primer villuslar (Ross, 2016)
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Sekonder koryonik villuslar, mezenkimden meydana gelen bir merkezi bdliim ile
onu cevreleyen bir i¢ sitotrofoblast tabakasindan ve bir dis sinsityotrofoblast
tabakasindan olusmaktadir. Koryonik mezekimden gelen gevsek bag dokusu
tarafindan yaklasik 16. giinde primer koryonik villuslarin invaze edilmeleriyle
olusurlar. Sekonder villuslar koryonik kesenin yiizeyinin tamamin1 kaplarlar. (Sekil

15-a)

Tersiyer koryonik villuslar, iiglincii haftanin sonunda sekonder villuslarin, kendi
bag dokusu yapisindaki merkezi kisimlarinda gelisen kan damarlar ile vaskiilarize

hale gelmeleriyle olusurlar. (Sekil 15-b) (Ross, 2016).

maternal sintizoid

sinsityotrofoblast

sitotrofoblast
sitotrofoblastik kabuk
tersiyer villus

koryon kesesi duvarinda | ; fers
geligmekte olan damarlar || vy

intervilléz bogluk

endometriyum
(desidua)

maternal kan

16. GUN a ' 21.GUN b
Sekil 15: Sekonder (a) ve tersiyer (b) koryonik villuslar (Ross, 2016).

Tersiyer villuslar meydana gelirken villuslardaki sitotrofoblastik hiicreler
sinsityotrofoblastin i¢inden gegerek disa dogru biiylimeye devam eder. Sitotrofoblastik
hiicreler maternal endometriyuma ulastiklarinda lateral olarak biiyiirler ve komsu
villuslardan biiyliyen benzer uzantilarla karsilasirlar. Boylece sinsityotrofoblastin
etrafinda sitotrofoblastik hiicrelerden olusan ince bir tabaka olusur ve bu tabakaya
trofoblastik kabuk denmektedir. Trofoblastik kabuk sadece maternal damarlarin
intervilloz bosluklarla baglant1 yerlerinde kesintiye ugrar. Plasentanin ileri gelisimi

trofoblastik kabugun intertisyel biiylimesi ile saglanmaktadir.
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Villusun bag dokusu yapisindaki stromasinda birkac hiicre tipi vardir. Bunlar
retikiiler hiicreler, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, miyofibroblastlar, mezenkimal
hiicreler, makrofajlar ve hofbauer hiicreler olarak adlandirilan fetal plasental antijen
sunan hiicrelerdir. Fetal plasental antijen sunan hiicreler, fetal kaynakli spesifik villoz
makrofajlardir ve plasental dogal immiin reaksiyonlarda rol oynamaktadirlar. Bu
makrofajlar antijene cevap olarak prolifere olmakla beraber ¢esitli patojenleri tantyip
baglanan 6zel yiizey reseptorlerinin ekspresyonunu arttirirlar. Sitimiile edildiklerinde
yiizeylerindeki MHC-II (major doku uyumlulugu kompleksi) molekiillerinin sayisini
arttirirlar. Erken donemdeki plasentada daha yaygindirlar. Bu hiicrelerde yer alan

vakuoller, lipid, glikozaminoglikan ve glikoprotein igerirler.

Fetal ve maternal kan plasental bariyer tarafindan birbirinden ayrilmaktadir.
Plasental bariyer maternal ve fetal kanin birbirinden ayrilmasi durumu olmakla birlikte
fetal doku tabakalari tarafindan saglanmaktadir. Bu tabakalar plasental bariyerden
madde degisimini kolaylastirmak i¢in dordiincii ayda baslayarak incelirler. Villusun
duvarinin incelmesi, kismen i¢ sitotrofoblast tabakasinin dejenerasyonu ile
gerceklesmektedir. Plasental bariyer; sinsityotrofoblast, kesintili i¢ sitotrofoblast
tabakasi, villusun bag (mezenkimal) dokusu, endotelin bazal laminasi ve tersiyer

villustaki fetal plasental kapillerin endotelinden olusmaktadir (Sekil 16).

Sekil 16: Gebeligin tigiincii trimesterindeki insan plasental bariyeri (Ross, 2016).
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Plasenta, maternal ve fetal dolasim arasinda gazlarin ve metabolitlerin degisim
yeridir. Fetal kan plasentaya bir ¢ift umblikal arter yoluyla girmektedir. Bu arterler
plasentaya girdiklerinde koryonik plakta bircok dal veren ve radial olarak uzanan
birkag dal verirler. Bu damarlarin dallar1 villuslara girerek intervilloz bosluklarla yakin
iliskili yaygin kapiller ag olustururlar. Gazlar ve metabolik iiriinler, iki akimin1 ayriran
ince fetal tabaka tizerinden karsilikli olarak degistirilir. Antikorlar bu tabakay1 gegerek
fetal dolasima katilirlar ve enfeksiy0z ajanlara kars1 pasifik bagisiklik saglarlar. Fetal
kan, arterlere paralel uzanan ven sistemi iizerinden geri doner ve bu venler tek bir

umblikal veni olusturmak tizere birlesirler.

Maternal kan plasentaya bazal plagi penetre eden 80-100 spiral endometriyal arter
ile ulasir. Spiral arterlerden gelen kan intervilloz bosluklarin bazaline akar. Intervilloz
bosluklar dakikada 3-4 kez yenilenen 150 ml civarinda maternal kan igerirler. Spiral
arterlerdeki kan basinci intervilloz bosluklardakinden ¢ok daha fazladir. Her atimda
bosluklara kan enjekte edildiginde bosluklarin derinine dogru yonelir. Basing
azaldiginda kan villuslarin yiizeyine geri akar ve bosluklarin bazalinde bulunan

endometriyal venlere girer.

Kan, villuslarin iizerinden gecerken gazlarin ve metabolik {iriinlerin degisimi
gerceklesir. Normalde su, karbondioksit, metabolik atik {iriinler ve hormonlar fetal
kandan maternal kana gecer. Su, oksijen, metabolitler, elektrolitler, vitaminler,
hormonlar ve bazi antikorlar zit yonde gecerler. Plasental bariyer, alkol, nikotin,
viriisler, ilaglar, eksojen hormonlar ve agir metaller gibi potansiyel olarak tehlikeli
ajanlar1 diglamaz. Be sebeple gebelik sirasinda bu tiir ajanlarin alimindan kagimak

gerekmektedir.

Plasental kan akimi baslamadan Once, embriyonun gelisimi trofoblastlar
tarafindan sentezlenen ya da tasmman metabolik {riinler ile gerceklesir.
Sinsityotrofoblast, glikojen, kolesterol, yag asitleri ve embriyo tarafindan kullanilan

diger trtinleri sentezlenir (Celik 2013, Kierszenbaum 2006, Ross 2016, Sadler 2011).

Plasentada yer alan villozler fonksiyonel birimler olarak adlandirilirlar. Herbir

villoziin dis tabakasi ¢ok ¢ekirdekli sinsityotrofoblastlardan olusur. Bu tabakanin
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hemen altinda tek c¢ekirdekli sitotrofoblastlar yer alir ve kesintili bir tabaka olusturur.
Herbir villozlin stromasi fibroblastlar ve plasental makrofajlardan olusur. Stroma
icerisinde fetal kan damarlar1 endotelyal hiicreler ile ¢evrelenir. Ekstravilloz
trofoblastlar plasental septa ile fetal ve maternal plakalari doldurmaktadir. Ekstravilloz
trofoblastlar maternal desiduaya ve miyometriyumun {igte birlik boliimiine invaze

olurlar. Burada vaskiilarizasyona destek vererek plasentanin kanlanmasini saglarlar.

Endotheliokorial yiizeyde, trofoblast hiicrelerinin invazyonu uterin epitelin yok
olmasmi saglayarak fetal ve maternal bariyerin incelmesini saglar. Invaziv
hemokoryal yiiz, trofoblastlar ile maternal damarlar arasindaki direkt baglant1 ile
karekterizedir. Bunun yaninda birkag tabaka hiicre maternal ve fetal kani birbirinden

ayirmaktadir (Plant ve ark, 2015).

4.5. KOK HUCRELER

Kok hiicreler; 6zellesmemis, siiresiz olarak kendini yenileyebilen, stirekli
boliinme yetenegi sayesinde var olan popiilasyonunu koruyarak gelisim siirecinde
kendisinden sonra gelen progenitdr hiicre popiilasyonunu olusturan, uygun ortam ve
sartlar saglandiginda istenilen somatik hiicre tipine farklilasabilen hiicrelerdir.
Farklanma, ¢ok hiicreli organizmalar1 olusturan hiicrelerin olgunlagsma siirecinde
gecirdikleri bir dizi degisimi tanimlamak i¢in kullanilir. Farklanma sitokinlerin,
biiyiime ve farklanma faktorlerinin, hiicre dis1 matriks proteinlerinin ve hiicrelerarasi

iletisimlerin kombine etkisiyle basarilan karmasik olaylar biitiiniidiir.( Deveci, 2012 )

Doku ve organlarin olusum ve gelisimleri sirasinda kok hiicrelerden olusan
progenitdr hiicreler ve bu hiicrelerden meydana gelen daha alt grup hiicreler zaman
icerisinde farklilasarak bulunduklar1 doku ve organa fonksiyonel ve metabolik

0zelligini kazandirirlar.

Kok hiicrelerin gelisim biyolojisi ve genetik alanlarinda erken donem doku ve
organ gelisimi ile genetik hastaliklarin embriyo asamasindaki etkilerinin
incelenmesinde, farmakolojide yeni ilaglarin gelistirilmesi ve gelistirilme asamasinda
olan ilaglarin memeli modellerinde verimli olarak denenmesi asamasinda,

toksikolojide ve toksik maddelerin tayini ve fetal donemdeki gelisme etkilerinin
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incelenmesinde ve en dnemlisi tibbin yetersiz kaldig1 6liimciil hastaliklarin tedavisinde

yakin gelecekte biiylik oranda fayda saglayacagi ongdriilmektedir.

Son yillara kadar kemik iligi, periferik kan ve gobek kordonu gibi kok hiicre
kaynaklart oldugu bilinirken gilinlimiizde pek ¢ok doku ve organin kok hiicre kaynagi
oldugu yapilan yeni calismalar ile gosterilmektedir. Memelilerde kok hiicreler temel
olarak blastokist evresinin i¢ tabakasindan elde edilebilen embriyonik kok hiicreler ve

cesitli dokularda bulunan eriskin kok hiicreler olarak ikiye ayrilabilir (Can 2014).

4.5.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Implantasyon 6ncesi gelisim dénemindeki bir embriyonun fetiisii olusturucak olan
i¢ hiicre kitlesinin (IHK) trofoektoderm hiicrelerinden ayristirilmasi ve izolasyonu
sonrasinda laboratuvar ortaminda c¢ogaltilmasi ile elde edilirler. Uygun sartlar
saglanildiginda elde edildikleri organizmanin biitiin somatik hiicrelerine
farklilagabilme 6zelligine sahip olan embriyonik kdk hiicreler, bunun yaninda siirekli
ve yapisal bir degisiklik olmadan c¢agalabilirler. Kok hiicreler farklilasabilme
ozellikleri sebebiyle erigkin hiicrelere ©Onemli bir alternatif kaynak olarak

gorilmektedir.

Evans ve Kaufman, fare modelinde ilk kez 1981 yilinda embriyonik kok hiicreleri
(EKH) elde etmislerdir. Insanda EKH eldesini ise 17 y1l sonra bildirilmistir (Thomson
ve ark, 1998). ilk elde edilisinden su ana kadar elde edilen EKH’lerinin hepsi blastokist
asamasindaki insan embriyolarindan elde edilmistir. Ancak son yapilan ¢alismalar
daha erken ya da gec gelisim donemindeki embriyolardan da EKH’lerin elde edildigi

gosterilmistir.

Ayrica EKH’ler elde edildikleri kaynaklara gore bircok genetik gegisli
hastaliklarin erken embriyo evresi modellemesinde de kullanilabilecek son derece
onemli bir kaynaktir. Implantasyon &ncesi genetik tani ile belirli bir hastalig1 tasiyan
embriyolar implantasyon Oncesi donemde embriyoyu olusturan hiicre grubu
igerisinden bir hiicre alinmasi1 ve incelenmesi sonucunda tespit edilebilmekte, boylece
genetik hastali§1 tasimayan embriyolar transfer edilerek ailenin saglikli bir ¢cocuga
sahip olmas1 miimkiin kilmaktadir. insan EKH’lerinin tiim bu potansiyelinin yaninda

tedavi amacl kullanimlarini engelleyen hayvan kaynakl kiiltiir ara¢larmin kullanima,
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doku uyum problemi, timdr olusturma riski gibi ortaya konulmus avantajli olmayan

durumlar vardir. Ayrica etik problemlerde EKH kullanimin1 kisitlamaktadir

Fertilizasyon sonrasi implantasyon olusmasi trofoblast hiicrelerinin uygun sekilde
farklilagmasina ve iglevsel bir plasenta dokusu olusturulmasina baglidir. Sitotrofoblast
denilen ektoderm kdkenli kok hiicreler plasentay: rahim igerisindeki kan dolagimina
baglarlar ve neticesinde ad1 gegen doku gebelik sirasinda gaz, besin maddesi ve atik
maddelerin sirkiilasyonunu saglar. Plasenta ayrica hematopoietik bir organ gorevi de
gormektedir. Farelerde embriyogenez sirasinda plasenta dokusunda karaciger ve yolk
kesesine gore karsilastirildiginda 2-4 kat daha fazla hematopoietik progenitor hiicre
oldugu bildirilmistir. Ayrica, yapilan ¢alismalar bu hiicrelerin yaninda plasentanin
mezenkimal kok hiicrelere benzer morfolojide multipotent kok hiicrelerin varligi tespit
edilmekle beraber c-kit, Thy-1 gibi mezenkimal kok hiicrelere ait yiizey belirtecleri
bulundurduklar1 gozlemlenmistir. Bu hiicreler, vaskiiler endotelyal, pankreatik ve

noéron benzeri hiicrelere doniisebilmektedir.

Insan plasenta dokusu mezenkimal kok hiicre igerir (Igura ve ark, 2004). Ayrica
yapilan diger calismalarla plasenta dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicreler
ile kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicre arasinda belirgin farkliliklarin
olmadig1 gosterilmis olup klinik tedavide kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Aym
zamanda 6zellikle sitotrofoblastlarin invaziv karekterleri ve tiimor olusturma riskleri
g0z Oniine alindiginda bu hiicreler ile gerceklestirilecek potansiyel klinik uygulama
oncesinde ¢ok sayida giivenlik calismasi yapilmasi geregi ortaya konulmustur

(Delilbasi, 2008 ve Can, 2014).

4.5.2. Plasenta Kaynakh Kok Hiicreler

Insan plasentasindan kok hiicre 6zelliklerini irdeleyen ¢alismalar son yillarda artis
gostermistir. Dogumu izleyen birka¢ dakika iginde, etik kaygilar olmaksizin, bu
hiicreleri barindiran dokuya kolayca ulagilabilmesi bu dokulardan elde edilen kok
hiicrelerin  hiicresel  tedavideki yerlerinin ayrintisiyla — degerlendirilmesini

saglamistir(Can 2014).

Plasenta karmasik bir histolojik yapiya sahiptir. Dogumdan sonra inovulasyonla

ayrilan fetiise ait olan pargasi plasentanin temel yapisini olusturur. Desiduaya bakan
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yiizlinde milyonlarca koryon villusunun tersiyer dallanmalar1 yaklasik 35 lob olusturur
ve bunun altinda da bu hiicrelere alttan desteklik gorevi yapan ve fetiise ait kan
damarlarin1 barindiran koryon plakasi yer alir. Koryon villuslarinin {izeri
trofoblastlarin tiirevi olan sinsityotrofoblastlarla kaplidir. Buradan ayrilan trofoblastlar
villus dis1 trofoblastlar olarak sapli veya serbest hiicre kolonlar1 meydana getiriler.
Koryon terimi koryon villuslarinin iizerini orten trofoblast hiicreleri ile birlikte
altindaki mezenkim dokusunu tanimlar. Koryon plakasi ise embriyo disi

mezodermden koken alan embriyoya 6zgii bag dokusu boliimidiir (Can 2014).

4.5.3. Trofoektodermin ileri Gelismesi

Kelime anlami ‘besleyici hiicre’anlamina gelen trofoblast, plasentali memelilerin
erken embriyogenez siirecinde ortaya c¢ikan hiicrelerdir. Bu hiicreler tiirler arasinda
bazi farklar gosterir. Kemiricilerde trofoblast serisi hiicrelerin tipi ve bu sebeple
isimlendirilmesi insandankinden farklidir. Ornegin, farede dev trofoblastlar,
spongiyotrofoblastlar, glikojen hiicreleri gibi isimlerle taninan trofoblast tiirevlerinin

tanimi insanlarda farklidir (Can 2014).

Endometriyum epiteliyle implantasyon sirasinda karsilasan trofoblastlar, kisa siire
sonra sinsityotrofoblast haline gelirler. Epitel ve bazal membranin gegilmesiyle
desidua (gebelikteki endometriyum) ve anneye ait kan damarlariyla karsilasan
sinsityotrofoblastlar hizla cogalarak ilk birkag giin i¢inde embriyonun i¢inde yer aldig:
kiiresel yapinin disindaki ylizey alanini genisletmeye calisir. Desiduanin i¢ine dogru
parmak benzeri c¢ikintilar yaparak ilerleyen sinsityotrofoblastlar, boylece birincil
koryon villuslarin1 disardan saran hiicre tabakasini olusturur. Villuslarin i¢indeyse
embriyo dist mezodermden gelisen embriyo bag dokusu yer almaya baglar. Kisa
zamanda, bu doku igerisinde fetiise ait kan damarlar1 belirginlesir. Ardindan fetiis anne
engeli (fetomaternal bariyer) ortaya ¢ikmaya, yani fetiis ile anne arasinda onemli
miktarda madde ve gaz alig-verisi baglar. Sitotrofoblastlar gebeligin sonuna kadar
varliklarmi siirdiirtirler ve diger trofoblast tiirleri i¢in Oncii hiicre olma gorevini

tistlenirler (Can, 2014).

Gelismekte ve yapisin1 giderek dallandirmakta olan koryon villuslari ya

govdesinden koryon plaskasina bagli olarak ya da serbest sekilde bulunur. Her iki
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koryon villusunun da yiizeyinde bulunan sinsityotrofoblastlarin altinda ikinci bir
trofoblast tiirii olan sitotrofoblast tabakasi geligir. Sonug¢ olarak, villus yiizeyi altta
sitotrofoblast ve onun {izerinde sinsityotrofoblast olmak iizere iki tabakali hiicre
kilifiyla sarilmis olur. Sinsityum (ag, sebeke) yapan bu hiicreler ¢ok ¢ekirdekli olup
tek bir hiicre gibi davranirlar. Sinsityotrofoblastlarin siiratle ¢ogalip villus iizerinde
hiicre kolonlar1 olugturmastyla bir dizi sinsityotrofoblast tiirevi hiicre tipi ortaya ¢ikar.
Villusun govdesinden ayrilip desiduanin  derinliklerine dogru ilerleyen
sinsityotrofoblastlara intertisyel trofoblast denir. Annenin kan damarlarma dogru
ilerleyip spiral arterlerdeki endotel hiicrelerinin yerini alan trofoblastlara ise
endovaskiiler trofoblast denir. Trofoblastlar besleyici maddeleri ve gazlari tastyan,
plasenta laktojeni ve insan koryon gonadotropini gibi hormonlar1 salgilayan ve
gebeligin devami i¢in yasamsal dneme sahip bir organ haline gelirler (Sekil 17) (Can,
2014).
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Sekil 17: Implantasyondan sonra ortaya ¢ikan trofoblast hiicre tiirevleri (Can, 2014).



Trofoblastlar invazif 6zellikleri sebebiyle tiimor hiicreleri ile benzerlik gosterirler.
Yayilimin olmasi gerekenden fazla oldugu gebeliklerde komplikasyonlar ortaya cikar
ve anne ya da fetiisiin 6liimii ile sonuglanabilir. Intertisyel trofoblastlar hiicrelerin
kendine yer agmalari ve desiduanin derinlerine dogru ilerlemeleri i¢in hiicre dist
matriks proteinlerini sindiren proteaz enzimlerini (matriks metalloproteinaz; MMP),
katepsinleri ve iirokinaz plasminojen aktivatoriinii salgilar. Deisdua hiicreleri ise
denge saglamak amaciyla bunlarin engelleyicisi olan proteinleri (metalloproteinazlarin
doku inhibitorleri; TIMP) ve plazminojen aktivatorii inhibitoriinii (PAI) salgilar.
Ayrica, intertisyel trofoblast hiicreler yayilict 6zelliklerini yiizeylerinde bulunan
laminin-5 reseptorii olan aSP1-integrini ile arttirirlar. Epitel hiicrelerinde bir baglanti

proteini olan E-kaderimin ise trofoblast yayilimi sirasinda azaldigi bilinmektedir.

Insanda bulunan trofoblastlarin onemli 6zelliklerinden biri, temel doku
uyumlulugu antijenlerini ve bunlarin reseptorlerini ifade etmiyor olmamalaridir. Bu
sayede desidua ile fetiis arasinda doku reddi ortaya ¢ikmamaktadir. Trofoblastlarda
HLA-A (insan lenfosit antijeni) ve HLA-B smif I genleri sessiz iken, polimorfik
olmayan simnif I molekiillerini kodlayan HLA-G smuf Ib genleri, villus dis1
trofoblastlarda, fetiisiin kilcal damarlarinda yer alan endotel hiicrelerinde ve amniyon
stvist sentezleyen amniyositlerde ifade edilmektedir. Bu nedenle trofoblastlar dogal
oldiirticti hiicrelerin (natural killer) neden oldugu doku reddi yanitini olusturmazlar.
HLA-G, T hiicrelerine antijen sunarken, trofoblastlar1 dogal 6ldiiriicii hiicrelerin

etkisinden korur.

Deneysel olarak trofoblastlar ele alindiginda blastkistteki trofoblastlarin trofoblast
kok hiicresi olarak kullanildigini goriiriiz. Bunun yaninda, ilk trimester plasentasindan
elde edilen ¢ok sayida trofoblast hiicre dizisi bulunmaktadir. Bu hiicrelerin kiiltiirdeki
tretimi i¢in FGF4 ve besleyici tabaka gerekmektedir. Bu etkilesim sayesinde
trofoblastlarda bulunan FGF reseptorii 2, hiicrelerin ¢ogalmasini kontrol eder.
Blastokist evresinde bulunan embriyoda, i¢ hiicre kitlesi hiicreleri FGF salgilayarak
trofoblastlarin  sayisint  kontrol altinda tutar. Diger yandan bir homeobox
transkripsiyon faktorii olan Cdx2 ve Eomes, FGF sinyal mekanizmasiyla etkinlik

kazanarak trofoblast kok hiicrelerinin sag kalmasi i¢in kaginilmaz rol iistlenir. Kiiltiir
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ortaminda FGF4 ve FGFR2’nin ¢ekilmesi, Cdx2 ve Eomes’in ifadesini durdurur (Can.
2014, Zhang ve ark, 2015).

4.5.4. Trofoblast Kok Hiicreleri

Embriyonun ilk haftasindaki gelisiminde ortaya g¢ikan ve daha sonra hizla
farklilasan trofoblastlar (TB) her ne kadar embriyo govdesinin disinda kalan yapilara
(plasenta vb.) farklilansada, 4. Giinden baslayarak embriyo gévdesini olusturacak olan
ic hiicre kiitlesindeki (IHK) embriyoblastlarin ortaya c¢ikmalari, sayilarinin
belirlenmesi ve daha sonra farklilagacaklari hiicrelere yonelmelerinde yasamsal rol
oynar. TB’nin hizl1 bliylimesi, yayilic1 6zelligi ve go¢ edebilme yetenegi ilging bir
hiicre modeli olarak kabul edilmesini saglar. Trofoblast kok hiicreleri (TKH) ise
laboratuvarda implantasyon Oncesi ve sonrasi fare blastokistinden elde edilen
hiicrelerdir. FGF4’lin etkisi altinda kendilerini yenileyebilirler, yoklugunda ise

plasentadaki gibi bazi hiicre tiirlerine doniisiirler (Can, 2014 ve Roberts M. R, 2011) .

TB hiicreleri ilk kez blastokist asamasindaki embriyoda IHK den farkl1 bir hiicre
grubu olarak ayrilmaya bagslar (Sekil 18).
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Sekil 18: Fare blastokistinde postkoital 3,5 giinde hiicrelerde kutuplasma olur.
Trofoektoderm hiicreleriyle i¢ hiicre kitlesi ayrilir. Blastokistin embriyo kutbundaki
hiicreler polar trofoektoderm olarak farkli bir yap1 kazanir. Bu hiicreler 6. Giindeki
yumurta silindiri i¢indeki trofoblast kok hiicrelerini olusturur (Can, 2014).
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Gebeligin ilk haftalarinda, yani embriyonun anneye ait endometriyum
arterlerinden diffiizyonla beslendigi donemde, plasenta yapisinda birbirinden farkli
yap1 ve Ozellikte bir dizi hiicre ortaya ¢ikar. Bu hiicrelerin birbiriyle uyum iginde
caligmasi plasenta islevlerinin yerine getirilmesini saglar. Bu hiicrelerin hemen hepsi
multipotent 6zellige sahip, kendini yenileyebilen (en azindan in vitro ortamda) ancak
in vivo ortamda yasam siiresi oldukca kisa olan, blastokistin ¢evresini saran
hiicrelerdir. Farede ilk olarak c¢ikiglar1 postkoital 84. Saate 32 hiicreli embriyo
donemine karsilik gelir. 108. Saatte (4,5. Giin) abembriyonik kutuptaki hiicrelerin
uterus yiizeyindeki epitelle temasi sonucunda implantasyon baglar ve ilk desidua
yanitlar1 olusur.

Bir transkripsiyon faktorii olan Cdx2 birka¢ giinliik embriyodaki hiicrelerin
birbirinden farkli yollar1 izleyerek farkli hiicreler olarak yola devam etmelerinde
anahtar rolii oynar. Cdx2’nin yoklugunda 6nce blastokiste benzeyen bir olusum ortaya
c¢ikar, ancak kisa siire i¢inde dejenere olur. Dolayisiyla Cdx2, her ne kadar TB’nin
ortaya c¢ikmasi i¢in Onemli bir transkripsiyon faktorii olarak kabul edilse de
hiicrelerdeki farklilasmay1 baglatan bir etken olmayabilir. Bu etkenin morula
donemindeki hiicrelerin asimetrik bdliinmesi oldugu varsayilmaktadir. TEAD ailesi
tiyeleriden Tead4’tin de TB’nin 6zellesmesinde rol aldigi bilinmektedir. Bu genin
kodladig1 protein embriyoda kisa siireligine sentezlenir; implantasyondan dnce miktari
artar, yoklugunda TB yoniinde farklilasma gergeklesmez. Ancak blastokist i¢indeki
yeri ve Cdx2 ile olan etkilesimi heniiz bilinmemektedir. Cdx2 morula asamasindaki
blastokistte disarida yerlesen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmaya baslar. Ote
yandan diger bir TF olan Oct4 ise onceleri moruladaki tiim hiicrelerde bulunurken
blastokist asamasinda sadece IHK’de ve hemen sonrasinda da epiblast hiicrelerinde
izlenir. EKH Kkiiltiiriinde Cdx2 ile Oct4’iin birbirini karsilikli olarak engelledigi
saptanmistir. Bu ikili etkilesimin in vivo anlami TB yoOniinde farklilasacak olan
hiicrelerin farklilagmasini iki koldan kontrol altinda tutmak olabilir. Yiine de bugiin,
TB ile IHK arasindaki kutuplasmada rol alan molekiiler etkilesimlerin sirasini tam
olarak bilinmemektedir. Ancak son yillarda, Cdx2 ve Tead4’ten bagimsiz olarak
ticlincii bir faktor olarak Eomes’in de TB farklilagsmasinin ilk adimlarinda rol aldig

gosterilmistir. T-kutusu transkripsiyon faktorii olan olan Eomes Cdx2 ‘ten kisa siire
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sonra devreye girer; yoklugunda blastokist ortaya ¢iksa da implante olamaz. TB’nin
kKimliklerini korumak ve c¢ogalmalarini siirdirmek igin bagka transkripsiyon
faktorlerine de gereksinimleri vardir (Tablol). Esrrb Gstrojen ile iliskili bir reseptor
olup embriyoda gastrulasyona kadar embriyo dis1 ektodermde ifade edilir. Esrrb
barindirmayan embriyolar yaklasitk TB yoklugundan dolayr 10,5 giinde oliirler.
Dolayisiyla TB yasami icin Esrrb’nin kaginilmaz oldugu soylenebilir. Diger iki
TF’den birisi olan Ets2 ve EIf5S TB’nin ¢ogalmas1 i¢in gereklidir. Bunlardan baska
Sox2 ve FoxD3 olarak bilinen iki TF de TB ve epiblast olusumu igin yasamsal
onemdedir. Bu iki TF’nin yoklugunda epiblast yok olur ve embriyo dis1 ektoderm
tamamen dev TB hiicrelerine doniisiir (Tablo 1) (Can, 2014).

Tablo 1: Fare trofoblast serisi hiicrelerinin farklilagmasinda rol alan genler, ifade
yerleri ve mutasyon etkileri (Can, 2014).

Transkripsiyon faktédrleri

2 hticreli agama, implantasyondan sonra sadece TB serisi

Tead4 3,5, glinde olur, blastokist olugmaz

huicreler
Cdx2 3,5. giinde polar ve mural TE, proksimal EdEka TE kararlanmas) olmaz
Eomies TE, Prukslmal EdEk ve koryon, arka epiblast ve ilkel Blastokist agamasinda durma, implan-
glzgi tasyon yok
Elf5 5,5. gunde ve sonrasimnda EdEk 5,5. gunde EdEk olugmaz
Sox2 1HK, epiblast, EdEk, koryon 6. ginden onee dlur, epiblast kaybolur
FoxD3 IHK, epiblast. EdEk'in baz: hiicreleri, dev hiicreler 6,5. giinde olur, epiblast kaybolur
Ets2 5,0-6,75 guinlerde TE, 7,75. gtinden sonra ilkel gizgide 8 gunde olur, EdEk olusmaz
Esrrb 5,5, giinde EdEk, 7,5 giinde koryonda éggs ﬁgﬁe p?ﬂnf;kﬁ:;tz yavag
D1 6,5, giinde EdEk ;Elgfnr:cf:: oltir, anormal plasenta
Fgf sinyal yolag
Faf4 THK, epiblast 5,5. giinde implantasyondan sonra olir
Fgf2 Blastokist, sonra EdEk iginde sinirlanir 4,5. gunde implantasyondan sonra 6liir
Frs2 Polar ve mural TE, EAEk 8,5, ginde olur, on-arka eksen hatas
Ppnll Her yerde iil:inr:;n olitmii, dev hiicrelerde sayica
Erk2 Her yerde 8. gunde oliir, EAEk olusmaz

Tgfp sinyal yolag

7,5. guinde olur, 1lkel ¢1zgi olusmaz, én-

Nodal IHK ve epiblast e T

Activin A Desidua

Furin ve Her ikisinin de mutasyonunda ilkel
EdEk izl

Paced ¢izgi olugmaz

Smad?2 Her yerde 8,5 gunde olur, gastrulasyon hatas

Wnit3 5. gunde arka epiblast sonra ilkel cizgi 8_ gtinde olir, ilkel cizgi olusmaz

Bmp4 3,5, giinde IHK ve polar TE ?{ija’zlmdm snce 8y mezoderm

4.5.5.Reproduktif Tip Uygulamalarinda Kok Hiicreler
Kok hiicre ve reprodiiktif tip uygulamalari gerek kaynak gerekse uygulama
potansiyelleri olarak i¢ ice gegmis durumdadir. Uygulama potansiyeli olarak

degerlendirildiginde reproduktif tip uygulamalari {i¢ temel noktada kok hiicre
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arastirmalart ile kesismektedir. Fertilitenin korunmasi, fertilitenin saglanmasi amaci
ile doku ve organ tiretimi ve kok hiicrelerden fonksiyonel gamet hiicresi tiretimi.

Eriskin bir bireyde sperm ve oositi olusturan kok hiicreler primordial germ
hiicreleridir. Baslangicta gonadal bolgede bulunmayan germ hiicreleri embriyonik
gelisim sirasinda ilk olarak yolk kesesi endoderminde goriiliirler ve daha sonra
ameboid hareketler ile genitial ¢ikintilara go¢ ederler. Bu migrasyon olay1 insanda 5.
haftada baslar ve 6. haftada tamamlanir.

Disilerde gonad korteksine yerlesen germ hiicreleri mitoz béliinme ile ¢cogalirlar.
Sayilarinin 20. hafta itibar1 ile 5-7 milyona ulastigi bilinmektedir. Bu sirada yiizey
epitelinden olustugu bilinen (kortikal) cinsiyet kordlar1 primordial germ hiicrelerini
cevreleyerek follikiillerin graniiloza tabakalarini olusturular. Olusan primordial
follikiillerin biiytik bir kismi fetal gelisim doneminde atreziye ugramaktadir ve
dogumda ortalama olarak 1-2 milyon germ giicresi kalir.

Teorik ve bugiine kadar yapilan hayvan deneylerinde elde edilen verilere gore kok
hiicrelerden gamet elde etme yaklasimlarinda temel olarak 3 farkli kok hiicre
kaynagindan yola cikilmaktadir. Bunlar EKH’ler, kemik iligi vaya kordon kami
kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve yetiskin gonadlarinda mevcut olan onciil
hiicrelerdir.

Ozellikle cerrahi bir operasyon veya kanser tedavisi oncesinde fertilitenin
korunmasina yonelik klinik ve deney hayvanlari ile gergeklestirilen ¢caligmalardan elde
edilen sonuglar, tedavi 6ncesi germ hiicre kriyoprezervasyonu tedavi sonrasi hastaya
geri verilmesi yaklasimmin yeni dogan ve puberte Oncesi fertilitenin tekrar
saglanmasinda faydali olabilecegi bildirilmistir. Yapilan bazi ¢alismalar da primordial
germ hiicrelerinin farklilagabildikleri, hatta baz1 deney hayvanlart modellerinde gamet
hiicresine  doniisebildigi, ardindan fertilizasyonunun ve implantasyonunun
gergeklestirilip canli birey elde edildigi bulgularina varilmistir (Can, 2014; Delilbasi
2008 ve Celik, 2013).

4.6. 00SIT MATURASYONUNUN KONTROLU

Oosit matiirasyonu 00genez sirasinda goriilen dinamik bir siirectir. Primodiral
germ hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu silirecinde DNA metilasyonu hizla
azalir, gonadlarin gelisim siirecinde erkekte ise hizla artar. Bu asamadan doguma kadar

olan siiregte ise DNA metilasyonunun en az oldugu goriilmektedir (Sekil 19). Puberte
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doneminde GV oositte DNA metilasyonun tekrar arttig1, fertilizasyona kadar staibil

kaldig1 bilinmektedir.

i i : = s ImprinfédngRﬁI

DNA methylation

l Primary
=~ oocyte
E7.25 E125 Birth Pubény fertilisation Implantation
d M Mitotic arrest W WM Proliferation W W Meiosis v
9 S V1 2iOtiC arrestim—

TRENDS in Genetics

Sekil 19: Fertilizasyon sonrast DNA metilasyonu (Smallwood, 2012)

Oogenez sirasinda transkripsiyonun mayoz I asamasina kadar ki oogenezin erken

donemlerinde fazla iken, protein sentezinin mayoz I’e kadar artarak devam ettigi,

metafaz I sonunda azaldig1 ve diger evrelerde stabil kaldig1 gozlenmistir (Sekil 20).

Ca seviyesinin 0zellikle metafaz II oositte artisinin matiirasyon i¢in 6nemli olduguda

bilinmektedir MPF ve MAPK’de olusan fosforilasyon degisiklikleri ise mayozun

safhalarindaki gelisimi etkiler (Gosden ve Lee, 2010).
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Sekil 20: insan oositinin molekiiler ve hiicresel maturasyonu (Gosden ve Lee, 2010).
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Mayoz sirasinda dnemli olan bir diger konu ise ig ipligi kontrol noktasidir (SAC-
Spindle Assembly Checkpoint). SAC kardes kromatidlerin erken ayrilmasini dnleyen
bir takip mekanizmasidir. SAC bu onlemeyi, prometafaz evresinde ig ipliklerlinin
mikrotiibiillere baglanmasin izleyerek yapar. SAC, APC/CCdc20’nin ayristirmak
lizere substratlar1 hedef alma yeteneklerini inhibe eder. Ozellikle ig ipligi iizerindeki
her bir sentromer ¢ift yonlii stabil hale gelene kadar, anafaz baslangicini 6nlemek ig¢in,
Siklin B ve Securin substratlar1 bu sekilde APC/C Cdc20’ye kars1 korunur. Cdc20’nin
SAC tarafindan inhibe edilmesi, bircok protein ve ¢ok sayida mekanizmayi kapsar. ig
ipligi kontrol noktalar1 bolgesindeki veriler, kontrol noktasi inaktivasyonunda,
Cdc20’nin oto-ubikuitinlesmesinin bir rolii oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Dimerizasyon
araciligityla meydana gelen bu degisimlerin yanhis bir sekilde baglanan
sentromerlerden gelen bir sinyalin yayilmasina hizmet edebilecegini diistindiirmiistiir

(Jillian, 2008).

4.6.1. Matiirasyonu Diizenleyici Faktor (Maturation Promoting Factor-MPF)
Oosit mayozunun anahtar diizenleyicisi olan olgunlasmay1 saglayan faktér MPF,
siklin B1 ve Cdc2 kinaz heterodimeridir ve hiicre dongiisiinde farkli donemlerinde
fonksiyonu vardir. MPF aktivitesi mayoz I’in profaz ve metafazi sirasinda artar (Sekil
21). Bunun sebebi SiklinB1 mRNA’sinin artmasidir ve SiklinB1 ile kompleks yapmis
Cdc2 defosforile olur. Oosit mayoz I’ e gecerken MPF’nin geg¢ici olarak aktiflesmesi
SiklinB1’in proteozomal yikimi ile gerceklesir. Ardindan bir¢ok oosit mRNA’sinin
translasyonu (6rnegin SiklinB1 ve Mos) ve Cdc25 fosfataz ile Cdc2 kinaz aktiflesmesi
olur. Bu sebeple metafaz I[I’de MPF aktivitesi fazladir. Fertilizasyon sirasinda oosit
sperm fiizyonu, Ca*? seviyesini arttirarak, Ca*? kalmodiilin kinaz I’yi aktive ederek ve
ubikitin proteozom yoluyla yikim i¢in SiklinB1 ve Mos’u yonlendirerek, oositin
metafaz II’deki arrestini ¢ozer. Ovulasyondan hemen 6nce MPF aktivitesi artar,
germinal vezikill yirtilir ve oosit mayoz I’i tamamlar. MPF aktivitesi aslinda mayoz
ve mitoz sirasinda hiicre siklusunun ilerlemesini kontrol eden fosfatazlar tarafindan
yonlendirilir. Cdc25b sentezi yapamayan mutant erkek fareler fertil olmalarina ragmen
disileri infertildir. Bunun sebebi oositlerin kalici olarak mayoz I duraklamasidir (Celik,

2013).
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Sekil 21: Oosit maturasyonu sirasinda MPF aktivitesi.
https://www.researchgate.net/fiqure/263760816 figl Fig-1-Schematic-diagram-of-
oocyte-maturation-in-Xenopus-The-fi-qure-shows-the-changes. risim tarihi: 14.08.2016

4.6.2. Siklin B1

Memeli oositi, mayoz I profazinda arrestte kalir. Hiicre boliinmesinin yeniden
baslamas1 hormonal tetikleyici stimiilasyonuyla ya da oositin follikiilden disari
atilmasiyla baglar. Bu tetikleyiciler MPF aktivitesini arttirirlar. MPF bir heterodimer
olup; kinaz, cdk1 ve onun diizenleyici partneri siklin B1’den olusur. MPF aktivitesinin
artmas1 germinal vezikiil break down (GVBD) saglayarak mayoz I’e girisi saglar.
Uzun siiren mayoz I (MI) M-fazi1 sonrasinda MPF aktivitesinde meydana gelen diisiis,
birinci mayoz béliinme ile sonuglanir. Ardindan MPF aktivitesi oositi mayoz Il
metafazina kadar gotiiriir. Bu durum mos/MAP kinaz yolag: ile gerceklesir. Hiicre

boliinmesi fertilizasyona kadar bu satha da durur.

Siklin B1 varligi cdkl aktiflesmesi i¢in olduk¢a onemlidir. Farelerde germinal
vezikiil sathasindaki oosit arrestinde, MPF aktivasyonu veya GVBD igin protein
sentezi gerekli degildir. Siklin B1, mayoz I metafazinda gerekli olan bir protein olup
GVBD ve MI arasinda MPF aktivasyonunu arttirir (Sekil 22). Dolayisiyla mayoz I
metafaz1 siklin B1 sentezi ile iliskilendirilmistir. Bunun yaninda siklin Bl mRNA
enjeksiyonu poli A kuyrugunun uzunluguna gore mayoz I metafazini hizlandirir ya da

geciktirir. Bu mekanizma translasyonel verimi etkilemektedir. Elde edilen veriler
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siklin B1’in mayoz I metafazi zamanlamasinin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahip
oldugunu gostermistir. Cdk1-siklin B1 interfaz sirasinda sitoplazmada yer alirken geg

profaz I’de GVBD gergeklestikten sonra nukleusa girerler. (Marangos, 2004)

Cdk1-siklin B1 kinaz aktivitesi oositte mayotik maturasyonda gorevlidir. MPF
heterodimer bir yapiya sahip olmakla beraber katalitik CDK1 alt {initesi ve regiilator
siklin B alt iinitesinden olusur. En az tg¢ tip siklin B vardir. Siklin B1, B2 ve B3
Memelilerde siklin B1 baslica MPF aktivitesinden sorumludur. CDK 1 nin siklin B1’

e baglanmasi 6nemli bir gereklilik olsada, kinaz aktivitesi i¢in yeterli degildir.

Mitoza girilmeden once siklin B1 sitoplazmada yer alir. Hiicre mitoza girdiginde

siklin B1 fosforillenir ve ¢ekirdekte birikimi olur.

Farelerde germinal vezikiil yikim1 herhangi bir protein sentezi yoklugunda devam
edebilir. Germinal vezikiil sathasinda siklin Bl mRNA’s1 translasyonel olarak
baskilanmistir ve 3’ translasyon olmamis bdlgede, siklin B1 mRNA’s1 sitoplazmik
poliadenilasyon elementi (CPE) icermektedir. CPE; CPEB ve RNA- baglayici protein
baglar ve translasyonuetkiler. Oosit maturasyonu sirasinda CPEB, IAK1/Eg2 kinaz
tarafindan fosforillenir ve bunun sonucunda siklin B1 aktiflesir, kinaz aktivitesi
metafaz I’de pik yapar ( Jones, 2004).
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Sekil 22: Siklin B, MPF ve APC iliskisi
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4.6.3. Anafaz Diizenleyici Kompleks (Anaphase Promoting Complex-APC)
Mayoz II’ye giren sekonder oosit ovulasyondan 3 saat 6nce metafaz II evresinde
duraklar. Bu duraklama oosit fertilize oluncaya kadar devam eder, fertilizasyon
gerceklesmedigi takdirde ovulasyondan 24 saat sonra oosit dejenere olur ve
menstrilasyon kaniyla disar1 atilir. Fertilizasyonun olmasi halinde ise sekonder oosit
II. mayoz boliinmeyi tamamlar. Bu duraklamay1 saglayan oositten salinan sitostatik
faktor (Cytostatic Factor, CSF) aktivitesidir. CSF, fertilizasyon meydana gelinceye
kadar mayotik ¢ikisi ve siklin B yikimin1  Onleyerek anafaz baglatici
kompleks/siklozomun (anaphase-promoting complex/cyclosome APC/C) ubikuitin
ligaz aktivitesini antagonize eder. Devam eden siklin B sentezi APC/C-aracili siklin B
yikimmin sinirlt miktartyla dengelenir (Sekil 22). Boylece siklin B/siklin bagiml
protein kinaz (Cdc2) aktivitesi sabit bir durumda kalir. Sitostatik faktor siklinin yikimi
araciligiyla olan APC/C’yi inhibe ederek sekonder oositin metafaz II de beklemesini
saglar. MPF somatik hiicreleri mitoza, germ hiicrelerini ise mayoz boliinmeye sokar.
Aktivitesi CDK1 fosforilasyonu ve siklin B’nin yikimiyla kontrol edilmektedir.
Sitostatik faktorle indiiklenen metafaz evresindeki duraklama siireci, sadece fertilize
sperm tarafindan baslatilan Ca+2 artisiyla ve siklin B’nin yikilmasi sonucuyla
durdurulur. Son zamanlarda yumurtaya 6zgii bir protein oldugu tespit edilen erken
mitotik inhibitor 2 ‘nin (Early mitotic inhibitor 2-Emi2 ya da Early mitotic inhibitor
1- related protein 1; Erp1) yikiminin Ca+2’ a bagimli oldugu ve muhtemelen APC/C’
nin inhibisyonuyla CSF arrestini gergeklestirme ve siirdiirme fonksiyonlarini gordiigii

de tahmin edilmektedir.

Son zamanlarda ig ipligi kontrol noktasi ve APC’nin kemirgen mayoz I’indeki
roliiniin ne oldugu merak konusudur. Xenophus oositininde APC’ye metafaz I’in
anafaz I’e gegisinde ihtiyag olmayabilir. Ig ipligi kontrol noktas: aktivatdrleri ve APC
inhibitorleri oosit metafaz I aresti sirasinda basarisiz olmaktadir. Bunun sonucunda
kemirgenlerde en azindan mayoz I sirasinda zay1f ig biitlinliigli gdstermektedir. Ancak
memelilerde mayoz I’in uzun siire arrestte kalmasi1 sebebiyle mikrotiibiil yapisinin
bozulmasi spindle checkpointi indiiklemektedir. Bu sonu¢ APC’nin memeli oosit
mayozundaki gelismeleri desteklemek amaciyla gerekli oldugunu gostermektedir.
Buna ilaveten siklin B1 seviyesinin oosit maturasyonu sirasinda artmasinin 1. kutup

cisimciginin formasyonunun gecikmesine sebebiyet vermektedir. Ayrica oositte
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homolog kromozomlarin ayrilmasi i¢in siklin Bl degredasyonun gerceklesmesi
gerekir. APC tarafindan degrede edilemeyen kesilmis siklin B1, insan ve farede oositin
mayoz [’ini onler. Bu da siklin BI’in APC tarafindan degredasyonunun homolog

kromozom ayrilmasi i¢in gerekli oldugu sonucunu verir (Jones, 2004).

4.6.4. Mitoz Arrest Yetmezlik Proteini 1 (Mitotic Arrest-Deficient- MAD1)

Mad 1 non esansiyel bir protein olmakla beraber ig ipligi kontrol noktasinda
fonksiyon goriir ve bitliin Okaryotlarda bulunur. Kardes kromatidlerin dogru
ayrilmasinda fonksiyonlar1 vardir ve bunu SAC araciligi ile yapar. I ipligi kontrol
noktast kromozomlari1 ig ipligi olusana kadar izler. Kemirgen oositleri hiicre
dongiisiinde bozulmamis ig ile mayoz II’'nin metafazinda fertilizasyona girmeden
arreste girer. Bu arrest, APC/C’nin inhibisyonun saglamasi ile s6z konusu olur. Bu
inhibisyon sitostatik faktor (CSF) araciligi ile MAD] tarafindan gergeklestirilir (Sekil
23) (Tunquist, 2003).

4.4.5. Mitoz Arrest Yetmezlik Proteini 2 (Mitotic Arrest-Deficient- MAD?2)
Memeli mitozu sirasinda, diizenleme ag1 diye bilinen ig iplik¢igi kontrol noktasi
(SAC) kromozom ayrilmasi i¢in kacinilmaz bir gerekliliktir. Inhibitér SAC sinyali,
mitotik hiicre boliinmesi sirasinda yanlis siralanmis kromozomlara cevap olarak
mitozu inihibe eder, bdylece kromozomlarin esit sekilde dagilimi saglanmis olur. SAC
proteinleri arasinda MAD2, SAC sinyalinin transdiiksiyonu sirasinda énemli bir rol
oynar. Insanlarda konjenital anomalilerden biri olan down sendromu, kadinlardaki
yiiksek yas sebebiyle artis gostermektedir. Down sendromu, yliksek oranda, mayoz I
de meydana gelen bir hata sonucu ortaya ¢ikar. Oositte SAC fonksiyonunu diigtirmek,

bu tiir hatalara sebebiyet verebilir.

Ig iplik¢igi kontrol noktasi, kardes kromatitlere somatik hiicrelerde dogru bir
sekilde ayrilmasini saglar. Eger kardes kromatitlerin bu ayrilmasi dogru degilse,
hiicreyi metafaz dinlenmesine zorlar. Uzun siireli metafaz, MAD2 fazla
ekspresyonuna sebep olmakla beraber nesillerde anaploidiye ve tiimdrogeneze sebep
olmaktadir. Ek olarak bazi SAC igerikleri pro-metafazin dogru zamanlamasi icin
gereklidir. Yapilan calismalar, fare oositinde MAD2 bagimsiz SAC’in IL.mayoz

boliinmede islevsel oldugunu gostermislerdir. MADZ2 nin dominant negatif bir sekilde
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ekspresyonu (ifadesi), SAC’la birlikte metafaz I’de devam etmektedir. RNA-
interferens ile yapilan bir nokta uygulamasi sonucu mayoz I anafaza gecisin hizlandig

gorilmistiir.

Memeli disi mayozunda kromozomlarin yanlis ayrilmasi, anaploidiye sahip
embriyolara ve spontan diisiiklere sebep olmaktadir. Insanlarda kromozom ayrilma,
kadinlarda kromozom ayrilma hatalari, trizomi21 gibi trizomilerin gelismesine

sebebiyet verebilir.

SAC mitoz sirasinda kromozomlarin dogru bir sekilde ayrilmasi icin gereklidir.
Kardes kromatidlerin kinetokorlar araciligi ile dogru bir sekilde baglanmasini saglar.
Tek bir yanlis baglanmis kinetokor varliginda SAC aktive olur ve bu durum metafaz
arestine yol agar. Boylece baglanmanin tamiri miimkiin olabilecektir. MAD bub
proteinleri ve mspl, SAC’in igerdigi bilesenlerdir. MAD2, APC aktivitesini
ubikiitinasyon aktivitesini inhibe etmede dogrudan bir rolii vardir. MAD2 bu inhibe
islemini cdc20 iizerinden yapar. SAC bir kere inaktive edildiginde APC/C-cdc20
sekurin ve siklin B1 i ubikiitine eder (Sekil 23). Her iki proteini de 26 proteozomlar
tarafindan degredasyon igin yonlendirir. Bunun yaninda MAD?2 enjeksiyonu ya da
dominant negatif MAD2 ekspresyonu, mayoz I’i hizlandirmaktadir. Mitozda ise
MAD?2 allelindeki kayip sonucu, MAD2 protein seviyesinde %30 kayipla beraber, bu
durum hctl16 hiicre hattinda kromozomal kararsizlifa sebep olmaktadir. MAD?2
pozitif/negatif fareler yasamaktalar, ancak akciger kanseri gelistirmekteler. Ancak
MAD?2-/-, yiiksek kromozom kaybiyla beraber embriyonik 6lime sebep olur. Fare
oositinde mayoz I safthasinda dogru kromozom ayrilmasi i¢in MAD2 gereklidir.
Ayrica MAD2’nin fazla ekspresyonu mayoz I safhasinda kromozom ayrilmasini

engellemektedir (Niault ve ark, 2007; Homer, 2006).
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Sekil 23: Mayoz boliinme esnasinda MAD1, MAD?2 ve APC iliskisi (Jones ve ark,
2013.

4.6.6. RAS

RAS bir proto-onkogen ailesinden olup kodlayan genin adidir.
RAS onkogenleri birbirleriyle iliskili bes onkogenden olusan bir gruptur. Bu aileye
mensup proteinler proto-onkogendir. Aktive olduklarinda onkogen durumuna gegerek
kanser patogenezinde onemli rol oynarlar. RAS, hiicrelerin; sinyal transdiiksiiyonu,
proliferasyonu, farklilasmasi, adezyonu, apoptozu ve gogii gibi siireclerinde rol alir.
RAS ve RAS-iliskili proteinler arttiginda; invazyon ve metastazi artirmak
ve apoptozu azaltmak yoluyla siklikla kanserlerin olusumuna neden olmaktadir. RAS
ailesinde  meydana  gelen mutasyonlar gok stk goriilmekte  ve  tim
insan kanserlerinin %20 ile %30'una neden olmaktadir. Uygun olmayan
aktivasyonunun; hiicrelerin sinyal iletimi, proliferasyon ve malign doniisiimde 6nemli
rol  oynadigi  gosterilmistir.  Cesitli  genlerdeki mutasyonlar ve  bizzat

RAS geninin kendisinin mutasyonlart buna neden olabilir.
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Ortaya konulan ¢aligmalar RAS proteinin, protein sentez inhibitorii varliginda
oosit maturasyonunda rol aldigini gostermistir. Memelilerde RAS gen ailesi p21
proteinleri ile yakindan iliskili proteinler tiretir ve GTP ile GDP baglayarak ve GTPaz
aktivitesinde rol alir. Yapilan aragstirmalar sonucunda Xenopus laevis oositine yapilan
mikroenjeksiyon oosit maturasyonunu indiikledigi yoniinde veriler elde edilmistir
(Kretser, 2012).

4.7. IN VITRO MATURASYON (IVM)

[Ik IVF bebegi, 1978’de dogal siklus sonrasi elde edilse de; giiniimiizde IVF
uygulamalarinda c¢ok sayida follikiil gelistirilmesi amaciyla gonadtropinler
kullanilmaktadir. Bunun sebebi gebelik oranlar ile transfer edilen kaliteli embriyo
sayisinin dogru orantili olmasidir. In vitro fertilizasyon tedavisi sirasinda matiir
follikiil sayisin1 arttirmak i¢in gonadotropin salgilatict hormon analoglar
(Gonadotropin realising hormone-analogs, GnRH-a), insan menapozal gonadotropini
(Human menopausal gonadotropin, HMG) veya saflagtinlmis FSH ile ovaryan
stimiilasyonu hedeflenmektedir. Ancak bazi hastalarin gonadotropine karsi fazla
duyarl1 olmalar1 ovaryumlarin fazlaca uyarilmasmma sebep olarak ovaryan
hiperstimiilasyonu sendromuna (Ovarian hyperstimulation syndrome, OHSS) yol
acmaktadir. OHSS’nin ciddi boyutlara ulagsmasiyla tromboemboli, renal yetmezlik,
eriskin solunum yetmezIligi ve nadiren de olsa 6liim gibi komplikasyonlar ortaya
cikmaktadir. Yan etkilerin ortaya ¢ikmasinin uzun siirmesi ve bu duruma bagh
belirsizliklerin olmasi, uzun siiren tedavi siireci ve maliyeti in vitro matiirasyon

yonteminin diistiniilmesi gereken bir tedavi secenegi oldugunu gostermistir (Delilbast,
2008).

Ovaryumlardan immatiir oositlerin toplanmas1 ve bunlardan in vitro maturasyon
sonrast elde edilen ebriyolarin transfer edilmesi infertilitenin tedavisinde yeni bir
yaklasimdir. Polikistik overli (Polycystic ovary PCO) ve polikistik over sendromlu
(Polycystic ovary syndrome, PCOS) hastalarda, infertilite tedavisinde in vitro olarak
matiire edilen oositlerin fertilizasyon, embriyo gelisimi ve gebelik oranlarinin kabul

edilebilir diizeylerde oldugu bildirilmistir(Delilbasi, 2008 ve Celik,2013).
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IVM tedavisi ile immatiir oositlerin matiire edilmesiyle ilk gebelik 1983°te
gerceklestirilirken, 1991°de ise overler stimiile edilmeden toplanan oositlerden ilk
gebelik elde edilmistir. PCO’lu hastlardan ise ilk kez 1994°te IVM ile gebelik
saglanmistir (Delilbasi, 2008).

Memelilerde antral follikiilden alinan primer oositlerin mayoz boliinmeyi spontan
olarak tamamladiklarinin gdsterilmesi, insanlarda infertilite tedavisinde oositlerin in
vitro maturasyonundan sonra gelisen embriyolarin transferiyle gebelik elde

edilebilecegini giindeme getirmistir.

Follikiillerden elde edilen oositlerin mayoz boliinmeyi tamamlayabilmesinde
etkili olabilecek bir parametre olarak follikiil ¢cap1 ele alinmistir ve fare, koyun,
maymun ve insanlarda yapilan ¢alismalarla follikiil ¢capinin artisiyla beraber mayoz
boliinmeyi tamamlama kapasitesinin de arttigi gosterilmistir. Follikiil ¢ap1 oositin
mayoz bdoliinme kapasitesini arttirdigi gibi erken boliinme evresinden blastokiste
ulasana kadar olan gelismeleri de etkilemektedir. Ornegin fare ve koyunlarda kiigiik
follikiillerden elde edilen oositlerin in vitro maturasyonundan sonra 2-8 hiicreli
evreden ileriye gidemedikleri, biiyliklerden toplananlarin ise blastokiste ulasma
oranlarinmn daha yiiksek oldugu gosterilmistir. insan da daha sonra yapilan ¢alismalar
in vitro maturasyon ile embriyo elde edilebilmesi i¢in en uygun oosit toplama giiniiniin
12. giin ve follikiil capinin 10 mm oldugunu gostermistir. Bu durum insan oositlerinin
gec follikiiler evredeyken aspire edilip in vitro olarak matiire edilmesinin sonrasinda
da in vitro fertilizasyon ile gelisimini tamamlayarak blastokist evresine kadar

ulagabilecegini gostermistir (Delilbasi, 2008).

In vitro maturasyonda énemli olabileceginin diisiiniildiigii bir diger parametre de
oositin follikiilden toplanirkenki hiicre siklusudur. Ooistler iizerinde follikiiller veya
luteal fazin olast etkileri tam olarak aydinlatilmamakla birlikte follikiiler atrezinin
etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir. Maturasyon sirasinda fare ve koyun oositlerinin
graniiloza hiicreleri ile metabolik birliktelik olusturdugu ve mayoz I’den hemen 6nce
bu birlikteigin bozulmasi ile maturasyon icin gerekli faktorlerin oosite aktarilamadigi
ve oositin maturasyonunun gerceklesmedigi diistiniilmektedir. Graniiloza hiicreleri ile

oosit beraberligi mayoz boliinmenin tamamlanmas: ig¢in gerekli olan protein ve
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fosforilasyondaki degisiklikleri saglamaktadir. Spesifik proteinlerin
fosforilasyonundaki degisiklikler graniiloza hiicreleri tarafindan indiiklenir ve bu,

MPF olarak adlandirilan ve hiicre siklusunu diizenleyen bir faktordiir.

In vitro oosit maturasyonunda rol alan mekanizmalrin aydinlatilmasi in vitro
maturasyonda kullanilacak olan vasatlarin igeriklerinin belirlenip gelistirilmesine rol

acmistir (Delilbasi, 2008).

4.7.1. In Vitro Matursyonda Kullanilan Vasatlar

IVM uygulamasimin kiigiik antral follikiillerden yapildigi gz oniine alindiginda
oosit maturasyonunda kullanilan ortamin daha sonraki embriyo gelisimi agisindan
biiylik 6nemi vardir. Yapilan bir ¢alismada oosit maturasyonu i¢in kiiltiir ortamina
graniiloza hiicreleri transfer edilmistir. Ancak bunun deniide oositlere karsi bir
etkisinin olmadigi ortaya ¢ikmigtir. Bu durum graniiloza hiicreleri ile oosit ancak direk
bir iletisime sahip oldugunda maturasyonda etkili bir role sahip olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Rhesus maymunlar ile yapilan bir ¢alismada gonadotropin igeren
vasatlara graniiloza hiicresi eklendiginde maturasyon ve gelisimi indiikledigi
gorilmiistiir. Ancak bu durum insanda ayni etkiyi gostermemistir. Bir diger ¢calismada
ise IVM uygulanan hastada oositler graniiloza hiicre tabakasi iizerinde kiiltiire
edilmislerdir ancak bunun mayotik performans ya da fertilizasyonu arttirmadigi

izlenmistir (Delilbasi, 2008).

Oosit in vitro maturasyonunda etkili oldugu diistliniilen bir bagka komponent de
fotal dana serumudur (Fetal calf serum, FCS). Normal kosullarda fertilizasyon
esnasinda kortikal reaksiyon ger¢eklesmekte ve bu da zona pellusidanin sertlesmesine
neden olmaktadir. FCS feuitin olarak adlandirilan proteini icerir. Bu protein zona
pellusidanin sertlesmesini inhibe ederek islev gormektedir. Bu durum FCS’nin oosit
maturasyonu ve fertilizasyonunda énemli bir etkisi oldugunu géstermektedir. Ancak

ICSI’nin ortaya ¢ikmasi ile FCS’nin rolii sorgulanir olmustur.

IVM amagli secilen vasat, maturasyon sirasinda oositin hem sitoplazmik hem de
niikleer maturasyonunda etkili olmalidir. Bunun yaninda matiir oositin gen
ekspresyonunu ve regiilasyonunu da diizenleyecek optimal kiiltiir kosullarini da

saglamalidir.
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Kiiltiir ortamlarmin tiimiiniin pH degeri oositin ve daha sonra gelisen embriyoner
hiicrelerin internal pH’sim etkileyecegi icin onemlidir. Ancak in vitro matiirasyon
siirecinde mayoz boliinmenin tamamlanmasi i¢in internal PH nin artis1 s6z konusudur.
Oosit toplama siirecindeki pH degisimleri oositlerin daha sonraki gelisimleri {izerinde

etkili olmaktadir.

IVM ile ilgili yapilan ¢alismalar sonunda oositlerde spontan matilirasyonu
saglayacak cesitli vasatlar iiretilmistir. Serum, gonadotropin (FSH ve LH) ve 6stradiol
bulunduram doku kiiltiir ortami olarak TCN-199, Ham’s F10, HEPES veya bikarbonat

tamponlu Chang’s vasati.

Glukoz, piriivat ve laktat somatik hiicreler ve oositler i¢in esas enerji kaynagi
olmakla beraber kiiltiir ortamina degisik miktarlarda eklenilerek kullanilirlar. Oosit
ihtiyaclarindan biri olan piriivat kumulus hiicreleri tarafindan glukozun ve laktatin
piriivata ¢evrilmesiyle biiyiik Olclide elde edilmektedir. Bu durum maturasyon
sirasinda oosit g¢evresindeki yapilarin 6nemini gdstermektedir. Deniide edilmis
oositlerin kiiltiir vasatina piriivat eklendiginde durumlarini koruduklar1 ancak kiimiiliis

hiicreleri ile kiiltiire edildiklerinde mayozda bir duraklama olmadig1 izlenmistir.

Kiiltiir vasatinda bulunmasi gerektigi disiiniilen bir baska molekiil ise
aminoasitlerdir. Aminoasitler proteinlerin yap: tasi olmakla beraber tampon gorevi
goriirler ve enerji kaynagidirlar. Embriyo gelisimi sirasinda ortamlarin serum igerip
icermedikleri goz Oniinde bulundurularak gelisim evresine gore farkli oranlarda

aminoasit eklenmektedir.

Yapilan hayvan c¢aligmlarinda vitaminlerin maturasyon iizerindeki etkisi
konusunda yetersiz bilgi bulunmakla beraber maturasyon sirasinda niikleer ve

sitoplazmik maturasyonu uyardigi yoniinde bilgiler vardir (Delilbasi, 2008).

Bu calismada plasentadan elde edilecek trofoblastik kok hiicrelerin kiiltiirii
sonrasinda elde edilecek firlinlerin oosit kiiltliriinde kullanilmas1 ve oosit
matiirasyonuna olasi etkilerinin arastirilmasi amac¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda

proje sonunda, trofoblastik hiicre {irlinlerinin elde edilip edilemeyecegi, oosit
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kiiltiiriinde kullanilip kullanilamayacagi, eger kullanilabilecek ise yeni kiiltiirii

sistemlerinin gelistirilip gelistirilemeyeceginin ortaya konmasi hedeflenmektedir.

Oosit matiirasyonu i¢in trofoblastik kok hiicre tirtinleri ile kiiltiirii proje ile ilk defa

yapilacak olup, projenin 6zgiin kismini olusturmaktadir.
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5. GEREC VE YONTEM

Proje Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’nun 12/11/2014 tarih ve 77.637.435-4 sayil1 onayt ile Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi 2014/170 nolu proje destegi ile

gercgeklestirilmistir.

5.1 DENEY HAYVANI

Calismada 20 adet 10-20 haftalik Bulb/C fare kullanildi. Farelerin bakim ve
izlenimi Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlart Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nde gergeklestirildi. Fareler uygun kafeslerde oda sicakligi 24+1
C’ de, 12 saat aydinlik/karanlik siklusu i¢inde ve gilinde bir kez temizlenen kafeslerde
standart laboratuvar diyetiyle ile beslendi, su alimlar1 serbest birakildi. Calismada

herhangi bir karantina kosulu uygulanmada.

Deneklerden 5 tanesi trofoblast kok hiicre eldesi, geri kalan fareler ise oosit eldesi

i¢in kullanildi.

5.2. TROFOBLAST KOK HUCRE ELDESI

Trofoblast kok hiicre eldesi icin deneklerden alinan vajinal siirlintii 6rnegi lam
tizerine yayildi ve % 60’lik alkolde 1 dk bekletildi. Daha sonra 3 dk akar su altinda
yikanan 6rnekler hemotoksilende (Haematoxylin harris, RRSP67/E) 1 dk bekletildi ve
3 dk akar suda yikandi. Daha sonra 1 dk eosin (Surgipath, Unno1989, 01601E) ile
boyanan oOrnekler 3 dk akar suda yikandi. Boyama sonrasinda c¢ekirdek boyamasi
gozlemlenmeyen ornekler 6strus doneminde kabul edildi ve iki disi bir erkek olacak
sekilde fareler ¢iftlesmeye birakildi (Resim 1-A,B). Ertesi giin sabah vajinal tikag
varlig1 tespit edilen disi fareler, fertilizasyon pozitif olarak kabul edildi ve ayr1 bir
kafese alind1. Fertilizasyondan sonraki 14. giinde denekler plasenta eldesi i¢in servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifikasyondan sonra deneklerin batin bdlgesi steril
pens ve makas yardimiyla agildi (Resim 2-A,B). Her bir denkten 6-8 adet embriyo
plasentalar: ile birlikte ¢ikarildi ve 3 embriyo plasentalar: ile birlikte, 3 plasentada
embriyolarindan ayr1 olarak %10 formalin soliisyonuna alinarak embriyonik giin
tayininin teyidi, histokimyasal ve immunohistokimyasal analizler i¢in parafin takip

i¢in tespit edildi.
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Resim 1: Fareden smear drnegi. Hematoksilen-Eozin boyamasi. Olgek: 20pum.

Trofoblastik kok hiicre eldesi i¢in ise geride kalan tiim plasentalar embriyolardan
ayrilarak 25 cm? petri i¢ine % 1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B)
iceren steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) (Lonza Biowhittaker, BE17-516F)
icerisine alind1 (Resim 2-C). Plasentalar hava akis kabini (ESCO Class II BSC)
igerisine alinarak maternal kisimlar steril bistiiri yardimi ile ayrildi ve kalan kisimlar
yeni %1 penisilin-streptomisin igeren steril PBS igerisine transfer edildi. Yikama
islemi gerceklestirildikten sonra plasentalar bistiiri yardimi ile mekanik disseksiyon
yapilarak kiiciik pargalara ayrildi ve % 0,1 gr/ml kollajenaz tip I (Sigma, C0130), %
0,01 gr/ml hiyalurinidaz (Sigma, H3506-100MG), % 1 sigir serum albiimin (BSA)
(Sigma, A7906) % 1 penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), % 1 L-
glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B), % 1 gentamisin (Biochrom, A 2712) % 0,2
amfoterisin B (Capricorn Scientific, AMP-B) ve % 10 fotal sigir serumu (Capricorn
Scientific, FBS-12B) iceren DMEM-HAMS F12 (Capricorn Scientific, DMEM-12-A)
kiiltiir vasat1 igine alind1 ve 1 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi
(ESCO, CCL-170B-8) (Resim 2-D). Inkiibasyonun ardindan &rnekler 50 ml’lik falkon
tiiplerine aliarak 5 dk 1000 rpm’de santrifiij yapildi. Ustte kalan s1v1 kisim ve biiyiik
parcalar atilarak pellet her plasentaya 0,5 ml kiiltiir vasati olacak sekilde % 1 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin, %1 gentamisin, % 0,2 amfoterisin B ve %15 fotal sigir
serumu iceren DMEM HAMS- F12 kiiltiir vasati ile homojenize edildi. Bu islemden
sonra yaklagik 1 dk beklenerek ¢dziinmemis parcalarin dibe ¢okmesi saglandi. Ustte
kalan hiicreli kisim 24 gozlii kiiltiir kaplaria 2x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim
yapild1 ve kiiltiire edildi (Resim 3). Trofoblast kok hiicresi elde edildikten sonra

hiicrelerin yeterli konfluensiye ulagsmasi i¢in 2 giinde bir kiiltiir vasati degistirilerek
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37°C, %5 CO2’li ortamda 2 hafta kiiltiire edildi (Resim 4). Yeterli konfluensiye
ulasildiginda hiicrelerin bir kismi trofoblast kok hiicre karakterizasyonu i¢in % 4

paraformaldehit (Merck, TP704404) ile 30 dk oda sicakliginda tespit edildi. Geriye

kalan hticreler ¢alismada kullanildi.

Resim 2: Trofoblast Eldesi. A-B: 14 giinlilk embriyo ve plasenta eldesi, C: Plasentanin
PBS igerisinde yikanmasi, D: Plasentanin mekanik disseksiyonu.

Resim 3: Enzimatik reaksiyon sonrasi plasentadan elde edilen trofoblast hiicreleri.
Olgek: 100 um .
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Resim 4: Trofoblast kok hiicre kiiltiiriiniin 5. (A) ve 11. (B) giin. Olgek: 50 pm.

5.3. TROFOBLAST KOK HUCRELERININ KARAKTERIZASYONU
Trofoblast kok hiicrelerinin karekterizasyon i¢in fiksasyon isleminden sonra 3x10
dk PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler % 3°liik H202 (Merck, K31355100 303) ile 15
dk inkiibe edildi. Tekrar 3x5 dk PBS ile yikanan hiicreler 10 dk % 0.1 Triton-X100
(Applichem, Mt 646, 85g/mol) ile permeabilizasyonu buz iistiinde saglandi ve 3x5 dk
PBS ile yikama yapildi. Daha sonra bloklama (Invitrogen, 859043) soliisyonu ile 1
saat oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan, 1/50 oraninda PBS ile hazirlanan,
trofoblast kok hiicre belirteci anti-sitokeratin-7 (Santa Cruz Biotechnology, sc23876)
ile hiicreler 1 gece +4°C de inkiibe edildi. Hiicreler PBS ile 3x5 dk yikandiktan sonra
biotin-streptavidin peroksidaz sekonder antikorlari (Invitrogen, 859043) ile her bir
basamak 30 dk olacak sekilde boyandi. inkiibasyonun ardindan diaminobenzidine
kromojeni (DAB) (ScyTek, ACC125) ile 15 dk boyama yapildi. Once PBS ardindan
distile su ile yikama isleminden sonra ornekler 3 dk Mayer’s hematoksilen (05-
06002/L) ile boyama yapildiktan sonra immunohistokimya kapatma medium (Spring

bioscience, DMM-125) ile kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelendi.

Hiicrelerin karakterizasyonuna es zamanli olarak trofoblast kok hiicreleri, oositle
ko-kiiltiir islemi i¢in 20ug/ml mitomisin-C (Sigma, M0440-5MGQG) ile 1,5 saat 37°C,
%35 CO2 ortaminda inkiibe edilerek inaktive edildi. Siire sonunda mitomisin-C igeren
vasat alindi ve yerine trofoblast kiitiir vasati ile 2 defa yikama yapilarak taze vasat
konuldu (Resim 5).
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Resim 5: Oosit ko-kiiltiir islemi i¢in mitomisin C islemi ile inaktive edilmis
trofoblast kok hiicreleri. Olgek 100 pm.

5.4. OOSIT ELDESI VE KULTURU

Oosit eldesi i¢in Ostrus donemindeki 15 disi 5IU gonadotropin mares serum
(Sigma, G4877, USA) % 0.9 sodyum Kklor ile diliie edildikten sonra intramuskular
uygulandi ve enjeksiyondan sonraki 24., 36. ve 48. saatlerde denekler servikal

dislokasyon ile sakrifiye edildi ve ovaryum dokulari ¢ikarildi (Resim 6).

A B c
® & -

Resim 6: Sakrifiye isleminden sonra sirasiyla 24 (A), 36 (B) ve 48 (C) saat
gonadotropin uygulanmis fare ovaryumlari. X40

Tim ovaryumlar % 1 penisilin-streptomisin bulunan steril PBS igerisine alindu.
Yikama isleminden sonra ovaryumlar M2 (Sigma, M7167, USA) vasat igerisine
transfer edildi ve 37°C de 1sitmali tabla iizerinde disseksiyon mikroskobu (Olympus
mikroskop, SZX7) altinda insulin enjektorii yardimiyla mekanik diseksiyon yapilarak
oositlerin follikiillerden disar1 ¢ikartilmasi saglandi. 24 saat gonadotropin uygulanmis
fareye ait oositler profaz I evresinde, 36 saat gonadotropin uygulanmis fareye ait
oositler metafaz | evresinde ve 48 saat gonadotropin uygulanmis fareye ait oositler ise

metafaz IT oosit olarak kabul edilerek ¢alisma gruplari olusturuldu (Resim 7).
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Resim 7: 24 (A), 36 (B) ve 48 (C) saat gonadotropin uygulanmus farelerden elde edilen
oositler. Olgek 100 pm

Oositler 24, 36. ve 48. saatlerde toplandiktan sonra her bir gruptan elde edilen
oositler 3 gruba ayrildi. Ik grup oositler M2 kiiltiir vasat1 igine alindi. Ikinci grup
oositler mitomisin C ile muamemele edilmis trofoblastlardan toplanan kiiltiir vasatina
(CM) transfer edildi. Son grup oositler mitomisin C ile muamele edilmis trofoblast kok
hiicrelerinin bulundugu 24 gozlii kiiltiir kaplarina transfer edildi (TR) (Sekil 24) .

N
DENEY GRUPLARI
-
S N =
M2 CM TR
N N N

Sekil 24: Calismada yer alan deney gruplari. Sirasiyla 24, 36 ve 48 saat Hcg
uygulamis farelerden elde edilen Profaz I, Metafaz I ve Metafaz II oositler M2
kiiltiir vasati, Trofoblast kok hiicre kiiltiir vasati (CM) ve Trofoblast kok
hiicreleriyle ko-kiiltiir yapilmistir.
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Direkt trofoblastlar ile kiiltiire edilen oositler trofoblast kiiltiir vasati i¢erisinde kiiltiire
edildi. Ikinci ve son gruptaki oositler kiiltiir vasati veya M2 mediumu ile 30 ul
damlalar olusturulup, iizeri mineral yag ile kapatildiktan sonra transfer edildi. Tiim
grupta bulunan oositlerin 48 saat 37°C, % 5 CO2’li inkiibatorde kiiltiir islemi
gerceklestirildi.

5.5. OOSITLERIN IMMUNOFLORESAN BOYAMASI

Oositler, 48 saat kiiltiiriin ardindan % 4 paraformaldehit ile 30 dk tespit edildi ve
3x10 dk %1 gr/ml BSA (Sigma, A7906,USA) iceren PBS ile yikandi. Zona
pellusidanin oositten ayrilmasi igin distile su igerisinde 140 mM NaCl (Merck,
106404), 3mM CaCl2.2H20 (Sigma aldrich, C3881), 5SmM MgCI2.6H20 (Fluka,
63063), %0,1 (w/v) glukoz (Sigma aldrich, G8270), ve % 0,4 (w/v)
polyvinylpyrrolidone (Sigma, PVP-360) bulunan asit tyroid solusyonunda 10 dk
tutuldu. Zona pellusida ayrilmasi inverted (Olympus, TH4-200) mikroskop altinda
kontrol edildikten sonra oositler % 0.1 Triton X-100 iceren PBS ile 15 dk inkiibe
edildi. Ardindan % 10 oraninda % 1gr/ml BSA iceren PBS ile hazirlanmis normal kuzu
serumu (Santa cruz, sc-2488) ile oositler 1 gece +4 °C’de bekletildi. Ertesi sabah
oositler 1/50 oraninda hazirlanmis anti-APC (biorbyt, orb5703), anti-MAD1 (biorbyt,
0rb49050), anti-MAD?2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-28261), anti-H-RASS (Santa
Cruz Biotechnology, sc29), anti-MPF (UShbiological life sciences, 141430) ve anti-
siklinB1 (Santa Cruz Biotechnology, sc245) antikorlar1 ile 30-36 saat +4 °C’de
bekletildi (Resim 8). Sonraki giin % 1 gr/ml BSA igeren PBS ile 3x10 dk yikama
yapildiktan sonra 1/500 oraninda % 1 gr/ml BSA igeren PBS ile primer antikorlara
uygun sekilde anti-mouse FITC (Millipore, AP308F) veya goat anti-rabbit Rhodamine
(Santa Cruz Biotechnology, sc-2091) sekonder antikoru karanlik ortamda bir gece
+4°C’de bekletildi. Anti-APC, anti- Mad1 ve anti-MAD2 i¢in rhodamine, anti-H-RAS,
anti-MPF ve anti-Siklin B1 i¢in ise FITC kullanild1. Ertesi giin oositler % 1 gr/ml BSA
iceren PBS ile 3x10 dk yikama yapildiktan sonra 1/10 oraninda DAPI (Cell signaling
technology, 4083S) iceren kapatma vasatu (Calbiochem, JA1750) icerisine alind1 ve

fleurosan atagmanli inverted mikroskop altinda incelendi.
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Resim 8: Antikorlar ile + 4°C’de 30-36 saat inkiibe edilmis oositler.

5.6. EMBRIYO VE PLASENTA ISIK MiKROSKOBIK DOKU TAKIBi
Formalin (Sigma Aldrich, UN 1198) solusyonunda 24 saat fiksasyon islemi
yapilan 6rnekler 1 gece % 30 siikroz (AnalaR, pmod 10274) iceren PBS solusyonunda
bekletildi. Ertesi giin 3x30 dk PBS ile yikandi ve rutin parafin takip islemi i¢in % 60,
% 70, % 80 ve % 100 alkol (Alkomed Kimya Kozmetik ve D1s Tic. San. Ltd. Sti, CAS
64-17-5) serilerinde birer saat bekletildi. Ornekler ksilen (TEKKIM,
TK.090270.05000-2) -alkolde 15 dakika bekletildikten sonra, seffaflastirma islemi
icin embriyolar 2 degisim ksilende 5’er dk, plasentalar ise 10’ar dakika bekletildi. Bu
islemin ardindan ksilen-parafinde (TEKKIM, TK.200661.05004) 15 dk tutulan

ornekler 2 degisim parafinde birer saat bekletildi ve daha sonra blok kabina aktarildi.

5.7. DOKU HISTOKIMYASAL BOYAMASI

Embriyo ve plasenta drneklerinden alman 5 mikron kesitler 60°C’de bir gece
bekletildi. Ertesi giin ksilende 1 saat bekletildikten sonra 5 dk akarsuda yikama islemi
yapilip % 96, % 80, % 70 ve % 60 alkol serilerinde 2’ser dakika bekletildi. Tekrar 5
dk akarsuda yikanan kesitler hematoksilende (Haematoxylin harris, RRSP67/E) 3 dk
bekletildi. Ardindan 5 dk akarsuda yikama yapildi ve %1 lik asit-alkol solusyonuna
batirilip ¢ikaritildi. Yeniden akarsuda 5 dk yikama yapildi ve 1 dk eosin (Surgipath,
Unno1989, 01601E) ile boyandi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler % 80 ve % 96 alkol
serilerinde 1 dk bekletildi ve kesitler kurutulduktan sonra ksilende 1 saat bekletildi
(Tablo 2). Tim boyali preperatlar entellan (Spring bioscience, DMM-125) ile
kapatilarak 151k mikroskobu (Olympus, BX43) altinda incelendi.
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Tablo 2: Hematoksilen- Eozin boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 3 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

5.8. DOKU IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMASI

Orneklerden alman kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60° C lik
etiivde tutulduktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95° ten % 60’ a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Immunohistokimya kalemi
ile (IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan 6rneklere % 0,5 lik
tripsin (EK001-10K, Biogenex, San Ramon, USA) soliisyonu i¢inde oda sicakliginda
15 dakika tutuldu. Kesitlerin 3x5 dk PBS ile yikama islemi gerceklestirildi. Doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk % 3’ liik H202 uygulandi. Kesitler
3 defa 5 er dk PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika bloklama soliisyonu (85-6543,
Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA) ile muamele edildi. Bloklama
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soliisyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra kesitler 1/50 diliisyon ile hazirlanmig anti-
sitokeratin 7 (Santa Cruz Biotechnology, sc-23876) antikoru ile bir gece inkiibe edildi.
Ertesi giin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (85-9043, Invitrogen) ile her bir boyama basamagi 30’ ar
dakika olacak sekilde boyandi. Basamaklar arasinda 3 defa 5’ er dakika PBS ile
yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirligiini
saptamak amaciyla diamimobenzidine (DAB, 71897, 71898, Milipore) ile 5 dk
boyandi. Mayer’s hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile 2
dk bekletilerek artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler

kapatma vasatu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3: Iimmunoperoksidaz boyamasi
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Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika

Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika

% 80 alkol 2 dakika

% 70 alkol 2 dakika

% 60 alkol 2 dakika
Yikama PBS 10 dakika
Bloklama Tripsin 15 dk (37°C)
Yikama PBS 3X5 dk

%3 Hidrojen Peroksit 5dk
Yikama PBS 3x5 dk

Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Birincil Antikor Anti-sitokeratin 7 1 gece, 4°C de
Uygulamasi
Yikama PBS 3x5 dakika
Ikincil antikor Biotinlenmis antimouse 30 dk
Uygulamasi veya anti-rabbit

Yikama PBS 3x5 dakika



Ikincil antikor Streptavidin-peroksidaz 30 dk

Uygulamasi uygulamasi
Kromojen DAB 5 dk.
Yikama Distile su 3x5 dk.
Zit Boyama Mayer hematoksilen 5 dakika
Yikama Distile su 10 dk
Dehidratasyon Alkol (%80, %90, %100) 2 ser dk
Seffaflastirma Ksilen 10 dk
Kapatma Entellan

5.9. DNA METILASYONU ANALIZI
DNA metilasyon i¢in her bir gruptan ortalama 30 tane oosit 200 pl steril PBS
icerisine alinarak yikandi ve DNA izolasyonu i¢in hazirlandi. DNA izolasyonu igin

K1820-01 katalog numarali invitrogen pureLink genomic DNA mini kit kullanilmistir.

5.9.1. DNA izolasyonu

Oositler yikama isleminin ardindan 20 ul proteinaz K igerisine aktarildi ve steril
PBS ile bir defa yikama islemi gerceklestirildi. Oositler 200 ul PBS icerisine transfer
edilerek tizerine 20 ul proteinaz K ve 20 ul RNase A ilave edilerek vorteksleme yapildi
ve 2 dk oda sicakliginda beklendi. Uzerine 200 ul genomik lysis/binding buffer ilave
edildi ve bu esnada hiicre zarinin daha iyi par¢alanmasi i¢in 8-10 adet boncuk ependorf
icine konuldu. Bunun yaninda niikleik asit kayb1 olmamasi i¢in ayn1 anda glikojen
(GeneMark, GM14) ilavesi de gerceklestirildi. Ornekler 55 °C’de 10 dk bekletildikten
sonra 200 ul %100 alkol ile vortekslendi ve spin columna aktarilan 6rnekler 10000
g’de 1 dk santrifiij edildi. Burada spin columnun alt tiipii atildi ve iistte kalan kisim
yeni bir tiip iizerine aktarildi. Uzerine 500 ul yikama soliisyonu konularak 10000 g’de
1 dk santrifiij edildi. Alt tiip tekrar atild1 ve yikama soliisyonu 2 ilavesi 500 ul olarak
yapildi. Ornekler 3 dk maksimum hizda santrifiij islemi gerceklestirildi. Alt tiip atild1
ve yerine yenisi konuldu. Bir kez de bos dondiiriiliip alt tiip tekrar atildi. Spin kolumn
kapakli bir ependrofa aktarildi ve iizerine 25-200 ul elution buffer ilavesi DNA’y1
alttaki tiipe indirmek i¢in yapildi.
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DNA miktar1 6l¢iimii nanodrop ile yapildi. Oncelikle nanodrop su ile temizlendi.
Kor grup icin saf su kullanildi. Herbir 6rnek 6lgiimiinden sonra tekrar su ile yikama
islemi gergeklestirildi. Orneklerin DNA miktar dl¢iimii yapildiktan sonra &rneklerin

bulundugu ependroflarin agzi parafilm ile sarilarak -20 °C’ye kaldirildu.

5.9.2. DNA Metilasyonu
DNA metilasyon analizi i¢in MethylFlash™ Global DNA Methylation (5-mC)
Elisa Easy Kit (Colorimetric) (Epigentek, P-1030) kullanildi.

DNA Metilasyonu i¢in yikama soliisyonu, negatif ve pozitif kontroller i¢in
ornekler klavuza gore hazirlandi. Toplamda 32 reaksiyon olacak sekilde ornekler
dizayn edildi ( Tablo 4). Negatif kontrol % 2 diliie, pozitif kontrol ise % 0.1, % 0.2, %
0.5 % 1, % 2 ve % 5 diliie oranlarda kullanildi. Calisma 6rnekleri i¢in her bir goze
100 pul oraninda binding soliisyonu ve 20 ng (2-4 ul) DNA eklendi ve 37 °C’de 60 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim &rnekler 3x1 dk yikama soliisyonu ile yikand.
Daha sonra tiim 6rnekler tizerine 1 pl 5-mC antikoru iceren kompleks soliisyon ilave
edildi. Inkiibasyon i¢in 50 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra tiim &rnekler 5x1
dk yikama soliisyonu ile yikandi. Ardindan her bir goze 50 pl developer soliisyon
kondu ve ornek renklerinin 3-4 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonunda mavi renge
donmesi beklendi. Pozitif kontrol grubundan %5°lik goziin koyu maviye donmesi ile
tiim gozlere 100 pl stop soliisyonu eklenerek enzim reaksiyonu durduruldu. Birkag
dakika beklenilerek renk degisiminin tamamen durmasi beklendi ve sar1 renge
doniistimii izlendi (Resim 9). Analiz absorbans 6lgiimii ..... makinesinde 450 nm de
2-15 dk i¢inde Olgtldii.
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Tablo 4: DNA metilasyonu yapilan gruplar.

1. Serit 2. Serit 3. Serit 4. Serit
NK % 1 PK Metafaz | TR Metafaz | M2
NK % 1 PK Metafaz | TR Metafaz | M2
% 0,1 PK % 2 PK Metafaz Il TR Metafaz | CM
% 0,1 PK % 2 PK Metafaz Il TR Metafaz | CM
% 0,2 PK % 5 PK Profaz | M2 Metafaz || M2
% 0,2 PK % 5 PK Profaz | M2 Metafaz || M2
% 0,5 PK Profaz | TR Profaz | CM Metafaz Il CM
% 0,5 PK Profaz | TR Profaz | CM Metafaz Il CM

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol, TR: Trofoblast kok hiicreleri ile ko-kiiltiir
yapilan gruplar, M2: M2 vasat ile kiiltiire edilmis gruplar, CM: Trofoblast kok hiicresi

kiiltiir vasati ile kiiltiire edilmis gruplar ifade etmektedir.

Resim 9: Elisa metodu ile global DNA metilasyon 6l¢iimii sirasinda stop solusyonu
sonras1 0rneklerde meydana gelen renk degisimi.
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6.BULGULAR

6.1. TROFOBLAST ELDESI VE KULTURU

Trofoblast eldesi i¢in denekler fertilizasyondan sonraki 14. Giinde embryo ile
birlikte plasentalar ¢ikartildi. Embryo giin tayini i¢in embryo ile birlikte 1s1k
mikroskobik takibe alinan 6rneklerin histokimyasal analizinde neuroektoderm ve
primer beyin vezikkiilleri segilmekte idi (Sekil 25). Primer vezikiiller ile birlikte 3.
Ventrikiil ve koroid pleksus gelisimi oldugu izlendi. Ayrica {ist ve alt ekstremitelere
ait plaklar embriyo govdesinin her iki yaninda gozlendi. Ebryonun dorsal kisminda
somite ait yapilar se¢ildi. Toraks igerisinde kalp ve akciger dokularina ait yapilar
saptandi. Batina uyan bolgede gastrointestinal sisteme ait (6zafagus, mide, ince ve
kalin bagirsaklar) dokular ile birlikte karaciger dokusuna ait kesitler gozlendi.
Genitoliriner sisteme ait yapilar anatomic pozisyona uygun sekilde ayirt edildi. Bu
veriler dogrultusunda embriyonun 13.5-14.5 giine ait embriyo oldugu teyit edilmis

oldu (Resim 10 ve Resim 11).
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Sekil 25: Yaklasik 60 somit bulunduran 13,5 giinliilk embriyo goriintiisii (Kaufman,
1994).
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Mezensefalik
ventrikiil

Dordiincii
ventrikiil Medulla

Diensefalon
(hipotalamus)

oblangata

Hiyoid
Diensefalon
(talamus)

Lateral .
ventrik Timus
Agiz
bolgesi
Sol Ventrikiil Gelismekte
olan
vertebra
Kuyruk proksimal

Karaciger .. .
bolgesi

Resim 10: 14 giinliik embriyoya ait gériintii. H-E boyamas: (Sagital kesit). Olgek: 200
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Peritoneal kavite

Noral tiip

Sentral _ _
kanal Gastrointestinal
Sistem
(Duodenum)
Karaciger

Ayak plak
Ventrikiil yak plakast

Resim 11: 14 giinliik embriyoya ait goriintii (Transvers kesit). H-E boyamasi. Olgek:
200 pm.

Ayni kesitte plasentanin histokimyasal analizi sonrasinda fotal yiizde, Maternal
yiiz desidual hiicrelerden olusmakta idi. Desidual hiicreler soluk sitoplazmali,
icerisinde glikojen birikimi olan biiyiik hiicreler olarak ayirt edildi. Fotal yiiz ise
amniyon hiicreleri ile siirli, koryon frondozum hiicrelerinden olusmus olup, sito ve
sinsityotrofoblast hiicrelerinin yer aldig1 tabaka olarak gozlendi. Intervilloz alanda sito
ve sinsityotrofoblast hiicrelerle birlikte mezenkimal hiicrelen varligi izlendi.
Mezenkimal hiicreler fusiform yapida sitoplazmilk uzantilart olan hiicreler olarak ayirt
edildi. Plasenta kesitlerinin interstisyel alaninda biiyiikk genis sitoplazmali hofbauer
hiicreleri de yer yer gozlendi. Intervilloz alanda f6tal kapillerler villuslar izlendi.
Desidua bazalisten koryon plagina uzanan desidual bolmede izlendi (Sekil 26, Resim
12).
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Stratum spongiosum
Limiting or boundary layer Placental septum
Maternal vessels

Trophoblast

Amnion Umbilical arteries =8|
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Umbilical cord_é >
Marginal sinus @
Sekil 26: Plasentaya ait yapilar.

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Placenta Development,
erisim tarihi: 29.07.2016.
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Sitotrofoblast 200 pm

Sinsityotrofoblast

Resim 12: 13,5 giinliik embriyo ve plasentaya ait H-E boyamasi

Trofoblast kok hiicrelerinin plasenta igerisindeki lokalizasyonu ve varliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan sitokeratin-7 immunohistokimyasal analizi sonrasinda
pozitif hiicrelerin 6zellikle fotal yiizde daha fazla olmak tizere varligi tespit edildi

(Resim 13).
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Resim 13: Sitokeratin 7 ile immunohistokimyasal boyamasi yapilmis 14. Giin embriyo
plasentast. Olgek A-200 pm, B-50 um.

6.2. TROFOBLAST KULTURU VE KARAKTERIZASYONU

Plasentadan elde edilen trofoblast kok hiicreleri kollajenaz sonrasinda elde
edilerek kiiltiire edildi (Resim 2). Kiiltiiriin ilk giiniinde hiicrelerin yer yer yapismaya
basladiklar1 gozlendi (Resim 3). Kiiltiire devam edildiginde hiicrelerin fusiform yapida
olduklari, fakat biiyiimelerinin yavas oldugu saptandi (Resim 4). O nedenle kiiltiire 14
giin devam edilerek yeterli sayida trofoblast kok hiicre eldesi gergeklestirildi.
Trofoblast hiicrelerinde pasaj yapilarak devam edilen hiicrelerin pasaj sonrasi kiitiir
kabina yapisma ve ¢cogalmada problemler yasanmasindan dolay: trofoblast kok hiicre
kiiltiirii oositler ile birlikte ko-kiiltiir yapilacak olan 24 gozli kiiltiir kaplarinda ilk
giinden itibaren ekimleri yapilarak, hi¢ pasaj yapilmadan kullanildi. Trofoblast kok
hiicrelerin karakterizasyonu i¢in bir grup hiicre tespit isleminden sonra sitokeratin-7
ile boyandi. Boyama sonrasinda 14. Giindeki tiim hiicrelerin sitokertain-7
pozitfiliklerinin gbzlenmesi tizerine (Resim 14) bu hiicreler ile galismaya devam
edildi. Qositler ile birlikte ko-kiiltiir yapilmasi amaciyla kullanilacak olan trofoblast
kok hiicrelerin ko-kiiltiir sirasinda ¢ogalmalarinin inhibe edilmesi ig¢in hiicreler
mitomisin-C ile inkiibe edildi ve bu hiicrelerin stokeratin-7 ile immunohistokimyasal
analiz sonrasinda bu hiicrelerin hala sitokeratin-7 eksprese ettikleri gézlenmesi lizerine
bu hiicrelerin mitomisin-C uygulamasi sonrasinda da trofoblast kok hiicre karakterini

korudugu sonucuna varildi (Resim 15).
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Resim 14: 145 giinliik fare plasentasindan elde edilen trophoblast kok hiicre
karakterizasyonu igin sitokeratin-7 immunoreaktivitesinin mitomisin C uygulamasi
oncesi belirlenmesi. A, B- 10 um
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Resim 15: 14,5 giinliik fare plasentasindan elde edilen trophoblast kok hiicre
karakterizasyonu i¢in sitokeratin-7 immunoreaktivitesinin mitomisin C uygulamasi
sonrast belirlenmesi. A, B- 10 um.

'- . 10pm 10 ym

Resim 16: 14,5 giinliik fare plasentasindan elde edilen trophoblast kok hiicre
karakterizasyonu igin yapilan indirekt-histokimyasal boyamada kontrol grubu. A, B-
10 pm.
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6.3. ANTIKOR IMMUNOREAKTIVITELERI

6.3.1. APC Immunoreaktivitesi

M2 kiiltiir vasati igerisinde profaz 1 ve metafaz | oositlerde APC
immunoreaktivitesinin zayif siddette (+) oldugu gozlenirken, metafaz II oositlerde
APC immunoreaktivitesinin orta siddette (++) oldugu izlendi (Resim 17). Trofoblast
kok hiicre kiiltiir vasat1 igerisinde kiiltiire edilen profaz I, metafaz | ve metafaz Il
oositlerde APC immunoreaktivitesinin benzer olup zayif siddette (+) oldugu tespit
edildi (Resim 18). Trofoblast kok hiicreleri ile yapilan ko-kiiltiir sonucunda ise, APC
immunoreaktivitesinin profaz I oositlerde kuvvetli (+++) siddette, metafaz | oositlerde
orta siddette (++) ve metafaz II oositlerde zayif siddette (+) oldugu goriildii (Resim
19).

Resim 17: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin
M2 kiiltiir vasati sonrasinda APC immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.



CM-APC
24 36 48

Resim 18: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin M2
kiiltiir vasat: sonrasinda APC immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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TR-APC

Resim 19: Profaz I (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin TR
kiiltiir vasat: sonrasinda APC immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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6.3.2. MAD1 immunoreaktivitesi

M2 vasatu ile kiiltiir edilen grupta profaz I ve metafaz II oositlerde zayif (+)
siddette, metafaz II oositlerde ise orta (++) siddette MAD1 immunoreaktivitesi izlendi
(Resim 20). Trofoblast kok hiicresi kiiltiir vasatu ile yapilan kiiltiir sonucunda profaz
I, metafaz | ve metafaz 1l oositlerde benzer MAD1 immuoreaktivitesi gozlendi ve
immunoreaktivite zayif (+) siddette olarak tespit edildi (Resim 21). Trofoblast kok
hiicreleri ile yapilan ko-kiiltiir sonucunda ise profaz I ve metafaz I oositlerde MADI
immunoreaktivitesi zayif (+) siddette iken, matafaz II oositlerde orta siddette (++)
pozitif idi (Resim 22).

M2-MAD1
24 36 48

Resim 20: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin M2
kiiltiir vasat1 sonrasinda MAD1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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CM-MAD1
36

Resim 21: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, 1) oositlerin CM
kiiltiir vasat1 sonrasinda MAD1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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TR-MAD1

36
F

Resim 22: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin TR
kiiltiir vasat1 sonrasinda MAD1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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6.3.3. MAD2 immunoreaktivitesi

M2 vasatu ile kiiltiir edilen gruplarda MAD2 immunoreaktivitesi profaz | ve
metafaz II oositlerde orta (++) siddette izlenir iken, metafaz I oositlerde zayif (+)
siddette idi (Resim 23). Trofoblast kiiltiir vasatu ile yapilan kiiltiir sonucunda ise tiim
gruplardaki oositlerde MAD2 immunoreaktivitesinin benzer olarak orta (++) siddette
oldugu saptandi (Resim 24). Trofoblast kok hiicreleri ile kiiltiir sonucunda profaz I
oositlerde MAD2 immunoreaktivitesinin orta (++) siddette, metafaz I ve metafaz II

oositlerde ise benzer olarak zayif (+) siddette pozitiflikte bir immunoreaktivite oldugu

belirlendi (Resim 25).

M2-MAD2
24 36 48

Resim 23: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz 11 (G, H, I) oositlerin M2
kiiltiir vasat1 sonrasinda MAD2 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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CM-MAD2

Resim 24: Profaz | (A, B, C), metafaz I (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin CM
kiiltiir vasat: sonrastnda MAD2 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.

24
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TR-MAD2

24 36 48

Resim 25: Profaz I (A, B, C), metafaz I (D, E, F) ve metafaz 11 (G, H, I) oositlerin TR
kiiltiir vasat1 sonrasinda APC immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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6.3.4. RAS Immunoreaktivitesi

M2 vasatu ile kiiltiirii yapilan profaz I, metafaz I ve metafaz II oositlerde benzer
sekilde RAS immunoreaktivitesi oldugu ve orta (++) siddette pozitiflik gosterdigi
bulundu (Resim 26). Trofoblast kok hiicre vasati ile yapilan kiiltiir sonucunda ise RAS
immunoreaktivitesinin profaz I oositlerde kuvvetli (+++) siddette, metafaz I oositlerde
orta (++) siddette ve metafaz II oositlerde zayif (+) siddette oldugu gozlendi (Resim
27). Trofoblast kok hiicreleri ile yapilan ko-kiiltiir sonucunda ise profaz I oositlerde
zay1f (+) siddette pozitifligin, metafaz I ve metafaz Il oositlerde yer yer zayif (+/-)

siddette oldugu bulgusuna ulagildi (Resim 28).

M2-RAS

Resim 26: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin M2
kiiltiir vasat1 sonrasinda RAS immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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CM-RAS

24 36 48

Resim 27: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin CM
kiiltiir vasat1 sonrasinda RAS immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pum.
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TR-RAS

24 36 48

Resim 28: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz 11 (G, H, 1) oositlerin TR
kiiltiir vasati sonrasinda RAS immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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6.3.5.MPF Immunoreaktivitesi

M2 vasatu ile kiltir edilen profaz I ve metafaz 1 oositlerde MPF
immunoreaktivitesi zayif (+) siddette pozitif iken, metafaz 11 oositlerde MPF
immunoreaktivitesinde artis olup, kuvvetli (+++) siddette oldugu belirlendi (Resim
29). Trofoblast kiiltlir vasati ile yapilan kiiltiir sonucunda ise profaz I ve metafaz I
oositlerde orta (++) siddette immunorektivite gosterir iken, metafaz Il oositlerde
immunoreaktivitenin kuvvetli (+++) pozitif oldugu tespit edildi (Resim 30). Trofoblast
kok hiicreleri ile ko-kiiltiir sonucunda ise MPF immunoreaktivitesinin profaz I
oositlerde orta siddette (++) positif oldugu, metafaz I oositlerde zayif (+), metafaz II

oositlerde ise yer yer zayif (+/-) siddette oldugu goriildii (Resim 31).
M2-MPF

24 36 48

Resim 29: Profaz | (A, B, C) metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, 1) oositlerin I\/I2
kiiltiir vasat: sonrastnda MPF immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm
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CM-MPF

24 36 48

Resim 30: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, 1) oositlerin CM
kiiltiir vasati sonrasinda MPF immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.
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TR-MPF

Resim 31: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin TR
kiiltiir vasat1 sonrasinda MPF immunoreaktivitesi. Olgek: 200 pm.

102



6.3.6. SiklinB-1 Immiinoreaktivitesi

M2 kiiltiir vasati ile kiiltiir edilen profaz I, metafaz I ve metafaz Il oositlerde siklin
B-1 immunoreaktivitesinin zayif (+) siddette oldugu saptand: (Resim 32). Trofoblast
kiiltiir vasati ile kiiltiire edilen profaz I ve metafaz II oositlerde zayif (+) siddette
benzer siklin B-1 immunoreaktivitesine sahip olduklari gozlenir iken, metafaz I
oositlerde siklin B-1 immunoreaktivitesinin orta (++) siddette oldugu izlendi (Resim
33). Trofoblast kok hiicreleri ile ko-kiiltiir sonucunda ise profaz I ve metafaz II
oositlerde siklin B-1 immunoreaktiivtesinin ¢ok zayif (+/-) siddete oldugu, metafaz I

oositlerde ise zayif (+) siddette pozitifligi belirlendi (Resim 34).

M2-SiKLIN

24 36 48

Resim 32: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz 11 (G, H, I) oositlerin M2
kiiltiir vasat1 sonrasinda Siklin B1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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CM-SIiKLIN

24 36 48
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Resim 33: Profaz | (A, B, C), metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, 1) oositlerin
CM Kkiiltiir vasat1 sonrasinda Siklin B1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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TR-SIKLIN

24 36 48

Resim 34: Profaz | (A, B, C) metafaz | (D, E, F) ve metafaz Il (G, H, I) oositlerin TR
kiiltiir vasati sonrasinda Siklin B1 immunoreaktivitesi. Olgek: 200 um.
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Tablo 5: Deney gruplarina ait immunoreaktivite degerlendirmesi

M2 CM TR
24 36 48 | 24 36 48 24 36 48

APC + + | ++ + + + +++ ++ +
MAD1 + | 4+ + + + + + + ++
MAD2 | ++ + | ++ ++ ++ ++ ++ + +

RAS ++ ++ ++ +++ ++ + + +/- +/-

MPF + + | 4+t ++ ++ +++ ++ + +/-
Siklin + + + + | ++ + +/- + +/-
Bl

6.4. DNA Metilasyon Analiz Sonuclari

Dna metilasyonu metil grubunun sitozin 5-karbon atomuna DNA metiltransferaz
araciligi ile kovalent bagla baglanmasi sonucunda S5-metilsitosin olusumu ile
sonuglanir. Calismada kullanilan kit 5-metilsitozin miktarin1 kolorimetrik analiz

yontemi ile ortaya koymaktadir.

Calismadaki analiz sonucunda negatif kontrol grubunda deger 0 iken, pozitif kontrol
grubunda konsantrasyonlara dogru orantili olarak artis gosterdigi ve en fazla degerin
% 5 lik grupta oldugu saptandi. Bunun i¢in elde edilen verilerin egimi hesaplandi ve
buna gore grafik olusturuldu (Sekil 27 ve Sekil 28). Calisma gruplarinda DNA
metilasyon degerinin Metafaz II oosit iceren M2, CM ve TR gruplarinda oldugu
gozlenir iken, profaz I de tiim gruplarda sifira yakin iken, metafaz [ M2 de nagatifligin
devam ettigi, metafaz I CM ve TR fruplarinda ¢ok az bir artisin oldugu tespit edildi
(sekil). Metafaz II M2 grubunda DNA metilasyon orani tiim diger gruplara gore en
fazla oldugu goriildi (sekil). Metafaz II CM grubundaki DNA metilasyon degeri
Metafaz II TR grubuna oranla daha fazla idi (sekil).

106



Standart egri

R? = 0,9225
1,5
1
0,5
o
NK % 0,1 PK % 0,2 PK %0,5 PK % 1 PK % 2 PK %5 PK
0,5

Sekil 27: DNA metilasyonunda yer alan negative ve pozitif kontrol degerleri egim
grafigi.
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Sekil 28: Deney gruplarinda DNA metilasyon degerleri.
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7. TARTISMA

Oosit matiirasyonu infertilite kliniklerinde oosit eldesi sonrasinda 6nemli olmanin
yani sira, PCOS, ovarian yetmezlik gibi in vivo oosit matiirasyonunu etkileyen klinik
olgular icin de onemlidir. In vitro sartlarda oosit matiirasyonu yapilirken kiiltiir
vasatlarina rekombinant FSH ve hCG ilavesi gerekmektedir. Bunun yaninda hastanin
inaktive edilmis serumu, follikiiler sivida bulunan biiyiime faktorleri, lipidler,
glikoproteinler, steroidler ve sitokinler oosit maturasyonunda rol alabilecek olup,
sentetik serum ve insan albumin eklenmesine gore daha iyi olabilecegi bildirilmistir.
(Celik, 2013). Bununla beraber hali hazirda farkli kiiltiir vasatlari ile oosit
matlirasyonu i¢in kiiltiirler yapilabilse de henliz kabul edilmis protokol

bulunmamaktadir.

Oosit matiirasyonun in vivo sartlara benzerligi agisindan tubal faktorlerin
bulundugu kiiltiir ortamlar1 denenmis ve bir miktar oosit matiirasyonu saglanabilmistir
(Yesil ve Vatansever, 2013). Kok hiicrenin tanimlanmasindan sonra klinik kullanim
potansiyelleri farkli klinik ve deneysel ¢aligmalarda denenmektedir. Embriyonik
dokudan elde dilen kok hiicreler farklilasma potansiyelleri diger kok hiicre
kaynaklarina gére daha fazladir. Plasentada yer alan kok hiicrelerin, villoz stromadan
koken alan pluripotent kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, hofbaur hiicrelerini
olusturdugu diisiiniilen hematopoetik kok hiicreler ve trofoblastik kok hiicrelerin
(Genbacev O, 2016) in vitro kullanim alanlar1 heniiz yeni konulardandir. Trofoblastik
hiicrelerden koken alan bu kok hiicreler intertisyel trofoblastlar, endovaskiiler
trofoblastlar, sitotrofablastlar ve sinsityotrofoblastlardir. Calismada 14 giinliik fare
embriyo giinii Kaufmann’in fare atlasi ile teyit edildikten sonra (Sekil 25) plasenta
orneklerinde bu hiicrelerin maternal alanda bulunduklar1 ve sitokeratin-7 pozitif
olduklar1 saptanmasi ilizerine, bu donemde elde edilen plasentadan bu hiicrelerin tanimi
ve eldesi yapilabilecegi goriildii. Plasentalar elde edildikten sonra maternal yliziin
mekanik ve enzimatik disseksiyonunu takiben trofoblastik kok hiicreler elde edilerek
kiiltiire edildi. Kiiltlirtin ilk giinlerde bu hiicrelerin daha az sayida oldugu, 10-14
giinliik kiiltlir sonunda kok hiicrelerin konfluent olduklar1 gézlendi. Kiiltiir ortamina

FGF4 ilave edilmesi hiicrelerin proliferasyonu ve canliligina olumlu yonde etkiledi.
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Trofoblastik kok hiicreler konfluent olduktan sonra tripsin-EDTA kullanilarak
pasajlama islemide yapildi, pasajlama sonrasinda hiicrelerin canliklarina devam
ettikleri, fakat kiiltiir kaplarina yapigsmadiklar1 ve ¢cogalmadiklar1 gbzlendi. Pasajlama
isleminin birkag kez tekrarlanmasi sonucunda hiicrelerin hala yapismadigi gézlenmesi
tizerine trofoblastik kok hiicrelerin eldesinden sonra konfluent olarak direkt ¢alismada
kullanilmast uygun goriildii. Motomura ve ark, 2016 yaptiklar1 calismada trofoblastik
kok hiicrelerin pasaj sonrasinda yuvarlak olarak kaldiklarini bildirilmislerdir.
Konfluent olan hiicreler karakterizasyon igin literatiire uygun olarak sitokeratin-7
dagilim1 bakilmig (Genbacev O, 2016 ve Shahbazi ve ark, 2016) ve oosit ile kiiltiire
baslamadan once yapilan boyanmalarda tiim hiicrelerde pozitif oldugu goriilmiistiir.
Trofoblast hiicrelerin pasajlama asamasindaki sorundan dolayi, proje kapsaminda
trofoblast hiicrelerin  konfluent olarak canliliklarina devam etmeleri ve
proliferasyonlarmin inhibe edilmeleri amaciyla mitomisin-c kullanilmistir.
(Vatansever ve Uluer, 2013). Mitomin-c kullanimi1 sonrasinda da trofoblast kok
hiicrelerinin sitokeratin-7 immunoreaktivitesinin pozitifliginin devam etmesi nedeni
ile, oositler trofoblast kok hiicreleri ile birlikte Kko-kiiltirde kullanildi. Proje
kapsaminda trofoblastik kok hiicre iirlinlerinin oosit maturasyonuna etkisini
amacladigimizdan dolayr mitomisin ¢’ye bagl bu iiriinlerde degisiklikler olabilecegi
g6z oniinde bulundurularak, mitomisin-C uygulanmadan 6nce elde edilen trofoblast

kok hiicre kiiltiir vasati da toplanarak oosit kiiltiiri yapilmasi proje kapsamina dahil
edildi.

Proje kapsaminda hCG uygulamasi sonrasindaki 24, 36 ve 48 saatlik donemlerde
ovaryumlar alindi1 ve 24 saatlik siire sonunda elde edilen oositlerin germinal vezikiile
sahip oldugu ve birinci polar cisimcigin bulundurmadiklar: tespit edildi. Bu
ozelliklerinden dolay1 profaz I oositler olduklar1 kabul edildi. Ayni1 sekilde 36 saatlik
oositlerde korona radiata ve kumulus hiicrelerinde profaz I oositlerine gore daha
gevsek oldugu goriildii. Bunun yaninda birinci polar cisimcik ve germinal vezikiil
izlenmemesi iizerine, metafaz | oosit olarak kabul edildi. Son gruptaki 48 saatlik
oositlerde birinci polar cisimcigin varligi tespit edilmekle birlikte germinal vezikiil
gbzlenmedi, zona pellusida kolaylikla izlendi ve bu grup oositler ise metafaz Il olarak
kabul edildi.
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Oosit maturasyonu intrasitoplazmik ve niikleer olmak iizere iki sekilde
gerceklesir. Niikleer maturasyonun basglamasi igin; LH tetikleyici bir role sahip
olmakla beraber, 6strojen ve steroidlere de ihtiya¢ vardir. Oosit maturasyonunda ilk
gelisen olay germinal vezikiil yani hiicre g¢ekirdek zarinin yikilmasidir (GVBD).
GVBD, LH’1in uyarici etkisi ile baslar ve sonrasinda kromozom yogunlagmasi, ig
iplikgikleri olusumu, homolog kromozomlarin metafaz plagi tizerine yerlesmesi ile
gerceklesmektedir. Mayoz I’in tamamlanmasi ile asimetrik sitokinez gergeklesir ve
sekonder oosit ve birinci polar cisimcik olusur. Mayoz II’'nin gergeklesmesi ile
sitoplazmanin az bir bolimiinii alan, mitokondriyon, ribozom ve kortikal graniillere

sahip ikinci polar cisimcik olusur (Dinopoulou 2016).

Sitoplazmik maturasyon sirasinda ise birinci polar cismin olusmasiyla perivitellin
bosluk genisler, mitokondriyon sayis1 artar ve yapisal degisiklikler olusur. Golgi
komplekslerinden kortikal graniil salinmasi ile ooplazma graniiler bir hal alir. Oosit
gelisimi ile birlikte baslangigta merkezi bir konumu olan mitokondriyonlar periferde
konumlanirlar. Mitokondriyonlar hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunda etkin rol

oynamaktadir (Dinopoulou 2016).

Bu siiregte DNA metilasyonunun artist MPF’nin stabil devamliligi, Siklin B’nin
azalmasi, kinetekor bolgesindeki MADI ve MAD2’nin ekspresyonu ile APC’nin
aktivasyonu oositin mayotik siireci fertilizasyon asamasma kadar tamamlanmasi
saglandig gosterilmistir (Moyle ve ark, 2014) Bu donemde metafaz I’den fertilizasyon
asamasina kadar ekspresyonu gozlenen Mos MEK iizerinden APC inhibisyonu
tizerinden metafaz II arrestini saglar. MEK aktivasyonunu tetikleyen ise RAS
salimimidir (Balch ve ark, 2006). Bu nedenle oosit maturasyon siireci inhibitor ve
aktivatorlerin koordineli ¢aligmasi sonucunda gerdgeklesir. Bu faktorlerin in vivo
kosullar disinda salinimlarinin ya da aktivasyonlarinin duraksatilmasi direk oositin
maturasyonunu etkiler. Oositin in vitro maturayonu sirasinda hangi mayotik siirecte
elde edildigi, ne kadar kiiltiire edildigi, kiiltiir vasatindaki faktorlerin igerigi ve miktari
maturasyonu ile direkt olarak iliskilidir. Bu a¢idan in vitro maturasyon igin
kullanilacak faktorlerin 6nemi ve oositin hangi mayotik siiregte oldugunun

tanimlanmasi ana kriterdir.
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, APC’nin 6zellikle fare mayotik maturasyonunda
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. APC’nin memeli oosit maturasyonunun
G2/profaz arrestinde, G2/M gegisinde, mayoz I ve mayoz II gibi tim evrelerinde
gorevlidir. Bu nedenle APC’nin kontrol edilememesi oositte delesyona sebep
olmaktadir ve oosit kalitesinde 6nemli bir belirleyici faktor olup ilireme basarisiyla
direkt iligkilidir  (Sekil 29) (Homer H, 2013). Calismamizda APC
immunoreaktivitesinin M2 kiiltlir vasatinda en fazla 48 saatte gozlendigi, trofoblast
kok hiicre kiiltiir vasati ile yapilan inkiibasyonda tiim oositlerde benzer oldugu, fakat
en az immnureaktivitenin gézlenmesi tizerine M2 kiiltiir vasatinin trofoblastik kok
hiicre kiiltiir vasatina oranla APC salinimi i¢in daha iyi oldugu sonucuna varildi. APC
immunoreaktivitesinin 6zellikle Profaz 1 ve Metafaz 1 oositlerde diger kiiltiir
ortamlarina oranla artis saglamasi tizerine, erken déonemde APC immunoreaktivitsinin
artist sagliyor olmasi, oosit matiirasyonu agisindan trofoblastik kok hiicrelerin

kullanilabilecegini diistindiirdii.
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Sekil 29: http://www.genome.jp/keqg-bin/show_pathway?ko04114+K06679 erisim
tarihi: 20.07.2016.
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Fare oositinde mayoz I sathasinda dogru kromozom ayrilmasi icin MAD2
gereklidir. Ayrica MAD2’nin fazla ekspresyonu mayoz I safhasinda kromozom
ayrilmasini engellemektedir. Ayn1 zamanda MAD2, APC’yi inaktive eder. Boylelikle
metafaz Il arresti saglamis olur (Sekil 29) (Tunquist 2003). Bununla beraber kinetekor
bolgesinde MADI ile birlikte bulunarak kromozom ayrilmasinda da rol oynar.
Calismamizda MAD1 immiinoreaktivitesinin 6zellikle M2 kiiltiir vasatinda Metafaz |
oositte TR grubunda metafaz II oositte orta siddette (++) gdzlenmis diger oositlerde
ise zayif (+) olarak saptanmistir. Ozellikle trofoblast kok hiicre ko-kiiltiirii sonrasinda
MAD1’in geg salindig1 sonucuna varilmigtir. MAD2 immiinoreaktivitesi ise M2 kiiltiir
vasati ve TR vasati Metafaz 1 ve Metafaz Il oositlerinde zayif siddette iken diger
oositlerde orta siddette immiinoreaktivitesi gézlenmesi iizerine metafaz Il oositte
beklenen MAD?2 aktivasyonunun M2 ve CM grubunda oldugu saptandi. TR grubunda
Metafaz II oositte MAD2 immiinoreaktivitesinin diger kiiltiirdeki metafaz II oositlere
oranla daha az olmasinin sebebi bu kiiltiir ortaminda gecikmis MADI1 ekspresyonu
olabilecegi diislintildii. CM Kkiiltiir vasatinda ise MAD2 ekspresyonunun MAD1’e
oranla daha iyi oldugu ve bu da oosit maturasyonu i¢in uygun bir ortam oldugunu
diistindiirdi. MEK sinyal yolagi iizerinden etki eden RAS, APC inhibisyonu ile
metafaz I arrestinde desteklik saglar. RAS immiinoreaktivitesi sonucunda en az
immiinoreaktivitenin TR grubunda oldugu en fazla immunoreaktivitenin ise CM
profaz I oositlerde oldugu goézlendi. Belirli bir diizeydeki RAS immiinoreaktivitesinin
M2 ve CM grubunda APC immunoreaktivitesi ile uyumlu olmasindan dolay1 M2 ve
CM Kkiiltiir vasatlariin TR kiiltiir vasatina oranla RAS ekspresyonunu destekledikleri

distintildi (Sekil 30).

MPF tiim mayotik stirecte siklin B ile birlikte en 6nemli kontrol faktérlerindendir.
Immatiir oositte siklin B az miktarda iken metafaz I sonunda en yiiksek seviyeye cikar
ve birinci polar cismin atilmasi i¢in siklin B degredasyonuna ihtiyac vardir. (Jones,
2004, Marangos, 2004) MPF ¢ekirdegin dagilmasindan kromozomlarin
kondensasyonundan ve ig iplikgiklerin organizasyonundan sorumludur. GVBD
evresindeki oositten itibaren giderek artan miktardaki MPF diizeyi Metafaz [ sonunda
hizla degrede olarak birinci polar cisimcigin atilimini saglar. Mayoz Il baslangicindan
metafaz [I’ye kadar stabil seviyede kalarak mayotik arresti kontrol eder. MPF

immunoreaktivitest M2 ve CM kiltir vasatindaki metafaz II oositlerde en fazla
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gozlenir iken TR grubunda MPF immiinoreaktivitesinin daha az oldugu tespit edildi.
CM grubunda profaz | ve metafaz I oositlerde de orta siddette MPF gbzlenmesine
ragmen esas artmis immiinoreaktivitenin metafaz II’de gézlenmesi beklenen bir sonug
olarak degerlendirildi. Siklin B1 immiinoreaktivitesi ise sadece CM grubunda Metafaz
I oositte digerlerine gore daha fazla oldugu gozlendi fakat siklin Bl

immiinoreaktivitesinin MPF ekspresyonu ile uyumlu oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 30: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko04114+K06679, erisim
tarihi: 20.07.2016.

DNA metilasyonu oosit mayotik siirecinde gelisen follikiil ile birlikte orantili
olarak artar. Ozellikle puberte donemindeki hemen hemen tiim evrelerdeki oositlerde
DNA metilasyonu en iist seviyededir. Spermatogenezden farkli olarak oogenezde
DNA metilasyonunun dogumdan sonra gézlenmesi oogenezin dogumdan sonra devam
etmesinden dolayidir. Calismamizda DNA metilasyon degeri M2 ortaminda kiiltiire
edilen Metafaz Il oositlerde en fazla oldugu metafaz I ve Il CM grubunda da DNA
metilasyonunun M2 metfaz Il oositteki kadar olmasada diger oositlere nazaran daha
fazla oldugu saptandi. DNA metilasyonun ve oosit maturasyonunu kontrol eden
faktorlerin en fazla CM grubunda gozlenmesi iizerine oosit maturasyonu i¢in CM

kiiltlir ortaminin in vitro oosit kiiltiiriinde kullanilabilece§i sonucuna varildi.
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Trofoblast kok hiicreleriden transkripsiyon (Tead4, Cdx2, Eomes, EIf5, Sox2,
FoxD3, Ets2, Esrrb )faktorleri yanisira, biiylime faktorlerinden FGF (FGF4, FGFR2
ERK2, FRS2, PTPN11) ve TGF (Nodal) ailesi iiyelerininde salgilandig: bilinmektedir
(Tablo 1) (Can, 2014). Ozellikle FGF ve TGF ailesi iiyelerinin hem embriyonik hem
de eriskin donemde bircok molekiiller mekanizmay1 kontrol ettigi bilinmektedir
(Knight ve Glister, 2006). Bunun yani sira oosit maturasyonu sirasinda parakrin ve
otokrin sinyal yolaklar1 igerisinde aktivin, FGF ve BMP ailesi iyeleride yer
almaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda trofoblastik kiiltiir vasatinin o0ositten bu

faktorlerin salinimini tetikleyerek maturasyonu desteklemis olabilecegi diisiiniildii.

Sonug olarak trofoblastik kok hiicreleri plasentadan elde edilerek kiiltiir ortaminda
iiretilmeleri protokolii bu ¢alisma sonucunda olusturulmustur. Ozellikle bu hiicrelerin
taze olarak ve pasajlanmadan kullanilma gerekliligi bir dezavantaj olarak goriilebilir.
Fakat bu hiicrelerden salgilanan 6nemli faktdrlerin olmasindan dolay1 sadece oosit
kiiltiiri i¢in degil diger ¢aligmalar i¢inde kullanilabilecegi diisiiniildii. Bunun yani sira
hiicre varligindan ziyade kiiltiir vasatinin kullanildig1 6rneklerde oosit maturasyonunu
kontrol eden faktorlerin daha fazla ekspresyonlarinin gézlenmesi bir avantaj olarak
diisiiniildii. Ister oosit kiiltiiriinde olsun ister diger kiiltiir amagl1 olsun hiicre olmadan
kiiltiir vasatinin kullaniminin olmasi hiicre-hiicre kontaminasyonunun Onlenmesi
acisindan avantaj oldugu sonucuna varildi. Oosit maturasyon siireci ¢caligmada 48 saat
inkiibasyon sonucunda degerlendirildi. Bu degerlendirme sirasinda oositlerin hiicresel
degisiklikleri sadece inkiibasyon baglangici ve sonunda degerlendirilebildiginden
oositlerin 48 saat inkiibasyon siirecinde ne gibi hiicresel degisiklikler gosterdigi tam
zamanli goriintiileme sistemi olmamasindan dolay1 ayritilandirilamamistir. Ayrica
DNA metilasyonu i¢in elde edilen DNA miktarlar1 oosit eldesi zorlugundan dolay1 az
miktarda olabilmistir. Bu analiz i¢in her bir 6rnek kitte belirtildigi gibi iki defa
yapilmis ve ortalama degerleri verilmistir. DNA miktarinin az olmasindan dolay1
ortaya ¢ikan degerler az gibi goriinsede tlim oOrneklerden aym1 miktarda DNA
kullanildigindan ~ dolayr  degerlerin  karsilagtirilmasinin  gilivenilir ~ oldugu

distiniilmektedir.

Elde edilen oositlerin kultiirleri sonrasinda M2 ve CM kiiltir ortamlarinin farkl

evrelerde toplanan oositlerdeki maturasyonu diizenleyici faktorlerin in vivo
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ortamdakine benzer sekilde RAS, MPF ve MAD2 ekspresyonlarindaki artisa, APC ve
siklin B1 ekspresyonundaki azalmaya sebep olmasindan ve bununda oosit
maturasyonunu desteklemesinden dolay1 in vitro oosit maturasyonu kiiltiirii agisindan

CM Kkiiltiir vasatinin yeni bir ortam olabilecegi sonucuna varildi.

Calisma oosit maturasyonu analizinin hem molekiiler hem de DNA metilasyon
orani karsilastirilarak yapildigindan farkli kiiltiir ortamlarinin bu degiskenler iizerine
olan etkisini degerlendirmistir. Ozellikle CM kiiltiir vasatinin igeriginin analiz edilerek
oosit maturasyonunu destekleyici hangi faktorleri igerdiginin ayrintilandirilmasi, oosit
maturasyonu i¢in yeni kiiltiir vasatlar1 gelistirilmesi agisindan 6nemli oldugu sonucuna

varilmigtir.
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