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OZET

Amag¢: Bu calismada Postmenopozal kadinlarindan alinan overlerin over yiizey
epitelinden embriyonik benzeri kok hiicrelerin elde edilmesi ve oosit benzeri hiicrelere
farklilastirilmasi planlandi ve ii¢ haftada farklilasmasi beklenen hiicrelerin birinci hafta,
ikinci hafta ve ti¢lincii hafta sonlarinda alinan 6rneklerden kok hiicre belirtegleri ve bu
donemde PTEN-PI3K-AKT-FOXO3A sinyal yolaginda olusan degisikliklerin

incelenmesi amaclandi.

Materyal ve Metod: Calismaya Celal Bayar Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Bolimi ile Merkez Efendi Devlet Hastanesi Dogumevi Klinigine c¢esitli jinekolojik
hastaliklar nedeni bagvuran ve opere olan, etik onam formunu imzalayan,
postmenopozal kadin hastalardan toplanan over doku o&rnekleri ve over doku
orneklerinden elde edilen OYE hiicre kiiltiirleri birinci hafta, ikinci hafta ve tiglincii
hafta 6rnekler almarak rutin histokimyasal ve anti- OCT-4, anti-SSEA-4, anti-C-KIT,
anti-VASA, anti- anti-ZP-4, anti-CK-18, anti-PTEN, anti-PI3K, anti-pAKT1/2/3, anti-
FOXO3 primer antikorlar1 kullanilarak avidin-biyotin-peroksidaz yontemi ile indirekt

immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi.

Bulgular: Over doku 6rneklerinin, Hematoksilen- Eozin ile boyanmis preparatlarinda,
postmenapozal kadinlardan alinmis olmasi nedeni ile primordial veya gelismekte olan
follikiiller yapilar gbzlenmedi. Tek kath kiibik epitel olarak over yiizey epiteli gozlendi.
Immunohistokimyasal incelemelerde doku orneklerindeki OYE hiicreleri arasinda
bulunan OCT-4, SSEA-4, C-KIT, eksprese eden kok hiicrelerin oldugu gozlendi ve
kortikal bdlgede OCT-4 ve SSEA-4’te boyanma gozlenmezken, C-KIT, PTEN, PI3K,
AKT, FOXO3A’da gozlendi. CK-18’de epitelde boyanma gozlendi. ZP-4, kok
hiicrelerin ve epitel hiicrelerinin eksprese ettigi gozlendi. VASA’da tiim dokularda
yaygin olarak eksprese edildigi gozlendi. Hiicre kiiltiirii 6rneklerinde OCT-4, SSEA-4
ikinci giin ve birinci hafta drneklerinde boyanirken, VASA ve C-KIT ikinci haftada,
ZP-4 {iglincii haftada ve CK-18’in tiim haftalarda boyandigi gozlendi.



Sonug¢: Alinan yiizey epitel hiicreleri {igiincii haftada “oosit benzeri” ve “blastosist
benzeri” hiicrelere doniistiikleri tespit edildi. Postmenopozlu kadinlarin overlerinde
follikiiller yapilar bulunmamasina ragmen yiizey epitel hiicreleri arasinda kok hiicrelerin
varligi ilging bulundu. Bu hiicrelerden oosit benzeri hiicrelerin gelisebilecegi gosterildi.
OYE hiicreleri arasinda bulunan kok hiicrelerin, oosit ve/veya blastosist benzeri hiicreye
doniismesindeki sirasinda PTEN-PI3K-AKT-FOXO3A yolaginin aktif fonksiyon
gosterdigi tespit edildi. OYE igerisinde bulunan kok hiicrelerin varli§i ve oositlere
dontisebilme yetenegi, bu hiicrelerin over yetmezligi vakalarinda kullanilmasina olanak
saglayabilecegi ve ayrica OYE’den elde edilen kok hiicrelerin veya embriyolarin
degisiklik dokulara farklilagtirilmasinin, rejeneratif tipta da yeni ufuklar acabilecegi

diistinildii.

Anahtar Kelimeler: Over yiizey epiteli, menopoz, OCT-4 , SSEA-4, C-KIT, VASA,
CK-18, ZP4, PTEN, PI3K, AKT, Foxo3A



SUMMARY

Aim: In this study, it was aimed to obtain embryonic-like stem cells from the ovarian
surface epithelium (OSE) which was taken from the postmenopausal women and
planned to differentiate into oocyte-like cells and - from the samples taken at the end of
the first, second and third week, stem cell markers and during this period, the changes
comprised in the PTEN-PI3K-AKT-FOXO3A signal pathway were intended to be

analysed.

Material and Method: The study, ovary tissue samples harvested from the
postmenopausal women who signed the ethic consent form and applied to the Celal
Bayar University Department of Obstetrics and Gynaecology and Merkez Efendi State
Hospital Maternity Clinic due to some gynaecologic diseases also operated and OSE
cell cultures obtained from the over tissue cells by getting samples in the first week,
second week and third week and by applying indirect immunohistochemistry staining
and the method of biotin peroxidase method using the routin histochemistry and anti-
OCT-4, anti-SSEA-4, anti-C-KIT, anti-VASA, anti- anti-ZP-4, anti-CK-18, anti-PTEN,
anti-PI3K, anti-pAKT, anti-FOXO3 were stained.

Results: In the stained preparates of over tissue samples stained by Hematoxilen- Eosin,
primordial or developing follicular structures weren’t observed due to taken by
postmenopausal women. OSE was observed as a simple cuboidal epithelium. In the
immunohistochemistry observations, it was observed that OCT-4, SSEA-4, C-KIT
found between OSE cells in the tissue samples, stem cells which were exhaled and
while in the cortical area in the OCT-4 and SSEA-4,staining wasn’t observed, it was
observed in C-KIT, PTEN, PI3K, AKT, FOXO3A. In CK-18, it was observed in the
epithelium. The expression of ZP-4 stem cells and epithelium cells was observed. In
VASA, in all tissues, the expression was widely observed and it was evaluated by
artefact. In the cell culture samples, while OCT-4, SSEA-4 stained in the second day
and in the first week sample, VASA and C-KIT were in the second week, ZP-4 was in

the third week and CK-18 was stained during all weeks.



Conclusion: It was identified that in the third week, the gotten OSE cells turned into
oocyte-like and blastocyst-like cells. Although the follicular structures weren’t found in
the ovaries of postmenopausal women, the existence of stem cells between OSE cells
found interesting. From these cells, the possibility of development of oocyte-like cells
has been showed. It was identified that while the stem cells between the OSE cells were
changing into oocyte and /or blastocyst-like cells, the PTEN-PISK-AKT-FOXO3A
pathway showed active function. The existence of stem cells in the OSE and the ability
to transform into oocyte. These cells can be used in the cases of ovary deficiency and
also the differentiation of the stem cells got from OSE or embryos into different tissues

can expand the horizon in the regenerative medicine.

Keywords: Ovarian surface epithelium, menopause, OCT-4, SSEA-4, C-KIT, VASA,
CK-18, ZP4, PTEN, PI3K, AKT, FOXO3A
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINIi

OYE Over Yiizey Epiteli (Ovarian Surface Epithelium)

PKH Putativ Kok Hiicre (Putative Stem Cell)

KKH Kirmizi Kan Hiicresi (Red Blood Cell)

DGKH Disi Germline Kok Hiicre (Female Germline Stem Cell)

CKEBKH (Cok Kii¢iikk Embriyonik Benzeri Kok Hiicre) (Very Small Embryonic Like
Cell)

OCT-4 Oktomer Baglayic1 Transkripsiyon Faktor-4 (Octamer-Binding Transcription
Factor-4)

SSEA-4 Evreye Ozgii Embriyonik Antijen-4 (Stage Spesific Embryonic Antigen-4)
VASA DEAD Protein Gen Homolugu (DEAD Protein Gene Homologous)

ZP-4 Zona Pellusida Proteini-4 (Zona Pellucida Protein-4)

CK 18 Sitokeratin 18 (Cytokeratin 18)

PTEN Fosfataz ve Tensin Homolugu ( Phosphatase and Tensin Homolg)

PI13K Fosfotidilinositol 3 kinaz ( Phosphoinositol 3- Kinase)

AKT (Protein Kinaz B) (Protein Kinase B)

FOXO3A Fork Head Kutusu Sinif O3 (Fork Head Box Class O3)

GVBD Germinal Vezikiiliin Yikilmasi (Germinal Vesicul Break Down)

CDK1 Siklin Bagimli Kinaz1 (Cyclin Dependent Kinasel)

MTORC1 Memelilerde Rapamisinin Hedef Kompleks Proteinil (Mammalian target of

rapamycin complex 1)

SRY Seks Belirleyici Bolge Y (Sex Determining Region Y)
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TDF Testis Belirleyici Faktor (Testis Determining Factor)

TGF-p Doniistiiriicli Biiylime Faktorii-p (Transforming Growth Factor-3)
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MPF Mitoz Baslatic1 Faktor (Mitosis Promoting Factor)

ER1o Ostrojen Reseptor-a (Oestrogen receptor-a)
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PDK1 Fosfoinositid bagimli kinaz-1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1)
POF Erken Over Yetmezligi (Premature Ovarian Failure)

TSC1 Tiiberoz Skleréz 1(Tuberous sclerosis 1)

TSC2 Tiiberoz Skleréz 2(Tuberous sclerosis 2)

RPTK Reseptor protein tirozin Kinaz

KL Kit Ligand

IgM Immunglobulin M

ZP Zona Pellusida (Zona Pellucida)

ZP-3 Zona Pellusida Proteini-3 (Zona Pellucida Protein-3)

X


http://en.wikipedia.org/wiki/MHC_class_II
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_surface_receptor

ZP-2 Zona Pellusida Proteini-2 (Zona Pellucida Protein-2)

ZP-1 Zona Pellusida Proteini-1 (Zona Pellucida Protein-1)

CL Corpora Lutea

FACs Fluorescence-activated cell sorting

MACs Magnetic-activated cell sorting

H.E Hematoksilen eozin

DIC Diferansiyel interferens kontrast

PCOS Polikistik Over Sendromu (Polcystic Ovarian Syndrome)
CD Farklilagsma Kiimeleri (Cell Differentiation)

HKH Hematopoetik Kok Hiicre (Hematopoietic Stem Cell)

MPP Multipotent Progenitoér (Multipotent Progenitor)

YMP Yaygin Myeloid Progenitdr ( Common Myeloid Progenitor)
YLP Yaygin Lenfoid Progenitér (Common Lymphoid Progenitor)
CA125 Kanser Antijen 125 (Cancer Antigen 125)

KS Kaposi Sarkom

RT-PCR Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

IVF In vitro Fertilizasyon

H.E Hematoksilen-Eozin

IHC Immunohistokimya

DOKH Doku Olusturan Kok Hiicre (Tissue Committed Stem Cell)

BrdU 5-bromo2-deoksiiiridin (5-bromo-2-deoxyuridine)

Xi



LVEF Sol Ventikiiler Ejeksiyon Fraksiyonu (Left Ventricule Ejection Fraction)

xii



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin,

Hematoksilen- Eozin ile boyamasina ait goriintiiler.

Resim 2. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre drneklerinin, Immunohistokimya-negatif kontrol

boyamasina ait goriintiiler.

Resim 3. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre 6rneklerinin, OCT-4 immunoreaktivitesine ait

gorlntiiler.

Resim 4. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre 6rneklerinin, SSEA-4 immunoreaktivitesine ait

goriintiiler.

Resim 5. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over ylizey epiteli hiicre 6rneklerinin, VASA immunoreaktivitesine ait

goriintiiler.

Resim 6. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre 6rneklerinin, C-KIT immunoreaktivitesine ait

gorlntiiler.

Resim 7. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over ylizey epiteli hiicre dérneklerinin, CK-18 immunoreaktivitesine ait

goriintiiler.

Resim 8. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre 6rneklerinin, ZP-4 immunoreaktivitesine ait

gorlntiiler.

Resim 9. Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
over yiizey epiteli hiicre 6rneklerinin, PTEN immunoreaktivitesine ait

goriintiiler.
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Resim 13.

Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
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gorlntiiler.
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goriintiiler.

Postmenopozal kadinlardan alinan over doku 6rneklerinin ve kazinan
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1. GIRIS

Over ylizey epiteli (OYE), peritoneal mezotelyal hiicrelerden koken almaktadir
(1,2). OYE, literatiirde over mezotelyumu veya normal over epiteli olarakta bilinir ve
eriskin kadinlarda tek katli prizmatikten kiibike dogru giden bir epitel olup, over
yiizeyini kaplar ve peritonun devamudir (3,4). OYE, bazal membran ve bazal
membranin altinda yogun kollajendz siki bag doku tabakasi olan tunika albuginea ile
over stromasindan ayrilmaktadir (5). OYE az farklilasmistir, normal epitelden farkli
olarak, hem epitelyal hem de mezenkimal belirtecler eksprese eder. Sadece ovulasyon
sirasinda siireli yirtilan fonksiyonel overin yiizeyi Bu tip epitel ile Ortiilii olup,
anovulatuvar siklus PCOS menopoz ve sklerotik over yiizeyi ise normal epitel ile

ortilidiir.

Parthe yaptig1 calismada over ylizeyinden kazinarak elde edilen epitel hiicreleri
putativ kok hiicre (PKH) ve kirmizi kan hiicrelerinin (KKH’lerinin) kiiltiire edilmesi ile
oosit benzeri, parthenot benzeri hiicrelere, néron tip hiicrelere ve alkaline fosfataz
pozitif hiicrelere ve hatta embriyonik bodilere doniisebildigini rapor etmistir (5).
Epitelyal hiicrelerin petri tabanina tutundugu ve KKH’lerinin zamanla kayboldugu,
PKH’lerin sportan differansiasyona ugradigir gosterilmistir (5). Bu differansiye olan
hiicrelerin germ hiicre belirtecleri (C-KIiT, DAZL, GDF-9, VASA, ZP-4 ve OCT-4)
tasidiklart bildirilmistir (5). Zou ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada overde bulunan
hiicrelere disi germline kok hiicreler (DGKH’ler) adin1 vererek bu hiicrelerin sadece
immature oositlere farklilasmadiklarini, ayn1 zamanda fertilize olabilen in vivo gelisen

oositler iiretebildiklerini gostermislerdir (6).

Over kok hiicrelerinin kaynagi halen tartismalidir. Bu hiicrelerin periferal kan
kokenli oldugu ileri siiren c¢alismalar varligina ragmen (5,7) daha oOnce yapilan
caligmalar bu hiicrelerin OYE’nde yerlesik hiicreler oldugunu bildiren caligmalarda
bulunmaktadir. (5,6,8). Virant-Klun ve arkadaslari bu hiicrelerin kandan koken
almadigini, over ylizey epitelinin yapisal bir pargast oldugunu bildirmistir (9). Bu
hiicrelerin yogun kromatin yapis1 nedeni ile ¢ekirdek boyanmasinin gergeklesmedigini

ileri siirmiiglerdir. Immuohistokimyasal boyama sonucunda bu hiicrelerin bir



pluripotensi belirteci olan SOX2 ile boyandigi gosterilmis bu hiicrelerin PKH’ler
oldugu sonucuna varilmistir. Ratajczak ve arkadaglari bu hiicrelere ¢ok kiigiik
embriyonik benzeri kok hiicreler (CKEBKH’ler) adin1 vermis ve erigkin insan
dokularinda da bulundugunu bildirmistir (10). Shin ve arkadaslar1 bu hiicrelerin
epiblastan go¢ eden hiicreler olduklarini eriskin dokularda da imprintig genlerin sessiz
olarak bulundugunu béylece teratomlardan korudugunu rapor etmistir (11). OCT-4,
SSEA-4, VASA, C-KiT, CK-18, ZP-4, PTEN, PI3K, AKT FOXO3A OYE’nden

eksprese olan ve farklilagmada rol alan belirteclerdir.

OCT-4 hem testis, hem de overde bulunan hiicreler tarafindan eksprese edilen
pluripotensiyi gosteren bir protein olup, putativ germ “kok hiicre” belirteci olarak
isimlendirilmektedir (12). Bununla birlikte overlerde OCT-4 ekspresyonunun gegici
oldugu ve proteinin miktarinin gelisimin ileri donemlerinde azaldig1 ve bu hiicrelerin

primordial follikiillere doniistiigii bildirilmistir (12).

Bir germ hiicre belirteci olan SSEA-4’tin pluripotensi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Over korteksinde SSEA-4 pozitif hiicrelerin varhigi gosterilmis ve fetal
overlerin yiizey epitelinde bulunan primitif oositlere benzetilmistir. Over yiizey epitel
hiicreleri arasinda az sayida SSEA-4 eksprese eden hiicrelerin varligi bilinmektedir. Bu
hiicrelerin over dokusu gibi her menstrual siklusta yaralanma ve tamir olaylarinin

gerceklestigi organda iyilesmenin hizlanmasinda fonksiyon gosterdigi diisiiniilmektedir.

Disi germ hiicrelerinin gelisiminde esansiyel rol oynayan VASA, DEAD box
gen ailesinin bir iiyesidir. VASA premayotik safhada gametogenez siiresi boyunca
eksprese olmakta, primordial germ hiicrelerinde ise bulunmaktadir. VASA germ hiicre
diferansiasyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. VASA gonositlerden ve birinci
trimestr oogonyalardan eksprese olmazken, ikinci trimestr gonadlarin germ hiicrelerinde

eksprese edilmektedir.

C-KiT’in bir protein tirozin kinaz reseptdrii olup hiicresel proliferasyon,
sagkalim, adhezyon, sekresyon ve diferansiasyonda rol oynadigi bilinmektedir C-
KIT’in: OYE hiicreleri arasinda bulundugu ve normal OYE fonksiyonu igin gereklidir
C-KiT’in oosit bilyiimesi ve follikiiler gelisimde esansiyel rol oynadigini, buna karsilik
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C-KIT bloke edildiginde farelerde postnatal follikiil gelisimin bozuldugu gozlenmistir.
(13-15).

Sitokeratin (CK) dokularin ektoderm veya endodermden koken ayriminda
kullanilmaktadir Over yiizey epitel hiicreleri hem epitelyal, hemde mezensimal
belirtegler tasimaktadir. CK pozitifliginin primordial, primer follikillerin, hem

follikiiler hem graniiloza hiicrelerinde varligini gosterilmistir.

Zona pellusida (ZP) proteinlerinden biri olan ZP-4, tek basina sperm baglama
yetenegine sahiptir. ZP-4 ayrica oositlerin gelisimde rol oynayan germ hiicrelerin
belirteci olduguda ileri siiriilmektedir. Primordial ve primer follikiillerdeki oositlerin

ZP-4 eksprese ettigi de ileri siiriilmektedir.

PTEN, PI3K’imn negatif diizenleyicisi oldugu ve primordiyal follikiil
aktivasyonunu baskilama fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. PTEN inhibitorlerinin
kullanilmasii ile primordiyal follikiilleri aktive edilebilecegi ileri siiriilmektedir,
PTEN’in, primordial follikiillerdeki oositlerde ortadan kaldirildiginda primordial
follikiillerin aktive oldugu, primer ve sekonder follikiillerin asir1 gelisimi dolayist ile
primordial follikiillerin erken deplesyonuna neden oldugu da rapor edilmistir. Bununla

beraber PTEN’in OYE hiicreleri ile yapilmig bir ¢alisma bulunmamaktadir.

PI3K primordial follikiil gelisiminde rol oynadigi, oositlerin yasamini, kaybin
ve primordial follikiillerin aktivasyonunu kontrol ettigi, ekstraselliiler yolaklar ile
primordial follikiillerin yasaminit devam etmesinde dnemli rol oynamaktadir. PI3K’nin
pre-graniiloza hiicrelerinin follikiil gelisimi ve aktivasyonu i¢in 6énemli oldugu bundan
dolayioosit biiylimesi ve follikiiler gelisimin devami i¢in diizenleyici oldugu da ileri
stirilmektedir (16). Primordial follikiillerdeki oositin Pdkl geni ortadan kaldirilirsa
hiicreler bekleme doneminde direkt olarak olmektedir (17). Bununla beraber OYE

hiicrelerinden oosit elde edilmesi sirasinda PI3K rolii tam olarak bilinmemektedir.

AKT, protein kinaz B (PKB) olarakta bilinir insan fizyolojizisinin 6nemli

diizenleyicisidir ve biliylime, hayatta kalma, proliferasyon ve metabolizmanin
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diizenlenmesini igeren g¢esitli hiicresel fonksiyonlari kontrol etmektedir (18). AKT
aktivasyonu oosit ¢ekirdeginin germinal vezikiil yikilmasi(GVBD) olarak isimlendirilen
olayinin ger¢eklesmesinde rol oynamaktadir. AKT CDKI1-siklin B kompleksini aktive
ederek mitotik faza girmesini saglamaktadir. Ayrica, AKT/PKB normal hiicre sag
kalimimi saglamasinda ve fertilize fare oositlerinde ilk mitotik boliinmede anahtar rol

oynadigi da ileri stiriilmektedir.

FOXO3A disi tireme sistemi icinde gonadal fonksiyonlarin kontrolii,
embriyogenez ve follikiilogenezde 6nemli rol oynamaktadir (19). FOXO3A memeli
overinde follikiiler aktivasyon ve erken gelisim donemini kontrol ettigi ileri
stirilmektedir. Oositlerdeki yiiksek PI3K-AKT sinyal yolagimin aktivitesi oositlerdeki
FOXO3A’y1 inhibe ederek primordial follikiillerin aktivasyonunda inhibitér rol
oynamaktadir. Asirt FOXO3A ekspresyonunun da follikiil gelisiminin bozarak disi
infertilitesine de neden oldugu bildirilmistir (18).

Bu caligmada menopozlu kadinlardan alinan over 6rneklerinden elde edilen yiizey epitel
hiicrelerinin  immunohistokimyasal teknikle OCT-4 ve SSEA-4 antikorlar1 ile
pluripotent hiicrelerin; C-KIiT ve VASA antikorlari ile germ hiicrelerin, -ZP-4
antikorlari ile oosit benzeri hiicrelerin; CK-18 ile epitelyum hiicrelerinin varliginin ve
bu farklilagsma iglemleri sirasinda PTEN-PI3SK-AKT-FOXO3A sinyal yolaginin roliiniin

arastirmasi amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Overin Genel Yapisi

Overler, dogum yapmamis kadinlarda badem seklinde, sag ve sol lateral pelvik
duvarlara yakin yerlesimli pembe beyaz yapilar olarak gozlenen, uzunlugu 3 cm,
genisligi 1.5 cm, kalinhiginda 1 cm olan bir ¢ift disi tireme sistemi organidir (20,21).
Agirliklart yaklasik 5 gram kadardir (22). Overler pelvisin yan duvarlarinda fossa
ovarica ad1 verilen gukurluklara yer alir. Overlerin 6n kisimlarinda, kan damarlarinin ve
sinirlerin girdigi hilus adi verilen bolge bulunur. Mezovaryum (posterior), kan
damarlarin1 overlere ileten bir periton kivrimi olup, overi uterusun yan kenarlarindan
uzanan broad ligamentine baglar. Overin st kutbu suspansor ligamentle pelvik duvara,
alt kutbu ise ovarian ligament ile uterusa tutunur (Sekil 2.1.1). (20). Overin
kanlanmasin1 aorta abdominalisten ¢ikan arteriyor ovarica’lar saglar. Bu arter,
suspensor ligament igerisinde seyreder. Overin siiperior kutbu pelvik duvarina over
damarlarini ve sinirlerini getiren siispansor ligament ile pelvik duvara baglanir. Venleri
arterleri takip ederek hilum ovarii’den ¢ikar. Once pleksus pampiniformis adi verilen bir
vendz agl, ardindan da vena ovarica’yr olusturur. Vena ovarica, sol tarafta vena
renalis’e sag tarafta ise dogrudan vena cava inferiora dokiiliir. Lenf damarlar1 ise nodi
lymphatici preortici ve nodi lymphatici aortici lateralis’e acilir. Ligamenti ile uterusa
baglanir. Bu ligament embriyonik fibr6z kord pelvisin tabanina gelisen gonadlara
tutunan gubernakulumun bir kalintisidir. Puberte Oncesi, overin yiizeyi diizdiir ancak
iireme c¢ag boyunca tekrarlaryan ovulasyonlardan dolayr devamli olarak skardir ve
irregiilerdir. Postmenopozal kadinlarda overler ireme doneminde gozlenen boyutlarin

dortte biri kadardir (20,22) (Sekil 2.1.2).
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2.2. Gonad Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasma ragmen, gelisimin yedinci haftasina kadar gonadlar erkege veya disiye ait

morfolojik 6zelliklere sahip degildirler (25).

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 besinci haftada ortaya c¢ikar, mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik olusur. Buna
gonadal kabarti denir (21). Gelisimin altinci haftasina kadar gonadal kabartilar i¢inde
germ hiicreleri yoktur (25). Parmak seklindeki epitelyal kordonlar (gonadal
kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiytirler. Farklilanmamis
gonad, dista yer alan bir korteks ve igte yer alan bir medulla’dan olusturmaktadir(21).
Primordiyal germ hiicreleri, epiblasttan koken alir, primitif ¢izgi boyunca go¢ eder ve
ticiincti haftada yolk kesesinin (umblikal ya da vitellus kesesi) allontoise yakin
duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. Dordiincii haftada ameboid
hareketlerle sonbagirsagin mezenterinin dorsali boyunca, ilerleyerek besinci haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir, altinc1 haftada genital sirtlar iggal ederler. Bu hiicreler
genital sirtlara ulasamadiklar1 takdirde gonadlar gelisemez. Primordiyal germ
hiicrelerinin gonadlarin over veya testise farklilagmalar1 iizerine indiikleyici etkileri

vardir (25). Bu hiicreler genital sirtlara ulasamadiklar takdirde gonadlar gelisemez.



2.3. Over gelisimi ve Embriyolojisi

Overler, posterior abdominal duvarin mezodermal epiteli, altinda yer alan
mezensim dokusu ve primordiyal germ hiicreleri olmak iizere ti¢ kaynaktan kdken alir

(21).

XX cinsiyet kromozomlarina sahip olan embriyolarda, farklanmamis gonadin
korteksi overe farklanir ve medullas: geriler (21). Farklanmamis gonadin kortikal
bolgesi, baslangigta primer cinsiyet kordonlarini igerir. Bu kordonlar, gelisimin besinci
haftasinda s6lom epitelinden mezensim i¢ine uzanir. Y kromozomunun seks belirleyen
bolgesinde yerlesik SRY geni tarafindan kodlanmis TDF yoktur (26). Onuncu haftaya
kadar overler histolojik olarak ayirt edilemezler. Primer cinsiyet kordonlar1 belirgin
degildir. Erken fetal donemde, overin yiizey epitelinden koken alan primer cinsiyet
kordonlari altta bulunan mezengim icerisine dogru ilerler. Kortikal kordonlarin boyutlar
arttiginda, primordiyal germ hiicreleri onlarin igerisine girerler. Yaklasik onaltinci
haftada, bu kordonlar izole hiicre kiimelerine pargalanirlar (21). Bu kiimelerdeki
hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve her oogoniumun etrafini tek sirali yassi follikiiler
hiicreler sararlar. Follikiiler hiicreler, oogoniumlar ile birlikte primordiyal follikiili
meydana getirir (25). Fetal yasam sirasinda, overlerdeki oogoniumlarda olusan aktif
mitoz sonucu, binlerce primordiyal follikiil meydana gelir. Dogumdan sonra overin
yiizey epiteli (germinal epitel) diizlesir ve tek tabakali hale gegen hiicreler, over
hilumunda periton mezoteliyle devamlilik gosterirler. Yiizey epiteli korteksteki

follikiillerden tunika albuginea adi verilen ince bir fibroz kapsiille ayrilir (21).
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Sekil 2.3.1. Overin embriyonik gelisimi (21)

2.4. Over’in Histolojisi

Insanlarda overler, badem seklinde yapilar olup, yiizeyleri tek katli yass1 ya da
kiibik over yiizey epiteli (germinal epitel) ile kaplidir. Over yiizey epitelinin altinda,
overin beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea (TA) olarak adlandirilan siki bag
doku tabakasi bulunur. Tunika albugineanin altinda primer oositleri i¢eren over
follikiillerinin bol miktarda bulundugu korteks yer alir (27). Kortekste over yiizey
epitelinin altinda, primer oositlerin tek sirali yassi follikiil epiteli ile ¢evrili oldugu
primordiyal follikiiller bulunur (26). Follikiiller, kortikal bolgenin bag dokusu igine
gomiiliidiir. Bag dokusu hormonal uyarilara diger organlarda bulunan fibroblastlarindan

farkli yanit veren fibroblastlar igerir (Sekil 2.4.1).

Overin en i¢ kism1 yani medulla bolgesi gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir
damar yatag, sinirleri i¢eren kisimdir (26,27). Korteks ile medulla bolgeleri arasinda

kesin bir siir yoktur.



Sekil 2.4.1. Over dokusunun hematoksilen-eozin ile boyanmis kesiti (20)

2.5. Germ Hiicrelerinin Kokeni

Eriskin memeli disilerinin overlerindeki oositlerin (ve primordiyal folikiillerin)
kokeni germ hiicrelerinin muhtemel gonadin somatik sélom (germinal veya yiizey)
epitelinin prolifereasyonundan meydana geldigi 1870°te Waldeyer tarafindan
Onerilmistir (28,29). Karsit goriis olarak germ plazmasinin devamliligi Weismann

tarafindan teori olarak onerilmistir (30,31).

Yeni tekniklerin kullanimi Weismann’nin teorisinin omurgasizlar (C. Elegans ve
Drosophila melanogaster ve bazi alt omurgalilar (zebrafish ve kurbagalar) igin uygun
olabilecegini ancak fareler ve memelilerin geneli i¢in uygun olmadigimi gostermistir
(32,33). Genetik olarak isaretlenmis 4 ve 8 hiicreli fare embriyolar1 ile yapilan
calismalarda hiicrelerin ya germ hiicresine ya da somatik hiicreleri olusturdugunu
gostermistir (34). Bu spesifik olmayan germ hiicresinin implantasyon Oncesinde var
oldugu goéstermektedir. Implantasyon sonrasi periyod sirasinda fare germ hiicreleri

fertilizasyondan yaklasik 7 giin ncesine kadar tanimlanamamustir (35). Germ hiicreleri
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somatik nesilden farklilagmaktadir. Bu ayn1 zamanda greft edilen embriyonik hiicrelerin
hiicresel farklilagmalarinin greftlara bagli olmadiginit ancak onlarin birakildigl yere
bagli oldugunu gostermektedir. Ayrica baska ¢alismalarla null BMP4 fare
embriyolarinda primordiyal germ hiicrelerinin gelisiminin basarisiz oldugu bundan
dolayr TGFP siiperailesinin bir iiyesi olan BMP-4’tin germ hiicrelerinin gelisiminde

onemli rolii oldugu gosterilmistir (36).

Oogenez, kiiltiire edilmis fare embriyonik kok hiicrelerinde gosterilmistir. Boyle
oogonyalar mayozu baslatir, komsu hiicreler follikiil benzer yapilar olusturur ve daha
sonra blastosist gelisir (37). Kiiltiire edilmis fare embriyonik kok hiicrelerinin 0ositi
fertilize edebilen haploid erkek gamete farklilastigi ve blastosist gelistigi bildirilmistir
(38).

Erigkin farelerin overlerinde germline kok hiicreler oldugu (39) ve prosimian
primatlarin overlerind farelere benzer bicimde boliinen germ hiicreleri oldugu

bildirilmisgtir (40-43).

Bu ¢alismalar somatik hiicrelerin germ hiicrelerine gelisme potansiyeli oldugunu
gostermektedir ve bazi memeli tiirleri erigskin overlerinde mitotik olarak aktif germ
hiicrelerini bulundurmaktadir. Bununla birlikte, erigkin memeli disilerde tiim primer
follikiillerin fetal periyod sirasinda olustugu hala ¢ok sayidaki arastirmaci tarafindan
desteklenmektedir. Erigkin memeli overlerinde yeni primer follikiil olusumunun direkt
kanitlarinin eksikligi nedeniyle desteklenmemistir (44). Eriskin prosimiyanlarda mitotik
olarak aktif germ hiicreleri ve olasi germline kok hiicreler yasamlarinin fetal
periyodlarindan itibaren aktif olup olmadig1 veya progenitor hiicrelerin bazi tiplerinin
aktivasyonu hala belirsizdir. Bukovsky ve arkadaslari eriskin insan overlerinin tunika
albugineasindaki mezenkimal kok hiicrelerin hem primitif graniiloza hemde germ

hiicreleri ile bipotent progenitorler oldugunu ileri siirmektedir (29).
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2.6. Tunika Albuginea, Yiizey Epiteli Ve Insan Over Korteksinden Elde
Edilen Epitel Yapisi

Insan tunika albugineas1 gevsek bag doku hiicrelerin kalin fibréz subepiteliyal
bir tabakasidir. Bu tabaka intrauterin hayatin son donemine (45) ya da dogumdan birkag
ay sonrasina kadar olusmamaktadir (46). Bu tabaka tam bir membran olmamasina
ragmen, sadece gevsek bag dokusu hiicrelerinin tabakasidir. Over ylizey epitelinin
aksine, over tiimorlerinin bir ¢esit kaynagi oldugu diisiiniildiiglinden, tunika albuginea

iyi bir sekilde ¢aligilmamastir.

Over korteksi genellikle diizensiz sekilli yaygin olarak ovaryan “ germinal”,
stiperfisiyal, ya da yiizey epiteli olarak bilinen epitel benzeri mezotelyal hiicre tabakasi
tarafindan Ortiilmiistiir (47). Bu tabaka altindaki tunika albuginea ile birlikte kollajen
fibriller araciligr ile altindaki bazal laminaya tutunmustur. Yenidogan hayvanlarin
overleri harig, over ylizey epitelinde mitoz bdliinme aslinda yoktur (48). Fonksiyonel
insan overlerinde yiizey epiteli sadece belirli bolgelerde bulunur ancak anovulatuar
dongilideki kadinlarda, ya da polikistik veya sklerotik overli hastalarda, over yiizeyi
tamamiyle over ylizey epiteli ile kaplidir (49). Bu durumun benzer cerrahi yontemlerle

toplanmasina ragmen, over deniidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (50).

Ovulatuar sikluslar boyunca OYE’nin taramali elektron mikroskop ve
submikroskobik calismalarinda sik sik sayi, boyut ve dagilimda ¢esitli biiyiikliikteki
capta olabilen bir dizi villus benzeri ¢ikinti ve papillarin ¢iktigi bildirilmistir (47).
Yiizey epiteli tamamen organa giren over korteksinin i¢ine de invajine olur. Bu durum
insanlar da dahil tim memeli hayvanlar i¢in gecerlidir. Kortikal invajinasyonlar kiigiik
uzamis yariklar, yiizey alt1 kanal benzeri kriptalar ve epitel hiicrelerinin solit kordonlari
seklinde meydana gelir. Kriptalar ¢ukur seklindedir, tiibliler invajinasyonlar yiizey
epiteli hiicreleri ile benzer 6zelliklere sahip oldugundan bu hiicreler gibi siralanmastir.
Ancak kordon hiicreleri bazi graniiloza hiicreleri ile ¢gok benzerlik gosterir. Overin bazi
alanlarinda, kordon parcalar1 ve epitel hiicrelerinin kiiciik kiimeleri gibi goriiniir.
Genellikle buradaki epitel kiimeleri (kordonlarin parcalar1) primer follikiillere yakin

durumdadir (47,48). Eriskin overlerinde, yiizey epiteli embriyonik yapidaki 6zelligini
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nispeten devam ettirmektedir (51). Yiizey epiteli tiirevli kordonlar sinir sonlanmalar1
tarafindan penetre edilmistir ya da birbirine deger ve par¢calanmis kordonlarin, ovaryan

follikiillerin epitelyal bilesiklerinin olusumuna katkida bulunduklar ileri siirtilmiistiir
(48).

Boylece yiizey epitelinin stroma igerisine dogru yaptigi invajinasyonlar ve over
yiizeyinden genisleyerek one dogru cikinti yaparak sekillenmesi ile degiskenliginin
yiiksek siddette oldugunu belirlenmistir. Ayrica, epitel hiicreleri ile ¢evrelenen kripta
benzeri ylizey alti kanallar vardir ve yiizey epiteli hiicrelerinin kismen embriyonik
yapisini korur. Bir diger yandan epitel kordonlarindan tiirevlenen epitel kiimeleri over

follikiilleri i¢in epitel hiicrelerine katki saglamaktadir.

2.7. In Vitro Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim

Kiiltiirde ovaryan yiizey epitel hiicreleri epitelyal-mezenkimal doniisiim gecirir.
Sonugta olusan mezenkimal hiicreler epitelyal fenotipli hiicrelere geri farklilagsmay1
uyarabilir (52,53). Over yiizey epitel hiicreleri epitelyal-mezenkimal doniisiim gegiriken
baslangicta CK pozitiftir ancak zamanla ve kiiltiirler pasajlandikga CK ekspreyonu
kaybolur (3). Bu yiizden CK ekspresyonunun azalmas yiizey epiteli tiirevli mezenkimal

hiicreleri i¢in bir dinlenme evresi belirtisi gibi goriinmektedir.
2.8. Over Yiizey Epiteli Tarihcesi

Her iki cinsiyettede gametler, mayotik boliinme yetenegine sahip tek hiicredir.
Bundan dolay1 yiiz yili agkin siiredir germ hiicrelerinin somatik kok hiicrelerden koken
alip almadig1 tartisilmaktadir (54). Kamitlar over gelisimi sirasinda disi germ
hiicrelerinin over yiizeyindeki somatik kok hiicrelerden yani germinal epitelden
farklilagtigini ileri siirmiistiir ancak (28) daha sonra ekstragonadal primordiyal germ

hiicrelerinin embriyonik gonadlara yerlestigi bulunmustur (55).
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Kingery ve arkadaslart 1917’de yaptiklart bir calismada faredeki definitif
oositlerin cinsel olgunluk oncesi over yiizey epitelinden kdken aldigini ileri stirmiistiir
(56). Simkins ve arkadaslar1 1932’de yaptiklar1 bir ¢alismada fetal hayat boyunca germ
hiicrelerinin destekleyicisi olarak OYE’nin dogal roliinii tanimlamislardir (46). Allen ve
arkadaslar1 da fare ve diger memeli tiirlerindeki erigkin overlerinin incelenmesi sonrasi
“’germinal epitelin siklik proliferasyonu her normal Gstrus doneminde eriskin over
korteksinde yeni bir oositin meydana geldigini bildirmistir.1986’da yapilan bir
caligmada intrauterin hayat boyunca oositlerin bir kaynagi olarak insan OYE’i ve roli
taramali ve transmisyon elektron mikroskobu ile gosterilmistir (45). Oogonial kdok
hiicreler insandaki gibi yenidogan ve eriskin fare overlerinden basarili bir sekilde izole

edilmistir

2.9. Over Yiizey Epitelinin Embriyonik Gelisimi

Over ylizey epiteli, intraembriyonik sdélomun epitel bolgesinden mezodermal
olarak koken alan, s6lomik epitelin pargcasindan olusur. Bu parca, daha sonra olusacak
olan gonadal bolgenin iizerini Ortmektedir. Proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile
gonadal blastemin pargasini olusturur (Sekil 2.9.1). OYE’nin gelisimi, embriyonik
gelisimin onuncu haftasinda baslar ve insan gestasyonunun besinci ayma kadar devam
eder. Fetal OYE, iyi tanimlanmis bazal membran iizerine papiller epitel, ¢ok tabakali,
parcal1 bir bazal membran ile tek katl kiibik epitele doniisiir ancak bu zamanla tek katl
haline geri déner. Intragonadal steroid hormonlarminfetal OYE igin biiyiime sinyalleri
OYE biiylimesini ve morfogenezi arttirdigi kabul edilmektedir (66). Fetal gelisim
boyunca OYE ve ekstraovaryan mezotel arasinda farkliliklar vardir. Bu farkliliklar
gonadal kabartt bolgesindeki lokal faktorlerin hareketine baghdir. OYE ve
ekstraovaryan mezotel solomik epiteldeki kdkenleri aynidir ve pelvik boslukta her ikisi
de benzer gevre ile karsi karsiyadir. En ilging farkliliklarindan biri pelvik mezotelin bu
iki pargast arasinda hiicre yiizey proteini CA125’in ekspresyonudur. Erigkinlerde
CA125 hem epitel farklilasma belirteci hem de miiller kanali kaynakli neoplazma ve
over i¢in tiimor belirtecidir (67). CA125 oviduktal, endometriyal ve endoservikal epitel
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ile insan fetiislerinin birinci ve ikinci trimesterlerinin ve erigkin kadinlarin plevra,
perikardiyum ve peritonlarindan eksprese edilir ancak OYE’nde eksprese edilmez.
gelisimde bu farklilagsma belirteci ya olmadigindan ya da erken evrede kaybediginden
dolayt OYE sadece soOlomik epitelyal kokenlidir (68). Bu OYE’nin daha az
farklilagtigini ve pelvik peritonun geriye kalan kismindan daha az olgun bir mezotelyal
fenotip meydana getirdigi fikrini desteklemektedir. OYE tiirevli epitelyal karsinomlarda
CA125’nin ekspresyonu, eriskin OYE’nin en az patolojik kosullar altinda s6lomik

epitelin farklilagmasini korudugunu gosterir.

Fetal OYE’1 ayn1 zamanda ovaryan graniiloza hiicrelerin olas1 kaynagidir.
Graniiloza hiicrelerinin intraovaryan rete araciligiyla mezonefrik tiibiillerden ya da her
ikisinden ve degisik tiirler arasinda kokeninin ne dereceye kadar OYE’i tiirevli olup
olmadig1 hala tartismalidir. Buna ilaveten bu farklilik sadece gelisimin ge¢ evresinde
onemlidir ¢linkii OYE ve tirogenital kabartiy1 6rten, intraovaryan rete s6lomik epitelden
ortak kokenlidir (21-25). Fetal OYE’i aracilifiyla graniiloza hiicrelerinin progenitorii
olarak gorevinin yani sira olasi gonad invajinasyonlarinin g¢evresinde sélomik epitel,
miiller(paramezonefrik) kanalin1 yani tuba uterinanin epitelini, endometrimu ve
endoserviksi meydana getirir. Bundan dolay1 gonadal bdlge icinde ve yakininda sélomik
epitel bircok farkli yolak boyunca farklilasma yetenegine sahip embriyonik alanlar
olusturur. Miillerian epitel ve ovaryan epitelyal karsinogenezin OYE’i arasindaki bu
yakin gelisimsel iligkinin uyumlulugu Auersperg ve arkadaslar1 tarafindan agik bir

sekilde gosterilmistir (3).
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Sekil 2.9.1. Over embriyonik gelisimin sematik gortintiisii.
2.10. Over Yiizey Epiteli

Over yiizey epiteli (OYE), peritoneal mezotelyal hiicrelerin mezenkimal
hiicrelerden epitelyal hiicrelere doniismesi ile peritoneal mezotelyel hiicrelerden
farklilanirlar (1,2). OYE, literatiirde over mezotelyumu veya normal over epiteli
olarakta bilinir ve eriskin kadinlarda tek katli prizmatikten kiibike dogru giden bir epitel
olup, over yiizeyini kaplar ve peritonun devamidir (3). OYE, bazal membran ve bazal
membranin altinda yogun kollajendz siki bag doku tabakasi olan tunika albuginea ile
over stromasindan ayrilmaktadir (4). OYE az farklilagmis, normal epitele benzemeyen
hem epitelyal hem de mezenkimal belirtegler eksprese eden bagimsiz hiicre tabakasidir
ve menstrual siklus sirasinda yirtilan overin fonksiyonel bolgelerini orter diger bolgeler
epitel tabakasi ile g¢evrilidir Saglikli OYE’nin fonksiyonu, rejenereasyon ve iireme
periyodu boyunca ovulasyon sonrasi hiicrelerin tekrarlayan proliferasyonudur. OYE’nin

onemli fonksiyonlarmin eksikligi, over dokusunun diger bilesenleri ile
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karsilastirildiginda daha az dikkate alinmistir. OYE’nin rolii epitelyal over
karsinomunun patogenezinde daha iyi anlasilmistir ancak insan oogenezindeki rolii hala
tartismalidir (73-76). OYE insanda graniiloza hiicrelerinin kaynagidir ve hem epitelyal

hem de mezenkimal kokenli kok hiicre belirteglerini eksprese eder (69-75).

Fare overleri kemoterapi ile ovaryan hiicreleri yok edildikten sonra OYE’ndeki
germline kok hiicrelerin (GKH’lerin) varliginda yeni oositler ve follikiiller tiretme
yetenegine sahip oldugunu gosterilmistir (39). Buna ilaveten juvenil ve erigkin fareden
OYE’nden muhtemel mitotik olarak aktif GKH’lerin varlig1 germ hiicre spesifik protein
VASA ekspreyonunu da gostermislerdir. Yine Johnson ve arkadaslari insanlarda ve
memeli tilirlerinde yeni germ hiicrelerinin kdkeni konusunda kemik iligi ve periferal

kanda germline kok hiicrelerin olabilecegini 6nermislerdir (77).

OYE hiicrelerinin menopozun baslamasinda da rol oynadig: ileri siiriilmektedir
(78-80). Ancak immun hiicrelerin, over kok hiicrelerinin germ hiicreye doniismesinin
baslamasinda belirleyici oldugu bu hiicrelerin eksikliginin menopozun baslamasini
sagladig1 diisiiniilmektedir (54). Over yiizey epitelinden koken alan kok hiicrelerin tam
germline potansiyeline sahip olmasi uzun siireli kiiltiir edilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir
ve bu hiicrelerin onkojenik aktivitesi in vivo suprese edilebilmektedir (79). Over kok
hiicrelerinin onkojenik aktivitesi iki kosul disinda suprese edilmektedir. Bunlardan bir
hormonal kosullardir. Fetal orta gebelik ve eriskin periovulatuvar periyotta yiiksek
ostrojen ve LH/hCG seviyesidir. Bu durumda bazi kok hiicreler germ hiicrelerine
dontiigsmektektedir. Bu donlisimde immun sistem iligkili hiicreler 6nemli rol
oynamaktadir. HLA-DR"® CD8'T hiicreleri ve monosit tiirevli hiicreler MDC (CD14+)
germ hiicrelerin ortaya ¢ikmasinda, HLA-DR® MDC’ler graniiloza hiicrelerinin ortaya
cikmasina neden olur. Aktive olmus MDC germ hiicrelerinin tunika albuginea dan over
korteksine dogru migrasyonu saglamaktadir, burada germ hiicreleri ovaryan damarlara
girer (81-83). Bu sonuglar imun hiicreler olaya katilmadik¢a OYE hiicrelerinin germ ve
graniiloza hiicrelerine diferansiye olamadigint gostermektedir. Kemotreapi sonrasi
prematiir over yetmezligi gelisen farelerde kemik iligi transplantasyonu fertiliteyi de
diizeltmektedir. Bu muhtemelen immun related cell saglanmast ile olmaktadir (84). in
vitro da ise immun baglantili hiicreler gerekli degildir ¢iinkii in vivo da uygun hormonal
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ve hiicresel kativite disinda ovarian germ hiicrelerinin oojenik aktivitesi inhibe

edilmektedir, in vitroda ise bu gerekmemektedir (54).

2.11. Over Yiizey Epitelindeki Germ Hiicrelerinin Tespit Edilmesi

Taramali ve transmisyon elektron mikroskobunda intrauterin yagamin yedinci
haftasindan yirmidordiincii haftasina kadar insan fetiislerinin OYE’inde c¢ok sayida
germ hiicresinin (10pum ¢apinda) varligi gésterilmistir. Germ hiicreleri yuvarlak sekli,
diiz yiizeyi ve baz1 6rneklerdeki biiyiik ameboid evajinasyonlar ile kiiciik sdlomik epitel
hiicrelerinden kolaylikla ayirt edilmektedir (45). Diferansiyel interferens kontrast (DIC)
ve immunohistokimya kullanilarak daha onceki ¢alismalarda eriskin insan overlerinin
korteks ve yiizey epitelinde putatif kok hiicrelere benzer hiicreler bulundugu
bildirilmistir (81). Bu yiizey epitelindeki germ hiicrelerinin varligini1 géstermektedir. Bu
germ hiicreleri ya komsu yapilardan yilizey epiteline gelmektedir veya overden
gelmektedir (45) ya da yiizey epitelinden koken alir ve over korteksine gelir ya da her
iki durumda olabilir (81).

Germ hiicreleri ayn1 zamanda alkalen fosfataz aktivitesi ile de tespit edilebilir.
Ancak c¢esitli dokularda bazi spesifik olmayan alkalen fosfataz aktivitesi tanimlanmistir
(85-88). Zona pellusida (ZP) proteinleri daha ¢ok oositler igin spesifik belirteglerdir.
Postnatal sigan overlerinde keratin pozitif graniiloza hiicrelerine yakin primer
follikiillerde ilk olarak goriilmistiir (73). Ancak PS1 gibi baz1 ZP proteinleri tavsan,
kedi, maymun, babun ve insan OYE’nde ve insan over kanserlerinde de tanimlanmistir
(89-92). Bu nedenlerden dolay1 yiizey epitel hiicrelerindeki ZP protein ekspresyonu

oositlerle iligki gostermektedir.
2.12. Germinal Epitelin Rejeneratif Bir Tabakasi Olarak Over Yiizey Epiteli

OYE gen ekspresyon profiline bakilarak incelenmistir. Saglikli overleri ya da
serdz papiller ovaryan karsinomlu kadinlardan aliman OYE’nin gen ekspreyon profili
tizerine yapilan ¢alismada normal OYE’nden eksprese edilen genler erigkin kok hiicre

genlerinin korundugunu, pluripotensi genlerinin yliksek oranda eksprese edildigini,
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adenokarsinomdan elde edilen OYE hiicrelerinin bu genleri ¢ok diisiikk seviyede
eksprese ettigini ya da tamamen eksprese etmedigini bildirmistir (93). Kazinan
OYE’nden yapilan hiicre kiiltiirlerinde detayli gen ekspresyon profili kullanilarak

putatif pluripotent kok hiicrelerin varligr dogrulanmistir.

Buna karsilik, anovulatorik siklus, PCOS, menopoz boyunca, sklerotik overler
gibi durumlarda over yiizeyinin tamami epitel bir tabaka ile kaplidir (5). Ayrica hem
tireme fonksiyonunu hem de over timor olusumunu kapsayan insan overinin 6nemli bir
yapisidir (94). Over yiizey epiteli erigkin disi insanlarda germ hiicre kaynagidir ve yeni
primer follikiiller over korteksinde primitif graniiloza hiicrelerin i¢ i¢e diizenlenmesi ile
oosit kiimeleri tarafindan olusturulmaktadir (8). OYE hiicrelerinin oosit benzeri

hiicrelere doniisebildigi 2010 yilinda yapilan ¢alismada rapor edilmistir (5).

2.13. Eriskin Over Yiizey Epiteli
2.13.1.Yapis1

Eriskin kadinlarda OYE fark edilmeyen tek katli yassidan kiibige dogru giden
bir epiteldir. Basit epitel igin tipik olan keratin 7, 8, 18 ve 19 ile karakterizedir. OYE
ekstraovaryan mezotel, apikal mikrovillus ve basal laminadan ayirt edilen musin antijen
MUCI, 17p-hidroksi steroid dehidrogenaz ve silia eksprese eder (95,96-99). OYE’nin
intraseliiler baglantis1 ve epitelyal biitiinliigii basit desmozomlar, tamamlanmamis siki
baglantilar (95,98), cesitli integrinler (100,101) ve kadherinler(102,103) tarafindan
korunur. segici hiicre-hiicre adezyonu ve kateninlerle yakin iliskileri araciliiyla indirekt
etki gen ekspresyonu yapan kaderinler kalsiyum bagimli adezyon molekiillerinin
ailesindendir (103,104). Insanda OYE, graniiloza hiicreleri ve ekstraovaryan mezotel
mezodermal tiirevli dokularin adheziv mekanizmalar ile karakterize olan N-kadherinler
tarafindan baglanir (103,105-107). E-kadherin birgok epitelde temel adhezyon
molekiiliidiir ve insan oviduktal, endometrial ve endoservikal epitelde bulunur (108)
ayni zamanda fare ve domuz OYE’nde de bulunur (109,110). Aksine insan OYE’nde E-

kadherin ekspreyonu nadir bolgeler i¢in sinirhidir. Bu bolgelerdeki hiicreler metaplastik
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epitel fenotipine benzeyen silindir sekilli hiicrelerdir (102,103,107,111). Bu yiizden
insan OYE’nde N-kadherinle E-kadherinin yardimci ekspresyonuna baghidir ve
metaplastik ve neoplastik OYE anormal epitelyal farklilasmasina karsi egilim gosterir
(107). Disi iireme dokularinda E-kadherin ekspresyonunu diizenleyen faktorler
hormonal kontroller igerir gibi goriinmektedir. Ostrojenden ve progesterondan beri in
vivo uterus ve immatur fare overinde E-kadherin mRNA seviyelerinin arttig
bildirilmistir (109,112). E-kadherin sadece normal miillerian epiteli i¢in farklilasma
belirteci degildir ayn1 zamanda epitelyal farklilasmanin bir uyaricisidir (113). SV40
bliyik T antijeni Oliimsiiz OYE hattt Auersperg ve arkadaglart tarafindan
olusturulmustur. Bu hiicreler fare E-kadherini icin tiimorojenik olmayan genin
transfekte edilmesiyle olusturulmus ovaryan ser6z adenokarsinom hiicrelerine yakin
benzerlik gosteren epitelyal tiimorojenik OYE tiirevli hiicre hattidir (114). E-kadherin
gibi P-kadherinde erigkin kadinlarin OYE’nde yoktur ancak miillerian kanal epitelde ve
ovaryan adenokarsinom hiicre hatlarinda bulunmaktadir (107,108,115). Bu yiizden P-
kadherin dagilim1 doku spesifik morfogenetik olaylarla ilgili durumlarda degisir. Hem
reseptOr tirozin kinazlar hem de reseptor tirozin fosfatazlar kadherin-katenin
komplekslerinin immunpresipitasyonu birlikte bulunmaktadir. Bu etkilesimler ¢esitli
fizyolojik ve patolojik durumlarda OYE’nin farkli fonksiyonlarmin diizenlenmesinde
onemli olabilir (116,117). OYE altindaki overin beyazimsi renginden sorumlu tunika
albginea, siki kollajenéz bag doku tabakasi ve bazal membran tarafindan ovaryan
stromadan ayristirilir. Bu testiste tunika albugineadan daha ince ve daha az esnektir
ancak ovaryan stroma ve OYE arasinda biyoaktif ajanlarin difiizyonu i¢in kismi bariyer
olsturur. OYE bazal membran zayif baglanmasindan dolayr diger tiim epitellerden
farklidir ve mekanik olarak kolaylikla ayrilir. Cerrahi 6rneklerde over yiizey epiteli
genellikle kaybolmaktadir ve bundan dolayr OYE yash kadinlarin overlerinde siklikla
yoktur. Bu gevsek baglanma herhangi bir fizyolojik sonucu var olup olmadig
bilinmemektedir. Yasla birlikte insan overlerinde diizensiz kenarlarin arttig1
varsayllmaktadir ve over korteksinde OYE hattinda yiizeysel invajinasyonlar ve
epitelyal inkliizyon kistleri olusur. Bu over yiizeyinde var olan hiicre gruplarinda
postovulatuvar proliferasyon gegirip gegirmedigini, OYE hiicrelerinin yassi ve kiibik
formlar1 oldugunu gostermektedir (118). Buna ek olarak OYE hiicreleri ozellikle
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cukurlarda ve inkliizyon kistlerinde silindir sekilli olma egilimindedir. Bu sekil
degisikliklerin birikme sonucunda mi yoksa genetik olarak belirlenmis metaplastik
degisiklikler sonucu gozlendigi net degildir ancak bu herhangi birinden dolay1 olabilir.
CA125 ve E-kadherin belirteclerini bulunduran miillerian epitelin fenotipik 6zelliklerini
alan metaplastik degisimler gegiren bu bolgelerdeki OYE epitelindeki egilim, dnemli
yiizey invajinasyonlari ve inkliizyon Kkistleri olusturur. CA125 ve E-kadherin
belirteclerini  bulunduran silindir sekilli hiicreler ve ¢esitli belirtecler over
neoplazilerinde bulunmustur (95,102,111,119-121). Buna ek olarak OYE’nde ise OYE
hattinin ¢ukurlar1 ve inkliizyon kistleri sadece bening metaplazi ortak alanlar1 degil ayni

zamanda neoplatik ilerleme ortak alanlaridir (122-124).

2.13.2. Fonksiyonlari

OYE materyalleri peritoneal bosluk iginden tasinir ve ovulatuar dongiiniin
tetiklenmesinde ve tamirinde gorev alir. Bu fonksiyonlarin ¢ogu lireme dongiisii ile
cesitlendirilir ve bu yiizden bu doéngii hormon bagimli olabilir (125). Bu konu ile ilgili
iyi anlagilmig olan nokta OYE’i over yiizeyi icerisindeki defektleri tamir edebilmek i¢in
cogalmak zorunda oldugu Osterholzer ve arkadaslar1 tarafindan tavsan oositleri
tizerinde direkt olarak gosterilmistir. Bu cogalma aktivitesi, ovulasyon zamanindan
hemen sonra hem ovulasyon alaninda hemde wu¢ noktasinda gosterilmistir.
Histokimyasal ve elektron mikroskobi tabanli birka¢ raporda over yiizey epitelinin
igeriginde follikiiler ¢atlamaya katkida bulunan proteolitik enzim {iriinlerinin ve lizozom
benzeri inkliizyonlarin varligi desteklenmistir (126). Buradaki raporlar over yiizey
epiteli kiiltiiriinde proteaz saliniminin direkt olarak gozlenmesi ile desteklenmisdi.
Ancak over yiizey epiteli igerisindeki lizozom benzeri graniillerin yogunlugunun dis
goriinlisiiniin  tutarsiz olusu, over yiizey epitelinin {izerini Orten follikiillerin
parcalanabilmesinden dolayr bu yapt hala daha kullanilabilirligi sorgulanmaktadir.
Ayrica g¢esitli  tiirlerin  elektron mikroskobi ¢aligmalarinda over yiizey epiteli
hiicrelerinin dejenere oldugu ve ovulatuar ¢atlamadan 6nce follikiiler ylizeyin kabaca

degistirilebildigi gosterilmistir. Buradaki dongiide prostoglandinler (127,128) ve belki
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Fas antijenleri tarafindan apoptozisin indiiklenmesinden dolay1 ovulasyonun yakin
zamaninda over ylizey epitelinin konumunda belli bir kaybin oldugu gosterilmistir
(129,130). Tunika albugineanin bulundugu alanda stigma incelir ve ovulasyondan sonra
tamamen yok olurken, over yiizey epiteli bu bolgede apoptozisi indiiklemek i¢in stromal
faktorleri salgilamasi mimkiindir. Ancak olanaklar over yiizey epitelinin tunika
albuginea tizerinde degisebilir oldugunu ve ovulasyonun bagladigi alanda ylizey
stromasinin gézden Kkaybolabilir oldugunu gostermektedir. Over yiizey epitelinin
proteolitik kapasitesi ovariyan korteksin kirilmast gibi ovaryumun yeniden
sekillenmesine katkida bulunabilir. Over yiizey epiteli ekstraseliller matriksin hem
epitelyal hem de bag dokusu tipi bilesenlerinin sentezi tarafindan ovarial korteksin
yeniden yapilandirilmasina yara iyilesmesi sirasinda bag doku fibroblastlari tarafindan
sergilenen kasilma aktivitesine benzer bir kasilma aktivitesi ile yapiya katilabilir
(98,100,131) ve doku tamirinde rol alan miyofibroblasta doniisen fibroblastlar gibi,
kiiltire edilen over yiizey epiteli hiicreleri yapisinda diiz kaslardaki aktini bulundurur
(132). Bu durum onlarin her iki epiteliyal-mezensimal fenotipi ile birlikte tutulur ve
burada yapilan Oneri diger hiicre tipleri gibi over ylizey epiteli hiicrelerinin kiiltiir
icerisinde yasatilan dokuda nisbeten sabit fenotipli regeneratif bir yap1 elde edilmistir.
Over yiizey epiteli hiicrelerinin kasilmalari over yas ile birlikte overin biiziismesinde rol
oynar ve tipik olarak heliks seklini almasina ve over yiizey epitelini kaplayan ¢ukurlarin

ve inkliizyon seklinde kistlerin olusumuna neden olur.
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2.14. Postmenopozal Kadinlarda Over Yiizey Epiteli ve Kok Hiicre

OYE yasi1 ilerlemis menopozal kadinlarda yavas yavas diizlesir ancak daima
vardir (45). Apoptotik ve nekrotik hiicreler siklikla OYE tabakasinda sik sik

gorilmektedir.

Insan OYE kok hiicreleri embriyonik kok hiicre 6zelliklerini devam ettirmektedir. Daha
onceki deneyimlerimlerine dayanarak Bukovsky ve arkadaslar1 (133), Virant-Klun ve
arkadaslar1., (134,135) postmenopozal ve erken over yetmezligi (POF) bulunan geng
kadinlarin kazinmis OYE’nde dogal yolla olmayan oosit ve folikiil olustugunu
bildirmistir.
Kazinmis hiicre populasyonu oncelikle epitel hiicrelerinden olusur ve PKH’ler kiiciik,
yuvarlak, 2-4 um capl sar1 boyanan hiicrelerdir. Hiicreler kan ya da immiin sistemle
iligkili hiicrelere yanit vermezler. Benzer hiicreler hastalarin histolojik kesitlerde de
gozlenmistir. Bu hiicreler immiinmanyetik olarak izole edilmistir ve pluripotent
embriyonik kok hiicre 6zelligi gosteren transkripsiyon faktorleri ve ylizey antijenlerinin
bir kaci eksprese edilmistir. Heterolog folikiiler sivi IVF program enstitiisiiden elde
edilmistir. Bu hiicreler yuvarlak oosit benzeri hiicrelere gelismistir birkac oosti spesifik
gen eksprese etmistir. Bu hiicrelerin bazilar1 bir ¢esit partenogenetik embriyo
olusturabilen blastosist benzeri yapilar gelistirir (9). Arasgtirmacilar diger erigkin doku
ve organlarinda bulunan kii¢iik embriyonik kok hiicrelere benzeyen embriyonik benzeri
kok hiicreler bulmuslardir (135-138). Bu kiigiik embriyo benzeri kok hiicreler daha
karakterize olarak kalmasina ragmen yasamin embriyonik evresinden eriskin dokulara
kadar devamlilik gosterebilir ve uzun yasam siiresi ile genclesmede rol oynayabilir.
Ayrica farede embriyonik kok hiicrelerin oosit benzeri hiicrelere in vitro gelisimi
bildirilmistir (139-143).
Kok hiicre benzeri tipler fareler de de bulunmustur (143). Neonatal ve eriskin fare
germline kok hiicre hatlart immiinomanyetik izolasyon sonrasinda kurulmustur. Bu
hatlar normal karyotiptedir ve yiiksek telomeraz aktivesi eksprese ederler ve birkag ay
kiiltiire edilebilirler.

Son zamanlarda Tilly ve grubu eriskin fare overler {izerinde 6nemli deneyler
yapmistir ve oositleri tamamen tiikenmis yash fare overlerinde Stimulated by retinoik
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asit (Stra8) ve Deleted in azospermia-like (Dazl) germline spesifik mayoz-bagiml
genlerin yiiksek siddette eksprese edildigini bulmuslardir (144). Yash fare overlerinin
OYE tabakasinda Stra8 geni eksprese eden premayotik germ hiicre populasyonu nadir
bulunmustur ve daha ileri gelisimi basarisiz olmustur. Bu hiicreler transpalnte
edildiginde ve geng¢ bir alict ¢evresine birakildiginda oositlere gelisme kapasitesini
korurlar. Premayotik germ hiicreleri yash atrofik fare overlerinde devamlilik
gostermektedir ancak bu hiicrelerin mayoz gecirmesi ve oositlere doniisiimii bloke

edilmistir.

2.15.2. Putativ Kok Hiicre

Kazinan OYE hiicreleri ve OYE yaymalari i¢inde ¢esitli boyutlarda putativ kok
hiicrelerin (PKH) iki farkli populasyonu tespit edilmistir. Kazinan OYE hiicrelerinin
icinden eritrositlere benzer boyutlarda ve daha kiiclik boyutlarda hiicreler ayirt
edilmistir. 1-3 pm den daha kiigiik, cok kiiciik embriyonik benzeri kok hiicreler
(CKEBKH) niikleer OCT-4 ve hiicre yiizeyi SSEA-4 ile boyanmaktadir ve pluripotent
yapidadirlar. 4-7 pm’den daha biiyiik hiicrelerde OCT-4 sitoplazmik lokalizasyon ve
SSEA-4’{in minimal ekspresyon gostermektedir, muhtemelen dokunun progenitor kok
hiicresidir. 3 hafta OYE Kkiiltlirlinde epitelyal-mezensimal degisim ile putativ kok
hiicreler (PKH’ler) oosit benzeri yapilara, partenot benzeri yapilara, embriyonik bodi
benzeri yapilara, noral benzeri fenotipli hiicrelere ve embriyonik kok hiicre benzeri
kolonilere, spontan farklilasma gecirirken epitel hiicreleri mezensimal fenotip sekline
dontistiigli goriilmiistiir. Sonug olarak, OYE hakkindaki bilinen bilgilerin aksine OYE’1
oosit ve graniiloza hiicrelerinin bipotent kaynagidir. Bu hiicrelerin diizensiz bir sekil ile
tipik bikonkav disk gibi goriiniimii ve koyu goriinen karakteristik kabarcikli(kopiiklii),
parlak olarak gozlemlenmistir. Bu hiicreler diger hiicre tiplerinden kolaylikla ayirt
edilebilir. H.E boyanmis hem insan hem de koyun OYE hiicreleri, KKH’lerinin, bol

sitoplazmal1 epitel hiicrelerin, sitoplazmasi ince bir kenar ile cevirili koyu boyanan
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cekirdekli, biiylik yuvarlak PKH’leri varligin1 ortaya ¢ikardi. PKH’lerin ¢ekirdekleri

epitel hiicrelerine nazaran daha koyu boyanmistir (5).

2.15.3. Cok Kiigiik Embriyonik Benzeri Kok Hiicreler (CKEBKH’ler)

Pluripotent CKEBKH’ler (OCT4", SSEA1", Scal®, Lin, CD45) ilk kez
Ratajczak grubu tarafindan erigskin fare dokularinda bulunduklari bildirilmistir.
(150,151). Zuba-Surma ve arkadaslari, tarafindan da beyinde, bobreklerde, kaslarda,
pankreasta, gonadlarda, kordon kaninda ve kemik iliginde ¢ok sayida bulundugu
bildirilmistir (9,134,152,153). Bunlar yiiksek telomeraz aktivitesine sahip diploid
hiicrelerdir, yasla birlikte azalan diger pluripotent (Rex-1, Nanog, SSEA, and KIf-4) ve
germ hiicre (Mvh, Stella, Fragilis, Nobox and Hdac-6) belirtecileri eksprese ederler
(154). Embriyonik kok hiicreler gibi MHC klas I ve HLA-DR antijenleri eksprese
etmezler ve CD90,, CD105 ve CD29 gibi mezenkimal kok hiicre belirtegleri igin
negatiftir. Boyutlar1 3-Sum’dir ve biiylik niikleositoplazmik oran yogun dkromatini olan
biiyiikk c¢ekirdek ve OCT-4 ve Nanog promoterlart i¢in agik kromatin yapilari olan
hiicrelerdir (155). mRNA’da OCT-4 ekspresyonu ve CKEBKH’lerde protein seviyesi
sekans spesifik primerler kullanarak dogrulanmaktadir. CKEBKH’ler in vitro li¢ germ
yapragina farklilasabilme yetenegine sahiptir ancak EK hiicrelerden farkli olarak
CKEBKH'’ler ne blastosist gelisimi boyunca tamamlanir ne de immiinyetersizligi olan
farelerdeki gibi teratomlar olusturur (156). Besleyici katmanlar bu hiicrelerin yayilmasi
igin yapilmaktadir ancak bu hiicreler gelisimsel olarak énemli olan bazi genleri degisen
metilasyon seviyelerinden dolayr kurulan embriyonik hiicre hatlar1 kadar kolay
kendilerini yenileyemezler. Benzer sekilde CKEBKH’ler CD133, lin, CD45 gibi
belirtecler kullanilarak flow sitometri ile ayn1 zamanda farkli santrifiijleme yontemleri
kullanarak insan umblikal kord, dolagan periferal kan ve eriskin kemik iliginden izole

edilmistir (157,158).

CKEBKH’ler epiblast evresinin pluripotent kok hiicrelerinden gelmektedir ve
pasif kok hiicre popiilasyonu doku olusturan kok hiicrelerin (DOKH) yedegi olarak
gbrev yapan pasif kok hiicre popiilasyonuyken gelisimin erken evrelerinde gonadlar1 da

25



kapsayan ¢esitli viicut organlarinda depolanmiglardir. Kok hiicrelerin bu iki popiilayonu
(CKEBKH’ler ve DOKH’ler) birlikte hayat boyunca doku yenilenmesi, homeostaz ve
yaralanma sonrasi rejenerasyondan sorumludurlar. Bu iki kok hiicre popiilasyonunun
birlikte varolusu Li ve Clevers tarafindan Onerilmektedir (159). CKEBKH’ler DNA
label retainingdir (6rnegin BrdU), doku olusturan kok hiicreler aktif olarak boliintirken
diisiik metabolik durumlu pasif kok hiicrelerdir ve zamanla DNA etiketi korumazlar.
CKEBKH’ler ¢ok iyi hareket ederler, SDF-1 gradiyentine yanit verirler ve rejenerasyon
ve homeostaza neden olan herhangi yaralanma durumunda dolasima katilirlar. Ayrica
kanser gelisiminin germline hipotezini desteklyen kayip bir halka olarak kabul edilirler
[159,160]. CKEBKH’lerin klinik potansiyeli flow sitometri ile kordon kani ya da kemik
iligiden izole edilerek heniiz ortaya c¢ikarilmistir. Miyokard enfarktiisii, inme, cilt
yaniklari, noral rejenerasyon v.b gibi ¢esitli hastalik modellerinde bu hiicreler 24 saat
icinde dolagima katilirlar. Miyokard rejenerasyonu i¢cin CKEBKH’ler sol ventrikiiler
ejeksiyon fraksiyonunu (SVEF) arttirmak ve miyokard hipertrofisinin azalmasi igin
onemlidir. Yagla birlikte sayilarn azaldikca yasla ilgili hastalik belirtilerinde

rejenereasyon sonuglari verimsiz olmaktadir (152).
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2.15.3.1. Memeli Gonadlarinda CKEBKH’lerin Lokalizasyonu

CKEBKH’lerin varligi ilk kez dogal somatik niglerinde prostat kanserli
hastalardan ve postmenopozal kadinlardan toplanan testikiiler ve ovaryan dokusunda in
situ ile gosterilmistir. Bu CKEBKH’ler seminiferdz tiibiillerde bazal membrana yakin
hiicrelerin bazal kisminda lokalizedir ve over yiizey epiteli hiicrelerinin arasina
yerlesmis olarak bulunur (5). Gonadlardaki CKEBKH’ler kemik iligi ve kordan
kanindakilere benzer sekilde kirmizi kan hiicrelerinden daha kiigiik, yiiksek niikleo-
sitoplazmik orana sahip, hematoksilenle koyu boyanan, DAPI ile kolay boyanmayan,
OCT4A, SSEA-4, Nanog, Sox-2, Rex gibi pluripotent, primordiyal germ hiicreleri gibi
STELLA, FRAGILIS, CKEBKH’ler gibi SCA-1, CD133 ve germ hiicreleri gibi VASA
ve DAZL gibi spesifik belirtecler eksprese eden sferik hiicrelerdir bu hiicreler dogada
sessizdir ve progenitorleri olusturmak i¢in kendilerini yenilerler. Hizlica bdliiniirler ve
bazen kist gibi goriiniirler. Farklilagsmalar1 daha fazladir ve gametleri olusturmak igin
mayoz gegirirler (152). Bhartiya ve ark., tarafindan over CKEBKH’leri tavsan, koyun
ve maymun (5) ve fare overlerinden (161) kazinan over ylizey epitelinde ve testikiiler
seminiferdz tiibiillerin bazal epitelinde tespit edilmistir ve CKEBKH’ler eriskin fare
gonadlarinda (162) da goézlenmistir. Bu yilizden gonadal dokudaki CKEBKH’lerin

varlig1 evrimsel olarak korunuyor gibi gériinmektedir.

215

Germ cell tumors VSEL

ES-like cells _
OGSC

Sekil 2.15.3.1.1.: Memeli gonadlarinda CKEBKH’ler ve OKH’lerinin fonksiyonu (163)
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2.15.3.2. Eriskin Over dokusundaki CKEBKH’ler

Tavsan, koyun, maymun ve perimenopozal kadinlardan dikkatli bir sekilde
kazinan over yiizey epitelinde CKEBKH’ler (1-3 um) ve ayrica ovaryan germ hiicreleri
(OGSC’ler 5-7 um) tanimlanmistir. CKEBKH’ler KKH’lerinden daha kiigliktiir ve
yiiksek nukleositoplazmik oran, yogun kromatin, nukleer OCT-4, hiicre yiizeyinde
SSEA-4 ve diger pluripotent belirtegler vardir (5). Bhartiya ve arkadaslari., kazinmis
OYE’de H&E boyanan kok hiicrelerin koyu boyanan c¢ekirdekli OGKH’lerinin
goriintiilenmesi sonucunda, Aweyu SKH’lere benzer kok hiicre biyolojisi gosterir ve 5-
metil sitozin i¢in niikleer boyama gosterir . Bu kok hiicrelerin {i¢ haftalik kiiltiirii putatif
oosit benzeri yapilar, embriyo benzeri yapilar, néron benzeri yapilar, EK benzeri
koloniler ve embriyonik body benzeri yapilar olusturur ve bu yapilar pluripotent ve

totipotent 6zellik gosterir (5).

2.15.3.3. Gametogenez Sirasinda CKEBKH’lerin Rolii

Gametogenez, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasin1 saglayan,
gonadlarda diploid germ hiicrelerinden haploid gametlerin olustugu bir siiregtir ve
boylece tiilerin devamliligi saglanmis olur. Epiblast evresindeki embriyonun
primordiyal germ hiicreleri (PGH) farklilasmamis gonadlarda gonadal kabarti igine
kolonize olurlar ve disi ya da erkek germ hiicre prekiirsorlerine farklilagirlar. Bu
PGH’ler muhtemelen erigkin gonadlarda CKEBKH’ler olarak kalirlar ve yasam
boyunca asimetrik boliinme gegirirler ve kendini yenileyen ve doku olusturan gonadal
kok hiicreleri yani testiste Akoyy SKH’leri ve overde OGKH’leri olusturan hiicreler

olarak kalirlar (152).
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VSELs in Gonads
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Spermatogonial Ovarian
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and cysts formation

Differentiation / \Diflierentiation

Spermatogenesis | Oogenesis
(Sperm) (Oocytes)

Sekil 2.15.3.3.1. Memeli gonadlarindaki kok hiicrelerin varliginin sematik sunumu

(241)
2.15.3.4. Postnatal Oogenez

Yillarca siiren arastirmalardan sonra bile iireme biyologlari dogumda over
folikiil sayilarinin sabit kalip kalmayacigi tartisacaktir. Folikiillerin sayisindaki dramatik
diisiis yas ve menopozla iliskilendirilmistir ya da testisteki sperm gibi erigkinlik
boyunca follikiiller kendini yenilemeye devam eder (son zamanlarda Tilly ve Woods
postnatal oogenez lehine (164) ve Notarianni’de yumurta sayilarinin sabit olmasi lehine

derleme yayimlamistir (165).

CKEBKH’ler tavsan, koyun, maymun ve perimenopozal insan overlerinin
kazinmis over yiizey epitelinde oldugu rapor edilmistir (5). Szotek ve grubu OYE’ndeki
kok hiicre populasyonunu progenitdr ovaryan germ kok hiicreler olan (OGKH),
asitmetirk etiket kalmasiyla bu hiicreleri 4 aydan fazla bir siire etiketliyen ve Aoy

SKH’lerle karsilatiran bir ¢alisma yayinlamistir (166). Buna ek olarak kazinmig
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OYE’ndeki CKEBKH’lerin biraz daha biiyilk ve daha ¢ok sitoplazmasi vardir ayrica
sitoplazmik OCT-4 ve minimum SSEA-4 ekspresyonu da gosterirler. OGKH’leri
sonrasida epitelyal hiicrelere epitelyal mezenkimal doniisiim ile gelisen pregraniiloza
hiicreleri tarafindan ¢evresi sarilir. Bhartiya ve arkadaslart PF olusumu ile sonuglanan
benzer fikri yakin zaman 6nce onermistir (5).

Byskov ve grubu (167) postnatal hayatin ilk iki yilinda sonrasi eriskin insan
overlerinde oogonia varlig1 i¢in kanit olmadigini buldu. Ancak arsivlenmis dokular
formalinle fikse edilmistir ve 30-40 um’luk kesitler immun boyama i¢in kullanmastir.
Bu sekildle CKEBKH’ler asla tespit edilemez ve negatif sonuglar verebilir (168).
Fiksatif secimi ve immiinlokalizasyon sonuglar1 iizerine etkileri daha 6nce tartigilmistir
(169,170). Bu sonuglarin aksine tavsan, koyun ve insan overlerden kazinmis yiizey
epiteli iizerine yapilan konfokal mikroskop caligmalart OCT-4 (hem niikleer hem de
sitoplazmik) ve hiicre yiizeyi SSEA-4 ile boyanan kok hiicrelerin farkli popiilasyonunun
varligint gostermistir. Benzer sekilde Zhang ve arkadaglart (171) erigkin fare
overlerinde mitotoik olarak aktif olmayan disi germline progenitorlerin varhigini
deneysel kanitlarla gdstermistir. Ancak progenitorlerin izole edilmesi i¢in kullanilan
DDXI1 hiicre yiizey belirtecinin se¢imi bir sorundur (172,173). Aslinda, ¢alismalarinda
bir belirte¢ olarak DDX1 10-15 um’lik hiicreler i¢in kullanirken CKEBKH’ler 3-5 pm
araligindadir. Bundan dolay1 DDX1 kullanmaktansa, farelerde SSEA-1 (insanda SSEA-
4) pluripotent over kok hiicrelerinin izole edilmesi i¢in daha iyi bir hiicre yiizey
belirtecidir.

Ilging bir sekilde Byskov ve arkadaslari (167) Liu ve arkadaslarinin (174)
sonuglarint makalelerinde tartismistir ve ne erken mayoz spesifik ya da oogenez spesifik
mRNA’lar ne de oogonya veya mayoz i¢in immiinohistokimyasal belirteclere kanit
yoktur, ayrica erigkin insan overlerinde oogonya varligi i¢in kanitta yoktur. Ancak RT-
PCR ve immiinlokalizasyon ¢alismlarinin sonuglari daha yakindan incelediginde eriskin
overlerde Oct-3/4, DMC1 ve SCP3 gostermektedir (fetal overlerle karsilastirtildiginda
daha az olmasina ragmen goz ardi edilemez). RT-PCR datalarida yiiksek ekspresyona
sahip hiicrelerle diisiik ekspresyona sahip hiicreler karsilastirildiginda aralarinda
ayrimin basarisiz oldugunu gostermektedir. Bu kaygilar 1s181nda yetiskin insan over kok
hiicresi ve oogonya varliginin yeniden degerlendirilmesi gerekir. Bu farkliliklar ve
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teknolojik kisitlamara bagl belirsiz biyolojik sonuglarin ¢oziilmesi gerekmektedir ve
kok hiicrelerin varligt ve erigkin overlerindeki postnatal oogenezin yakin zamanda daha

1yi anlasilmas1 gerekmektedir.

2.16. Over Yiizey Epitelinden Eksprese Olan ve Farklhilasmada Rol Alan
Belirtecler

2.16.1. OCT-4

OCT-4, OCT-3 veya POUSF1 olarakta adlandirilmaktadir ve memeli gelisiminin
baslangicinda ve olgun oositlerde maternal transkript olarak (175) ve blastosistin i¢
hiicre kitlesinde bulunmaktadir. Ayni1 zamanda primordiyal germ hiicrelerinin sagkalimi
icin gereklidir (176). Oct-3/4 ekspresyonu germ hiicre tiimorleri ve gonadoblastoma ile
de iligkilidir. OCT-4 geni kromozom 6 {izerinde lokalizedir ve bes ekzonu vardir. OCT-
4A ve OCT-4B iki ana alternatif splicing tarafindan kodlanir. OCT-4A’da sadece ekzon
1 vardir. 360 aa ve 265 aa’lik iki transkript olusur C-terminalinin 225 aa’i
tanimlayicidir. OCT-4A pluripotensiden sorumluyken OCT-4B sorumlu degildir (178).
OCT-4A, PKH’lerde eksprese olur ve gesitli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. OCT-4B, bir c¢ok pluripotent olmayan hiicrenin
sitoplazmasinda bulunur ve fonksiyonu kesin olarak tanimlanmamistir Lee et al. 2006;
Atlasi et al. 2008.

Bunun yani sira embriyonik kok hiicreler, germ hiicreleri, primordiyal germ
hiicreler, germ hiicre tiimorlerinde eksprese olmaktadir. OCT-4 ayn1 zamanda
CKEBKH’lerde, genital kabartt bolgesindeki germ hiicrelerinde ve erigkin somatik
dokularda/organlarda eksprese olmaktadir. (155,7)

Somatik kok hiicrelerdeki OCT-4 iizerine yayimlanan literatiir birka¢ psddogen
ve alternatif spliced transkripten dolayr kok hiicre arastirmacilarinin  kafasini
karistirmaktadir (179-181). Bundan dolaytr RT-PCR i¢in primerlerin tasarlanmasi ve
uygun antikorlarin se¢iminde spesifik transkriptlerin tespit edilmesi ig¢in dikkatli
olunmalidir. Ayrica OCT-4 antikorunun dikkatli se¢cimi pluripotent kok hiicrelerin
tamimlanmas1 igin gereklidir (180). Bhartiya ve ark., tarafindan poliklonal antikor
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kullanarak niikleer OCT-4 ile CKEBKH’lerin, sitoplazmik OCT-4 ile doku olusturan
kok hiicreler yani spermatogonyal kok hiicre (SKH) ve over germline kok hiicrelerinin
(OGKH) belirlenmesi gergeklestirilmistir. Eriskin gonadlarinda ve diger viicut
dokularinda OCT-4 pozitif CKEBKH’lerin varlig1 Jaenisch’in grubu tarafindan daha
once Onerilen aktif bir pluripotensi OCT-4 agiin sadece embriyonik ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerinde var oldugu fikriyle c¢elismektedir. Homeostaz ve
rejenerasyonda anormallik olmayan 8 haftalik farelerin bagirsak, kemik iligi, sag
folikiilii, karaciger, MSS v.b ¢esitli dokularda OCT-4 geni susturulduktan sonra onlar
tarafindan gdzlenmistir. Sonuglara dayanarak onlar OCT-4’tin somatik hiicre
fonksiyonu i¢in vazgegilmez oldugunu 6nermislerdir. Doku spesifik OCT-4 silinmesine

ragmen 8-10 haftalik farelerde rejenerasyon ve homeostazda gézlemlenmistir(152).

2.16.2. SSEA-4

Evre Spesifik Embriyonik Antijen-4 (SSEA-4), ilk kez insan teratokarsinom
hiicrelerinde globolipid epitoplar1 olarak bulunmustur. Reiji Kannagi ve ark. 1983’te
SSEA-4’ii tanimlamuglardir. Oosit ve insan EK hiicreleri globo serisi glikolipid
antijenlerini eksprese eder. SSEA-3 ve SSEA-4 insan teratokarsinom hiicrelerine 6zgii
bir globolipidin epitoplaridir (182). Globo serisi bir gangliosid olan SSEA-4, insan
embriyonik karsinoma hiicreleri ve embriyonik kok hiicreler icin bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir (182,183). Daha sonraki ¢aligmalarda OCT-4 ve SSEA-4’{i kapsayan
embriyonik kok hiicre iligkili antijenler kordon kanindan tlirevlenen eriskin kok
hiicrelerinde, insan olmayan primatlarin farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerinde,
plasentada, kemik iliginde, adipoz dokuda, dermiste, kalpte ve dental pulpada
bulunmustur (184-186). SSEA-4 konfokal z-stack analizi sonucunda koyun over
Kistlerinde hizli proliferasyon ve tamamlanmamis sitokinez nedeniyle kistleri iceren
hiicreler arasinda hiicre yiizeyinde devamlilik gostermektedir (152).Virant-klun | ve ark.
2013, SSEA-4 pozitif hiicreleri magnetic-activated cell sorting (MACS) ve
fluorescence-activated cell sorting (FACS) ile izole etmislerdir (187).
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2.16.3. VASA

VASA (DDX4 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polipeptid 4’te olarak
adlandirilan 724 aminoasitten olusur ve ilk olarak Drosphilia’da tanimlanmistir, farede
Mvh olarak bilinir ve ATP bagimli RNA helikaz ailesinin DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
box ailesinin bir tiyesidir (12,172). Helikaz aktivitesi germ hiicre gogli ve gelisimini
kapsayan nanos gibi en az iki mRNA’nin translasyonu igin gereklidir (188,189). VASA,
go¢ eden primordiyal germ hiicrelerinde sitoplazmik olarak eksprese olmaktadir ve
gelisimin farkli evrelerinde insan germ hiicrelerinde eksprese olmaktadir (172). VASA,
1. Trimester overlerinde incelenmemistir ancak 2 tirmester overlerindeki primordiyal
oositlerin sitoplazmasinda lokalizedir (190). VASA, sigirdaki primordiyal germ
hiicreleri, germ hiicrelerinin farklilagsmasinin erken evrelerinde karakterizedir ve
somatik dokulardan uterus, kalp, dalak, bagirsak, karaciger, akciger, meme bezleri, kas,
testis, over ve immatur oositte incelenmistir ancak sadece testis ve overde bulunmustur.
Farede primorriyal folikiillerden ant antral folikiillerden elde edilen oositlerde tespit
edilmistir(191). Ayrica VASA epitelyal epitelyal over kanserlerindeasir1 eksprese
olmaktadir ve G2 kontrol noktasini kaldirmaktadir (192). Erigkin insanlarda testis ve
overde VASA ekspresyonu yiiksektir(172). Overde VASA ekspresyonu oositte
yiiksektir ancak oogenez boyunca devamlilik gdstermektedir. VASA, RNA baglama
fonksiyonu oldugunan inanilan bir RGG motifinin ¢oklu tekrarlari ile glisinden zengin
N- terminaline sahiptir. VASA fonksiyonu eriskinde gametogenez boyunca gerekli
degildir ancak embriyogenezde germ hiicre hatlarinin farklilagmasi i¢in 6nemlidir.
Gastrulasyonda VASA proteini sadece germ hiicrelerinde ve sitoplazmalarinda giiglii bir
sekilde saptanmistir ve hem disilerde hem de erkeklerde embriyogenez boyunca

korunmustur(8).

VASA geni, C. Elegans, Xenopus, Drosophila, zebrafish, fare, sigan ve insan1 kapsayan

omurgali ve omurgasizlarda korunmustur (172).
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2.16.4. C-KiT

C-KIT, Mast/kdk hiicre bilyiime faktdr reseptorii (SCFR), proto-onkogen C-
KIT, tirozin protein kinaz Kit ya da CD117 olarak bilinen, 4q12 kromozomu iizerinde
lokalize olan C-KIT geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Hematopoetik kok hiicre,
mast hiicreleri, belirli epitelyal bazal hiicreler, meme liimenine ait epitel, germ hiicreleri,
melanositler ve Cajal’in interstisyel hiicrelerinin gelisiminde énemli rol oynar (193).
KIT ilk kez Alman biyokimyac1 Alex Ullrich tarafindan 1987 yilinda kedi sarkom viral
onkogeninin hiicresel homologu olan C-KIT olarak tanimlanmistir (194). Hematopetik
kok hiicre belirteci C-KIT, langerhans adalarmin gelisiminde ve fonksiyonunda
ozellikle B hiicrelerinin proliferasyonunda, olgunlasmasinda ve hayatta kalmasinda
onemli rol oynar (195). Li ve arkadaslar1 erken ve gestasyonun ortasinda insan fetal

panksreasinin gelisimi boyunca eksprese edildigini bildirmistir (196).

Farklilasma kiimelerinin (CD) molekiilleri, hiicre tiplerinin tanimlanmasi ve
hiicrenin farklilagmas1 ve aktivasyon icin kullanilan yiizey iizerindeki belirtecdir. C-
KIT, kemik iliginde hematopetik (kan) progenitérlerinin belirli tiplerini tanimlamak igin
kullanilan 6nemli bir hiicre yilizey belirtecidir. Spesifik olmasi1 hematopoetik kok hiicre
(HKH), multipotent progenitorler (MPP) ve yaygin myeloid progenitorleri (YMP)
yiiksek seviyelerde C-KiT eksprese eder. Yaygin lendfoid progenitérleri (YLP) C-KIT’i
diisiik seviyelerde eksprese eder. C-KIT aym zamanda timusta erken timosit
progenitorleri olarak tanimlanmistir. Erken T lineage progenitorleri (ETP/DN1) ve DN2
timositler, C-KiT’i yiiksek seviyelerde eksprese eder. C-KIT ayn1 zamanda prostat kok
hiicre belirtecidir (197). Ayrica mast hiicreleri, derideki melanositler ve Cajal’in
interstisyel hiicreleri ve sindirim kanali C-KIiT eksprese eder. Embriyogenez sirasinda
C-KIT sinyali, melanoblast ve/veya melanositlerin gdgii, proliferasyonu ve
farklilasmasinda 6nemlidir. Postnatal kutan6z melanogenezin korunmasina katki saglar
(198,199).

C-KIT hem hematopetik kék hiicrelerin hem de diger hiicre tiplerinin yiizeyinde
eksprese edilen sitokin reseptdriidiir. C-KIT, tirozin kinaz tip III bir reseptordiir. Bu
reseptor kok hiicre faktoriine (KHF) baglandiginda intrinsik tirozin kinaz aktivitesini
aktive eden bir dimer formu olusturur ve hiicrede sinyalleri uyaran sinyal iletim
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molekiillerini aktive eder. C-KIT aracihigiyla sinyaller hiicre sag kaliminda,
proliferasyonda ve farklilasmada rol oynar.

Bu gendeki aktif olan mutasyonlar gastrointestinal stromal tiimorler (GIST ler) ,
testikiiler seminom, mast hiicre hastaliklari, melanom, akut myeloid 16semi ile iliskili
iken inaktif olan mutasyonlar genetik bozukluk piebaldizmle iliskilidir (200). Timor
hiicreleri ile ilgili olarak, C-KIT gastrointestinal tiimdrlerde pozitiftir ancak melanom,
anjiyosarkom ve Kaposi sarkom (KS)’u igeren birkag mezenkimal tiimdérde asiri

ekspresyonu da bildirilmistir (201).

C-KIT bir proto onkogendir. Bu genin mutasyonu ve asir1 ekspresyonu kansere
neden olabilir (202). C-KIT pozitif i sekilli hiicreler, deri remodeling ve
rejenerasyonunu kapsayan, kan kapillerleri ve perifolikiiler kiliflar1 ile baglantili olan
eriskin derilerinde de tespit edilmistir. Bu hiicreler literatiirde dendrositler, dendritik
hiicreler ve telositler olarak tanimlanmistir. C-KIT pozitif endotel anjiyosarkomlara
benzeyen fetal endotelyal hiicre fenotipine timor hiicrelerinin bir geri doniistimi
gosterir (203).

2.16.5. CK-18

Sitokeratin 18 (CK-18) , tek katli ya da birgok basit epitelyal dokularda primer olarak
bulunan 45 kDa agirliginda asidik tip | ara filament proteinidir. CK-18 geni, 12q13
kromozomu tizerinde lokalizedir ve 3,791 bp uzunlugundadir. CK-18, tamamlayic1 tip 11
keratin partneri CK-8 ile birlikte karaciger, akciger bobrek pankreas, gastrointestinal
sistem, meme bezi, gibi eriskin epitelyal organlarda ve bu dokulardan olusan
kanserlerde eksprese edilir. Ayrica koyun overinde over yiizey epitelinde eksprese
edilmektedir (5). CK-8 yoklugunda, CK-18 proteini degrede olur ve keratin ara
filamentleri olusmaz. Bu CK-8 cDNA klonu izole edilen fare fibroblastlar1 ile yapilan
bir ¢alisma ile gosterilmistir (204).

CK-18’in bilinen fonksiyonu, hiicreye uygulanan dis basinca direng,
sitoplazmaya hiicre i¢i esnek iskelet ve mitrokondriyal yapilarin korunmasini

saglamaktir. CK-18 apoptoz, mitoz, hiicre dongiisii ilerlemesi ve hiicre sinyali gibi
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hiicresel olaylarda 6nemlidir. Bunun yani1 sira CK-18 yillardir tanisal histopatolojik

belirteg olarak bilinir ve tiimor hiicre davraniginda 6nemi vardir (204).
2.16.6. ZP-4

Zona pellusida-4, ZPB olarakta bilinmektedir. Insanlarda kromozom 1q43 iizerinde
lokalizedir ve ZP-4 geninden kodlanir. Siganlarda kromozom 17ql2.1 iizerinde
lokalizedir (205). Insanda ZP-1, ZP-2, ZP-3 ve ZP-4 olmak iizere dort zona pellusida

glikoproteini eksprese olur. ZP-4’{in sperm baglama 6zelligi vardir (206).

1.16.7. PTEN

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), insanlarda PTEN geni tarafindan kodlanan
bir proteindir (207). Bu genin mutasyonlar1 bircok kanserin gelismesinde rol oynar. Pten
ilk kez bagimsiz bir grup tarafindan kesfedilmis ve primer insan kanserlerinde
mutasyona son derece duyarli bir lokus olan, insan kromozomu 1023 {izerinde sik sik
tekrarlayan timor siipresor gen kaybi olarak tamimlanmistir (208). PTEN, fosfataz
protein Uriiniiniin eylemi aracilifiyla tiimor siipresor bir gen olarak iglev goriir. Bu
fosfataz, cok hizli biiyliyen ve bdliinen hiicreleri Onleyerek hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde yer alir (207). PI3K’in negatif diizenleyicisi oldugu ve primordiyal
folikiil aktivasyonunu baskiladigr bildirilmistir (209,210). PTEN, PI3K’nin negatif
diizenleyicisidir ve fosfotidilinositol 3-kinazin bir {irlinii olan, fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfat (PIP3) iceren, hem lipid hem de peptid substratlar1 bilinen ¢ift yonlii bir
spefisik fosfataz kodlar. Biiylime uyaranlari ile hiicrelerin biiyiimesi iizerine, siif 1
PI3K aile tiyeleri hayatta kalma, biliylime ve proliferasyona tesvik eden ikinci bir mesaj
ile fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2)’in fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3)’a
doniisiimiinii katalizler. Ozellikle PTEN, PIP3 iizerinde 3-fosfat PIP2’yi olusturmak i¢in
hidrolize olur ve bdylece PIP3 aracili downstream sinyal negatif diizenlenir. PTEN
yoklugunda, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat(PIP3) protein kinaz B(Akt) sinyalinin

artmasina neden olur (211).

36



PTEN, hiicre polaritesini ve go¢iinii, hiicre dongiisti, hiicre 6liimii kapsamaktadir
boylece sitoiskelatal reorganizasyona neden olan dis membran fosfolipidleri ve
yolaklar1 arasinda potansiyel bir bag saglar (212). Adhikari ve arkadaslarinin 2012
yilinda yaptiklar1 ¢alismada PTEN inhibitorlerinin primordiyal folikiilleri aktive
edecegini, biiylimelerine izin verecegini ve folikiillerin FSH’a yanit verebilecegini
distinmiislerdir (211). Yapilan bir bagka calismada da PTEN inhibitorlerinin hem
neonatal fare overlerinde hem de insan over kortikal dokularindaki primordiyal
folikiilleri aktive ettii gosterilmistir Ayrica aktive edilen bu primordiyal folikiillerin
olgun folikiillere gelistigi ve overektomi yapilan farelerin bobrek kapsiilii igerisine
trasplantasyonu sonrasinda fertilize olabilen oositler meydana getirdigi ayni grup
tarafindan bildirilmistir . Ayrica PTEN’in ve Tsc1/mTOR gibi bazi inhibitor sinyallerin
oldugu gosterilmistir. Bu siire¢ dormant fazdaki primordial folikiillerin ve onlarin erken
aktivasyonunu, erken tiikenmesi ve POF’u Onler. Bu supresor ve aktivator sinyallerinin
koordineli eylemi folikiil biiyiimesinin baslamasi1 ve devam etmesi i¢in gereklidir (213).

PTEN bir tiimor siipresor gen olarak insan kromozomu 10 iizerindeki bir
bolgede lokalizedir ve bir ¢ok insan tiimoriinde delesyona ugramustir (213,214). Bu
lokustaki monoallellik mutasyonlarin siklig1 sporadik tiimorlerde(endometrial karsinom,
glioblastoma ve prostat kanserini kapsayan) %50-80 ve meme, kolon ve akciger
timorlerinde %30-50 olarak tahmin edilmektedir. PTEN’in tamamiin kayb,
endometrial kanserde ve glioblastomalarda yiiksek frekanslarda goriilmektedir ve ileri
derecede kanser ve metastazlarla iliskilidir (215). PTEN kaybinin BRCAI
ekslikliginden kaynaklanan meme kanserlerinde yaygin bir olay oldugu 2008 yilinda
yapilan bir ¢aligma ile gosterilmistir (216). PTEN’in bir timor siipresor olarak 6nemi,
gelisimsel bozukluklar, noérolojik defektler, ¢oklu hamartomlar ve meme, tiroid,
endometrial kanser ve beyin tiimorleri risklerinin artmas: ve germline mutasyon
caligmalar1 ile daha fazla desteklenmistir. PTEN genindeki germline mutasyonlar,
Cowden hastaligina neden olur ve deri, sindirim, meme ve tiroidin ¢oklu hamartomlari

ile karakterize olan nadir otozomal dominant sendroma neden olur (217).

Bir ¢alismada fare modelinde basarili bir sekilde iiretilen yavrularin primordiyal

folikiillerini aktive etmek i¢in PTEN inhibitorleri kullanilmistir (211). Ayrica ¢aligmalar
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PTEN ve Tscl/mTOR gibi bazi inhibitor sinyallerin oldugu gdsterilmistir. Bu siireg
dormant fazdaki primordial folikiillerin ve onlarin erken aktivasyonunu, erken
tilkkenmesi ve POF’u onler. Bu supresor ve aktivator sinyallerinin koordineli eylemi

folikiil biiylimesinin baslamasi ve devam etmesi i¢in gereklidir (213).

2.16.8. PI3K

Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz (PI3K), ayni1 zamanda fosfatidilinositol-
3-kinaz, fosfatidilinositid 3-kinaz, PI-3-kinaz, PI(3)K’lar veya PI-3K’lar olarak
adlandirilmaktadir. PI3K siiperailesinin iiyeleri protein serin/treonin kinazdir. PI3K,
kanserde dahil olmak tiizere, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, farklilasmasi, motilite,
sagkalim ve sirayla kansere katilan hiicre i¢i gibi hiicre fonksiyonlarinda yer alan enzim
ailesidir. Bu fonksiyonlarin ¢ogu protein kinaz B’nin (PKB veya AKT) aktive olmasi
icin gergeklesir. PI3K lar, fosfatidilinositoliin (PtdIns) inositol halkasinin 3 hidroksil
grubunu fosforilleyen hiicre i¢i sinyal doniistiiriicii enzimlerle iliskili bir ailedir (217).
Yolak PIK3CA ve PTEN onkogenleri ile kanser tiimorlerinin duyarsizliginda instilin ve
IGF1 iligkilidir (218-219). PI3K’lar bir dizi fosforilasyon olaylari araciligiyla glukoz
alimin1 diizenlemek icin IRS (Insiilin Reseptdr Substrat) ile etkilesir. Bundan dolay:

Diabetus mellitus’ta PI3K sinyalinin rolii ¢ok 6nemlidir.

PI3K ailesi Class I, Class II ve Class III olmak tizere ti¢ farkli smifa ayrilir.
Siniflandirmalar, primer yapi, diizenleme ve in vitro lipid substrat 6zellesmesine
dayanir 8. Class I PI3K’lar, Fosfatidilinositol 3-fosfat (P1(3)P)Fosfatidilinositol (3,4)-
bifosfat (P1(3,4)P2) ve Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (PI(3,4,5)P3 ieritiminden
sorumludur ve diizenleyici katalitik bir subiinitten olusan heterodimerik molekiillerdir
(220). PI3K’lar G protein bagimli reseptérler ve tirozin kinaz tarafindan aktive edilir.
Class II ve III PI3K’larin yapilar1 ve islevleri Class I’ den farklidir. Class II ti¢ farkli
katalitik izoformdan (C2a, C2B, ve C2y) olusmaktadir ancak Class I ve III’den farkli
olarak diizenliyici proteinleri yoktur. Class III, PI’dan PI(3)P meydana getirir ve yapisi
Class I’e benzerdir. Primer olarak proteinler ve vezikiillerin haberlesmesinde rol oynar

(221).
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Cesitli 3-fosforillenmis fosfoinositidler, PX domeini, plekstrin homoloji domeini
(PH domeini), FYVE domeini ve diger fosfoinositid baglayict domaini igeren cesit ¢esit
bir grup sinyal proteini olan, mekanizmadaki PI3K kinazlarin (PtdIns3P, PtdIns(3,4)P2,
PtdIns(3,5)P2 ve PtdIns(3,4,5)P3) fonksiyonu ile iiretilerek ¢esitli hiicresel

membranlardan alinir.

Birgok kanserde, Class 1A Pl 3-kinazpl10a mutasyona ugrar. Bu
mutasyonlarin ¢ogu kinazin daha ¢ok aktive olmasina neden olur. PI3K kinaz aktivitesi

bundan dolayi hiicresel doniisiim ve kanser gelisimine 6nemli derecede 6nemlidir.

Class II PI3K kinaz ailesinin {iyelerinin duyarhilifinin azaldigi gosterilmesine
ragmen tlim PI3K kinazlar wortmannin ve LY294002 ilaglar1 tarafindan inhibe edilir

(217).

OOCYTE
Unknown
function

Retardation of
oocyte growth Reduced

granulosa cells-oocyte
communications

Sekil 2.16.8.1.: PI3K/AKT kaskadi ve oosit biiyiimesinin diizenlenmesi (18)

39


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Class_IA_PI_3-kinase&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/P110%CE%B1

2.16.9. AKT

Protein Kinaz B (PKB) olarak bilinen AKT, glukoz metabolizmasi, apoptoz,
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, transkripsiyonu ve hiicre gogii gibi ¢oklu hiicresel
stireclerde rol oynayan serin/treonin spesifik protein kinazdir (222). AKT, hiicresel
sagkalim ve metabolizmay1, Niikleer Faktor kB, Bcl-2 ailesinin proteinleri ve murine
double minute 2 (MDM2) ile diizenler (14). AKT hiicre siklusunda da rol oynamaktadir.
Cesitli sartlarda AKT aktivasyonunun G1 ve G2 fazlarinda hiicre siklus arrestinin
tistesinden geldigi bilinmektedir (223,224). Glikojen sentez kinaz 3 (GSK-3) AKT’in

fosforilasyonu ile inhibe edilebilir.

AKT gen ailesinin 3 iiyesi vardir. AKT1, apoptoz siirecinin inhibisyonu ile hiicre
sagkalim yolaklarinda gorev alir. Ayrica iskelet kasi hipertrofisi ve genel organ
biliylimesinde meydana gelen protein sentez yolaklarini indiikler. AKT1 bir ¢ok kanser
tipinde major rol oynar3. AKT1, anjiyogenez ve tiimor gelisiminde de rol oynar. AKT]1
yoklugunda farede fizyolojik anjiyogenez inhibe edilir, patolojik anjiyogenezi arttirir ve
timor bilylimesi deri ve kan damarlarinda matriks anomaliler ile iliskilidir (225,226).
AKT?2, insiilin sinyal yolaginda dnemli bir sinyal molekiilidiir. Glukoz transporter 4
(GLUT4) insulin indiiklenmis translokasyonu araciligiyla glukoz transportunun
gerceklesmesi i¢in gereklidir. AKT1 null AKT2 normal olan farede glukoz homeostazi
stabildir ancak hayvanlar daha kiigiiktiir ve biiylime AKT1 ic¢in daha anlamlidir.
AKT3’lin rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir biiyiikk bir ¢ogunlukla beyinde
eksprese edilir. AKT3 eksikligi olan farelerin daha kiiciik beyni sahiptir (227).

PI3K bagimli AKT aktivasyonu tiimor silipresor olan PTEN araciligiyla
diizenlenir (13). PTEN, PIP3’in PIP2’ye defosforilasyonunda rol oynayan bir
fosfatazdir. Bu durum AKT sinyal yolagindan membran lokalizasyon faktoriinii kaldirir.
Bu lokalizasyon olmadiginda AKT aktivasyonu 6nemli derecede azalir. PIP3 ayrica
inositol fosfatazlarin SHIP ailesinden olan SHIP1 ve SHIP2 tarafindan 5’
pozisyonunda defosforillenebilir. Bu poli-fosfataz inositol fosfatazlar PIP2’yi PIP3’
defosforilller. AKT inhibitorleri ndroblastoma gibi kanser tedavilerinde kullanilabilir ve
bazi klinik denemelerde kullanilmistir (228).
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PHLPP ailesindeki fosfatazlar olan PHLPP1 ve PHLPP2 farkli AKT
izoformlarinin defosforilasyonunda dogrudan rol oynar. PHLPP2, AKT1 ve AKT3’i
defosforillerken, PHLPP1 AKT2 ve AKT3 i¢in spesifiktir (228).

2.16.10. FOXO3A

Forkhead box O3 (FOXO3A), FOXO, FOXO3A, FKHRLL1 olarak bilinir ve
FOXO3 geni tarafindan kodlanan bir insan proteinidir (229). FOXO, farkli fork head
DNA baglayici bolge ile karakterize olan forkhead transkripsiyon ailesinin O altsinifina
aittir. Insanlarda ayrica FOXO1, FOX04 ve FOXO6 olmak iizere ii¢ ayr1 FoxO ailesi
daha vardir. Bu transkripsiyon faktorlerinin ortak inhibisyon yetenekleri vardir ve PI3K
sinyal yolaginda AKT/PKB gibi proteinler ile fosforilasyonu iizerine niikleusun digina
yer degistirir (230). Asetilasyon ve metilasyonu kapsayan diger post translasyonel

modifikasyonlar goriilmektedir ve boylece FOXO3A aktivitesi degisir ya da artar.

Bu protein, FLIP gibi anti-apoptotik proteinlerin downregiilasyonu ya da Bim ve
PUMA gibi hiicre oliimii i¢in gerekli olan genlerin upregiilasyonu araciligiyla apoptoz

icin tetikleyici olarak fonksiyon gorebilir(231,232).

FOXO3, kas rejenerasyonu boyunca kok hiicrelerin kendini yenilemesinde
Notch sinyal yolagininbir diizenleyicisi olarak islev gérmektedir (233). FOXO3a ayrica
MnSOD ve katalaz gibi antioksidanlarin upregiilasyonu ile oksidatif stresten
korunmasinda gorev alir. Foxo3 knockout disi farelerde erken over yetmezliginden

dolay1 yasa bagli infertili ortaya cikar.

FOXO3A’ nin deregiilasyonu tiimdrogenezde rol oynar (234). MLL ile bu genin
translokasyonu sekonder akut losemi ile iligkilidir. PTEN kaybindan dolayr AKT
aktivitesinin artmast ile FOXO3A aktivitesinin downregiilasyonu siklikla kanserde
goriiliir. FOXO3 tiimor siipresor olarak bilinir. Ayni1 proteini kodlayan alternatif spliced

transkript varyantlarda vardir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligmada over yiizey epitelinden embriyonik kok hiicrelerin elde edilmesi ve
oosit benzeri hiicrelere farklilastirilmasi planlandi. Ug haftada farklilasan hiicrelerin
birinci hafta, ikinci hafta ve ti¢lincti hafta sonlarinda alinan 6rneklerinden kok hiicre
belirtegleri ve bu doénemde PTEN-PI3K-AKT-FOXO3A sinyal yolaginda olusan
degisikliklerin incelenmesi amacglandi. Kok hiicrelerden oosit ve blastosist elde
edilebilmesinin  mekanizmast  bilinmesi ile ovaryan indiiksiyon tedavileri
diizenlenebilecek ve over yiizey epiteli bir kok hiicre kaynagi olarak kullanilabilecek ve
infertil vakalarin tedavisinde yeni yollar agabilecegi diisiiniildii. Bu amacla ¢aligmaya
Celal Bayar Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Boliimii ile Merkez Efendi
Devlet Hastanesi Dogumevi Klinigi’ne ¢esitli jinekolojik hastaliklar nedeni bagvuran ve
ile opere olan, etik onam formunu imzalayan, postmenopozal kadin hastalardan
toplanan over doku oOrnekleri ve over doku orneklerinden elde edilen OYE hiicre
kiiltiirleri ikinci giin, birinci hafta, ikinci hafta ve {iglincii hafta 6rnekler alinarak rutin
histokimyasal ve anti- OCT-4, anti-SSEA-4, anti-C-KIiT, anti-VASA, anti- anti-ZP-4,
anti-CK-18, anti-PTEN, anti-PI3K, anti-pAKT, anti-FOXO3 primer antikorlari
kullanilarak avidin-biyotin-peroksidaz yontemi ile indirekt immiinohistokimyasal

boyamalar uygulandi ve antikorlarin varligi dogrulandi.

Calismada kullanilan histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme i¢in gerekli
kimyasal malzemeler ve cihazlar Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan 2011/061 nolu proje ile desteklendi.

Calismamiz, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’nun 18/08/2011 tarih, 284 protokol numarali onay1 ile yapildi.

3.1. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Calismaya Celal Bayar Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Boliimii ile

Merkez Efendi Devlet Hastanesi Dogumevi Klinigine c¢esitli jinekolojik hastaliklar
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nedeni basvuran etik onam formunu imzalayan ve opere olan, postmenopozal

kadinlardan temin edildi.

Over doku oOrneginin ylizeyindeki epitel hiicreleri kazinmadan once OYE
epitelinin durumunun belirlenmesi amaci ile bir pargasi kesilip 151k mikroskobu ile
degerlendirilmek iizere %10’luk formalin soliisyonu ile 24-48 saat siireyle oda
sicakliginda fikse edildi. Doku Ornekleri, rutin 151k mikroskobi parafin doku takibi

yontemi ile takip edilerek; derecesi giderek artan alkol serileri ile dehidratasyon islemini

takiben, ksilen ile seffaflastirilarak parafine gomiildii (Tablo 3.1.1.).

Tablo 3.1.1. Parafin Doku Takip Protokolii

ISLEM MADDE SURE

A. FIKSASYON % 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKAR SU 1 GECE

B. DEHIDRATASYON %60 ALKOL 30 DAKIKA
%70 ALKOL 30 DAKIKA
%80 ALKOL 30 DAKIKA
%100 ABSOLU ALKOL 60 DAKIKA
%100 ABSOLU ALKOL 60 DAKIKA

C. SEFFAFLASTIRMA | ALKOL:KSILEN (1:1) 30 DAKIKA
KSILEN I 60 DAKIKA
KSILEN II 60 DAKIKA

D. INFILTRASYON KSILEN:PARAFIN (1:1) | 30 DAKIKA
PARAFIN I 60 DAKIKA
PARAFIN I 60 DAKIKA

E. GOMME PARAFIN

Kullanilan Malzemeler:

o Ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
o Alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
o Parafin (Surgipath, Cambridgeshire, UK)
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3.2. Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

Bes pum kalinlikta alinan kesitler bir gece 60°C etiivde deparafinize edildikten

sonra, 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra boyama

baslatild1 (Tablo 3.2.1.).

Tablo 3.2.1. Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 5 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
% 80 ALKOL 1 DAKIKA
% 95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA 1-2 DAKIKA
KSILEN 30 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN

Kullanilan Malzemeler:

o Ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)
o Alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

o Hematoksilen (Invitrogen, Paisley, UK)

° Asit alkol

o Eozin (Surgipath, Cambridgeshire, UK)

o Entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany)
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3.3. Indirekt Immunohistokimya Protokolii

Indirekt avidin-biyotin yontemi ile boyanacak preparatlar bir gece 60°C etiivde

deparafinize edildikten sonra, 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinizasyon islemi

yapildiktan sonra boyama baglatildi (Tablo 3.3.1.).

Tablo 3.3.1. Indirekt Immunohistokimya Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
HIDROFOBIK KALEMLE
DOKULARIN
ETRAFININ CIZILMESI
TRIPSIN 10 DAKIKA 37 °C
ETUVDE
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
% 3°’LUK HIDROJEN 5 DAKIKA
PEROKSIT
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BLOKLAMA NON-IMMUN 60 DAKIKA
BLOKLAMA
SOLUSYONU
PRIMER ANTIKOR 18 SAAT +4 °C’DE
NEMLI ORTAMDA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BIOTINLENMIS 30 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BOYAMA DAB 3 DAKIKA
YIKAMA PBS 1X5 DAKIKA
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YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S 1 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
% 80 ALKOL 1 DAKIKA
% 90 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA 1-2 DAKIKA
KSILEN 30 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN

Primer Antikorlar

o Anti-OCT-4 Antikoru (Katalog No: PDM 155, Diagnostic Biosystem)

o Anti-SSEA-4 Antikoru (Katalog No: LS-C148645, Lifespan Biosciences)
o Anti-VASA Antikoru (Katalog No: NBP1-46504 Novus Biologicals)

o Anti-C-KIT Antikoru (Katalog No: PDR 045, Diagnostic Biosystem)

. Anti-CK-18 Antikoru (Katalog No: 08-1213, Invitrogen)

o Anti-ZP-4 Antikoru (Katalog No: NBP1-86823, Novus Biologicals)

. Anti-PTEN Antikoru (Katalog No: 18-0256, Invitrogen)

o Anti-PI3K Antikoru (Katalog No: 04-403, Millipore)

o Anti-pAKT Antikoru (Katalog No: NBP1-20183, Novus Biologicals)

o Anti-FOXO3A Antikoru (Katalog No: 04-1007, Millipore

Kullanilan Malzemeler:

o Ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

o Alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

o PBS (Fosfat Buffer Soliisyonu) (Kat No: 041M8227)

o Tripsin (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA)

o Dakopen (Kat. No: 00-8877 Invitrogen, Paisley, UK)

o Hidrojen peroksit (Merck, Darmstadt, Germany)

o Sekonder Antikor (Histostain Plus Bulk Kit; Invitrogen, Paisley, UK)
o DAB Kit (DAB Plus Substrate Kit; Invitrogen, Paisley, UK)

. Mayer’s Hematoksilen (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA)

o Entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany)
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3.4. Over Yiizey Epitelinin Kazinmasi

Calismada ¢esitli jinekolojik hastaliklar nedeni ile Celal Bayar Universitesi
Hafsa Sultan Hastanesi ve Merkez Efendi Devlet Hastanesi Dogum ve Cocuk
Bakimevinde histerektomi yapilan, etik onam formunu imzalamis 10 postmenopozal
kadin hasta kullamldi. Over 6rnekleri, kisa siirede 37 °C’de %0.1 gentamisin (100 mg /
ml), %1 penisilin (100 U / ml)-streptomisin (100 mg / ml), %30 fetal sigir serumu
iceren DMEM/F12 kiiltiir vasati igerisinde laboratuvara tasindi. Over dokulari,
DMEM/F12 ve antibiyotikler igeren kiiltiir vasatinda ve antibiyotik igeren kalsiyum ve

magnezyum igermeyen Dulbecco’nun tamponlanmis fosfat tuzunda yikandi.

Overin yiizey epiteli 37°C¢de steril sartlar altinda DMEM/F12 kiiltiir vasat: igine
steril bistiiri yardimi ile kazind1 ve serbest kalan hiicreler toplandi. Elde edilen hiicreler
25 °C ‘de 10 dakika 1000 devirde santrifiij edildi. Pellet, taze medyumda siispanse
edildi ve 37 °C’de %5’lik CO, igeren inkiibatdrde %30 fetal sigir serumu ve %0.1
gentamisin (100 mg / ml), %1 penisilin (100 U / ml)-streptomisin (100 mg / ml) igeren
DMEM/F12 vasatla ii¢ hafta kiiltiire edildi.

3.5. Hiicre Orneklerinin Alinmasi ve Fiksasyonu

Kiiltlirtin ikinci gilin, birinci, ikinci ve {iglincii haftalarinin sonunda hiicre
ornekleri 30 dakika %4’lilkk paraformaldehit ile oda sicakliginda fikse edildi ve

immunohistokimyasal boyama gerceklestirildi.
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3.6. Hiicreler icin indirekt Immunohistokimya Protokolii

Indirekt avidin-biyotin peroksidaz ydntemi ile boyanacak hiicreler anti- OCT-4,
anti-SSEA-4, anti-C-KIT, anti-VASA, anti-CK-18, anti-ZP-4, anti-PTEN, anti-PI3K,
anti-pAKT, anti-FOXO3 primer antikorlar1 kullanilarak indirekt immunohistokimya
yontemi ile degerlendirildi (Tablo 3.6.1.). Preperatlar, Olympus BX-40 151k mikroskobu

altinda incelenerek, Nikon kamera araciligi ile fotograflari ¢ekildi.

Tablo 3.6.1. Hiicreler i¢in Indirekt Immunohistokimya Protokolii

ISLEM MADDE SURE
FIKSASYON %4’ LUK 30 DAKIKA
PARAFORMALDEHIT
ILE ODA
SICAKLIGINDA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
% 3°’LUK HIDROJEN 5 DAKIKA
PEROKSIT
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
PERMEABILIZASYON | TRITON X-100 BUZ 15 DAKIKA
UZERINDE
BLOKLAMA BLOKLAMA 60 DAKIKA
SOLUSYONU
PRIMER ANTIKOR 18 SAAT +4 °C’DE
NEMLI ORTAMDA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BIOTINLENMIS 30 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BOYAMA DAB 15-60 SANIYE
YIKAMA PBS 1X5 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S 1 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
KAPAMA MOUNTING MEDIUM
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Kullanilan Malzemeler:

Ksilen (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

Alkol (Sigma-Aldrich, St Louis, USA)

PBS (Fosfat Buffer Soliisyonu) (Kat No: 041M8227)

Hidrojen peroksit (Merck, Darmstadt, Germany)

Triton X-100 (AppliChem Cas No: 9002-93-1 Darmstadt, Germany)
Sekonder Antikor (Histostain Plus Bulk Kit; Invitrogen, Paisley, UK)
DAB Kit (DAB Plus Substrate Kit; Invitrogen, Paisley, UK)
Mayer’s Hematoksilen (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA)
Entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany)
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4.BULGULAR
4.1. Histokimyasal Bulgular

Postmenopozal kadinlardan alinan over doku orneklerinin, Hematoksilen-Eozin
ile boyanmis preparatlarinda primordial veya gelismekte olan follikiiller yapilar
gozlenmedi. Tek kath kiibik epitel olarak over ylizey epiteli gézlendi. Putativ kok
hiicreler cekirdekleri koyu boyanan az sitoplazmalari olan hiicreler olarak gozlendi

(Resim 1; A,B,C,D).

4.2. Immunohistokimyasal Bulgular
Negatif Kontrol

Parafin doku kesitleri ve hiicre kiiltiirii 6rneklerinin tamamina yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda negatif kontrollerde spesifik boyanma gozlenmedi.
(Resim 2; A,B,C,D)

OCT-4

Bu ¢alismada, parafin doku kesitlerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, doku
kesitlerinin OYE hiicreleri arasinda bulunan OCT-4 monoklonal antikoru eksprese eden

kok hiicrelerin, epitel hiicrelerine komsu olarak yerlestigi gézlendi (Resim 3; A,B).

Over dokusu kazinan epitel hiicrelerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, hem
over dokusunun kazman epitel hiicreleri arasinda, hemde over ylizey epitel
hiicrelerinden yapilan ikinci giin ve birinci hafta kiltiir 6rneklerinde, OCT-4 pozitif

hiicreler gozlendi. (Resim 3; C,D).

Over ylizey epitelinden elde edilen hiicrelerin immunoreaktivitesi incelediginde
ise, over ylizey epitelinden elde edilen hiicrelerin ikinci ve ti¢lincii haftaya ait hiicre
kiiltiir preparatlarinda yuvarlak oosit benzeri hiicrelerde OCT-4 boyanmasi

gozlenmezken, az sayida hiicrede OCT-4 boyanmasi gozlendi (Resim 3; E,F).
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SSEA-4

Parafin doku kesitlerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, OYE hiicreleri
arasinda bulunan SSEA-4 eksprese eden kok hiicrelerin oldugu gozlendi boyanma
gbzlenmedi (Resim 4; A,B).

Over ylizey epiteli arasindaki kii¢iik hiicrelerin  immunreaktivitesi
incelendiginde, ikinci giin 6rneklerinde kuvvetli boyanma gozlenirken, birinci hafta
hiicre kiiltiirii preparatlarinda az sayida kiigiik hiicrenin SSEA-4 monoklonal antikoru

ile boyandig1 gozlendi (Resim 4; C,D).

Over yiizey epitelinden elde edilen hiicreler immunoreaktivitesi incelendiginde
ise, ikinci ve liglincii haftaya ait hiicre kiiltlir preparatlarindaki kii¢iik hiicrelerde SSEA-

4 boyanmasi gozlenmedi (Resim 4; E,F).

VASA

Alinan doku 6rneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, hem parafin doku
kesitlerinde hemde hiicre kiiltiirii 6rneklerinin ikinci giin, birinci, ikinci ve tiglincii hafta
hiicrelerinde, yaygin olarak VASA poliklonal antikoru ile boyandigi gézlendi (Resim 5
AB,C,D,E,F). Bu ¢alismada yaygin boyanmanin nedeni artefakt olarak degerlendirildi.

Antikor dilusyon oranlarinin azaltilmasina ragmen boyamalarda degisiklik olmadi.

C-KiT

Parafin doku kesitlerinde OYE hiicrelerinin immunoreaktivitesi incelendiginde,
doku kesitlerinde OYE hiicrelerinin arasinda bulunan C-KIT eksprese eden az sayida

kok hiicre ve epitel hiicrelerinin oldugu gozlendi (Resim 6; A,B).

OYE’nden elde edilen hiicrelerin immunoreaktivitesi incelendiginde, OYE’nden

elde edilen hiicrelerin ikinci giin ve birinci haftada igindeki aliman oOrneklerdeki
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morfolojik olarak kok hiicrelere benzer hiicrelerde ve epitel hiicrelerinde kuvvetli

boyanma gozlendi (Resim 6; C,D).

OYE’i preparatlarmin immunoreaktivitesi incelendiginde ise, ikinci ve {igilincii
haftada OYE hiicreleri arasinda morfolojik olarak kok hiicrelere benzer hiicrelerin ve
yuvarlak oosite benzer hiicrelerde C-KIT poliklonal antikoru ile orta siddette

immunoreaktivite gézlendi (Resim 6; E,F).

CK-18

Over doku orneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, over doku
orneklerinin CK-18 monoklonal antikoru ile boyanan prepartlarda kok hiicrelerin ve

epitel hiicrelerinin, orta siddette CK-18 eksprese ettigi gozlendi (Resim 7; A,B).

Over doku Orneklerinin  birinci  ve ikinci haftaya ait hiicrelerin
immunoreaktivitesi incelendiginde, alinan over doku Orneklerinin birinci ve ikinci
haftaya ait hiicrelerin epitel hiicrelerinde CK-18 ekspresyonu orta siddette, yuvarlak

oosite benzer hiicrelerde ekspresyonun artmis oldugu gozlendi (Resim 7; C,D).

Uciincli  haftaya ait over yiizey epiteli hiicre kiiltiirii  drneklerinin
immunoreaktivitesi incelendiginde ise, li¢lincii haftaya ait over yiizey epiteli hiicre
kiiltiirii 6rneklerinin CK-18 ile boyanmis preparatlarinda da epitel hiicrelerinin daha
hafif siddette, yuvarlak sekilli farklilasan hiicrelerde CK-18 immiinoreaktivitesinin fazla

oldugu gozlendi (Resim 7; E,F).

ZP-4

Over doku oOrneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, over doku
orneklerinin ZP-4 poliklonal antikoru ile boyanan prepartlarda kok hiicrelerin ve epitel

hiicrelerinin, ¢ok diisiik seviyede ZP-4 eksprese ettigi gozlendi (Resim8; A,B).
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ZP-4 monoklonal antikoru ile boyanmis hiicre kiiltiirii 6rneklerinin immunoreaktivitesi
incelendiginde ise, ikinci giin, birinci ve ikinci haftaya ait hiicre kiiltiirii materyallerinde
boyanmis hiicre gozlenmezken, 3. haftaya ait 6rneklerde yuvarlak bigimli oosit benzer

hiicrelerin kuvvetli immunoreaktivite gézlendi (Resim 8; C,D,E,F).

PTEN

Over doku oOrneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde, over doku
orneklerinin PTEN poliklonal antikoru ile boyanan prepartlarda kok hiicrelerin, epitel

hiicrelerin ve kortikal dokunun, kuvvetli PTEN eksprese ettigi gozlendi (Resim 9; A,B).

Alinan hiicre 6rneklerinin ikinci giin 6rnekleri, birinci hafta hiicre drneklerinin
immunoreaktivitesi incelendiginde, hem ikinci giin orneklerine ait hem de birinci
haftaya ait hiicre 6rneklerinde OYE hiicrelerinin PTEN poliklonal antikoru ile kuvvetli

immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi (Resim 9; C,D).

Almman hiicre  Orneklerinin  ikinci ve gilincii  haftast  6rneklerinin
immunoreaktivitesi incelendiginde ise, ikinci ve ti¢lincli haftas1 6rnekleri kok hiicrelerde
ve yuvarlak sekilli oosit benzeri hiicrelerde PTEN immunoreaktivitesinin giderek
azaldig tespit edildi (Resim 9; E,F).

PI3K

Over doku Orneklerinin  immunoreaktivitesi incelendiginde, over doku
orneklerinin PI3K monoklonal antikoru ile boyanan prepartlarda kok hiicrelerin, epitel
hiicrelerin ve kortikal dokunun, oldukca diisiik PI3K immunoreaktivitesi gosterdigi

gozlendi (Resim 10; A,B).

Alman hiicre 6rneklerinin ikinci glin drnekleri, birinci hafta hiicre drneklerinin
immunoreaktivitesi incelendiginde, ikinci giin ve birinci hafta 6rneklerinde PI3K

immunoreaktivitesinin oldukg¢a diisiik oldugu gozlendi (Resim 10; C,D).
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Bu calismada PI3K aktivasyonunun ikinci hafta ve igilincii hafta hiicre
orneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde ise, ikinci hafta hiicre 6rneklerinin hafif
siddette ve tciincii hafta 6rneklerinde ikinci hafta hiicre 6rneklerine gore daha fazla

artmis immunoreaktivite oldugu tespit edildi (Resim 10; E,F).

AKT

Alman postmenopozal kadinlarin over doku Orneklerinin AKT poliklonal
antikorunun immunoreaktivitesi incelendiginde, over doku O&rneklerinin parafin
kesitlerde yiizey epitel hiicrelerinin az boyanmasmna ragmen stromasindaki AKT

immiinoreaktivitesinin oldukea fazla oldugu gozlendi (Resim 11; A,B)

Hiicre kiiltiirti yapilan OYE hiicrelerinin ikinci giin ve birinci hafta 6rneklerinin
immunoreaktivitesi incelendiginde, OYE hiicrelerinin ikinci giin ve birinci hafta
orneklerinin kok hiicrelerin AKT aktivasyonunun oldukca diisiik oldugu gozlenmesine

ragmen epitel hiicrelerinde kuvvetli immunoreaktivite gozlendi (Resim 11; C,D).

Ikinci ve figiincii haftaya ait hiicre &rneklerinin  immunoreaktivitesi
incelendiginde ise, AKT immiinoreaktivitesi ikinci haftaya ait hiicre 6rneklerinde artmis
bulundu (resim 17) AKT immunoreaktivitesi tiglincii hafta hiicre kiiltiirti 6rneklerinde

pozitif olarak boyandigi gézlendi (Resim 11; E,F).

FOXO3A

Parafin doku kesitlerinin  FOXO3A monoklonal antikoru ile boyanmig
preparatlarinin immunoreaktivitesi incelendiginde, ikinci giin ve birinci hafta hiicre
orneklerinde hafif siddette FOXO3A aktivitesi gozlendi (Resim 12; A,B,C,D).

Hiicre Kkiiltiirii yapilan OYE hiicrelerinin ikinci hafta ve {iglincii hafta
orneklerinin immunoreaktivitesi incelendiginde ikinci hafta ve flgiincii hafta hiicre
orneklerinde FOXO3A aktivitesinin azaldigi gozlendi (Resim 12; E,F).
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Blastosist Benzeri Yapilar

Uciincii hafta hiicre 6rneklerinde “oosit benzeri” ve “blastosist benzeri” hiicreler
tespit edildi, ancak bu hareketli yapilarin immunohistokimyasal boyanmalar sirasinda
kaybolmasina engel olunamadi. Insan c¢alismasmin getirdigi doku elde etmedeki
giiclikler neden ile calismaya dahil edilen vaka sayisiin azligt boyamalarin

tekrarlanmasini engelledi.
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Resim 1: H.E ile yapilan boyamlarda postmenopozal kadinlardan alinan over doku

orneklerinde, over yiizey epiteli (OYE) primordial veya gelismekte olan follikiiller

yapilar gozlenmedi (A,B) ve tek katl kiibik epitel olarak over ylizey epiteli gozlendi

(C,D). Ince ok: over yiizey epiteli, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal Biiyiitme; A:X100,

B:X200, C:X400, D:X1000
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Resim 2: Postmenopozal kadinlardan alinan over doku &rneklerinin (A,B) ve kazinan
over yiizey epiteli hiicrelerinin (C,D), immunohistokimya-negatif kontrol boyamasina
ait goriintiiler. Yapilan immunohistokimyasal boyamalarda negatif kontrollerde spesifik
boyanma gdzlenmedi. ince ok: over yiizey epiteli, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal
Biiytitme; A:X200, B:X400, C:X200, D:X400

57



o . . 2

W \ ' W, 4 € ®e ey
. ~ ‘-‘ ‘L"'. ~ » &
. e "~ 1 . y

. ) £ -
: -8 & 3 L Al ) ".
y o N . .

y 8 L%80%, * » - , s @

L ‘o t 4 [ (3

-
5 ‘. " - v o e v
e ) " e v e ; -
¥ . - » "
e - o ’ -
. "' e 2 « \
E * F ' -
- »
) r . . e % g
- & Py e

Resim 3: Anti-OCT-4 monoklonal primer antikoru ile boyanan 6rneklerin parafin doku
kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda bulunan OCT-4 eksprese eden kok hiicrelerin
(A,B), epitel hiicrelerine komsu olarak yerlestigi ve hafif immunoreaktivite gosterdigi
over yiizey epitel hiicrelerinden yapilan 2. giin ve birinci hafta kiiltiir 6rneklerinde
(C,D), OCT-4 pozitif hiicreler ikinci ve {iglincii hafta orneklerinde (E,F) az sayida
hiicrede ¢ok az siddette immunoreaktivite goriilmektedir. Ince ok: over yiizey epiteli,
kalin ok: kok hiicre, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal Biiyiitme; A:X400, B:X1000, C,
D, E, F:X400
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Resim 4: Anti-SSEA-4 monoklonal primer antikoru ile boyanan 6rneklerin parafin

doku kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda bulunan SSEA-4 eksprese eden kok
hiicrelerin (A,B), epitel hiicrelerine komsu olarak yerlestigi ve hafif immunoreaktivite
gosterdigi over yiizey epitel hiicrelerinden yapilan 2. giin ve birinci hafta kiiltiir
orneklerinde (C,D), SSEA-4 pozitif hiicreler ikinci ve iiclincli hafta 6rneklerinde (E,F)
az sayida hiicrede ¢ok az siddette immunoreaktivite goriilmektedir. Ince ok: over yiizey
epiteli, kalin ok: kok hiicre, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal Biiyiitme; A:X400,
B:X1000, C, D, E, F:X400

59



E

Resim 5: Anti-VASA poliklonal primer antikoru ile boyanan 6rneklerde, hem parafin
doku kesitlerinde hem de hiicre kiiltiiri 6rneklerinin ikinci giin, birinci, ikinci ve {igiincii
hafta hiicrelerinde, yaygin olarak immunoreaktivite goriilmektedir. Ok: over ylizey

epiteli, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal Biiyiitme; A:X400, B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 6: Anti-C-KIT poliklonal primer antikoru ile boyanan érneklerin parafin doku
kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda az sayida kok hiicre ve epitel hiicrelerinde hafif
immunoreaktivite goriilmektedir (A,B). Over yiizey epitel hiicrelerinden yapilan ikinci
giin ve birinci hafta kiiltiir 6rneklerinde morfolojik olarak kok hiicrelere benzer
hiicrelerde ve epitel hiicrelerinde kuvvetli boyanma goriilmektedir(C,D). ikinci ve
ticlinci  hafta  Orneklerinde  hiicrelerde  orta  siddette = immunoreaktivite
goriilmektedir(E,F). Ince ok: over yiizey epiteli, kalin ok: kok hiicre, OYE: over yiizey
epiteli. Orjinal Biyiitme; A:X400, B:X1000, C, D, E,F:X400
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Resim 7: Anti-CK-18 monoklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku

kesitlerinde, kok hiicrelerin ve epitel hiicrelerinde, orta siddette immunoreaktivite
goriilmektedir (A,B). Ikinci giin, birinci ve ikinci hafta kiiltiir &rneklerinde epitel
hiicrelerinde CK-18 immunoreaktivitesi orta siddette devam ederken yuvarlak oosite
benzer hiicrelerde ekspresyonun artmis oldugu gériilmektedir (C,D). Ugiincii haftaya
hiicre kiiltiirii 6rneklerinde epitel hiicrelerinin daha orta siddette yuvarlak sekilli
farklilasan hiicrelerde immiinoreaktivitenin fazla oldugu goriilmektedir. (E,F). Ince ok:
over yiizey epiteli, kalin ok: kok hiicre, OYE: over ylizey epiteli. Orjinal Biiyiitme;
A: X400, B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 8: Anti-ZP-4 monoklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde,

kok hiicrelerin ve epitel hiicrelerinin, ¢ok diisiik siddette ZP-4 eksprese ettigi
goriilmektedir (A,B). ikinci gilin, birinci ve ikinci haftaya ait hiicre kiiltiiri
materyallerinde boyanan hiicre gozlenmezken, 3. haftaya ait orneklerde yuvarlak
bicimli oosit benzer hiicrelerde kuvvetli immunoreaktivite goriilmektedir (C,D,E,F).
Ince ok: over yiizey epiteli, kalin ok: kok hiicre, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal
Biiytitme; A:X400, B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 9: Anti-PTEN poliklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde,

E A F

kok hiicrelerin, epitel hiicrelerin ve kortikal dokunun, kuvvetli PTEN eksprese ettigi
goriilmektedir (A,B). Hem ikinci giin hiicre 6rneklerinde hem de birinci hafta hiicre
orneklerinde OYE hiicrelerinde kuvvetli immunoreaktivite goriilmektedir (C,D). Ikinci
ve Uclincli hafta orneklerindeki kok hiicrelerde ve yuvarlak sekilli oosit benzeri
hiicrelerde immunoreaktivitenin giderek azaldigi gériilmektedir (E,F). Ince ok: over
yiizey epiteli, kalin ok: kok hiicre, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal Biiyilitme; A:X400,
B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 10: Anti-PI3K monoklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku

kesitlerinde, kok hiicrelerin, epitel hiicrelerin ve kortikal dokunun, oldukea diisiik PI3K
immunoreaktivitesi gosterdigi goriilmektedir (A,B). ikinci giin ve birinci hafta hiicre
orneklerinde PI3K immunoreaktivitesinin oldukga diisiik oldugu goriilmektedir (C,D).
Ikinci hafta hiicre 6rneklerinin hafif siddette ve iigiincii hafta 6rneklerinde ikinci hafta
hiicre 6rneklerine gore daha fazla artmig immunoreaktivite oldugu goériilmektedir (E,F).
Ince ok: over yiizey epiteli, kalin ok: kdk hiicre, OYE: over yiizey epiteli. Orjinal
Biiytitme; A:X400, B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 11: Anti-AKT poliklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku kesitlerinde,
yiizey epitel hiicrelerinin az immunoreaktivite gostermesine ragmen stromasindaki AKT
immiinoreaktivitesinin olduk¢a fazla oldugu goriilmektedir (A,B). Hiicre 6rneklerinde,
ikinci glin ve birinci hafta 6rneklerdeki kok hiicrelerin immunoreaktivitenin oldukca
diisiik oldugu goézlenmesine ragmen epitel hiicrelerinde kuvvetli immunoreaktivite
goriilmektedir (C,D). Ikinci haftaya ait hiicre 6rneklerinde immunoreaktivite artmis,
iigiincii 6rneklerinde pozitif immiinotreaktivite goriilmektedir (E,F). Ince ok: over yiizey
epiteli, kalin ok: kdok hiicre, OYE: over ylizey epiteli. Orjinal Biiylitme; A:X400,
B:X1000, C, D, E, F:X400
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Resim 12: Anti-FOXO3A monoklonal primer antikoru ile boyanan parafin doku

kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda hafif siddette immunoreaktivite gosteren hiicreler
goriilmektedir (A,B). Hiicre orneklerinde, ikinci giin ve birinci hafta hiicre 6rneklerinde
hafif siddette goriilmektedir (C,D). Ikinci hafta ve iigiincii hafta Orneklerinde,
immunoreaktivitenin azaldig1 goriilmektedir (E,F). Ince ok: over yiizey epiteli, kalin ok:
kok hiicre, OYE: over ylizey epiteli. Orjinal Biiylitme; A:X400, B:X1000, C, D, E,
F:X400
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Resim 13: Ugiincii hafta hiicre drneklerinde “oosit benzeri” ve “blastosist benzeri”

hiicreler tespit edildi, ancak bu hareketli yapilarin immunohistokimyasal boyanmalar
sirasinda kaybolmasina engel olunamadi. Kalin ok: oosit ve blastosist benzeri yapi.

Orjinal Biiyiitme; A, B, C,D: X100
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6. TARTISMA

Waldeyer tarafindan bildirilmis olan oositlerin intrauterin donemde c¢ogalmasi
daha sonra sayisinin hizla azalmasi dogmasi, 1951 yilinda Solomon Zuckermean
tarafindan yayinlanmistir. Son yillarda disi iireme biyolojisindeki yeni gelismeler
lizerine overde kok hiicrelerin varligi ve bu hiicrelerin oositlere doniistiigiini
gosterilmesi lizerine, sabit oosit sayisi hakkindaki goriis degisiklige ugramistir (39).
Over stromasinda bulunan kdk hiicrelerinin yani sira, over yiizey epitelinden kdken alan
kok hiicrelerin oosit’e doniisebilme yetenegi gosterilmis ve oosit kaynagi olabilecegi
ileri siirlilmiistiir (5). Bu calismada over ylizeyinden kazinarak elde edilen kok
hiicrelerin oosit ve blastosist benzeri hiicrelere farklilasmasi ve bu farklilagsma sirasinda
PTEN-PISK-AKT-FOXO3A yolaginin oosit ve/veya blastosist benzeri hiicreye

doniismesindeki rollerinin arastirilmas1 amaclanmistir.

Over doku Orneklerinin, Hematoksilen- Eozin (H.E) ile boyanmis
preparatlarinda, postmenapozal kadinlardan alinmig olmasi nedeni ile primordial veya
gelismekte olan follikiiller yapilar gozlenmedi. Bununla beraber, postmenapozal
kadinlarin over yiizey epiteli (OYE) iginde, oosit gelisiminde rol oynayan kok
hiicrelerin varligi, daha Once caligmalarda gosterilmistir (5,54,78,79,94,235). Kok
hiicrelerin, memeli overlerinin yani sira, daha alt sinif canlilarin (siirtingen kus ve balik)
overlerinde de bulundugu gosterilmis olup, bu hiicrelerden oogenez gerceklestigi ileri

siiriilmektedir (5,236-239).

Over dokusu icinde farkli bolgelerde kok hiicreler bulunmaktadir. OYE
hiicrelerinin alttaki tunika albugineada bulunan mezensimal hiicrelerden differansiye
oldugu, bu hiicrelerin germ hiicrelerine ve graniiloza hiicrelerine farklilagsabilme
“bipotansiyel farklilagabilme” potansiyeli olan hiicreler olduklari bildirilmistir (29).
OYE hiicreleri arasinda bulunan ve oosit ve blastosist benzeri hiicreler doniisebilme
yetenegi olan hiicreler “putativ kok hiicreler” (5) veya “over germ kok hiicreleri” (2)
olarak tanimlanmaktadir. Over dokularinin yiizeyleri kazinarak elde edilen epitel
hiicrelerin arasinda c¢aplar1 oldukga kiigiik olan hiicrelerin bulundugu ve bu hiicrelerin

putativ kok hiicreler olabilecegi ileri siiriilmiistiir (5). Over ylizey epitel hiicrelerinin
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arasinda sferikal bi¢cimli putativ kok hiicrelerin 2 ayr1 popiilasyonu bulunmaktadir. Bu
hiicreler boyanmamis hiicre kiiltiiri preparatlarda parlak goriiniimleri ile ayirt
edilebilmektedir, ayrica H.E boyanmasinda ise koyu boyali ¢ekirdege sahiptir. Ayni
petride bulunan epitel hiicreleri ise agik c¢ekirdekleri ile kolayca ayirt edilebilmektedir.
Putativ kok hiicrelerin iki tipi boyutlarma gore gruplandirilmaktadir. Putativ kok
hiicrelerin daha kii¢iik boyutta olanlar1 1-3 mikron ¢apindadir. Bu hiicreler CKEBKH
(cok kiiciik embriyonik benzeri kok hiicreler) olarak isimlendirilirken, daha biiyiik
olanlar ise 4-7 mikron ¢apindadir ve putativ kok hiicre adin1 almaktadir. Bu iki hiicrenin
immunohistokimyasal ozellikleri de farkliliklar gostermektedir. Kiigiikk olan kok
hiicrelerinin ¢ekirdekleri OCT-4 ile hiicre ylizeyi ise SSEA-4 ile boyanirken, daha
biiyiik olanlarin sitoplazmas1 Oct-4 ile sitoplazmasi ise SSEA-4 ile minimal diizeyde
boyanmaktadir. Benzer bicimde testisde de pluripotent CKEBKH’lerin, OCT-4’{in
cekirdek ve minimal SSEA-4 ile, daha biiyiik olanlar heterokromatik yapisi sitoplazmik
Oct-4 ve minimal SSEA-4 boyanmasi ile tanimlanmistir. (10,240)._CKEBKH’lerinin
asimetrik boliinme sonucunda progenitoér kok hiicrelere doniistiigii ileri siiriilmektedir
(159). Parthe overlerdeki H.E ile koyu g¢ekirdek boyanmasi gozlenen hiicrelerin
testikiiler A koyu spermatogonial kok hiicreler ile benzer oldugunu ileri siirmiistiir.
Overlerde bulunan kok hiicrelerin orjini hakkinda tartigmalar devam etmekle birlikte, bu
hiicrelerin  OYE’nin  yerlesik hiicreleri oldugu kabul edilmektedir (6,8,9).
CKEBKH’lerin gonadlardaki sayilari oldukg¢a diisiikk bulunmustur, testiste bulunan
CKEBKH’lerinin sayisinin yaklasik %1,5 oldugu bildirilmistir (241).

Bu ¢alismada, hem over dokusu kazinan epitel hiicreleri arasinda, hem de over
yiizey epitel hiicrelerinden yapilan birinci hafta kiltiir 6rneklerinde, OCT-4 pozitif
hiicreler gézlendi ve bu hiicrelerin over ylizey epitelinde bulunan daha once bildirilmis
olan kok hiicreler oldugu diisiintildi. OCT-4 hem testis, hem de overde bulunan
hiicreler tarafindan eksprese edilen pluripotensiyi gosteren bir protein olup, putativ
germ “kok hiicre” Dbelirteci olarak isimlendirilmektedir (12). OCT-4’in fare
embriyolarinda preimplantasyon periyodu boyunca eksprese olmasi ve daha sonra germ
hiicrelerinde sinirlt olmasi totipotent diizenleyici bir fonksiyona sahip oldugu bi¢ciminde

de degerlendirilmektedir (242). OCT-4 pozitif boyanmanin, testislerde gonositlerde
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(243) overlerde ise oogoniumlarda bulundugu bildirilmistir (190). Anderson ve
arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada, OCT-4 proteinin insan fetal overinde
organin periferal zonundaki oogonialarda simnirli oldugunu bildirmislerdir. Bununla
beraber OCT-4 pozitif hiicreleri gelisimin diger doneminde de hem testis, hem de over
dokusunda bulunmaya devam etmektedir (244). Ikinci trimester seminiferdz tiibiillerde
hem OCT-4 pozitif hemde negatif hiicreler gézlenmis ve OCT-4"lin down regiile oldugu

ileri siiriilmiistiir (245).

OCT-4 eksprese eden hiicrelerin sayisinin ikinci ve {iglincii hafta preparatlarinda
cok az sayida oldugu gozlendi ve bu pluripotent hiicrelerin diferansiye olmalar1 nedeni
ile sayilarinin azalmis olabilecegi diisiiniildii. Overlerde OCT-4 ekspresyonunun gegici
oldugu ve proteinin miktarinin azaldigi bu hiicrelerin primordial follikiillere doniistiigi
bildirilmistir (12). OCT-4 ekspresyonunun hiicrelerin differansiye oldukg¢a azaldiginin
bir kanit1 da kanser hiicrelerinde gosterilmistir (169,175,246).

Over yiizey epitelinden elde edilen hiicrelerin birinci haftada i¢indeki alinan
orneklerde epitel hiicrelerinde de ve ikinci ve lgilincli haftaya ait hiicre kiiltiir
preparatlarinda az sayida hiicrede OCT-4 boyanmasi gézlendi. OCT-4 bir kok hiicre
belirteci oldugu bilinmesi nedeni ile bu ekspresyonun farklilasmis hiicrelerde
gozlenmesi literatiir bilgileri ile uyusmamaktadir. Bununla beraber daha once yapilan
calismalarda benzer sonuglar gozlenmis ve eriskin hiicrelerde OCT-4 olmamasina
ragmen pseudogenler nedeni ile OCT-4 pozitifliginin bir artefeakt olarak gozlendigi
bildirilmistir (248,249). Eriskin dokularda bulunan OCT-4 hiicrelerinin doku

hemostasisi ve rejenerasyonda gorev yaptigi da ileri siiriilmektedir (5).

Incelenen preparatlarda OYE hiicreleri arasinda bulunan OCT-4 eksprese eden
kok hiicrelerin, epitel hiicrelerine komsu olarak yerlestigi gozlendi. Oosit benzeri
hiicrelerin mezensimal fibroblastlara benzer bolgede gelistigi, bu yakin iliskinin
beslenme destegi saglama ve stroidlerden Ostrojen iiretimi katalizleyen aromataz
ekspresyonu ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (250). Ayrica germ hiicrelerinin
biiyiimesi i¢in gerekli olan mitokondrial enerji saglanmasinda da 6nemli rol oynadig1 da

bilinmektedir (8,134,251).
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Over ylizey epiteli arasindaki kii¢iik hiicrelerde ve birinci hafta hiicre kiiltiirii
preparatlarinda az sayida kiigiik hiicrenin SSEA-4 ile boyandigi gozlendi. SSEA-4’{in
bir germ hiicre belirteci oldugu ve pluripotensi ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle bu hiicrelerin over yiizey epitelinde bulunan kok hiicreler oldugunun diger bir
gostergesi olarak degerlendirildi. Virant-Klun ve arkadaslari 2011 yilinda yaptigi
calismada diger bir ¢alismada ise over korteksinin kesitlerinde immunohistokimyasal
teknikle SSEA-4 pozitif hiicrelerin varligin1 gostermis ve fetal overlerin yiizey
epitelinde bulunan primitif oositlere benzetmistir. Irma Virant-Klun 2013 yilinda
yaptig1 calismada SSEA-4 ile boyanan over yiizeyinde elde edilen iki ayr1 hiicre tipi
oldugunu rapor etmistir. 2-4 mikron ¢apinda yuvarlak sarimsi hiicreler ve daha biiyiik 8
mikron capinda sarimsi hiicreler olarak degerlendirmistir. Biiylik hiicrelerin diizgiin
bicimli olmadigint SSEA-4 ekspresyonun ise hiicre yiizeyinde bulundugunu
gostermistir. Ayni arastirmacilar FACs ile yaptigi sayim sonrasi, SSEA-4 pozitif
hiicrelerin toplam hiicre sayisinin yaklasik %1,6’simn1 olusturdugunu rapor etmistir.
Primitif oosit benzeri hiicrelerin over yiizey epitelinde bulunmasinin epitelyal over

kanserleri ile iligkili olabilecegi ileri stiriilmistiir (187,252).

Over yiizey epitel hiicreleri arasinda daha kii¢iik hiicrelerin pluripotent kok
hiicre belirtegleri olan hem OCT-4 hem de SSEA-4 ile boyanmis olmasi, bu hiicrelerin
kok hiicreler oldugunun ve over ylizey epitelinde bulundugunun bir kanit1 olarak
degerlendirildi. Sayilarinin az olmasina ragmen, bu hiicrelerin gerektigi durumlarda
mitozla ¢ogalabildigi gosterilmistir (235). Over dokusu gibi her menstrual siklusta
yaralanma ve tamir olaylariin gerceklestigi organda iyilesmenin hizlanmasi i¢in farkl
hiicre tiplerine doniisebilen hiicrelere ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu iyilesmede OYE
hiicreleri arasindaki kok hiicrelerin yani sira kemik iliginden gelen kok hiicrelerin go¢
ederek rejenerasyonda gorev aldigi bir ¢ok hayvanda (235,253,254) ve insanda (255)

gosterilmistir.

VASA, DEAD box gen ailesinin bir iiyesi olup disi germ hiicre gelisiminde
esansiyel rol oynamaktadir. (256). VASA sitoplazmik bir protein olup germ
hiicrelerinin gonadal ¢ikintiya ulastiktan sonra, memelilerde premayotik sathasinda
gametogenez siiresi boyunca eksprese olmaktadir (172). Mvh’nin 12,5 giinde
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kolonizasyondan sonra germ hiicrelerinde goriildiigii, buna karsilik primordial germ
hiicrelerinde goriilmedigi bildirilmistir (257). VASA proteinin ¢ok sayida mRNA
azalmasma bagli olarak ¢ok sayida mekanizmay1 kontrol ettigi bilinmektedir (258).
Germ hiicreleri i¢in ise esansiyel bir komponent oldugu ve germ hiicre
differansiasyonunda gerekli oldugu bildirilmistir (259). Bununla beraber bu ¢alisma igin
alman doku oOrneklerinde, hem parafin doku kesitlerinde, hemde hiicre kiiltiirii
orneklerinde hiicrelerin yaygin olarak VASA ile boyandigi gozlendi. Insan fetal
testislerinde VASA ekspresyonun sinirli oldugu fakat proteinin gestasyonun 21. giinii
testislerde varlig1 gosterilmistir (260). Overlerde ise 2. trimestrde VASA nin primordial
follikiiller i¢indeki oositlerde bulunmaktadir. (190). Bu ¢alismadaki yaygin boyanmanin
nedeni artefact olarak degerlendirildi. Antikor dilusyonu oranlarinin azaltilmasina

ragmen boyamalarda degisiklik olmadi.

VASA gonositlerden ve birinci trimestr oogonyalardan eksprese olmayip, ikinci
trimestr gonadlarin germ hiicrelerinde eksprese olmaktadir (12). VASA’nin oositleri
icin mRNA’nin transisyonel regulatorii fonksiyonu gostermektedir ve germ hiicrelerinin
gelisiminin yani sira yeni nesil gelisiminde ana eksenini diizenlemektedir (261). VASA
postmigrasyon germ hiicre belirteci olarak kabul edilmektedir ve bu hiicreler
pluripotensi 6zelligi tasimaktadir. VASA’nin over hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda varlig
gosterilmistir. Bu hiicrelerin ¢ok kiiciik capa sahip oldugu (15-20 pum) ve 00sit olmadigi
ileri striilmektedir (262,263). Irma Virant-Klun 2011 over korteksinde yaptigi
calismada tanimladig iki hiicre tipinden biiyiik hiicrelerin VASA pozitif oldugunu
gostermistir. Bu hiicrelerin iireme ¢agindaki kadinlarin kortikal dokularindaki
follikiillerde ~gortilmedigini bildirmistir (252). VASA’nin  germ hiicreler igin
maturasyonu i¢in esansiyel olduguda bilinmektedir (12). Gonosit ve periferal oogonia
gibi hiicrelerde OCT-4 ekspresyonun pozitif oldugunu, buna karsilik daha matur
hiicrelerin (prespermatogonia, oogonia ve oosit) VASA eksprese ettiklerini gdstermistir.
(12) VASA’nin kolonizasyon sirasinda germ hiicre soyunda ve daha sonraki gelisim
asamalarinda gozlenmesi germ hiicrelerinin devamliligi ve fonksiyonu icin gerekli
oldugunun bir belirtisi olarak degerlendirilmektedir (172). Anderson ve arkadaglarinin

2007 yilinda yaptig1 calismada embriyonik donem sirasinda ikinci trimesterde VASA
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miktarmin arttigini kanitlamistir(12). Ayrica gestasyonel 9.-14. haftalar arast VASA
miktarinin arttigimni ve disi germ hiicrelerinin mayoz bolinmeye girmesi ile iliskili
oldugunu bildirmistir. Erkek germ hiicrelerinde ise gonositlerin maturasyonu sirasinda

artmaktadir.

Over yiizey epiteli preparatlarin incelenmesinde ikinci haftada yiizey epitel
hiicreleri arasinda morfolojik olarak kok hiicreler benzer hiicrelerin C-KiT monoklonal
antikoru ile immunopozitif olarak boyandigi gozlendi. C-KiT’in bir protein tirozin
kinaz reseptorii oldugu hiicresel proliferasyon, sagkalim, adhezyon, sekresyon ve
diferansiasyonda rol oynadigi bilinmektedir. Parrott ve arkadaslarimin 2000 yilinda
yaptig1 ¢alismada normal OYE hiicreleri arasinda C-KIiT immuonreaktivitesi gdzlemis
ve normal OYE fonksiyonu i¢in gerekli oldugunu rapor etmistir (14). OYE’den uzakta
bulunan bazi stromal hiicrelerde de yogun boyanma gozlenmis ve OYE hiicrelerinin
proliferasyonunda C-KIiT’in rolii oldugunu bildirmistir. Daha énce yapilan ¢alismalarda
C-KIT’in oosit biiyiimesi ve follikiiler gelisimde esansiyel rol oynadigmni (13) oosit
benzeri hiicrelerde de germinal vezikiile benzer yapilar gozlemis ve bu hiicrelerin C-
KIT transkripsiyon faktdr ekspre ettigini ve follikiil/oosit ile germ hiicre gelisiminde
onemli rol oynadig: ileri siiriilmiistiir (187). Buna karsilik C-KIT bloke edildiginde
farelerde postnatal follikiil gelisimin bozuldugu gozlenmis ve FSH reseptorii eksprese

edilmeden 6nce follikiil gelisiminde 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (13-15).

Kit ligant sadece germ hiicrelerinde degil melanosit, mast hiicreleri ve
hematopoetik hiicrelerin differansiasyonu {iizerine de etkilidir. (14). Bu hiicreler
gelisimsel siiregleri iizerine kit ligantin etkisi ile diferansiye olmaktadir. Ayrica C-KIT
akciger, tiroid, gogiis ve testikiiler kanser gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir. C-
KIT’in jinekolojik tiimdrlerden seréz adenokarsinom ve overin germ hiicre tiimorlerinde
de rol oynadigi bildirilmistir (264). Parrott ve arkadaslarimin 2000 yilinda yaptiklari
calismada hem insan hem de inek overlerinde bazi over yiizey epitel hiicrelerinin KL ve
C-KIT proteinin varligmi gostermislerdir . Insan over kanserlerinde de C-KiT’in epitel
sinirinda varligi over tiimorlerinin erken donemlerinde KL 1n 6nemli rol oynadiginin bir

gostergesi olarak degerlendirlmistir (14).
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Bu calismada aliman over doku orneklerinin H.E ve 1. hafta hiicre kiiltiirii
prepartlarindaki kok hiicrelerin ve epitel hiicrelerinin, orta diizeyde sitokeratin (CK)
eksprese ettigi gozlendi. Sitokeratinin dokularin ektoderm veya endodermden kodken
almalarina gore ayrilmalarinda kullanildigi uzun siiredir bilinmektedir (265). Over
yiizey epitel hiicrelerinin alisilmis epitel hiicrelerinden farklidir ve daha az differansiye
olmalar1 nedeni ile hem epitelyal, hemde mezensimal belirtegler tasimaktadir.. Daha
once yapilan calismalarda embriyonik gelisim sirasinda Sertoli hiicrelerinin de
vimentin, CK-18 eksprese ettikleri ve bu ekspresyonlarin Sertoli hiicrelerinin epitel
orjinli oldugunun bir belirtisi oldugu bildirilmistir. Sigcanlarda dogumdan iki hafta sonra
sitokeratin  ekspresyonunun  ortadan  kalkmasi, Onemli  modifikasyonlarin

gergeklestiginin bir belirtisi olarak degerlendirilmektedir (266).

Bu caligmada alinan hiicre Orneklerinin 1. ve 2. haftaya ait hiicrelerin
incelenmesinde epitel hiicrelerinde CK ekspresyonu hafif diizeyde devam ederken
yuvarlak “oosite benzer” hiicrelerde ekspresyonun artmis oldugu gozlendi. Sigcan fetus
overinde CK ekprese edildigi bilinmektedir (267). Eriskin insan overinde de graniiloza
hiicrelerinde CK-18 wvarligi gosterilmistir. Buna karsilik eriskin sigan overinde
graniiloza hiicreleri CK eksprese etmemektedir. (267). V. Fridmacher ve arkadaglar
yaptiklar1 ¢calismada, CK-18 primer ve biiyiimekte olan follikiillerde gézlemlenmisler,
fakat ekspresyonun biiyliyen follikiiliin graniiloza hiicrelerinde kayboldugunu tespit
etmiglerdir. Virant-Klun ve arkadaglar1 2011 yilinda yaptigi calismada primordial
follikiiller arasinda bazilarimin CK pozififligi gosterdigi bildirmislerdir. Loffler ise CK
pozitif hiicrelerin baz1 primordial, primer follikiillerin, hem follikiiler hem graniiloza
hiicrelerinde varligimi gostermisler ve heterojen morfolojiye sahip graniiloza
hiicrelerinin 1ki farkli kaynaktan koken aldigini, sitokeratin farkliliginin da bu nedenle

oldugunu ileri siirmiislerdir (252).

CK’nin seksiiel differansiasyondan once bulundugu bilinmektedir. Germ
hiicrelerinin halen tam farklilasmamis olmasi nedeni ile CK ekspresyonun devam ettigi
diisiiniildii. Townson DH ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada bovine over follikiillerinde
ve korpora luteada (CL) CK-18 varliginin apoptoza karsi direng olusturmada 6nemli rol
oynadigin1 ve gelismekte olan follikiillerde CK-18" hiicre populasyonunun arts
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gosterdigini, CL’da luteal hiicrelerin Ostrus siklusu boyunca sabit olarak bulunurken,

atretik follikiillerde ise az sayida hiicrenin CK-18" oldugunu bildirmislerdir (269).

Zona pellusida (ZP) glikoprotein yapida olup tiim memelilerde oositleri
cevreleyen ZP’ nin tiire Ozel sperm baglanmasinda, akrozom reaksiyonunda
polisperminin  Onlenmesinde implantasyon Oncesi embriyonun yapismasinin
Oonlemesinde Onemli rolii bulunmaktadir. ZP yapisinda 4 tip protein oldugu
bilinmektedir (206). ZP-1 filamantdz ana yapiy1 olusturur, ZP-3 primer sperm ligantidir,
ZP-2 sekonder liganti olusturmaktadir. ZP4’lin insanlarda 1 kromozom iizerinde
yerlesmistir, 540 aa uzunlugunda polipeptit zinciri bulunmaktadir (205) . ZP-4 tek
basina sperm baglama yetenegi oldugu rapor edilmis olmasina ragmen ZP-3 olmadigi
ortamlarda sperm baglanmadigi gosterilmistir (271). Buna karsilik ZP-3’iin spermin ya
akrozomal cap bolgesinden ya da ekvatoryal bolgesinden baglandigi akrozom
reaksiyonuna girmis spermin akrozomal kep bolgesinden ZP3 ile baglanamadigi
gosterilmistir. Buna karsilik ZP-4 ile yiiksek oranda sperm akrozomal kep bolgesinden
baglanmis olmasinin ZP-3 ve ZP-4’{in spermatozoa ilizerinde ayr1 baglanma bolgeleri

oldugunun bir kanit1 olarak kabul edilmektedir (272).

Parthe ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, insan ve koyunlardaki
oosit benzeri hiicrelerin ZP-4’ii C-KIT, DAZL, GDF-9 ve VASA ile birlikte oositlerin
gelisimde rol oynayan germ hiicrelerin belirteci olarak bildirmistir (5). Bu ¢alismada
ZP-4 monoklonal antikoru ile boyanmis praparatlarin incelenmesinde birinci ve ikinci
haftaya ait hiicre kiiltiirii materyallerinde boyanmis hiicre gézlenmezken, 3. haftaya ait
orneklerde  yuvarlak  bigimli  oosit benzeri hiicrelerin  kuvvetli  pozitif
immunohistokimyasal boyandigi gézlendi. ZP-4 proteinin varligi bu hiicrelerin oosit
benzeri hiicreler olabileceginin bir gostergesi olarak degerlendirildi. ZP-4 ekspresyonun
primordial ve primer follikiillerdeki oositler tarafindan eksprese oldugu bildirilmistir
(273). Maymunlarda yapilan in situ hibridizasyon caligmasinda ZP-2’nin biiyiiyen
follikiillerin her asamasinda, ayrica olgun preovulatuvar follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde bulundugu gosterilmistir (274). ZP-3 iin ise tiim follikiillerdeki oositlerde
ve graniiloza hiicrelerinde oldugu, ZP-4’iin sekonder follikiillerde bulundugu tersiyer
folikiillerde azaldigi, primordial primer antral follikiillerde ve graniiloza hiicrelerinde
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bulunmadigr gosterilmistir (272). Oosit benzeri hiicrelerde tespit ettigimiz ZP-4
immiinoreaktivitesinin varligi bu hiicrelerin erken dénem follikiil gelisimi asamasinda
olabilecegini diisiindiirdii. Bukovsky 2008 yilinda yaptig1 calismada follikiil gelisimi
sirasinda, oositlerden ve atrezik folikiillerden, gerceklesen ZP-4 ekspresyonunun ZP-
2’den daha once gergeklestigini, sekonder follikiillerdeki oositlerden ve gelismekte olan
follikiillerden eksprese olan ZP-3’iin ise en son ortaya ¢iktigini bildirmistir. ZP-3’iin
bliyiiyen follikiillerdeki oosit maturasyonu ile iligkili oldugu, fakat primordial follikiiller
icin boyle bir iligki bulunmadig: ileri siiriilmektedir (83). Primordial follikiillerden ise
sadece ZP-4 eksprese olmaktadir ve ZP-4 antikorlar1 primordial follikiiller havuzdaki
oositleri etkilemektedir. Diger taraftan agiklanamayan normogonadadotropik disi
infertilitesinde ZP-2, ZP-3 ve IgM antikorlar1 kan follikiil bariyerini yiiksek molekiil
agirligt nedeni ile gegemez saglikli primordial follikiillere etki etmez (275) fakat

ovulasyonu gerceklesmis oositlerin sperm ile baglanmasini engellemektedir.

Alman hiicre 6rneklerinin hem ilk giin 6rneklerinde, hemde birinci giin ve
birinci haftaya ait doku orneklerinde OYE hiicrelerinin PTEN monokonal antikoru ile
kuvvetli immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi. Morfolojik olarak kok hiicrelere
benzeyen hiicrelerde PTEN seviyesinin yiiksek diizeyde olmasi, bu hiicrelerin PTEN
araciligiya farklilasmasini engelledigi, boylece doku icinde follikiil gelisiminin bir
nedeni olarak ileri siirtilebilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda PTEN, PI3K’1n negatif
diizenleyicisi oldugu bildirilmis ve primordiyal follikiil aktivasyonunu baskilama
fonksiyonu oldugu ileri stirilmiistiir (209,210). Adhikari ve arkadaglarinin 2012 yilinda
yaptiklar1 calismada PTEN inhibitorlerinin kullanilmasinin primordiyal follikiilleri
aktive edecegini, biiylimelerine izin verecegini ve follikiillerin FSH’a yamt
verebilecegini rapor edilmistir. PTEN inhibitorlerinin hem neonatal fare overlerinde
hem de insan over kortikal dokularindaki primordiyal follikiilleri aktive ettigi, ayrica
aktive edilen bu primordiyal follikiillerin, olgun follikiillere gelistigi ve overektomi
yapilan farelerin bobrek kapsiilii i¢erisine transplantasyonu sonrasinda fertilize olabilen
oositler meydana getirdigi ayni grup tarafindan bildirilmistir (211). Ayrica PTEN tiimor
baskilanmasinda ve c¢esitli dokularda metabolik diizenlemede rollerinin oldugu

bilinmesine ragmen, yeni IVF teknikleri denemesi sirasinda farelerde kronik hastalik
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bulgular1 gozlenmemistir. PTEN’in eksikligi ¢esitli dokularda tiimodral olusuma neden
olmaktadir. Farede primordiyal germ hiicreleri, prostat, pankreas, meme epiteli,
tirositler, karaciger ve diiz kas hiicre hatlarindaki PTEN’in sartli delesyonlar1 sirasiyla
teratomlar, prostatik kanserler, pankreatik kanserler, meme kanserleri, tiroid kanserleri,
kolanjiyosarkomlar ve leyomiyosarkomlar ile iliskili oldugu bildirilmis olmasina
ragmen, kisa siireli insan ve sigir over dokularinin PTEN inhibitorleri ile muamele
edilmesinden sonra SCID farelere bobrek kapsiil altina transfer edilmesi sonrasinda
timor olusumu goézlenmemistir (210). Adhikari ve arkadaslarinin 2012 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada PTEN inhibitorlerinin kullaniminin saglikli nesiller olusmasi igin
fertilize olabilen olgun fare yumurtalarinin verimini arttirdigin1 ve saglikli ve fertilize

olabilen insan oositleri tiretebilmek i¢in klinik 6neme sahip oldugunu bildirmistir (211).

Daha 6nce PTEN ile ilgili yapilan ¢alismalar, over dokusunda follikiil gelisimini
incelenmesi ile ilgilidir, PTEN’in OYE hiicreleri tizerindeki fonksiyonlar ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir. Alinan hiicre orneklerinin 2. ve 3. haftasina ait 6rneklerde,
kok hiicrelerdeki PTEN immunoreaktivitesinin giderek azaldigi tespit edildi. PTEN’in
oosit lizerine olan farklilasmayr baskilama 06zelliginin ortadan kalmasi ile kok
hiicrelerinin oositlere farklilagmasinda rol oynadig: diisiiniildii. Daha 6nce yapilan bir
calismada oosit spesifik PTEN, primordial follikiillerdeki oositler {lizerinde ortadan
kaldirilmis ve Pten” farelerde primordial follikiillerin aktive edilmesi ile primer ve
sekonder follikiillerin asir1 gelisimi dolayist ile primordial follikiillerin erken
deplesyonu gozlenmistir (276). PTEN’in primordial follikiillerin hareketsiz kalmasinin
saglanmasinda esansiyel rol oynadigi ileri siiriilmektedir (277). Supresor ve aktivator
sinyallerinin koordineli eylemi follikiil bliylimesinin baglamasi1 ve devam etmesi i¢in
gereklidir. PTEN eksikliginin dormant fazdaki primordial follikiillerin erken
aktivasyonununa ve dolayisi ile oositlerin erken ¢ocukluk doneminde tiikenmesine ve

premature over yetmezligine (POF) neden olmaktadir (209).

PI3K primordial follikiil gelisiminde rol oynadigi, oositlerin yasamini, kaybini
ve primordial follikiillerin aktivasyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (278). Alinan
doku oOrneklerinin parafin bloklarindan ve birinci hafta hiicre oOrneklerinde PI3K
immunoreaktivitesinin olduk¢a diisiik oldugu gozlendi ve over yiizey epitel hiicreleri
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arasinda bulunan kok hiicrelerin oosit benzeri hiicrelere benzer hiicrelere diferansiye
olmalarinda PTEN’in artmis olmasi nedeni ile PI3K baskilandig: diisiiniildi. Hiicre
kiltlirii ile yapilan oosit farklilasma mekanizmalarinda, PI3K rolii bilinmemektedir.
Bununla beraber in vivo oositlerde PI3K sinyal yolaginin ekstraselliiler sinyaller ile
aktive edildigi ve primordial follikiillerin yasamini devam etmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. PI3K aktivasyonu kit ligantlar araciligi ile baslatilmakta ve oosit ve
graniiloza hiicrelerinde reseptor protein tirozin kinaz (RPTK) Kit ve onun ligant1 Kit
ligand (KL) bulunmaktadir. Mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI)
olmayan oositlerinde artmis aktivasyonu primordial follikiillerin premature
aktivasyonuna neden olmaktadir. Oosit spesifik Tscl (279) veya Tsc2 (280)
delesyonunun mTORCI aktivitesini arttirdig1 boylece pubertede primordial follikiillerin
aktivasyonunun arttifi ve POF gelistigi gozlenmis olmast mTORCI1 ile PI3K’nin
birlikte primordial gelisiminde diizenleyici rol oynadiginin bir belirtisi olarak
degerlendirilmektedir(211).

PI3K aktivasyonunun oositlerdeki bazal seviyesi, primordial follikiil gelisimi
icin esansiyeldir (211), primordial follikiillerdeki oositin Pdkl geni ortadan kaldirilirsa
hiicreler bekleme doneminde direkt olarak 6lmektedir (17). Bizde bu ¢alismada PI3K
aktivasyonunu ikinci haftada hafif ve 3 haftada daha fazla artmis oldugu tespit edildi ve
PI3K’nin farklilasmada ©nemli rol oynadigi disiiniildi. Primodial follikillerin
gelisiminde ¢ok sayida faktor fonksiyon gostermesine ragmen, intra-oosit PI3K’nin
major rol oynadigi ileri siiriilmektedir (16). PI3K’nin Xenous oositleri (281). i¢in
mayozu tekrar baglatici ajan oldugu ileri siiriilmiistiir. MIS uygulamalarinda PI3K’nin
aktive oldugu ve oositin mayoz maturasyona basladigi gosterilmistir. Buna karsilik
PI3K inhibisyonu progesteron tarafindan stimiile edilen germinal vezikiil yikimini

(GVBD)’ durdurmaktadir.

Daha once yapilan calismalar follikiiler iizerinde olup, over yiizey epitel
hiicreleri arasinda bulunan kok hiicrelerden oosit benzeri hiicrelere doniisiim
asamasinda PI3K’nin rolii bilinmemektedir. Primordial follikiiler diizeyinde
caligmalarda pre-graniiloza hiicrelerinin follikiil gelisimi ve aktivasyonu i¢in 6nemli
oldugu bu iligkinin oosit biiytimesi ve follikiiler gelisimin devami i¢in diizenleyici
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oldugu ileri siiriilmektedir. (16). PI3K yolagi ayrica graniiloza hiicrelerinin
diferansiasyonunda da rol oynamaktadir. Graniiloza hiicrelerinde PTEN delesyonu
yapilirsa, PI3K-AKT yolagiin hiperaktive oldugu bunun sonucunda ise luteolizin
baskilandig1 graniiloza hiicrelerinin prolifere oldugu follikiil biiyiimesinin arttig1
gosterilmistir (282). Primer ve daha sonraki asamalardaki oosit i¢indeki PI3K sinyal
yolaginin arttirilmasi veya azaltilmasinin follikiil gelisimi ve oosit maturasyonu iizerine
etkisinin olmadig1 bildirilmistir (16). PDK1-AKT sinyal yolaginin mayoz maturasyonu
diizenledigi PTEN ve Pdkl eksikliginde mayoz ilerlemesinde farklilik gézlenmedigi
(17) ve intra oosit PI3K yolaginin oosit mayoz baslamasina vazgegilmez olmadigr ileri
striilmiistiir (16). Bununla beraber, bu calismada graniiloza hiicrelerinin olmamasina
ragmen, PTEN’nin 2. ve 3. haftalarda artmis olmasi oositlere dogru farklilasmada rol

oynadiginin bir gdstergesi olarak degerlendirildi.

Protein kinaz B (PKB) olarakta bilinen serin/tireonin protein kinaz AKT, insan
fizyolojizisinin 6nemli diizenleyicisidir ve biiylime, hayatta kalma, proliferasyon ve
metabolizmanin diizenlenmesini igeren gesitli hiicresel fonksiyonlari kontrol etmektedir

(18).

Alinan postmenopozal kadinlarin over doku Orneklerinin parafin kesitlerde
yiizey epitel hiicrelerinin olduk¢a az boyanmasmna ragmen stromasindaki AKT
immiinoreaktivitesinin oldukca fazla oldugu goézlendi. AKT i PI3Kyolaginin bir
elemani olmasi nedeni ile PI3K’nin stromada oldukca diisiik olmasina ragmen AKT in
stromada artmis olmasi PI3K ile uyumlu olmayan bir artis olarak degerlendirildi.
AKT‘mn mensturel siklus boyunca degismedigi, ektopik gebeliklerde desiduada en
yiiksek seviyede eksprese edildigi bildirilmistir (283). Postmenopozal kadinlarin
endometirumlarinda ovarian yetmezIlik nedeni ile atrofi ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
beraber adrenal medullada iiretilen androstenodion yag dokuda dstrojene doniismesinin
artmis olmasi endometriumda proliferatif aktivitesini arttrimaktir. Postmenopozal
kadinlarda Ostrojen reseptorii alfanin (ER1a) glandular epitelde (284) ve epitel
hiicrelerinde (285) arttigi gosterilmistir. ER1a’nin birkag¢ yolla AKT yolagimi aktive
ettigi boylece hiicre sag kalim proliferasyon ve apoptozu diizenledigi bilinmektedir
(286). Hiicre kiiltlirii yapilan OYE hiicrelerinin birinci hafta 6rneklerinde AKT
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aktivasyonunun olduk¢a diisikk oldugu gozlendi. AKT/PKB yolaginin aktivasyonu
mitotik fazda hiicrenin girisini diizenlemektedir. Ayrica AKT, MPF aktivasyonunu ve
CDC25B fosfatazin AKT bagimli fosforilizasyonu ile 1 hiicreli fare embriyolarinin
gelisimini indiiklemektedir. (287). AKT proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu
baskilamakta ve apoptozu bloke etmektedir(288). Bu nedenle bu g¢aligmada AKT
immiinoraktivitesinin diisiik olmas1 heniiz farklilasmanin baslamadiginin bir gostergesi

olarak degerlendirildi.

AKT immiinoreaktivitesi ikinci haftaya ait hiicre orneklerinde artmis bulundu.
Primordial follikiillerdeki oositlerde PI3K—AKT’mn yiliksek oldugu ve PTEN’i
baskiladig1 bu durumun primordial follikiillerin prematur aktivasyonunu agiklamak igin
yeterli oldugu bildirilmistir (209) mTORC1’in follikiil gelisiminde primordial follikiil
aktivasyonu yaparak rol oynadigi Dbilinmektedir(289). Uzun siireli rapamisin
uygulamasinin mTORC1’1 inhibe ettigi buna karsihik AKT yolagimi aktive ettigi
bilinmektedir. AKT yolagimmin negatif feedback diizenleyicisi olan mTORCI
inhibisyonu ile AKT aktivitesi ve artmakta ve primordial follikiikiil aktivitesi
gerceklesmektedir. (159,209,211), AKT aktivasyonu oosit c¢ekirdeginin germinal
vezikill yikilmasi(GVBD) olarak isimlendirilen olayinda gerceklesmesinde rol
oynamaktadir. AKT CDK1-siklin B kompleksini aktive ederek mitotik faza girmesinde
rol oynamaktadir (290). PI3K-AKT/PKB yolag: inhibisyonu siklin bagimli kinaz 1
(CDK1) ve mayozun tekrar baglamasini engellemektedir (291).

AKT immunoreaktivitesi liclincii hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde pozitif olarak
boyandig1 gozlendi. Oosit gelisiminin yaninda embriyo gelisiminde de rol oynabilecegi
diisiniildii. Riley ve arkadaglar1 (292) fertilizasyondan sonra da AKT/PKB sinyal
aktivitesinin fare preimplantasyon embriyosunda yiliksek oldugunu rapor etmislerdir.
AKT/PKB’nin MPF aktivasyonunda rol oynadigini ve 1 hiicreli fare embriyosunun

geligsmesini sagladigi da bilinmektedir (287)

AKT/PKB normal hiicre sag kalimini saglamanin yani sira, fertilize fare
oositlerinde ilk mitotik boliinmede anahtar rol oynadigida ileri siiriilmektedir. AKT

yolaginin inhibisyonu ise CDKI1 aktivitesini azalttigi ve mayozun baglamasini

81



geciktirdigi fare oositlerinde gosterilmistir (291). 1 hiicreli embriyoda AKT/PKB inhibe
edilirse belirgin apoptoz gozlendigi CDKI1 inhibe edilen 1 hiicreli embriyolarda ise
apoptoz gozlenmedigi bildirilmistir (293).

FOXO ailesinin iiyelerinden olan FOXO1,FOXO03 ve FOXO04 disi iireme sistemi
icinde gonadal fonksiyonlarin kontrolii, embriyogenez ve follikiillogenezde 6nemli rol
oynamaktadir (19). Bununla beraber, parafin doku kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda,
ikinci giin ve birinci hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde hafif siddette FOXO3A aktivitesi
gozlendi. OYE i¢inde bulunan kok hiicrelerin farklilagmasinda rolii olabilecegi
diistintildii. OYE’nin FOXO ekspresyonu ile ilgili olarak literatiir arastirmasinda bir
bilgi bulunmamaktadir. Wang ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptig1 calismada bazi kok
hiicrelerin  hemostaz ve devamliliginda FOXO3A’nin yeni bir 06zelligi olarak
reprogramlanma islemine ve differansiasyon islemine katildigin1 rapor etmistir (294).
2013 yilinda Nature dergisinde yayinlanan Warr ve arkadaglarinin yaptig1 calismada da
hematopoetik kok hiicrelerin otofajik programdan FOXO3A ile korundugu bildirilmistir
(295).

Ikinci hafta ve iiciincii hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde FOXO3A aktivitesinin
oldukca diisiik oldugu gozlendi. FOXO3A memeli overinde follikiiler aktivasyon ve
erken gelisim donemini kontrol etmektedir. Oositlerdeki yiiksek PI3K-AKT sinyal
yolagimnin aktivitesi oositlerdeki FOXO3A’y1 inhibe ederek primordial follikiillerin
aktivasyonunda inhibitér rol oynamaktadir. (Castrillon et al., 2003), Oosit niikleusunda
bulunan FOXO3A belirgin bi¢imde down regiile olmakta ve primordial ve erken donem
primer follikiil gelisiminde rol oynamaktadir (297,298). FOXO3A inaktivasyonunun
fertiliteyl hizli bicimde azalttig1, follikiilleri atreziye ugrattigi, primordial follikiillerin
tikettigi bildirilmistir (18). Oosit spesifik FOXO3A yoklugu PTEN delesyonu ile
benzer fenotipte tablo olusturmaktadir (Reddy 2008). Bununla beraber PTEN
yoklugunda PI3K,AKT bagiml fosforlizasyonu ve FOXO3A’nin niikleer eksportunu
direkt olarak stimiile etmekte ve kontrolsiiz primordial follikiil aktivasyonuna neden

olmaktadir.
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Asirt FOXO3A ekspresyonunun follikiil gelisiminin bozulmasi nedeni ile disi
infertilitesine de neden oldugu bildirilmistir (18). Yeni dogan overinde FOXO3A
overekspresyonu Bim (B-cell lymphoma-2), FasL ve p27 azalmasina ve dolayisi ile
oositlerin apoptoza girisini stimiile etmektedir (298). Yapisal olarak aktive FOXO3A
ayrica BMP-15, konneksin37 ve konneksin-43’ii etkileyerek oosit bitylimesini follikiil
gelisimini inhibe etmektedir. (18).
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7. SONUCLAR

Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Kadim Hastaliklar1 ve Dogum Boliimii
ile Merkez Efendi Devlet Hastanesi Dogumevi Klinigine ¢esitli jinekolojik hastaliklar
nedeni bagvuran ve ile opere olan, etik onam formunu imzalayan, postmenopozal kadin
hastalardan toplanan over doku 6rnekleri ve over doku 6rneklerinden elde edilen OYE
hiicre kiiltiirleri birinci hafta, ikinci hafta ve lcilincii hafta 6rnekler alinarak rutin
histokimyasal ve anti- OCT-4, anti-SSEA-4, anti-C-KIiT, anti-VASA, anti- anti-ZP-4,
anti-CK-18, anti-PTEN, anti-PI3K, anti-pAKT1/2/3, anti-FOXO3 primer antikorlar
kullanilarak avidin-biyotin-peroksidaz yontemi ile indirekt immiinohistokimyasal

boyamalar uygulanda.

OCT-4 immunoreaktivitesi hem over dokusu kazinan epitel hiicreleri arasinda,
hem de over yiizey epitel hiicrelerinden yapilan birinci hafta kiiltiir 6rneklerinde, OCT-4
pozitif hiicreler gézlendi ve bu hiicrelerin over yiizey epitelinde bulunan daha once

bildirilmis olan kok hiicreler oldugu diistiniildii.

Over yiizey epitelinden elde edilen hiicrelerin birinci haftada i¢indeki alinan
orneklerde epitel hiicrelerinde de ve ikinci ve flgiincii haftaya ait hiicre kiiltiir

preparatlarinda az sayida hiicrede OCT-4 boyanmasi1 gozlendi.

OCT-4 eksprese eden hiicrelerin sayisinin ikinci ve iiglincii hafta preparatlarinda
cok az sayida oldugu gozlendi ve bu pluripotent hiicrelerin diferansiye olmalar1 nedeni

ile sayilarinin azalmis olabilecegi diistlintildii.

Incelenen preparatlarda OYE hiicreleri arasinda bulunan OCT-4 eksprese eden kok

hiicrelerin, epitel hiicrelerine komsu olarak yerlestigi gézlendi.

SSEA-4 immunoreaktivitesi over yiizey epiteli arasindaki kiiciik hiicrelerde ve
birinci hafta hiicre kiiltiirii preparatlarinda az sayida kiigiik hiicrenin SSEA-4 ile

boyandig1 gozlendi.

Over yiizey epitel hiicreleri arasinda daha kii¢iik hiicrelerin pluripotent kok

hiicre belirtegleri olan hem OCT-4 hem de SSEA-4 ile boyanmis olmasi, bu hiicrelerin
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kok hiicreler oldugunun ve over ylizey epitelinde bulundugunun bir kaniti olarak

degerlendirildi.

Bununla beraber bu caligma icin aliman doku orneklerinde, hem parafin doku
kesitlerinde, hem de hiicre kiiltiirii 6rneklerinde hiicrelerin yaygin olarak VASA ile

boyandig1 gozlendi.

Bu calismadaki yaygin boyanmanin nedeni artefakt olarak degerlendirildi.

Antikor dilusyonu oranlarinin azaltilmasina ragmen boyamalarda degisiklik olmadi.

Over vyiizey epiteli preparatlarin incelenmesinde ikinci haftada ylizey epitel
hiicreleri arasinda morfolojik olarak kok hiicreler benzer hiicrelerin C-KiT monoklonal

antikoru ile immunopozitif olarak boyandig1 gozlendi.

Bu calismada aliman over doku orneklerinin H.E ve 1. hafta hiicre kiiltiirii
prepartlarindaki kok hiicrelerin ve epitel hiicrelerinin, orta diizeyde sitokeratin (CK)

eksprese ettigi gozlendi.

Bu caligmada alinan hiicre Orneklerinin 1. ve 2. haftaya ait hiicrelerin
incelenmesinde epitel hiicrelerinde CK ekspresyonu hafif diizeyde devam ederken

yuvarlak “oosite benzer” hiicrelerde ekspresyonun artmis oldugu gozlendi.

Bu calismada ficiincii haftaya ait over yiizey epiteli hiicre kiiltiirii 6rneklerinin
CK-18 ile boyanmis preparatlarinda da epitel hiicrelerinin daha hafif olmak iizere
yuvarlak bi¢imli farklilasan hiicrelerde CK immiinoreaktivitesinin fazla oldugu

gbzlendi.

Bu c¢alismada ZP-4 monoklonal antikoru ile boyanmis praparatlarin
incelenmesinde birinci ve ikinci haftaya ait hiicre kiiltiirii materyallerinde boyanmis
hiicre gozlenmezken, 3. haftaya ait 6rneklerde yuvarlak bi¢imli oosit benzeri hiicrelerin

kuvvetli pozitif immunohistokimyasal boyandig1 gézlendi.

ZP-4 proteinin varligi bu hiicrelerin oosit benzeri hiicreler olabileceginin bir

gostergesi olarak degerlendirildi.
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Oosit benzeri hiicrelerde tespit ettigimiz ZP-4 immiinoreaktivitesinin varligi bu

hiicrelerin erken donem follikiil gelisimi asamasinda olabilecegini diisiindiirdi.

Alman hiicre 6rneklerinin hem ilk giin 6rneklerinde, hem de birinci giin ve
birinci haftaya ait doku 6rneklerinde OYE hiicrelerinin PTEN monokonal antikoru ile
kuvvetli immunoreaktivite gosterdigi tespit edildi. Morfolojik olarak kok hiicrelere
benzeyen hiicrelerde PTEN seviyesinin yiiksek diizeyde olmasi, bu hiicrelerin PTEN
araciligiya farklilagsmasini engelledigi, boylece doku iginde follikiil gelisiminin bir

nedeni olarak ileri stiriilebilir.

Alman hiicre O6rneklerinin 2. ve 3. haftasina ait orneklerde, kok hiicrelerdeki
PTEN immunoreaktivitesinin giderek azaldigi tespit edildi. PTEN’in oosit {izerine olan
farklilagmay1 baskilama 0Ozelliginin ortadan kalmasi ile kok hiicrelerinin oositlere

farklilagsmasinda rol oynadig1 diisiiniildi.

Alman doku Orneklerinin parafin bloklarindan ve birinci hafta hiicre
orneklerinde PI3K immunoreaktivitesinin oldukga diisiik oldugu gozlendi ve over yiizey
epitel hiicreleri arasinda bulunan kok hiicrelerin oosit benzeri hiicrelere benzer hiicrelere

diferansiye olmalarinda PTEN’in artmis olmas1 nedeni ile PI3K baskilandig1 diisiiniildii.

Bizde bu ¢alismada PI3K aktivasyonunu ikinci haftada hafif ve 3 haftada daha
fazla artmis oldugu tespit edildi ve PI3K’nin farklilagmada Onemli rol oynadigi

distinildii.

Bununla beraber, bu calismada graniiloza hiicrelerinin olmamasina ragmen,
PTEN’nin 2. ve 3. haftalarda artmis olmasi oositlere dogru farklilasmada rol

oynadiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Alman postmenopozal kadmlarin over doku Orneklerinin parafin kesitlerde
yiizey epitel hiicrelerinin olduk¢a az boyanmasina ragmen stromasindaki AKT
immiinoreaktivitesinin olduk¢a fazla oldugu goézlendi. AKT’in PI3Kyolaginin bir
elemani olmasi nedeni ile PI3K’nin stromada olduk¢a diisiik olmasina ragmen AKT 1n

stromada artmis olmas1 PI3K ile uyumlu olmayan bir artis olarak degerlendirildi.
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Hiicre kiiltiirii yapilan OYE hiicrelerinin birinci hafta orneklerinde AKT

aktivasyonunun oldukea diisiik oldugu gozlendi.

Bu nedenle bu c¢alismada AKT immiinoraktivitesinin diisiik olmasi heniiz

farklilasmanin baglamadiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi.
AKT immiinoreaktivitesi ikinci haftaya ait hiicre 6rneklerinde artmis bulundu.

AKT immunoreaktivitesi ti¢lincii hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde pozitif olarak
boyandig1 gozlendi. Oosit gelisiminin yaninda embriyo gelisiminde de rol oynabilecegi

diistinildii.

FOXO3A immunorekativitesi arafin doku kesitlerinde, OYE hiicreleri arasinda,
ikinci giin ve birinci hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde hafif siddette FOXO3A aktivitesi
gozlendi. OYE iginde bulunan kok hiicrelerin farklilagmasinda rolii olabilecegi

diistinildii.

Ikinci hafta ve iigiincii hafta hiicre kiiltiirii 6rneklerinde FOXO3A aktivitesinin

oldukea diisiik oldugu gozlendi.

Sonug olarak bu ¢alismada az sayida kok hiicre tespit edildi. Ugiincii hafta hiicre
orneklerinde “oosit benzeri” ve “blastosist benzeri” hiicreler tespit edildi, ancak bu
hareketli yapilarin immunohistokimyasal boyanmalar sirasinda kaybolmasia engel
olunamadi. Insan calismasinin getirdigi doku elde etmedeki giicliikler neden ile
calismaya dahil edilen vaka sayisinin azligt boyamalarin tekrarlanmasini engelledi.
Bununla beraber, postmenopozlu kadinlarin overlerinde follikiiller olmamasina ragmen
yiizey epitel hiicreleri arasinda kok hiicrelerin varligr ilging bulundu. Bu hiicrelerden
oosit benzeri hiicreler gelisebilecegi gozlendi. OYE hiicreleri arasinda bulunan koék
hiicrelerin, oosit ve/veya blastosist benzeri hiicreye doniismesindeki sirasinda PTEN-
AKT-FOXOS3A yolagmin aktif fonksiyon gosterdigi tespit edildi. OYE igerisinde
bulunan kok hiicrelerin varligi ve oositlere doniisebilme yetenegi, bu hiicrelerin ovaryan
yetmezlik vakalarinda kullanilmasina olanak saglayabilir. Ayrica OYE’den elde edilen
kok hiicrelerin veya embriyolarin degisiklik dokulara farklilastiriimasi, rejeneratif tipta

da yeni ufuklar acabilir.
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